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Vyuzivané zkratky

ATP Adenosintrifosfat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonukleova kyselina

E. coli Escherichia coli

HA Hydroxylamin hydrochlorid

NTVZ Netransferinoveé vazané zelezo

REM Rapid eye movement

SIH Salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon
SOD Superoxiddismutasa



1. Uvod

Zelezo se fadi mezi velmi dulezité prvky lidského organismu, kdy primérny jedinec
disponuje zasobou zhruba 3- 5 g tohoto prvku. Zelezo se podili na vyznamnych procesech,
jako jsou transport kysliku, syntéza DNA a dalsi. Tento prvek je schopen pfijimat nebo
odevzdavat elektrony, dochazi tak k pfeménam mezi Zelezitymi ionty a ionty Zeleznatymi. Prave

oxidaéni stav ¢asto byva kli¢ovy pro spravnou funkci iontl Zeleza v organismu.

Za béznych okolnosti plni volné radikdly Vv lidském organismu fyziologické funkce.
V ur¢itych situacich mohou vSak byt nebezpecné. Reaktivni formy kysliku a dusiku mohou
napadat buniky lidského téla, coz miize vést k poskozeni lipidd, proteind i samotné DNA a obecné
k produkci oxida¢niho stresu, ktery byva spojovan s mnoha dal§imi onemocnénimi. Velmi
reaktivni hydroxylovy radikal je na ptiklad produkovan Fentonovou reakci, jejiz dulezitou

soucasti jsou i volné ionty Zeleza.

Fenolové slouceniny jsou pocetné vyznamna skupina obsahovych latek rostlin. Byla
identifikovana fada riznych struktur, od vysoce polymerovanych molekul az po jednoduché
nizkomolekularni fenolové kyseliny. Fenolové kyseliny jsou ¢asto soucasti piijmu potravy, jindy

vSak vznikaji az v pribéhu traveni.

Po absorbci téchto latek neni vylouceno ovlivnéni Fentonovy reakce. Pokud by byly
fenolové kyseliny schopny ionty Zeleza chelatovat, je zde urcity potencial k potla¢eni oxidacniho
stresu. Na druhou stranu, za ur¢itych okolnosti by mohla vést redukce zelezitych ionth

k potenciaci Fentonovy reakce a k produkei nebezpeénych volnych radikali.



2. Cil prace

Cilem této rigor6zni prace bylo vhodnym zpisobem kvantifikovat schopnost chelatace
aredukce iontd Zeleza vybranymi fenylpropionovymi kyselinami V prostiedi o rizném pH.
Testované latky obsahovaly na spolecném skeletu (fenylpropionova kyselina) rozdilny pocet
hydroxylovych skupin. Jednalo se o 3-fenylpropionovou, 3-(3-hydroxyfenyl)propionovou,
3-(4-hydroxyfenyl)propionovou, 3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionovou,
3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionovou, 3-(3,5-dihydroxyfenyl)propionovou

a 3-fenyl-3-hydroxypropionovou kyselinu.

Dle podobné situované studie, kde byly testovany interakce Zeleza s derivaty benzoové
kyseliny, se dalo hypoteticky ocekavat, Zze vyssi schopnosti chelatace iontl Zeleza budou
dosahovat fenylpropionové kyseliny, které maji ve své struktute dvé hydroxylové skupiny na
aromatickém jadfe 1. U redukce Zelezitych iont na ionty Zeleznaté byla predikovana obdobna
strukturni zavislost, ktera byla pozorovana pii testovani redukce médnatych iont fenolovymi
kyselinami. V jiz provedené studii se med-redukéni schopnost odvijela zejména od pocétu

hydroxylovych skupin ve struktufe testované latky 2.

Cilem tak bylo urcit strukturni zavislost mezi strukturou testovanych kyselin a jejich
schopnosti chelatovat a redukovat ionty zeleza, celkové zhodnotit naméfené vysledky a sepsat

rigordzni praci.



3. Teoreticka cast prace

3.1. Obecné informace o Zelezu

Zelezo patii mezi velmi dilezité prvky lidského organismu. Pro procesy jako jsou transport
kysliku, syntéza DNA nebo produkce ATP je Zelezo nezbytnou soucasti. Pokud buiika zaznamena
stav nedostatku Zeleza, zastavuje se jeji riist a nasledné dochazi az k bundéné smrti. Zelezo je tak
velmi dilezitym prvkem, zejména diky své schopnosti pfijimat nebo odevzdavat elektrony
(dochazi k pfeméné mezi Zeleznatymi ionty a ionty zelezitymi). Na druhou stranu, tento fakt mtize
byt za urcitych okolnosti pro organismus Skodlivy 3. Vymeéna elektronii s fadou jinych substratt
muze prostiednictvim Fentonovy reakce vyustit K produkei reaktivnich kyslikovych radikali,
které nasledn¢ mohou zplisobovat oxidacéni stres, peroxidaci lipida i poSkozeni DNA. To muze
v diisledku ohrozit Zivotaschopnost n&kterych bunék . Mimo jiné, Zelezo je nezbytnou slozkou

i mnoha enzymd 2.

U dospélého ¢loveka je hladina Zeleza v organismu pfiblizné 3- 5 g. Témét 60 % tohoto
mnozstvi je pak zaclenéno v hemoglobinu. Hemoglobin plni ulohu pfenasece kysliku, kdy
transportuje kyslik z plic do perifernich tkani a nasledné odvadi oxid uhli¢ity z periferie zpét
doplic ° Dale tento prvek nalezneme v parenchymatickych buiikach jater (1 g),
retikuloendotelialnich makrofazich, kostni dfeni a ve svalech 3. Zelezo je také slozkou

myoglobinu, coZ je protein, ktery je dilleZity pro poskytovani kysliku svalové tkani °.

3.2. Prijem Zeleza potravou
Pro lidsky organismus mize byt vyvazena strava adekvatnim zdrojem zeleza. Toto tvrzeni

plati vSak pouze za piedpokladu, Ze jedinec netrpi n&jakym metabolickym onemocnénim .
V upravené Tabulce ¢. 1 nalezneme potraviny, které jsou bohaté na ionty Zeleza ’. Biologicka
dostupnost Zeleza se pak 1isi v ndvaznosti na formu, ve které je pfitomno v pfislusné potraving.
Nejvyssi biologickou dostupnost ma hemové Zelezo, které je strukturné zabudovano ve stiedu
molekuly hemoglobinu ¢i myoglobinu. Bohatym zdrojem tohoto typu Zeleza jsou na ptiklad ryby,
maso a motské plody. Absorbce hemového Zeleza pak byva ptiblizné 15- 35 %. Druhym typem
7eleza, ktery nalezneme v potravé je Zelezo nehemové. Casto byva piitomno v semenech,
obilovinach a listové zelenin€. Mira vstiebavani je zde uz nizsi, pfiblizné 2 az 20 % v zavislosti
na chemické formé (anorganické nebo organické). Nejcastéji se V potravinach vyskytuje
nehemové Zelezo ve formach s nizkou molekulovou hmotnosti jako jsou citrat, fosfat, fytat, oxalat
nebo hydroxid Zelezity °. Jak bude i uvedeno pozdéji, pfitomnost dalSich fosfati, fytatd, oxalatd
nebo uhli¢itanti v potravé mlize snizovat absorbei nehemového Zeleza. Kyselina askorbova nebo
ur 8

. Mezi chemické formy

nehemového Zeleza s vys$§i molekulovou hmotnosti patii na priklad ferritin nebo laktoferin.
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Pro tcel obohacovani potravin zelezem se dale mizeme setkat také se siranem Zeleznatym ¢i

chloridem Zelezitym ©.

Potravina ObsaZené Zelezo
mg . 100 g potraviny *
Majoranka (susené koteni) 374,2
Tymian (suSené koteni) 123,6
Hftib smrkovy (suseny) 69,7
Jatra veptova 15,3
Hofka ¢okolada (obsah kakaa 70-85 %) 11,9
Jatra teleci 10,2
Jatra hovézi 8,4
Jatra kufeci 6,7
Liskové ofechy 5,8
Cocka 50
Spenat 3,3

Tabulka ¢. 1: Potraviny, které jsou bohatym zdrojem Zeleza '

3.3. Zelezo soudasti enzymii

Pravé diky své schopnosti pfijimat a odevzdavat elektrony jsou ionty Zeleza soucasti mnoha
enzymu. Bézn¢ se tento prvek vyskytuje v metaloproteinech, kde miize byt zelezo pfimo vazano
na protein pfes vazbu Fe-S, ptipadné je uzavieno ve struktufe hemu. Proteiny jako hemoglobin,
myoglobin, cytochromoxidasy a dalsi podobné enzymy zname pomérné dlouho. Uskupeni, kde

je Zzelezo vazano na protein pies siru, je jiz novéjsi zalezitosti 3.

3.4. Metabolismus Zeleza

3.4.1. Absorbce
Absorbce Zeleza probiha prevazné na zacatku tenkého stieva. V této oblasti, ktera je
pomeérné stale blizko zaludku, je niz8i pH. To napomaha k rozloZeni Zeleza z potravy. Nejcastéji
byva zelezo v lidské stravé piitomno bud’ jako soucast hemu, nebo ve formé Zelezitych iontu,
které jsou vazany na urcitou molekulu. Absorbce nehemového Zeleza je jiz pomérné vysvétlena.

O absorbci hemového Zeleza je pak informaci méné 2.
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3.4.2. Absorbce a distribuce nehemového Zeleza

Anorganické nehemové Zelezo je soucasti mnoha potravin. Na ptiklad ho nalezneme ve
vejcich a zelening °. Zelezité ionty jsou nejprve redukovany na ionty Zeleznaté. Tato pfeména je
uskutecnéna apikalni membranou duodena pomoci reduktasy (duodenalni cytochrom b). Exprese
cytochromu b je zvySena pfi nedostatku Zeleza nebo na ptiklad pii stavu hypoxie organismu.
Obvykle je za den absorbovano zhruba 1 aZ 2 mg Zeleza 2. Zeny v obdobi menstruace viak mohou
absorbovat i vice jak 3 mg Zeleza denné& v souvislosti s vy$§imi ztratami tohoto prvku &
Redukované Zeleznaté ionty jsou transportovany ptes apikalni membranu pomoci Transportéru
pro kovové ionty 1. Tento transportér neni specificky pouze pro zeleznaté ionty. Substratem pro
tento prenaSeC jsou také ionty médnaté, zinecnaté, manganaté a dalSi. Zajimavosti vSak je,
ze ionty vapniku a hofc¢iku tento transportér nepiijme. Pienesené ionty Zzeleza jsou pak
Vv enterocytech zaclenény do ferritinu po pfedchozi oxidaci na ionty Zelezité nebo uvolnény
do krevniho ob&hu pomoci enzymu ferroportinu 1. Enzym hefestin se podili na oxidaci
zeleznatych iontd na ionty zelezité. Na metabolismus zeleza ma vliv i ceruloplazmin, ktery také
disponuje feroxidasovou aktivitou 3. Do krevniho obéhu tak piechazi Zelezo uz ve formé
Zelezitych ionti °. Transferin je hlavnim pienaSecem Zeleza v lidském organismu se specifitou
pro zelezité ionty ®. Tento glykoprotein mé4 dvé& vazebna mista pravé pro trojmocné Zelezo. Objev

transferinu, jakozto pienasece zeleza, se datuje jiz do roku 1946 °.

Za béznych okolnosti je zhruba tfetina transferinu nasycena zelezem, pfi¢emz plazmatické
hladiny Zeleza, které neni vazané na transferin, jsou zanedbatelné nizké 3. Koncentrace Zeleza je
u zdravych dospélych jedinct zhruba 14- 32 umol/l 5. Jiny stav samoziejmé nastavd, pokud je

v organismu zeleza nadbytek 3.

Uvolnéni iontd Zeleza z transferinu nastava pii vazbé transferinu na jeho transferinovy
receptor. Cely komplex transferin-transferinovy receptor je nasledné endocytézou pienesen
do cytosolu buriky a Zelezité ionty jsou redukovany na ionty Zeleznaté. Pravé Zeleznaté ionty maji
velmi nizkou afinitu k transferinu a jsou zného uvolfiovany a nasledné opét pienaseny
transportérem pro kovové ionty 1. Uvolnéni Zelezitych iontl nastava také v kyselém prostiedi 2.
Pii nadbytku Zeleza dochazi k hromadéni pravé netransferinové vazaného Zeleza (NTVZ). Toto

NTVZ pak miize pispivat k patologiim, které se poji s nadoytkem Zeleza °.

Zelezo uvnitf bundk miZze byt za¢lenéno a skladovano diky ferritinu nebo pieneseno
do mitochondrii, kde je vyuZito na piiklad pro syntézu hemu 3. Erytroblasty kostni dfen& potom

vyuzivaji Zelezo vazané na transferin k syntéze hemoglobinu &,

Ferritin je protein, jehoz ptesné slozeni se méni v zavislosti na tkani, ve které se vyskytuje.
Zelezo piichazi ve formé Zeleznatych ionti, nasledng je oxidovano na Zelezité ionty a zaglenéno

do ferritinu. KdyZz organismus poté Zelezo vyzaduje, ferritin potfebné Zelezo uvolni. Malé
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mnozstvi ferritinu se nachazi i v krvi. Toto mnozstvi je imérné k zasob¢ celkové uloZzeného zeleza
v téle . Ferritin tak skladuje Zelezo a tim pomahé chranit organismus pied oxidaénim stresem,

vyvolanym Fentonovou reakci °.

Dal§im ulozistém zeleza je hemosiderin. Zda se, Ze hemosiderin je degradovana forma

ferritinu. Vyskytuje se v siderozomech, coz jsou lyzozomy, které obsahuji Zelezo °.

3.4.3. Exkrece
U lidi dosud nebyl popsan zadny ptesny exkre¢ni mechanismus pro Zelezo 3. To byva
z organismu odstrafiovano na piiklad ztratou krve, potem nebo olupovanim kize °. Vyloucené

denni mnozstvi obvykle byva shodné s mnozstvim pfijatym, tj. pfiblizné 1 az 2 mg za den 3.

Vétsina Zeleza se nachdzi v Cervenych krvinkach. Na konci zivota erytrocytu dochazi
k jeno fagocytoze makrofagy retikuloendotelialniho systému. Hemoglobin je degradovan
a zelezo, které je nasledné uvolnéno se vraci do ob&éhu vazbou na transferin. Transferin pak
dodava Zelezo organismu, zejména buiikam, které Zelezo vyZaduji. Syntéza hemoglobinu je velmi
dilezita, proto pii nedostatku Zeleza pro tuto syntézu je vétSina bunék schopna potitebné zelezo
do ob&hu uvolnit . Pro samotnou syntézu hemoglobinu je potieba denné zhruba 20- 25 mg

Zeleza. Proto musi byt tento prvek dasledné recyklovan °.

3.4.4. Regulace
V lidském organismu je pfitomen velmi silny regulacni mechanismus pro vstfebavani
zeleza, ktery je dan dasledkem nedostatecnych fyziologickych mechanismi pro vylucovani
zeleza. Na ptiklad uptake zeleza byva az desetkrat zvySen v pfipade nedostatecné hladiny zeleza

Vv organismu a tykéa se hemového i nehemového Zeleza 6.

Kli¢ovou tulohu pro homeostazu zeleza hraje peptidovy hormon hepcidin. Tento hormon je
produkovan predevS$im v jatrech. Hladiny hepcidinu kolisaji v zavislosti na stavu zeleza

v organismu. Vys$i hladiny hepcidinu snizuji vstfebavani Zeleza a naopak °.

3.5. Faktory, ovlivitujici absorbci Zeleza

Absorbci Zeleza mohou ovliviiovat i dalsi slozky potravy. Ve vysledku tak mize byt
absorbce inhibovana nebo naopak i zvySena V zavislosti na ptitomnych podminkach. Pro méfeni
absorbce jsou vyuZzivany stabilni izotopy nebo radioizotopy Zeleza. Tyto Castice jsou zaclenény
do pfijaté stravy. Nasledné se vypocita mnozstvi téchto (radio)izotopi, které jsou zaclenény
do erytrocytt, pfipadné se méti celkova télesna radioaktivita. Negativni kontrolou je pak samotny
subjekt, kdy se méfi stejné hodnoty, aniz by byly predtim pfijaty jiz zminéné (radio)izotopy

Zeleza 1°,
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Absorbce nehemového Zeleza je negativné ovlivnéna i slozkami, které bézné nalezneme

Vv potravinach. Jsou to na ptiklad fytaty, polyfenoly, vapnik nebo mléko °.

Kyselina fytova a jeji soli (fytaty) slouzi jako zasobarna fosfati v semenech a zrnech.
Zajimavosti je, ze tyto latky disponuji silnymi chelataénimi Géinky. Ve vysledku pak dochazi
k navazani kovii a tvorb& nerozpustnych sloucenin °. Byla provedena studie u lidi, pficemz
absorbce zeleza byla siln€ zavisla na mnozstvi fytatd v potrave. Mnozstvi 2 mg soucasné ptijatych

fytatt inhibovalo absorbci Zeleza o 18 %, 250 mg fytatt pak dokonce az o 82 % **.

Na druhou stranu, mezi latky povzbuzujici absorbci Zeleza patii kyselina askorbova ¢i

proteiny svalové tkang °,

3.6. Nemoci

At uz nedostatek ¢i nadbytek Zeleza mtze byt pro lidsky organismus $kodlivy. Tyto
odchylky od fyziologického stavu jsou bud’ ziskané, nebo maji urcitou souvislost s dédi¢nosti.
VIiv na hladinu Zzeleza ma i strava, ktera obsahuje na ptiklad nevhodné mnozstvi Zeleza
(nedostatek nebo naopak nadbytek), vétsi ztrata krve, transfiize Cervenych krvinek nebo mutace

urcitych gend °.

3.6.1. Nedostatek
Nedostatek Zeleza je hlavni pfi¢inou anémie. Vzhledem k tomu, Ze pfiblizn€¢ dvé tretiny
celkového Zeleza jsou vyuzivany k syntéze hemoglobinu, nedostatek Zeleza ma vliv na produkci

zdravych Cervenych krvinek °.

3.6.1.1. Anémie z nedostatku Zeleza

Obrovské mnozstvi populace (zhruba 3 miliardy lidi na celém svété) trpi chudokrevnosti
v disledku nedostatku Zeleza, zejména pak diky snizenému piijmu Zzeleza z potravy, nizsi
schopnosti absorbce tohoto prvku nebo maji zvySenou potiebu Zeleza. Pravé vyssi potiebu Zeleza
nalezneme u darct krve, t¢hotnych zen nebo pfi stavech ztraty krve veetné krvaceni do zazivaciho
traktu nebo u nékterych forem rakoviny. Na nedostate¢nou hladinu Zeleza v organismu jsou
nachylnéjsi i déti a Zeny. Nedostatek Zeleza muZe zpusobit pfedCasny porod, Spatny vyvoj ristu
i ovlivnéni nervového systému. Pacienti s anémii pak nejéasté&ji popisuji piiznaky jako jsou
chronickd unava, Spatna tolerance zatéze, bolest hlavy a Spatna schopnost se koncentrovat.
Nelécena anémie pak mize vést az ke komplikacim jako jsou arytmie, angina pectoris nebo
infarkt. Je zde i ur¢ita souvislost s niZ§i porodni hmotnosti nebo opozdénym ristem v détstvi.

N 24

s nedostatkem Zeleza, vyzaduji transfuzi Cervenych krvinek nebo intravendzni podéni Zeleza °.

Homeostaza zeleza je naruSena u vétSiny onkologickych pacientl, ti byvaji postizeni

anémii ve vice jak 40 % pfipadh a pfi 1écbé chemoterapii dosahuje tato uroven az 80 %. Nizka
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systémova hladina Zeleza je z ¢asti zptisobena i nddorem samotnym, ktery vyuZziva tento kov

ke svému riistu. Dostupnost Zeleza je zasadni i pro bunéénou proliferaci 4.

3.6.2. Nadbytek
Nadbytek zeleza vede k tvorbé depozit tohoto prvku v zivotné dulezitych organech,
jako jsou jatra, srdce, slinivka bfi$ni a dal$i. To ma pak za nasledek tvorbu volnych radikald, které
mohou poskozovat proteiny, bunécné membrany ¢i samotnou DNA a ve vysledku vést
az k bunécné smrti. Neléceny chronicky nadbytek zeleza zvySuje riziko vzniku cirhdzy jater,
rakoviny, srdecnich arytmii a srdeéniho selhani, neurodegenerativnich onemocnéni jako jsou
Alzheimerova, Parkinsonova nebo Huntingtonova nemoc a obecné k piedCasné smrti. Lécba

spociva ve flobotomii a Zelezo-chelata¢ni terapii °.

3.6.2.1. Hemochromatéza

Nejcastéjsi genetickou poruchou, ktera byva spojovana s prebytkem Zeleza v lidském
organismu, je hemochromatéza. Vznika mutaci nékolika gent, které ovliviiuji regulacni osu
ferroportin-hepcidin. Tato choroba je spojena svySsi absorbci Zeleza zpotravy a jeho
hromadénim v jatrech, srdci, pankreatu a v dalich dulezitych organech, kde nasledné¢ dochazi
az k dysfunkci daného organu °. V téle byva nahromadéno i vice jak 40 g Zeleza, coZ je
desetinasobek fyziologického stavu. Toto onemocnéni se diagnostikuje méfenim koncentrace
sérového zeleza, ferritinu a saturace transferinu. Nejc¢astéji se pristupuje k snizovani hladin zeleza

pomoci odbéri krve 2,

3.6.2.2.  Aceruloplazminémie

Aceruloplazminémie je odchylka, ktera vznikda zmutovanim genu pro ceruloplazmin.
Ceruloplazmin vystupuje jako ferroxidasa a hraje dalezitou ulohu pii nasedani iont zeleza na
transferin. Pro toto onemocnéni jsou charakteristické nizké sérové hladiny ceruloplazminu

a akumulace Zeleza v mozku, pankreatu a hepatocytech °.

3.6.2.3.  Parkinsonova choroba

Jedna se o jedno z nejrozsifenéjsich neurodegenerativnich onemocnéni. Pro Parkinsonovu
chorobu jsou typické motorické, ale i nemotorické symptomy jako jsou zmény v REM spanku,
rizné poruchy chovani a dalsi. Nékteré studie naznacuji souvislost patogeneze tohoto onemocnéni
pravé s hromadénim Zeleza ve specifickych oblastech mozku, zejména v bazilnim
gangliu - substantia nigra. Také hladina transferinu v mozku byva zvySena u pacientu, ktefi jsou

postiZeni timto onemocnénim 3,
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3.6.2.4.  Alzheimerova nemoc

Zvyseny piijem Zeleza je rizikovym faktorem i pro toto vazné neurodegenerativni
onemocnéni . Pro Alzheimerovu nemoc je typicka pfitomnost extracelularnich beta-amyloidi
a intraneuronalnich neurofibril. K patogenezi tohoto onemocnéni opét mohou piispivat zmény

Vv homeostaze zeleza 1°.

3.6.2.5. Predavkovani se Zelezem

Byly hlaseny i umrti v disledku piedavkovani se ptipravky, obsahujici vysokou hladinu
zeleza. Toxicita pak byla pravdépodobné spojena s tvorbou hydroxylovych radikali
prostfednictvim Fentonovy reakce a vytvarenim oxidac¢niho stresu. Jsou stanoveny maximalni
doporucené davky pro piijem tohoto mikroprvku. Déti do 13 let by nemély piijmout denné vice
jak 40 mg Zeleza v potrave ¢i doplncich stravy. U dospé€lych je pak tato hranice 45 mg. Musime
vzit v potaz, Ze tento limit plati pouze pro zdravé lidi s primérnou Grovni fyzické aktivity. Vyssi

davky pak mohou vyustit v zalude&ni problémy, nevolnost, bolest bficha, zvraceni nebo zacpu °.

3.6.2.6.  Vliv Zeleza na nadorové buiky

Chronicky oxidac¢ni stres je i jednim z mechanismt, diky kterym mize dojit k maligni
transformaci buné€k. Na druhou stranu, vysoké hladiny oxida¢niho stresu maji potencial
k zastaveni ristu nadorovych bunék, pfipadné je uplné znicit. Nadorové buiiky maji obecné méné
antioxida¢nich enzymil nez pritomné zdravé bunky. Tim padem jsou nachylnéjsi k oxida¢nimu
utoku. Navic nadorové buiiky maji vyssi metabolické naroky, pficemz dochazi k zvySeni poctu
transferinovych receptorli (exportni protein ferroportin je naopak utlumen). Tyto rozdily
v metabolismu Zeleza u bun¢k nadorového bujeni a zdravych bunék by mohly vést k atraktivni
terapeutické myslence pro 1é¢bu rakoviny °. Jiz bylo popsano n&kolik latek, které byly schopny
in vitro selektivné indukovat apoptdzu v nadorovych buiikach, piipadné in vivo nddor zmenSovat.

Mechanismy tohoto piisobeni vSak nebyly doposud plné& popsany *'.

Druhou cestou pak miZe byt sniZzovani obsahu Zeleza, tim i pfisun tohoto prvku pro
nadorové buiiky a v kone¢ném disledku zastaveni ristu zvrhlych bunék 6. Cytotoxické Gc¢inky
chelatorii Zeleza jsou vysvétlovany schopnosti téchto latek Zelezo vycCerpat, ¢imZ je inhibovan
enzym ribonukleotidreduktasa, ktery ionty Zeleza obsahuje. Tim je omezena syntéza DNA 17,
Potencialng by zde mély vyuziti pravé chelatory Zeleza . Optimalni struktura chelatoru se viak

stale jesté hleda 7.

3.7. Chelatace

Schopnosti latek chelatovat se vyuziva i v bézné praxi. Chelata¢ni ¢inidla se na piiklad
vyuZzivaji pro jejich ochranny vliv pfed nezadoucim kardiotoxickym ucinkem, ktery vyvolavaji
antracykliny *.  Antracyklinova antibiotika (napf. doxorubicin, daunorubicin) patfi mezi ¢asto

pouzivana protinddorova 1é¢iva 8. Kdyz hovoiime o kardiotoxicité, zejména se jedna se 0 stav
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srde¢niho selhani, vyvolany produkci oxida¢niho stresu v souvislosti redoxni reakce Zeleza
a antracyklini. Bisdioxopiperazin dexrazoxan je pak jediny schvaleny 1ék, ktery je urcen
k prevenci antracykliny navozeného srde¢niho selhani. Dexrazoxan snizuje vyskyt tohoto jevu

piiblizng 0 80 % °. Vzorec ¢&. 1 zobrazuje strukturu dexrazoxanu.

OYN/‘\/“\/KO
7

Vzorec ¢. 1: Dexrazoxan

Volné Zelezo v organismu je schopné katalyzovat tvorbu nebezpecnych hydroxylovych
radikali. Pravé chelatace tohoto zeleza se jevi jako zajimavy terapeuticky pfistup. Pouziti
klasickych chelatorti zeleza je vSak pomérné riskantni za ptredpokladu, ze v organismu neni
zrovna piebytek ionti zeleza. Byly vyvinuty i latky zvané prochelatory, které plni ulohu chelatace
Zeleza jen po své aktivaci za specifickych stresovych podminek v organismu 2. Chelatory Zeleza

diky své schopnosti zabrafiovat Fentonové reakci svym zptsobem funguji jako antioxidanty *'.

I latky obsazené v rostlinaich mohou vykazovat jistou schopnost chelatace. Jiz byly
testovany chelata¢ni schopnosti flavonoidi. Baikalein (Vzorec €. 2) s 6,7-dihydroxyskupinou
dosahoval podobného chelata¢niho i¢inku jako klinicky pouzivany chelator zeleza deferoxamin.
Flavonoidy, které obsahovaly 3-hydroxylovou skupinu, 4-ketoskupinu a poloze 2,3 dvojnou
vazbu s katecholovym kruhem B, byly také podobné chelata¢né aktivni jako jiz zminovany
deferoxamin. Téchto hodnot dosahovaly vSak pouze v blizkosti neutralniho pH prostiedi. Jiz jako
méné uginné chelatory Zeleza se jevily flavonoidy s 5-hydroxylovou a 4-ketonickou skupinou 2.
Chelata¢ni aktivita flavonoidii byla porovnavana i se silnymi chelatory jako je na ptiklad
salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon 8, Salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon (SIH) je
relativné novy lipofilni chelator Zeleza 2. Testované flavonoidy samoziejmé nevykazovaly tak
silny chelata¢ni potencial jako SIH. Vyss$i schopnosti chelatace v§ak dosahovaly flavonoidy, které
oproti ostatnim, ve své struktufe obsahovaly 4-ketonickou a 5-hydroxylovou skupinu. Jednalo
se 0 kvercetin (Vzorec ¢.3) a kvercitrin. Dal§im chelataénim mistem se pak zdala byt pfitomnost

ortho-katecholové skupiny v kruhu B *8,
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Chelatace Zeleznatych iontll nékterymi polyfenoly tak miize ptimo ovliviiovat Fentonovu
reakci a tim branit produkci vysoce reaktivnich hydroxylovych radikalt. Navic mohou polyfenoly

fungovat i jako kooxidanty, kdy se podili na regeneraci ur¢itych vitamind 2,

3.8. Volné radikaly

Béhem posledni doby se ¢asto mluvi o volnych radikalech. Volny radikal Ize definovat jako
castici s neparovym elektronem. Zaporné nabité elektrony zaujimaji v atomech ¢i molekulach
mista o ur¢ité energetické hladin€. Tento specificky prostor se nazyva orbital. Jednotlivy orbital
pak muze obsahovat nejvice dva elektrony s opaénym spinem. Pokud se pak vyskytuje v atomu
¢i molekule i jen jeden jediny orbital s neparovym elektronem, lze 0 ¢astici hovofit jako o volném
radikalu. Volny radikal pozname dle te¢ky, uvedené v jeho vzorci. Zminéna tecka symbolizuje
nepérovy elektron . Pro volné radikaly je typicka nestabilita, kdy se snazi reagovat s okolnimi
molekulami, ¢imz by sami dosahly stabilnéjsiho stavu. Tato reaktivita pak pro lidsky organismus
piedstavuje nebezpedi 2. Piehled Castych reaktivnich forem kysliku a dusiku zobrazuje upravena

Tabulka ¢. 2 2.

Nazev reaktivni formy kysliky/dusiku Znacka
Superoxid O
Hydroxylovy radikal HO-
Peroxyl ROO-
Alkoxyl RO-
Oxid dusnaty NO-
Oxid dusic¢ity NO,e

Tabulka ¢. 2: Piehled reaktivnich forem kysliku a dusiku **
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Volné radikaly vsak plni i fyziologické funkce ?*. Na piiklad fagocyty vyuZivaji volné
radikaly pfi soupefeni s bakteriemi 2. Dale se volné radikaly v lidském organismu ucastni
i mnoha jinych procest (imunitni odpovéd’, pienos energie a dalsi). V jistych pripadech pak
mohou volné radikaly organismu i Skodit 2. Zdrojem volnych radikalt je i zafeni z vn&jsiho
prostfedi nebo akutni stavy, pfi kterych dochdzi k zvySené produkci pravé téchto radikali.

Ptikladem miize byt infarkt myokardu 2.

3.8.1. Antioxidanty
Koncentrace téchto radikalu je bézn¢€ v rovnovaze s koncentracemi antioxidantl, které
organismus také produkuje. Mezi vyznamné antioxidanty patii superoxiddismutasa (SOD),
glutathion peroxidasa, ale i neenzymové antioxidanty jako jsou kyselina askorbova,

alfa-tokoferol, karotenoidy, cystein, glutathion, bilirubin ¢i flavonoidy %.

3.8.1.1. Superoxiddismutasa

Tento enzym je schopen volné radikaly likvidovat. Diky této vlastnosti je pro lidsky
organismus nepostradatelny. Volné radikaly jsou pomoci superoxiddismutasy premenovany
na jiz méne reaktivni peroxid vodiku. Ten je nasledné redukovan na vodu a kyslik pomoci enzymu
zvaného Kkatalasa. Pfemény peroxidu vodiku na vodu a kyslik je schopen i enzym
glutathionperoxidasa %. V butikach jsou dostupné dva typy superoxiddismutas. Enzym SOD-1
nalezneme v cytosolu. Oznacuje se jako Zn-SOD. Druhy typ superoxiddismutasy (SOD-2) je pak

popisovan jako Mn-SOD a chréani mitochondrie #'.

3.8.1.2. Kyselina askorbova

Kyselina askorbova je znama téz pod nazvem vitamin C a jedna se o prvni objeveny
vitamin %, V plazmé dosahuje mikromolarnich koncentraci a jedna se o vyznamné redukéni
¢inidlo. Diky své schopnosti redukovat Zelezité ionty na ionty Zeleznaté se podili i na absorbci

zeleza 24,

3.8.1.3. Vitamin E

Na rozdil od vitaminu C je tokoferol (vitamin E) rozpustny v tucich a nerozklada se vlivem
zvysené teploty. Nejcastéji je zastoupen v rostlinnych kliccich. Tokoferol tak patfi mezi pfirozené
antioxidanty. Poméaha branit bunéné organely pred vlivem volnych radikald. Zajimavosti je,
ze antioxidacni pusobeni vitaminu E je spojeno S pfeménou samotného tokoferolu na volny
radikal. Ten je ale opét pomérné rychle regenerovan na aktivni formu. Na tuto zpétnou pfeménu

ma pravdépodobné vliv i glutathion a vitamin C %°.

Mezi antioxidanty miizeme fadit i proteiny jako je transferin, ktery je schopen zelezo vazat.

V konecném dusledku se pak zelezo nemlze podilet na reakcich, diky kterym se vytvaii volné
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radikaly. Proteiny s feroxidasovou aktivitou pak udrzuji Zelezo v oxida¢nim stavu zelezitych

iontil. Touto aktivitou disponuji na ptiklad ferritin nebo ceruloplazmin .

3.8.2. Oxidacni stres
Nerovnovaha mezi volnymi radikaly a antioxida¢ni kapacitou organismu potom muze
vyustit v oxidacni stres. Oxidac¢ni stres pak miize byt zodpovédny za vicero patologickych stavii.
Pravé latky, které jsou schopny Zelezo chelatovat, maji potencial ke sniZzeni produkce reaktivnich

kyslikovych radikalli a tim i omezeni oxida¢niho stresu 2.

I béhem zanétu dochazi k oxidacnimu vzplanuti diky aktivovanym makrofagim
a neutrofilim. Je tak produkovano velké mnozstvi volnych radikald, jako jsou jiz zminény
superoxid, oxid dusnaty a dalsi. Za téchto podminek mtize byt antioxida¢ni kapacita pfekonana,

coz miize vést k poskozent lipidd, proteinii i samotné DNA %,

Peroxidace lipidil je jev, kdy volné radikaly (nejcastéji hydroxylovy nebo alkoxylovy
radikal) atakuji mastné kyseliny (zejména polyenové mastné kyseliny). Tyto kyseliny obsahuji
vice dvojnych vazeb. Po ttoku volnych radikali ztraceji polyenové mastné kyseliny dvojné vazby
a dochazi k tvorbé dalsich reaktivnich metabolitii. Ve vysledku je pak ovlivnéna fluidita lipidd,
propustnost biologickych membran iovlivnéni enzymt, které jsou piitomny v téchto
membranach 24, Tvorba volnych radikalti pomoci Fentonovy reakce se tak miiZe i vyznamné

podilet pfi vzniku aterosklerdzy, kdy dochazi k oxidaci LDL cholesterolu %2,

Volné radikaly mohou poskozovat aminokyseliny ¢i proteiny v lidském organismu. Vlivem
oxidace reaktivnich radikalti vznika z cysteinu kyselina cysteinova nebo kynurenin z tryptofanu.
Dale se mtizeme setkat i s hydroxylaci aminokyselin. Dusledky téchto d€jii mohou byt zdvazné,

proteiny pak méni své funkce ¢i vznikaji antigeny, které mohou vést k autoimunitni reakci 2.

Hydroxylovy radikal je tak reaktivni, Ze mize atakovat i samotnou deoxyribonukleovou
kyselinu (DNA). V kone¢ném disledku pak mohou volné radikaly zapficinit translacni chyby,
mutace nebo inhibici proteosyntézy nasledkem poskozeni deoxyribonukleové kyseliny.

Hydroxylovy radikal je schopen i pterusit ¢i jinak modifikovat polynukleotidovy fetézec 2.

3.8.3. Onemocnéni, spojovana s vlivem volnych radikali
Oxidacni stres se pak také muze podilet na vzniku zavaznych onemocnéni jako jsou
rakovina, Parkinsonova a Alzheimerova nemoc, diabetes mellitus, ateroskleréza nebo infarkt

myokardu 2.

Pti akutnim srde¢nim infarktu dochazi k omezeni pfisunu krve do srdce. Tkan postupné
degeneruje a relativné brzy odumird. Srdecni tkan se prirozené snazi tomuto nebezpe¢i branit,

nastava rozsifeni kolateralnich cév se snahou o obnoveni srde¢ni vyzivy. Tento jev se nazyva
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reperfuze. Je zde myslenka, Ze pravé pii reperfuzi, ktera je spojena s vys$si nabidkou kysliku,

dochazi k nejvyssi produkci volnych radikala 2.

Zajimavosti je, Ze hromadéni oxidovanych biomolekul koreluje s procesem starnuti %,
Existuji i teorie, podle kterych ve star§im organismu dochazi k snadngjsi a vyssi produkei volnych

radikalti . Ve star§im v&ku tak mize byt nékdy potieba antioxidanty dietn& suplementovat %,

3.8.4. Haber-Weissova reakce a Fentonova reakce
Za urcitych podminek je Zzelezo schopno usnadnit tvorbu volnych radikala, které
predstavuji nebezpeci pro bunky lidského téla. Nejsiln€jSim oxida¢nim cinidlem jsou pak
hydroxylové radikaly. Superoxid redukuje Zelezité ionty na ionty Zeleznaté (Rovnice €. 1) a ty
pak reaguji speroxidem vodiku za tvorby nebezpecného hydroxylového radikalu

(Rovnice ¢. 2) 7.
Fe3* + Oy« -> Fe** + O,

Rovnice ¢. 1: Redukce Zelezitych iontii na ionty Zeleznaté superoxidem '

H.0; + Fe?* -> Fe** + OH« + OH

Rovnice ¢ 2: Fentonova reakce %’

Druha zminéna reakce, pii které dochazi k tvorbé hydroxylového radikalu, je znama pod
nazvem Fentonova reakce. Obé reakce dohromady, kdy superoxid reaguje s peroxidem vodiku
Vv pfitomnosti Zeleza za soucasné produkce molekuldrniho kysliku, hydroxylového radikalu

a hydroxylového aniontu se miize souhrnné nazvat Haber-Weissova reakce 2’

Zminéné Zeleznaté a Zelezité ionty (Fe?* a Fe**) jsou pfitomny jen za urditych in vitro
laboratornich podminek. V biologickém systému tomu tak neni. Tyto ionty tvoii komplexy
s molekulou s volnym elektronovym parem, ktera se nazyva ligand. Ligandem mutze byt
aminokyselina, protein, lipid, ATP nebo fosfat ¢i citrat. Naboj iontu Zeleza je vlozen do celkového

naboje komlexu. Komplex se Zeleznatymi ionty se pak znaci X-Fe (1), se Zelezitymi X-Fe (111) .

Produkce hydroxylovych radikalt tak vyzaduje pritomnost volného Zeleza a reaktivniho
kyslikového radikalu #'. Fyziologicky v organismu neni mnoho volnych, redoxné aktivnich iontl
zeleza. Odhaduje se, ze mén€ jak 5 % (50 az 100 uM) z celkové kapacity Zeleza v buiice je
piitomno pravé Vv této redoxné aktivni formé& . NADPH-oxidasa je také schopna generovat

superoxid. Tento jev je obvykle spojovan se zanétlivymi stavy, na kterych se podileji makrofagy
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a neutrofily. Mnoho tkani pak obsahuje enzym xanthinoxidasu. Xanthinoxidasa je také schopna
produkovat superoxid a peroxid vodiku. Superoxid se dale vyskytuje v mitochondriich, kde je

soucasti dychaciho fetézce 2.

Volné radikaly jsou Casto nestabilni. Superoxid je na ptiklad spontdnné rozloZen na peroxid
vodiku a molekularni kyslik. Jak jiz bylo popséano, jesté rychleji tato pfeména probihd pomoci

enzymu superoxiddismutasy 2’.

Superoxid i1 peroxid vodiku jsou Vv organismu pfitomny i za fyziologickych podminek.
Tento fakt podporuje i skutecnost, ze superoxiddismutasy jsou Vv lidském organiSmu bohaté
zastoupeny. Z toho vyplyva, Ze Zelezo, které je také soucasti Haber-Weissovy reakce, musi byt
peclivé regulovano, aby se zabranilo produkci radikald a tim i moznému poskozeni bunék. Témér
veskeré Zelezo je v lidském organismu za¢lenéno do proteind, v plazmé je vazano na transferin
nebo je sou¢asti hemoglobinu ¢ myoglobinu. Volné Zelezo se vyskytuje jen malo 27, Volné Zelezo
se fyziologicky vyuziva k pfenosu zeleza do enzymtl. Pro tento pienos je vSak zivotné dilezity

spravné fungujici antioxidaéni systém 2,

Haber-Weissova reakce neprobiha jen s volnymi ionty Zeleza. Produkci volnych radikalt

mize katalyzovat i méd’ (Rovnice &. 3) %

Cu®* + Oe- -> Cu* + O,
Cu* + H,0, -> Cu®** + «OH + OH"

Rovnice ¢ 3: Haber-Weissova reakce s ionty médi **

M¢dnaté ionty jsou superoxidovym radikalem redukovany. Redukci na méd’naté ionty
vSak muze zpisobit i jiné redukéni cCinidlo (na priklad glutathion, vitamin C a dalsi).
Prosttednictvim Fentonovy reakce pak méd’né ionty katalyzuji vznik hydroxylového radikalu .
I m&d” samoziejme hraje v organismu vyznamnou fyziologickou roli. Ionty médi jsou soucasti
proteintl, které jsou pro organismus dualezité. Dale se méd’ podili na respiraci, spravnych

neurologickych funkcich nebo i ovliviiuje metabolismus Zeleza 2.

3.9. Redukce

Stabilita oxidacnich stavii Zeleza je zavisla na piitomném pH. Zeleznaté ionty jsou vice
stabilni v kyselém prostedi. V alkalickém prostedi jsou naopak snadnéji oxidovany na ionty

zelezité. Vyznamna hodnota pH v lidském organismu je 7,4 (krevni plazma, cytoplasma bun¢k),

v lysozomech nebo v rostlinnych vakuolach %,
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Vzhledem K piitomnosti raznych redukénich ¢inidel (kyselina askorbova, glutathion)
se zelezo vyskytuje v bunikach zejména ve formé Zeleznatych iontl. Seskupeni Zeleza s fenoly
(ptedevsim flavonoidy) tak mize katalyzovat dismutaci superoxidového aniontu, coZ v kone¢ném

diisledku mtize vést k Fentonove reakci 2.

3.10. Fenolové slouceniny

V posledni dobé se zvySuje vyskyt onemocnéni, které maji urcitou souvislost S vyZzivou
a Casto byvaji slucovany pod pojem metabolicky syndrom. I diky tomu se zvySuje zajem
0 bioaktivni rostlinné latky s potenciondlnim ochrannym potencialem 34, Pravé piijimana strava
azivotni styl maji zdsadni vyznam pro prevenci chronickych onemocnéni, jako jsou
kardiovaskularni onemocnéni, poruchy kognitivnich funkci, diabetes mellitus druhého typu nebo
rakovina. Stfedomoiska strava pak ¢asto byva spojovana s dlouhovékosti a lepsi kvalitou zZivota.
Tato strava je bohatd na ovoce, zeleninu, olivovy olej, lusténiny, celozrnné pecivo a ryby.
Dtilezitou slozkou jsou i nenasycené mastné kyseliny a polyfenoly %. Velka skupina polyfenolt,
do které samoziejmé fenolové kyseliny také patii, Casto vykazuje chemickou antioxida¢ni aktivitu

in vitro. Pii zkoumani in vivo se pak ukazuje, Ze u¢inky na zivy organismus jsou pleiotropni 3.

3.10.1. Polyfenoly a jejich acinky

Souvislost polyfenolt s prevenci rakoviny prostaty byly zkoumany jiz diive. Ne vzdy byly
vysledky konzistentni, ale panuje v§eobecna shoda, ze polyfenoly jsou do budoucna velkym
piislibem pro 1é¢bu rakoviny prostaty %. Mluvi se i o ochranném vlivu pted karcinogenezi
7aludku a tlustého stieva *'. Né&které studie hovoii i o interakci polyfenoli s endotelovymi
bunkami a buitkami hladkého svalstva. Tyto interakce by mohly ovlivnit endotelialni dysfunkei,
krevni tlak a tim i sniZit riziko kardiovaskularnich onemocnéni 3. Nékteré studie naznaluj,
ze polyfenoly jsou schopny indukovat vyznamné antioxidacni enzymy, jako jsou
superoxiddismutasa, katalasa nebo glutathionperoxidasa a inhibovat expresi genti pro enzymy

jako je xanthinoxidasa 3.

Polyfenoly mohou ovlivnit i uptake jinych dalezitych latek jako jsou kyselina listova,
thiamin nebo gluk6za. Zde pak zalezi na jednotlivé polyfenolové sloucening. Nekteré mohou
uptake t&chto latek zvysit, jiné zas absorbei snizuji . VSe m4 tak i svou stinnou stranku.

Za urtitych okolnosti mohou i tyto latky potencionalné lidskému organismu skodit °.

Obecné fenolové slouCeniny piedstavuji jednu z nejpocetnéjSich skupin obsahovych latek
v rostlinné fisi. Byly identifikovany tisice riznych struktur *. Tyto polyfenoly jsou produkty
sekundarniho metabolismu rostlin. Podili se na ristu a reprodukci rostliny, hraji v§ak i tlohu
ochrannou, at’ uz pred viry, mykotickymi infekcemi, parazity nebo predatory. Mimo jiné mohou
mit vliv i na zbarveni rostliny “°. Strukturn& se mohou vyskytovat at’ uz jako nizkomolekularni

fenolové kyseliny ¢i vysoce polymerované molekuly, jako na piiklad tanin *°. Rozmanitost
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polyfenoli vedla k mnoha zptisobum kategorizace téchto piirodnich latek. Polyfenoly tak

mizeme klasifikovat na zakladé jejich zdroje, biologické funkce nebo dle chemické struktury 2.

3.10.1.1. Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny jsou strukturné velmi jednoduché molekuly *°. Biosyntéza fenolovych
kyselin vychazi z aminokyseliny fenylalanin. Fenolové kyseliny se déli na derivaty kyseliny
skoticové (Vzorec €. 4), napt. kyselina ferulova, sinapova, kavova nebo kumarova, a kyseliny
benzoové (Vzorec ¢. 5), napi. kyselina p-hydroxybenzoova, syringova, vanilova nebo gallova .,
Fenolové kyseliny jsou charakterizovany pfitomnosti aromatického kruhu a organické
karboxylové funkéni skupiny. V ovoci a zeleniné byvaji Castéji ve vysSich koncentracich
zastoupeny derivaty kyseliny skoficové nez derivaty kyseliny benzoové. Pfitomnost fenolovych

kyselin se mize podilet na pocitu sviravé a hoiké chuti %2,

2 0
\ \ OH / OH
s ™
Vzorec ¢. 5: Kyselina skoricova Vzorec ¢. 4: Kyselina benzoova

Fenolové kyseliny se vétSinou nenachazi v rostlinich samostatné ve volném stavu
(ptipadné jsou tak obsazeny jen ve velmi nizkych koncentracich). Pii urcitych odchylkach
od fyziologického stavu, kontaminaci mikroorganismy nebo za jinych okolnosti muze dojit
Vv rostliné k hromadéni volnych fenolovych kyselin. Existuji i pfipady, kdy slouzi zastoupeni
obsazenych volnych fenolovych kyselin v rostlin€ jako chemotaxonomické kritérium. Piikladem
muze byt mezidruhovy rozdil u papriky. Capsicum frutescens (Solanaceae) obsahuje fenolové
kyseliny pouze v jejich glykosylované formé na rozdil od Capsicum annum (Solanaceae),
kde nalezneme i volné fenolové kyseliny *. Fenolové kyseliny Ize vsak v rostlindch nalézt Castéji

v jejich vazané formé (estery, glykosidy a dalsi) 4.

Vedle $lechténi rostlin za Géelem zvySeni jejich vynosu ¢i odolnosti vi¢i chorobam
se V posledni dobé& vyviji i nové odridy, které obsahuji vyssi obsah fenolovych kyselin. Je zde

urdita vidina silngjsiho antioxida¢niho efektu, a tudiz i zvyseni prosp&snosti lidskému zdravi #2.
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Zastoupeni vybranych fenolovych kyselin v zelenin€ zobrazuje upravena Tabulka €. 3

Matec¢na rostlina Obsah fenolovych kyselin Nejvice zastoupena fenolova kyselina
(Celed) (mg.100 g* &erstvé plodiny)
Beta vulgaris 27,0 Ferulova kyselina

(Chenopodiaceae)

Brassica oleracea 15,0 Sinapova, kavova kyselina

(Brassicaceae)

Raphanus sativus 12,0 Kumarova, ferulova kyselina
(Brassicaceae)

Capsicum annuum 4,7 Kumarova, ferulova kyselina
(Solanaceae)

Brassica rapa 4,6 Sinapova, ferulova kyselina

(Brassicaceae)

Allium cepa 1,0 Kumarova kyselina
(Alliaceae)
Cucurbita pepo 0,9 Kumarova, kavova kyselina

(Cucurbitaceae)

Tabulka ¢. 3: Zastoupeni vybranych fenolovych kyselin v zeleniné

3.10.1.1.1.  Fenylpropionové Kkyseliny
e 3-fenylpropionova kyselina
Kyselina 3-fenylpropionova byla na piiklad izolovana z kofene Zoysia japonica (Poaceae).
Tato rostlina je Vvsymbiotickém vztahu s bakteriemi kmene Arthrobacter humicola.
3-fenylpropionova kyselina vykazuje schopnost inhibovat kli¢eni semen a rust u fedkvicek. Efekt
potlacujici rist a kliceni semen byl popsan U této fenylpropionové kyseliny jiz diive. Do budoucna
zde tak existuje potenciondlni cesta k vyvoji ekologického herbicidu .

3-fenylpropionova kyselina a dalsi derivaty fenolovych kyselin byly pfitomny
i v kofenovém exsudatu okurky (Cucumis sativus, Cucurbitaceae). | v tomto piipadé zde tyto
latky slouzi jako autotoxiny. Omezuji rdst rostliny, a tim maji v disledku vliv na kvalitu

vyslednych plodin *°.
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e 3-(4-hydroxyfenyl)propionova kyselina

Tato fenylpropionova kyselina byla izolovana mimo jiné z Dendrobium moniliforme
(Orchidaceae) *, dale na piiklad z Petasites tricholobus (Asteraceae) #’ ¢i z kofenového systému
Hemarthria  altissima  (Poaceae) “*. Mezi daldi rostliny, ze kterych byla
p-hydroxyfenylpropionova kyselina izolovana patii i svizel (Galium verum, Rubiaceae) *°.
Nat svizele lze vyuzit dle lidového Ié¢itelstvi pro jeho mocopudné ucinky *°. Droga snizuje i chut’

k jidlu a Zvykani Cerstvého svizele napomaha pfi Iéeni problémi v duting tstni 3.

Spolu s dalsimi obsahovymi latkami byla izolovana 3-(4-hydroxyfenyl)propionova
kyselina také z rostliny Lepisorus contortus (Polypodiaceae) 2.

Kyselina 3-(4-hydroxyfenyl)propionova je mimo jiné i metabolitem naringeninu
a luteolinu %3, Bohatym zdrojem luteolinu jsou celer, petrzel, brokolice, mrkev & kvéty

chryzantémy 4.

Ve studii intestinalni mikroflory u mysi byla kyselina 3-(4-hydroxyfenyl)propionova

jednim z hlavnich metabolitd flavononového glykosidu apigenin-7-glukosidu °.
e 3-(3-hydroxyfenyl)propionova kyselina

Z experimentalni prace (Labib) je znamo, ze kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionova
spole¢né s dal§im metabolitem (floroglucinolem) vznika v pribéhu traveni flavanonu
hesperetinu. Bohatym zdrojem hesperetinu jsou citrusy, jako na piiklad Citrus reticulata

(Rutaceae) ¢i Citrus aurantifolia (Rutaceae) .
e 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova kyselina

Dalsi ze studii testovala stfevni metabolismus luteolinu a kvercetinu. Anaerobni bakterie
Eubacterium ramulus je schopna pfeménovat tyto flavonoidni aglykony na zminénou kyselinu
3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionovou 6.  3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionovou kyselinu lze
trivialnim nazvoslovim oznacit jako kyselinu dihydrokavovou. Jak jiz je z nazvu patrné, soucasné
s kyselinou kavovou se jednd o metabolity kyseliny chlorogenové, ktera je pomérné hojné
zastoupena v kavé . Nekteré studie ukazuji, Zze pravidelné piti kdvy miize snizovat riziko vzniku

diabetus mellitus druhého typu, hypertenze &i jinych kardiovaskuldrnich onemocnéni 8,

vvvvvv

(na priklad flavonoidt), které maji Siroké zastoupeni v potrave.
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3.10.1.2. Flavonoidy
Flavonoidy se déli do jednotlivych podskupin, kde je dohromady popsano vice jak 5000
sloucenin. Rozdéleni flavonoidi do podskupin a piiklady jejich aglykonti zobrazuje upravena

Tabulka ¢. 3 *°.

Podskupina flavonoidu Priklad aglykonu
Flavonoly Kvercetin, Kempferol, Myricetin
Flavony Apigenin, Luteolin
Flavanoly Katechiny, Epikatechiny
Flavanony Hesperitin, Naringenin
Antokyany Cyanidin, Pelargonidin, Delfinidin
Isoflavony Genistein, Dadzein

Tabulka ¢. 4: Rozdéleni flavonoidii do podskupin a priklady jejich aglykonii *

Mnoho flavonoidi ma antioxidac¢ni ucinky, dale pak mohou vykazovat i ucinky
antiprolifera¢ni, nékteré i jistou fytoestrogenni aktivitu *°. Polyfenoly se tak ve velké mife podileji
na antioxida¢nich ugincich ovoce 2. Flavonoidy hraji diilezitou ulohu i pii ristu rostliny.
schopnosti, mezi které se fadi vychytavani volnych radikalii, schopnost redukce a chelatace kovil
¢i ucast na regulaci bunécné signalizace a expresi genll. Tyto sekundarni metabolity rostlin maji
Siroké zastoupeni v ovoci, zeleniné i bylinach. Nalezneme je vSak i v popularnich napojich
jako jsou na piiklad ¢aj nebo vino *. Grapefruity a pomeranée tvoifi hlavni zdroj flavanont
(naringenin, hesperidin), flavan-3-oly zase najdeme zejména v ¢aji nebo v ¢okolad¢. Isoflavony
(genistein, dadzein) a antokyany (cyanidin, delfinidin) se ¢asto nachazi v bobulich. V neposledni
fadé je nutno zminit flavonoly (kvercetin, kempferol, myricetin), které jsou bohaté obsazeny

v cibuli, jablcich ¢i brokolici *°.

3.10.1.2.1.  Piiklady bylin s obsahem flavonoidi

e Zlatobyl obecny (Solidago virgaurea, Asteraceae)

Mezi obsahové latky, které nalezneme v této rostling, patii na ptiklad flavonoidni glykosidy

hyperosid, rutin, kvercitrin ¢i isokvercitrin. Zlatobyl se vyuziva pro své mocopudné,

-----

pii problémech mocovych cest .
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e Brusnice boruvka (Vaccinium myrtillus, Vacciniaceae)

Zejména plod této rostliny je bohaty na antokyany — dalsi podskupinu flavonoidd .
Nalezneme zde zejména glykosidné véazané aglykony malvidin, cyanidin a delfinidin .
Vaccinium macrocarpon (Vacciniaceae) se pak vyuziva i jako farmaceuticka surovina, nalezneme
ji v &etnych ¢ajovych smésich i dopliicich stravy .. Dale mezi obsahové latky patii terpeny,

organické kyseliny, komplexni sacharidy a cukry 2,

Obzvlasté proantocyanidiny jsou §patné absorbovany v tenkém stievé. Po dosazeni tlustého
stteva dochazi vlivem stfevni mikroflory k produkci cetnych metabolitl, kterymi jsou na ptiklad
fenyloctové, fenylpropionové, skoticové ¢i benzoové kyseliny. Volné frakce téchto fenolovych

kyselin byly v mo¢i identifikovany u lidi, ktefi piedtim pozili brusinky 2,

70 az 90% infekci mocCovych cest byva zplisobeno uropatogennim mikroorganismem
Escherichia coli. PiestoZze nejsou zcela pochopeny vSechny mechanismy tGéinku, V pfipadé
infekce mocovych cest dochazi pii uzivani brusinek K potlaceni ¢asti symptomui. Pravidelné

uzivani pak plisobi profylakticky ©2,

Jedna z hlavnich hypotéz piedpoklada, ze brusinky a jejich metabolity pusobi proti
bakterialni kolonizaci ve fazi ulpivani bakterii na buitkach mocovych cest. To mize poté ovlivnit
i samotnou progresi infekce. Metabolity, které vznikaji v prib&éhu tradveni, pfispivaji
k znesnadnéni nasedani bakterii na butiky mo¢ovych cest. Inhibice adheze E. coli byla testovana
i u 3-fenylpropionové kyseliny, 3-(3-hydroxyfenyl)propionové kyseliny
a 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionové kyseliny, které byly testovany v ramci této rigorézni praci

pro své zelezo-chelataéni a redukéni G¢inky 2.
U brusinek jsou popisovany také u¢inky antioxida¢ni, bakteriostatické i antivirotické .
e Lipa srdcita (Tilia cordata, Tiliaceae)

V této rostliné nalezneme flavonoidni aglykony jako jsou kvercetin nebo kempferol. Lipa
se vyuziva pii nachlazeni nebo i pro svij zklidiiujici ucinek. Kvét této rostliny patii

mezi Iékopisné drogy .
o Megsicek 1ékarsky (Calendula officinalis, Asteraceae)
V této krasn€ oranzoveé kvetouci rostling jsou zastoupeny zejména flavonoidni glykosidy
isokvercitrin a rutin. Mésicek se mimo jiné vyuziva pii hojeni ran a pro své protizanétlivé ucinky.
Calendulae flos patfi opét mezi 1ékopisné drogy **. Nat’ mé&sicku v Eerstvém stavu se vyuziva

I v homeopatii, zejména pak pii povrchovych defektech jako jsou drobnéd poranéni, popaleniny

aomrzliny %,
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e Bez ¢erny (Sambucus nigra, Sambucaceae)

Mezi dalsi 1ékopisné drogy patii samoziejme i kvét bezu. Mezi flavonoidni glykosidy,

obsazené v této rostlin€, patii rutin, astragalin, isokvercitrin a hyperosid. Tato rostlina je znama

~~~~~

a ke kloktani *°,
e Ttezalka teckovana (Hypericum perforatum, Hypericaceae)

Relativné hojné jsou v této byliné zastopeny flavonoidni glykosidy rutin, isokvercitrin nebo
hyperosid. V ¢eském Iékopisu je uveden ¢lanek Hyperici herba. Tiezalkova nat’ je znama pro své
antidepresivni u¢inky. Z hlediska indukce enzymii cytochromu P450 (zejména podjednotka 3A4)

by mélo byt odborné konzultovano vzajemné uzivani této rostliny s jinymi léky 3.

Urcité polyfenolové latky tak vykazuji rtizné silnou schopnost k ovlivnéni cytochromu
P450. Znamym a pomérn¢ silnym inhibitorem CYP3A4 je grapefruitova $tava (hlavnimi
polyfenoly jsou zde naringin a narirutin). | flavonoly a flavony jsou schopny pasobit na enzymy
CYP1A2, CYP2C9 nebo CYP2D6. Antokyany mohou ovlivnit CYP2C19 ¢,

3.10.2. Pfijem polyfenoli a jejich metabolismus
Polyfenoly jsou tak bézné piitomny v lidské stravé. Rozdily pti zpracovani potraviny hraji
samoziejmé roli v kone¢ném obsahu fenolovych kyselin a flavonoidt u jednotlivych produktu.
Na ptiklad béhem vateni miizeme ztratit i vice jak 75 % obsazenych polyfenolt. Celkovy obsah
polyfenolti dostupnych V potravé se lisi v zavislosti na konkrétni potraviné a zplsobu jeji

Gpravy ¥,

Stravou piijaté polyfenoly jsou Vv organismu metabolizovany podobné jako ostatni
xenobiotika *°. Flavonoidy se vyskytuji vétSinou ve své glykosidni form& (vyjimkou jsou pak
flavan-3-oly, pochazejici z ¢aje). Struktura molekuly ma vliv i na vstiebavani daného
flavonoidu *°. Béhem cesty flavonoidi k cilovym organiim dochéazi k ¢etnym modifikacim
(metabolismus v jatrech, tenkém a tlustém stieve). Postupné dochazi ke zjednoduSovani struktury

a tvorbé pfislusnych metaboliti 3.

Pouze minoritni mnozstvi je absorbovano z horni ¢asti gastrointestinalniho traktu. Stravou
piijaté flavonoidy jsou pomérné 3patné absorbovany °°. Odhaduje se, Zze pouze 5-10 %
z celkového pfijmu polyfenold se Vv tenkém stievé absorbuje. Zbyvajici polyfenoly (90-95 %
z celkového piijmu) se mohou koncentrovat v lumen stieva. V gastrointestinalnim traktu mutize
dochazet k hydrolyze glykosidi na odpovidajici aglykony. Ty jsou poté absorbovany stejné

jako nizkomolekularni polyfenoly. Absorbované aglykony jsou nasledné metabolizovany
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methylaci katechol-O-methyltransferasou nebo konjugovany s kyselinou glukuronovou

¢i sirovou. Konjugované a methylované slouceniny jsou pak vylu¢ovany mo¢i nebo zlugi *.

Fenolové slouceniny, které nebyly absorbovany, se dale dostavaji do tlustého stieva, kde

jsou dale hydrolyzovany mistni mikroflorou °.

Po absorbci vtenkém stievé dochazi k metabolismu prvni faze (oxidace, redukce,
hydrolyza). Druha faze metabolismu spoéiva zejména v konjugaénich reakcich v enterocytech
a hepatocytech, coz vede k tvorbé rozpustnych konjugétii (glukuronidy, sirany). Ty jsou pak

uvoliovany do systémové cirkulace a zdvérem vylu¢ovany moéi nebo zluéi .

Tlustého stfeva pak dosahuji na piiklad flavonoidy, které nebyly zatim absorbovany
nebo flavonoidy, které jiz byly vstfebany a nyni jsou vyloudeny jako konjugaty zlu&i °°
Polyfenoly vylucované zluci, jak jiz bylo zminéno, mohou byt jesté dekonjugovany a ptes
enterohepatalni cirkulaci znovu reabsorbovany %. Pravé stfevni mikrofléra je tak zodpovédna za
preménu polyfenolové struktury na metabolity s nizkou molekulovou hmotnosti, které mohou byt
jesté nasledné absorbovany a vykazovat U€inky na lidsky organismus. Nejvyssi koncentrace
mikrobialniho osidleni je v tlustém stievé. Z mnoha druhi bakterii, které by se mohly podilet
na metabolismu fenolovych latek, bylo identifikovano nékolik druhi (Escherichia coli,
Bifidobacterium sp., Lactobacillus sp., Bacteroides sp., Eubacterium sp.). Metabolismus
polyfenold stievni mikroflorou zahrnuje $tépeni glykosidickych vazeb a destrukei heterocyklické
struktury. V zavislosti na struktufe vychozi molekuly jsou pak tvofeny ptislusné metabolity.
Biologicka dostupnost polyfenold nebo jejich metabolith tak zavisi nejen na jejich piijmu
potravou, ale i na rozdilech ve slozeni stfevni mikroflory. Interindividudlni rozdily mohou byt
znaéné. Po poziti stravy bohaté na flavonoidy byly prokazany zvysené hladiny fenolovych kyselin
59

vplazmé a v moci

Obrazek ¢. 1 %

. Metabolismus polyfenolt v lidském organismu stru¢né zobrazuje
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PRIJEM POLYFENOLU POTRAVOU

l

TENKE STREVO
(deglykosilace)

neabsorbované latky

/

TLUSTE STREVO

(vyrazny metabolismus strevni mikroflérou)

l

FEKALNI
EXKRECE

. METABOLISMUS

(enterocyty, hepatocyty)

/

SYSTEMOVA
CIRKULACE

/

URINALNI
EXKRECE

Obrazek ¢. 1: Schéma metabolismu polyfenolii v lidském organismu *
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3.10.3. Moznost ovlivnéni Fentonovy reakce
Pokud by flavonoidy nebo jejich metabolity byly schopné chelatovat Zelezo, je zde uréity
potencial k potlaceni oxida¢niho stresu 2%, Na druhou stranu, redukce iontl Zeleza by mohla vést
za urcitych podminek k potenciaci Fentonovy reakce. To samé by se dalo fici i o iontech médi,
které se také ucastni Fentonovy reakce. Urcité flavonoidy dokonce redukuji médnaté ionty

snadné&ji nez ionty Zelezité %,

3.11. Indikator ferrozin

Ferrozin (Obrazek €. 2) je indikator, ktery tvofi specificky barevny komplex s zeleznatymi
ionty. Zelezité ionty s timto indikatorem nereaguji. Lze vyuzit pomérné rychlé tvorby barevnych
komplext, které vytvati indikator ferrozin se Zeleznatymi ionty po ptredchozi redukcei testovanou

latkou. Vznikly komplex je mozno nasledné méfit spektrofotometricky .

Vzorec ¢. 6: Ferrozin

3.12.  Strukturni vlastnosti testovanych fenylpropionovych kyselin

e 3-fenylpropionova kyselina (Mw= 150,17)

/

OH

\

Vzorec ¢. T: 3-fenylpropionova kyselina
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e 3-(3-hydroxyfenyl)propionova kyselina (Mw= 166,17)

HO

\

OH

9

Vzorec ¢. 8: 3-(3-hydroxyfenyl)propionova kyselina

e 3-(4-hydroxyfenyl)propionova kyselina (Mw= 166,17)

/

OH

=

HO

Vzorec ¢. 9: 3-(4-hydroxyfenyl)propionova kyselina

e 3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionova kyselina (Mw= 182,17)

\ /

HO OH

Vzorec ¢. 10: 3(2,4-dihydroxyfenyl)propionova kyselina
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e 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova kyselina (Mw= 182,17)

HO

— oH
AN

HO

Vzorec ¢. 11: 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova kyselina

e 3-(3,5-dihydroxyfenyl)propionova kyselina (Mw= 182,17)

OH

4

HO

Vzorec ¢. 12: 3-(3,5-dihydroxyfenyl)propionova kyselina

e 3-fenyl-3-hydroxypropionova kyselina (Mw= 166,17)

OH O

/

OH

£

Vzorec ¢. 13: 3-fenyl-3-hydroxypropionova kyselina
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Vyuzivany material

Automatické pipety o rizném objemu (Brand)
Vicekanalové pipety o rizném objemu (Biohit)

Mikrotitracni desticky (Brand)

4.2. Vyuzivané pristroje
Vahy KERN ABT120- 5DM (KERN & Sohn GmbH, Balingen, Germany)

Tiepacka IKA VORTEX GENIUS 3 (IKA®- Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Germany)
Tiepacka IKA MS 3 digital (IKA®- Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Germany)

Spektrofotometr SYNERGY HT Multi- Detection Microplate Reader (BioTec Instruments,
Inc., Winooski, Vermont, USA)

4.3. VyuzZivané chemikalie

Heptahydrat siranu zeleznatého (Penta)

Hexahydrat chloridu Zelezitého (Penta)

Hydroxylamin hydrochlorid (Sigma- Aldrich)

Ferrozin (Fluka)

Dimethylsulfoxid (Lach-Ner)

15 mM acetatové pufry o pH 4.5 a 5.5 (kyselina octova, octan sodny, ultra¢ista voda)

15 mM HEPES pufry o pH 6.8 a 7.5 (HEPES, HEPES siil, ultracista voda)
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4.4. Testované latky

3-fenylpropionova kyselina (Vzorec ¢€.7)
3-(3-hydroxyfenyl)propionova kyselina (Vzorec €. 8)
3-(4-hydroxyfenyl)propionova kyselina (Vzorec €. 9)
3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionova kyselina (Vzorec ¢. 10)
3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova kyselina (Vzorec €. 11)
3-(3,5-dihydroxyfenyl)propionova kyselina (Vzorec ¢. 12)

3-fenyl-3-hydroxypropionova kyselina (Vzorec ¢. 13)

4.5. Pouzité vzorce v rigorézni praci

Vsechny struktury molekul, které jsou soucasti této rigordzni prace, byly vytvoreny

v programu ChemDraw Proffesional 15.0.
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4.6. Priprava reagencnich roztoki a vzorku testovanych latek

4.6.1. Priprava roztoku Zeleznatych ionti o koncentraci 250 nM
Heptahydrat siranu Zeleznatého (FeSO4.7H.0, Mw=278,02 g.mol?) jsme dle navazky

rozpustili v potfebném mnozstvi ultracisté vody. Vysledna koncentrace roztoku ¢inila 250 pM.

4.6.1.1. Kontrolni zkouska Zeleznatych ionti
Po pfipraveni 250 pM roztoku Zeleznatych iontti jsme museli provést kontrolu jeho

spravného natfedéni.

e Do jamky na mikrotitra¢ni desti¢ce jsme pipetovali:
o 100 pl dimethylsulfoxidu
o 50 pl roztoku Zeleznatych iontt o koncentraci 250 uM
o 50 pl roztoku ferrozinu o koncentaci 5 mM
e Mikrotitra¢ni desticku jsme vlozili do spektrofotometru a méftili jsme absorbanci pii vinové
délce 562 nm.
e Pokud se hodnota namétené absorbance blizila jedné, kontrolni zkouska byla pozitivni

a mohli jsme pokracovat v dalsim méteni.

4.6.2. Priprava zasobniho roztoku Zelezitych iontii o0 koncentraci S mM
Hexahydrat chloridu Zelezitého (FeCls.6H,0, Mw= 270,3 g.mol?) jsme dle navazky
rozpustili v potifebném mnozstvi ultracisté vody. Vysledna koncentrace roztoku ¢inila 5 mM.

Tento roztok jsme pouzivali pro piipravu Cerstvého roztoku Zzelezitych iontt o koncentraci

250 uM.

4.6.3. Priprava Cerstvého roztoku Zelezitych ionti o koncentraci 250 pM
Ze zasobniho roztoku Zelezitych iontl jsme v ¢as potieby pomoci ultracisté vody natedili

cerstvy roztok Zelezitych iontii o koncentraci 250 uM.
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4.6.3.1. Kontrolni zkouska Zelezitych ionti
Po ptipraveni 250 pM roztoku zelezitych iontl jsme museli provést kontrolu jeho

spravného natfedéni.

e Do jamky na mikrotitracni desti¢ce jsme pipetovali:
o 100 pl dimethylsulfoxidu
o 50 pl roztoku Zelezitych iontil o koncentraci 250 uM
o 50 ul hydroxylaminu hydrochloridu o koncentraci 10 mM
o 50 pl roztoku ferrozinu o koncentaci 5 mM
e Mikrotitracni desticku jsme vlozili do spektrofotometru a méfili jsme absorbanci pfi vinové
délce 562 nm.
e Pokud se hodnota namétené absorbance blizila jedné, kontrolni zkouSka byla pozitivni

a mohli jsme pokracovat v dalsim méfeni.

4.6.4. Priprava indikaé¢niho roztoku ferrozinu o koncentraci 5 mM
Disodnou sul 4,4'-(3-(2-pyridinyl)-1,2,4-triazin-5,6-diyl)bisbenzensulfonové kyseliny
(ferrozin), Mw=492,5 g.mol?, jsme dle navazky rozpustili v potfebném mnoZstvi ultra¢isté vody.

Vysledna koncentrace roztoku Cinila 5 mM.

4.6.5. Piiprava zasobniho roztoku hydroxylaminu o koncentraci 100 mM
Hydroxylamin hydrochlorid (Mw= 69,49 g.mol™?) jsme dle navazky rozpustili v potiebném
mnozstvi ultracisté vody. Vysledna koncentrace zasobniho roztoku ¢inila 100 mM. Z tohoto

roztoku jsme dale fedénim ziskali pracovni roztok hydroxylaminu o koncentraci 10 mM.

4.6.6. Priprava vzorki testovanych latek

Vzorky testovanych latek jsme dle potiebné koncentrace rozpoustéli v dimethylsulfoxidu.
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4.7. Metodika 2% 67

4.7.1. Sestrojeni kalibra¢ni kiivky Zeleznatych ionta
Pro sestrojeni kalibracni kiivky jsme si nejdiive museli pfipravit reagencni roztoky.
Nasledn¢ jsme pridavali jednotlivé latky do presné urCenych jamek mikrotitraéni desticky.
Poté jsme mikrotitraéni desticku vlozili do spektrofotometru, kde jsme méfili absorbanci
pti vinové délce 562 nm. Na zavér jsme vynesli kalibra¢ni kiivku a urc€ili zavislost koncentrace
zeleznatych iontd vi¢i naméfenym hodnotam absorbance. Schématické zobrazeni jamek

mikrotitracni desticky pro toto stanoveni ukazuje Obrézek ¢. 2.

. Ptipravili jsme si zakladni reagen¢ni roztoky. Pro stanoveni kalibracni kfivky jsme vyuzili
5 mM roztok ferrozinu v ultraisté vodé a 5 mM roztok heptahydratu siranu Zeleznatého
Vv ultracisté vode¢.

. Postupnym fedénim jsme si dale pripravili vodné roztoky Zeleznatych iontl
0 koncentracich 75, 150, 250, 500 a 750 pM.

. Do vSech, pfi tomto stanoveni pouzivanych, jamek mikrotitraéni desticky jsme nejdiive
napipetovali 150 pl ultracisté vody.

. Do jednotlivych testovacich jamek jsme nasledné pipetovali 50 pl roztoku zeleznatych
iontl o piislusné koncentraci. Do kontrolnich jamek jsme misto roztoku zeleznatych ionti
pipetovali 50 pl ultra¢isté vody.

. 50 pul vodného roztoku ferrozinu jsme ptidali do horni poloviny jamek mikrotitraéni
desticky (jamky s ferrozinem). Do dolni poloviny jamek jsme pak pipetovali stejné
mnozstvi (50 ul) ultracisté vody. Tyto jamky slouzily jako slepé vzorky.

. Spektrofotometricky jsme méfili absorbanci pii vinové délce 562 nm.

. Sestrojili jsme kalibra¢ni kiivku Zeleznatych iontd.

39



c(Fe?) c(Fe?") c(Fe?) c(Fe?") c(Fe?") c(Fu?)

=0puM =75pM | =150pM | =250 pM | =500 pM | =500 pM

Jamky s
ferrozinem

Slepé vzorky

AVAVA
AAYA

Kontrolni jamky (bez zeleznatych ionti)

Vysledny obsah jednotlivé jamky:

Testovaci jamky (pfidany zeleznaté ionty o pfislusné koncentraci)

150 pl ultracisté vody

2+ X:oth
>< Jamky s vodnym roztokem ferrozinu 50 pl roztoku Fe®* nebo ultradisté vody

50 pl roztoku ferrozinu nebo ultradisté vody

Slepé vzorky (misto ferrozinu pfidana ultradista voda)

Obrazek ¢. 2: Schématické zobrazeni jamek na mikrotitracni desticce pro sestrojeni kalibracni kifivky
zeleznatych iontii
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4.7.2. Metodika pro stanoveni schopnosti redukce Zelezitych ionti
Dle tohoto metodického postupu jsme v uréeném potadi pifiddvali jednotlivé latky.
V kontrolnich jamkach jsme vyuzili hydroxylamin hydrochlorid (kompletni redukce Zelezitych
ionti na ionty zeleznaté) jako pozitivni kontrolu. 5 mM roztok ferrozinu jsme vyuzili
jako indikator, ktery byl schopen tvorby barevného komplexu s redukovanymi Zeleznatymi ionty.
V dolnich dvou fadach byla misto indikdtoru pipetovana ultraista voda, jakozto slepy vzorek.

Schématické zobrazeni jamek mikrotitracni desticky pro toto stanoveni ukazuje Obrazek ¢. 3.

o Do testovacich jamek jsme pipetovali 150 pl zvoleného pufru. Do jamek kontrolnich jsme
pak pipetovali pufr o pH 4,5.

. Nasledné¢ jsme do prislusnych testovacich jamek mikrotitracni destiCky piidali 50 pl
roztoku testované latky nebo 50 pl rozpoustédla. Do kontrolnich jamek jsme misto

testované latky pipetovali stejné mnozstvi (50 pl) roztoku hydroxylaminu.

. V cas potieby jsme si natedili zdsobni roztok Zelezitych iontli na pozadovanou koncentraci
250 uM.
. 50 pl tohoto cerstvého roztoku zelezitych iontli jsme pipetovali do vSech jamek

mikrotitracni desticky.

. Mikrotitra¢ni desti¢ku jsme nechali tfepat po dobu dvou minut.

. Na zavér jsme pridali 50 pl roztoku ferrozinu do horni poloviny jamek desticky (jamky
s ferrozinem). Do dolni poloviny jamek (slepé vzorky) jsme pipetovali 50 ul ultracisté
vody.

. Absorbanci jsme méfili spektrofotometricky pti vinové délce 562 nm. Néasledné jsme
v ¢ase 4 minuty 30 vtefin od pfidani indikatoru znovu proméfili absorbanci pii stejné

vlnové délce.
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Roztok Roztok Roztok Rozpoustédlo Kontrolni
testované latky | testované latky | testované latky jamky
Ci=10 mM C=1mM Cs=0,1 mM DMSO HA

Jamky s

ferrozinem

Slepé

vzorky

Kontrolni jamky

Vysledny obsah jednotlivé jamky:
Testovaci jamky

>< Jamky s vodnym roztokem ferrozinu

Slepé vzorky (misto ferrozinu pfidana ultracista voda)

150 pl pfislusného pufru
50 pl roztoku testované latky/ DMSO/ HA
50 ul 0,250 mM roztoku Fe*

50 ul roztoku ferrozinu nebo ultradisté vody

Obrazek ¢. 3: Schématické zobrazeni jamek na mikrotitracni desticce pro méreni redukce Zelezitych iontii

4.7.3. Metodika pro stanoveni schopnosti chelatace Zeleznatych ionta
Dle tohoto metodického postupu jsme v uréeném potadi ptidavali jednotlivé latky.
Pro tvorbu barevného komplexu s Zeleznatymi ionty jsme jako indikator opét vyuzili 5 mM
roztok ferrozinu (ulohu slepého vzorku plnili dolni dvé fady mikrotitracni desticky, kde jsme
misto indikdtoru pipetovali stejny objem ultracisté vody). Schématické zobrazeni jamek

mikrotitraéni desti¢ky pro toto stanoveni ukazuje Obrazek ¢. 4.

. Do vsech jamek mikrotitracni desticky jsme pipetovali 150 pl zvoleného pufru.
. Nésledné jsme do piislusnych testovacich jamek mikrotitracni desticky ptidali 50 pl

roztoku testované latky nebo 50 pl rozpoustédla do jamek kontrolnich. Pfi meéfeni
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v prostiedi o pH 7,5 jsme je$té pridali 50 pl hydroxylaminu 0 koncentraci 10 mM do v8ech
jamek mikrotitracni desticky.

. Dale jsme pipetovali do vSech jamek 50 pl vodného roztoku zeleznatych iontd
0 koncentraci 250 uM.

. Mikrotitra¢ni desticku jsme nechali tiepat po dobu dvou minut.

. Na zavér jsme pridali 50 pl roztoku ferrozinu do horni poloviny jamek desticky (jamky
s ferrozinem). Do dolni poloviny jamek (slepé vzorky) jsme pipetovali 50 pl ultracisté
vody.

. Absorbanci jsme méfili spektrofotometricky pti vinové délce 562 nm. Nasledné jsme
V ¢ase 4 minuty 30 vtefin od pfidani indikdtoru znovu proméfili absorbanci pfi stejné

vlnové délce.

Roztok Roztok Roztok Rozpoustédlo

testované latky | testované latky | testované latky

Ci=10 mM C=1mM Cs=0,1mM DMSO

Jamky s
ferrozinem

Slepé

vzorky

Kontrolni jamky

Vysledny obsah jednotlivé jamky:
Testovaci jamky
150 pl ptislusného pufru

>< Jamky s vodngm roztokem ferrozinu 50 pl roztoku testované latky/ DMSO
50 pl roztoku 10 mM HA v prostiedi o pH 7,5

2+
Slepé vzorky (misto ferrozinu pfidana ultradista voda) 50 ul0,250 mM roztoku Fe

50 pl roztoku ferrozinu nebo ultracisté vody

Obrdazek ¢. 4: Schématické zobrazeni jamek na mikrotitracni desticce pro méreni chelatace Zeleznatych iontii
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4.7.4. Metodika pro stanoveni schopnosti chelatace Zelezitych ionti
Dle tohoto metodického postupu jsme v ur¢eném potadi ptidavali jednotlivé latky.
Hydroxylamin hydrochlorid slouzil kredukci zelezitych iontd zeleza na ionty Zzeleznaté.
Pro tvorbu barevného komplexu s Zeleznatymi ionty jsme jako indikator opét vyuzili 5 mM
roztok ferrozinu (tlohu slepého vzorku plnili dolni dvé fady mikrotitra¢ni desticky, kde jsme
misto indikdtoru pipetovali stejny objem ultracisté vody). Schématické zobrazeni jamek

mikrotitracni desticky pro toto stanoveni ukazuje Obrazek ¢. 5.

Do vsech jamek mikrotitra¢ni desticky jsme pipetovali 150 pl pufru o pH 4,5.
. Nésledné jsme do piislusnych testovacich jamek mikrotitracni desticky ptidali 50 pl

roztoku testované latky nebo 50 ul rozpoustédla do jamek kontrolnich.

. V Cas potieby jsme si nafedili zasobni roztok Zelezitych ionti na pozadovanou koncentraci
250 pM.
. 50 pl tohoto cerstvého roztoku zelezitych iontli jsme pipetovali do vSech jamek

mikrotitracni desticky.

. Mikrotitra¢ni desticku jsme nechali tfepat po dobu dvou minut.

. Pipetovali jsme 50 pl hydroxylamin hydrochloridu o koncentraci 10 mM.

. Mikrotitra¢ni desticku jsme opét nechali tfepat, nyni vSak jiz jen jednu minutu.

. Na zavér jsme pridali 50 pl roztoku ferrozinu do horni poloviny jamek desticky (jamky
s ferrozinem). Do dolni poloviny jamek (slepé vzorky) jsme pipetovali 50 pl ultracisté
vody.

. Absorbanci jsme méfili spektrofotometricky pii vinové délce 562 nm. Nasledné jsme
v Case 4 minuty 30 vtefin od pfidani indikatoru znovu proméfili absorbanci pfi stejné

vlnové délce.
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Roztok Roztok Roztok Rozpoustédlo
testované latky | testované latky | testované latky
Ci=10 mM C=1mM Cs=0,1 mM DMSO

Jamky s

ferrozinem

Kontrolni jamky

Vysledny obsah jednotlivé jamky:
Testovaci jamky

150 pl pufru o pH 4,5

>< Jamky s vodnym roztokem ferrozinu 50 pl roztoku testované latky/ DMSO

50 ul 0,250 mM roztoku Fe?*

Slepé vzorky (misto ferrozinu pfidana ultragista voda) 30 plroztoku 10 mM HA

50 pl roztoku ferrozinu nebo ultradisté vody

Obrdzek ¢. 5: Schématické zobrazeni jamek na mikrotitracni desticce pro méreni chelatace Zelezitych iontii
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5. Vysledky

5.1. Sestrojeni kalibraéni krivky Zeleznatych iontu

Dle metodického postupu pro stanoveni kalibra¢ni kiivky pro Zzeleznaté ionty jsme

naméfili pfislusné hodnoty absorbance. Vyuzili jsme vodné roztoky zeleznatych iontl

0 koncentraci 75 uM, 150 uM, 250 uM, 500 uM a 750 uM (Tabulka ¢. 4). Namétené hodnoty

absorbance jsme pievedli pomoci programu Microsoft Excel do grafu kalibra¢ni kiivky

(Obrazek &. 6). Cim byla v roztoku vy3si koncentrace Zeleznatych ionti, tim byla vyssi i hodnota

absorbance. Jednalo se o linearni zavislost.

Pivodni koncentrace Zeleznatych ionti (uM) 0 75 150 250 500 750
Konecna koncentrace Zeleznatych ionta (uM) 0 15 30 50 100 150
Primérna hodnota absorbance (A) 0,00 | 0,31 | 0,64 1,06 1,90 3,06

Tabulka ¢. 5: Hodnoty pro sestrojent kalibracni kFivky Zeleznatych iontii

Kalibraéni kiivka Zeleznatych iontu

3,5

2,5

1,5

Absorbance A (562 nm)

0,5

0 15 30 45 60

75

90

¢ (Fe?*) ymol. |1

105

y =0,02x + 0,0135
R? = 0,9974

120

Obrazek ¢. 6: Kalibracni krivka Zeleznatych iontii
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5.2. Interakce fenylpropionovych kyselin se Zelezem

V ramci této rigordzni prace jsme testovali schopnost sedmi fenylpropionovych kyselin
chelatovat a redukovat ionty zeleza v prostredi o rizném pH. Pro méfeni jsme vyuzili metodiky,
zalozené na indikatoru ferrozinu, kKtery chelatuje Zeleznaté ionty a tvofi S nimi barevny komplex.
Tento komplex jsme nasledné méfili spektrofotometricky, vyslednou hodnotu absorbance jsme
pak prevedli do grafi a ziskali tim informaci o schopnosti testované fenylpropionové kyseliny

chelatovat nebo redukovat ionty Zeleza.

U chelata¢niho méfeni jsme jako kontrolu vyuzili rozpoustédlo DMSO, které nema zadné
zelezo-chelatacni ucinky. V grafu je vZdy na ose X pomér koncentraci testované fenylpropionové
kyseliny a roztoku pouzitych iontl Zeleza. Osa Y zobrazuje procentualné vyjadienou schopnost
chelatovat pritomné ionty Zeleza. Schopnost chelatace iontll Zeleza jsme testovali U vSech latek.
Vysledky jsou zobrazeny v nasledujicich obrazcich: 3-fenylpropionova kyselina (Obr. 7),
3-(3-hydroxyfenyl)propionova kyselina (Obr. 9), 3-(4-hydroxyfenyl)propionova kyselina
(Obr. 11), 3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionova kyselina (Obr. 13),
3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova  kyselina (Obr. 15), 3-(3,5-dihydroxyfenyl)propionova
kyselina (Obr. 17) a 3-fenyl-3-hydroxypropionova kyselina (Obr. 19).

U redukcniho méfeni byla kontrola zaloZena na silném redukénim ¢inidlu hydroxylamin
hydrochloridu, které bylo schopno redukovat 100% Zelezitych iontll na ionty zeleznaté. V grafu
je vzdy na ose X pomeér koncentraci testované fenylpropionové kyseliny a roztoku Zelezitych
iontl. Osa Y zobrazuje procentualné vyjadienou schopnost redukovat pfitomné ionty Zeleza.
Schopnost redukce Zelezitych iontt na ionty Zeleznaté jsme testovali u vSech latek. Vysledky
jsou zobrazeny v nésledujicich obrazcich: 3-fenylpropionova kyselina (Obr. 8),
3-(3-hydroxyfenyl)propionova kyselina (Obr. 10), 3-(4-hydroxyfenyl)propionova kyselina
(Obr. 12), 3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionova kyselina (Obr. 14),
3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova kyselina (Obr. 16), 3-(3,5-dihydroxyfenyl)propionova
kyselina (Obr. 18) a 3-fenyl-3-hydroxypropionova kyselina (Obr. 20).
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5.2.1. 3-fenylpropionova kyselina

5.2.1.1. Schopnost chelatace ionti Zeleza

100 oy )
¥ Fe™"(pH 4.5)

Fe?*{pH 5.5)

Fe*(pH 6.8, 5 min)
¢ Fe’*{pH 7.5 5 min)
B Fe’" (pH 4.5)

% chelatovanych iontl Fe™

|

e

T
1100 1:10 1:1 10:1 100:1

Pomér 3-fenyl propionova kys. : Fe™

Obrazek ¢. 1: Grafické znazornéni schopnosti Kyseliny 3-fenylpropionové chelatovat ionty Zeleza
V prostiedi o riizném pH a ¢ase 5 minut od pridani indikatoru

5.2.1.2. Schopnost redukce ionti Zeleza

100+ © pH 4.5 0 min
5 # pH4.55min
pH 5.5 0 min
& 804 :
e pH 5.5 5 min
2 60
L=
[3]
g
E 404
=3
[
= 20+
. obé pH n.s.
09— g

pmso 1:100 1:10 1:1 10:1 100:1
Pomér 3-fenylpropionova kys. : Fe™*
Obrazek ¢. 8: Grafické zndzornéni schopnosti kyseliny 3-fenylpropionové redukovat Zelezité ionty

V prostredi o rizném pH
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5.2.2. 3-(3-hydroxyfenyl)propionova kyselina

5.2.2.1. Schopnost chelatace ionti Zeleza

100+ 5e
Y Fe® (pH45)

Fe’" (pH 5.5)

2+

Fe® (pH 6.8, 5 min)

¢ Fe’ (pH 7.5 5min)

®m Fe?? (pH 4.5)

% chelatovanych iontu Fe™
Ch
o
1

; T
| | . .
1:100 1:10 1:1 10:1 100 :1

Pomér 3-(3-hydroxyfenyl)propionova kys. : Fe™
Obrdzek ¢. 9: Grafické zndazornéni schopnosti kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propionové chelatovat

ionty Zeleza v prostiedi o rizném pH a case 5 minut od pridani indikdtoru

5.2.2.2. Schopnost redukce iontii Zeleza

100 © pH4.50min
# pH4.55 min
80 pH 5.5 0 min
pH 5.5 5 minut
60+

40

204 obé pH n.s.

% redukovanych iontu Fe*

ﬂl T .__ﬁ__-.n_._.___.
pMso  1:100  1:10 1:1 10:1 1001

Pomér 3-(3-hydroxyfenyl)propionova kys. : Fe**

Obrdzek ¢. 10: Grafické zndzornéni schopnosti kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propionové redukovat
Zelezité ionty V prostiedi o rizném pH
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5.2.3. 3-(4-hydroxyfenyl)propionova kyselina

5.2.3.1. Schopnost chelatace ionti Zeleza

, 1005 : Y Fe?* (pH 4.5)

o : Fe’" (pH 5.5)

= Fe’" (pH 6.8, 5 min)
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2 0 : i 3

1:100 1:10 1:1 10:1  100:1

Pomér 3-(4-hydroxyfenyl)propionova kys. : Fe™

Obrdzek ¢. 11: Grafické zndzorneni schopnosti kyseliny 3-(4-hydroxyfenyl)propionové
chelatovat ionty Zeleza v prostredi o ruzném pH a case 5 minut od pridani indikdtoru

5.2.3.2.  Schopnost redukce iontii Zeleza

1004 © pH450min
: @ pH455min
: pH 5.5 0 min
%, 80- : pH 5.5 5 min
L .
2
=
2
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: p=<0.05
; —_—
0 . o—%— o o8P
DMSO 1:100 1:10 1:1 10:1 100 ; 1

Pomér 3-(4-hydroxyfenyl)propionova kys. : Fe**

Obrdzek ¢. 12: Grafické zndzornéni schopnosti kyseliny 3-(4-hydroxyfenyl)propionové redukovat
Zelezité ionty v prostiedi o rizném pH
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5.2.4. 3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionova kyselina

5.2.4.1. Schopnost chelatace ionti Zeleza

1004 v Fe’ (pH 4.5)

Fe’" (pH 55)
Fe’* (pH 6.8, 5 min)
* Fe’ (pH 7.5 5 min)

® Fe?™ (pH 4.5)

% chelatovanych iontl Fe™
S

= o '
T L4 L

1 :100 1:10 1:1 10:1 100: 1

Pomér 3-(2,4-dihydroxy fenyl)propionova kys. : Fe™

Obrdzek ¢. 13: Grafické zndzornéni schopnosti kKyseliny 3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionové
chelatovat ionty Zeleza v prostiedi o ruzném pH a case 5 minut od pridani indikdtoru

5.24.2. Schopnost redukce ionti Zeleza

100+ O pH4.50min
: % pH455min
pH 5.5 0 min
'E 804 pH 55 5 min
-3 pH 6.8 0 min
15 pH 6.8 5 min
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s
o
=
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=
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pmso  1:100 1:10 1:1 10: 1 100 : 1

Pomér 3-(2,4-dihydroxy fenyl)propionova kys. : Fe*

Obrdazek ¢. 14: Grafické zndzornéni schopnosti kyseliny 3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionové redukovat
zelezité ionty v prostiedi o rizném pH

51



5.2.5. 3-(3,5-dihydroxyfenyl)propionova kyselina

5.25.1. Schopnost chelatace ionti Zeleza

1004

* Fe’ (pH 4.5)

Fe? (pH 5.5)

Fe?* (pH 6.8, 5 min)
- e (pH 7.5, 5 min)

& e’ (pH 4.5)

% chelatovanych iontl Fe™
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1:100 1: 10 1:1 10:1 100 :1

Pomér 3-(3,5-dihydroxy fenyl)propionova kys. : Fe™

Obrazek ¢. 15: Grafické znazornéni schopnosti kyseliny 3-(3,5-dihydroxyfenyl)propionové
chelatovat ionty Zeleza v prostiedi o riizném pH a ¢ase 5 minut od priddni indikdtoru

5.2.5.2. Schopnost redukce ionti Zeleza
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Pomér 3-(3,5-dihydroxy fenyl)propionova kys. : Fe’*

Obrazek ¢. 16: Grafické zndzornéni schopnosti kyseliny 3-(3,5-dihydroxyfenyl)propionové redukovat
Zelezité ionty v prostiedi o rizném pH
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5.2.6. 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova kyselina

% chelatovanych iontu Fe™

% redukovanych iontu Fe*

5.2.6.1. Schopnost chelatace ionti Zeleza
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Pomér 3-(3.4-dihydroxy fenyl)propionova kys. : Fe™

Obrazek ¢. 17: Grafické zndazornéni schopnosti kyseliny 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionové
chelatovat ionty Zeleza v prostredi o riizném pH

5.2.6.2. Schopnost redukce iontii Zeleza
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Pomér 3-(3,4-dihydroxy fenyl)propionova kys. : Fe*

Obrdzek ¢. 18: Grafické zndzorneni schopnosti kyseliny 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionové
redukovat zelezité ionty v prostredi o riizném pH
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5.2.7. 3-fenyl-3-hydroxypropionova kyselina

5.2.7.1. Schopnost chelatace ionti Zeleza
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Pomér 3-fenyl-3-hydroxypropionova kys. : Fe™

Obrazek ¢. 19 : Grafické znazornéni schopnosti kyseliny 3-fenyl-3-hydroxypropionové
chelatovat ionty Zeleza v prostredi o riuzném pH a ¢ase 5 minut od pridani indikdtoru

5.2.7.2.  Schopnost redukce iontl Zeleza
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Obrdzek ¢. 20: Grafické zndzornéni schopnosti kyseliny 3-fenyl-3-hydroxypropionové redukovat
Zelezité ionty v prostiedi o rizném pH
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6. Diskuze a zavér

Zelezo patii mezi velmi dilezité prvky lidského organismu. Ionty Zeleza se podili

na vyznamnych procesech jako jsou transport kysliku, syntéza DNA a dalsi 3.

Za urcitych podminek je vSak Zelezo schopno usnadnit tvorbu volnych radikalt, které
predstavuji nebezpeci pro buiiky lidského t€la. Velmi reaktivni hydroxylovy radikal je na ptiklad

produkovén Fentonovou reakct, ktera je katalyzovana volnymi ionty Zeleza ',

Nerovnovéha mezi volnymi radikaly a antioxidacni kapacitou organismu potom miize

vyustit v oxida¢ni stres. Oxidaéni stres mize byt zodpovédny za vicero patologickych stavii 2/,

Obecné, fenolové slouceniny piedstavuji jednu z nejpocetnéjsich skupin obsahovych latek

v rostlinné #8i. Byly identifikovany tisice riznych struktur 3°

. Polyfenoly tak mutzeme
klasifikovat na zakladg jejich zdroje, biologické funkce nebo dle chemické struktury 2%, Strukturng
se mohou fenolové slouceniny vyskytovat at’ uz jako nizkomolekularni fenolové kyseliny ¢i latky
s vy$8i molekulovou hmotnosti, tvofici polymery *. Vyznamnou skupinou polyfenoli jsou také

flavonoidy.

Pokud by flavonoidy nebo jejich metabolity (Casto fenolové kyseliny) byly schopné

chelatovat Zelezo, je zde uréity potencial k potladeni oxidacniho stresu 2,

Na druhou stranu, redukce iontd Zeleza by mohla za uréitych podminek vést k potenciaci
Fentonovy reakce. To samé by se dalo fici i o iontech médi, které se také ucastni Fentonovy

reakce °.

Hlavnim cilem této rigorézni prace bylo kvantifikovat schopnost chelatace a redukce iontti
zeleza vybranymi fenylpropionovymi kyselinami v prostiedi o rizném pH. VSechny latky mély
spole¢ny strukturni zaklad (fenylpropionovou kyselinu), liSily se pak v rozdilné substituci
hydroxylovymi skupinami. Testovali jsme sedm fenolovych kyselin, konkrétn€¢ to byla
3-fenylpropionova, 3-(3-hydroxyfenyl)propionova, 3-(4-hydroxyfenyl)propionova,
3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionova, 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova,
3-(3,5-dihydroxyfenyl)propionova a 3-fenyl-3-hydroxypropionova kyselina. Tyto latky casto

vvvvvv

Pro méfeni jsme vyuzili metodiky, zalozené na indikatoru ferrozinu, ktery chelatuje
Zeleznaté ionty a tvofi Snimi barevny komplex. Tento komplex jsme nasledné méfili
spektrofotometricky, vyslednou hodnotu absorbance jsme pak prevedli do grafii a ziskali tim
informaci o schopnosti testované fenylpropionové kyseliny chelatovat nebo redukovat ionty

Zeleza.
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Prvni testovanou latkou byla 3-fenylpropionova kyselina, kterd neobsahovala ve své
struktufe zadnou hydroxylovou skupinu. Tato fenolova kyselina Vv podstaté nebyla schopna
chelatovat ionty Zeleza. Zelezo-chelataéni schopnost kyseliny 3-fenylpropionové je zobrazena na

Obrazku ¢. 7.

Ani z hlediska redukce Zelezitych ionti na ionty Zeleznaté nevykazala tato testovana latka

statisticky vyznamné hodnoty oproti rozpoustédlu dimethylsulfoxidu (Obrazek €. 8).

Jako dalsi jsme testovali kyselinu 3-(3-hydroxyfenyl)propionovou. Tato fenolova kyselina

stejné jako kyselina 3-fenylpropionova nebyla schopna chelatace iontl zeleza (Obrazek €. 9).

Redukéni schopnost méla tato kyselina také velmi omezenou. O schopnosti této latky
redukovat Zelezité ionty na ionty zeleznaté se prakticky neda hovoftit. Redukéni méfeni kyseliny

3-(3-hydroxyfenyl)propionové ukazuje graf na Obrazku ¢. 10.

Dalsi testovanou kyselinou sjednou hydroxylovou skupinou byla kyselina
3-(4-hydroxyfenyl)propionova. Bez ohledu na hodnotu pH okolniho prostiedi, tato
fenylpropionova kyselina v niz§ich koncentracich prakticky nechelatovala ionty zeleza.
Od koncentrace testované latky 0,25 mM (koncentracni pomér 1:1) zafala vykazovat mirné
chelata¢ni Uc¢inky. V prostfedi o pH 4,5 a koncentracnim poméru 40:1 viuci iontim Zeleza
chelatovala tato kyselina ptiblizné 18 % pritomnych zelezitych a zeleznatych ionti. Se zvySujici
se koncentraci testované latky nedochazelo jiz ke zvySeni chelata¢nich ucink{. Schopnost
chelatace naopak poklesla (koncentra¢ni pomér 100:1 11 % chelatace ptitomnych iontd Zeleza
v prosttedi o pH 4,5). Vyraznéjsi chelatace pouze zeleznatych iontli byla zaznamenana
az pii relativné vysokém koncentraénim pomeéru 100:1. V prostiedi o pH 4,5 bylo chelatovano
cca 12 % pritomnych zeleznatych iontd, pti pH 5,5 21 %, vprostiedi o pH 6,8 15 %
a pfi nejvyssim pH (7,5) chelatovala tato kyselina cca 13 % Zeleznatych ionti. Chelata¢ni graf

iontl zeleza je na Obrazku ¢. 11.

3-(4-hydroxyfenyl)propionova kyselina redukovala zelezité ionty jen malo a az pii vyssich

koncentracich (viz. Obrazek ¢. 12).

Dalsi testovana latka obsahovala ve své struktufe dvé hydroxylové skupiny. Jednalo se
o kyselinu 3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionovou. Tato kyselina chelatovala jen Zelezité ionty
a to az pii koncentracnim poméru 100:1 (v této koncentraci byla schopna chelatovat cca 24 %
pritomnych ionti zeleza) v prostfedi o pH 4,5. S nizsi koncentraci této kyseliny klesala 1 jeji
chelatacni schopnost (koncentra¢ni pomér 10:1 = chelatace zeleza cca 11 %, pii koncentracnim
pomeru 1:1 jiz latka prakticky nevykazovala chelatacni ti€inky). Na rozdil od chelatace Zelezitych
ionttl, pfi zadném pH nebyla pozorovana chelatace Zeleznatych iontd. Zelezo-chelatagni uéinky

kyseliny 3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionové ukazuje Obrazek ¢. 13.
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NejvysSich redukénich G¢inkGi dosahla kyselina 3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionova
v prostiedi o pH 4,5. Pfi koncentracich niz§ich nez 0,25 mM (tj. koncentraéni pomér 1:1 testovana
latka : ionty Zeleza) tato latka Zelezité ionty prakticky neredukovala. Se zvySujicim se
koncentra¢nim pomérem se pak zvySovala schopnost redukce az do koncentrace testované latky
15 mM (koncentraéni pomér 60:1), kdy bylo dosaZeno oblasti redukéniho maxima (cca 30 %).
S nadale se zvySujici koncentraci testované latky zac¢ala schopnost redukce zelezitych iontt lehce
klesat (koncentracni pomér 60:1, 28 %). V prostfedi o vyssim pH dosahovala tato testovana latka
niz§i redukéni aktivity. Nejvy$$i schopnost redukce v prostiedi o pH 5,5 bylo dosazeno
az pii koncentraci testované latky 20 mM (koncentra¢ni pomér 80:1), pfi¢emz bylo zredukovano
18 % pritomnych Zelezitych iontt. V prostiedi o pH 6,8 a 7,5 pak Casto nebyla redukéni schopnost
statisticky vyznamnéjsi nez rozpoustédlo dimethylsulfoxid. Obrazek ¢. 14 zobrazuje schopnost

redukce zelezitych iontt kyselinou 3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionovou.

Dalsi testovanou kyselinou se dvéma hydroxylovymi skupinami na aromatickém jadte byla
kyselina 3-(3,5-dihydroxyfenyl)propionova. Se zvysujici se koncentraci testované latky se mirné
zvySovala 1 chelatacni schopnost iontli Zeleza. Oproti ostatnim testovanym kyselinam
s dihydroxylovymi skupinami vSak byla chelata¢ni aktivita velmi nizka. Obrazek ¢. 14 zobrazuje

chelata¢ni schopnost kyseliny 3-(3,5-dihydroxyfenyl)propionové.

Zelezo-redukéni schopnost kyseliny 3-(3,5-dihydroxyfenyl)propionové byla v jistych
koncentracich vyznamné&jsi nez u rozpoustédla dimethylsulfoxidu. Nejvyssi redukéni aktivity
bylo dosazeno v nejkyselejSim prosttedi o hodnoté pH 4,5. Testovanad latka byla schopna
pii koncentraénim poméru 40:1 redukovat zhruba 5 % ptitomnych zelezitych ionti. V prostiedi
o vy$8im pH pak byla Zelezo-redukéni schopnost jesté nizsi. Graf s reduk¢énimi Géinky na Zelezité

ionty je na Obrazku ¢. 15.

Kyselina 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova byla jedinou testovanou latkou se dvéma
hydroxylovymi skupinami s katecholovym usporadanim. Tato kyselina byla v nasi rigordzni praci
nejsilngj$im chelataénim i redukénim ¢inidlem. Dochazelo k chelataci Zeleznatych iontu jiz
pii velmi nizkych koncentracich testované latky. V prostredi o pH 7,5 a koncentraCnim poméru
1,4:1 byla tato fenylpropionova kyselina schopna chelatovat pres 80 % pfitomnych zeleznatych
iontl. Se zvysujici se koncentraci testované latky se chelatacni schopnost jiZ nezvySovala, naopak
dochéazelo k poklesu (v pH 7,5 pfi koncentratnim poméru 5:1 bylo dosazeno chelatace
zeleznatych iontli cca 40 %, pfi koncentracnim poméru 8:1 testovana latka chelatovala jiz
jen 21 % zeleznatych iontd). Po dosazeni koncentra¢niho poméru 10:1 (11 % chelatace) vSak
zacaly chelatacni u¢inky mirn¢ silit (pfi koncentratnim poméru byla zaznamendna chelatace
priblizné¢ 37 % zeleznatych ionti). V prostiedi o pH 7,5 schopnost chelatace jiz klesala se

zvysSujici se koncentraci testované latky. V kyselejsich prostfedich latka chelatovala méné
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a zpravidla dochazelo k vyssi chelataci Zeleznatych iontd se zvySujici se koncentraci testované
latky. Chelataci ionta Zeleza 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionovou kyselinou Ize vidét
na Obrazku ¢. 16.

Jak jiz bylo zminéno, kyselina 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova dosahla v nasem méfeni
i nejvyssich hodnot redukce a to jiz pti nizkych koncentra¢nich pomérech. Jiz od koncentracniho
poméru 1:100 redukovala tato fenylpropionova kyselina Zzelezité ionty vyznamnéji nez
rozpoustédlo dimethylsulfoxid. Oblasti maximalni redukéni aktivity bylo dosazeno jiz pfi
koncentracnim pomeéru testovand latka : Zelezité ionty 0,4:1 pfi meéfeni v nejkyselejSim
testovaném prostiedi (pH 4,5). S rostouci hodnotou pH prostiedi se snizovala redukéni aktivita
kyseliny 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionové. Obrazek ¢. 17 ukazuje graf schopnosti kyseliny
3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionové redukovat zelezité ionty.

Posledni testovanou latkou byla 3-fenyl-3-hydroxypropionova kyselina. Oproti jinym
testovanym latkam také obsahovala hydroxylovou skupinu, ta jiz ale nebyla
vazana pies aromaticky kruh. Schopnost chelatace i redukce iontl Zeleza vSak byla velmi nizka

(Obrazek & 18 a 19).

V ptedchozi praci v nasi laboratofi, publikované zatim jen formou diplomové prace, byly
testovany interakce Zeleza s derivaty benzoové kyseliny. Vyssi schopnost chelatovat Zelezité
ionty dosahovaly testované latky, které ve své struktufe obsahovaly dvé hydroxylové skupiny na
aromatickém jadfe oproti derivatim benzoové kyseliny, které neobsahovaly zadnou
hydroxylovou skupinu, piipadné jen jednu . V této rigordzni praci jsme testovali derivaty
fenylpropionové kyseliny. Nejvyssi zelezo-chelatacni aktivitou disponovala kyselina
3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova. Oproti ostatnim testovanym latkam vykazovaly vyssi
zelezo-chelataéni potencial zejména 3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionova,
3-(3,5-dihydroxyfenyl)propionova a 3-(4-hydroxyfenyl)propionova kyselina. Ostatni testované
fenylpropionové kyseliny chelatovaly jen minimaln€. Dochdzi tu tak k uréité shod¢ s diive
publikovanou praci, kde byly testovany interakce zeleza s derivaty benzoovych kyselin. | v této
rigordzni praci vykazovaly vyssi schopnost chelatace latky, které ve své struktufe obsahovaly
dve¢ hydroxylové skupiny na aromatickém jadie. Pro chelataci iontd Zeleza se muze zdat byt
vyhodnéjsi postaveni dvou hydroxylovych skupin na aromatickém jadre v poloze ortho. Oproti
studii s derivaty benzoovych kyselin !, byla vtéto rigorézni praci schopna chelatace
I fenylpropionova kyselina pouze s jednou hydroxylovou skupinou na aromatickém jadre,
kyselina 3-(4-hydroxyfenyl)propionova. Nutno vsak podotknout, ze chelata¢ni ucinky kyseliny
3-(4-hydroxyfenyl)propionové byly jen mirné a vyjadiené jen pii vyssich chelataénich pomérech

a jen u zelezitych iontd.
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V jiné in vitro studii byly analyzovany flavonoidy a jejich Zelezo-chelata¢ni aktivita.
Katecholové uspotadani u latek typu kvercetinu zvySovalo chelata¢ni aktivitu dané latky . Nase
rigordzni prace tento fakt opét potvrzuje. Ze vSech testovanych fenylpropionovych kyselin
disponovala pravé 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova kyselina nejvys$si schopnosti chelatovat

ionty Zeleza a to jiz v pomérné nizkych koncentracich.
Pro ovéfeni strukturni zavislosti by v§ak bylo zapotiebi vétsi skupiny testovanych latek.

Ukazuje se, Ze chelata¢ni aktivitu iontl Zeleza nezanedbatelné ovlivituje i hodnota pH
okolniho prostiedi. Jiz byl testovan vliv pH prostfedi na chelataci iontl Zeleza vybranymi
flavonoidy. S rostouci hodnotou pH prostiedi stoupala i chelata¢ni aktivita jednotlivych latek .
V této rigordzni praci nejsilnéj$i chelator, kyselina 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova, také
chelatovala Zeleznaté ionty nejvice pii nejvyssim zkoumaném pH 7,5. Tato chelatace probihala

pfi niz§im koncentracnim poméru nez V ostatnich kyselejSich prostiedich.

Dalsi podobna studie provétovala méd’-redukeéni aktivitu metabolitii kvercetinu. Nejvyssi
schopnost redukovat méd’naté ionty dosahovaly testované latky, které ve své struktuie obsahovaly
ortho-dihydroxylové uspofadani 2. Teoreticky se dala ocekavat podobna strukturni zavislost
i Uiontd zeleza. V této rigordzni praci skuteéné absolutné nejvyssi schopnosti redukovat Zelezité
ionty dosahla kyselina 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova. Jako jedina ze vSech testovanych
fenylpropionovych kyselin ve své struktuife skute¢né obsahovala pravé ortho-dihydroxylové
uspotadani. Jiz niz8i redukéni schopnost, ale stale statisticky vyznamnou, doséhly testované latky,
které maji ve své struktufe také dvé hydroxylové skupiny (jiz vSak ve vzajemné poloze meta).
Jednalo se o kyselinu 3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionovou a 3-(3,5-dihydroxyfenylpropionovou).
Redukéni aktivitu také vykazala kyselina 3-(4-hydroxyfenyl)propionova kyselina, kterd ma pouze
jednu hydroxylovou skupinu na aromatickém jadie v poloze 4. Pro piesnéjsi ovéfeni strukturnich

zavislosti redukce Zelezitych iontl by vSak opét bylo potieba vétsiho mnozstvi testovanych latek.

Ve studii, kterd testovala redukéni ucinky meédnatych iontd metabolity kvercetinu,
se zvySovala redukéni aktivita testovanych latek se zvySujici se hodnotou pH prostiedi 2.
Testované fenylpropionové kyseliny v této rigorézni praci naopak vykazovaly vyssi redukcni
schopnost pii nizsim pH. Ziejmé se mlize jednat o zasadni odliSnost mezi méd’natymi ionty
aionty zelezitymi. Tato skuteCnost byla ukdzana i v predchozi préci, kterd zkoumala
Zelezo-redukéni uginky 0. 3,4-dihydroxybenzoova také snadngji redukovala Zelezité ionty

v prostfedi o nizsim pH (4,5) *.

Ve studii redukénich u¢inkd metaboliti kvercetinu byla jednou z testovanych latek
kyselina 3-(3-hydroxyfenylpropionova). Se zvysujici se hodnotou pH se zvySovala i schopnost
redukovat méd’naté ionty. V prostfedi o pH 7,5 jiZ dosahovala relativné vyznamnych reduk¢nich

ucinkd 2. Kyselinu 3-(3-hydroxyfenyl)propionovou jsme testovali i v této rigorézni praci,
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zkoumana vSak byla jeji chelataéni a reduk¢ni aktivita viéi iontim Zeleza. V porovnani s jejimi
reduk¢énimi G¢inky na ionty médi byla schopnost kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propionové

redukovat Zelezité ionty zanedbatelna.

Testované latky v této rigordzni praci obsahovaly ve své struktufe rozliSny pocet
hydroxylovych skupin. Fenylpropionové kyseliny, které nemely ve své struktufe zadnou
hydroxylovou skupinu (3-fenylpropionova kyselina) nebo nemély hydroxylovou skupinu
vazanou na aromatickém jadfe (3-fenyl-3-hydroxypropionova kyselina), dosahovaly velmi
nizkych zelezo-chelatacnich a redukénich wcinku. Kyselina 3-fenylpropionova na ptiklad
nedosahla statisticky vyznamnéjSich hodnot redukce Zelezitych iontli nez pouzité rozpoustédlo
dimethylsulfoxid. Testované fenolové kyseliny s jednou hydroxylovou skupinou vykazovaly
jistou chelataci i redukci zelezitych iontl, nelze je vSak povazovat za nikterak silné chelatacni
nebo redukcni cinidla pro ionty Zeleza. Z testovanych kyselin se dvéma hydroxylovymi
skupinami projevila absolutné¢ nejvyssi Zelezo-chelata¢ni a redukéni schopnost kyselina
3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova  kyselina.  Oproti  ostatnim  testovanym  latkam
s dihydroxylovym uspofadanim na aromatickém jadie zaujimaly zde piitomné dvé hydroxylové

skupiny katecholové uspotadani.

Vzajemné uspofadani ortho hydroxylovych skupin na aromatickém jadie ma tak

u fenylpropionovych kyselin pravdépodobné zasadni vliv na chelataci i redukci ionti Zeleza.

Mezi jednotlivymi fenolovymi kyselinami jsou tak velké rozdily z hlediska jejich aktivity,
at’ uz myslime chelataci iont Zeleza ¢i redukcei Zelezitych iontll na ionty Zeleznaté. V lidském
organismu tak v pribéhu metabolismu polyfenold miZze dochazet k pfeménam
zZ chelatacné/redukéné aktivni slou¢eniny na slouceninu, ktera schopnost chelatace ¢i redukce
nevykazuje nebo naopak z neaktivni slouéeniny mtze vzniknout aktivni metabolit. Fenolové
prisuzovany pravé sloucening, ze které v prubéhu trdveni vznikaji. VeSkeré méfeni v této
rigoréozni praci probihalo za podminek in vitro. Lidsky organismus je vSak mnohem
komplikovangj$i systém a mizeme pouze na teoretické trovni spekulovat nad chovanim

se podobnych latek v podminkach in vivo.
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Nazev rigorozni prace: Interakce fenylpropionovych kyselin se zelezem

Zelezo patfi do skupiny dilezitych prvkd v lidském organismu, zejména pak diky
schopnosti prijimat nebo odevzdavat elektrony (pfeména mezi Zelezitymi a zeleznatymi ionty).
Tento prvek je nezbytnou soucasti organismu. Za jistych okolnosti v§ak mutize i Skodit (na ptiklad
ucast na Fentonové reakci). Fenolové kyseliny jsou strukturné velmi jednoduché molekuly, které

jsou soucasti bézné stravy nebo vznikaji v pribéhu traveni.

V této in vitro studii jsme testovali interakce (chelataci a redukci) mezi fenylpropionovymi
kyselinami a ionty Zeleza. Celkove bylo méfeno sedm fenylpropionovych kyselin pfi riznych pH
prostiedich. Pro méteni jsme vyuzili spektrofotometrickou metodu, zalozenou na indikatoru

ferrozinu.

Mezi testovanymi slouceninami se stupeil chelatace a redukce ionti zeleza lisil. Vyssi
schopnost chelatace iontl Zeleza dosahovaly vSechny slouceniny s dihydroxylovym uspoiadanim
a kyselina 3-(4-hydroxyfenyl)propionova. Nejvétsi redukéni aktivitu vuci Zelezitym iontim

dosahla kyselina 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova s katecholovou skupinou.

Chelatace nebo redukce Zeleza fenylpropionovymi kyselinami by mohla v lidském

organismu ovliviiovat kinetiku Zeleza.

KLICOVA SLOVA: Zelezo, Fenylpropionové kyselina, Ferrozin, Redukce, Chelatace
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Title of thesis: Interaction of phenylpropionic acids with iron

Iron belongs to a group of important elements in human body, especially due to ability
to accept or donate electrons (conversion between the ferric and the ferrous ions). This element
is essential part of human body. Under certain circumstances it may even harm (for example
participation in the Fenton reaction). Phenolic acids are structurally very simple molecules, which

are part of common diet or they are formed during the digestion.

In this in vitro study we tested interaction (chelation and reduction) between
the phenylpropionic acids and the iron ions. Seven phenylpropionic acids were evaluated
at different pH values. For measurement we used spectrophotometric method, based

on the indicator ferrozine.

The degree of chelation or reduction of iron ions differed between tested compounds.
Higher  ability to chelate iron ions achieved all  dihydroxycompounds
and the 3-(4-hydroxyphenyl)propionic acid. The most active ferric reduction achieved
by 3-(3,4-dihydroxyphenyl)propionic acid with catechol group.

Iron chelation or reduction by phenylpropionic acids could lead to influence the kinetics

of iron in the human body.

KEYWORDS: Iron, Phenylpropionic acid, Ferrozin, Reduction, Chelation
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