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Seznam pouzitych zkratek:
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1 Uvod

Zelezo fadime mezi velmi dlleZité esencialni stopové prvky. Pro lidsky organismus je
nepostradatelné. Jako soucast hemoglobinu hraje roli v pfenosu a vyuziti kysliku v organismu,
syntézu nukleovych kyselin a mnoho dalSich vyznamnych procesa. Jeho funkci je predevsim
schopnost pfemény mezi dvéma oxidacnimi stavy, Zeleznatym a Zelezitym. Redoxni reakce je
vyuZito k syntéze svalového a krevniho barviva. Télo dospélého ¢lovéka obsahuje 3,5 - 4 gramy
Zeleza. Dojde-li k poruse metabolismu Zeleza, projevem je jeho nadbytek ¢i nedostatek. [3, 4,
5, 6]

Mezi pric¢iny nedostatku Zeleza patfi silné krvaceni, nedostatecny pfisun stravy bohaté
na Zelezo, malabsorpce Ci genetické defekty. Nasledné dochazi k sideropenické anémii, ktera
mUzZe vést k zastaveni rlstu bunék. [3, 4, 5]

Pfi nadbytku Zeleza v organismu uZ neni dostacujici jeho bézné vyluc¢ovani formou
odlupujicich se bunék stfeva. Zelezo se hromadi v burikdch a mGZe spoustét Fentonovu reakci,
jejimz dUsledkem je tvorba volnych radikalG. Tyto radikdly mohou poskodit rizné bunécné
struktury peroxidaci membrdnovych lipidd. Tento proces vede k poskozeni DNA,
chromozom, mitochondrii a je zodpovédny za vyssi tvorbu kolagenu. Dochazi k fibrotizaci
jaterni tkané a slinivky, coz ma za nasledek nizsi produkce inzulinu spoleé¢né s ukladanim
hemosiderinu a melaninu do kliZze. Projevem této patologie je tzv. bronzovy diabetes. Dochazi
k patologiim kardiovaskularniho systému jako jsou arytmie ¢i srdecni selhani. Poruchy
homeostazy Zeleza mohou byt i dédiéné, napf. hereditdrni hemochromatdza, jez je
charakteristicka zvySenou absorpci Zeleza ve dvanactniku. Dalsi pfi¢inou zvySenych hladin
Zeleza muze byt krevni transfuze, ktera se vyuziva k |écbé talasemie. Dfive se nadbytek Zeleza
[éCil odbérem krve. Novéjsim zplUsobem lécby je chelatace Zeleza pomoci vhodnych chelatord,
coz jsou latky vytvarejici se Zelezem komplex, ktery je z téla nasledné vyloucen. [3, 4, 5]

Chelatory Zeleza by idedlné mély napodobovat struktury, které jsou pro organismus
pfirozené. Proto se tato diplomova prace zaméfruje na vybrané aminokyseliny a jejich

interakce s ionty Zeleza. [3, 5]



2 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo zjistit miru interakce iont( Zeleza s aminokyselinami.
S vyuZitim spektrofotometru bylo provedeno in vitro stanoveni Zelezo-chelatacni a Zelezo-
redukéni aktivity vybranych aminokyselin (L-histidinu, L-methioninu, L-cysteinu, L-cystinu, L-
asparagové kyseliny a L-glutamové kyseliny) a latky odvozené od L-cysteinu (N-acetylcysteinu)
v pufrech o pH 4,5; 5,5; 6,8 a 7,5, které odpovidaji (pato)fyziologickému prostredi v lidském
organismu. Nasledné byly namérené hodnoty zpracovany do grafl. Poté se zhodnotila mira
aktivity jednotlivych latek a souvislost této aktivity s chemickou strukturou. Na zavér byly

hodnoty aktivit vzajemné porovnany.



3 Teoreticka cast
3.1 Zelezo

V chemii fadime Zelezo do skupiny kovu (nikl, kobalt, méd, zinek atd.). Je to leskly,
stfibrosivy, kujny, tazny prvek s atomovym Cislem 26, ktery fadime do VIII.B skupiny periodické
soustavy prvkd. [4] Na planeté Zemi je nejcastéjSim prvkem pravé Zelezo, pficemzZ nejvice
tohoto prvku se nachazi v Zemském jadre. Jako Ctvrty nejcastéjsi prvek je zastoupen v Zemské
kGre. Ve formé rud se nachazi jako soucast nezivé prirody (rizné oxidy; mineraly magnetit,
hematit a takonit). [4] Pro ¢lovéka patii Zelezo do esencialnich stopovych prvkd, coZ jsou prvky
pro Zivot nezbytné. [1] Zelezo je nejenom vyznamnym stopovym prvkem a souddsti
hemoglobinu s tésnym vztahem k transportu dychacich plynt, ale ovliviiuje i celou fadu
vyznamnych reakci. [37]

V toxikologii se dfive Zelezu nevénovalo mnoho pozornosti. Popsano bylo jen leptavé
plUsobeni nékterych soli Zeleza. Novéji se vsak zacala jeho toxickému pusobeni vénovat vétsi
pozornost a byla popsana akutni otrava Zelezem, jenz se rozdéluje na nékolik fazi. Prvni
nastane po kratké dobé latence a projevuje se krvavym prijmem a zvracenim, coZz muize mit
za nasledek acidézu a kolaps. Nasledné dochazi v pribéhu hodin k hlubokému bezvédomi a
ohroZeni pacienta na Zivoté. Ve Ctyrech z péti pfipadd naopak priznaky charakteristické pro
prvni fazi béhem 8-16 hodin pfechodné ustupuji, poté pfichazi razantni zhorSeni stavu
s kolapsem, jenz se rychle prohlubuje s epileptiformnimi kife¢emi. Toto je pro pacienta
nejnebezpecnéjsi obdobi, které muizZe byt prekonano a prechazi v rekonvalescenci, nebo
nastava hluboké bezvédomi, kdy je Zivot ¢i uzdraveni pacienta ddle nejisté. [6]

Sloudeniny Zeleznatych iontl (Fe?*) pfi pozfeni zvifaty nejsou pfili§ toxické a nevedly
k poskozeni ani chronicky. Nékteré zdroje uvadéji, Ze slouceniny Zelezitych iont (Fe3*) jsou
méné jedovaté ne? slouleniny Fe?*, ale maji vétsi leptavy Géinek. V jinych pramenech jsou oba
typy sloucenin povaZzovany za stejné jedovaté, proto tedy zalezi na typu slouceniny a zplisobu
aplikace. | kdyz byla otdzce vstifebavani Zeleza z gastrointestinalniho traktu, ve spojenis [é¢bou
nékterych anémii, vénovana velka pozornost, stale neni vSe zcela jasné. Vendzni aplikace fady
sloucenin Zeleza se projevuje podstatné vyssi jedovatosti nez pfi poziti per os. [6]

Pfi vdechnuti dymu, které obsahuji mimo jiné oxidy Zeleza, dochazi ke drazdéni
dychacich cest, jez mlZe vyustit v onemocnéni podobné horecce svarecll. K onemocnéni

dochazi pouze pfi inhalaci chronické, ani pfi velké akutni expozici nedochazi k horecce. [6]
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3.1.1 Oxido-redukéni potencial Zeleza

Za béinych podminek existuje Zelezo ve dvou stabilnich oxida¢nich stavech jako Fe?*
a Fe3*. Atomy Zeleza se tak mUzZou ucastnit redoxnich (oxido-redukénich) reakci. Tyto reakce
jsou typické prenosem jednoho elektronu. V zavislosti na charakteru vazeb a ligand(i se méni
redoxni potencidl Fe3*/Fe?* komplexné vazaného Zeleza. Diky témto unikatnim chemickym
vlastnostem Zelezo hraje rozhoduijici roli v oxido-redukénim déni organismu. [2]

Zeleznaté ionty jsou béZné rozpustné ve vodé, pricemz vznikd komplex [Fe(H,0)s]%*.
V oxidacni atmosfére za normadlnich podminek dochdazi k rychlé oxidaci dvojmocného Zeleza
na Zelezo trojmocné, jez je rozpustné ve vodé pouze za extrémné nizkého pH (nizsi nez 1) za
vzniku komplexu [Fe(H20)¢]3*. Z toho vyplyva, 7e ve fyziologickych podminkach oxidaéni
atmosféry a fyziologického pH je rozpustna forma Zeleza prakticky nedostupna. Tento
problém byl vyfeSen zavedenim nizkomolekuldrnich nosi¢li Zeleza (siderofor() s vysokou
afinitou k Zelezu a dobrou rozpustnosti ve vodé. [2]

Na druhou stranu oxido-redukéni schopnost Zeleza muze byt pro organismus i
nebezpecnd. Zelezo musi byt v organismu pevné uloZeno v bilkovinach a jeho metabolismus
je nutné peclivé regulovat, nebot Zelezo volné se v organismu za béznych podminek podili na
tvorbé reaktivnich forem kysliku (ROS), které vznikaji i jako produkty metabolickych drah. ROS
hraji dllezitou roli v patogenezi kardiovaskularnich chorob. Dochazi-li k podstatnému poklesu
pH pod 6 u akutniho infarktu myokardu, nasleduje uvolfovani volného Zeleza se znamymi
nasledky ROS. Proto chelatace Zeleza muzZe zeslabit nékteré dusledky ROS. Pokud vsak dojde
k redukci Zelezitych iontl na Zeleznaté, je i tato situace nepftiznivd a vede k intenzifikaci
produkce ROS. [26]

Kdyz reaguje trojmocné Zelezo se superoxidovym aniontem, mulze vzniknout
dvojmocné Zelezo, které v reakci znamé jako Fentonova reakce, reaguje s peroxidem vodiku
za vzniku extrémné nebezpecného hydroxylového radikalu (-OH): [2]

Fe?* + H,0, 2 Fe3*+ -OH + OH"

3.1.2 Funkce v organismu

Zelezo je zakladnim prvkem podilejicim se na mnoha Zivotné ddleZitych procesech. [26]
Schopnost navazat kyslik (O2) je nejdllezitéjsi biologicka vlastnost Zeleza. Tato schopnost se
vyvinula prilbéhem evoluce v krevni cirkulaci, kde je hemové Zelezo v roli distributora O; do
Zivocidnych tkani. Zelezo ma také dileZitou roli v podobé soudasti enzym( pro jeho oxido-

redukéni potencial v metabolismu mnoha latek. [1]
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3.1.2.1 Vazebnd schopnost pro kyslik
Zelezo se vaie na hemoproteiny (tak souhrnné nazyvdme molekuly myoglobinu

a hemoglobinu). Hemoglobin je slozen z globinu (bilkovinné slozky) a hemu (porfyrinového
kruhu). Hemoglobin je bilkovina tvofend tetramerem globinovych podjednotek. V kazidé
podjednotce je obsaZena jedna molekula hemu. Jedna molekula hemu vaze jeden atom Zeleza.

Obsah Zeleza z(stdva v pribéhu Zivota stejny, na rozdil od bilkovinné slozky hemoglobinu. [1]

# Fm‘-ttlu

Obrazek ¢. 1 - hemoglobin

3.1.3 Zdroje a pfijem

Zelezo mGZeme najit v rostlinné i Zivocisné stravé. Vyskytuje se v rdiznych formach a
lidskym organismem je zpracovavdno s riznym efektem. Tam, kde je vdzdno na bilkoviny
obsahujici hem, pak hovofime o hemovém Zeleze. KdyZ je vdzano na jiné molekuly, pak
hovofime o nehemovém Zeleze. V rostlinné stravé je soucasti rlznorodych nehemovych
enzymU a bilkovin. [1] Doporuceny denni pfijem Zeleza je 20 mg, u Zen je pfijem vyssi. Denni
ztraty Zeleza tvori 0,5 - 1 mg, u Zen toto Cislo dosahuje vyssich hodnot, a to 1,5 - 2 mg z divodu
téhotenstvi, porodu a menstruace, proto maji premenopauzalni Zeny nizsi hladiny Zeleza jako
nasledek menstruace. Minimalni denni davka Zeleza potifebna pro spravnou tvorbu erytrocytt
(Cervené krvetvorby) se pohybuje v rozmezi 10-15 mg. MnoZstvi potfebné pro krvetvorbu je
pokryté diky mechanismu recyklace Zeleza z odumfelych erytrocytl. Tyto cervené krvinky jsou
pohlceny makrofagy a nasledné vélenény mezi erytroidni prekurzory. [4]

Schopnost Zeleza vazat kyslik vyuZiva i svalova tkan, nebot jeji aktivita je vysoce
energeticky naroéna. Zelezo se ve svalech va’e na myoglobin, ktery je tvofen jedno
fetézcovym globinem (bilkovinna slozka). Na jednu molekulu globinu se vaze jedna molekula
hemu, na kterou se vaze jeden atom Zeleza. Kazda molekula myoglobinu je schopna navazat

jen jednu molekulu kysliku. Pfi¢né pruhovanou svalovinu lze tedy dle intenzity ¢erveného
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zbarveni (mnoZstvi Zeleza a myoglobinu) rozliSit na svalovinu intenzivné pracujici a méné

aktivni svalovou tkan. [1]

3.1.3.1  Rostlinnd strava
Rostlinna strava je obecné velmi bohatd na Zelezo, ale pro ¢lovéka neni tak dllezity

obsah, jako spiSe jeho dostupnost. V rostlindch se nachdzi pouze Zelezo nehemové. Rostlinna
strava, obsahem svych dalSich latek, mlze na rlznych urovnich ovliviiovat vstiebatelnost
eleza. Zelezo je ve tkdni rostlin vazano prevainé na fytaty, které obecné snizuji jeho
uvoliovani béhem zazivani. Vliv na vstifebavani zeleza maiji i dalsi latky, jako jsou naptiklad
polyfenoly (v kavé, Cerveném viné, ¢aji) a taniny. Pfiblizné 200 ml ¢aje dokaZe sniZit absorpci
Zeleza az 0 70 - 80 %. Naopak vstfebavani pozitivné ovliviiuje napf. kyselina askorbova. Mezi
potraviny bohaté na Zelezo fadime napfiklad ovesné vlocky, séjové boby, lusténiny, Spenat

nebo ¢ervenou fepu &i ofechy. [1]

3.1.3.2 Zivoéisnd strava

Mezi hlavni slozku Zivo&isné stravy fadime Zelezo hemové. Zivoci$na strava (napt.
drliibez, ryby a Cervené maso) je tvofena obecné velkym mnoZstvim svalové tkané. Pricné
pruhované kosterni svaly a srde¢ni svalovina jsou zdrojem molekul slouzicich k uskladnéni
kysliku, jenZ je nutny pro svalovou kontrakci. Zelezo je vazané hlavné na myoglobin.
V ZivoCisné stravé najdeme v mensi mife i Zelezo vdzané na erytrocytarni hemoglobin
a nehemové Zelezo, které je soucasti feritinu, hemosiderinu, transferinu apod. Mezi potraviny
zivociSného plavodu bohaté na Zelezo radime napf. kureci jatra, Ustfice, hovézi maso ci tundka.

[1]

3.1.4 Homeostdza Zeleza a jeji regulace
Rovnovaha hladiny Zeleza neboli homeostaza, je udrzovana recyklaci starych erytrocytd,

kdy nastane postupné opétovné uvolnéni Zeleza do krevniho recisté. Dojde-li ke ztratdm
Zeleza drobnym krvacenim nebo zvySenim metabolismu, jsou tyto ztraty Zeleza nahrazeny
zasobnim Zelezem uloZenym v jatrech. Nedostate€né mnoistvi Ize doplnit pfijmem Zeleza
b&7nou stravou. Zelezo se pFirozené vstfebavd v zazivacim traktu. Idedlni podminky pro

absorpci Zeleza ze zazZivaciho traktu jsou v Zaludku a duodenu, nebot je zde nizké pH a redoxni
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potencidl. Sliznice téchto orgdnu také v nejvétsi mife exprimuje proteiny, které jsou potreba
k pfestupu Zeleza (Fe) ze zaZivaciho traktu do krevniho obéhu. [1]

Clovék nema na rozdil od jinych Zivo&ich(l efektivni zplsob vylu¢ovani nadbyteéného
Zeleza. Fyziologicky se nadbytek Zeleza v organismu nevyskytuje. Mechanismem eliminace
prebytecného Zeleza je ztrata bunék, napt. epitelu gastrointestinalniho traktu, epidermis a u

Zen erytrocytl menstruacni krve. [1]

Celkové mnoistvi Zeleza v lidském téle 34¢g
Z toho v hemoglobinu 65-70 %
V myoglobinu 3-4 %
V enzymech 1%
Plazmatické Fe vazané na transferin 0,1%
Fe vazané na bilkoviny (zasobni Zelezo) 15-30 %
Tabulka ¢. 2

3.1.5 Patologie pfi naruseni homeostazy Zeleza
3.1.5.1 Deficit Zeleza
Nedostatek Zeleza souvisejici se stravou se projevuje jako hypochromni mikrocytarni

anémie (sideropenickd anémie). [4] Primarni priciny jsou: ztrata krve (nejcastéjsi pricina),
nedostatecny prijem nebo absorpce Fe, zvySeny pozadavek na Fe k rlstu, téhotenstvi, kojeni
atd, sniZzena recyklace Fe v disledku chronické infekce. [34]

Mezi subjektivni pfiznaky nedostatku Zeleza patti Unava, slabost, palpitace, zavraté,
bolest hlavy. Mezi objektivni pfiznaky radime bledost, tachykardie s palpitacemi, parestézie
na koncetindch, mlZe se objevit paleni jazyka a zhor$ené polykdni. Casto dochazi k lamani
nehtd, které maji tvar obraceného hodinového sklicka a vypadavani vlasi. Mohou se objevit
trhlinky v koutcich Ust a zvySend nachylnost k infekcim. [33]

Anémie byla Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) uznana jako jeden
z nejcastéjsich zavainych globalnich zdravotnich problém( s vainymi dasledky pro lidské
zdravi, které postihuji rozvojové i vyspélé zemé. WHO odhaduje, Ze je asi 24,8 % svétové
populace anemickych, coZ odpovida asi 1,62 miliardam lidi na celém svété. Etiologie anémie
je multifaktorialni a komplexni, a co hlavné pfispiva k zatézi tohoto onemocnéni, je nedostatek

Zeleza, ktery je zodpovédny za pfiblizné 50 % pripadl anémie. [25]

14



Snizeni frekvence prevalence anémie je zdsadni zejména pro Zeny v plodném véku,
nebot snizeni frekvence onemocnéni o 50 % je u nich stanoveno jako jeden z globdlnich cilt
WHO pro rok 2025, protoze zZeny v plodném véku a pfedskolni déti jsou zvlasté ohrozeni
nedostatkem Zeleza. Z dosazZeni tohoto cile budou profitovat jak matky, tak jejich potomci,
protoze vysledky metaanalyzy ukdzaly silné souvislosti mezi matetrskou anémii z nedostatku
Zeleza a nepfiznivymi neonatdlnimi vysledky. [25]

Pro skupinu dospivajicich Zen je udrzeni pozitivni rovnovahy Zeleza naroc¢né. Jejich rlst
a dospivani je doprovazené vysSimi naroky na Zelezo ve srovnani s dospivajicimi muzi.
Nedostatecny pfijem Zeleza se vyskytuje u 25-39 % dospivajicich Zen ve véku 10-19 let. Navic
u dospivajicich ma anémie za nasledek Sirokou $kalu zavainych zdravotni nasledkd, které
nejsou pozorovany u dospélych, jako je naruseny dusevni vyvoj, fyzicky rlist a snizena Skolni

vykonnost ¢i pracovni kapacita. [25]

Zvysena hladina Zeleza a/nebo akcelerovanad erytropoéza

Rlstovy spurt v kojeneckém véku a v puberté

Téhotenstvi

Terapie erytropoetinem

Zvysené ztraty Zeleza

Krevni ztraty pfi krvaceni z GIT

Menstruacni krvaceni

Akutni krvaceni napf. pfi Urazech

Darcovstvi

Terapie venepunkcemi

Snizeny ptisun a absorpce Zeleza

Strava chuda na Zelezo

Malabsorpce pfi zanétlivych onemocnénich streva (celiakie, nespecifické stievni zanéty)

Pooperacni malabsorpce (napf. stp. gastrektomii, sy. kratkého streva)

Akutni a chronicky zanét

Tabulka €. 3 - Pfic¢iny nedostatku Zeleza v organismu

Symptomaticka Iécba klinickych obtizi patfi mezi hlavni |é¢ebné postupy. U mirnych

forem anémie se podavaji preparaty Zeleza. Z divodu zvysené hladiny hepcidinu je omezené
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vstfebavani z gastrointestinalniho traktu, proto jsou vhodnéjsi preparaty podavané nitrozilné.

Dojde-li k zavaznému snizeni hladiny hemoglobinu, je podani krevni transfuze nutnosti. [1]

3.1.5.2 Nadbytek Zeleza
Dojde-li k pretiZzeni organismu Zelezem, zacne se tento nadbytek Zeleza volné ukladat

do tkdni. Pokud neni Zelezo védzano na bilkoviny (zasobni ¢i transportni), dochazi k toxickému
poskozeni nejenom bunék, ale i tkani a celych orgdn, které nefunguji tak jak maji. Ukladani
Zeleza do tkani ve vys$si mife zpUsobuje fibrotizaci a tim padem ubytek funkéni tkané. To vse
je v disledku reaktivity volného Zeleza a tvorbé volnych kyslikovych radikdld, které vystavuiji
buriky oxidativnimu stresu. Pretizeni Zzelezem nej¢astéji poskozuje jatra (jaterni hemosiderdza
vedouci k cirhéze a ,bronzovému diabetes mellitus”), slinivku, myokard (hemochromatdza)
a Zlazy s vnitini sekreci (hypogonadismus, hypotyredza). Pokud pfivod Fe obchazi stfevni trakt
(injekce Fe), mlze dojit k prekroceni transferinové kapacity a v disledku toho, mize dojit
k otravé volnym Zelezem. [1]

Existuji i vrozend onemocnéni regulace hladiny a metabolismu Zeleza. Mezi né patfi
hereditarni hemochromatéza, coz je skupina onemocnéni, jez je charakteristickd
patologickym ukladanim vétSiho mnozZstvi Zeleza v parenchymatickych orgdnech a tkanich.
RozliSujeme hemochromatdzu primdrni (dédi¢nou, ktera ma 4 podtypy) a sekundarni. [1, 4]

Primdrni hemochromatdéza je autozomalné recesivni dédi¢né onemocnéni. Pficinou je
mutace genu pro HFE (Human homeostatic iron regulator protein) lokalizovaného na kratkém
raménku chromozomu 6. Tento chromozom kdduje protein, ktery je dllezity pro syntézu
hepcidinu. Dochazi tedy k jeho snizené syntéze. V dUsledku mutace je snizena hladina
funkéniho HFE, coz md za ndsledek poruseni regulace mnoizstvi zasobniho Zeleza a jeho
vstiebavani. Dochazi tety k nadmérnému vstiebavani Zeleza z potravy pres sténu tenkého
stfeva. [1, 4]

Z pocatku se neprojevuje klinicky nijak vyrazné. Nejcastéjsi je Unava i po nocnim
odpocinku, bolesti bficha, nechutenstvi, u mizu impotence a pokles libida. Lé¢ba je zaloZena
na v€asném zachytu onemocnéni. Mezi nejcastéjsi metody patfi pousténi Zilou, venepunkce,
pricemz bézny odbér je 450 ml, opakujici se jednou za 2-3 mésice. Pacientim, ktefi netoleruji

venepunkci se indikuje chelatacni terapie. [1, 4]
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Sekundarni hemochromatéza (ziskana) vznikd v dlsledku jiného onemocnéni nebo pfi
opakovaném vystaveni vysokych davek Zeleza, ¢asto u pacientl s chronickym onemocnénim

jater v dUsledku alkoholismu, hepatitidy, cirhdzy a neoplazmy. [1, 4]

3.2 Chelatace

Chelatace kov(l se ukazuje jako slibny nastroj k reSeni patologickych stav(i nadbytku
nebo dysregulace prechodnych kovl. ,Farmaceutickd“ chelatacni cinidla jsou slabou
nahrazkou pfirozenych mechanism, ale jsou nezbytnd, pokud jsou pfirozené mechanismy
dysfunkéni. Patologickymi stavy jsou nemoci z pretizeni Zelezem (hemochromatodza,
talasémie), které casto doprovazi zhorsena funkce ledvin, infekce parazitickymi cervy a ztrata
krve. Chelatace kovl je jednoduchy zplsob stinéni kovového iontu, ktery vSak muize branit
organismu v ziskdvani nezbytnych stopovych mnoizstvi kovl, které potfebuje. Mnoho
farmaceutickych chelatorli ma vedlejsi ucinky a nékteré byly stazeny z trhu. [27]

Lécivo v idealnim pripadé potfebuje odstranit kov z mista akumulace v téle. To znamena,
Ze se musi dostat na misto, chelatovat kov a byt z organismu néjakym zplsobem odstranén.
Farmaceuticky cheldtor ani jeho vysledny kovovy komplex nesmi byt toxické. S cheldtem
mohou kompetovat jiné kovy. Konkurence mUze byt zplsobena vyssi vazebnou konstantou
nebo vyssi koncentraci. Predvidatelnost je omezenda. Nékdy se dobry in vitro kandidat
na cheldtor ukaze jako Spatnd volba in vivo. To muizZe byt zplisobeno tim, Ze mUZe dojit
ke kompetici endogennich latek, jako jsou hemoglobin a cytochromy, s cheldtorem. Lécivo
musi mit urcitou odolnost vici biologické transformaci nebo rozkladu. [27]

Aby se lécCivo dostalo na misto, kde se nachazi kov, jenz chceme z téla vyloucit, musi
prekonat membranové bariéry, proto musi byt dostatecné lipofilni, ale ne natolik, aby uvizlo
v membrané. Stejné tak musi byt komplex kov-cheldtor schopen opustit misto a byt vyloucen
z téla ven. Pokud je komplex pfilis objemny, mize to branit jeho pohybu. Vétsina chelatacnich
Cinidel je citlivd na pH, cozZ je tfeba brat v potaz za patologickych stav(, jako je acid6za nebo
alkaléza. Pokud se chelatacni Cinidlo dostane pouze do extracelularni tekutiny, mlze dojit
k mobilizaci kovu, ktery se zaéne hromadit v mozku a tukovych tkanich. [27]

Nékdy lze pouzit i kombinaci dvou strukturalné odlisnych chelator(, pokud je kombinace
zaloZzen na moznosti, Ze dvé chelatacni ¢inidla plsobi riznymi mechanismy, coz vede ke dvéma

odliSnym efektlim, nebo se dokonce vzajemné doplnuji. [27]
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3.2.1 Princip
Chelatotvorné latky jsou rozdilné struktury. Tvofi komplex s ionty tézkych kovd, ¢imz

odstrani jejich toxicitu. Vyraz ,cheldt” pochazi z feckého chele = klepeto. Jde o komplex
vytvoreny meziiontem kovu a latkou, ktera na své molekule nese vice vazebnych mist pro iont.
Chelat je netoxicky, eliminovan z organismu a az do vylouceni udrzuje navadzany kov, a to
dokonce i v kyselé a koncentrované moci. [7]

Béhem chelatace se kovové ionty navazi na ligandy a vzniknou chelatové komplexy. [7]

Koordinacni Cislo Zeleza je 6. Centralni atom Zeleza tedy mlzZe navazat maximalné 6
jednovazebnych ligand(. Vysledny chelat ma tvar osmisténu. Ligandy, které maji vice atomd,
jez se mohou navdzat na centrdlni atom, nazyvame dle jejich poctu dvojvaznymi, trojvaznymi
a Sestivaznymi. Stabilita vicevaznych chelator(i je mnohem vyssi v porovnani s jednovaznymi
chelatory. [7]

Atom ligandu je donorem jednoho ¢i vice elektronovych parQ (Lewisova baze). Kovovy
iont je zde vroli akceptora (Lewisova kyselina). Mezi donorem a akceptorem vznikne
koordinacné kovalentni vazba. Na hodnoté pH nebo pfitomném kovovém iontu zavisi, jaky

atom bude donorem. [5]

3.3 Redukce Zeleza

Po tom, co se cheldtory Zeleza absorbuji, mohou v organismu chelatovat Fe?* a Fe3*ionty
a tim podpofi jejich vyloudeni, nebo stejné tak mohou redukovat Fe3* na Fe?*, ¢imz zvysi tvorbu
hydroxylovych radikal, které jsou nejreaktivnéjsi znamé ROS. [5]

Chelatace i redukce jsou moinym terapeutickym nastrojem. Redukci volnych iontl
Zeleza dochazi ke katalyze Fentonovy reakce. Fentonova reakce muze byt skodliva napftiklad u

infarktu myokardu, nicméné muze najit své uplatnéni v terapii nddorovych onemocnéni. [5]

3.4 Aminokyseliny

Aminokyseliny (AMK) jsou zakladnimi stavebnimi kameny proteint a slouzi jako dusikaté
patere slouéenin, jako jsou neurotransmitery a hormony. V chemii je aminokyselina organicka
sloucenina, kterd obsahuje funkéni aminoskupinu (-NH2) i karboxylovou skupinu (-COOH),
odtud ndzev aminokyselina. Proteiny jsou fetézce aminokyselin, které se skladaji
prostfednictvim amidovych vazeb znamych jako peptidové vazby. Rozdil ve skupiné

postranniho tetézce nebo R-skupiné urcuje jedinecné vlastnosti kazdé aminokyseliny.
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Jedine¢nost raznych proteind je pak urcena tim, jaké aminokyseliny obsahuiji, jak jsou tyto
aminokyseliny usporadany v fetézci a ddle komplexni interakce, které fetézec vytvari se sebou
samym a s prostfedim. Tyto polymery aminokyselin jsou schopny produkovat rozmanitost,
kterou lze vidét v Zivé pfirodé. Existuje pfiblizné 20 000 jedinecnych gen( kddujicich proteiny,
odpovédné za vice nez 100 000 jedinecnych proteint v lidském téle. Pfestoze se v pfirodé
vyskytuji stovky aminokyselin, pouze asi 20 aminokyselin je zapotfebi k vytvoreni vSech
proteinll nachdzejicich se v lidském téle a vétSiné ostatnich forem Zivota. Téchto 20
aminokyselin jsou vsechny L-izomery, a-aminokyseliny. VSechny, kromé glycinu, obsahuji
chirdlni alfa uhlik. A vSechny tyto aminokyseliny jsou L-izomery s R-absolutni konfiguraci kromé
glycinu (Zadné chiralni centrum) a cysteinu (s-absolutni konfigurace, kvli R-skupiné obsahuijici
siru). Je tfeba zminit, Ze aminokyseliny selenocystein a pyrolysin jsou povazovany za 21. a 22.
aminokyselinu. Jsou to neddvno objevené aminokyseliny, které se mohou zaclenit
do proteinovych fetézcl béhem syntézy ribozomalnich proteinu. Pyrolysin je funkéni v Zivych
organismech; lidé vSak pyrolysin pfi syntéze proteini nepouZivaji. Téchto 22 aminokyselin
mUze byt také modifikovano prostfednictvim posttranslaéni modifikace, aby se ptidala dalsi

rozmanitost pri vytvareni proteint. Mezi 20 az 22 aminokyselin, které tvofri proteiny, patfi: [9]

e Alanin, Arginin, Asparagin, Asparagova kyselina, Cystein, Glutamova kyselina,
Glutamin, Glycin, Histidin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, Fenylalanin, Prolin,
Serin, Threonin, Tryptofan, Tyrosin, Valin, Selenocystein (nepouzivd se pfi syntéze

lidskych protein(), Pyrolysin (nepouZziva se pfi syntéze lidskych protein()

3.4.1 Fyzikdlni a chemické vlastnosti aminokyselin

Témér vSechny prirodni aminokyseliny, které tvofi proteiny, maji ve své strukture a-
uhlik, na ktery se vaie karboxylova skupina, primarni aminoskupina a postranni rfetézec
charakteristicky pro kazdou z aminokyselin. Vyjimku tvofi prolin, protoze obsahuje sekundarni

aminoskupinu.
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Obecné struktura aminokyselin

H O

T
H N T C OH

amino skupina karboxylova skupina

R

postranni fetézec

Obrazek ¢. 4 — obecna struktura aminokyselin

Kazdd aminokyselina (kromé prolinu, ktery ma sekundarni aminoskupinu) obsahuje
karboxylovou skupinu, primarni aminoskupina a vyrazny postranni fetézec navazany na atom
uhliku a. Pti fyziologickém pH (pfiblizné pH 7,4) je karboxylova skupina disociovana za vzniku
zaporné nabitého karboxylatového iontu (-COO") a aminoskupina je protonovana (-NH3*).
V proteinech jsou témér vSechny tyto karboxylové a aminoskupiny spojeny prostfednictvim
peptidové vazby a obecné nejsou dostupné pro chemickou reakci kromé tvorby vodikové
vazby. Roli AMK tedy nakonec urcuje povaha postrannich tetézcl. Je proto uZitecné
klasifikovat aminokyseliny podle vlastnosti jejich postrannich fetézcu, to znamena, zda jsou
nepoldrni (maji rovhomérné rozlozeni elektrontl) nebo polarni (maji nerovnomérné rozlozeni
elektrond, jako jsou kyseliny a zasady). [28]

a-uhlik aminokyseliny je pfipojen ke ¢tyfem rlznym chemickym skupindm a je to tedy
chiralni neboli opticky aktivni atom uhliku. Glycin je vyjimkou, protoze jeho a-uhlik ma dva
vodikové substituenty, a proto je opticky neaktivni. Aminokyseliny, které maji asymetrické
centrum na a-uhliku, mohou existovat ve dvou formach, oznacenych D a L, které jsou
vzajemnymi zrcadlovymi obrazy. Tyto dvé formy se v kazdém pdru nazyvaji stereoizomery,
optické izomery nebo enantiomery. VSechny aminokyseliny nalezené v proteinech maji L-
konfiguraci. b-aminokyseliny se vSak nachazeji v nékterych antibiotikdch a ve sténach
rostlinnych a bakteridlnich bunék. Aminokyseliny ve vodném roztoku obsahuji slabé kyselé a-
karboxylové skupiny a slabé bazické a-aminoskupiny. Kromé toho kazda z kyselych a bazickych
aminokyselin obsahuje ve svém postrannim fetézci ionizovatelnou skupinu. Tedy jak volné

aminokyseliny, tak nékteré aminokyseliny spojené v peptidovych vazbach, mohou pUsobit
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jako pufry. Pfipomenme, Ze kyseliny mohou byt definovany jako donory protonu a zasady jako

akceptory proton(. [28]

3.4.2 Rozdéleni zakladnich aminokyselin
Ve vyZivé jsou aminokyseliny klasifikovany jako esencidlni nebo neesencialni. Tyto

klasifikace vyplynuly z ranych studii o lidské vyZivé, které ukazaly, Ze pro rlst nebo dusikovou
bilanci jsou nutné specifické aminokyseliny, i kdyz existuje dostateéné mnozstvi alternativnich

aminokyselin. [9]

3.4.2.1 Esencidlni aminokyseliny

Esencidlni aminokyseliny, také zndmé jako nepostradatelné aminokyseliny, jsou
aminokyseliny, které si lidé a jini obratlovci nedokdzou syntetizovat z metabolickych
meziproduktl. Tyto aminokyseliny musi byt dodavany z exogenni stravy, protoze lidské télo
postrada metabolické cesty potfebné k syntéze téchto aminokyselin. Ackoli jsou moziné
variace v zavislosti na metabolickém stavu jednotlivce, obecné se predpokladd, Ze existuje
devét esencidlnich aminokyselin: fenylalanin, valin, tryptofan, threonin, isoleucin, methionin,
histidin, leucin a lysin. Pokud jde o vyZivu, devét esencialnich aminokyselin Ize ziskat jedinym
kompletnim proteinem. Kompletni protein podle definice obsahuje vSechny esencialni
aminokyseliny. Kompletni bilkoviny obvykle pochdzeji z ZivociSnych zdrojh vyZivy, s vyjimkou
séji. Esencidlni aminokyseliny jsou také dostupné z neuplnych bilkovin, coz jsou obvykle

potraviny rostlinného pavodu. [9]

3.4.2.2 Neesencidlni aminokyseliny
Neesencialni, také znamé jako postradatelné aminokyseliny, mohou byt ze stravy

vylouceny. Lidské télo dokaze tyto aminokyseliny syntetizovat pouze za pouziti esencidlnich
aminokyselin. Pro vétsinu fyziologickych stavll u zdravého dospélého je vyse uvedenych devét

aminokyselin jedinymi esencidlnimi aminokyselinami. [9]

3.4.2.3 Semiesencidlni aminokyseliny

Urcité aminokyseliny jsou ,,podminéné esencidlni“ v zavislosti na metabolickém stavu
subjektu. Napriklad, ackoli zdravy dospély muze byt schopen syntetizovat tyrosin z
fenylalaninu, malé dité nemusi mit vyvinuty pozadovany enzym (fenylalanin hydroxylasu) k

provedeni této syntézy, a tak by nebylo schopno syntetizovat tyrosin z fenylalaninu, takze
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tyrosin je esenciadlni aminokyseliny za téchto okolnosti. Tento koncept se také objevuje
u rdznych chorobnych stavi. V zdsadé mohou odchylky od standardniho metabolického stavu
zdravého dospélého uvést télo do metabolického stavu, ktery vyZzaduje vice nez standardni

esencialni aminokyseliny, aby byla zajiSténa dusikova rovnovaha. [9]

Obecné plati, Ze optimdlni pomér esencidlnich aminokyselin a neesencialnich
aminokyselin vyZaduje rovnovahu zavislou na fyziologickych potfebdch, které se mezi
jednotlivci lisi. Nalezeni optimalniho poméru aminokyselin v celkové parenteralni vyzivé
pro onemocnéni jater nebo ledvin je dobrym pfikladem rGznych fyziologickych stavi
vyzadujicich rlzny pfijem Zivin. Proto mohou byt terminy ,esencidlni aminokyseliny”
a ,neesencidlni aminokyseliny” zavadéjici, protoze vSechny aminokyseliny mohou byt
nezbytné pro zajisténi optimalniho zdravi. [9]
3.4.2.4 Aminokyseliny s nepoldrnim postrannim fetézcem

Tyto aminokyseliny maji nepolarni postranni retézec, tedy uhlovodikovy fetézec, u
kterého nedojde k odevzdani nebo pfijmu protonl vodiku. Nedochazi tedy k tvorbé
vodikovych ani iontovych vazeb. Postranni fetézce podporuji hydrofobni interakce, maji tedy
hydrofobni charakter. Mezi nepoldrni AMK fadime glycin, alanin, valin, leucin, izoleucin,

fenylalanin, tryptofan, methionin a prolin. [5, 29]
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Glycin se sklada z jednoho uhliku pfipojeného k amino a karboxylové skupiné. Jeho mala
velikost mu pomaha fungovat jako flexibilni ¢lanek v proteinech a umoznuje tvorbu helix(,
extracelularni signdlni molekuly, rozpoznava mista na bunéénych membranach a enzymech.
UmozZnuje mu vyskyt v organismu i na mistech nedostupnych pro ostatni AMK. [14, 5]
Tryptofan a fenylalanin maji postranni fetézce aromatické povahy. Prolin se ¢asto oznacuje
jako iminokyselina, nebot obsahuje péticlenny cyklus, jehoZ soucasti je sekundarni
aminoskupina. Diky této unikatni strukture pfispiva k tvorbé kolagennich vilaken, a ne zfidka

prerusuje a-helixy globularnich proteind. [5]

3.4.2.5 Aminokyseliny s poldrnim neutrdlnim postrannim rFetézcem

Aminokyseliny obsahujici polarni skupiny -OH, -SH, -CONH,, nebo heterocyklickou
strukturu. Patfi sem aminokyseliny serin, threonin, tyrosin, cystein, asparagin, glutamin,
tryptofan. [29] Pfi neutralnim pH maji vSechny nulovy naboj. V zasaditém prostifedi mohou

cystein a tyrosin poskytovat proton vodiku. [5]
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Obrazek ¢. 6

Spole¢nou vlastnosti serinu, threoninu a tyrosinu je hydroxylova skupina, ktera
umoziuje tvorbu vodikovych vazeb nebo vazbu fosfatové skupiny. Odlisnost tyrozinu tkvi
v aromatickém charakteru jeho postranniho retézce. Cystein ve své struktuie obsahuje

thiolovou skupinu, kterd je vyznamnou soucasti aktivniho mista mnoha enzym(. Dojde-li



k navazani dvou molekul cysteinu, vznikd dimer cystinu. Asparagin a glutamin maji
v postrannim fetézci amidovou skupinu, ta také muzZe tvofit vodikové vazby. [5]
3.4.2.6 Aminokyseliny s poldrnim kyselym retézcem

Mezi kyselé aminokyseliny fadime kyselinu asparagovou a glutamovou. Mohou
poskytnout proton vodiku. V obou postrannich fetézcich maji karboxylovou skupinu. Mize
zde vznikat karboxylova skupina se zdpornym nabojem, pokud jsou AMK ve fyziologickém
prostiedi. Postranni fetézce jsou tedy zcela ionizovany. V plné ionizovaném stavu je nazyvame

aspartat a glutamat. Typickymireakcemi pro tyto aminokyseliny jsou tvorby esterd, anhydrid(

a amidu. [5]
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Obrazek ¢. 7
3.4.2.7 Aminokyseliny s poldrnim zdsaditym retézcem

Zasadité aminokyseliny obsahuji vice nei jednu bazickou skupinu. Radime sem lysin,
arginin, histidin. Maji postranni retézce, jez jsou schopny pfijmout vodikové protony. Soucasti
postranniho retézce lysinu je primarni aminoskupina. Imidazolova skupina je soucasti histidinu

a guanidinova skupina argininu. [5]
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Arginin a lysin jsou pfi fyziologickém pH plné ionizovany a jsou nositeli kladného naboje.
Histidin je slabou zasadou, nebot je ve volné formé z vétsi ¢asti bez naboje. Pokud je vsak
soucasti proteinu, miZe mit postranni fetézec podle prostiedi polypeptidového fetézce bud
pozitivni, nebo neutralni ndboj. Této vlastnosti vyuzivaji nékteré proteiny pro svou spravnou
funkci, napf. hemoglobin. Také pro enzymatickou katalyzu hraje imidazolova skupina histidinu

jedineénou roli. [5]

3.4.3 Peptidy
Peptidy jsou pojmenovany na zakladé poctu aminokyselinovych zbytkd v sekvenci.

Pokud dojde ke spojeni 10-20 aminokyselinovych zbytkd, ziskame oligopeptid. In vivo je kazda
aminokyselina vazana na amino-konec jedné aminokyseliny za vzniku peptidového retézce.
Nerozvétveny tfetézec tvoreny vice nez 20 aminokyselinami je povazovany za polypeptid.
Kazda aminokyselina obsazend v peptidu se nazyvd ,zbytek”, protoZe to je ¢ast zbyvajici
po ztraté vody pfi dehydratacni reakci. Syntéza peptidu zdvisi na tfech hlavnich reakcich:
1. aminokyselina prochazi krokem deprotekce, pfipravnou reakci, kterda pridava dalsi
aminokyselinu do fetézce, a nakonec spojovaci reakci, kterd tvofi konecny peptid s danou
funkci. Ve druhém kroku se aminokyselina aktivuje nékolika ¢inidly. Tato karboxylova kyselina
v aminokyseliné bude reagovat za vzniku aktivované formy, ktera pak vstoupi do vazebné
reakce. Po jednom kole syntézy peptidu je tento proces opakovatelny, aby se ptidaly dalsi
aminokyseliny, dokud se nevytvori pozadovana délka peptidu. Peptidové vazby jsou odolné
vicéi podminkam, které denaturuji proteiny, jako jsou zvysené teploty a vysoka koncentrace
mocoviny. Aminokyseliny maji vSechny stejnou obecnou strukturu, s kladnym nabojem
na dusiku a zapornym nabojem na karbonylové skupiné. Peptidova vazba vytvorena v aktivnim
misté ribozomu ma charakter ¢astecné dvojné vazby. Tato vazba je tuzsSi a rovinnéjsi
nez jednoducha vazba, protoze dvojné vazby jsou kratsi a silnéjsi a vyzaduji vice volné energie
k jejich rozbiti. Vzhledem ke sterické interferenci R skupin je vazba témér vzdy trans vazba.
Povaha vazby brani Uplné volné rotaci mezi karbonylovym uhlikem a dusikem peptidové
vazby. Vazby mezi ostatnimi atomy uhliku se vSak mohou volné otacet. Tato konfigurace

umoznuje vytvoreni vice konfiguraci a izomeru peptidd. [15]
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3.4.4 Fyziologicka funkce aminokyselin
Aminokyseliny (AMK), spolec¢né s cukry a tuky, patfi mezi pro Zivot nejdllezitéjsi

makronutrienty. AMK jsou ve formé bilkovin a bilkovinnych komplex( stavebnimi kameny
naseho bunééného aparatu a tvofi hormony a enzymy, jenz reguluji a fidi metabolismus.
Kromé toho bunéénym metabolismem AMK vznikaji dllezité latky jako napf. puriny,
pyrimidiny, neurotransmitery atd. Na rozdil od tuk(i a sacharidi se AMK v lidském téle
neukladaji na Zadném vyhrazeném misté a k jejich uloZeni dojde aZ v pripadé jejich deficitu.
Toho je dosazeno bunéénymi mechanismy, jako je recyklace aminokyselin prostfednictvim
autofagie a zpracovani protein( v lysozomu, zaroven dochazi k fyziologickym proceslim jako
je utlum bunécného obratu tkani spotfebovavajicich AMK, inhibici proteosyntézy v klidovych
tkanich a kontrole ureageneze odpovidajici pfisunu bilkovin v potravé. Nicméné nékteré
dllezité biochemické drahy vyZaduji ztraty aminoskupiny, tudiz je potfeba tyto ztraty nahradit
potravou bohatou na proteiny. ProtoZe jsou vysoce rozpustné a velmi dobfe snaseny
pokozkou, vyrabi se z nich kosmetické pfipravky. [11]

V téle se nachdzeji vazané jako soucast proteinli nebo volné. Patfi mezi biologicky
bezpecné latky, jez se pouZivaji pro potravinarské ucely i mimo né. Aminokyseliny a dalsi
potravinové slozky Ize rozdélit podle jejich funkce na nutri¢ni, senzorické a regulacni. [10]

Mezi jejich nutriéni funkci patfi zajisSténi pfijmu esencidlnich aminokyselin potravou.
Naproti tomu jist bilkoviny s aminokyselinovou nerovnovédhou vede k nedostatku esencialnich
aminokyselin. Nékteré rostlinné bilkoviny postradaji urcité aminokyseliny (tj. lysin
v obilovinach), které jsou nezbytné pro rust zvifat; proto se tyto aminokyseliny ¢asto pridavaji
do urcitych potravin, aby se obohatila jejich nutri¢ni hodnota. Navic u jedinc(, ktefi nemohou
jist proteiny, se aminokyselinové pripravky pouzivaji pro nutricni management patologickych
stavu. [10]

Co se tyce senzorické funkce, nékteré aminokyseliny vykazuji jednu nebo vice z péti chuti
(sladkost, kyselost, slanost, horkost a umami) a pouzivaji se k dochuceni zpracovanych
potravin. [10]

Aminokyseliny maji i regulacni funkci, napriklad leucin zvySuje anabolismus svalovych
proteinl, arginin ma vazodilata¢ni Ucinek a posiluje imunitu a gama aminomadselna kyselina
(GABA) reguluje krevni tlak. Kromé téchto tfi funkci, aminokyseliny Ize také pouzit jako

lékarské diagnostické nastroje a k predikci rizika rliznych onemocnéni, jako je napt rakovina,
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méFenim jejich hladin v krvi. Uginky aminokyselin na zdravi jsou tedy velmi dGleZitd zéleZitost.
[10]

Proteosyntéza, kterou oznaCujeme jako translace, je proces, pfi kterém dochazi
k pfekladu nukleotidovych sekvenci mRNA do sekvenci aminokyselin v proteinu.
Prostrfednictvim genetického kdédu se informace obsazené v sekvenci nukleové kyseliny
translaci exprimuji a vznika tak specifickd sekvence aminokyselin. Jako kodony nazyvame

nukleotidové triplety kodujici urcité aminokyseliny. [5]

3.4.5 Zdroje a pfijem aminokyselin
Hlavnim zdrojem aminokyselin jsou obecné potraviny bohaté na proteiny, jako je maso,

mlééné produkty, vejce, obiloviny a ludténiny. Zivocisné produkty poskytuji zpravidla vy3si
mnozstvi proteinl a zarovenn i kvalitnéjsi proteiny oproti produktim rostlinnym.
Pro srovnavani proteind v riznych potravinach se pouziva vajecny protein, ktery se povazuje
za kompletni. [5]

Vrostlinné fiSi se velké mnoZstvi aminokyselin nachdazi v rlznych druzich celedi
bobovitych (Fabaceae), prikladem muze byt fazol obecny (Phaseolus vulgaris L.), ktery fadime
mezi lusténiny. V lusténinach je typicky nedostatek methioninu, nicméné napftiklad fazol ma
ve svych semenech prokdzané aminokyseliny arginin, asparagin, fenylalanin a tryptofan. [5]

Obiloviny jsou bohaté na methionin, a vSak mnozstvi lysinu a tryptofanu je nizké.
Sluneénice ro¢ni (Helianthus annuus L.) obsahuje ve svych semenech albumin bohaty
na vysoky obsah methioninu. Kyselina L-glutamova a po ni charakteristicka chut ,, umami”
se ve vyznamném mnozstvi vyskytuje ve zralych plodech rajéete (Solanum lycopersicum L.).
Nezanedbatelné mnoZstvi aminokyselin miZeme najit i v Celedi chaluhovitych (Fucaceae),
kam Fadime napt. chaluhu pilovitou (Fucus serratus L.) a chaluhu bublinatou (Fucus

vesiculosus L.). [5]

3.4.6 Metabolismus aminokyselin
Po tom, co pfijmeme proteiny v potravé, dochazi k jejich stépeni v gastrointestinalnim

traktu pomoci peptidas a proteinas na jednotlivé aminokyseliny. V Zaludku je pepsin a kyselé
prostredi, které vede k denaturaci proteinll. V lumen tenkého stfeva se na traveni podili
pankreaticka S$tava obsahujici trypsin a chymotrypsin. Také na povrchu enterocytu

se nachazeji aminopeptidasy. Vysledkem traveni jsou tedy kratké peptidy a smés volnych
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AMK. Pomoci aktivniho transportu jsou volné AMK absorbovany do enterocytu. U nékterych
aminokyselin dochazi jesté k metabolizmu v enterocytu, vétSina je ale transportovana
v nezménéné formé do plazmy. Hydrofobni AMK se vazi na aloumin, hydrofilni se transportuji
volné. Vétsina AMK se metabolizuje v jatrech. [5, 30]

Nejdrive prichdzi soubor reakci, které vedou k odstranéni a-aminoskupiny a pfipadné a-
karboxylu AMK. [30]

Transaminace  pomoci aminotrasnferas ¢i  oxidacni deaminace  pomoci
glutamatdehydrogenasy zaruci odejmuti a-NH; a vylouceni nadbyte¢ného dusiku ve formé
netoxického produktu. Ze zbytku AMK se stane oxokyselina (a-ketokyselina). [30]

Pti dekarboxylaci diky histidindekarboxylase, dekarboxylase aromatickych aminokyselin
(DAAK) a glutamatdekarboxylase vznikaji biogenni aminy. [30]

Detoxikace amoniaku u ¢lovéka pak probihd v jatrech. V mocovinovém cyklu dochazi
k tvorbé mocoviny, kterd je nejedovata a dobfe rozpustnd. Tvofi hlavni organickou soucast
moci. Mocovinovy cyklus se aktivuje pfi stravé bohaté na bilkoviny nebo pfi hladovéni
a je znacné energeticky ndrocny. Dochazi k vysoké spotiebé ATP. Klicovym (regulatornim)
enzymem mocovinového cyklu je karbamoylfosfatsynthetasa I. Tento enzym neni inhibovan
koneénym produktem. [30]

Zbyla odpovidajici a-ketokyselina je ve druhé fazi katabolismu pfeménéna na béiné
meziprodukty energetického metabolismu, jako jsou oxalacetat, pyruvat, a-ketoglutarat,
fumarat, sukcinylkoenzym A, acetylkoenzym A a acetoacetat. Aminokyseliny délime
v zdvislosti na tom, ktery z meziproduktl degradace vznika, na glukogenni, ketogenni
a smiSené. Nasledné dochazi k metabolizaci meziproduktli na oxid uhli¢ity a vodu, glukosu,

mastné kyseliny nebo ketolatky. [5, 30]

3.4.7 AMK pool
Pokud ma organismus nadbytek aminokyselin (bilkovin), ulozi se tyto AMK

do aminokyselinového poolu, ktery slouzi jako okamzitd mensi zasobarna aminokyselin
v organismu. Aminokyseliny z aminokyselinového poolu se daji vyuzit dvéma zplsoby. Mohou
byt zarazeny do proteinli nebo mohou byt preménény na energii (glukdzu), kterd muze byt
nasledné uloZena do tukové tkané. Osud aminokyselin zavisi pfedevsim na celkové potrebé

organismu. [8]
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PFi stavech nedostate¢ného pfijmu esencidlnich aminokyselin, jako je zvraceni nebo
nizka chut k jidlu, se mohou objevit klinické priznaky. Mezi tyto priznaky mlze patfit deprese,
uzkost, nespavost, Unava, slabost, zpomaleni ristu u déti atd. Tyto priznaky jsou vétsSinou
zpUsobeny nedostatkem syntézy bilkovin v téle kvali nedostatku esencialnich aminokyselin.
PoZadovana mnozZstvi aminokyselin jsou nezbytna k produkci neurotransmiter(, hormond,
rastu svali a dalSich bunéénych procesl. Tyto nedostatky se obvykle vyskytuji v chudsich
Castech svéta nebo u starSich dospélych s nedostateénou péci. [9]
podvyZivou a nedostatecnym pfijmem esencidlnich aminokyselin. Kwashiorkor je forma
malnutrice charakterizovana perifernim edémem, suchou olupujici se klzi s hyperkeratdzou
a hyperpigmentaci, ascitem, poruchou funkce jater, imunitnim deficitem, anémii a relativné
nezménénym sloZzenim svalovych bilkovin. Je ddsledkem stravy s nedostatkem bilkovin, ale
dostatecnym mnoZstvim sacharidd. Marasmus je forma podvyZivy charakterizovana

chradnutim, zpiisobenym nedostatkem bilkovin a celkové nedostate¢nym pfijmem kalorii. [9]

3.4.8 Vztah AMKk Zelezu
Jak je psano v kapitole 3.1, Zelezo ma jednak duleZitou roli v podobé soucdsti enzymi

pro jeho oxido-redukéni potencidl v metabolismu mnoha latek, tak i ve schopnosti vazat kyslik.
V organismu je vdzdano na hemoproteiny (hemoglobin, myoglobin). Pokud se vSak nachazi
v nevazané formé, dochazi k poskozeni organismu v dlsledku oxida¢niho stresu. Chelatacni
terapii se tak mGzeme volného Zeleza zbavit. [5]

Aminokyseliny tvoti spolecné se Zelezem chelat. Tyto chelaty, jsou obecné produkovany
reakci mezi ligandy a kovovymi ionty, které maji mocenstvi dvé nebo vice, za vytvoreni
kruhové struktury. V takové reakci mohou elektrony dostupné z elektron-donorové skupiny
ligandu uspokojit kladny elektricky naboj kovového iontu. Konkrétné byl termin "chelat"
definovdn jako kombinace iontu kovu vazaného na jeden nebo vice ligandl za vzniku
heterocyklické kruhové struktury. Podle této definice mulZe byt tvorba cheldtu
prostfednictvim neutralizace kladného naboje (nabojl) kovového iontu prostfednictvim
tvorby iontovych, kovalentnich nebo koordinacnich kovalentnich vazeb. Alternativni
a modernéjsi definice terminu "chelat" vyzaduje, aby byl kovovy iont navazan k ligandu
vyhradné koordina¢nimi kovalentnimi vazbami tvoficimi heterocyklicky kruh. V obou

pfipadech jsou definice, které popisuji kovovy iont a ligand tvofici heterocyklicky kruh.

29



Chelataci lze potvrdit a odlisit od smési slozek infracervenym spektrem prostfednictvim
srovnani délky vazeb nebo posunu absorpce zplisobené tvorbou vazby. [24]

Podrobnéji s ohledem na cheldaty aminokyselin, se karboxylovy kyslik a aminoskupina
aminokyseliny vaZou s kovovym iontem. Takovy péti¢lenny kruh je definovan atomem kovu,
karboxylovym kyslikem, karbonylovym uhlikem, a-uhlikem a a-amino dusikem. Skutecna
struktura bude zaviset na moldrnim poméru ligandu ke kovu a na tom, zda karboxylovy kyslik
tvori koordinacni kovalentni vazbu nebo iontovou vazbu s kovovym iontem. Obecné je molarni
pomér ligandu ke kovu alespori 1:1avyhodné 2 :1 nebo 3: 1.V urcitych ptipadech vsak mize
byt pomér 4 : 1. Nejtypictéji cheldt aminokyseliny s dvojmocnym kovem muZe byt

reprezentovan v molarnim poméru ligandu ke kovu 2 : 1 takto: [24]

H Hy -
R—C——N Oo—C—
\M/
o=—cC o’/ SN— R
— H, H

Obrazek €. 9 — cheldt aminokyseliny s dvojmocnym kovem

Ve vySe uvedeném vzorci pferusované cary predstavuji koordinacné kovalentni vazby,
kovalentni vazby nebo iontové vazby. M predstavuje kov, jako je Zelezo. Dale, kdyZ R je H,
aminokyselina je glycin, ktery je nejjednodussi z a-aminokyselin. Nicméné, R by mohlo byt
predstavitelem jakéhokoli jiného postranniho fetézce, ktery, kdyz je vzat v kombinaci
se zbytkem ligandové struktury (struktur), vede k jakékoli z dalSich asi dvaceti pfirozené
se vyskytujicich aminokyselin odvozenych z proteinl. VSechny aminokyseliny maji stejnou
konfiguraci pro umisténi karboxylového kysliku a a-amino dusiku vzhledem ke kovovému
iontu. [24]

Vezmeme-li jako priklad chelaty aminokyselin Zeleza, jedna vyhoda chelatl
aminokyselin v oblasti minerdlni vyZivy je pfipisovana skuteCnosti, Ze tyto chelaty Zeleza
mohou byt snadno absorbovany ze stfeva a do bunék sliznic pomoci aktivniho transportu.
Jinymi slovy, Zelezo muze byt absorbovano spolu s aminokyselinami jako jedna jednotka
vyuzivajici aminokyseliny jako molekuly nosice. Proto vznikaji problémy spojené s konkurenci

Zeleza o aktivni misto. [23]
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Odborna literatura naznacuje, Ze nékolik aminokyselin maze zvysit absorpci Zeleznatého
iontu. Histidin a lysin vyznamné zvysily absorpci Zeleza podavaného v Zelezité formé
z ligovanych, in vivo, duodendlnich segmentll, zatimco glutamin, kyselina glutamova,
methionin a glycin nikoli. Dale, histidin neni u¢inny, pokud je poddvan intraperitonedlné nebo
pokud je vloZen do stfevniho segmentu sousediciho s tim, do kterého je podavano Zelezo. Kdyz
je histidin pridan k roztoku Zelezitych iontl, ktery obsahuje kyselinu askorbovou, zvysi se
absorpce nad rdmec pozorovany u samotné kyseliny askorbové. Histidin zvysi vychytavani
Zeleza pouze tehdy, pokud jsou histidin a Zelezo podavany ve stejném roztoku. To naznacuje
urcitou pfimou reakci mezi Zelezem a histidinem a je v souladu s hypotézou, Ze se tvofi
a nasledné absorbuje cheldt aminokyselina-Zelezo. ProtozZe je histidin produktem hydrolyzy
bilkovin v gastrointestinalnim traktu, mdze se podilet na normalni absorpci Zeleza. [23]

3.4.9 Testované latky

3.4.9.1 1-asparagovd kyselina
Kyselina L-asparagova je L-enantiomer kyseliny asparagové. Hraje roli jako metabolit

Escherichia coli, mysi metabolit a neurotransmiter. Je to proteinogenni aminokyselina
aspartatové rodiny. Jedna se o konjugovanou kyselinu L-aspartatu.

Jedna z neesencialnich aminokyselin béZné se vyskytujicich v L-formé. Nachazi se u zvirat
a rostlin, zejména v cukrové trtiné a cukrové repé. MiZe byt neurotransmiterem.

L-aspartat je povaZovan za neesencialni aminokyselinu, coz znamen3, Ze za normalnich
fyziologickych podminek je v téle syntetizovdano dostate€né mnozZstvi aminokyseliny
pro uspokojeni télesnych pozZadavk(. L-aspartat vznikd transaminaci meziproduktu
oxalacetatu Krebsova cyklu. Aminokyselina slouzi jako prekurzor pro syntézu proteing,
oligopeptidl, purinG, pyrimidinG, nukleovych kyselin a L-argininu. L-aspartat je glykogenni
aminokyselina a mlze také podporovat produkci energie prostfednictvim svého metabolismu
v Krebsové cyklu. Tento posledni fakt byl didvodem pro tvrzeni, Zze doplnkovy aspartat ma
ucinek proti unavé na kosterni svalstvo, coz nebylo nikdy jednoznacné potvrzeno. [16]

(0]

OH
OH

O NH2

Obrazek €. 10 — L-asparagova kyselina
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3.4.9.2 i-glutamovad kyselina
Kyselina L-glutamova je opticky aktivni forma kyseliny glutamové s L-konfiguraci. Ma roli

nutraceutika, mikroziviny, metabolitu Escherichia coli, mysiho metabolitu, induktoru
ferroptdzy a neurotransmiteru. Proteinogenni aminokyselina z rodiny glutaminu. [17]

Kromé toho, Ze je kyselina glutamova jednim ze stavebnich kamenU pfi syntéze
proteinl, je nejbéznéjSim excitatnim neurotransmiterem v centralnim nervovém systému
a prekurzor pro syntézu GABA v GABAergnich neuronech. Kortikdlni excitabilita odrazi
rovnovahu mezi excitaci a inhibici. Glutamat je hlavni excita¢ni a GABA hlavni inhibi¢ni
neurotransmiter v mozkové k0rfe savclO. PovaZovan za prirodni "potravu pro mozek"
pro zlepseni mentdlnich schopnosti; pomaha urychlit hojeni vied(; "vytahuje" z Unavy;
pomaha kontrolovat alkoholismus, schizofrenii a touhu po cukru. [17]

Zmény v metabolismu glutamdtu a GABA mohou hrat dlleZitou roli pfi kontrole
kortikalni excitability. Glutamat je metabolicky prekurzor GABA, ktery mUZe byt recyklovan
cyklem trikarboxylovych kyselin za ucelem syntézy glutamatu. Syntéza GABA je mezi
neurotransmitery jedinecnda, mda dvé samostatné izoformy enzymu fidiciho rychlost,
dekarboxylazy kyseliny glutamové. Potfeba dvou samostatnych gend na dvou chromozomech
pro fizeni syntézy GABA neni vysvétlena. Dva metabolity GABA (homokarnosin a pyrrolidinon)
jsou pfitomny v jedinecné vysokych koncentracich v lidském mozku a maji zasadni vliv
na metabolismus GABA. Oba tyto metabolity GABA maji antikonvulzivni vlastnosti. Vyznamna
role, kterou aminokyselina glutamat prebira v fadé zakladnich metabolickych drah, je stale
[épe chdpdna. Glutamat usnadnuje syntézu i degradaci aminokyselin. V jatrech je glutamat
koncem pro uvolfovani amoniaku z aminokyselin a intrahepatickd koncentrace glutamatu
moduluje rychlost detoxikace amoniaku na mocovinu. V B-bunkach pankreatu oxidace
glutamatu zprostfedkovavd aminokyselinami stimulovanou sekreci inzulinu. Glutamat je také
prekurzorem inhibi¢niho neurotransmiteru GABA, stejné jako glutaminu, potencialniho
mediatoru hyperamonemické neurotoxicity. Nedavna identifikace nové formy vrozeného
hyperinzulinismu spojeného s asymptomatickou hyperamonémii pfisuzuje oxidaci glutamatu
glutamatdehydrogenasou dulezitéjsi roli, nez jaka byla dfive uznavana pfi sekreci inzulinu B-
bunék a detoxikaci amoniaku v jatrech a centralni nervové soustavé (CNS). Poruchy
metabolismu glutamatu se podileji na jinych klinickych poruchdch, jako jsou zachvaty zavislé

na pyridoxinu, coZ potvrzuje duleZitost neporuseného metabolismu glutamatu. [17]
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Obrazek ¢. 11 — L-glutamova kyselina

3.4.9.3 L-cystein
Cystein je u lidi neesencidlni aminokyselina obsahuijici siru, pfibuzna cystinu. Cystein je

dllezity pro syntézu bilkovin, detoxikaci a rlizné metabolické funkce. Cystein, ktery se nachazi
v B-keratinu, hlavnim proteinu v nehtech, pokoZce a vlasech, je dlilezity pro produkci kolagenu
a také pro pruznost a texturu pokozky. Cystein je také nezbytny pfi vyrobé aminokyseliny
taurinu, je slozkou antioxidantu glutathionu a hraje roli v metabolismu zakladnich
biochemickych latek, jako je koenzym A, heparin a biotin. [18]

L-cystein je opticky aktivni forma cysteinu s L-konfiguraci. Plsobi jako Cinidlo upravujici
mouku, lidsky metabolit a inhibitor histidin amoniak-lyasy (EC 4.3.1.3). Je to aminokyselina
serinové rodiny, proteinogenni aminokyselina, cystein a L-a-aminokyselina. [18]

Adukty acetaminofenu a cysteinu (APAP-CYS) jsou sérovym biomarkerem expozice
acetaminofenu, ktery se tvofi, kdyz se oxidaéni metabolit acetaminofen vaze na cysteinové
zbytky jaternich proteind. Adukty APAP-CYS se zvySuji v pfipadech akutniho selhani jater
po preddvkovani acetaminofenem a byly navrZeny jako diagnosticky nastroj k identifikaci
akutniho selhani jater vyvolaného acetaminofenem, kdyz standardni testovani neni prakazné.

Diky této schopnosti podstupovat redoxni reakce ma cystein antioxidacni vlastnosti.
Cystein je dllezitym zdrojem siry v lidském metabolismu, a prestoze je klasifikovan jako
neesencialni aminokyselina. Cystein mlZe byt nezbytny pro kojence, starsi osoby a jedince
s uréitym metabolickym onemocnénim nebo trpici malabsorpénimi syndromy. Mlize byt

v urcitém okamziku uvadén jako esencidlni nebo podminéné esencialni aminokyselina. [18]
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3.4.9.4 L-cystin
L-cystin je L-enantiomer aminokyseliny cystinu obsahujici siru. M3 roli jako cinidlo

pro upravu mouky, lidsky metabolit, metabolit Saccharomyces cerevisiae, mysi metabolit
a inhibitor aspartat-semialdehyddehydrogenazy (EC 1.2.1.12). Je to cystin, derivat L-cysteinu
a neproteinogenni L-a-aminokyselina. Jedna se o konjugovanou kyselinu L-cystinového
aniontu. Je to enantiomer D-cystinu a tautomer L-cystinového zwitterionu. [19]

Je to derivat obsahujici siru. L-cystin je kovalentné vazana dimerni neesencidlni
aminokyselina vytvorend oxidaci thiolovych postrannich fetézcd cysteinu. Dvé molekuly
cysteinu jsou spojeny dohromady disulfidovym muistkem za vzniku cystinu. Funguje jako
antioxidant a chrani tkané pred zarenim a znecisténim, ¢imZz zpomaluje proces starnuti.
Napomaha také syntéze bilkovin. Cystin se hojné vyskytuje v mnoha proteinech kosternich
tkani a kGize a nachazi se v inzulinu a travicich enzymech chromotrypsinogenu A, papainu
a trypsinogenu. [19]

Tvrdi se, Ze L-cystein ma protizanétlivé vlastnosti, Ze mlze chranit pred rlznymi toxiny
a ze mlZe byt uzZiteCny pfi osteoartroze a revmatoidni artritidé. Nez bude mozné L-cystein
indikovat pro néktery z téchto stavd, bude tfeba provést dalsi vyzkum. Dosavadni vyzkum
probihal vétSinou na zvifecich modelech. [19]

Cystin je chemicka latka, kterd se pfirozené vyskytuje jako usazenina v moci a pfi
ukladani v ledvinach. Maze tvofrit zubni kdmen (tvorba tvrdého mineralu). Cystin je nutny
pro spravné vyuziti vitaminu B6 a také pomaha pii hojeni popdlenin a ran, odbourava
usazeniny hlenu pfi nemocech, jako je bronchitida nebo cysticka fibréza. Cystin také pomaha
pfi zasobovani slinivky brisni inzulinem, ktery je potfebny pro asimilaci cukr( a Skrob(. Zvysuje
hladinu glutathionu v plicich, jatrech, ledvinach a kostni dfeni, coz mGze mit na télo ucinek

proti starnuti tim, Ze redukuje statecké skvrny atd. [19]
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Obrazek €. 13 - L-cystin

3.4.9.5 (-histidin
Histidin je semi-esencidlni aminokyselina (déti by ji mély ziskdvat z potravy) potrebna

u lidi pro rlst a obnovu tkdni. Histidin je dlleZity pro udrZzovani myelinovych pochev, které
chrani nervové bunky a je metabolizovan na neurotransmiter histamin. Histaminy hraji mnoho
roli v imunité, Zaludecni sekreci a sexudlnich funkcich. Histidin je také nezbytny pro tvorbu
krevnich bunék a chrani tkané pred poskozenim zplsobenym zarenim a tézkymi kovy. [20]

L-histidin je L-enantiomer aminokyseliny histidin. Hraje roli jako nutraceutikum,
mikrozivina, metabolit Saccharomyces cerevisiae, metabolit Escherichia coli, lidsky metabolit,
metabolit fas a mysi metabolit. Je to proteinogenni aminokyselina, histidin a L-alfa-
aminokyselina. Je to konjugovand baze L-histidinia (1+). Je to konjugovana kyselina L-
histidinatu (1-). Je to enantiomer D-histidinu a tautomer L-histidinového zwitterionu. [20]

Ucinky doplfikového L-histidinu jsou zcela nejasné. M{ze mit uréitou imunomodulaéni
i antioxidacni aktivitu. L-histidin mUZe byt indikovan pro pouZiti u nékterych pacientt
s revmatoidni artritidou. Neni indikovan k Iécbé anémie nebo urémie nebo ke snizeni
sérového cholesterolu. [20]

Nachazi se hojné v hemoglobinu a pouziva se pfi lé¢bé revmatoidni artritidy, alergickych
onemocnéni, viedll a anémie. Nedostatek mizZe zpUsobit Spatny sluch. [20]
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Obrazek €. 14 - L-histidin
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3.4.9.6 L-methionin
Methionin je jednou z deviti esencidlnich aminokyselin u lidi (poskytovanych potravou).

Methionin je nezbytny pro rlst a obnovu tkani. Jedna se o aminokyselinu s obsahem siry.
ZlepsSuje tonus a poddajnost pokozky, vlasli a posiluje nehty. Sira poskytovanad methioninem
se Ucastni mnoha detoxikacnich procest, chrani bunky pred znecistujicimi latkami, zpomaluje
starnuti bunék a je nezbytna pro absorpci a biologickou dostupnost selenu a zinku. Methionin
chelatuje tézké kovy, jako je olovo a rtut, ¢imz napomaha jejich vyluovani. Pisobi také jako
lipotropni ¢inidlo a zabrafuje nadmérnému ukladani tuku v jatrech. [21]

L-methionin je L-enantiomer methioninu. PUsobi jako nutraceutikum, mikronutrient,
protijed na otravu paracetamolem, lidsky metabolit a mysSi metabolit. Je to aminokyselina
aspartatové rodiny, proteinogenni aminokyselina, methionin a L-a-aminokyselina. Je
to konjugovana bdze L-methioninia a konjugovana kyselina L-methionindtu. Jednd
se 0 enantiomer b-methioninu a tautomer L-methioninového zwitterionu. [21]

PouZivd se pro syntézu proteinli, L-homocysteinu, L-cysteinu, taurinu a sulfatu.
K nezaddoucim ucinklim methioninu patfi nevolnost, zvraceni, ospalost a podrazdénost. Nemél
by byt podavan pacientim s acidézou. Methionin muze zhorsit jaterni encefalopatii u pacientd
s prokdazanym poskozenim jater, a proto by mél byt pouzivdn s opatrnosti u pacient
se zavaznym onemocnénim jater. [21]

L-methionin je hlavnim dodavatelem siry, ktera zabranuje porucham vlasu, kiiZze a nehtd.
Pomadha snizovat hladinu cholesterolu zvySenim produkce lecitinu v jatrech, snizuje jaterni tuk
a chrani ledviny. Reguluje tvorbu amoniaku a vytvarfi mo¢ bez amoniaku, ktera snizuje
podrazdéni mocového méchyre. L-methionin muiZe chrdnit pred toxickymi ucinky
hepatotoxin(, jako je acetaminofen. Methionin mize mit antioxidacéni aktivitu. [21]
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Obrazek €. 15 - L-methionin
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3.4.9.7 N- acetylcystein (N-acetyl-L-cystein)
Acetylcystein je synteticky N-acetylovy derivat a prolécivo endogenni aminokyseliny L-

cystein, prekurzoru antioxidantu glutathionu (GSH), s mukolytickymi, antioxidacnimi
a potencidlnimi cytoprotektivnimi, rakovino-preventivnimi a protizdanétlivymi aktivitami.
Po poddani projevuje acetylcystein svou mukolytickou aktivitu redukci disulfidovych vazeb
v mukoproteinech, coz vede ke zkapalnéni hlenu a snizeni jeho viskozity. Pouziva se také
k |écbé predavkovani acetaminofenem, protoze muzie obnovit vyCerpané zdsoby GSH
v hepatocytech béhem procesu detoxikace. Antioxidacni aktivita je pfisuzovana schopnosti
GSH vychytavat reaktivni formy kysliku (ROS), ¢imZz predchazi poSkozeni bunék. SniZuje
oxidacni stres, chrani bunky pred skodlivymi ucinky volnych radikald a zabranuje apoptdze
téchto bunék. Je nejucinnéjsi pfi ¢asném podani, priCemz pfinos je patrny predevsim
u pacientll lé¢enych béhem 8-10 hodin po predavkovani. Navic mlze inhibovat proliferaci,
progresi a preziti citlivych nadorovych bunék, které se pfi své proliferaci a malignim chovani
spoléhaji na signalizaci zprostfedkovanou ROS. Za urcitych okolnosti je acetylcystein schopen
indukovat apoptozu u citlivych bunék, véetné urcitych nddorovych bunék, prostfednictvim
vnitfni drahy zavislé na mitochondriich. Acetylcystein mizZe byt také schopen degradovat
Neurogenic locus notch homolog protein 2 precursor (Notch2) a tim zabranit proliferaci,
migraci a invazi v burikach glioblastomu s nadmérnou expresi Notch2. Kromé toho muze
acetylcystein inhibovat virovou stimulaci reaktivnimi kyslikovymi meziprodukty, a tim vytvaret
antivirovou aktivitu u pacientl s HIV. Acetylcystein ma také protizanétlivou aktivitu
prostfednictvim modulace drahy nuklearniho faktoru-kappa B (NF-kB) a modulace syntézy
cytokin(. [22]

Acetylcystein, také zndmy jako N-acetylcystein (NAC), je modifikovand aminokyselina,
ktera se pouziva jako protijed pfi predavkovani acetaminofenem, aby se zabranilo poskozeni
jater. Acetylcystein je hepatoprotektivni latka a nebyla spojena s vyznamnym zvySenim
sérovych enzym( béhem lécby nebo s pfipady klinicky zjevného akutniho poskozeni jater. [22]

Acetylcystein je derivat cysteinu s acetylovou skupinou pfipojenou k aminoskupiné
cysteinu. NAC je v podstaté prolécivo, které je preménéno na cystein (ve stfevé enzymem
aminoacylasou a absorbovano ve stfevé do krevniho obéhu. Cystein je klicovou slozkou
glutathionu, a proto podavani acetylcysteinu doplfuje zasoby glutathionu. Acetylcystein
se bézné pouziva u jedincu s poruchou funkce ledvin, aby se zabranilo akutnimu selhani ledvin.

Bylo prokadzano, Ze acetylcystein je ucinny pri |éCbé mirného az stfedné tézkého
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traumatického poskozeni mozku, véetné ischemického poskozeni mozku, zejména
pfi véasném podani snizuje ztraty neuron( a také snizuje kognitivni a neurologické symptomy.
N-acetylcystein je nyni Siroce pouzivan pfi |é¢bé HIV a jeho U¢innost byla popsdna u chronické
obstrukéni plicni nemoci a kontrastem indukované nefropatie. Acetylcystein se také Uspésné
pouzivd k |éCbé rdznych neuropsychiatrickych a neurodegenerativnich poruch véetné
zavislosti na kokainu, konopi a kouteni, Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby, autismu,
kompulzivnich poruch a poruch péce o télo, schizofrenie, deprese a bipolarni poruchy.
Nedavné udaje také ukazuji, Ze N-acetylcystein inhibuje svalovou Unavu a mUzZe byt pouzit
ke zvySeni vykonu pfi vytrvalostnich aktivitach a pfi cviceni. Acetylcystein také prochazi
klinickymi testy jako RK-0202, oralni vyplach pro prevenci a lé¢bu mukozitidy. Sklada se

z acetylcysteinu v polymerni matrici. [22]
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Obrazek €. 16 - N-acetyl-L-cystein
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4  Experimentalni Cast
4.1 Material

e Automatické pipety o rizném objemu (Brand, Némecko)
e Vicekanalové pipety o rizném objemu (Biohit, Némecko)

e Mikrotitracni desticky (Brand, Némecko)

4.2 Pristroje
e Analytické vahy KERN ABT 120-5DM (KERN & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

Trepacka pro mikrotitracni desticky IKA MS 3 digital (IKA®-Werke GmbH & Co.KG,

Staufen, Némecko)

e Trepacka pro zkumavky IKA VORTEX GENIUS 3 (IKA®-Werke GmbH & Co.KG, Staufen,
Némecko)

e Laboratorni ultrazvukova vana K-2L (Kraintek, s. r. 0., Podhajska, Slovensko)

e Spektrofotometr pro mikrotitra¢ni desticky SYNERGY HT Multi-Detection Microplate

Reader (BioTec Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA)

4.3 Chemikalie

Vsechny pouzivané latky byly v Cistoté p.a.
4.3.1 Chemikalie pouZivané pro méfeni s ionty Zeleza
e Chlorid médny (CuCl) (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Pentahydrat siranu médnatého (CuSO4.5H20) (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Hydroxylamin hydrochlorid (HA) (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Disodna sul kyseliny bathocuproindisulfonové (BCS) (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Hematoxylin (HEM) (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Ultracista voda (Milli-Q RG, Merck Millipore, Massachusetts, USA)
e Dimethylsulfoxid (DMSO) (Lach-Ner, Ceska republika)
4.3.2 Chemikdlie pouzivané pro pfipravu pufri

4.3.2.1 15mM acetdtové pufry opH 4,5a 5,5
e kyselina octova (CH3COOH) (Penta, Ceska republika)

e octan sodny bezvody (CH3COONa) (Penta, Ceska republika)
e Ultracista voda (Milli-Q RG, Merck Millipore, Massachusetts, USA)
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Acetatové pufry o pH 4,5 a 5,5 (octanové pufry) obsahovaly vidy 15 mM octanu sodného

a 27,3 mM kyseliny octové (pH 4,5), respektive 2,7 mM kyseliny octové (pH 5,5).

4.3.2.2 15mM HEPES pufry o pH 6,8 a 7,5
e kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonova (HEPES)

e sodna sul kyseliny 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonové (NaHEPES)

HEPES pufry o pH 6,8 a 7,5 konkrétné obsahovaly 15 mM NaHEPES a 71,7 mM HEPES (pH 6,8),
respektive 14,3 mM HEPES (pH 7,5).

4.4 Testované latky
e L-aspartatova kyselina 298% (HPLC)

e L-glutamova kyselina 299% (HPLC)
e |-cystein 297% FG

e L-cystin 298% (TLC)

e L-histidin 299% (TLC)

e L-methionin 298% (HPLC)

e L-acetylcystein 299% (TLC)

Vsechny testované latky byly zakoupeny od Sigma-Aldrich, Némecko.

4.5 Pouzivané programy a statistické vyhodnoceni

e VSechny vzorce molekul byly zhotoveny pomoci programu ChemDraw profesional
20.0.

e Pro zpracovani vysledk( do grafli bylo vyuZito programu Microsoft Excel nebo
GraphPad verze 9 (GraphPad Software, USA).

e Namérené vysledky byly zpracovany jako priamér + smérodatna odchylka vypocitana

—v)2
podle vzorce /%

e Sestaveni viech kfivek bylo za pomoci nejméné péti bod( (prvni bod 0 % chelatace az
posledni bod 100 % chelatace).

e VSechny kontroly byly zméfeny minimdlné dvakrat.

e Pro porovnani chelatacnich schopnosti vybranych latek byly pouzity 95 % konfidencni

intervaly.
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4.6 Metodika méreni s ionty Zeleza

4.6.1 Pfiprava zakladnich a pracovnich roztokd pro méfeniiontl Zeleza

4.6.1.1

4.6.1.2

4.6.1.3

Priprava roztoki pro méreni chelatace Zeleznatych iont(

Indikacni roztok ferrozinu: pripravili jsme si 5 mM indikacniho roztoku ferrozinu,
rozpusténim ndlezitého mnozstvi ferrozinu (disodna stl 4,4'-(3-(2-pyridinyl)-1,2,4-
triazin-5,6-diyl) bisbenzenesulfonova kyselina) v ultracisté vodé (Mw= 492,55
g/mol)

Zeleznaté ionty (Fe?*): pfipravili jsme si 5 mM roztok rozpusténim néleZitého
mnozstvi FeS04.7H,0 v ultracisté vodé a nasledné jsme ho dale ztedili ultracistou
vodou na pracovni roztok s koncentraci 250 uM (Mw= 278,02 g/mol)
hydroxylamin hydrochlorid (HA) - Pouze pro pH 7.5 (verze B): pfipravili jsme si
100 mM roztok rozpusténim naleZitého mnoZstvi HA v ultracisté vodé, nasledné
jsme ho zredili ultracistou vodou na pracovni roztok s koncentraci 10 mM.

PFi méreni byl vyuZit jako redukéni Cinidlo. (Mw= 69,49 g/mol)

Priprava roztoki pro méreni chelatace Zelezitych iontu

Indikacni roztok ferrozinu: stejné viz chelatace Zeleznatych iontu

Zelezité ionty (Fe3'): pfipravili jsme si 5 mM roztok rozpusténim néleZitého
mnoizstvi FeCls.6H,O v ultracisté vodé (tento roztok je dlleZité chranit pred
svétlem) a nasledné jsme ho dale zfedili ultracistou vodou na pracovni roztok
s koncentraci 2,5-7,5 mM (Mw= 270,3 g/mol) - zdsobni roztok Fe3*

hydroxylamin hydrochlorid (HA): stejné viz chelatace Zeleznatych iont(

pfiprava roztok( pro méreni redukce Zelezitych ionti

¢ Indikacni roztok ferrozinu: pripravili jsme si 5 mM indika¢ni roztok ferrozinu,

rozpusténim ndlezitého mnozstvi ferrozinu (disodna sal 4,4'-(3-(2-pyridinyl)-1,2,4-
triazin-5,6-diyl) bisbenzenesulfonova kyselina) v ultracisté vodé (Mw= 4925
g/mol)

zelezité ionty (Fe3*): pfipravili jsme si 5 mM roztok rozpusténim nalezitého
mnoizstvi FeCls.6H,O v ultracisté vodé (tento roztok je dlleZité chranit pred
svétlem) a nasledné jsme ho dale zfedili ultracistou vodou na pracovni roztok
s koncentraci 2,5-7,5 mM (Mw= 270,3 g/mol) - zdsobni roztok Fe3*

hydroxylamin hydrochlorid (HA): pfipravili jsme si 100 mM roztok rozpuéténim

nalezitého mnozstvi HA v ultracisté vodé, nasledné jsme ho ziedili ultracistou
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4.6.2

vodou na pracovni roztok s koncentraci 10 mM. Pfi méreni byl vyuzZit jako redukéni
inidlo. (Mw= 69,49 g/mol)

e tlumivy roztok o pH 4,5

Metodicky postup stanoveni chelatace Zeleznatych iontl

Pfed samotnym zacatkem pipetovani do mikrotitracni desti¢ky jsme si pfipravili roztok

testovaného chelatoru v destilované vodé, methanolu nebo DMSO o koncentracich 10 mM,

1 mMa0,1 mM.

4.6.2.1

Test s pufrem pro pH 4,5, 5,5 a 6,8 (verze A) nebo pro pH 7,5 (verze B)
Do viech jamek jsme napipetovali pfislusny pufr

Pridali jsme 50 pl chelatoru do _ a pridali jsme stejné mnozstvi
rozpoustédla do kontrolnich jamek

Pouze verze B — pfidali jsme 50 pl HA do vSech jamek

pFidali jsme 50 pl roztoku Fe?* iontd do vsech jamek

nechali jsme trfepat po dobu 2 minut

pridali jsme 50 pl roztoku ferrozinu do jamek oznacenych (X) a 50 pl destilované vody
do jamek se slepym vzorkem oznacenych ()

méfili jsme absorbenci inhed pfti vinové délce 562 nm

méfili jsme absorbanci pti vinové délce 562 nm po 5 minutach (start druhého méreni
po 4 minutach a 30 sekundach)

roztok roztok roztok
testované | testované | testované | kontrolni
latky latky latky jamky
c=10mM| c=1mM |c=0,1mM| c=0mM

ferrozin

slepy vzorek ‘4
>

Testované jamky Jamky s indikatorem

Kontrolni jamky Slepé vzorky bez indikatoru

Tabulka €. 17- Schématické zndzornéni jamek mikrotitraéni desti¢ky pfi chelataci Fe** iontd



Konecény obsah jamky:

100 i pufru

50 ul roztok chelatoru
50 ul Fe?*0,25mM
50 ul ferrozin 5mM (vodny roztok)

Verze B: + 50 ul hydroxylamin 10mM

4.6.3 Metodicky postup stanoveni chelatace Zelezitych iontd
Pfed samotnym zacatkem pipetovani do mikrotitracni desticky jsme si pfipravili roztok

testovaného chelatoru v destilované vodé nebo DMSO o koncentracich 10 mM, 1 mM

a 0,1 mM.

pro pH 4.5

e do vSech jamek jsme napipetovali 150 ml pufru o pH 4.5

e pridali jsme 50 ml roztoku chelatoru do testovanych jamek aZ na jamky s nulovou
koncentraci, kam jsme napipetovali stejné mnozstvi rozpoustédla.

e Pfipravili jsme ¢erstvy 250 uM roztok Fe3*iont( ze zasobniho roztoku Fe3*.

e Pfidali jsme 50 pl roztoku Fe3* do v3ech jamek.

e Nechali jsme tfepat po dobu 2 minut

e Pfidali jsme 50 pl HA do vSech jamek

o Nechali jsme tfepat 1 minutu

e Prfidali jsme 50 pl ferrozinového roztoku do jamek oznacenych (X) a 50 pl vody
do jamek se slepym vzorkem oznacenych (X)

e Méfili jsem absorbanci ihned a po 5 minutach pfi vinové délce 562 nm (start druhého

méreni po 4 minutach a 30 sekundach)
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roztok roztok roztok

testované | testované | testované | kontrolni
latky latky latky jamky
c=10mM| c=1mM |c=0,1mM| c=0mM

ferrozin

slepy vzorek

Testované jamky Jamky s indikatorem
Kontrolni jamky Slepé vzorky bez indikatoru

Tabulka €. 19 - Schématické znazornéni jamek mikrotitraéni desti¢ky pfi chelataci Fe** iont(

Konecény obsah jamky:

150 pl pufr o pH 4.5

50 pl roztok chelatoru

50 pl Fe3* 0,25mM (Fe?)

50 pl hydroxylamin 10mM

50 pl ferrozin 5mM (vodny roztok)

4.6.4 Metodicky postup stanoveni redukce Zelezitych iont(

Pfed samotnym pipetovanim do mikrotitracni desticky jsme si pfipravili roztok
testovaného cheldtoru v destilované vodé, methanolu nebo DMSO o koncentracich 10 mM,

1mMa0,1 mM.

Pro pufr

e napipetovali jsme 150 pl pufru _ anapipetovali
jsem 150 pl pufru o pH 4,5 do _

e pfidali jsem 50 pl roztoku cheldtoru (rozpoustédlo do jamek s nulovou koncentraci
chelatoru) do _ a 50 pl HA do _

e Pripravili jsem si Eerstvy 250uM roztok Fe3* iontd ze zadsobniho roztoku Fe3* iontd

e Pridali jsem 50 pl roztoku Fe3* do v3ech jamek

e Nechali jsem tfepat 2 minuty
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e Pridali jsme 50 pl ferrozinu do jamek oznacenych (X) a 50 V destilované vody do jamek
se slepym vzorkem oznacenych ()
e Méfili jsme absorbanci ihned pfi vinové délce 562 nm a po péti minutach (start

druhého méreni po 4 minutdch a 30 sekundach)

roztok
roztok roztok roztok ,
, , i testované ,
testované | testované | testované , kontrolni
. . ; latky .

latky latky latky € =0 mM jamky

c=10mM| c=1mM |c=0,1 mM vy (HA)
=rozpoustédlo

ferrozin S N

slepy vzorek

Testované jamky Jamky s indikatorem
Kontrolni jamky Slepé vzorky bez indikatoru

Tabulka €. 20 - Schématické zndzornéni jamek mikrotitraéni desticky pfi redukci Fe** iontd

Konecény obsah jamky:

150 pl pufr

50 ul  prislusna koncentrace cheldtoru / HA
50l Fe?*0,25mM (Fe?)

50 ul  ferrozin 5mM nebo destilovana voda
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5 Vysledky

5.1 Kalibrac¢ni krivka iontl zeleza

Pro sestrojeni kalibracni kfivky Zeleznatych iontl jsme si pfipravili zakladni reagencni
roztoky.
e Roztok ferrozinu [ 4,4'-(3-(2-pyridinyl)-1,2,4-triazin-5,6-diyl)bisbenzenesulfonova
kyselina — sodna slil] 5 mM v destilované vodé /Mw= 492,5 g/mol/
e Roztok FeS04.7H;0....5 mM v destilované vodé /Mw= 278,02 g/mol/

Vodné roztoky Zeleznatych soli byly pfipraveny v koncentracich 75, 150, 250, 500 a 750
KUM. Do vsecch uréenych jamek mikrotitracni desticky jsme napipetovali 150 pl destilované
vody. Pfidali jsme Zadanou koncentraci zeleznatych iont v objemu 50 ul (pro jamky s nulovou
koncentraci Zeleznatych iont( jsme pfisali 50 pl destilované vody). Do poloviny jamek (X) jsme
pridali 50 ul ferrozinového roztoku. Do druhé poloviny jamek () jsme ptidali 50 ul destilované

vody. Zméfili jsme absorbanci pfi vinové délce 562 nm a sestrojili jsem kalibraéni kfivku.

B I I I I I
m _—'_‘-\. _—'_‘-\. _—'_‘-\. _—'_‘-\. _—'_‘-\.
= Ed_ "o “a " "o "o
o o = = = L *
::: " %] ] T %] ]
—_— __._._\_ '\.m '\.m E '\.m E '\.m E '\.m E
2, 5 = 532 § 32 5§32 § %23
T o T L T o T o T o T o
[ CT Ty | i W e W e FIT 1
e L] T = O e [ I oY | Oy O =
ferrozin
slepé
vzorky
Zéakladni koncentrace Fe?* (uM) |0 75 150 250 500 750
Findlni koncentrace Fe?* (uM) |0 15 30 50 100 150
Pramérna absorbance (A) -0,00133 |0,069 |0,138333 |0,226667|0,465667 |0,685333

Tabulka €. 21 - Schématické znazornéni jamek mikrotitracni desti¢ky pro sestaveni

kalibraéni krivky
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Kalibraéni kfivka Fe2* iontu

y =0,0046x - 0,0002
R*=0,9998

Absorbance (A)

-20 0 20 40 60 80 100 120 140 160
c (Fe?*) [uM]

Obrdazek €. 22 — kalibraéni kfivka Fe2* iontQ

5.2 Chelatacni aktivita testovanych latek se Zelezem — ferrozinova metoda

Pro stanoveni koncentrace Zeleza byla pouzita ferrozinova metoda. Ferrozin je specifické
Cinidlo, které tvofi s Zeleznatymi ionty purpurové zbarveny komplex s absorpénim maximem
pfi 562 nm. Proto byly méfeny Zeleznaté ionty ihned po pridani ferrozinu (50 ul, 5 mM vodny
roztok), pro stanoveni celkového Zeleza byl pfiddn vodny roztok hydroxylaminu (50 pl,
10 mM), aby doslo k redukci Zelezitych iontli na Zeleznaté, které byly nasledné méreny
pridanim ferrozinu. VSechny experimenty byly provedeny na 96-jamkovych mikrotitracnich
desti¢kach. Kazdy vzorek byl méren alespon dvakrat s pfidavkem ferrozinu a bez ferrozinu
(slepy vzorek). Absorbance byla méfena ihned po pridani ferrozinu (interakce ferrozinu
s Zzeleznatymi ionty neprobéhla) a o 5 minut pozdéji pomoci spektrofotometru. Ferrozin je
cheldtor Zeleza, tudiz urcity stupen chemické rovnovahy mezi chelataci Zeleza testovanou

latkou a ferrozinem je dosaZzeno po 5 min. [31]

5.2.1 Chelatace Zeleznatychiont(

Vybrané testované latky byly testovany ve vodeé in vitro na chelatacni aktivitu pfi ¢tyrech

raznych (pato) fyziologickych pH prostredi. Osa X zndzornuje koncetracni pomér testované
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latky a Fe?*. Osa Y znazorriuje v procentech schopnost testované latky chelatovat Fe?* ionty.
Casy méfeni a riizna pH jsou odlidena barevné.

Z grafli Ize odedist, Ze jedinad zkoumana latka L-methionin (obrazek ¢. 24, str. 49) vykazuje
chelataéni aktivitu Fe?* iont nad 25 % v poméru 100 : 1 (L-methionin : Fe?*) pfi pH 5,5. Ostatni

zkoumané latky nevykazuji Zadnou signifikantni chelataéni aktivitu.

100 4 pH7.55min
# pH 6.8 5 min
¥ pH 5.5 5 min
® pH4.55min

~
s

% chelatovanych iontt Fe?*
N (3]
¢ S

0-1# . . —= ; I ;
rozpoustédlo 1:100 1:10 1:1 10:1 100:1

pomeér (N-acetylcystein:Fez+)

Obrézek €. 23 — Grafické zndzornéni schopnosti N-acetylcysteinu chelatovat Fe?* ionty
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100 4 pH7.55min
% pH 6.8 5min
a ¥ pH5.55min
I.‘Il., @ pH4.55min
‘S 751
c
£2.
o
o
z
© 50"
>
=]
)
3
Q
=
O 25-
X
0'i T %
rozpoustédlo 1:100 1:10 1:1 10:1 100:1

pomér (L-methionin:Fe?*)

Obrazek ¢. 24 - Grafické znazornéni schopnosti L-methioninu chelatovat Fe?* ionty

100+ 4 pH7.55min
% pH 6.8 5 min
¥ pH 5.5 5min
@ pH4.55min

l-q
b

% chelatovanych ionti Fe?*
N (3
& 8

] B
017 = =

rozpoustédio 1:100  1:10 1:1 10:1 100:1
pomér (L-histidin:Fe?*)

Obrazek ¢. 25 - Grafické znazornéni schopnosti L-histidinu chelatovat Fe?* ionty
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100+ 4 pH7.55min
# pH 6.8 5min
¥ pH 5.5 5min
@® pH4.55min

-.4
-y

% chelatovanych iontti Fe?
N (3]
¢ 2

B i
0-57_. -_-__TV e ‘ ? hd
rozpoustédlo 1:100 1:10 1:1 10:1 100:1

pomér (L-glutamova kyselina:Fe?*)

Obrazek ¢. 26 - Grafické znazornéni schopnosti L-glutamové kyseliny chelatovat Fe?* ionty

100 4 pH7.55min
# pH6.85min
= pH 5.5 5min
@ pH4.55min

-4
i

% chelatovanych iontii Fe?*
N (3]
q’l o

O'E T ; L * ji T T
rozpoustédlo 1:100 1:10 1:1 10:1 100:1
pomér (L-cystin:Fe?*)

Obrazek &. 27 - Grafické zndzornéni schopnosti L-cystinu chelatovat Fe?* ionty
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100 4 pH7.55min
# pH 6.8 5 min
¥ pH 5.5 5 min
@ pH4.55min

757

% chelatovanych ionta FeZ*
N ($)]
s T

0l . = g U=o; £
0 1:1

rozpoustédlo 1:100 1:1 10:1 100:1
pomér (L-cystein:Fe?")

Obrazek ¢. 28 - Grafické znazornéni schopnosti L-cysteinu chelatovat Fe?* ionty

100+ 4 pH 7.5 5min
# pH 6.8 5 min
¥ pH 5.5 5 min
® pH 4.55min

‘q
e

% chelatovanych iontt Fe?*
N n
& g

o-i—.—=l=l—l—-i—isz—.—

rozpoustédio 1:100 1:10 1:1 10:1 100:1
pomeér (L-asparagova kyselina:Fe2+)

Obrazek ¢. 29 - Grafické znazornéni schopnosti L-asparagové kyseliny chelatovat Fe?* ionty
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5.2.2 Chelatace Zelezitych iont(
Nasledujici grafy ukazuji, Ze Zadna ze zkoumanych latek nevykazovala chelatacéni

aktivitu Fe3* ionta.

1004
4 pH4.55min
g:, # pH4.50min
~
()
L
o3 757
el
=
2
=
S
c 50
©
>
S
L
2
3} 251
=S
n . !
O'l//k T T . T . .
rozpoustédlo 1:100 1:10 1:1 10:1 100:1

pomér (L-methionin:Fe?3*)

Obrazek ¢. 30 - Grafické znazornéni schopnosti L-methioninu chelatovat Fe3* ionty

100+
4 pH4.55min
+ # pH 4.5 0min
)
~
[}
(18
= 75
et
c
2
=
S
£ 50+
©
>
[*]
R
5
2
O 251
S

0ls . . i__. -------------

rozpoustédio 1:100 1:10 1:1 10:1 10b:1
pomér (L-histidin:Fe?3*)

Obrazek &. 31 - Grafické znazornéni schopnosti L-histidinu chelatovat Fe3* ionty

52



100+
4 pH4.55min
+ # pH4.50 min
©
o~
o
LL
3 75-
=
2
=
S
e 504
©
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=
L.
2
O 254
P
0lm ' + e I =
rozpoustédio 1:100 1:10 1:1 10:1 100:1

pomér (L-glutamova kyselina:Fe?3*)

Obrézek €. 32 - Grafické znazornéni schopnosti L-glutamové kyseliny chelatovat Fe3* ionty

100+
4 pH4.55min
+ # pH 4.50 min
i)
N
[}
L
= 75
frwr)
c
=)
o
3
c 501
©
>
(]
e
o
2
O 251
X

0--: T i # =

rozpoustédio 1:100  1:10 1:1 1011 100:1
pomér (L-cystin:Fe??*)

Obrazek &. 32 - Grafické znazornéni schopnosti L-cystinu chelatovat Fe3* ionty
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4 pH4.55 min

+ & pH 4.50 min
i)
N

Q

L

= 757
)

c

02

L

S

e 50
1]

>

[}

]

s

2

O 254
S

ol I

rozpoustédlo 1:100 1:10 19 10:1 100:1
pomér (L-asparagova kyselina:Fez’3+)

Obrézek €. 33 - Grafické zndzornéni schopnosti L-asparagové kyseliny chelatovat Fe3* ionty

100-

4 pH4.55min
#l pH4.50min

lq
<

% chelatovanych ionta Fe?**
N (3}
ok s

0"- T - '. i -l T
rozpoustédio 1:100 1:10 11 100:1

2.’3"‘)

10:1
pomeér (L-cystein:Fe

Obrazek &. 34 - Grafické zndzornéni schopnosti L-cysteinu chelatovat Fe3* ionty
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100+

4 pH4.55min
# pH 4.50min

~
il

% chelatovanych iontti Fe?3*
N »
b =

0". T — T T T
rozpoustédio 1:100 1:10 1:1 10:1 100:1

pomeér (N-acetylcystein:Fem*)

Obrazek ¢. 35 - Grafické znazornéni schopnosti N-acetylcysteinu chelatovat Fe3* ionty
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5.3 Redukéni aktivita testovanych latek

Osa X uvedenych grafl zndzornuje pomér roztoku zkoumané latky ku roztoku iontd
Zeleza. Na ose Y muZeme vidét mnozstvi redukovanych iontl vyjadifené v procentech.
pH a éasy méfeni jsou odlideny barevné. Vyznamnou redukéni aktivitu Fe3* iontd prokazal L-
cystein (obréazek €. 36, str. 56) pfi vSech méfenych pH. V poméru 1 : 1 (L-cystein : Fe3*) pfi pH
4,5 dosahovala redukce témér 100 %. PFi pH 5,5 dosahoval L-cystein podobné redukéni aktivity
v poméru 10 : 1 (L-cystein : Fe3*). Ve zbylych pH prostfedi (6,8 a 7,5) dosahovala redukce 50 %.

Dale byla 100% redukce pozorovana u N-acetylcysteinu (obrazek €. 39, str. 58) pfi pH
4,5 a 6,8 v poméru 10:1 (N-acetylcystein : Fe3*). Pfi pH 7,5 a 5,5 byla redukéni aktivita v poméru
10 : 1 (N-acetylcystein : Fe3*) 50 %. Zbylé testované latky nevykazovaly signifikantni redukéni

aktivitu.

100- ~+ pH7.55min
pH 6.8 5 min
+ - pH5.55min
o™
[}] ¥ pH4.55min
L
S 75
=
2
i =
O
)
£ 50
>
o]
=£
=]
?
= 25
S

(= - i ! . :
rozpoustédlio 1:100 1:10 1:1 10:1 100:1
pomér (L-cystein:Fe3")

Obrazek &. 36 - Grafické znazornéni schopnosti L-cysteinu redukovat Fe3* ionty
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100 - pH7.55min
pH 6.8 5 min
+ - pH555min
™
[}] ¥ pH455min
L.
3 751
(=
S
=
1%
g
£ 50
>
)
4
=
o
]
= 257
X
o— —@ .—?—.
0L% . : —t——— :
rozpoustédlio 1:100 1:10 1:1 10:1 100:1

pomér (L-cystin:Fe®")

Obrazek ¢. 37 - Grafické znazornéni schopnosti L-cystinu redukovat Fe3* ionty

100; ~ pH755min

pH 6.8 5 min
-& pH555min

® pH455min

($)] ~J
o a

% redukovanych ionta Fe3*
N
()]

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

pomér (L-histidin:Fe®")

Obrazek ¢. 38 - Grafické znazornéni schopnosti L-histidinu redukovat Fe3* ionty
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1001 — pH7.55min
pH 6.8 5 min

-& pH555min
® pH455min

(4] ~
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% redukovanych ionta Fe3*
N
o

O'E r u T T T
rozpoustédio 1:100 1:10 1:1 10:1 100:1

pomér (N-acetylcystein:Fe3+)
Obrazek &. 39 - Grafické znazornéni schopnosti N-acetylcysteinu redukovat Fe3* ionty

100

==~ pH7.55min
+~ pH 6.8 5 min

-# pH5.55min

# pH4.55min

(3] ~
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% redukovanych iontd Fe3*
N
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rozpoustédio 1:100 1:10 1:1 10:1 100:1

pomeér (L-asparagova kyselina:Fe3+)

Obrazek €. 40 - Grafické znazornéni schopnosti L-asparagové kyseliny redukovat
Fe3* jonty

58



100 = pH7.55 min
pH 6.8 5 min
+ -= pH5.55min
o
@ @ pH455min
L.
3 75
[
2
L
Q
z
£ 50
>
O
=
=
F:
| 25.
X
ole 7 Hh—=a6_2» 6 @) 2

rozpoustédlio 1:100 1:10 1:1 10:1 100:1
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Obrazek ¢. 41 - Grafické znazornéni schopnosti L-methioninu redukovat Fe3* ionty
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6 Diskuze

Zelezo patii mezi dlleZité esencidlni stopové prvky, ktery jsou pro spravnou funkci
organismu nenahraditelné. Zejména pro prenos a vyuziti kysliku v organismu. Nedostatek,
stejné tak, jako nadbytek Zeleza mlze vést k patologickym staviim, proto je potieba hladinu
Zeleza v krvi kontrolovat. Mezi patologické stavy patfi napfiklad vznik volnych radikald,
oxidacni poSkozeni bunék ¢i sideropenicka anémie. [5]

Béhem chelatace se ionty Zeleza navazi na ligandy za vzniku cheldatovych komplexa, ¢imz
se odstrani toxicita prebyte¢ného Zeleza nebo jeho disregulace. Chelatace je potencidlnim
terapeutickym nastrojem v pfipadé naruseni homeostazy Zeleza v organismu. [5]

V soucasné dobé se klinicky pouZivaji tfi chelatory Zeleza — deferoxamin mesylat (DFO),
deferasirox a deferipron (DFP), jejichz rozdil je v mechanismu pusobeni. Prozatimni vysledky
a zkusenosti ukazuji, Ze tyto klinicky vyuZivané cheldtory Zeleza mimo svou hlavni funkci
moduluji i signalni drahy v burice zapojené do regulace bunééného cyklu, apoptdzy a imunitni
odpovédi. Proapoptotické a antiprolifera¢ni plisobeni chelator( Zeleza na nddorové buriky je
zfejmé, k jejich Uplnému prostudovani bude vSak potieba jesté mnoho prace. Cheldtory
Zeleza jsou vsoucasnosti dllezitou modalitou vlécbé myelodysplastického syndromu
(MDS). Jedna se o heterogenni skupinu onemocnéni, pfi kterych dochdzi k hromadénim
nezralych krevnich prekurzorl v kostni dreni a neefektivni hematopoézou projevujici
se nizkym poctem krevnich bunék v periferni krvi. [35]

IdedIni chelator by mél napodobovat funkci pfirozené se vyskytujicich chelatac¢nich
latek v organismu. Strukturu téchto télu vlastnich chelatort tvofi AMK propojené peptidovymi
vazbami. To je dlvod, pro¢ se tato diplomova prace zaméruje na interakce aminokyselin
s ionty Zeleza. DuleZitou soucasti prace bylo také zjistit i Zelezo-redukujici aktivitu, jez by mohla
byt v praxi pti¢inou prooxidacniho ucinku. [35]

Vsechny latky, které byly v této praci testovany, obsahuji ve své strukture vzdy alespon
jeden atom kysliku, siry nebo dusiku. Tyto atomy by mohly mit funkci ligand(i a poskytnout
elektronové pary iontim Zeleza a tim vytvorit chelatovy komplex. Byly testovany esencidlni
aminokyseliny L-methionin a L-histidin, dale neesencidlni aminokyseliny L-cystein, jeho dimer
L-cystin a odvozend latka od L-cysteinu, N-acetylcystein. Zkoumany byly také neesencidlni
aminokyseliny L -glutamova a L -asparagova kyselina. [5]

Pro méreni byla vyuzita metodika, zaloZzena na indikatoru ferrozinu, jenz chelatuje

Zeleznaté ionty za vzniku barevného komplexu. Tento komplex byl nasledné méren

60



spektrofotometricky, vysledna hodnota absorbance byla poté prevedena do graf(i a tim jsme
nepfimo ziskali informaci o schopnosti testovanych aminokyseliny chelatovat nebo redukovat
ionty Zeleza. Abychom zjistili chelatace celkového Zeleza (Fe?* i Fe3* iontd) bylo nutné pfidat
redukéni Cinidlo — Hydroxylamin, nebot ferrozin tvori komplexy pouze s Zeleznatymi ionty.
(36]

Méreni in vitro probihala v prostfedi pufri o pH 4,5; 5,5; 6,8; a 7,5. Tato pH odpovidaji
(pato)fyziologickému prostredi v organismu clovéka. Pufr o hodnoté pH 4,5 odpovida
prostiedi karcinogenni tkané nebo probihajicimu infarktu myokardu. pH 5,5 nalezneme
v lysozomech. Prostfedi v duodenu pak odpovidd pufru s pH 6,8 a lidska plazma pufrus pH 7,5.
(5]

Z grafG lze vycist, Ze jedind zkoumana latka L-methionin (obrazek ¢. 24, str. 49)
vykazovala chelataéni aktivitu Fe?* iontd nad 25 % v poméru 100 : 1 (L-methionin : Fe?*) pf¥i pH
5,5. Ostatni zkoumané latky nevykazovaly Zadnou signifikantni chelatacéni aktivitu.

Chelataéni aktivitu Fe3* iontl nevykazovala Zadna ze zkoumanych latek.

Vyznamnou redukéni aktivitu Fe3* ijont( prokdazal L-cystein (obrazek ¢&. 36, str. 56)
pFi vdech méfenych pH. V poméru 1 : 1 (L-cystein : Fe3*) p¥i pH 4,5 dosahovala redukce téméf
100 %. Pfi pH 5,5 dosahoval L-cystein podobné redukéni aktivity v poméru 10 : 1 (L-cystein :
Fe3*). Ve zbylych pH prostfedi (6,8 a 7,5) dosahovala redukce 50 %.

Dale byla 100% redukce pozorovana u N-acetylcysteinu (obrazek €. 39, str.) pti pH 4,5 a
6,8 v poméru 10 : 1 (N-acetylcystein : Fe3*). Pfi pH 7,5 a 5,5 byla redukéni aktivita v poméru
10 : 1 (N-acetylcystein : Fe3*) 50 %. Zbylé testované latky nevykazovaly signifikantni redukéni
aktivitu.

Testovani vybranych aminokyselin probéhlo v rdmci jiné studie také s médnymi (Cu*)
a médnatymi ionty (Cu?*) za vyuZiti bathokuproinové metody (BCS). Byla stanovena i méd-
chelata¢ni a méd-redukujici aktivita téchto aminokyselin. Testované latky lze tedy spise
povaZovat za slabé cheldtory médi. Pouze esencidlni aminkokyselina L-histidin poskytovala
metodou s BCS signifinaknti vysledky. K chelataci vSak bylo potfeba vyssich koncentraci této
latky a prostrfedi o vyssim pH (6,8 a 7,5). Zaroven u L-histidin nebyla prokazana redukéni
aktivita, z ¢ehoz Ize usoudit, Ze L-histidin je v ramci této studie nejvhodnéjsim kandidatem
na chelataci médi in vitro, a proto je vhodné jej dale zkoumat. L-cystein vykazal zvlastni
chovani. Byla u n&j touto metodou zjisténa mirnda chelatace Cu?* v prostfedi s pH 4,5. L-cystein

vSak vykazoval vysokou redukéni aktivitu v rdmci vSech pH, proto pravdépodobné nebude
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moci byt vyuZzit v praxi jako chelator médi. Vysokou redukéni aktivitu pri vsech pH vykazoval
také N-acetylcystein. Schopnost redukovat ionty médi mély tedy stejné aminokyseliny jako
u zeleza. [5]

Na redukci se pravdépodobné podileji thiolové skupiny. V jiné studii byl testovan tripeptid
glutathion, u néhozZ jsou pravé thiolové skupiny cysteinu schopné redukce, z ¢ehoz vyplyva
jeho antioxidacni ucinek. [4]

Nasim mérenim doslo k potvrzeni znamé informace, Ze L-methionin ma chelatacni Gcinky,
i kdyZ v rdmci této studie vysly jen mirné. Z téchto vysled( vyplyva, Ze zddna z testovanych
aminokyselin se nejevi jako vhodny chelator Zeleza.

V planu je provést testovani i s dalSimi pfechodnymi kovy, jako je zinek a kobalt.
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7 Zaver

Jedinou ze zkoumanych latek L-methionin |ze povaZovat za velmi slaby cheldtor Fe?* iontd,
a to v prostfedi o pH 5,5 v poméru 100 : 1 (L-methionin : Fe?*). Ostatni testované latky
nevykazaly Zddnou chelatacni aktivitu v pfipadé Zeleznatych i Zelezitych iontd.

Redukci Fe3* iontd vykazoval L-cystein pfi vSech méfenych pH. Vpoméru 1 : 1 (L-
cystein : Fe3*) pfi pH 4,5 dosahovala jeho redukce az 100 %. Pfi pH 5,5 dosahoval L-cystein
podobné redukéni aktivity v poméru 10 : 1 (L-cystein : Fe3*). Ve zbylych pH prostfedi (6,8 a 7,5)
dosahovala redukce L-cysteinu az 50 %.

Dalsi ze zkoumanych latek N-acetylcystein vykazoval az 100% redukci pfi pH 4,5 a 6,8
v poméru 10 : 1 (N-acetylcystein : Fe3*) a pfi pH 7,5 a 5,5 v poméru 10 : 1 (N-acetylcystein :
Fe3*) vykazoval redukci az 50 %.

V rdmci jiné studie byla zkoumdna také chelatac¢ni a redukéni aktivita stejnych AMK s ionty
médi, kde schopnost redukovat ionty médi mély stejné aminokyseliny jez redukovaly ionty
Zeleza. Zavérem tedy lze konstatovat, Ze na redukci iontl Zeleza i iontd médi se
pravdépodobné podileji thiolové skupiny (—SH).

Doslo k potvrzeni zndmych chelatacnich ucink L-methioninu, i kdyZz v této diplomové
praci byly naméreny jen mirné hodnoty chelatace.

Z vysledk( diplomové prace vyplyva, Ze Zadnd z testovanych aminokyselin se nejevi jako

vhodny cheldtor Zeleza.
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Nazev diplomové prace: Interakce esencialnich aminokyselin s ionty Zeleza

Zelezo je dilezity stopovy prvek, ktery je potiebny pro spravnou funkci organismu.
Nedostatek, stejné tak jako nadbytek Zeleza muze vést k patologickym stavim, proto je
potieba hladinu Zeleza v krvi kontrolovat a v pfipadé pretizeni téla Zelezem, Ize jeho chelataci
povazovat za mozny terapeuticky nastroj.

Chelatory pro tyto |écebné Ucely by mély byt télu vlastni latky. Aminokyseliny jsou tedy
idedInimi kandidaty na regulaci homeostazy Zeleza v organismu, proto se tato diplomova
prace zaméruje na nékteré z nich. Jednotlivé aminokyseliny jsou spojeny pomoci peptidové
vazby a tvofi tak proteiny. Proteinogenni aminokyseliny délime na esencialni, které je tfeba
pfijimat potravou a neesencialni, jeZ si télo dokaze vytvofrit samo.

Cilem této prace bylo porovnat Zelezo-chelataéni a Zelezo-redukéni aktivitu esencidlnich
aminokyselin L-histidinu, L-methioninu a neesencialnich aminokyselin L-cysteinu, jeho dimeru
L-cystinu, L-asparagové a L-glutamové kyseliny. Soucasti vyzkumu byla také latka odvozena
od L-cysteinu, N-acetylcystein. Testovani vSech latek bylo provadéno pomoci
spektrofotometrickych metod pfi pH, ktera imituji (pato)fyziologické prostiedi v lidském
organismu.

Zadna ztestovanych latek nevykdzala vyznamnou chelataéni aktivitu iontd Zeleza.
Redukéni aktivita Zelezitych iontl se projevila u N-acetylcysteinu a L-cysteinu pfi vSech pH,

a to v rlzné intenzité.

Kli¢ova slova: esencialni aminokyseliny, chelatace, redukce, Zelezo
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Title of Thesis: Interaction of essential amino acids with iron ions

Iron is an important trace element that is needed for the proper functioning of the body.
Lack of iron, as well as an excess of iron, can lead to pathological conditions, so it is necessary
to control the level of iron in the blood and in case of overloading the body with iron, its
chelation can be considered a possible therapeutic tool.

Chelators for these therapeutic purposes should be the body's own substance. Amino
acids are therefore ideal candidates for the regulation of iron homeostasis in the body, so this
thesis focuses on some of them. The individual amino acids are linked by a peptide bond
to form proteins. Proteinogenic amino acids are divided into essential, which must be ingested
through food, and nonessential, which the body can create on its own.

The aim of this study was to compare the iron-chelating and iron-reducing activity
of the essential amino acids L-histidine, L-methionine, and the nonessential amino acids L-
cysteine, its dimer L-cystine, L-aspartic and L-glutamic acid. The research also included
a substance derived from L-cysteine, N-acetylcysteine. Testing of all substances was
performed using spectrophotometric methods at pH, which mimic the (patho)physiological
environment in the human body.

None of the tested substances showed significant chelating activity of iron ions.
The reducing activity of iron ions was observed for N-acetylcysteine and L-cysteine at all pHs

at different intensities.

Key words: essential amino acids, chelation, reduction, iron
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