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Abstract



1 Uvod

Zelezo je kovovy prvek, ktery se hojné vyskytuje v Zivych organismech. V periodické
tabulce prvki je umisténo v prvni periodé mezi pfechodnymi kovy s neparovymi d-elektrony.
Atom Zeleza je schopen velmi snadno vazat a uvoliiovat elektron a tak ménit své mocenstvi
z dvojmocné feroformy na trojmocnou ferioformu. Pravé flexibilni elektronova struktura
zeleza vede k jeho Sirokému vyuziti. Ze vSech biogennich kovi se v lidském téle nachazi
v nejvysSim mnozstvi a je kliCovym prvkem pro preziti vétSiny jednobunéénych organismu,
rostlin a savct [1, 2]. Umoziuje funkci zivotné dillezitych enzymi, je soucasti hemoproteint
s afinitou k molekulam kysliku, podili se na funkci dychaciho fetézce, je nezbytné pro
bunécny cyklus a syntézu nukleovych kyselin. Nevhodné nizka nebo vysoka hladina Zeleza
v t&le viak vede k rozvoji celé fady onemocnéni. Zelezo miize byt diky své vysoké reaktivitd
pro bunku toxické a v ramci Fenotonovy reakce zptusobovat vznik volnych radikali. Nejvice

poskozenymi organy pii nadbytku zeleza jsou jatra, slinivka, srdce a endokrinni zlazy [1].

Chalkony jsou rostlinné polyfenoly, sekundarni metabolity rostlin, Siroce obsaZené ve
fotosyntetizujicih bunikach. V pfirodé¢ se tyto rostlinné fenolické latky vyskytuji bud
konjugované s jednim nebo vice cukernymi zbytky piipojené pies hydroxylovou skupinu,
nebo ve formé aglykonu [3]. Tvoii béZnou soucast lidské stravy a nalézt je mizeme
napf. v ovoci, zelening, semenech, ¢aji ¢i vin€. Chalkony, jakoZto prekurzory flavonoidl, maji
pro preziti rostlin kli€ovy vyznam. Chrani rostliny pfed UV-B zéfenim, zvySuji atraktivitu
rostlin pro opylovace, podileji se na fotosyntéze a chrani rostlinu pfed napadenim
houbami [4]. Krom¢& toho také chalkony vykazuji Siroké spektrum biologické aktivity. Maji
antioxidacni,  protizanétlivy,  protirakovinny,  antimikrobidlni, = hepatoprotektivni,
antidiabeticky a anti-osteoporoticky ucinek na lidsky organismus [5, 6]. N&které chalkony
chelatuji zelezo 1 méd’ a tim se vyznamné podileji na prevenci oxidacniho stresu a vzniku
volnych radikali. Kontakt Zeleza s redukénim Cinidlem (chalkonem) vSak muze vyvolat také

redukci Zelezitych iontil na Zeleznaté, a tim zptsobit vznik volnych radikali [5].

Chalkony jsou obecné povazovany za antioxidanty. Chelatace pfechodnych kovl se mtize
na antioxidacni aktivité podilet stejné, jako je tomu u flavonoidi, ale na druhou stranu jejich
redukce muze plisobit prooxidacné [7]. V ramci této diplomové prace byla proto zkoumana
zelezo-chelataéni a Zelezo-redukéni aktivita nékterych vybranych chalkont, které se bézné

vyskytuji vovoci (floretin, florizin), béZn€ pouzivanych rostlinnych  drogéch



(isoliquiritigenin, likochalkon A) nebo jsou pouzivany jako sladidla (neohesperidin

dihydrochalkon, naringinu dihydrochalkon).



2 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo stanovit schopnost chelatovat zelezité a Zeleznaté ionty
a zelezo-redukujici uCinky u vybranych chalkonti v prostfedi o rtiznych pH (4,5; 5.5; 6,5
a7,5) a na zdklad¢ ziskanych vysledki odvodit vztah mezi strukturou testovanych latek
a zelezo-chelatacni a Zelezo-reduk¢ni aktivitou. Pro vypracovani diplomové prace byly
vybrany tyto latky: isoliquiritigenin, naringin dihydrochalkon, neohesperidin dihydrochalkon,

likochalkon A, floretin a florizin.
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 Vyznam Zeleza pro Zivy organismus

T¢lo zdravého dospélého Clovéka obsahuje 3-5 g zeleza, coz zahrnuje 35 mg/kg Fe u zen
a45 mgkg u muzi. Z celkového mnozstvi zeleza je 60-70 % zabudovano v molekule
hemoglobinu cirkulujicich ¢ervenych krvinek, 3-7 mg je navdzano na transportni protein
transferin vyskytujici se v plazmé, 400 mg se nachdzi v proteinech obsahujicich zelezo
(myoglobin, cytochrom, enzymatické systémy) a piiblizné 1 g tvoifi zasoby zeleza ve slezing,
kostni dieni a enterocytech [8]. Ztraty zeleza ¢inni u muzi asi 1 mg za den a u Zen az
2 mg [9]. Prostfednictvim potravy pfijimame denné asi 1 az 2 mg zeleza. Toto mnozstvi
pfedstavuje ptiblizné 10 % Zzeleza, které se nachazi v primérné denni stravé dospélého
Clovéka [10]. Dvé tietiny z absorbovaného zeleza pochdzeji z hem, nachazejiciho se
pfedevsim v zivocisné stravé, zbyvajici frakce je anorganicka. Proces erytropoézy spotiebuje

az 30 mg zeleza denné [11].

3.1.1 Metabolismus Zeleza

Absorpce zZeleza z potravy je zprostiedkovdna kartaCovym lemem duodendlnich
enterocytli nachazejicich se ve sliznicnim epitelu pocatecniho Useku tenkého stfeva.
Vstiebavani Zeleza je zpétnovazebné regulovano. Celkové mnoZstvi zeleza v téle se fidi
prostfednictvim resorpce, jelikoZ vydej zeleza organismus regulovat neumi. Trojmocné
nehemové Zelezo (Fe’"), které je v potravé obsaZeno Castdji, je ve stievé redukovano na
elezo dvojmocné (Fe), za Gdasti redukénich &inidel, napf. vitaminu C (kyseliny askorbové)
nebo aminokyselin cysteinu a histidinu. Tuto reakci katalyzuje duodendlni enzym
cytochrom B. Dvoumocné Zelezo nésledné vstupuje do enterocytu diky transportéru
lokalizovaném na apikalni membrané DMT1 (DMT1 — divalent metal transporter 1). DMT1
je jednofetézcovy transmembranovy glykoprotein, ktery mlze kromé Zeleza transportovat
1jiné dvoumocné kovy. Jeho exprese se zvySuje pii nedostatku zeleza. Hem je z lumen
duodena absorbovan do buiiky za pomoci transportéru HCP (heam carrier protein). Uvolnéni
zeleza z hemu zprostiedkovava enzym hemooxygenédza. V enterocytu se Zelezo objevuje ve
dvou formach, mezi kterymi je ustanovena dynamické rovnovaha. Mezi tyto formy patii
volné dvojmocné Zelezo, jehoz hladina je diky toxicité¢ drzena na nizké urovni, a zasobni
trojmocné Zelezo. Pii vystupu z buiiky se Zelezo oxiduje na méné toxické trojmocné Zelezo.
Oxidaci provadi molekula hephaestinu lokalizovana na bazolaterdlni membrané enterocytu.

Trojmocné Zelezo vstupuje do krve diky ferroportinu, exportéru Zeleza. V plazmé se zelezo
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vaze na specificky pfenase¢. Transportni molekulou Zeleza je jednofetézcovy glykoprotein
transferin, obsahujici dvé strukturné podobnad, ale funkéné odlisnd vazebna mista pro atomy
zeleza. Jedna molekula transferinu je schopna vazat az dva atomy trojmocného zeleza. Za
normalnich podminek je transferin saturovan pouze z 1/3. Pii nedostatku Zeleza saturace
transferinu klesa, naopak pii nadbytku zeleza v organismu jeho saturace stoupa. Molekula
transferinu se vdze na specializované transferinové receptory TfR a TfR2, které jsou umisténé
na membrané bunék. NejhustSi vyskyt transferinovych receptori mizeme pozorovat na
bunikach hemopoézy. Dojde-li k rozvoji anémie, obvykle se kromé sérové koncentrace Zeleza
snizuje 1 koncentrace transferinu. Zasobni zelezo je v buiikdch ulozeno ve formé feritinu,
tvoreného dvéma typy podjednotek oznaCovanych jako L- (Light, Liver) a H- (Heavy,
Heart) feritin. Jednotlivé feritiny se od sebe liSi zastoupenim L- a H- podjednotek. Feritin
bohaty na L- podjednotky pfijima zelezo pomaleji a déle jej skladuje, naopak feritin bohaty na
H- podjednotky pfijimé Zelezo rychle a rychle jej uvoliiuje. Oba typy podjednotek se formuji
do schranek slozenych z 24 molekul, pfitom kazdé ze schranek disponuje schopnosti vazat az

tisice atoma Fe’ [1, 12].

Metabolismus Zeleza se muze jevit jako z ¢asti uzavieny kolob¢h. Lidské télo se snazi
maximalné vyuZzit zelezo, které se jiZ v organismu nachazi, a za timto ucelem recykluje Zelezo
ze zaniklych erytrocytl v retikulo-endotelidlnim systému. Nepostradatelnou soucasti tohoto
procesu jsou makrofagy ve slezing, které fagocytuji odumirajici erytrocyty a rozkladaji v nich
obsazeny hemoglobin na bilkovinny fetézec globin a hem, ze kterého je nasledné¢ uvolnéno
dvojmocné Zelezo. Dvojmocné Zelezo je oxidovano na trojmocné Zelezo prostfednictvim
ceruloplasminu a po vystupu z makrofagl se vaze na transferin. Denné je takto zpracovano az

20 mg zeleza, coz je vice neZ desetindsobek zeleza vstfebaného [1, 11].

T¢la savch vyluCovani Zzeleza regulovat neumi. Homeostdza Zeleza v téle je tedy
regulovana pouze na Grovni absorpce. Fyziologické ztraty Zeleza vznikaji odlupovanim bunék
a menstrua¢nim krvacenim. Denné timto zplsobem télo pfichazi o 1-2 mg Zeleza. Zdrava
Zena ztraci pi1 menstruaci piiblizné 50-80 ml krve, coZ navySuje denni tbytek Zeleza o 1-2 mg
oproti muzim. V urcitych etapach lidského zivota se mizeme setkat se zvySenymi naroky na
spotiebu zeleza. Mezi tyto stavy patii t¢hotenstvi, kojeni a riist. VyS$$i naroky na ptijem Zeleza
maji 1 sportovci. Ve srovnani s tim byvaji patologické ztraty Zeleza nejcastéji zplisobeny
chronickym krvacenim, opakovanym prajmem, Iéky (kyselina acetylsalicylova,
glukokortikoidy, nesteroidni antirevmatika, chlorid draselny), hemodialyzou, hemoglobinurii

a opakovanymi krevnimi odbéry. Nedostatek Zeleza v organismu zpusobuje i jeho sniZeny
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pfisun v potravé (malnutrice), poruchy piijmu a transportu Zivin (malabsorpce, maldigesce)
a chronicky zanét. Béhem zanétu dochazi ke snizeni absorpce Zeleza z gastrointestinalniho
traktu a zaroven klesa i mnozstvi zeleza uvolnéného z makrofagl. Bilance Zeleza je napjata

zejména u téhotnych a kojicich Zen, pti dospivani a u vegetariana [8, 13].

3.1.1.1 Systémova regulace metabolismu Zeleza

Ditlezitou roli v fizeni metabolismu Zeleza a udrZzeni homeostazy hraje hepcidin.
Hepcidin je peptidovy hormon sloZzeny z 25 aminokyselin, ktery je syntetizovan pievazné
v jatrech. Kromé& hepatocytli, které jsou hlavnim zdrojem hepcidinu, syntetizuji tento
peptidovy hormon i dalsi t€lni struktury. Mezi né€ patii napt. makrofagy a adipocyty. Produkci
hepcidinu stimuluje plazmaticky transferin nebo hepatocyty prostfednictvim nejasnych
mechanisml. Tento peptidovy hormon je schopen inhibovat exportér Zeleza ferroportin
umistény na bunkach. Inhibice ferroportinu vede ke snizeni vystupu Zzeleza z bunck do
kompartmentu plazmy ze tifi hlavnich cest: enterocytii v duodenu, makrofagti ve sleziné
a hepatocytl. V pfipad€, ze se mnozstvi zeleza v organismu zvys$i nad tolerovanou hladinu,
dochazi ke zvyseni produkce hepcidinu, naopak pii nedostatku zeleza se jeho syntéza snizuje.
Dlouhodobé zvySend koncentrace hepcidinu v téle zplisobuje pokles zeleza v plazmé
a celkovy nedostatek zeleza v organismu. Naopak nedostatek hepcidinu vede k trvale zvySené

absorpci Zeleza z gastrointestinalniho traktu a jeho nadbytku [1, 14].

3.1.2  Funkce Zeleza v lidském téle

Atom zeleza je nedilnou soucasti mnoha zivotné dilezitych struktur a biochemickych
procest odehravajicich se v télech savcl. K této uloze jej predurcuje fakt, ze dvojmocné
zelezo miZe vystupovat jako donor elektroni a trojmocné Zelezo jako jejich akceptor.
Pravdépodobné nejvyznamnéjsi roli tento biogenni kov zaujimé v procesu erytropoézy, kde
vystupuje jako nezbytna soucast cerveného transportniho metaloproteinu cervenych krvinek
hemoglobinu. Zelezo se tudiz p¥imo podili na transportu kysliku v organismu. Mezi dalsi
struktury obsahujici atom Zeleza patii i myoglobin, cytochrom a dal$i enzymy, jako naptiklad
akonitaza, klicovy enzym citrdtového cyklu. Dalsi vitdlni funkce, které atom Zzeleza
zabezpecuje, zahrnuji pienos elektronti a kysliku pfi bunééném dychéni, syntézu nukleovych
kyselin, fizeni bun&tné proliferace a diferenciace. Zajimavou ulohu Zelezo zaujimé i pfi
procesu formovani myelinu a dendritd, coz miiZze vést k ovlivnéni uceni a paméti. Zajem
védcl o tento kov zvySuje 1 Uloha Zeleza pifi starnuti tkani, v procesu neurodegenerace
a maligniho bujeni, v rozvoji aterosklerézy a spravné funkci imunitniho systému. Kromé
pozitivniho U¢inku zeleza na lidské télo se vSak mizeme setkat i s ucinky toxickymi.
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Predposledni slupka atomu Zeleza je neuplné obsazena elektrony, coz Zelezu umoziuje
podilet se na vzniku volnych radikald, které poskozuji bunky. Pravé Zzeleznaty ion se
uplatiiuje v tzv. Haber-Weiss-Fentonové reakci, kdy Fe*" iniciuje tvorbu peroxidu vodiku,

ktery se nasledné podili na vzniku velmi reaktivniho hydroxylového radikalu [2, 12].

3.1.3 Zmény hladiny plazmatického Zeleza

K patologickému sniZeni hladiny plazmatického Zeleza dochazi z mnoha riznych divodu,
mezi néz fadime chronické krvaceni, opakujici se prijmy, maligni nadory, onemocnéni
ledvin, infekce a chronické zanéty. ZvySena hladina plazmatického zeleza je naopak
pro tvorbu erytrocytl, nepfiméfenym parenterdlnim poddnim zeleza a po mnohocetnych

krevnich transfuzich [10].

3.1.3.1 Nedostatek zeleza v organismu

Anémie z nedostatku Zeleza neboli sideropenickd anémie je nejbéznéjSim zdravotnim
problémem zplisobenym nedostate¢nym piijmem Zivin. Tento typ anémie je charakteristicky
poklesem stfedni hodnoty hemoglobinu v erytrocytu (MCH — mean cell hemoglobin) a stfedni
koncentrace hemoglobinu v erytrocytu (MCHC — mean cell hemoglobin concentration) pod
normalni referenéni hodnoty laboratofe. DalSim znakem hypochromni anémie je
1 mikrocytéza, tj. poklesem stfedniho objemu erytrocytu (MCV — mean cell volume) [2].
Pokud je télo chudé na pfitomnost Zeleza, dochazi nejprve k vycerpani jeho zasob
v organismu, coZz se projevi sniZenim sérové koncentrace ferritinu pod 12 pg/l. DalSim
signalem miiZze byt zvySeni koncentrace transferinu s poklesem jeho syceni pod 15 %. Mezi
symptomy anémie tohoto typu patfi: Unava, parestezie, paleni az bolest jazyka a koutkl ust,
dysfagie, snizeni pracovni kapacity, tfepeni vlasi, ovlivnéni kognitivniho vyvoje u déti

a koilonychie (1zickovité nehty) [8, 15].

3.1.3.2 Nadbytek Zeleza v organismu

Pfi zvySeni plazmatické koncentrace Zeleza v téle dochazi k jeho kumulaci
v parenchymovych buiikach jater, pankreatu, myokardu a dalSich organti, coz vede k jejich
poskozeni. Hromadéni Zeleza v organismu oznacujeme jako hemochromatézu. Primérni
hemochromatéza je autozomalné recesivni onemocnéni, projevujici se zvySenou absorpci
zeleza ze stfeva, kterd vede k rozvoji jaterni cirhozy, diabetu mellitus a hypogonadismu.
Sekundarni hemochromatéza vznikd jako nasledek opakovanych transfuzi, nepfiméfeného

podéani Zeleza nebo hemolytické anémie [10]. Hemochromatézu lze 1éCit prostiednictvim
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chelatacni terapie, kdy dochazi k podavani chelata¢niho ¢inidla za tcelem odstranéni kovu
ztéla. Priméarni vyuziti cheldtorii deferoxaminu, deferipronu a deferosiroxu je 1écba
hemochromatdzy spojené s pietizenim organismu Zelezem u pacientli s talasemia major (TM)
a talasemia intermedia (TT). Pfetizeni zelezem u tohoto onemocnéni je zplisobeno chronickym
zvySenim absorpce Zeleza v dusledku dédicného onemocnéni krve, které vznika na zakladé
poruchy tvorby nckteré ze slozek krevniho barviva hemoglobinu. Toxicita zeleza, pfi
onemocnéni TI, se obvykle projevuje ve véku kolem 30 az 40 let. Pfi onemocnéni TM se
s projevy intoxikace Zelezem setkdvame uz ve veéku 10 let. V soucasnosti pouzivané chelatory
zeleza umoznuji pouze zvysit vyluCovani Zeleza z organismu, ale neumoziuji zabranit
zvySeni absorpce Zeleza ze stfev. Budouci 1é¢ba talasémie by mohla zahrnovat nejen zvysené
vylucovani Zeleza, ale i1 prevenci jeho absorpce. Limitujicim faktorem vyvoje novych 1éciv
z oblasti chelatorii zeleza je ptredevsim jejich toxicita [16]. Tvorba kovového chelatu mize
v organismu [17]. Mezi nezadouci ucinky téchto 1éCiv patii napt. fatalni selhani ledvin, jater
a kostni dfené, agranulocytéza, kozni vyrazky a Zalude¢ni intolerance. Deferoxamin by se
také mohl jevit jako Gcinny prostiedek k 1é¢b¢ otoktli u pacientl s intracerebralnim krvacenim.

Nicmén¢ zatim neexistuje dostatek diikazli o bezpecnosti a piinosu této 1&cby [18].

3.2 Vyznam chelatace iontl kovii

Chelata¢ni cinidla jsou organické nebo anorganické slouceniny schopné vazat kovové
ionty za vzniku slozitych komplexti nazyvanych ,chelaty”. Tyto komplexy jsou tvofeny
centralnim atomem, tedy ptfechodnym kovem, a ligandy, které se na centralni atom vazi
dvéma ¢i vice koordinacné€ kovalentnimi vazbami. Na tvorbé chelatu se v lidském téle podili
hlavné sodik, hoicik, méd’, zinek mangan, Zzelezo a kobalt. Atomy ¢i ionty pifechodnych kovii
maji neobsazené valen¢ni orbitaly, tudiz mohou vystupovat jako akceptory elektronti. Naopak
ligandy elektrony poskytuji. Stabilita jednotlivych komplext se lisi, a je zavisla na
vlastnostech jak chelata¢niho cinidla tak chelatovaného kovu. Ionty kovl s niz§i afinitou

k ligandiim jsou vytésnovany kovy s vyssi afinitou [19].

Praktické vyuziti chelatacnich ¢inidel v medicin€ spociva v jejich schopnosti vazat ionty
tézkych kovii, za vzniku rozpustnych komplext, které jsou z t€la snaze vylouceny. Chelatacni
terapie se tedy stava diilezitym nastrojem pro Upravu koncentraci kovii v lidském téle. Idealni
chelator by mél byt vysoce rozpustny ve vodé, odolny vici biotransformaci a mél by byt

schopny dosahnut cilového organu. AvSak i pfes vSechny znamé parametry, které by mél
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idedlni chelator spliiovat, je velmi t¢zké nalézt vhodné molekuly pro chelataéni terapii. Latky
spliujici vS§echny pozadované kvality in vitro nemuseji byt in vivo stejné Gspésné. A to bud’
z davodu toxicity, konkurence endogennich latek nebo pH. Mezi latky tvofici zéklad
chelatani terapie patii naptiklad dimerkaprol, edetan vapenato-disodny, kyselina
diethylentriamin-pentaoctova, D-penicilamin, deferoxamin, deferipron, triethylentetraamin

(TETA) a dalsi [19].

3.3 Vyznam redukce ionti kovla

Ptedposledni elektronovy obal atomu zeleza je obsazen pouze neuplné, coz umoziuje
zelezu vystupovat jako donor i akceptor elektront. Tato schopnost Zeleza zapfiCinuje, ze se
muze podilet na vzniku volnych radikdldi a byt pro builku toxické. Pfi
Haber-Weiss-Fentonové reakci (Rov. 1) dochazi k oxidaci volného Fe*" na Fe''za vzniku
peroxidu vodiku, ktery nasledné iniciuje tvorbu vysoce reaktivniho hydroxylového radikalu.
Vznik volnych radikalt nasledné vede k poskozeni organismu, rozvoji raznych onemocnéni

a starnuti [12].
Fé" + 0, »Fe + 05 (1)
20,°+2H - H,0,+0:(2)
Fe’* + H,0, » Fe'" + OH® + OH (3)
Rovnice 1: Haber-Weiss-Fentonova reakce, prevzato [12]

3.4 Chalkony

Chalkony jsou rostlinné polyfenoly pattici do rodiny flavonoid (Obr. 1), sekundarnich
metabolitli rostlin. Slovo ,,chalkon® je odvozeno zieckého slova ,chalcos® znamenajici
,boronz“. Termin chalkon se obecné vztahuje k chemické struktufe s o,p-nenasycenym
ketonovym systémem. Zakladni skelet chalkonii tvofi 1,3-difenylprop-2-en-1-on (Obr. 2),
oznacovany také jako chalkonoid [5, 6]. Chalkony mohou existovat ve dvou izomernich
formach trans (E) a cis (Z), z nichz trans izomer je povazovan za termodynamicky stabilngjsi.
Pro vSechny podtiidy flavonoidl s vyjimkou chalkonoid plati, Ze je kratky uhlikovy fetézec
spojen s benzenovym kruhem bud’ pfimo, nebo pies kyslikovy mustek, coz vede ke vzniku
tretitho péticlenného nebo Sesticlenného kruhu C [20]. Chalkony vykazuji Siroké spektrum
biologickych aktivit pfipisovanych zejména pfitomnosti nenasyceného karbonylového

systému [5, 6]. Tato cast molekuly se miiZe chovat jako substituovany nenasyceny
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karbonylovy ligand schopny chelatovat kovové ionty, a tim vytvaiet komplexni slouceniny.
Existuji tfi hlavni domény chalkonti pro interakci s kovy: funkéni skupiny umisténé na kruhu
A a B, keto(-enolovd) skupina a olefinova skupina [20]. Z hlediska biologické aktivity
chalkony disponuji protinadorovou, protizanétlivou, antibakteridlni, antituberkul6zni,
antidiabetickou, antioxida¢ni, antimikrobidlni, antivirovou, antimalarickou a neuroprotektivni
aktivitou [5, 6]. V klinické praxi dosud naslo uplatnéni pouze nékolik latek z fad chalkont,
nejedna se vSak o ptirodni chalkony. Metochalkon se diive vyuzival jako choleretikum, latka

zvysuyjici vyluovani zluci z jater. Sofalcon ma protiviedovy a mukoprotektivni ucinek. [5].

Obrazek 2: difenylprop-2-en-1-on, zakladni skelet chalkonii [5]

Bylo zaznamenéno, ze jednou z prospeésSnych vlastnosti chalkont je i jejich antioxida¢ni
aktivita. Chalkony jsou schopné vychytavat volné radikaly za pomoci uvolnéného vodikového
atomu, ktery reaguje s hydroxylovym radikalem za vzniku molekuly vody. Déle mohou
chalkony prostfednictvim chelatace ionti kovlli zabrafiovat vzniku volnych radikald, a tim se
podstatné podilet na prevenci oxida¢niho stresu bunck [21, 22]. Vyzkum provedeny v roce
1999 naznacil, ze hydroxylované chalkony, které obsahuji 3,4-dihydroxycinnamyolovou
skupinu vykazuji vyznamny inhibi¢ni efekt na 5-lipooxygenazi a perooxidaci lipidi. Naproti
tomu chalkony bez hydroxylové skupiny v poloze 3 a 4, véetné 2-hydroxychalkontl, vykazuji
pouze slabou antioxidacni aktivitu. Stejné tak nebyla zaznamenéana vyznamna antioxidacni
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aktivita u chalkonii obsahujicich hydrohylovou skupinu v poloze 4 a 6 [23]. Studie z roku
2018 uvadi, ze methoxylace v poloze ortho-OH zvySuje schopnost chalkonti pfendset
elektrony a atom vodiku, ¢imZz zvySuje jejich antioxidacni aktivitu. Naopak glykosylace
hydroxylovych skupin vede ke snizeni antioxidacni aktivity, ale také omezuje schopnost
uvolnéni  vodikového atomu sterickym  branénim. Dale bylo zjisténo, Ze
2¢,6°-dihydroxychalkony maji vyssi antioxidacni aktivitu nez 2°,4‘-dyhydroxychalkony diky

rezonanci se sousedni ketoskupinou [24].

Rostlinné chalkony mohou krom¢ antioxidacni aktivity prospéSné pro zachovani
lidského zdravi oplyvat i nevhodnou peroxidacni aktivitou, kterd vychazi z jejich reduk¢éniho
potencialu. Kontakt volného dvojmocného zeleza s redukénim cinidlem (chalkonem) mize
vyvolat pfeménu Fe®* jontd na Fe'", coZ katalyzuje vznik volnych radikala v intracelularnim

prostfedi v ramci Fentonovy reakce [1, 25].

3.4.1 Biosyntéza chalkoni

Rostlinné polyfenoly vznikaji pouze z malého poctu n€kolika zékladnich biogenetickych
drah, vedoucich k omezenému poctu klicovych meziprodukt, znichZz nasledné¢ velmi
jednoduchymi enzymatickymi transformacemi vznika velké mnozstvi (stovek az tisicl)
perifernich derivati. Vznik flavonoida a chalkont je z hlediska biogenetické drahy odvozen
od kyseliny Sikimové v kombinaci s acetatovou biosyntetickou cestou. Klicovym
meziproduktem je kyselina skoficova [26]. Chalkonsyntaza je rostlinny enzym zodpovédny za
biosyntézu chalkond. Tvorii chalkony pfenosem kumaroylové skupiny
z 4-kumaroyl-koenzymu A na Cys 164. Kyselina skoficovd navazana na koenzym A se
prodluzuje prostfednictvim polyketidové reakce o Sest uhlikii. Po vytvofeni tetraketidu
vazaného na thioester dochazi k cyklizaci Claisenova typu za vzniku nového kruhového

systému [5].

3.4.2 Metabolismus chalkont v lidském organismu

VétSina flavonoidll je v rostlinach pfitomna ve formé B-glykosidi. Tyto glykosidy
museji byt pred absorpci do systémového fecisté podrobeny deglykosylaci, kterd se odehrava
v lumen stfev plisobenim dvou enzym: laktaza-florizin hydrolazy a B-glukosiddazy. Enzym
laktaza-florizin hydrolaza je lokalizovdn na povrchu enterocytd. Aglykony vzniklé
prostfednictvim tohoto enzymu jsou uvolnény do lumen stfev a pasivni difuzi prostupuji
sttevni membranou. Enzym [-glukosiddza je lokalizovéna v nitru enterocytu. Hydrofilni

glykosidy jsou tedy za ucelem deglykosylace nuceny vstupovat do enterocytu aktivnim

18



transportem prostfednictvim SGLT1 (Sodium-glucose transporter 1). Glykosidy, které nejsou
substratem enzymu laktaza-florizin hydroldzy a [-glukosiddzy jsou transportovany do
tlustého stfeva a tam rozlozeny stfevnimi bakteriemi [21]. Stfevni bakterie pravdépodobné
rozkladaji 1 nékteré chalkony, jako napf. neohesperidin dihydrochalkon a floretin
dihydrochalkon, za vzniku kyselych hydroxyfenylpropionovych derivatl, které se vstiebavaji

ve slepém stieve [27, 28].

3.4.3 Vyuziti komplext chalkoni v lidském organismu

Bylo zjisténo, ze kovové komplexy chalkonli s vanadem, manganem, kobaltem,
zinkem a chromem inhibuji mikrobidlni riist napt. u Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus a Saccharomyces cerevisiae. U nékterych komplexli s Zelezem byla
pozorovana nematocidni aktivita. Cytotoxicky u¢inek byl zaznamenan u komplext
s rutheniem, zelezem, chromem a kobaltem. Komplexy s rutheniem také prokazaly potencial
inhibovat rist rakovinnych bunck se silnou selektivni cytotoxickou reakei proti rakoviné
vajeCnikll. Tyto komplexy mély i pozitivni vliv na inhibici viru HIV. Studie publikované
o této problematice ukazuji, ze tyto latky maji vysoky potencial jako protirakovinné,
protiinfekéni (antimikrobialni, antivirové, antiamoebické, antimalarické, antituberkul6zni
a nematocidni) a antioxidac¢ni latky. Problémem, ktery by vSak mohl brénit pouZiti téchto

komplexi pii 1é€bé lidi, by mohla byt jejich nizka rozpustnost ve vodé [25, 29].

3.4.4 Biologické ucinky testovanych latek
Pro tuto praci byly vybrany nékteré latky ze skupiny chalkontli, meziproduktli syntézy

flavonoidd, za ucelem zjisténi, zda jsou schopny chelatovat ionty Zeleza stejné jako strukturné

wevr

3.4.4.1 Isoliquiritigenin

Isoliquiritigenin (ILG, Obr. 3) je polyfenol extrahovany z kotfene a oddenkti rostliny
Glycyrrhiza glabra L., Glycyrrhiza uralensis Fisch. a Glycyrrhiza inflata Batalin. Kofen
lékotice obsahuje kolem 400 rGznych chemickych latek jako napf. saponiny, flavanony,
chalkony, kumariny a jejich glykosidy. Mezi farmakologické vlastnosti ILG patii
antioxidacni,  protizanétlivy,  protirakovinny,  antimikrobidlni, = hepatoprotektivni,
anti-diabeticky a anti-osteoporoticky ucinek [30]. Expozice ILG vede k inhibici rastu folikult
ve vajeCnicich a naruSuje produkci steroidii. Dale bylo zjisténo, ze ILG inhibuje rust
a aromatazovou aktivitu bun¢k rakoviny prsu, a ma tedy potencial stat se chemoterapeutikem

pouzivanym pfi lécbé tohoto onemocnéni. Spekuluje se i o jeho vyuziti pfi 1é€b€ rakoviny
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prostaty a tlustého stfeva [31]. U mySich modelti byla detekovana vyznamna antiangiogenni
aktivita ILG, kterd oteviela nové moznosti farmakoterapie pii 1é¢bé o¢nich nevaskuldrnich
onemocnéni [32]. Studie z roku 2008 (Jang et al., 2008) poukazala na moznou schopnost ILG
blokovat tc¢inek kokainu a snizovat poskozeni neuronovych bunék vyvolané kokainem. Tyto
vysledky naznacuji moznost pouziti ILG pti 1écbeé drogové zavislosti [30]. Samotna 1€kotice
se pouziva jako ochucovadlo do cukrovinek, tabaku, zubnich past a bylinnych ¢aja. V tradi¢ni
medicin€ si 1ékofice nasla misto i jako prostiedek pii 1€cbé peptickych vieda, faryngitidy,
bolesti bficha, astmatu, nespavosti a maldrie [31]. Primémy denni pfijem ILG

prostfednictvim stravy nebo dopliikkii se odhaduje na 1 az 2 mg/kg [30].

0]

F

HO OH OH
Obrazek 3: Isoliquiritigenin [30]

3.4.4.2 Likochalkon A

Likochalkon A (LCH A, Obr 4.) je latka izolovand z kotfene rostlin Glycyrrhiza
glabra L., Glycyrrhiza uralensis Fisch. a Glycyrrhiza inflata Batalin. Lékofice je pod nazvem
a antioxida¢ni ucinek. Vysledky studii na mysich z roku 1994 prokézaly, ze LCH A disponuje
vyznamnou antimalarickou aktivitou proti infekci P. falciparum u lidi a P. yoelii u mysi. Je
tedy pravdépodobné, ze aktivni latky pouZivané v tradiéni medicin€ nabidnou nové moznosti
pro vyvoj antimalaritik [33]. LCH A se také projevil jako specificky inhibitor izoformy JNK1
(c-Jun N-terminal kinase). Bylo zjisténo, ze JNK1, JNK2 a JNK3 hraji z&sadni roli v rozvoji
metabolicko-kognitivnich zmén a neurologickych poruch jako je epilepsie [34]. LCH A Ize
vyuzit 1 pfi 1é¢bé a prevenci ordlnich onemocnéni jako napt. zubniho kazu, paradentdzy,
gingivitidy, kandidézy a afti. LCH A inhibuje tvorbu biofilmu Porphyromonas gingivalis,
a zabrainiuje pruchodu kvasinkovych hyf (Candida albicans) [35].
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Obrazek 4: Likochalkon A [33]

3.4.4.3 Floretin

Plody listnatych stromii rodu Malus L. jsou bohatym zdrojem bioaktivnich latek
podporujicich lidské zdravi. Castd konzumace jablek miize dokonce souviset se snizenim
rizika rakoviny, kardiovaskuldrnich onemocnéni a cukrovky typu 2. Jednou =z latek
obsazenych ve slupkéach a buniciné jablek a hruSek je i polyfenol floretin (Obr. 5) [36, 37].
Mnozstvi floretinu obsazené v jablku je pfedevsim zavislé na jeho odrid¢. Zdroje uvadéji, ze
ve slupce nékterych odrid jablek se miize nachazet az 420 mg/kg floretinu. Tuto latku Ize
najit 1 v dalSich rostlinach jako je napt. Fallopia japonica (Houtt.) Ronse Decr., Hovenia
acerba Lindl. nebo Loiseleuria procumbens (L.) Loisel [38]. Mezi jeho biologické aktivity
patii antioxidacni, protizanétlivy, antiproliferativni, antitromboticky, antimikrobialni,
kardioprotektivni, antidiabeticky, hepatoprotektivni a protinadorovy ucinek [36, 37, 38]. Bylo
zjisténo, ze floretin je schopen inhibovat aktivitu jednoho z hojné rozsifenych patogend, a to
bakterie Staphylococcus aureus. S. aureus zpusobuje Sirokou Skalu onemocnéni, jako je napf.
mastitida nebo nozokomialni a komunitni pneumonie. Phloretin zmirfiuje poskozeni lidskych
alveolarnich epitelidlnich bunc¢k zplsobené S. aureus, snizuje pocet bakteridlnich kolonii
a tlumi zanétlivou reakci [39]. Pfitomnost hydroxylovych funkénich skupin a karbonylové
skupiny v molekule floretinu umoZziiuje tomuto polyfenolu zachytavat riizné reaktivni druhy
kysliku, v€etné peroxynitrilu, hydroxylovy radikal nebo superoxidovy anion. N&které prace
uvadéji 1 schopnost floretinu tlumit peroxidaci lipidd [40]. Floretin snizuje vyskyt
kardiovaskularnich a cerebrovaskuldrnich onemocnéni diky inhibici aktivity krevnich
desti¢ek. V jablku je navic obsazena i cela fada dalSich latek, jako je napt. vldknina nebo
vitamin C, které stejn¢ jako floretin pozitivné pfispivaji k prevenci srde¢nich onemocnéni.
Nizké davky floretinu (15 pg) také zplsobuji vyznamny pokles prozanétlivych faktorh
vznikajicich v dasledku zvySené hladiny kyseliny mocové v téle. Floretin jakozto silny
antioxidant je schopen spolecné s dal§imi latkami jako je vitamin C nebo kyselina ferulova
chranit pokozku pfed ultrafialovym zafenim a zabrafiovat jejimu poSkozeni. Antioxidacni

ucinek floretinu se uplatiuje i v prevenci nddorovych onemocnéni, stejné jako jeho schopnost
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regulovat bunécnou proliferaci, stimulovat cytoprotektivni enzymy a inhibovat cytotoxické
systémy. Pfitomnost ¢tyf hydroxylovych funkénich skupin v molekule floretinu navic brani

transmembranovému transportu sacharidi, a tim zplisobuje apoptézu nadorovych bunek [38].

OH 0]

HO OH OH
Obrazek 5: Floretin [36]

3.4.4.4 Florizin

Florizin (Obr. 6) je glykosid slozeny z aglykonu floretinu a gluk6zy. Florizin se stejné
jako floretin nachdzi v plodech listnatych stromii rodu Malus L. a vykazuje i1 stejné
farmakologické vlastnosti. Florizin je schopny kompetitivné inhibovat kotransportér SGLT1
a SGLT?2. Inhibice kotransportéru SGLT1 vede ke snizeni absorpce glukdzy z tenkého stieva,
zatimco inhibice kotransportéru SGLT2 méa za nasledek omezeni reabsorpce glukozy
v ledvinach a zvySeni jejiho vylucovani moci. Obé tyto schopnosti florizinu se vyrazné
podileji na sniZzeni glukézy v krvi. Florizin je v tenkém strevé Stépen laktatovou hydrolazou
na floretin a glukozu, proto po perordlnim podani mize inhibovat pouze kotransportér SGLT1

a nikoliv SGLT?2. Inhibici kotransportéru SGLT2 jiz zajist'uje aglykon floretin [41].

OH
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Obrazek 6: Florizin [41]

3.4.4.5 Naringin dihydrochalkon
Naringin dihydrochalkon (naringin DHC, Obr. 7) je latka odvozena z flavonoidu

naringinu nachazejiciho se v rostlinach jako je napt. Citrus sinensis (L.) Osbeck, Vitis vinifera

22



L., Prunus avium (L.) L., Phaseolus vulgaris L., Theobroma cacao L., Solanum lycopersicum
L. a Origanum vulgare L [42, 43]. V roce 1963 byl reakci naringinu s hydroxidem draselnym
(alkalickou hydrolyzou) a jeho naslednou katalytickou hydrogenaci ziskan naringin
dihydrochalkon, ktery je az 300krat sladsi nez sachar6za [44]. Tato latka byla objevena diky
vyzkumnému programu s cilem nalézt metody pro snizeni hotké chuti latek obsazenych
v citrusovych §tavach [42,43]. Po objeveni naringinu DHC byl pfipraven velky pocet
analogli za Gicelem stanovit vztah mezi jeho strukturou a sladkou chuti. Nedavné studie téchto
analogli provedené¢ v Dynapolu (Palo Alto, Kalifornie) poukazaly na kli¢ovou strukturni ¢ast
molekuly naringinu DHC, kterd je zodpovédnd za sladkou chut. Je ji pravdépodobné
aromatické jadro [45]. V dne$ni dobé se naringin DHC pouZiva jako nizkokalorické sladidlo
v potravinafském a farmaceutickém pramyslu. V roce 1976 byl zkouman vliv naringinu DHC
a neohesperidinu DHC na rtst kariogennich bakterii podilejicich se na vzniku zubniho kazu.
Piedev§im byl sledovan vliv sladidel na rozvoj kolonii bakterie Streptococcus mutans.
Naringin DHC pii koncentraci 2% ptisobil mirnou inhibici nebo nemél Zadny ucinek na
kolonie S. mutans. Oproti tomu neohesperidin DHC potlacoval rist bakteridlnich kolonii
v celém rozsahu koncentraci [46]. Naringin DHC také disponuje vysokou antioxidacni
aktivitou, dokonce vys$si nez jeho prekurzor flavanon naringin. Diky schopnosti potlacovat
zanét a snizovat hladiny amyloidu beta byl navrzen jako latka vhodnd k terapii

neurodegenerativnich onemocnéni, napt. Alzheimerovy choroby [47].

OH OH o)
HO o
HO
Q o OH OH
HsC o

HO

OH

OH

Obrazek 7: Naringin dihydrochalkon [47]

3.4.4.6 Neohesperidin dihydrochalkon
Neohesperidin dihydrochalkon (neohesperidin DHC, Obr. 8) je nizkokalorické
sladidlo aktivujici lidsky receptor pro sladkou chut TAS1R2 a TAS1R3 [43]. V EU je tato
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latka schvalenym sladidlem (E 959) a je asi 1 500 az 1 800krat slad$i nez sacharoza [48].
Uvadi se, zZe tato latka chutnd po 1ékofici, je termostabilni a relativné odolnd vici kyselé
hydrolyze. Pouziva se k oslazeni napojii, dzemd, jogurtli, zvykacek, zubnich past a 1é¢ivych
ptipravka [44]. Sladkou chut’ neohesperidinu DHC objevil v roce 1963 Horwitz a Gentil pfi
studiu fenolickych glykosidii. Neohesperidin DHC lze syntetizovat prostfednictvim
chemickych a enzymatickych metod z citrusovych flavanoni. Vychozi latkou pro vyrobu
neohesperidinu DHC je bud’ neohesperidin, ktery 1ze extrahovat z hotkého pomerance (Citrus
aurantium L.), nebo naringin, ktery se ziskavd z grepfruitu (Citrus paradisii Macfad.).
Syntéza z extrahovaného neohesperidinu zahrnuje hydrogenaci v ptitomnosti katalyzatoru za
alkalickych podminek. Syntéza z extrahovaného naringinu spocivd v pfeméné na
floroacetofenon-4°‘-B-neohesperidosid,  ktery  Ize  kondenzovat s  isovanilinem
(3-hydroxy-4-methoxybenzaldehydem) za vzniku neohesperidinu DHC. V letech 1985 az
1986 byla provedena studie o subchronické (13tydenni) oralni toxicit€¢ neohesperidinu DHC,
for Food of the European Community uznal neohesperidin DHC toxicky pftijatelny [49].
Sladidlo neohesperidin DHC dovede zachycovat volné radikaly a u jeho analogii byla
dokonce objevena schopnost inhibovat adipogenni diferenciaci u c¢lov€ka. Analogy
neohesperidinu DHC by tedy mohly ptedstavovat nové moznosti v terapii obezity [50].
Neohesperidin DHC je také jednou z obsahovych slozek listl jabloné zakrslé (Malus pumila
Mill.), které maji protiprijmové ucinky [51].

HO
OH o}

HO
OH

HO

CH,
HO OH o)

HO

OH

Obrazek 8: Neohesperidin dihydrochalkon [43]
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Pomiucky

4.1.1 Pouzity material
- Automatické pipety, rizné objemy (Brandt)
- Mikrotitra¢ni desticky (Brandt)
- Spi¢ky k mikropipetam, rtizné velikosti (Brandt)
- Vicekanalové pipety, rizné objemy (Biohit)
- Zkumavky, razné objemy (Brandt)

- Zkumavky 15 ml s uzavérem (Brandt)

4.1.2  Pouzité chemikalie

Vsechny pouzité chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich, neni-li uvedeno
jinak

- Dimethylsulfoxid (DMSO) Lachner > 99,5%

- Ferrozin (sodné sul kyseliny 4,4'-(3-(2-pyridinyl)-1,2,4-triazin-5,6-diyl)
bisbenzensulfonové) 97%

- HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin ethansulfonova kyselina) >99,5%

- HEPES sodna sul > 99,5%

- Hydroxylamin hydrochlorid (NH,OH.HCI) > 99,5%

- Chlorid zelezity (FeCl;.6H,0) > 99%

- Siran zeleznaty (FeSO4.7H,0) = 99%

- Kyselina octova (CH3COOH) > 99%

- Octan sodny (CH3COONa") > 99%

4.1.3 Testované latky
- Isoliquiritigenin (= 98 %, Sigma-Aldrich)
- Likochalkon A (= 96%, Merck Germany)
- Naringin dihydrochalkon (¢istota neuvedena)
- Neohesperidin dihydrochalkon (98 %, Sigma-Aldrich)
- Floretin (= 97 %, Merck Germany)
- Florizin (= 99 %, Sigma-Aldrich)
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4.2

43

4.3.1

Vzorce testovanych latek byly vytvofeny v programu ChemDraw Ultra 12.0.

Ptistrojové vybaveni

Analytické vahy KERN ABT120-5DM

Spektrofotometr pro mikrotitraéni desticky NEO2MALPHA Synergy 02 (BioTech,
Praha)

Ttepacka pro mikrotitra¢ni desticky IKA®MS 3 digital

Tiepacka pro zkumavky IKA®VORTEX GENIUS 3

Ptiprava roztokl
Roztok hydroxylamin hydrochloridu (HA) o koncentraci 100 mM v destilované vodé:
100 mM roztok hydrohylaminu byl pfipraven rozpusténim hydroxylaminu (Mw =
69,49 g/mol) v destilované vodé za ucelem ziskani koncentrace 100 mM a nésledné
byl roztok zifedén na koncentraci 10 mM.
Roztok chloridu Zelezitého (Zelezitych iontti Fe*") o koncentraci 5 mM v destilované
vodeé: 5 mM roztok byl pfipraven rozpusténim FeCl;.6H,O (Mw = 270,29 g/mol)
v destilované vod¢ a nasledné byl roztok v Cas potfeby ziedén na koncentraci 250 uM.
Zakladni roztok byl uchovavan v temnu.
Roztok siranu Zeleznatého (Zeleznatych ionttt Fe*") o koncentraci 5SmM v destilované
vodé: 5 mM roztok byl ptfipraven rozpusténim FeSO4.7H,O0 (Mw = 278,02 g/mol)
v destilované vodé a nasledné byl roztok zfedén na koncentraci 250 pM.
Roztok ferrozinu o koncentraci 5 mM: 5 mM roztok byl pfipraven rozpusténim
ferrozinu (Mw = 492,5 g/mol) v destilované vodg.
Roztoky testovanych latek v DMSO o riznych koncentracich: Roztoky chalkoni byly

pfipraveny rozpusténim jednotlivych zkousenych latek v DMSO.
Standardni operacni postupy

Kontrola pfipraveného zakladniho roztoku Zeleznatych ionti

Zkouska byla provedena vzdy u nové piipraveného 5mM zakladniho roztoku

eleznatych iontd, za G&elem ditkazu spravnosti ptipravy a kontroly obsahu Fe?". Do dvou

jamek mikrotitratni desti¢ky bylo napipetovano 100 ul DMSO, 50 pl Fe** 250 uM a 50 pl

ferrozinu 5 mM. Po napipetovani byla thned zmétena absorbance pii vlnové délce 562 nm.

Zakladni roztok zeleznatych iontli zkouSce vyhovuje, pohybuji-li se naméfené hodnoty

absorbance kolem hodnoty 1,0. Vyhovujici roztok je mozné pouzit pro méteni.
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4.3.2 Kontrola pfipraveného zdkladniho roztoku zelezitych iontd

Zkouska byla provedena vzdy u nové pfipraveného 5 mM zékladniho roztoku
zelezitych iontd, za Gdelem dikazu spravnosti piipravy a kontroly obsahu Fe’". Do dvou
jamek mikrotitracni desticky bylo napipetovano 150 pl pufru o pH 4,5, 50 ul DMSO, 50 ul
Fe’™ 250 uM, 50 pl hydroxylaminu 10 mM a 50 ul ferrozinu 5 mM. Po napipetovéani byla
thned zméfena absorbance pii vinové délce 562 nm. Zakladni roztok zelezitych iontil zkousSce
vyhovuje, pohybuji-li se namétené hodnoty absorbance kolem hodnoty 1,0. Vyhovujici roztok

je mozné pouzit pro méfeni.

4.3.3 Kalibra¢ni kiivka

Pro zhodnoceni namétenych vysledki je nezbytné vytvotit kalibra¢ni kiivku zavislosti
absorbance na koncentraci Zeleznatych iontl. Ze zdsobniho roztoku FeSO4.7H,O 5 mM byly
pripraveny roztoky o koncentracich: 75 uM, 150 uM, 250 uM, 500 uM a 700 uM. Do jamek
mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano 150 ul destilované vody a 50 pl roztoku Zeleznatych
iontli o zadané koncentraci nebo 50 pl destilované vody. Na zavér bylo ptidano do poloviny
jamek 50 pl ferrozinu 5 mM nebo 50 ul destilované vody. Po napipetovani byla ihned
zméfena absorbance pii vinové délce 562 nm. Z naméfenych hodnot byl sestaven graf

zévislosti absorbance na koncentraci Zeleznatych iontd.

c(Fe™) =0 c(Fe”)= | c(Fe™)= | c(Fe™)= | c(Fe™)= | c(Fe™)=

my, 75uM | 150pM | 250 pM | 500 pM | 750 pM

ferrozin

(indikator)

slepé vzorky

- Testovaci jamky s rozdilnou koncentraci Fe®*

Kontrolni jamky bez Fe**, destilovana voda

Jamky obsahujici indikator (ferrozin)

Slepé vzorky, destilovand voda

Obrazek 9: Schéma mikrotitracni desticky kalibracni krivky
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434
)

2)

3)

4)

5)
6)

7)
8)

Chelatace zeleznatych iontii v pufru o pH 4,5; 5,5 a 6,8

Nejdiive byly pfipraveny roztoky reagencii (0,25mM roztok zeleznatych iontti a SmM
roztok ferrozinu) a roztoky testovanych latek (10mM roztok testované latky v DMSO,
dalsi fedéni bylo provedeno dle potieby).

V dalsim kroku bylo do vSech urcenych jamek mikrotitraéni desticky napipetovano
150 pl pufru.

Dale bylo napipetovano 50 pl testované latky o ptisluSné koncentraci do testovacich
jamek nebo 50 pl rozpoustédla (DMSO) do jamek kontrolnich (Obr.10).

Nésledné bylo do vSech jamek mikrotitracni desticky pifidano 50 ul pracovniho
roztoku Zeleznatych ionti (0,25mM roztok Fe™™).

Mikrotitracni desticka byla na dv€ minuty vloZena na tiepacku.

Nakonec bylo do testovacich jamek pfidano 50 pl roztoku ferrozinu a do slepych
jamek 50 ul destilované vody. Pro jednotlivé koncentrace testovanych latek byly
pouzity Ctyfi jamky, z nichZ dvé byly testovaci a obsahovaly chelator (SmM roztok
ferrozinu) a dvé byly slepé s destilovanou vodou.

Ihned po pfidani ferrozinu byla zméfena absorbance pfi vinové délce 562 nm.

Absorbance byla zmétena opét po péti minutach pro zjisténi stability komplexi.

Roztok Roztok Roztok Roztok Kontrolni
testované |testované |testované |testované |jamky

latky c; latky c2 latky c3 latky c, (c=0)

ferrozin

(indikator)

slepé vzorky

Testovaci jamky s testovanou latkou

Kontrolni jamky bez testované latky obsahujici rozpoustédlo

Jamky obsahujici indikator (ferrozin)

Slepé vzorky (destilovana voda)

Obrazek 10: Schéma mikrotitracni desticky pri stanoveni chelatace Fe’™ v pufiu o pH 4,5, 5,5

a6,8
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Konec¢ny obsah jamky:

435
1)

2)

9)

3)

4)

5)
6)

7)
8)

150 pl pufru
50 ul testované latky nebo rozpoustédla (DMSO)
50 ul 0,25mM roztoku zeleznatych iont

50 ul 5SmM roztoku ferrozinu nebo destilované vody

Chelatace zeleznatych iontt v pufru o pH 7,5

Nejdiive byly pfipraveny roztoky reagencii (0,25mM roztok Zeleznatych ionti, SmM
roztok ferrozinu a 10mM roztok hydroxylaminu hydrochloridu) a roztoky testovanych
latek (10mM roztok testované latky v DMSO, dalsi fedéni bylo provedeno dle
potieby).

V dal$im kroku bylo do vSech uréenych jamek mikrotitraéni desticky napipetovano
150 pl pufru.

Dale bylo napipetovano 50 pl testované latky o ptislusné koncentraci do testovacich
jamek nebo 50 pl rozpoustédla (DMSO) do jamek kontrolnich (Obr. 11).

Déle bylo do vSech jamek napipetovano 50 ul 10mM roztoku hydroxylaminu
hydrochloridu (HA).

Nésledné bylo do vSech jamek mikrotitracni desticky pfidano 50 ul pracovniho
roztoku Zeleznatych ionti (0,25mM roztok Fe™").

Mikrotitracni desti¢ka byla na dvé minuty vloZena na tfepacku.

Nakonec bylo do testovacich jamek pfidano 50 pl roztoku ferrozinu a do slepych
jamek 50 ul destilované vody. Pro jednotlivé koncentrace testovanych latek byly
pouzity Ctyfi jamky, z nichZz dvé byly testovaci a obsahovaly chelator (SmM zasobni
roztok ferrozinu) a dvé byly slepé s destilovanou vodou.

Thned po pfidani ferrozinu byla zméfena absorbance pii vinové délce 562 nm.

Absorbance byla zmétena opét po péti minutach pro zjisténi stability komplexi.

29



Kontrolni

Roztok

Roztok Roztok

Roztok

jamky
(c=0)

testované testované testované

testované

latky c2

latky c3 latky c,

latky c;

ferrozin

(indikator)

slepé vzorky

- Testovaci jamky s testovanou latkou

Kontrolni jamky bez testované latky obsahujici rozpoustédlo

Jamky obsahujici indikator (ferrozin)

Slepé vzorky (destilovana voda)

Obrazek 11: Schéma mikrotitracni desticky pFi stanoveni chelatace Fe** v pufiu o pH 7,5

Konec¢ny obsah jamky:

43.6
1)

2)

3)

4)

150 pl pufru

50 pl testované latky nebo rozpoustédla (DMSO)

50 pl 10mM roztoku hydroxylaminu hydrochloridu (HA)
50 pl 0,25mM roztoku Zeleznatych iontd

50 pl 5SmM roztoku ferrozinu nebo destilované vody

Chelatace Zelezitych iontd v pufru o pH 4,5

Nejdtive byly pfipraveny roztoky reagencii (0,25mM roztok Zelezitych iontl, SmM
roztok ferrozinu a 10mM roztok hydroxylaminu hydrochloridu) a roztoky testovanych
latek (10mM roztok testované latky v DMSO, dalsi fedéni bylo provedeno dle
potieby).

V dalsim kroku do vSech jamek mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano 150 ul pufru
opH4,5.

Dale bylo napipetovano 50 pl testované latky o ptisluSné koncentraci do testovacich
jamek nebo 50 pl rozpoustédla (DMSO) do jamek kontrolnich (Obr. 12).

Dale byl ptipraven Cerstvy 0,25mM roztok Zelezitych iontli z SmM roztoku Zelezitych

iontu.
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5)

6)
7)

8)
9)

Nasledn¢ bylo do vSech jamek mikrotitracni desticky ptfidano 50 ul cerstvého
pracovniho roztoku Zelezitych ionti (0,25mM roztok Fe’").

Mikrotitracni desticka byla na dvé minuty vlozena na tiepacku.

V dal$im kroku do vSech jamek mikrotitracni desticky pfidame 50 pul 10mM roztoku
hydroxylaminu hydrochloridu (HA).

Mikrotitracni desticka byla na jednu minutu vloZena na tfepacku.

Nakonec bylo do testovacich jamek pfidano 50 pl roztoku ferrozinu a do slepych
jamek 50 ul destilované vody. Pro jednotlivé koncentrace testovanych latek byly

pouzity Ctyfi jamky, z nichz dvé byly testovaci a obsahovaly chelator (SmM roztok

ferrozinu) a dv¢ byly slepé s destilovanou vodou.

10) Thned po pfidani ferrozinu byla zméfena absorbance pfi vinové délce 562 nm.

11) Absorbance byla zmétena opét po peti minutach pro zjisténi stability komplexti.

Roztok Roztok Roztok Roztok Kontrolni
testované testované testované testované jamky
latky c; latky c2 latky c3 latky c, (c=0)
ferrozin
(indikator)

slepé vzorky

Testovaci jamky s testovanou latkou

Kontrolni jamky bez testované latky obsahujici rozpoustédlo

Jamky obsahujici indikator (ferrozin)

Slepé vzorky (destilovana voda)

Obrazek 12: Schéma mikrotitracni desticky pri stanoveni chelatace Fe’* v pufiu o pH 4,5

Konec¢ny obsah jamky:

150 pl pufru

50 pl testované latky nebo rozpoustédla (DMSO)

50 pl 0,25mM roztoku Zelezitych ionth

50 pl 10mM roztoku hydroxylaminu hydrochloridu (HA)

50 pl 5SmM roztoku ferrozinu nebo destilované vody
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43.7
1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)
8)

9)

Chelatace zelezitych iontd v DMSO

Nejdiive byly pfipraveny roztoky reagencii (0,25mM roztok zelezitych iontti, SmM
roztok ferrozinu a 10mM roztok hydroxylaminu hydrochloridu) a roztoky testovanych
latek (10mM roztok testované latky v DMSO, dalsi fedéni bylo provedeno dle
potieby).

Dale bylo napipetovano 100 ul testované latky o pfislusné koncentraci do testovacich
jamek nebo 100 pl rozpoustédla (DMSO) do jamek kontrolnich (Obr. 13).

Dale byl ptipraven Cerstvy 0,25mM roztok zelezitych ionti z SmM roztoku Zelezitych
ionti.

Nasledné¢ bylo do vSech jamek mikrotitraéni desticky pfidano 50 pl cCerstvého
pracovniho roztoku Zelezitych iontt (0,25mM roztok Fe3+).

Mikrotitracni desticka byla na dv€é minuty vloZena na tfepacku.

V dal$im kroku do vSech jamek mikrotitracni desticky pfidame 50 pul 10mM roztoku
hydroxylaminu hydrochloridu (HA).

Mikrotitracni desticka byla na jednu minutu vlozena na tfepacku.

Nakonec bylo do testovacich jamek pfidano 50 pl roztoku ferrozinu a do slepych
jamek 50 ul destilované vody. Pro jednotlivé koncentrace testovanych latek byly
pouzity Ctyii jamky, z nichz dvé byly testovaci a obsahovaly cheldtor (SmM zésobni
roztok ferrozinu) a dvé byly slepé s destilovanou vodou.

Ihned po pfidani ferrozinu byla zméfena absorbance pfi vinové délce 562 nm.

10) Absorbance byla zmétfena opét po péti minutach pro zjisténi stability komplexi.
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Kontrolni

Roztok Roztok Roztok Roztok

testované testované testované testované | jamky

(c=0)

latky c; latky c2 latky c3 latky c,

ferrozin

(indikator)

slepé vzorky

- Testovaci jamky s testovanou latkou

Kontrolni jamky bez testované latky obsahujici rozpoustédlo

Jamky obsahujici indikator (ferrozin)

Slepé vzorky (destilovana voda)

Obrdzek 13: Schéma mikrotitracni desticky pri stanoveni chelatace Fe’™ v DMSO

Kone¢ny obsah jamky:
- 100 pl testované latky nebo rozpoustédla (DMSO)
- 50 ul 0,25mM roztoku zelezitych iontt
- 50 ul 10mM roztoku hydroxylaminu hydrochloridu (HA)

- 50 pl 5mM roztoku ferrozinu nebo destilované vody

4.3.8 Redukce zelezitych iontl v pufru o pH 4,5; 5,5; 6,52 7,5

1) Nejdiive byly piipraveny roztoky reagencii (0,25mM roztok Zelezitych iontd, SmM

roztok ferrozinu a 10mM roztok hydroxylaminu hydrochloridu) a roztoky testovanych

latek (10mM roztok testované latky v DMSO, dal§i fedéni bylo provedeno dle

potieby).

2) V dalSim kroku bylo napipetovano 150 pl pufru do vSech testovacich jamek a 150 pl

pufru o pH 4,5 do kontrolnich jamek (Obr. 14).

3) Dale bylo napipetovano 50 pl testované latky o ptisluSné koncentraci do testovacich

jamek nebo 50 pl hydroxylaminu hydrochloridu do kontrolnich jamek.

4) Nasledné byl pfipraven cerstvy 0,25mM roztok Zzelezitych iontii z SmM roztoku

zelezitych iontt.

5) Dale bylo do vSech jamek mikrotitracni desticky pfidano 50 pl €erstvého pracovniho

roztoku Zelezitych iontd (0,25mM roztok Fe’").
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6) Mikrotitra¢ni desticka byla na dvé minuty vloZena na ttepacku.

7) Nakonec bylo do testovacich jamek ptidano 50 pl roztoku ferrozinu a do slepych
jamek 50 ul destilované vody. Pro jednotlivé koncentrace testovanych latek byly
pouzity Ctyfi jamky, z nichz dvé byly testovaci a obsahovaly chelator (SmM roztok
ferrozinu) a dvé byly slepé s destilovanou vodou.

8) Thned po pfidani ferrozinu byla zméfena absorbance pii vinové délce 562 nm.

9) Absorbance byla zmétfena opét po péti minutach pro zjiSténi stability komplexti.

Roztok
Roztok Roztok Roztok
testované Kontrolni

latky c =0 |jamky (HA)

testované |testované |testované

latky c; latky c2 latky c3

ferrozin

(indikator)

slepé vzorky

- Jamky s testovanou latkou

Kontrolni jamky s HA

Jamky obsahujici indikator (ferrozin)

Slepé vzorky, destilovand voda

Obrizek 14: Schéma mikrotitracni desticky pFi stanoveni redukce Fe’* v pufiu o pH 4,5, 5,5 ;
6,5a75

Kone¢ny obsah jamky:
- 150 pl pufru
- 50 pl testované latky nebo 50 pl 10mM roztoku hydroxylaminu hydrochloridu (HA)
- 50 pl 0,25mM roztoku zelezitych ionti

- 50 pl 5SmM roztoku ferrozinu nebo destilované vody

4.3.9 Redukce zelezitych iontt v DMSO
1) Nejdiive byly pfipraveny roztoky reagencii (0,25mM roztok Zelezitych iontli, SmM
roztok ferrozinu a 10mM roztok hydroxylaminu hydrochloridu) a pracovni roztoky
(10mM roztok testované latky v DMSO, dalsi fedéni bylo provedeno dle potieby).
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2)

V dalsim kroku bylo napipetovano 100 pl testované latky o ptislusné koncentraci do
testovacich jamek nebo 100 pul 10mM roztoku hydroxylaminu hydrochloridu do jamek
kontrolnich (Obr. 15).

3) Nasledné byl pripraven cerstvy 0,25mM roztok zelezitych iontl z SmM roztoku
zelezitych iontl.

4) Nasledné bylo do vsSech jamek mikrotitraéni desticky pifidano 50 ul cerstvého
pracovniho roztoku Zelezitych iontl (0,25mM roztok Fe3+).

5) Mikrotitraéni desti¢ka byla na dvé minuty vloZena na ttepacku.

6) Nakonec bylo do testovacich jamek ptidano 50 pl roztoku ferrozinu a do slepych
jamek 50 ul destilované vody. Pro jednotlivé koncentrace testovanych latek byly
pouzity Ctyfi jamky, z nichz dvé byly testovaci a obsahovaly chelator (SmM roztok
ferrozinu) a dvé byly slepé s destilovanou vodou.

7) Thned po pfidani ferrozinu byla zméfena absorbance pti vinové délce 562 nm.

8) Absorbance byla zmétena opé€t po péti minutach pro zjisténi stability komplext.

Roztok
Roztok Roztok Roztok
testované |testované |testované testované | Kontrolni
latky ¢, latky c2 latky c3 Gtkyc=0 | jamky (HA)
ferrozin
(indikator)
slepé vzorky
- Jamky s testovanou latkou

Kontrolni jamky s HA

Jamky obsahujici indikator (ferrozin)

Slepé vzorky, destilovana voda

Obrazek 15: Schéma mikrotitracni desticky pii stanoveni redukce Fe** v DMSO
Kontrolni jamky:

100 pl testované latky nebo 100 pl 10mM roztoku hydroxylaminu hydrochloridu (HA)
50 pl 0,25mM roztoku Zelezitych ionth
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- 50 pl 5SmM roztoku ferrozinu nebo destilované vody

4.4  Statisticka analyza

Mnozstvi nevazaného (nechelatovaného) zeleza bylo stanoveno nasledujicim zptsobem:

1) Nejprve byl vypocitan rozdil absorbanci mezi testovaci jamkou (testovana latka +
indikator ferrozin) a slepym vzorkem (testovana latka bez indikatoru).

2) Nasledné byl vypocitan rozdil absorbanci kontrolniho vzorku a jeho slepého vzorku.

3) Vysledek bodu 1) byl vydélen vysledkem bodu 2), ¢imz bylo zjisténo mnozstvi
nechelatovaného Zeleza. Tato hodnota byla odectena od 100 %, ¢imz bylo stanoveno,

kolik Zeleza bylo chelatovano.

Mnozstvi redukovaného Zeleza bylo zjisténo obdobnym vypoctem. Hodnoty vSak byly na
rozdil od vyse uvedeného postupu déleny rozdilem absorbanci hydroxylaminu hydrochloridu,

tudiz nebylo nutné pro zjisténi vysledného mnozstvi redukovaného zeleza odecitat od 100 %.

K vytvoreni statistické analyzy zelezo-chelata¢ni aktivity testovanych latek byl pouzit
program MS Excel a GraphPad Prism verze 8 pro Windows (GraphPad Software, USA).

Vysledky byly vyhodnoceny jako primér + smérodatnd odchylka vypocitana podle vzorce

2x— x_)

n

K vytvoreni statistické analyzy Zelezo-redukujici aktivity testovanych latek byl pouZzit
program MS Excel. Analyza byla provedena pomoci t-testu, kdy byly hodnoty porovnavany

s negativni kontrolou (rozpoustédlo).

Mira UCinnosti jednotlivych testovanych latek byla stanovena porovnanim 95%
konfiden¢nich (predik¢nich) intervali chelatacnich kiivek a porovnanim piimek linearni

regrese v piipade redukcni aktivity latek.

Vsechny grafy, uvedené v praci, byly vytvoteny v programu GraphPad Prism verze 8 pro

Windows.

36



5 Vysledky

5.1 Kalibra¢ni kiivka

Z namétenych hodnot absorbanci (Tab. 1) byl sestrojen graf kalibra¢ni kiivky, neboli graf
zavislosti absorbance na koncentraci Zeleznatych iontii (Obr. 16). Pro sestrojeni grafu byly
pouzity tyto koncentrace Zeleznatych iontt: 75 uM, 150 uM, 250 uM, 500 uM a 750 uM.
Graf kalibra¢ni kiivky vykazuje linedrni zavislost absorbance na koncentraci zeleznatych
iontd, z toho vyplyva, Ze pfi rostouci koncentraci zeleznatych ionti ve vzorku roste i hodnota
namé&fené absorbance. Linearni zavislost absorbance na mnozstvi chelatovanych Fe?" ionti

byla ov&fena naméfenim kalibragni kiivky s vysokou hodnotou spolehlivosti (R* = 0,9989).

Tabulka 1: Naméiené hodnoty absorbanci

Koncentrace
- 0 75 150 250 500 750
Fe™ (uM)
Prumérna
absorbance 0,036 0,323 0,614 1,034 2,064 3,234
562 nm
3.5
3.0
2.5
3 R?=0.9989
S 2.0
o
S 1.5-
0
T 1.0-
0.5
0.0 I T T T T | 1

|
0 100 200 300 400 500 600 700 800

koncentrace Fe?* (uM)

Obrazek 16: Kalibracni krivka

5.2 Chelataéni ucinky testovanych latek
Chelatacni ucinky chalkont byly stanoveny metodou mikrotitrace. Méteni probihalo
v prosttedi DMSO a pufrt o pH: 4,5; 5,5; 6,8 a 7,5. Jako indikdtor byla pouzita

komplexotvorna latka ferrozin, ktery interagoval s nespotiebovanymi zeleznatymi ionty za
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vzniku barevného komplexu. Jelikoz indikator vytvaii komplexy pouze s ionty Fe** bylo
v prostiedi pufru o pH 7,5 z divodu vysokého rizika oxidace zeleznatych iontil na zelezité
pfidano redukéni ¢inidlo hydroxylamin hydrochlorid (HA). Zelezo-chelatadni aktivita byla
stanovena spektrofotometricky pii 562 nm, kdy komplex ferrozin-Fe*" vykazuje maximalni
absorpci. Absorbance byla méfena ihned po pfidani indikatoru, a poté znovu po péti
minutach, kvili riziku uvolnéni Zeleznatych iontd z komplext. Cim vy$§i byla naméfena
hodnota absorbance, tim vy3§i byla koncentrace barevného komplexu ferrozin-Fe** ve vzorku.
Nizké mnozstvi komplexu ferrozin-Fe*” ve vzorku naznacovalo, vysokou schopnost testované

latky chelatovat zeleznaté ionty a naopak.

Zelezo-chelataéni aktivitu vzhledem k Fe*" jontim vykazovalo pét ze esti testovanych
latek. Nejvyssi zelezo-chelatacni Ucinek byl objeven u isoliquiritigeninu, ktery chelatoval
90 % jonti Fe*" v poméru 100:1 pii pH 7,5 (Obr. 17). Zelezo-chelatacni aktivita testovanych
latek byla podstatné vyssi v prostiedi o vyssim pH (7,5; 6,8) nez v prostredi s nizkym pH (5,5;
4,5). Tento jev pravdépodobné souvisi s vEtsi ochotou hydroxylové skupiny sdilet volny

elektronovy péar pii vyS$im pH.

Testovana byla i schopnost chalkonil vazat ionty Fe* v prostiedi o pH 4,5 a v DMSO.
Zelezité ionty musely byt pfi méfeni z dGvodu pouziti ferrozinu, jakozto indikatoru,
redukovany za pomoci roztoku hydroxylaminu hydrochloridu (HA). Nejvétsi schopnost
chelatovat Zelezité ionty byla zjiSt€éna u likochalkonu A, ktery vazal 40 % iontl Fe***
v prosttedi DMSO v poméru niz§im nez 100:1, jelikoZ tento pomér vedl ke vzniku
srazeniny (Obr. 18). Schopnost testovanych latek vazat Zelezité ionty byla vyznamné nizsi nez

jejich schopnost chelatovat Zeleznaté ionty.

Z namétenych hodnot Zelezo-chelatacni aktivity testovanych latek byly sestrojeny

grafy (Obr. 17-22), kde jsou zndzornény hodnoty naméfené v ase 5 minut.
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% chelatovaného Fe"* % chelatovaného Fe"*

% chelatovaného Fe"*

1004

p — Fe?* (DMSO)
Al Fe®**(DMSO)
60- Fe’" (pH 4,5)
2+
s0. Fe2+ (pH 5,5)
Fe“ (pH 6,8)
2 Fe’* (pH 7,5)
0 iy Fe®**(pH 4,5)
1:1 10:1
pomér koncentraci (chalkon:Fe"")
Obrazek 17: Zelezo-chelatacni aktivita isoliquiritigeninu
100 -
—=— Fe?* (DMSO)
80 — Fe?**(DMSO)
60 _ —— Fe?" (pH 4,5)
3 —— Fe?" (pH 5,5)
—— Fe®" (pH 6,8)
—— Fe?" (pH 7.5)
0 T T == 213+
1:1 10:1 100:1 N e
pomér koncentraci (chalkon:Fe"")
Obrazek 18: Zelezo-chelatacni aktivita likochalkonu A
100 — Fe?" (DMSO)
- — Fe?**(DMS0)
— Fe?" (pH 4,5)
601 -
— Fe?* (pH 5,5)
07 —~— Fe®" (pH 6,8)
20 .1~ Fe*’ (pH7,5)
. e ¥ ~ Fe?*(pH 4,5)

T
1:1 10:1 100:1
pomér koncentraci (chalkon:Fe"")

Obrazek 19: Zelezo-chelatacni aktivita floretinu
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100 —— Fe®" (DMSO)
% g0 —~ Fe*°"(DMSO)
E —— Fe®" (pH 4,5)
‘2 60 2+
g —— Fe®* (pH 5,5)
e] 1
w —~ Fe?* (pH 6,8)
2 i
\Lé 20 - Fe® (pH7.5)

; _ ey FE?(pH4,5)

1 10:1 100:1
pomér koncentraci (chalkon:Fe"")
Obrazek 20: Zelezo-chelatacni aktivita florizinu

100- —~ Fe’" (DMSO)
t — Fe?**(DMSO)
D 80
g — Fe®* (pH 4,5)
» 60+
& — Fe®* (pH 5,5)
& 40 —~ Fe?* (pH 6.8)
0]
5 204 — Fe’* (pH 7,5)
82 Y230,

o e ot —— Fe?Y(pH 4.5)

1:1 10:1 100:1
pomér koncentraci (chalkon:Fe"")

Obrazek 21: Zelezo-chelatacni aktivita naringinu dihydrochalkonu

100 —— Fe’" (DMSO)
—~ Fe?**(DMSO)
—— Fe?" (pH 4,5)

— Fe®* (pH 5,5)

[o2]
(=]
1

60

Fe?* (pH 6,8)
Fe?* (pH 7,5)
Fe?**(pH 4,5)

% chelatovaného Fe™

pomér koncentraci (chalkon:Fe"")

Obrdzek 22: Zelezo-chelatacni aktivita neohesperidinu dihydrochalkonu
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5.3 Redukéni u€inky testovanych latek

Zelezo-redukujici uginky byly stejnd jako Zelezo-chelataéni 1cinky stanoveny
spektrofotometricky, za pomoci indikatoru ferrozinu. Méfeni probihalo v prostiedi DMSO
a pufri o pH: 4,5; 5,5; 6,8 a 7,5. Absorbance byla métena ihned po pfidani indikatoru, a poté
znovu po péti minutach. Vysoka koncentrace barevného komplexu ferrozin-Fe** ve vzorku
signalizovala vysokou schopnost testované latky redukovat zelezité ionty a naopak.
Zelezo-redukujici aktivitu vykazovaly &tyfi testované latky, a to: floretin, florizin, naringin
dihydrochalkon a neohesperidin dihydrochalkon. Z naméfenych hodnot zelezo-redukujici
aktivity testovanych latek byly sestrojeny grafy (Obr. 23-26). Sipky znazortiuji hodnoty, které
se vyznamné (p<0,05) liSi od negativni kontroly (rozpoustédlo). Z grafi (Obr. 23-26)
vyplyva, ze redukce zeleza je zéavisla na Case, proto mnozstvi zredukovanych iontl zeleza
bylo vyssi pfi méfeni po péti minutach nez na zac¢atku méteni. Nejvyssi zelezo-redukujici
aktivitu vykazoval florizin, ktery zredukoval 90 % iont F ¢’ v poméru 10:1 pti pH 4,5 (Obr.
24).

3 DMSO - 0 min
@ 40+ p<0,05 =~ DMSO -5 min
—>

2 > pH 4.5 - 0 min
‘% 5 + pH4,5-5min
3 20- /t » pH 5,5 - 0 min
-qo:; ini + pH5,5-5min
= P! pH 6,8 - 0 min

39 =L ¥ :
=  pHB,8-5min

0 T T —r _-l__i;k 4 1 — 1 H 7 5 O H
,9 - 0 min

DMSO 1:10 151 10:1 100:1 i

. . ] * pH7,5-5min
pomér koncentraci (alkalmd:Fe?”)

Obrdazek 23: Zelezo-redukujici aktivita floretinu
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. 100- —_— DMSO - 0 min
o I = =~ DMSO - 5 min
E 80- o pH 4,5 - 0 min
_g - Mo —— pH4,5-5min
S J + pH55-0min
é 40- —— pH3,5-5min
@ . H 6,8 - 0 min

= By A i
o~ { = : s pH®B,8-5min
0 ' ; e e ¢ PH75-0min
DMSO 1:10 1:1 10:1 100:1 pH 7,5 - 5 min

pomér koncentraci (aIkanid:Fe3+)

Obrazek 24: Zelezo-redukujici aktivita florizinu

% 1004 DMSO - 0 min
© = DMSO -5 min
L 80-
o pH 4,5 - 0 min
®
& 60 + pH4,5-5min
3 -+ pH5,5-0min
X 404 ,
8 +— pH 5,5-5min
o 204 + pH6,8-0min
° % 4+ pHB6,8-5min
0 ! e e p—— H 7,5 -0 min
DMSO  1:10 1:1 10:1 100:1 kR

z : N ~+~ pH7,5-5min
pomér koncentraci (alkaloid:Fe”")

Obrdzek 25: Zelezo-redukujici aktivita naringinu dihydrochalkonu

DMSO - 0 min

+ 1004 p<0,05 .
5 > =~ DMSO - 5 min
‘= 80- — pH 4,5 - 0 min

i ol > '

)] —h— - i
% 60- i pH 4,5 - 5 min
3 i ! + pH5,5-0min
é 40 . ~ pH5,5-5min
E 204 A P pH 6,8 - 0 min
° — . + pHB,8-5min
0 S — — *— + pH7,5-0min
DMSO  1:10 14 1:10 1 . H7.5-5min

pomér koncentraci (aIkaloid:Fe3+)

Obrazek 26: Zelezo-redukujici aktivita neohesperidinu dihydrochalkonu
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6 Diskuze

Chalkony jsou pfirodni fenolické latky patfici mezi sekundarni metabolity rostlin.
Obsahuji nenasyceny ketonovy systém a vykazuji Siroké spektrum biologickych aktivit.
V této diplomové praci byly zkoumdny zelezo-chelatatni a zelezo-redukujici Uc¢inky
nékterych vybranych chalkonti v DMSO a prostiedi o riiznych pH (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5). Mezi
testované latky pouzité pro vypracovani této diplomové prace patii: isoliquiritigenin, floretin,
florizin, likochalkon A, naringin dihydrochalkon a neohesperidin dihydrochalkon, které se lisi
riznymi substituenty na aromatickych kruzich (Obr. 27). Detekce byla provedena
spektrofotometricky pii 562 nm, za pomoci indikatoru (ferrozin). Absorbance byla métena
ihned po pridani indikatoru, a poté znovu po péti minutach. Schopnost testovanych latek vazat
zelezité a Zeleznaté ionty se projevila u vSech testovanych latek (isoliquiritigenin, likochalkon
A, floretin, florizin, naringin DHC, neohesperidin DHC). Zelezo-chelatani aktivitu
jednotlivych testovanych latek jsme vyjadrili prostfednictvim mnozstvi chelatovanych ionti
zeleza v procentech a pomérem mnozstvi testované latky k iontim zeleza. Respektive poctem

molekul chelatoru (testované latky) nutnych k navazani jediného iontu Zeleza.

Z naméfenych  hodnot lze odvodit vliv struktury testovanych latek na miru
zelezo-chelatani a Zelezo-redukujici aktivity. Existuji tfi hlavni domény chalkond pro
interakci s kovy (Obr. 28): funkéni skupiny umisténé na kruhu A a B (-OH, -OR),
keto(-enolova) skupina a olefinova skupina [20]. Soucasti struktury vSech testovanych latek je
hydroxylova skupina (-OH) pfipojend na benzenové jadro, kterd je klicova pro vznik
koordina¢né kovalentni vazby. Hydroxylova skupina vystupuje jako donor volného

e’? s volnymi d-orbitaly

elektronového paru, zatimco kationty piechodného kovu (Fe®', F
zaujimaji roly piijemce elektronti [52]. Pét ze Sesti testovanych latek (Obr. 27) ve své
struktufe obsahuje nejméné tii hydroxylové funkéni skupiny navdzané na aromatické jadro
(isoliquiritigenin, floretin, florizin, naringin DHC a neohesperidin DHC). Likochalkon A
a neohesperidin dihydrochalkon navic kromé hydroxylové skupiny obsahuji i methoxylovou

skupinu (Obr. 27), ktera je rovnéz schopna poskytovat volny elektronovy par [24].
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isoliquiritigenin

OH
@)
oH? @
wile
OoH OH OH
florizin HaGo X O naringin DHC
O
OH O O
= =
HOOH HO O H4CO O OH
floretin likochalkon A

Obrazek 27: Testované latky (Cervené — hydroxylova skupina, modie — methoxylova skupina)

Keto(-enolova) skupina

3 Olefinova
skupina OH

Dihydroxy skupina
(tzv. katecholové uspotadani)

Obrazek 28: Tri hlavni domény chalkonii pro interakci s kovy [20]

Nejvyssi Zelezo-chelatacni aktivitu testovanych latek vzhledem k zeleznatym iontim pii
pH 7.5 jsme detekovali u isoliquiritigeninu a florizinu (Obr. 29). V prostiedi o pH 6,8 nejsou
v Zelezo-chelatacni aktivité¢ testovanych latek statisticky vyznamné rozdily (Obr. 30).
V prostiedi s niz§im pH a v DMSO latky neprojevily téméf Zadnou schopnost chelatovat ionty
zeleza. Isoliquiritigenin i florizin maji -OH skupinu lokalizovanou v poloze 2’ a 4’ na
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A4

aktivitou ve srovnani s isoliquiritigeninem diky nepfitomnosti dvojné vazby v poloze C2
a glykosylaci hydroxylové skupiny v poloze 6', ktera snizuje schopnost latky ptenaset
elektrony. Samostatnd -OH skupina ma v prostoru mensi rozlohu nez glykosidicky vazany
cukr, coz je vyhodnéjsi pro navazani iontd Fe [24]. Neohesperidin dihydrochalkon a naringin
dihydrochalkon obsahuji tii -OH skupiny umisténé v poloze 2’ a 6’ kruhu A a 3 (4) kruhu B.
Ob¢ tyto latky vykazovaly nizs$i zelezo-chelata¢ni aktivitu nez testované latky s OH
skupinami lokalizovanymi v poloze 2’ a4’, coz by mohlo byt zplsobeno rezonanci se
sousedni ketoskupinou (Obr. 27). Naringin DHC a neohesperidin DHC, podobné jako
florizin, neobsahovaly oproti isoliquiritigeninu tzv. olefinovou skupinu, ktera pfispiva ke

zvyseni Zelezo-chelatacni aktivity chalkonti.

100
&
D 80 —— floretin
o 5, 6
S —— florizin
cC 60+ . 5 o e 5
T isoliquiritigenin
% 40 —— naringin DHC
2 —— neohesperidin DHC
S 20+
S

0

pomeér koncentraci (chalkon:Fe2+)

Obrdazek 29: Porovnani Zelezo-chelatacni aktivity testovanych latek pri pH 7,5

100

+
NCD

D 8o

o

= —=— floretin

-g 60_

o —— florizin

2 40 o
L isoliquiritigenin
L= T
S 204 —— neohesperidin DHC
=

(=) e

0 At ] ..I--"'. .

19 10:1 100:1
pomér koncentraci (chalkon:Fe2+)

Obrazek 30: Porovnani Zelezo-chelatacni aktivity testovanych latek pri pH 6,8
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Neohesperidin DHC mé hydroxylovou skupinu a methoxylovou skupinu umisténou v poloze
3 a 4 na aromatickém kruhu B, coz mlze pfispivat ke zvySeni jeho Zelezo-chelatacni aktivity.
Volny elektronovy par methoxylové skupiny se v pfipadé neohesperidinu DHC dostava do
konjugace s aromatickym jadrem a zvySuje chelata¢ni schopnost 3-OH skupiny (Obr. 31)
[20, 24]. Nami namétené hodnoty vSak ukazuji (Obr. 29), ze tyto strukturni rozdily ziejmé

nemaji na zelezo-chelata¢ni aktivitu chalkont vliv.

HO

Obrazek 31: VIiv methoxylové skupiny na Zelezo-chelatacni aktivitu neohesperidinu

dihydrochalkonu [24]

Floretin jako jediny z testovanych latek obsahoval celkem 4 hydroxylové funkéni skupiny
navazané na aromatickém jadfe v poloze 2', 4', 6’ kruhu A a 4 kruhu B. Jeho schopnost vazat
ionty Zeleza vSak byla navzdory vysSimu poctu hydroxylovych funkénich skupin nizka.
Dtivodem toho by mohl byt pfili§ vysoky pocet OH skupin v molekule floretinu, kdy jedna
z téchto hydroxylovych skupin castecné stéricky brani vazbé Zeleza na chalkon.
Likochalkon A neprokazal téméf zadnou schopnost chelatovat Zeleznaté ionty. Diivodem toho
by mohla byt skutecnost, ze v jeho molekule chybi tzv. keto(-enolova) skupina, kterou

obsahovaly vSechny ostatni testované latky.

Flavonoidy stejné jako ndmi testované chalkony (prekurzory flavonoidi) chelatuji
ionty zeleza predevSim v neutrdlnich nebo téméf neutrdlnich podminkach (pH 6,8 a 7,5).
U flavonoida je taktéZ pro miru Zelezo-chelatacni aktivity vyznamnd ptfitomnost volnych
hydroxylovych skupin, zejména 3-hydroxylové skupiny, a sousednich hydroxylovych skupin
v kruhu A nebo B, jako u chalkonli. U obou typl sekundarnich metaboliti rostlin vede
zvyseni poctu volnych hydroxylovych skupin v kruhu ke zlepSeni zelezo-chelatacni aktivity.
Za kyselejSich podminek vSak mezi chelata¢ni aktivitou flavonoidi a chalkonli se tfemi,
dvéma nebo jednou hydroxylovou skupinou nebyly statisticky vyznamné rozdily. Pro

schopnost chelatovat ionty pfechodnych kovil je stejn€ jako u chalkonti i u flavonoida
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dilezita piitomnost ketoskupiny. Volna 5-hydroxylovd skupina se 4-ketoskupinou muze

i u flavonoida zvysit schopnost chelatovat ionty zeleza [53].

23* jontim vykazoval likochalkon A

Nejvyssi zelezo-chelatacni aktivitu ve vztahu k Fe
vDMSO (Obr. 32). Mirn¢ vysSsi schopnost chelatovat zelezité ionty prokazal
i isoliquiritigenin. Ob¢ tyto latky, na rozdil od ostatnich testovanych latek, obsahuji ve své
molekule tzv. olefinovou skupinu (Obr. 28), ktera by mohla zvySovat schopnost chalkont

vazat zelezité ionty.

100+
+
£
“ 804 —=— floretin
LL . .
e 5 —— florizin
) y R
§ isoliquiritigenin
% 40+ likochalkon A
E 5e) naringin DHC
[&]
=S neohesperidin DHC
0

2/3+
)

pomér koncentraci (chalkon:Fe

Obrazek 32: Porovnani Zelezo-chelatacni aktivity testovanych latek v DMSO

Zelezo v lidském t&le vystupuje jako donor i akceptor elektrontl. Kontakt Zeleza
s redukénim cinidlem (chalkonem) mtize vyvolat redukci Zelezitych iontli na Zeleznaté, a tim
zpusobit vznik nebezpecného reaktivniho hydroxylového radikélu. Volné radikaly nasledné
poskozuji bunky a mohou za rozvoj nékterych onemocnéni [12, 25]. Z tohoto divodu byla
v praci krom¢ Zelezo-chelatacni aktivity testovdna i schopnost chalkond redukovat ionty
zeleza. Zelezo-redukujici aktivitu projevily pouze &tyfi ze Sesti testovanych latek, a to
dehydrochalkony floretin, florizin, naringin DHC a neohesperidin DHC. Neohesperidin DHC
prokazal vyss§i zelezo-redukujici U¢inek nez jemu strukturné podobny naringin DHC.
Diivodem toho by mohla byt pfitomnost hydroxylové a methoxylové skupiny v poloze 3 a 4
aromatického kruhu B neohesperidinu DHC. Toto uskupeni vykazuje strukturni podobnost
s tzv. katecholovym uspofadanim, které je spojeno s zelezo-redukujici aktivitou piedevsim
u flavonoidl [25]. U glykosidu florizinu byla zaznamenéna vétsi schopnost redukovat zelezité

ionty nez u jeho aglykonu floretinu. Porovnani Zelezo-redukujici aktivity jednotlivych
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testovanych latek v prostitedi DMSO a pH 4,5 je znazornéno v nasledujicich grafech (Obr. 33
a 34).
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Obrazek 33: Porovnani Zelezo-redukujici aktivity testovanych latek v prostiedi o pH 4,5
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Obrazek 34: Porovnani Zelezo-redukujici aktivity testovanych latek v DMSO

U flavonoidl a chalkont bylo pozorovéano zvySeni schopnosti redukovat ionty zeleza pti
zvySeni poctu hydroxylovych skupin v molekule. Redukéni potencidl flavonoidii a stejné tak
1 chalkonti, zvySuje pfitomnost katecholové skupiny na kruhu B. Néhrada jedné hydroxylové
skupiny za methoxylovou skupinu v katecholovém uspofadani je spojena se snizenim

reduk¢niho potenciélu téchto latek [25].

Nékteré¢ chalkony, jako napf. floretin, jsou v lidském téle metabolizovany za pomoci
jaterniho cytochromu P450. Jednim z hlavnich metaboliti floretinu je 3-OH floretin, ktery

vzniké také pii rozkladu glykosidu florizinu bakteriemi [27]. Pfi pfeméné téchto latek dochazi
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k zavedeni dal$i hydroxylové skupiny do jejich molekuly, coz mlze vést ke zvySeni

zelezo-chelataéni i Zelezo-redukujici aktivity téchto metabolitii.
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7 Zavér

Tato diplomova prace se zabyvala stanovenim Zelezo-chelatac¢nich a zelezo-redukujicich
ucinki u vybranych chalkoni v DMSO a prostfedi o raznych pH (4,5; 5;5; 6,8; 7,5). Cilem
této diplomové prace bylo na zakladé ziskanych vysledkli odvodit vztah mezi strukturou
testovanych latek a jejich Zelezo-chelatacni a Zelezo-redukuji aktivitou. Pro vypracovani prace
byly vybrany tyto latky: isoliquiritigenin, naringin dihydrochalkon, neohesperidin
dihydrochalkon, likochalkon A, floretin a florizin.

Ziskané hodnoty ukazuji, ze chalkony chelatuji ionty Zeleza piedev§im v neutrdlnich
nebo téméf neutrdlnich podminkéch (pH 6,8 a 7.5). NejucinnéjSim chelatorem Zeleznatych
iontll ze vSech testovanych latek je isoliquiritigenin, u néhoz se zaroven neprojevila nezadouci
zelezo-redukujici aktivita. Druhym nejlep§im chelatorem zeleznatych iontd byl florizin. Tato
latka vSak oproti isoliquiritigeninu vykazovala vysokou schopnost redukovat ionty zeleza pii
pH 4,5 a v prostiedi DMSO. U ostatnich testovanych latek (likochalkon A, naringin DHC,
neohesperidin DHC a floretin) byla zjiSténa pouze nizka schopnost vazat zeleznaté ionty.
Tyto latky navic disponovaly vysokym zelezo-redukujicim uc¢inkem pii pH 4,5 a v prostiedi
DMSO. Likochalkon A vykazoval nejvyssi zelezo-chelatacni aktivitu ze vSech testovanych

latek vzhledem k Zelezitym iontlim v prostfedi DMSO.

Zelezo-chelataéni a Zelezo-redukujici schopnosti testovanych latek se projevily az pii
vyssich koncentraénich pomérech (chalkon:Fe™), kterych v lidském organismu nemiizeme
dosahnout. Z toho vyplyva, Ze bézna konzumace ovoce (floretin, florizin), 1é€ivych rostlin
(isoliquiritigenin, likochalkon A) a umélych sladidel (neohesperidin DHC, naringin DHC)

s obsahem chalkont pravdépodobné nevede k jejich interakci se Zelezem.

Chalkony, které dobie chelatuji ionty Zeleza maji obvykle hydroxylovou skupinu
situovanou v poloze 2" a 4" aromatického kruhu A a obsahuji tzv. olefinovou, katecholovou

nebo keto(-enolovou) skupinu.
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8 Seznam pouzitych zkratek

DHC
DMSO
DMTI1
EU
HA
HCP
HEPES
ILG
JINK
LCH A
+M
MCH

MCHC

MCV
OH

pH
SGLT1
SGLT2
TASIR2
TASIR3

TETA

dihydrochalkon

dimethylsulfoxid

divalent metal transporter 1

Evropska unie

hydroxylamin hydrochlorid

heam carrier protein

(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin ethansulfonova kyselina)
isoliquiritigenin

c-Jun N-terminal kinases

likochalkon A

kladny mezomerni efekt

mean cell hemoglobin (mnozstvi hemoglobinu v jednom erytrocytu)

mean cell hemoglobin concentration (stiedni koncentrace hemoglobinu

v erytrocytech)

mean cell volume (stfedni objem erytrocytu)
hydroxylova skupina

potential of hydrogen (potencial vodiku)
sodium-glucose transporter 1
sodium-glucose transporter 2

taste receptor type 1 member 2

taste receptor type 1 member 3

triethylentetraamin
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TI

™

TRSV

UV-B

talasemia intermedia
talasemia major
tabacco ring spot virus

ultrafialové zareni typ B
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Nazev diplomové prace: Interakce chalkont s ptechodnymi kovy L.

Zelezo je biogenni kovovy prvek s neparovymi d-elektrony, ktery hraje klicovou roli
v preziti jednobunéénych organismd, rostlin i savcl. Elektronovy obal atomu Zzeleza je
schopny snadno vazat a uvoliiovat elektrony, a tim se podilet na spravné funkci organismu.
Zelezo je nezbytné pro zajisténi transportu dychacich plyntl, diferenciaci bunék a fungovéni
nékterych specifickych enzymi. Nicméng, i pies jednoznacné pozitivni vliv Zeleza na lidské
zdravi miize nevhodné nizka nebo vysoka hladina Zeleza v téle zptisobovat rozvoj celé fady

onemocnéni.

Chalkony jsou rostlinné polyfenoly patfici do rodiny flavonoidl, sekundarnich
metabolith  rostlin. Termin chalkon se obecné vztahuje k chemické struktuie
s a,B-nenasycenym ketonovym systémem, jejiz zdklad tvoii 1,3-difenylprop-2-en-1-on. Tyto
latky vykazuji Siroké spektrum biologickych aktivit a ve spravném mnozstvi mohou byt
prospésné lidskému zdravi. Cilem této diplomové prace bylo sledovat Zelezo-chelatacni
a zelezo-redukeni aktivitu vybranych chalkonti: isoliquiritigeninu, likochalkonu A, floretinu,
florizinu, naringinu dihydrochalkonu a neohesperidinu dihydrochalkonu. M¢feni bylo
provadéno v prostiedi o razném pH (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5) za pomoci spektofotometru. Na zaveér

této prace byl stanoven vztah mezi strukturou a u¢inkem.

Nejucinngjsim cheldtorem ze vSech testovanych latek byl chalkon isoliquiritigenin
extrahovany z kotfene a oddenkt rostliny Glycyrrhiza glabra L., Glycyrrhiza uralensis Fisch.

a Glycyrrhiza inflata Batalin. U této latky se zaroven neprojevila zadna nezadouci
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zelezo-redukéni aktivita. Druhou nejvice chelatujici latkou byl florizin, ktery vSak vykazoval

vysokou schopnost redukovat ionty zeleza.

Klicova slova: zelezo, chalkon, chelatace, redukce
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Title of Thesis: Interaction of chalcones with transition metals 1.

Iron is a biogenic metal element with unpaired d-electrons that plays a key role in
the survival of unicellular organisms, plants and mammals. The electron shell of the iron atom
is able to easily bind and release electrons and thus contribute to the proper function of
the organism. Iron is necessary to ensure the transport of respiratory gases, cell differentiation
and the functioning of some specific enzymes. However, despite the clearly positive effect of
iron on human health, inappropriately low or high level of iron in the body can cause

the development many diseases.

Chalcones are plant polyphenols belonging to the family of flavonoids, secondary
metabolites of plants. The term chalcone generally refers to a chemical structure with
an o,p-unsaturated ketone system based on 1,3-diphenylprop-2-en-1-on. These substances
have a wide spectrum of biological activities and in the right amount can be good for human
health. The aim of this diploma thesis was to monitor the iron-chelating and iron-reducting
activity of selected chalcones: isoliquiritigenin, licochalcon A, phloretin, phlorizin and
naringin dihydrochalcon neohesperidin dihydrochalcon. The measurements were performed
in an environment with different pH (4,5; 5,5; 6,8 and 7,5), using a spectrophotometer. At the

end of this thesis, the relationship between structure and effect was determined.

The most effective chelator of all tested substances was chalcone isoliquiritigenin
extracted from the root and rhizomes of Glycyrrhiza glabra L., Glycyrrhiza uralensis Fisch.

and Glycyrrhiza inflata Batalin. At the same time, this substance did not show any undesired
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iron-reducting activity. The second most chelating agent was florizin, which also has a high

iron-reducting activity.

Keywords: iron, chalcone, chelation, reduction
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