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Abstrakt
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Nazev disertacni prace: Interakce pfirodnich fenolickych latek s biogennimi
kovy

Fenolické latky jsou jednou z nejrozsifenéjSich skupin sekundarnich metabolitQ
rostlin. Jsou nedilnou soucasti lidské stravy a jejich konzumace se spojuje sfadou
pozitivnich G¢inkd. Radime mezi né Siroké spektrum latek od jednoduchych molekul, jako
jsou fenolové kyseliny, az po velké polymerni slouceniny, jako jsou taniny. Diky své
struktufe zahrnujici mimo jiné volné hydroxylové skupiny jsou schopny interagovat
s biogennimi kovy a vytvaret snimi kovové komplexy. Za normalnich podminek je
homeostdza téchto prechodnych kovli v organismu peclivé regulovana, k jejimu naruseni
vSak muUzZe dojit pti patologickych stavech jako je napf. akutni infarkt myokardu, kdy
nasledkem vyrazného snizeni pH dochazi ke zvyseni hladiny volného Zeleza a médi, stejné
tak u zanétlivych a neurodegenerativnich onemocnéni, tumorech nebo diabetu mellitu.

Cilem této disertacni prace bylo zjistit, jak tyto latky reaguji s biogennimi kovy
pomoci in vitro a ex vivo metod, tj. zda jsou schopny chelatovat nebo redukovat ionty
prechodnych kovi jako jsou Zelezo a méd), jaky maji vliv na produkci volnych hydroxylovych
radikall vznikajicich v kovy-indukované Fentonové reakci a jak ovliviiuji médi-spousténou
lyzu ¢ervenych krvinek.

Vradmci této prace byly otestovany latky ze skupin dehydroflavonolignand,
flavonoidU a jejich metabolitl. Nejprve byla u latek stanovena schopnost chelatovat ionty
prechodnych kovli, coZ je jednim z mechanisml ucinku antioxidantl. Méd a Zelezo-
chelatacni aktivita latek byla urcena za ¢tyr (pato)fyziologicky relevantnich pH podminek

pomoci spektrofotometrickych kompetitivnich metod vyuzivajici bathokuproindisulfonat



nebo hematoxylin pro stanoveni mnoiZstvi chelatace médnych a médnatych iont(,
a ferrozin pro stanoveni chelatace Zeleznatych a Zelezitych iontl. Pfedchozi studie skupiny
ukdzaly na dobrou chelata¢ni aktivitu nékterych flavonoidd i flavonolignanu
2,3-dehydrosilybinu. V rdmci této disertace byly tyto informace doplnény o 2 methyl-
metabolity kvercetinu, isorhamnetin a tamarixetin. Oba vykazaly vysokou chelatacni
aktivitu pro méd' i Zelezo. U jejich vznikajicich kovovych komplex( byla dale urcena
stechiometrie pomoci spektrofotometrickych nekompetitivnich metod (Jobova a nasi
skupinou vyvinutd komplementarni metoda) a vypocitana stabilitni konstanta pomoci
spektrofotometrické a potenciometrické metody. Soucasné byla prokdzana schopnost
dalSiho flavonolignanu 2,3-dehydrosilychristinu chelatovat ionty Zeleza i médi.

Zminéné kompetitivni metody byly v mirné pozménéné verzi pouZity i k otestovani
schopnosti redukovat médnaté a Zelezité ionty u rozsahlé skupiny 24 flavonoidu pro zjisténi
vztahu mezi strukturou a ucinkem. lonty v niz§im valenénim stavu jsou totiZz nasledné
schopny katalyzovat tvorbu hydroxylovych radikalll z peroxidu vodiku s naslednym
navozenim oxidacniho stresu. Drtiva vétSina testovanych latek byla schopna redukovat
médnaté ionty a hodné z nich dosahlo kompletni 100% redukce. 5-hydroxyflavon a chrysin,
tj. latky s2,3-dvojnou vazbou ale neobsahujici 3-hydroxyskupinu a také Zzadnou
hydroxylovou skupinu na kruhu B, byly jako jediné schopny sniZit spontanni redukci
médnatych iontl v pH 6,8 a 7,5.

U latek, které jsou schopny jak chelatovat, tak redukovat kovové ionty je tézké
teoreticky urcit vliv na Fentonovu reakci, a tedy vyslednou produkci hydroxylovych
radikald. Z toho divodu byla pouzita citlivd HPLC metodika s coulometrickou detekci pro
detekci hydroxylového radikdlu. Do této studie byly zarazeny jak zminéné flavonoidy, tak
chelatacné ucinné 2,3-dehydroflavonolignany. Tfi testované flavonoidy, 3-hydroxyflavon,
5-hydroxyflavon a troxerutin byly schopny zablokovat médi-spousténou Fentonovu reakci
a mély tak cisté antioxidacni plUsobeni. 5-hydroxyflavon vykazal nejsilnéjsi antioxidacni
aktivitu. Vliv testovanych flavonolignant byl variabilni v zavislosti na pH a typu kovu.

K ovéreni antioxidacniho ¢i pro-oxidacniho plsobeni latek v ex vivo podminkach
bylo pouzito stanoveni vlivu na médi-vyvolanou lyzu ¢ervenych krvinek. Naprostd vétsina
testovanych latek méla na cervené krvinky protektivni ucinky a ukazala se jako antioxidacni,
eventudlné v nékolika pripadech jako neutralni. Pouze nesubstituovany flavon zvysil

hemolyzu a mél tedy pro-oxidacéni aktivitu. Pfidanim hydroxylové skupiny at uz v poloze 3,



5 nebo 7 doslo nejen k zablokovani pro-oxidacniho plsobeni, ale takova substituce vedla
také k vyrazné ochrané cervenych krvinek. Analogicky, i 5 z 6 testovanych flavonolignan(
ochranilo ¢ervené krvinky ptfed lyzou navozenou pfidavkem médi.

V rdmci této disertacni prace byla také vyvinuta a publikovdna nova metoda pro
screening potencionalnich cheldtord kobaltnatych iontl a zhodnoceni jejich toxicity. Tato
metoda umoZiuje velmi citlivé, levné a rychlé méreni v Sirokém rozpéti pH 4,5-7,5,
za poutziti disodné soli kyseliny 1-nitroso-2-naftol-3,6-disulfonové.

Zavérem lze shrnout, Ze tyto publikované prace tykajici se fenolickych latek, které
tvori souddst nasi potravy a jejich metabolitl, naznacuji mozné protektivni Gcinky na lidsky
organismus. | pfestozZe se nékteré latky ukdazaly v in vitro testech jako pro-oxidacni, v ex vivo

podminkach bylo jejich plsobeni protektivni.
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Phenolic compounds are one of the most widely distributed groups of secondary
plant metabolites. They are an integral part of the human diet and their consumption is
associated with a number of positive effects. They include a wide range of substances,
from simple molecules such as phenolic acids to large polymeric compounds such as
tannins. Because of their structure, which includes, among others, free hydroxyl groups,
they are able to interact with biogenic metals and form metal complexes with them. Under
normal conditions, the homeostasis of these transition metals in the body is tightly
regulated, but it can be disturbed in pathological conditions such as acute myocardial
infarction, when the levels of free iron and copper increase as a result of a significant
decrease in pH. Similar metal imbalance is observed as well as in inflammatory and
neurodegenerative diseases, tumours, or diabetes mellitus.

The aim of this dissertation was to find out how these substances react with
biogenic metals using in vitro and ex vivo methods, i.e., whether they can chelate or reduce
ions of transition metals such as iron and copper, what effect they have on the production
of hydroxyl radicals formed via the metal-induced Fenton reaction and how they impact
copper-triggered lysis of red blood cells.

As part of this work, substances from the groups of dehydroflavonolignans,
flavonoids, and their metabolites were tested. First, the ability of substances to chelate
transition metal ions was determined, which is one of the mechanisms of action of

antioxidants. The copper and iron-chelating activity of the substances was determined



under four (patho)physiologically relevant pH conditions by spectrophotometric
competitive methods using bathocuproindisulfonate or hematoxylin to determine the
amount of cuprous and cupric ions chelation, and ferrozine to determine the chelation of
ferrous and ferric ions. Previous studies by our group showed significant chelating activity
of some flavonoids, as well as of flavonolignan 2,3-dehydrosilybin. As part of this
dissertation, these data were supplemented with 2 methyl metabolites of quercetin,
isorhamnetin, and tamarixetin. Both showed high copper and iron chelating activity.
The stoichiometry of their formed metal complexes was further determined using non-
competitive spectrophotometric methods (Job’s method and the complementary method
developed by our group) and the stability constants were calculated using
spectrophotometric and potentiometric methods. Simultaneously, the ability of the
flavonolignan 2,3-dehydrosilychristin to chelate both iron and copper ions was
demonstrated.

The aforementioned competitive methods were also used in a slightly modified
version to determine the ability to reduce copper and iron ions in a large group of 24
flavonoids to determine the relationship between structure and activity. lons in a lower
valence state can subsequently catalyse the formation of hydroxyl radicals from hydrogen
peroxide and lead therefore to oxidative stress. The vast majority of the tested substances
were able to reduce copper ions, and many of them achieved complete 100% reduction.
5-hydroxyflavone and chrysin, i.e. substances with a 2,3-double bond but not containing a
3-hydroxy group and also no hydroxyl group on ring B, were the only once able to decrease
the spontaneous reduction of copper ions at pH 6.8 and 7.5.

For substances that are capable of both chelating and reducing metal ions, it is
difficult to determine theoretically the effect on the Fenton reaction and the production of
hydroxyl radicals. For that reason, the effect of the substances was determined using a
sensitive HPLC method with coulometric detection. Both mentioned flavonoids and the
effective chelators from 2,3-dehydroflavonolignan class were included in this study.
The three tested flavonoids, 3-hydroxyflavone, 5-hydroxyflavone, and troxerutin, were
able to block the copper-triggered Fenton reaction and had hence antioxidant activity with
5-hydroxyflavone demonstrating the strongest effect. The effect of the tested

flavonolignans was variable depending on the pH and type of metal.



To verify the antioxidant or pro-oxidative action of substances under ex vivo
conditions, the determination of the effect on copper-induced lysis of red blood cells was
used. The vast majority of tested compounds had protective effects on red blood cells and
proved to be antioxidant, alternatively neutral in few cases. Only the unsubstituted flavone
increased hemolysis and had pro-oxidative activity. The addition of a hydroxyl group,
at position 3, 5 or 7, not only blocked the pro-oxidative action but also led to significant
protection of red blood cells. Analogously, 5 of 6 tested flavonolignans protected red blood
cells from lysis induced by the addition of copper.

As part of this dissertation, a new method for screening potential cobalt chelators
and evaluating their toxicity was also developed and published. This method enables very
sensitive, rapid and cheap measurements in a wide range of pH (4.5-7.5), using the
disodium salt of 1-nitroso-2-naphthol-3,6-disulfonic acid.

In conclusion, we can summarize that these published works concerning phenolic
substances that are part of our food and their metabolites indicate possible protective
effects on the human organism. Although some substances were shown to be pro-oxidative

in in vitro tests, their action was protective in ex vivo conditions.
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1 UvVoD

Fenolické latky jsou sekunddrnimi metabolity rostlin, které jsou v rostlinné Fisi
Siroce rozsifeny. V soucasné dobé je znamo kolem osmi tisic zastupcli této skupiny.
V rostlindch maji fadu funkci. Podileji se na rlstu a reprodukci rostlin a také maji dlilezitou
roli pfi ochrané proti ultrafialovému zareni a skldclm. Jsou soucasti nasi stravy a jejich
konzumace je spojovana s fadou pozitivnich Gcinkd. Ve zna€ném mnoizstvi je najdeme
v ovoci a zelening, ale také v napojich jako ¢aj, kdva nebo vino. V organismu jsou silné
metabolizovdny a jejich biologicka dostupnost je spiSe nizka, napfiklad plazmatické
koncentrace flavonoidl jsou mensi nez 1 uM.

Praveé flavonoidy jsou z hlediska vyzkumu nejvyznamnéjsi podskupinou fenolickych
latek. Jsou tradi¢né znamé predevsim pro své antioxidacni plisobeni, ale spektrum jejich
aktivity je znacné rozsahlejsi. Maji pravdépodobné protektivni ucinky na kardiovaskuldrni
systém a jejich konzumace je podle epidemiologickych studii spojena s nizsim arteridlnim
u nich popsany také antibakteridlni, antivirotické, protizanétlivé, imunostimulacni a
protinddorové ucinky.

Fenolické latky maji schopnost interagovat s ionty biogennich kovu. Prechodné kovy
jako Zelezo a méd jsou stopovymi prvky, které jsou v lidském organismu soucasti fady
enzymU a proteinU. Schopnost médi a Zeleza ménit oxidacni stav je zasadni pro jejich
biologické funkce, protoZe umozniuje enzymatické redoxni reakce. Homeostdza téchto kovl
je v lidském téle peclivé regulovana. Pokud vSak dojde k jejimu naruseni, at uz genetickymi
faktory nebo vlivy vnéjsiho plsobeni, mize dojit k toxickému plsobeni téchto kovl. Volné
Ci labilné vazané ionty prechodnych kovl mohou pusobit jako katalyzatory reakci vedoucich
k tvorbé vysoce reaktivnich volnych radikalu.

Ve zdravém organismu jsou kovové ionty z velké ¢asti sekvestrované ve formach
neschopnych katalyzovat tvorbu volnych radikald. Pokud vsak dojde k poskozeni tkani,
mohou se volné ionty Zeleza nebo médi uvolnit. Volné katalytické kovové ionty byly
detekovany napf. také v aterosklerotickych lézich nebo v krevnim obéhu po ischemicko-
reperfdznim poskozeni.

V chelatacnim komplexu fenolické latky a kovového iontu muze byt prechodny kov

redoxné jak neaktivni, tak aktivni, to zaleZi na funkénich skupinach. V prvnim pfipadé se



jednd o vhodné latky pro Ié¢bu moznych intoxikaci (napf. hemochromatdz ¢i Wilsonovy
choroby). Pomoci cheldtord mGzeme také priznivé ovlivnit dysbalanci prechodnych kovi
v organismu a zabranit jejich pro-oxidacnimu plsobeni. Pokud je komplex redoxné aktivni,
nabizi se mozZné vyuzZiti v terapii nadord, protoze nadorové burky se rychle mnozi a

obsahuji tak vyssi mnozstvi zeleza i médi.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Fenolické latky

Jako fenolické latky jsou oznadovany slouceniny, které maji jeden nebo vice
aromatickych kruh(i substituovanych jednou nebo vice hydroxylovymi skupinami.
V rostlinné fisi jsou Siroce rozsifeny a jsou hojné zastoupenymi sekundarnimi metabolity
rostlin. Neobvyklé jsou u hub, fas a bakterii. V soucasnosti je zndmo vice nez 8 000
fenolickych latek, pocinaje od jednoduchych molekul, jako jsou fenolové kyseliny, aZ po
vysoce polymerizované latky, jako jsou taniny [1,2]. Casto se pro fenolické latky pouZiva jako
synonymni ndzev oznaceni polyfenoly. Tento termin by vSak mél byt pouzivan pouze pro
molekuly majici alespon dva fenolové kruhy [3]. Fenolické latky se podileji na rlstu a
reprodukci rostlin. Jako barevné pigmenty v kvétech a plodech pfitahuji opylovace a
roznasece semen [4]. Hraji duleZitou roli pfi ochrané rostlin proti Skodlivému ultrafialovému
zareni, skdcim a parazitim. ZpUsobuji horkou a sviravou chut nékterych plodd a semen,
¢imz brani rostlinu pred predatory [5,6].

Fenolické latky se vyskytuji ve vSech organech rostlin a jsou proto nedilnou soucasti
lidské stravy. Bézné jsou obsaZeny v ovoci a zeleniné, obilovinach, lusténinach ale také
v napojich jako jsou dZusy, ¢aj, kdva nebo vino. Jsou zodpovédné za chut, vini a barvu
rostlinné stravy. Chrani potraviny proti nezadouci oxidaci, ¢imz prodluZuji jejich stabilitu.
Jejich konzumace je spojovana se snizenym rizikem vzniku chronickych onemocnéni, jako
jsou kardiovaskularni a neurodegenerativni onemocnéni, nékteré druhy rakoviny, diabetes
mellitus 2. typu a osteopordza. Denni pfijem se mezi lidmi znacné lisi, v zavislosti
na stravovacim rezimu, vybéru potravin a jejich plvodu. Zpracovanim potravin véetné
vareni, fermentace, skladovani a pasterizace se obsah fenolickych latek snizuje [7].

Jejich biosyntéza mize probihat nékolika rlznymi zplGsoby (Obr. 1). Vétsina
pfirodnich latek obsahujicich aromaticky kruh pochdzi z Sikimatové metabolické cesty,
odvozené od kyseliny Sikimové. Latky vznikajici timto zplsobem maji hydroxylové skupiny
substituované v polohach ortho- a para-. V prvnim kroku reaguje glykolyzou vzniknuty
fosfoenolpyruvat s erytrosa-4-fosfatem pochazejicim z pentosového cyklu za wvzniku
kyseliny 2-keto-3-deoxy-7-fosfo-D-araboheptonové. Zté nasledné intramolekularni
cyklizaci vznikd prvni cyklicky meziprodukt Sikimatové cesty, kyselina 3-dehydrochinova.

Jeji dehydrataci vznika kyselina 3-dehydrosikimovad, ktera je redukovdna az na kyselinu



Sikimovou. Kyselina Sikimova je v dalSich krocich biosyntézy aktivovana na 3-fosfat, ktery
reaguje s fosfoenolpyruvatem a postupné je zménéna az na kyselinu chorismovou. Zde se
draha vétvi na metabolické drahy vedouci ke vzniku kyseliny gallové a aminokyseliny
fenylalaninu, ktery je substratem pro syntézu fenylpropanoidd [8,9]. KliCovym enzymem
fenylpropanoidni drahy, ktery katalyzuje deaminaci fenylalaninu na kyselinu trans-
skoficovou je fenylalanin-amoniak lyasa. Nasledné dochazi ke vzniku ldtek s C6-C3
strukturou [10]. Druhym moZnym zpUisobem vzniku je polyketidovd metabolicka cesta, také
zndma jako acetdtova/mevalondtova cesta. Tato drdha je pokracovanim biosyntézy
mastnych kyselin a vychazi zaktivované kyseliny octové (acetylkoenzymu A).
ProdluZzovanim polyketidového fetézce a naslednou cyklizaci vznikaji polycyklické
aromatické latky. Timto mechanismem vzniklé slou¢eniny maji hydroxylové skupiny

substituované v poloze meta-. Pri biosyntéze slozZitéjSich molekul mlze dochazet ke

kombinaci obou téchto metabolickych drah [8,11].
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Obr. 1. Znazornéni biosyntézy fenolickych latek. Pfevzato z Ryan et al. (2002) [12].
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Nékteré fenolické Iatky jsou Siroce rozsifené, zatimco jiné jsou specifické pro urcitou
Celed nebo je najdeme pouze v urcitém rostlinném organu nebo vyvojovém stadiu [3].
Zatimco flavonol kvercetin je témér vSudypritomny v rostlinné stravé, napriklad flavanony
jsou hlavnimi zastupci fenolickych latek v citrusovych plodech [7]. Vyskytuji se jak ve volné
formé, tak predevSim v konjugované formé sjednim nebo vice cukernymi zbytky,
navazanymi vétSinou pres hydroxylovou skupinou jako O-glykosidy nebo méné ¢asto pfimo
pres uhlik aromatického jadra jako C-glykosidy. Cukernad c¢ast muze byt tvofena jak
monosacharidy, disacharidy, tak dokonce i oligosacharidy. NejbéznéjSim pfipojenym
cukrem je glukdza, mlzZeme se vsak setkat i s galaktézou, rhamndzou, xylézou nebo
arabindzou. Ddle mohou byt ptipojeny i jiné struktury jako jsou karboxylové a organické
kyseliny, aminy a lipidy. BéZné jsou také vazby s dalSimi fenoly [5].

Kvali hydroxylové skupiné v molekule téchto latek jsou klasifikovany jako terciarni
alkoholy. Vlastnostmi jsou podobné alifatickym alkohollim, ale pfitomnost aromatického
kruhu a atom vodiku fenolické hydroxylové skupiny z nich déla slabé kyseliny. V rostlinach
je najdeme jak v rozpustné, tak nerozpustné formé. Zatimco rozpustné fenolické latky se
koncentruji v bunéénych vakuolach, nerozpustné se nachazeji v bunéénych sténdch [13,14].

Fenolické latky se od 90. let staly oblibenym pfedmétem vyzkumu, predevsim pro
jejich moiné pozitivni ucéinky na lidské zdravi, spojené s jejich konzumaci. Toto zdravi
prospésné plsobeni se obecné pripisuje jejich pleiotropnim Gcinkim a bylo popsano
v nékolika preklinickych i klinickych studiich [7]. Vyzkumu téchto latek se vénovalo i nékolik
chemik( ocenénych Nobelovou cenou. Mezi nimi byl napfiklad Emil Fischer, ktery studoval
latky pouzivané pfi Cinéni k(zi, Richard L. M. Synge, zajimajici se o interakce mezi
tfislovinami a proteiny nebo Alexander R. Todd a Robert Robinson, ktefi spolec¢né pracovali
na vyzkumu anthocyanl a dalSich rostlinnych barviv. Velky zdjem o polyfenoly a jejich
plUsobenivedlv roce 1972 k zaloZzeni mezinarodni spole¢nosti zvané “Groupe Polyphénols”.
Ta ma za cil podporovat vyzkum rostlinnych polyfenoli a zaroven poskytovat ¢lenim
po celém svété jedinecné férum pro vymeénu informaci o vSech aspektech téchto pfirodnich
latek, od jejich nejzakladnéjSich chemickych vlastnosti az po jejich poufziti
v potravinarskych, zemédeélskych, farmaceutickych a kosmetickych védach a technologiich

[2].



Na zdakladé chemické struktury zakladniho skeletu mohou byt fenolické latky
rozdéleny do nékolika kategorii. Mezi hlavni skupiny se fadi jednoduché fenoly, fenolické

kyseliny, lignany, stilbeny, kumariny a flavonoidy (Obr. 2).
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Obr. 2. Chemické struktury hlavnich fenolickych latek. A: jednoduché fenoly, B: fenolické

kyseliny, C: lignany, D: stilbeny, E: kumariny, F: flavonoidy.



2.1.1 Jednoduché fenoly

Mezi jednoduché fenolické slouceniny miZeme zaradit benzeny s dvéma nebo
tfemi substituovanymi hydroxylovymi skupinami (Obr. 3). Ptikladem disubstituovanych
latek jsou katechol (pyrokatechol), resorcinol nebo hydrochinon. Mezi trisubstituované

fadime pyrogallol, hydroxychinol a floroglucinol [15].

A on B on C oH D on

OH

6 6 2

Obr. 3. Chemické struktury jednoduchych fenoli. A: katechol (pyrokatechol), B: resorcinol,

C: hydrochinon, D: pyrogallol, E: hydroxychinol, F: floroglucinol.

V rostlindch jsou pfitomné ve formé aglykon( nebo glykosid(. ZvIasté jako aglykony
jsou relativné nestabilni. V rostlinnych tkanich nejsou zcela bézné. Katechol byl nalezen
v listech rostlin druhu Gaultheria, zatimco floroglucinol byl objeven jako glykosid ve slupce
rGznych citrusovych plodd [2]. Hydrochinon mlzeme nalézt ve volném stavu v listech
hrusky. Z farmaceutického hlediska je zajimavéjsi jeho glykosid arbutin (Obr. 4). Hojné se
vyskytuje v listech, klre, pupenech nebo plodech mnoha rostlin, hlavné z celedi
Asteraceae, Ericaceae a Rosaceae [8,16]. Pouziva se predevsim pfi lécbé infekci mocovych
cest. Nicméné nékolik in vitro a in vivo studii odhalilo i jeho antimelanogenni aktivitu, ktera

muze byt uzZite¢na pri lécbé hyperpigmentace [17].

OH

Obr. 4. Chemicka struktura arbutinu.



2.1.2 Fenolické kyseliny

Prirodni fenolické kyseliny délime na dvé podskupiny, derivaty hydroxybenzoovych
kyselin a derivaty hydroxyskoticovych kyselin. V rostlinach jsou Siroce rozsifeny. Vyskytuji
se v nerozpustné formé jako strukturni slozky bunécnych stén, ve volné formé nebo
konjugované s estery, ethery a fadou dalSich molekul (jednoduché cukry, organické
kyseliny nebo rostlinné polymery) [18,19]. V rostlindch maji fadu funkci, zvysuji pfijem Zivin,
podporuji kliceni semen pfi abiotickém stresu a pUsobi jako signalni molekuly v obrannych
reakcich rostlin. V nasi stravé jsou hojné zastoupeny. Odhaduje se, Ze v zavislosti na typu
stravy jich pfijimdme potravou primérné 25 mg - 1 g denné. Bohatymi zdroji jsou ovoce,
zelenina, obiloviny, kofeni, kdva nebo ¢aj [18,20,21].

Mezi nejbézinéjsi hydroxyskoficové kyseliny patfi kyselina p-kumarovd, kavova,
ferulova a sinapova (Obr. 5). Ve srovnani s derivaty kyseliny hydroxyskoticové se derivaty
kyseliny hydroxybenzoové obecné vyskytuji v nizsSich koncentracich. Najdeme je napf.
v éerveném bobulovitém ovoci, cibuli nebo fedkvich. Radime sem kyselinu
p-hydroxybenzoovou, protokatechovou, vanilovou, syringovou a gallovou (Obr. 6) [13].

Kyselina gallovd je nej¢astéjsi fenolickd kyselina. Siroce se vyskytuje ve formé
gallotanin(, coZ jsou estery s hydroxylovymi skupinami sacharid(, jako je glukéza. Dimer
kyseliny gallové se jmenuje kyselina ellagova. Od ni odvozené tfisloviny nazyvame
ellagotaniny (Obr. 7). Ty mohou byt bud monomerni, oligomerni nebo C-glykosidické. Maji
tendenci tvorit dimery a oligomery o vysoké molekulové hmotnosti. Obsah ellagotanin(
v nékterych potravinach maze byt velmi vysoky. Sklenice Stavy z granatového jablka, Ctyfi

vlasské ofechy spolu se 100 g malin mGzou poskytnout az 400 mg ellagotanin( [22,23].

COOH COOH COOH COOCH

A B C D
HO CH,0 CH30 OCHs;
OH OH OH OH

Obr. 5. Chemicka struktura nejbézné;jsich derivati hydroxyskoticové kyseliny. A: kyselina

p-kumarova, B: kyselina kdvova, C: kyselina ferulova, D: kyselina sinapova.
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COOH COOH COOH

o Jp 0 A

Obr. 6. Chemicka struktura nejbéinéjsich derivatt hydroxybenzoové kyseliny. A: kyselina
p-hydroxybenzoova, B: kyselina protokatechova, C: kyselina vanilova, D: kyselina syringova,

E: kyselina gallova.
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Obr. 7. Chemicka struktura kyseliny ellagové a ellagotanind.

Predpoklada se, Zze fenolové kyseliny pfispivaji k celkovému zlepSeni zdravotniho
stavu, a to predevsSim diky svym antioxidacnim a protizanétlivym ucinkim. Podle
dostupnych studii pomahaji v prevenci kardiovaskularnich onemocnéni a rliznych druh
rakoviny. Chrani pred chorobami zplUsobenymi oxidativnim poskozenim a vykazuji

antimikrobialni, antimutagenni, hypoglykemickou a antiagregacni aktivitu [24].



2.1.3 Lignany

Lignany jsou sekundarni metabolity, které vznikaji oxidativni dimerizaci dvou nebo
vice fenylpropanoidnich jednotek. Podle povahy vazby mezi fenylpropanoidy rozdélujeme
lignany na dvé hlavni podskupiny, na klasické lignany a neolignany. Zatimco klasické lignany
maji spojeni mezi jednotkami v pozicich B-B° (také oznacované jako 8-8°), neolignany maji
monomery spojené jakymkoliv jinym zplsobem. Mimo téchto dvou hlavnich podskupin,
existuji jesté dvé mensi podskupiny, flavonolignany a kumarolignany.

V rostlinné Fisi jsou lignany Siroce rozsifeny. Najdeme je v kofenech, oddencich,
stoncich, listech, kvétech, plodech, semenech i pryskyficich rostlin. Doposud bylo popsano
vice nez 200 klasickych lignan( a 100 neolignant. Vyskytuji se ve vice nez 70 celedich
rostlin. Mezi bohaté zdroje patfi Celedi Lauraceae, Orchidaceae, Berberidaceae a
Schisandraceae. Vétsina lignant v rostlinach je ve volném stavu, nékteré mohou vytvaret
glykosidy a dalsi derivaty. Tato skupina sloucenin vykazuje fadu biologickych aktivit, véetné
protirakovinnych, antimikrobidlnich, antivirovych, imunosupresivnich, protizanétlivych,
antioxidacnich a hepatoprotektivnich ucink( [25,26].

Lignany se spolu s isoflavonoidy, stilbeny a kumestany fadi mezi tzv. fytoestrogeny,
tedy latky, které vykazuji estrogenni aktivitu. Sekoisolariciresinol a matairesinol jsou
lignanové dimery, které samy osobé nejsou estrogenné aktivni. Nejdrive musi dojit k jejich
pfeméné pusobenim bakterii stfevni mikrofléry na aktivni formu, enterodiol a
enterolakton. Ty uZ vykazuji estrogenni aktivitu. Konzumace stravy bohaté na tyto latky je
spojovana se snizenym rizikem vzniku rakoviny [27,28].

Asi nejznamé;jsim zastupcem lignanu je v soucasnosti podofylotoxin. Rostliny rodu
Podophyllum se pro své léCivé ucinky pouzivaly po staleti. Podofylotoxin byl poprvé
izolovan v roce 1880 z jedné z téchto rostlin. Jednd se o cytotoxickou slouceninu, kterd se
vaze na tubulin, ¢imzZ inhibuje polymeraci mikrotubulll béhem mitdzy a prerusuje tak
bunéény cyklus. Pouziva se k topické 1é¢bé genitdlnich bradavic. Polosyntetické derivaty
podofylotoxinu, etoposid a tenoposid (Obr. 8) se pouzivaji v IéCebné praxi jako cytostatika

[26,29].
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Obr. 8. Chemicka struktura podofylotoxinu a jeho derivati. A: podofylotoxin, B: etoposid,

C: tenoposid.

V rdmci této disertacni prace jsem se vénovala nékolika zastupciim z podskupiny
flavonolignan(i.  Flavonolignany  vznikaji  oxidativnim  radikdlovym  spojenim
koniferylalkoholu s molekulou taxifolinu. Jedna se o pfirodni latky, u nichz doslo ke
konjugaci lignanové ¢asti na flavonoidni skelet. Vyznamny je vyskyt téchto latek v nazkach
ostropestice maridnského (Silybum marianum, Asteraceae). Ostropestifec mariansky je
jater a Zlu€ovych cest. Extrakt z ostropestfce, silymarin, stimuluje regeneraci jater a jeho
slozky pUsobi také antioxidacné a protizanétlivé. Pouziva se pfi chronickych zanétlivych
onemocnénich jater, jaterni cirhdze nebo pfi 1é¢bé otrav mochomurkou (Amanita sp.).
Vytazky maji navic antivirové a protinddorové pasobeni [30,31].

V zdvislosti na kultivaru rostliny a pouzité metodé extrakce, obsahuje silymarin
nékolik strukturné pribuznych flavonolignana. Hlavnimi slozkami jsou silybin A, silybin B,
isosilybin A, isosilybin B, silychristin A, silydianin a flavonoid taxifolin. V mensi mife tu jsou
zastoupeny silychristin B, isosilychristin a 2,3-dehydroflavonolignany, konkrétné
2,3-dehydrosilybin a 2,3-dehydrosilychristin  (Obr. 9). Vzhledem k radikdlovému
mechanismu jejich biosyntézy se flavonolignany, kromé silydianinu, vyskytuji jako pary
stereoizomerll v rlznych pomeérech. Hlavni flavonolignany jako silybin, isosilybin a
silychristin jsou ve formé diastereomerli, zatimco jejich 2,3-dehydroderivaty jsou

enantiomery [32].
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S ohledem na téma disertaCni prace bude jesté cast tykajici se interakci
dehydroflavonolignan( s Zelezem a médi a jejich antioxidacnich a pro-oxidacnich vlastnosti

rozvedena nize.

Obr. 9. Chemicka struktura dehydroflavonolignanli. A: 2,3-dehydrosilybin A, B:
2,3-dehydrosilybin B, C: 2,3-dehydrosilychristin A, D: 2,3-dehydrosilychristin B.
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2.1.4 Stilbeny

Stilbeny jsou malou skupinou fenylpropanoidd, tvorenych 1,2-difenylethylenovym
fetézcem neboli dvéma aromatickymi kruhy spojenymi ethylenovym m{stkem. Jedna se
o fytoalexiny, které jsou v rostlindch syntetizovany jako obranny mechanismus proti
vnéjsSimu stresu, tim mlzZe byt napadeni patogeny, infekce nebo plsobeni UV zéfeni.
Do dneska bylo identifikovano vice nez 450 téchto sloucenin ve zhruba 45 Celedich a 200
druzich rostlin. Prikladem jsou hrozny (Vitaceae), borovice (Pinaceae), arasidy (Fabaceae)
nebo Cirok (Poaceae) [33-35]. Stilbeny jsou izomerni slouceniny a vyskytuji se ve dvou
formach. Trans (E)-stilbeny jsou stericky branéné, zatimco cis (Z)-stilbeny nejsou stericky
obsahuje fenolové skupiny a ty mizZou byt jak volné, tak v prenylované, geranylované nebo
glykosylované formé [34].

NejznaméjSim a také nejprozkoumanéjsim stilbenem je resveratrol (Obr. 10).
Nachdzi se predevsim ve slupce hrozn(, ale najdeme ho také v arasidech, bortvkach nebo
brusinkach. V poslednich letech byl hojné studovan pro své Siroké spektrum biologickych
aktivit, jako je modulace bunécné proliferace, angiogeneze, antioxidacni aktivita, stimulace
lipolyzy adipocyt(l a potlaceni zanétu [35,36]. Velké mnozstvi ¢lank( se vSak ukdzalo jako

podvod a bylo stazeno. Tim povést resveratrolu znacéné utrpéla [37-39].

Obr. 10. Chemicka struktura resveratrolu.
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2.1.5 Kumariny

Kumariny jsou Siroce rozsifené sekunddarni metabolity rostlin, jejichz zakladni kostra
je tvorena benzopyranovym kruhem. Byly identifikovany v fadé rostlin, hub, ale i bakterii.
Podle struktury je délime predevsim jako jednoduché kumariny, furanokumariny,
pyranokumariny, dikumariny a fenylkumariny (Obr. 11). V poslednich nékolika desetiletich
byly objektem rozsahlého fytochemického a farmakologického vyzkumu. Prokdazala se
u nich protizdnétlivd, antikoagulac¢ni, antiagregacéni, antimikrobidlni, protirakovinna,
antioxidac¢ni a neuroprotektivni aktivita [40-42].

V soucasnosti je zndmo asi 1300 kumarinovych derivat. Ve vétSim mnoZstvi se
vyskytuji pouze v Celedich Fabaceae, Apiaceae, Asteraceae a Rutaceae [8]. Kumariny jsou
pojmenovany podle rostliny Coumarouna odorata (nyni Dipteryx odorata, ¢esky silovon
obecny), ze které byl v roce 1820 poprvé izolovan nejjednodussi zdstupce této skupiny,
kumarin. Mezi dal$i vyznamné zastupce se tadi dikumarol, umbeliferon, herniarin,
eskuletin, psoralen a imperatorin [41,43].

Studiem kumarinl a jejich interakcemi s biogennimi kovy se v minulych letech nase
skupina jiz zabyvala. Farmakologické pusobeni téchto latek bylo shrnuto v nékolika

publikacich [44-47].

Obr. 11. Zakladni chemické struktury kumarini. A: jednoduchy kumarin, B:

furanokumarin, C: pyranokumarin, D: dikumarin, E: fenylkumarin.
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2.1.6 Flavonoidy

Flavonoidy jsou polyfenolické latky hojné se vyskytujici v celé rostlinné Fisi. Patfi
mezi sekundarni metabolity rostlin a v pfirodé jsou univerzalné rozsifeny. Bakterie a houby
je netvofi. V soucasné dobé bylo izolovano a identifikovano kolem 6000 téchto sloucenin.
Nachdzeji se ve vSech rostlinnych tkanich, kde jsou pfitomny uvnitf bunék nebo na povrchu
raznych rostlinnych organd. V rostlinach jsou flavonoidy casto pfitomny jako O- nebo
C-glykosidy. O-glykosidy maji sacharidové substituenty vdzané k hydroxylové skupiné
aglykonu, obvykle umisténé v poloze 3 nebo 7, zatimco C-glykosidy maji cukerné jednotky
vazané k uhliku aglykonu, obvykle na C6 nebo C8. NejbéznéjSimi sacharidy jsou rhamndza,
glukdza, galaktéza a arabinéza. Casto se také vyskytuji flavonoidni diglykosidy [48-51].

Jednd se o derivaty difenylpropanu. Struktura flavonoidl se skladd ze dvou
benzenovych kruht (A a B), které jsou spojeny heterocyklickym kruhem obsahujicim kyslik
(C). Podle napojeni aromatického kruhu na heterocyklicky kruh se déli na flavonoidy
(2-fenylchromany), isoflavonoidy (3-fenylchromany) a neoflavonoidy (4-fenylchromany)
(Obr. 12). Na zakladé stupné oxidace a nasyceni heterocyklického kruhu C Ize flavonoidy
délit na flavanoly, flavanony, flavony, isoflavony, flavonoly a anthocyanidiny (Obr. 13)

[48,49].

Obr. 12. Zakladni chemické struktury flavonoidl se zacyklenym tfiuhlikatym spojovacim

fetézcem. A: flavonoidy, B: isoflavonoidy, C: neoflavonoidy.
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Flavonoidy pfijimame jako soucdst nasi potravy. Hlavnimi zdroji jsou ovoce a
zelenina, napoje (Cervené vino, kava, ¢aj), kakaové boby, séjové produkty nebo lécivé
rostliny. Pfijem potravin obsahujicich flavonoidy se maze liSit v zavislosti na stravovacich
zvyklostech v rlznych zemich. Prlmérné pfijimame asi 1 g flavonoidd denné, z toho 16-25
mg kvercetinu. Jejich konzumace je tradicné spojovana sfadou pozitivnich ucink(.
Flavonoidy vykazuji protirakovinové, antioxidacni, protizanétlivé a antivirové vlastnosti.
Maji také neuroprotektivni a kardioprotektivni ucinky. Nékteré tyto ucinky mohou byt dany
i modulaci aktivity enzym(. Flavonoidy jsou totiz u¢innymi inhibitory nékolika enzym{, jako
je xanthinoxidasa, cyklooxygenasa, NADPH-oxidasa, lipoxygenasa nebo fosfatidylinositol-

3-kinasa [50,52,53].

Flavony

Flavony jsou Siroce rozsifeny, najdeme je v listech, kvétech a plodech rostlin. Mezi
hlavni zdroje flavoni patfi celer, petrzel, cervend paprika, hefrmdanek, mata a Ginkgo biloba.
NejrozsifenéjSimi aglykony jsou apigenin a luteolin. Vyznamnymi zastupci jsou také
baikalein, baikalin, diosmin a chrysin. V lidské potravé je ale relativné malo flavon(
v porovnani s jinymi typy flavonoidl. Kara citrusovych plodd je bohaty zdrojem
polymethoxylovanych flavond, jako je tangeretin, nobiletin a sinensetin. Maji dvojnou
vazbu mezi polohami 2 a 3 a ketonovou skupinu v poloze 4 kruhu C. VétsSina flavonu
pfijimanych z ovoce a zeleniny ma hydroxylovou skupinu v poloze 5 kruhu A. Hydroxylace
v jinych polohdch, vétsinou v poloze 7 kruhu A nebo 3’ a 4’ kruhu B, se mUze liSit podle

taxonomického zarazeni konkrétnich rostlin [51,52].

Flavonoly

Flavonoly se hojné wvyskytuji v rlznych druzich ovoce a zeleniny. Nejvice
studovanymi flavonoly jsou kaempferol, kvercetin, myricetin a fisetin. Bohatymi zdroji jsou
cibule, kapusta, hlavkovy salat, rajc¢ata, jablka a hroznové vino. Zdrojem flavonol( je kromé
ovoce a zeleniny také caj a Cervené vino. Prijem flavonol(l je spojen s Sirokou skalou
moznych pozitivnich Ucinkd, které zahrnuji antioxidaéni potencial a sniZzené riziko cévnich
onemocnéni. Ve srovnani s flavony maji flavonoly hydroxylovou skupinu v poloze 3 kruhu
C, ktera muUZe byt glykosylovana [52]. NejrozsifenéjSim a také nejvice popsanym

flavonoidem je kvercetin. Vyskytuje se predevsim ve formé glykosidu, jako je rutin.
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Kvercetin a rutin se v mnoha zemich pouzivaji jako vazoprotektiva a také jako soucast

mnoha multivitaminovych doplfik( stravy a bylinnych ptipravk( [54].

Flavanony

Flavanony jsou podskupinou flavonoidu, kterd se v nasi stravé vyskytuje témér
vyhradné v citrusovych plodech. V mensi mife je mlZeme nalézt v raj¢atech a nékterych
aromatickych bylinach jako je mata. V citrusovych plodech tvofi flavanony pfiblizné 95 %
celkovych flavonoidd. Hlavnimi zastupci jsou hesperetin, naringenin a eriodictyol. Tyto
slouceniny jsou zodpovédné za horkou chut sStavy a kary citrusovych plodd. Maji
antioxidacni a protizanétlivé ucinky a snizuji krevni lipidy a cholesterol. Flavanony, také
nazyvané dihydroflavony, maji kruh C nasyceny a na rozdil od flavonU neobsahuji dvojnou

vazbu mezi polohami 2 a 3 [52,55].

Flavanoly

Flavanoly jsou také oznacovany jako katechiny nebo flavan-3-oly, protozie
hydroxylova skupina je vidy vdzdna na pozici 3 kruhu C. Mezi pozicemi 2 a 3 nemaji dvojnou
vazbu. Kvantitativné predstavuji flavanoly hlavni skupinu flavonoid( ve stravé ve vyspélych
zemich. Mezi hlavni zdroje patti ¢okolada, kakao, jablka a ¢aj. Nejzndméjsimi zastupci jsou

katechin, epikatechin a epigalokatechin galat [52,56].

Anthocyanidiny

Anthocyanidiny jsou rostlinné pigmenty zodpovédné za modrou, fialovou, ¢ervenou
nebo oranzovou barvu kvétd, list a plodu. Jejich barva zavisi na pH a také na methylaci
nebo acylaci hydroxylovych skupin na kruzich A a B. Pfevladaji u krytosemennych rostlin,
ale jejich vyskyt byl popsan i u nahosemennych. Tato skupina latek je rozpustna ve vodé a
béiné se vyskytuje ve formé glykosidd. Nejvyznamnéjsimi zastupci jsou cyanidin,
pelargonidin, delfinidin, peonidin, petunidin a malvidin. Vyskytuji se pfevazné ve vnéjsich
bunécénych vrstvach riznych druhl ovoce. Vysoké mnozZstvi anthocyanidint maji napriklad
brusinky, borlivky, maliny, jahody, ostruziny, Svestky, hroznové vino, tfesné a sladké

brambory [51,52].
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Isoflavony

Isoflavony jsou vyznamnou podskupinou flavonoid(i, kterd je v rostlinné fisi
distribuovdna pouze v omezené mire. Hlavnim potravinovym zdrojem isoflavonu je séja a
vyrobky ze sojovych bobu, které obsahuji predevsim daidzein a genistein. Maji estrogenni
a/nebo antiestrogenni ucinky. Isoflavony tak mohou byt pouzity jako alternativni terapie
pro Sirokou $kalu hormonalnich poruch, véetné nékolika typ( rakoviny, kardiovaskularnich
onemocnéni, osteopordzy nebo symptoml menopauzy. Na druhou stranu Ize isoflavony
povaZzovat i za endokrinni disruptory s moznymi negativnimi vlivy na zdravotni stav urcité

¢asti populace nebo na Zivotni prostredi [57].

Flavony
0

0

Flavonoly Isoflavony

~r

Flavanoly

s

OH

Flavanony
0

Obr. 13. Zakladni chemické struktury flavonoidnich sloucenin.
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2.1.6.1 Metabolismus flavonoidU

Flavonoidy jsou v lidském organismu masivné metabolizovany jesté pred vstupem
do systémového obéhu. K tomu dochdzi jiz v burikdch tenkého stfeva. Ndasledné jsou
metabolity flavonoid( vazany na albumin a transportovany do jater portdlni Zilou, kde
dochazi kjejich dalSi metabolizaci. Metabolity vznikajici v jatrech mohou byt
transportovany do cilovych bunék nebo mohou podstoupit enterohepatdlni obéh skrze
vylouc€eni Zluci. Pfipadné mohou byt vylouceny z organismu i moci. Vtenkém stfevé
nezmetabolizované flavonoidy a jejich metabolity, které nebyly absorbovany v tenkém
stfevé, se dostanou do tlustého streva, kde enzymy stfevni mikrofléry Stépi 1) lidskymi
enzymy nerozstépitelné glykosidy (jako rutin) na aglykony a 2) aglykony na jednoduché
fenolové kyseliny nebo jiné fenolické derivaty. Ty se principialné dobre absorbuji a dosahuji
obecné vyssich koncentraci v plazmé nez parentni flavonoidy. Rada téchto fenolickych latek
je nasledné také metabolizovana v jatrech. NejcastéjSimi metabolickymi reakcemi v jejich
pfipadé jsou O-methylace, a konjugace za vzniku sulfatd nebo glukuronid( [48,58].
Ptrikladem slozitého metabolismu je kvercetin (Obr. 14).

Biologicka dostupnost flavonoidu se lisi u jednotlivych zastupc(, ale obecné je nizka.
Absorpce z tenkého stieva je obecné Ucinnéjsi nez z tlustého stfeva a je hlavnim mistem
limitované absorpce flavonoid(. Konjugacni reakce, ke kterym dochazi jiz v tenkém strevé
po absorpci, jsou velmi uc¢inné. V dlsledku toho nelze vétSinou v plazmé ani moci nalézt
zadné volné flavonoidni aglykony, s vyjimkou katechin(. Plazmatické koncentrace
flavonoidU po pfijmu normalni stravy jsou nizsi nez 1 uM [59].

Isoflavony jsou nejlépe vstiebatelné dietni flavonoidy. Flavanoly, flavanony a
flavonolové glykosidy se vstfebavaji se stfedni uéinnosti, zatimco proanthocyanidiny, galaty
a anthocyany se vstiebavaji nejhlre. Je vsak zfejmé, Ze vstiebavani flavonoid( z potravy
ovliviuje matrice, ve které jsou konzumovany. Pokud jsou pfijimany s potravinami s vyssim
obsahem tuku, je nasledné v moci detekovano vyssi mnozstvi flavonoidnich metabolitd.
Absorpce je také ovlivnéna davkovanim, predchozi stravou, rozdily mezi pohlavimi,

genetickymi vlastnostmi a slozenim mikrobidlni flory tlustého streva [48].
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Obr. 14. Metabolismus nejbéznéjsiho flavonoidu kvercetinu. Pfevzato z Najmanova et al.
(2016) [60].

Schéma znazornuje potvrzené i domnélé metabolity kvercetinu. Struktura v Sedé barvé
nebyla doposud nalezena. B: metabolity tvorené stifevni mikroflérou v tlustém strevé, H:
metabolity tvorené lidskymi enzymy.
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2.1.6.2 Antioxidacni plisobeni flavonoidu

Podle definice jsou antioxidanty latky, které i prestoze jsou ptitomny v nizké
koncentraci ve srovnani s koncentraci oxidovatelného substratu v médiu, mohou inhibovat
jeho oxidaci. Podle této definice by flavonoidy, které chrani pfed oxidaci bunécéné
komponenty, mély byt povaZovany za pfirodni antioxidanty [61]. Antioxidacni schopnosti
mnoha flavonoidl jsou mnohem silnéjsi nez vitaminG C a E. Naptiklad jednoelektronovy
redukéni potencial epigalokatechin galdtu za standardnich podminek je 550 mV, coz je
hodnota nizsi nez u glutathionu (920 mV) ale srovnatelnd s a-tokoferolem (480 mV) [62].

Oxidacni stres je stav pritomny ve vSech aerobnich organismech. Dochazi k nému,
pokud produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) prekroci kapacitu antioxida¢niho systému
organismu. Oxidacni stres hraje klicovou roli pfi vzniku a rozvoji mnoha chorob spojenych
se zanétem, jako jsou neurodegenerativni a kardiovaskularni onemocnéni nebo rakovina.
Na druhé strané vyvazena tvorba ROS je soucasti nékterych fyziologickych procest, napf.
fagocyty produkuji ROS prostfednictvim systému NADPH-oxidasy jako soucast jejich
obranného mechanismu proti patogentm [63].

ROS jsou obvykle velmi reaktivni, nestdlé a nemohou byt v organismu
transportovany na velké vzdalenosti. PoSkozuji tedy bunécné struktury, které jsou nejblize
mistu jejich vzniku. Snadno napadaji nukleové kyseliny, proteiny nebo lipidy [63]. Flavonoidy
mohou zabranit posSkozeni zplsobenému volnymi radikaly nékolika mechanismy.

Flavonoidy jsou schopny vychytavat volné radikaly pfimo darovanim atomu vodiku.
Radikaly jsou deaktivovany podle nasledujici rovnice, kde Re je volny radikal a FI-Oe je
flavonoidni fenoxylovy radikal (Obr. 15). Antioxidacni aktivita flavonoid( in vitro zavisi
na usporadani funkénich skupin na jadrové strukture. Jak konfigurace, tak celkovy pocet
hydroxylovych skupin podstatné ovliviiuji mechanismus antioxidacni aktivity. Hydroxylova
konfigurace na kruhu B je nejvyznamnéjsi pro vychytavani ROS, zatimco substituce kruh(i A

a C ma maly vliv na vychytdvani radikala superoxidovych anionti [62,64].
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Obr. 15. Vychytavani reaktivnich forem kysliku flavonoidy.

Volny radikal m(Ze reagovat s druhym radikalem za vzniku stabilni chinonové struktury [64].

Dalsim mechanismem, kterym flavonoidy mizZou pUsobit, jsou interakce s riznymi
antioxidacnimi enzymy. Nékdy se m(Ze jednat o kombinaci vychytdvaniradikal( a interakce
s funkcemi enzymu. Flavonoidy jsou schopny indukovat detoxikacni enzymy faze Il
(napf. NAD(P)H: chinon oxidoreduktasu, glutathion S-transferasu, a
UDP-glukuronosyltransferasu), coz jsou hlavni obranné enzymy proti elektrofilnim
toxickym latkdm a oxidacnimu stresu faze Il [62].

Flavonoidy také inhibuji enzymy zodpovédné za produkci superoxidového radikalu
(O2¢-), jako je xantinoxidasa a proteinkinasa C. Bylo také prokazano, Ze flavonoidy inhibuji
cyklooxygenasu, lipoxygenasu, mitochondridlni sukcinoxidasu a NADPH-oxidasu, které se
vSechny podileji na produkci ROS. NADPH-oxidasa je systém spojeny s membranou
katalyzujici produkci O~ v aktivovanych neutrofilech [62,64].

V neposledni fadé je pro antioxidacni plisobeni flavonoidd dulezita jejich schopnost
chelatovat ionty pfechodnych kovi. Volné ionty Zeleza (lat. ferrum, Fe) a médi (lat. cuprum,
Cu), jsou-li v redukované formé, mizou spoustét Fentonovu reakci (Rov. 1), kdy dochazi
k redukci peroxidu vodiku za vzniku vysoce toxického hydroxylového radikalu. Klasicka
Fentonova reakce probihd s Fe?*, ale na jeho pozici miZe byt i Cu*, reakce pak probiha
stejné, jen vznika Cu?*.

H;0, + Fe?* —» OH + OHe + Fe?* (Rov. 1)

Vyvazanim nadmeérného mnozstvi téchto iontl dochazi k zabranéni jejich Gcasti na
produkci ROS, které ndsledné poskozuji buriky lidského téla. Vazebnymi misty pro chelataci
kovl (Obr. 16) jsou v molekule flavonoidl katecholova cast na kruhu B, dale
3-hydroxyskupina spolu s 4-ketoskupinou na heterocyklickém kruhu C, 5-hydroxyskupina

s 4-ketoskupinou mezi kruhem A a C a hydroxylové skupiny v polohdch 6 a 7 na kruhu A [65].
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Chelatacni schopnost kvercetinu byla popsdna jiz s velkym mnoZstvim kovovych iontd, jako

jsou Mo(VI), Fe(Il)/Fe(ll1), Cu(l)/Cu(ll), Zn(I1), Al(Il1), Tb (111), Pb(ll) nebo Co(ll) [66].

Obr. 16. Vazebna mista struktury flavonoidti pro kovové ionty.
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2.1.6.3 Pro-oxidacni plisobeni flavonoidu

Stejné jako jiné antioxidanty, také flavonoidy mohou za urcitych okolnosti pusobit
jako pro-oxidanty a tim podporovat oxidaci jinych slouc¢enin. MoZné pro-oxidacni ucinky
flavonoidl se mohou projevit in vivo, pokud se do oxidacnich procesl zapoji volné ionty
prechodnych kov(. Flavonoidy jsou totiz kromé chelatace schopny i redukce Cu(ll) na Cu(l)
nebo Fe (lll) na Fe (Il) a umoznuji tak tvorbu inicia¢nich radikald [62]. Mechanismus probiha
podle Haber-Weissovy reakce (Rov. 2 a 3), v podstaté jde opét o Fentonovu reakci, jen
misto zabranéni Ucasti katalyzatoru dochdzi naopak k jeho obnové. V pfitomnosti Oze”

nebo redukéniho Cinidla se médnaté nebo Zelezité ionty redukuji a ionty v nizsim valen¢nim

stavu jsou schopny katalyzovat tvorbu hydroxylovych radikal (OHe) z peroxidu vodiku [67].
02" + Cu* —» 0, +Cu* (Rov. 2)
Cu*+H;02, —> Cu?* +OH + OHe (Rov. 3)

Ve zdravém organismu jsou kovové ionty z velké ¢asti sekvestrované ve formach
neschopnych katalyzovat reakce volnych radikald (napf. ve feritinu nebo ceruloplasminu)
[62]. Pokud vsak dojde k poskozeni tkani mGzou se uvolnit volné ionty Zeleza a/nebo médi.
Také v aterosklerotickych lézich nebo v krevnim obéhu po ischemicko-reperfuznim
poskozeni byly naméreny katalyticky aktivni kovové ionty. V téchto pripadech se pak mlze
projevit potencial flavonoidd pUlsobit jako pro-oxidanty [68,69]. Zda dojde k antioxida¢nimu
nebo pro-oxidacnimu puasobeni zdlezi na vice faktorech, mj. pH, které se napf.
pfi zminéném ischemicko-reperfuznim poskozeni snizuje a zvySuje se tak pravdépodobnost
pro-oxidacniho plsobeni.

K hodnoceni antioxidaéniho ¢i pro-oxidacniho plsobeni flavonoidi se pouziva
méreni vlivu na hemolyzu ¢ervenych krvinek vyvolanou kovy v pfitomnosti a nepfitomnosti
testovanych latek. Membrana cervenych krvinek je nejpouzivanéjsim modelem pro
studium oxidativniho posSkozeni biomembran. Jako vétSina membran hraje zasadni roli
pfi udriovani bunééné homeostazy. Cervené krvinky jsou vystaveny neustadlému pdsobeni
oxidacniho stresu béhem jejich normalnich aerobnich funkci. U zdravych jedincl je tento
stres vyvazen silnou a ucinnou enzymatickou a neenzymatickou antioxida¢ni obranou.
Cervené krvinky jsou zvld$té ndachylné k oxidaci kvdli jejich vysokému obsahu
polynenasycenych lipidd, jejich bohatému zasobeni kyslikem a pritomnosti prechodnych

kov, jako je Fe a Cu [66].
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2.2 Biogenni kovy

Lidské télo pro svou spravnou funkci potrebuje 23 prvk(, mezi nimi je i nékolik
kovovych prvku. Kovy jako Na, K, Mg, Ca, Fe, Mn, Co, Cu, Zn a Mo jsou nezbytnymi prvky
pro Zivot a nas organismus jich musi mit pfimérené mnozstvi. Prvky nezbytné pro spravné
fungovani mizeme rozdélit na makroprvky a stopové prvky neboli mikroprvky. Makroprvky
se v téle vyskytuji v koncentraci vyssi nez 1 pg/g tkané (Obr. 17). Nejzastoupenéjsim
biogennim kovem je Ca. Hned po organickych prvcich jako je O, C, Ha N je na patém misté
v mnoZstvi obsazeném v lidském téle. DalSimi nejvice zastoupenymi kovy jsou K, Na a Mg,
ty radime mezi makroprvky. VSechny ostatni biogenni kovy jsou pfitomny v mensim

mnozstvi a oznacujeme je jako mikroprvky neboli stopové prvky [70,71].

Group| 1 | 2| 3| 4|5 |6|7|8|9]|10[11]12(13| 14| 15| 16| 17|18

Period

11 H He
2 |fLi|Be B C F [Ne
3 [|Na|Mg Al Si S | Cl fAr

4 || K [Ca|Se| Ii| V |Cr|Mn|Fe|Co| Ni|Cu|Zn|Ga|Ge|As [Se| Br | Kr
5 [|Rb|Sr| Y [Zr|Nb|Mo|Tc |Ru|Rh|Pd|Ag|Cd|In |Sn|Sb|Te| I |Xe
6 [|Cs|Ba| L |Hf| Ta|W [Re|Os| Ir [ Pt|Au|Hg| Tl |Pb| Bi [Po| At [Rn
7 ||Fr|Ra| A

Obr. 17. Periodicka tabulka prvki nachazejicich se v lidském téle. Pfevzato z Fraga (2005)

[71]. Biogenni prvky (bilé pozadi), stopové prvky (Cerné pismo).

Biogenni kovy a jejich slouceniny maji v organismu radu funkci. Jsou slozkou
nékolika metaloenzymd, Ucastni se na degradaci, tvorbé nebo metabolismu organickych
sloucenin, podili se na prenosu nervovych vzruchll do mozku a z mozku. Pfechodné kovy
jako Zelezo a méd jsou nezbytné pro vSechny organismy, které uskutecniuji oxidativni
metabolismus a spolu se zinkem predstavuji tfi nejhojné;jsi stopové kovy v lidském mozku.

Schopnost médi a Zeleza ménit oxidacni stav je zasadni pro jejich biologické funkce. Plsobi
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jako dulezité slozky cetnych enzym, které se Ucastni redoxnich reakci. Jak bylo ale zminéno
v predchozi kapitole, redoxné aktivni pfechodné kovy mlzZou mit i toxické ucinky a podilet
se na produkci ROS. Proto je jich homeostdza v lidskych tkanich pfisné regulovana [70,72].

Poruseni homeostdzy prechodnych kovl mZe vést ke vzniku fady patologickych
stavl. V pripadé ztraty rovnovahy kovl dochazi k jejich nadmérnému hromadéni v téle,
pfikladem jsou hereditarni a sekundarni hemochromatéza nebo Wilsonova choroba, nebo
naopak k jejich nedostatku jako u Menkesova syndromu. Pokud dojde k urcité dysbalanci
kovl, tak se mlze projevit jejich Skodlivé plsobeni. Zakladem téchto toxickych ucink( je
navozeni oxidacniho stresu, coz jak bylo popsano vyse je ztrata rovnovahy mezi tvorbou
ROS a antioxidacnimi obrannymi mechanismy organismu. Kovy jsou také schopny
interagovat s jadernymi proteiny a DNA, coz zplisobuje oxidacni poskozeni biologickych
makromolekul. K lécbé patologickych stavi spojenych s nadbytkem nebo nadmérnou
akumulaci kov( v téle se pouzivda chelatacni terapie [73,74].

Termin chelatace pochazi z feckého slova xnAn (khéleé), coz znamena klepeta.
Patologické stavy spojené s nadbytkem nebo akumulaci kovu v organismu stejné tak jako
akutni a chronické intoxikace kovy lze Ié¢it se znacnou ucinnosti podavanim pfislusnych
chelator(i. Vyvoj nového chelatacniho cinidla je zaloZzen na kombinaci chemickych in vitro
experiment(l s pokusy na zvifecich modelech, zamérenych na kinetiku a dynamiku jak kov(,
tak cheldtor(, s naslednymi klinickymi zkouskami a sledovanim vylucovani kovu a stavu
poskozeni tkané [73]. Typicky se chelatacni terapie v klinické praxi pouziva pfi Wilsonové
chorobé a transfuznim pretiZeni Zelezem (zminéné sekundarni hemochromatdze). V obou
pfipadech je tento pfistup zcela zasadni a prodluZuje Zivot pacientl [74,75]. Tato terapie
vSak nevede jen k vyvazani nadbytecného kovu a jeho odstranéni z téla. Chelatacni ¢inidla
mohou také plsobit jako chaperony a ovliviiovat distribuci i jinych kov( v organismu [76].

Mezi pouzivané cheldtory médi patfi D-penicilamin nebo triethylentetramin [74].
Klinicky pouzZivanymi cheldtory Zeleza jsou deferoxamin, deferipron, deferasirox a
dexrazoxan [77,78]. Nékolik dalSich skupin latek s potencidlné chelata¢nim uéinkem je
predmétem vyzkumu.

Tato disertaéni prace nemohla zahrnout vSechny biogenni kovy a je zaloZen

predevsim na tfech mikrobiogennich prvcich: Zeleze, médi a kobaltu.
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2.2.1 Zelezo

Zelezo je dilezité pro téméF viechny Zivé organismy a Ulastni se celé Fady
metabolickych procesi. Jako pfechodny kov je nezbytné pro prenos elektron(. Také pro
transport kysliku, mitochondridlni dychani, inaktivaci Skodlivych ROS a syntézu DNA.
Pro jeho transport a skladovani byly v Zivych organismech vyvinuty U¢inné mechanismy [75].
Koncentrace Zeleza v télesnych tkanich musi byt ptisné regulovdna, protoze nadmérné
mnoZstvi Zeleza vede k poskozeni tkani v dlisledku tvorby ROS. Poruchy kinetiky Zeleza patfi
k ¢astym onemocnénim a zahrnuiji Siroké spektrum projevl od anémie k pretizeni Zelezem
az k neurodegenerativnim chorobdm [79].

Celkové mnoistvi Zeleza u 70 kg Clovéka je asi 3500-4000 mg, coZ odpovida
pramérné koncentraci 50-60 mg Zeleza na kg télesné hmotnosti. Naprosta vétsina Zeleza
se nachdzi v hemoglobinu erytrocytl. Asi desetina celkového Zeleza je pfitomna
v myoglobinu svall, v enzymech a cytochromech. Zbytek se nachdzi v makrofazich
retikuloendotelidlniho systému (RES) a hepatocytech ve formé feritinu a také v kostni dfeni
[80].

Vyznamnou roli pfi vstfebdvani Zeleza z potravy hraje duodenum. Absorbované
Zelezo mlze byt uloZeno v enterocytech nebo vstoupit do obéhu. Po téle je transportovano
vazané na plazmaticky protein transferin. Poté je pfijimano tkdnémi a vyuzivdano pro mnoho
procesll, jako je erytropoéza v kostni dfeni, syntéza myoglobinu ve svalech a oxidac¢ni
metabolismus. Makrofagy sleziny, jater a kostni dfené, které patfi do RES, maji za ukol
recyklovat Zelezo ze senescentnich erytrocytl. Jatra maji dlleZitou zdsobni a regulaéni
funkci. Produkci hormonu hepcidinu fidi uvolfiovani Zeleza z enterocytll a makrofaga
do obéhu. Prvni funkce je kli¢ovd pro regulaci absorpce Zeleza (Obr. 18). Obecné tyto
mechanismy umoziuji jemnou regulaci a udrZovani plazmatickych koncentraci Zeleza
ve fyziologickych hladindch [80]. Plazmatické hladiny hepcidinu jsou regulovany rlznymi
stimuly, v€etné cytokinl, plazmatickych hladin Zeleza, anémii a hypoxii. Dysregulace
exprese hepcidinu ma za ndsledek poruchy homeostazy Zeleza. Nadmérna exprese
hepcidinu vede k anémii, zatimco nizka produkce hepcidinu vede k hereditarni
hemochromatdze s naslednou akumulaci Zeleza v Zivotné dilezitych organech [81].

| kdyZ je mnoZstvi Zeleza vazaného na transferin mensi nez 1 % (pfiblizné 4 mg)

celkové télesné zasoby Zeleza, jednda se o jeho nejvyznamnéjsi, rychle vyuZitelnou
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zasobarnu. Obrat Zeleza vazaného na transferin je asi 25 mg/den. Z toho je 80 % Zeleza
transportovano do kostni dfené pro syntézu hemoglobinu ve vyvijejicich se erytroidnich
bunikdch. Nasledné se retikulocyty uvolfuji do obéhu a béhem jednoho dne se z nich
vyvinou zralé erytrocyty, které cirkuluji v krvi asi 120 dni [82].

K malym ztratdm Zeleza dochazi v duasledku fyziologické exfoliace bunék
z epitelidlnich povrchd, véetné kize, urogenitdlniho traktu a gastrointestinalniho traktu.
Tyto ztraty jsou vsak velmi malé (=1 mg/den). U Zen zvySuje primérnou denni ztratu Zeleza
menstruace, na priblizné 2 mg denné. Kromé ztrat Zeleza v dlsledku menstruacniho
krvaceni, rlznych jinych krvaceni nebo téhotenstvi je Zelezo vysoce konzervované a z téla
se neztraci. Neexistuje zZadny aktivni eliminaéni mechanismus, pouze vySe zminéné pasivni
cesty. Na druhé strané jsou ztraty Zeleza béhem menstruace nejéastéjsi pfric¢inou
nedostatku Zeleza u Zen. Pfijem Zeleza potravou je nutny k nahrazeni Zeleza vylou¢eného
pasivné stolici, moci a také kazi [80,81].

Zelezo se v potravé vyskytuje ve dvou formdch: hemové a nehemové. Primarnimi
zdroji hemového Zeleza jsou Cervené maso, drlibeZ a ryb, zatimco nehemové Zelezo se
ziskdva z obilovin, lusténin, ovoce a zeleniny. Hemové Zelezo je vysoce biologicky dostupné
a dietni faktory maji maly vliv na jeho absorpci, zatimco absorpce nehemového Zeleza je

mnohem nizsi a je silné ovlivnéna pfitomnosti jinych slozek potravy [81].
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Obr. 18. Hlavni tkané zapojené do regulace metabolismu Zeleza. Prevzato
z Yiannikourides et al. (2019) [80].

Duodendlni enterocyty jsou zodpovédné za absorpci Zeleza z potravy. Po vstiebdni Zelezo
cirkuluje v téle navdzané na protein transferin a je vychytavano rlznymi tkanémi pro
vyuziti. Retikuloendotelidlni systém recykluje Zelezo ze senescentnich erytrocytl. Jatra
produkuji hormon hepcidin, ktery fidi uvolfiovani Zeleza z enterocytll a makrofagl

do obéhu.
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2.2.2 Méd

Méd' je esencidlni stopovy kov, ktery se nachazi ve vsech Zivych organismech. Diky
tomu, Ze se ionty Cu m(Zou vyskytovat stejné jako Fe jak v oxidovaném, tak v redukovaném
stavu, ma méd nékolik klicovych funkci. V téle dospélého ¢lovéka je ji obsazeno asi 6 mg,
pficemZ nejvyssi koncentrace je v jatrech [67,83]. V organismu slouZi jako kofaktor fady
dllezitych enzymu, véetné cytochrom C oxidasy, tyrosinasy,
p-hydroxyfenylpyruvathydrolasy, dopamin B-hydroxylasy, lysyloxidasy a
Cu/Zn-dependentni superoxiddismutasy. Tyto enzymy se podileji na fadé biologickych
procesll nezbytnych pro rlst a vyvoj [67].

Denni ptijem médi je asi 0,8 mg. Lehce se lisi v zavislosti na stravovacich zvyklostech
v rliznych zemich. Mezi potraviny bohaté na obsah Cu patfi Ustfice, jatra, orechy, lusténiny,
celozrnné vyrobky a susené ovoce. Malé mnozstvi je také prijimano v podobé pitné vody
[67].

Cu z potravy vstupuje do téla na uUrovni tenkého stfeva, prochazi pfes enterocyty,
vstupuje do portalniho obéhu a do jater (Obr. 19). Dostava se do hepatocytld a déle je
vylu¢ovana do krevniho obéhu bud’ jako kofaktor ceruloplasminu nebo vazana na rlizné
proteiny, jako je albumin nebo histidin. Tyto Cu-komplexy jsou distribuovany do ostatnich
organUl a tkani podle potreby. Prebytek Cu je vylucovan z hepatocytl do Zluci a ven z téla
stolici. Jatra jsou tedy orgdnem zodpovédnym za distribuci Cu po celém téle a také za
vylucovani z téla ven [74].

ATP7A a ATP7B hraji klicovou roli v distribuci médi v lidském téle. Geneticka
inaktivace ATP7A vede k syndromu charakterizovanému zdvaznym systémovym
nedostatkem médi, zndmému jako Menkesova choroba. Mutace ATP7B narusuji naopak
schopnost téla vylucovat méd do Zluci, coz zplsobuje hromadéni tohoto kovu v téle a
onemocnéni zndmé jako Wilsonova choroba. Poruchy v homeostdze médi zplsobené
mutacemi ATP7A/B maji rGzné projevy, véetné neuropatie, anémie a kardiovaskuldrnich
onhemocnéni [84].

V nadbytku muize byt méd cytotoxickd. Stejné jako Zelezo se muze ucastnit
redoxnich reakci, vedoucich k produkci ROS, které jsou odpovédné za peroxidaci lipidQ

v membrdandach, pfimou oxidaci protein( a Stépeni molekul DNA a RNA [83].
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Nedostatek médi neni ¢asty, mliZze se projevit v ojedinélych ptipadech, kdyz je jeji
pfijem z potravy dlouhodobé nizsi nez doporucené denni mnoizstvi. Zvyseny ptijem je
potiebny u téhotnych a kojicich zZen. Stejné jako u osob se zhorSenou absorpci u nich mlze

byt nutné méd dopliiovat doplriky stravy [85].
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Obr. 19. Absorpce, distribuce a metabolismus médi. Pfevzato z Antonucci et al. (2017) [86].
Méd' vstupuje do enterocytll pres CTR1 a vystupuje portalnim obéhem prostfednictvim
ATP7A.V jatrech ma Cu klicovou roli v obrané proti ROS a v mitochondrialnim dychani. Méd'
vazana na ceruloplasmin se uvolfiuje z jater do krevniho recisté a je pak transportovana
do dalSich tkani a organll. ATP7B zajistuje transport médi pfes membrany bunéénych

organel nebo umoznuje vylu¢ovani prebyteéné médi do zludi.
CTR1: selektivni transportér pro méd, CCS: Cu-chaperon pro superoxid dismutasu, COX:

cytochrom C oxidasa, Scol, Sco2: faktory cytochrom C oxidasy; Cu/Zn SOD: méd/zinek-

dependentni superoxiddismutasa, ATP7A/B: méd prenasejici ATPasa A/B.
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2.2.3 Kobalt

Kobalt (Co) patfi mezi zakladni stopové prvky lidského téla. Vyskytovat se muze jak
v anorganické, tak organické formé. Prvné zminéna forma — anorganicka je nezbytna
pro spravné fyziologické fungovani organismu. Organickd forma kobaltu se nachazi
v zelenych ¢astech rostlin, rybach, obilovinach a vodé. Jedna se o pfechodny kov. Nej¢astéji
se vyskytuje v oxidaénim stupni Co?* a Co3*. Ostatni formy jsou vzacné. V lidském téle je
tento esencidlni stopovy prvek pfitomen v malém mnozstvi, cca 1-2 mg. Nachazi se v srdci,
jatrech, ledvindch, sleziné a v mensim mnozstvi také ve slinivce bfisni a mozku [87].

Jedinou znamou biologickou molekulou obsahujici kobalt je vitamin B12, nazyvany
také kyanokobalamin. Tento esencialni vitamin je nezbytny pro tvorbu ¢ervenych krvinek a
prevenci pernicidézni anémie. Diky své schopnosti stimulovat tvorbu hemoglobinu a
cervenych krvinek byl Co historicky pouzivdn k l|é¢bé urcitych typl anémie. Toto
terapeutické pouziti bylo obcas spojeno s vedlejSimi ucinky. Ty se projevovaly jako
dysfunkce stitné zlazy u déti a reverzibilni poskozeni zraku a sluchu u dospélych [88,89].
S kyselinou listovou se Co jako ¢ast vitaminu Biz podili na tvorbé nukleovych kyselin a
nékterych aminokyselin. Samostatné je také dileZity pro syntézu a udrZovani myelinové
pochvy v nervovych burkach. Uastni se jako koenzym na bunééné mitdze a tvorbé
neurotransmiterd, které jsou nepostradatelné pro spravnou funkci organismu [87-89].

Kvali jeho rozsifenému vyskytu v pfirodé, se s Co a jeho slouceninami setkdvdame
kazdy den. Do téla se dostava vdechovanim okolniho vzduchu, pres klizi a také pfijmem
potravin a pitné vody, které Co a jeho slouéeniny obsahuji [88]. Pouziva se také
ve zdravotnictvi, v kloubnich protézach a zubnich implantatech, ze kterych se muze
uvoliovat do krevniho obéhu. Bylo zdokumentovano i nékolik zavaznych otrav, kdy se
z hlavy endoprotéz kycle plisobenim koroze a opotiebeni uvolnilo velké mnoizstvi Co.
K otravam muze dojit i v priimyslu napf. kovovym prachem kobaltu pfi zpracovani tézkych
kovu [88,89].

Nedostatek kobaltu se projevuje poruchami v syntéze vitaminu Bi,, které muizou
vést k anémii, hypofunkci Stitné zlazy a zvysit riziko vyvojovych abnormalit u kojenc(.
Nadbytek tohoto kovu naopak muze zvysit ¢innost Stitné Zlazy a kostni drené, coZz muze

nasledné vést k nadprodukci erytrocytq, fibréze plic a astmatu [87].
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3 CiL PRACE

Cilem diserta¢ni prace bylo zjistit, jak interaguji wvybrani zastupci ze skupin
dehydroflavonolignand, flavonoidl a jejich metabolit(i s médi a Zelezem pomoci in vitro a
ex vivo metod a vyvoj nové metody pro stanoveni chelatace kobaltnatych iontl. Vzhledem

k rozsahlosti tématu bylo zvoleno nékolik dilcich cil(:

a) Stanoveni schopnosti vybranych fenolickych latek chelatovat a redukovat ionty
médi a Zeleza za pato/fyziologickych podminek. Pripadné urceni stechiometrie a
stabilitni konstanty vznikajiciho komplexu.

b) Otestovani vlivu téchto latek na produkci hydroxylového radikalu v ramci kovy-
indukované Fentonovy reakce.

c) Ovéfeni antioxidatniho ¢i pro-oxidacniho pUsobeni vybranych latek na lyze
¢ervenych krvinek navozené médi.

d) Vyvoj nové metodiky pro testovani chelatace kobaltnatych iont(.
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4 RECENZOVANE ODBORNE PUBLIKACE S IMPAKT FAKTOREM,
KTERE SE VZTAHUJIi K TEMATU DISERTACNI PRACE

4.1 Dehydroflavonolignans from silymarin potentiate transition
metal toxicity in vitro but are protective for isolated erythrocytes

ex vivo

LOMOZOVA Z., TVRDY V., HRUBSA M., CATAPANO M. C., MACAKOVA K.,

BIEDERMANN D., KUCERA R. KREN V. MLADENKA P. VALENTOVA K,
Dehydroflavonolignans from silymarin potentiate transition metal toxicity in vitro but are

protective for isolated erythrocytes ex vivo. Antioxidants, 2021, 10(5), 679.
/1F2021=7.675/
JAIS2021=0.921/
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Publikace je dostupnd v plném znéni v tisténé formé disertacni prace anebo online

https://www.mdpi.com/2076-3921/10/5/679
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4.2 Chelation of iron and copper by quercetin B-ring methyl
metabolites, isorhamnetin and tamarixetin, and their effect on

metal-based Fenton chemistry

LOMOZOVA Z., CATAPANO M. C., HRUBSA M., KARLICKOVA J., MACAKOVA K.,

KUCERA R., MLADENKA P., Chelation of iron and copper by quercetin B-ring methyl
metabolites, isorhamnetin and tamarixetin, and their effect on metal-based Fenton

chemistry. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2021, 69 (21), 5926-5937.
/| F2021=5.895/
/AlS2021=0.791/
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https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/acs.jafc.1c01729
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4.3 The effect of flavonoids on the reduction of cupric ions, the

copper-driven Fenton reaction and copper-triggered haemolysis

LOMOZOVA Z., HRUBSA M., CONTE P. F., PAPASTEFANAKI E., MORAVCOVA M.,
CATAPANO M. C., PROIETTI SILVESTRI I., KARLICKOVA J., KUCERA R., MACAKOVA K.,
MLADENKA P., The effect of flavonoids on the reduction of cupric ions, the copper-driven

Fenton reaction and copper-triggered haemolysis. Food Chemistry, 2022, 394, 133461.
[1F2021=9.231/
/AlS2021=0.921/
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814622014236
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4.4 A complex methodological approach for the screening of

efficient and safe cobalt chelators

MORAVCOVA M., HRUBSA M., LOMOZOVA Z., CATAPANO M. C., ARGENTOR,,
JIRKOVSKY E., KUCERA R., MERCOLINIL., MLADENKA P., A complex methodological
approach for the screening of efficient and safe cobalt chelators. Medicinal Chemistry,

2022, in press.
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Publikace je dostupnd v plném znéni v tisténé formé disertacni prace anebo online
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5 PODiL KANDIDATA NA JEDNOTLIVYCH PUBLIKACICH

4.1 Dehydroflavonolignans from silymarin potentiate transition metal toxicity in vitro but

are protective for isolated erythrocytes ex vivo

>

provedeni experimentl na zjisténi vlivu testovanych dehydroflavonolignand na
produkci hydroxylovych radikdld z médi a Zelezem-spousténé Fentonovy reakce
zpracovani a analyza dat

pfiprava rukopisu

4.2 Chelation of iron and copper by quercetin B-ring methyl metabolites, isorhamnetin

and tamarixetin, and their effect on metal-based Fenton chemistry

>

>
>

provedeni experimentl na zjisténi schopnosti isorhamnetinu a tamarixetinu
chelatovat a redukovat ionty médi a Zeleza, stanoveni stechiometrie vznikajicich
komplex(, stanoveni stabilitni konstanty vznikajicich komplexd, zjisténi vlivu
testovanych latek na produkci hydroxylovych radikdld zmédi a Zelezem-
katalyzované Fentonovy reakce

zpracovani a analyza dat

priprava rukopisu

4.3 The effect of flavonoids on the reduction of cupric ions, the copper-driven Fenton

reaction and copper-triggered haemolysis

>

provedeni c¢asti experimentl na zjiSténi méd-redukéni aktivity testovanych
flavonoidl, stanoveni vlivu testovanych flavonoidl na produkci hydroxylovych
radikadld z médi-spousténé Fentonovy reakce, urceni jejich vlivu na médi-
indukovanou lyzu éervenych krvinek

zpracovani a analyza dat

pfiprava rukopisu
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4.4 A complex methodological approach for the screening of efficient and safe cobalt

chelators

» provedeni experimentl na zjiSténi vlivu chelatord kobaltu na produkci
hydroxylovych radikal( z kobaltem-spousténé Fentonovy reakce

» zpracovani a analyza dat produkce hydroxylovych radikal( z kobaltem-katalyzované
Fentonovy reakce

» priprava Casti rukopisu
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6 KOMENTAR K PUBLIKOVANYM PRACEM

Tato prace je predkladdna jako soubor ¢tyr publikaci, které pfimo souvisi s tématem
disertacni prace, a které byly publikovany v recenzovanych odbornych casopisech
s impaktnim faktorem. Ve vSech pfipadech se jedna o plvodni experimentalni prace.

Uvedené publikace navazuji na predchozi studie provedené v ramci dlouhodobého
vyzkumu skupiny Kardiovaskuldrni a respiracni farmakologie a toxikologie. PredloZzené
publikace tvofi komplexni soubor praci a na r(izné Urovni se zabyvaji problematikou
interakci pfirodnich fenolickych latek s pfechodnymi biogennimi kovy Zelezem a médi.
Predmétem zajmu byly latky ze skupiny flavonolignand, flavonoid( a jejich metabolit(,
které vznikaji v lidském téle.

Vlastni experimentdlni prace pfinasi nové vysledky, které doplniuji data z predeslych

publikaci [65,90-92]. Jedna se o studie kombinujici in vitro a ex vivo metody, které zahrnuiji:

» screening chelatacni a soucasné i redukéni aktivity dvou dehydroflavonolignand a
dvou metabolitd kvercetinu vici Zelezu a médi, s dlirazem na vztah struktura-
aktivita, v€etné stanoveni schopnosti latek ovlivnit tvorbu hydroxylovych radikald
z médi a Zelezem-katalyzované Fentonovy reakce a ndsledné porovnani U¢inku na

lyze Cervenych krvinek (publikace 4.1 a 4.2)

» charakteristiku vznikajicich kovovych komplext sZelezem a médi, stanoveni

stechiometrie a stabilitnich konstant (publikace 4.2)

» testovani schopnosti dvaceti ¢tyr strukturné pribuznych flavonoidd redukovat
médnaté ionty a ovlivnit tvorbu volnych hydroxylovych radikal( z médi-spousténé
Fentonovy reakce, véetné plsobeni na médi-katalyzovanou hemolyzu (publikace

4.3)

» vyvoj nové metodiky pro screening chelatorll kobaltu a zhodnoceni jejich

potenciondlni toxicity (publikace 4.4)
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Skupina Kardiovaskularni a respiracni farmakologie a toxikologie se jiz delSi dobu vénuje
vyzkumu cheldtorl Zeleza a médi. | pfes v soucasné dobé uzké a specifické uplatnéni
v klinické praxi, jsou cheldtory vyznamnymi lécivy s celou fadou potencidlniho pouZziti.
Na intoxikace nékterymi kovy (napf. kobaltem) zatim nejsou lékovymi agenturami (EMA,
FDA) schvdlend zadna léciva. | proto je stdle zadouci vyhleddvat nové latky chelatujici
prechodné kovy a ddle objasfiovat mechanismus jejich ucinku. Fenolické latky se diky své
strukture a potencidlné nizké toxicité jevi jako vhodni kandidati. Na druhé strané existuje
fada studii, které ukdazaly, Ze tyto latky mohou mit za urcitych podminek pro-oxidacni
plsobeni [93-97]. Proto je nutné vyloucit, Ze toto pro-oxidacni plsobeni je klinicky
vyznamné nebo vybrat latky, u kterych k tomuto uc¢inku nedochazi.

Podle vysledkl predchozi in vitro studie se flavonolignany obsazené v silymarinu
ukdzaly pouze jako velmi slabé chelatory Zeleza a médi, které nebyly schopné tvofit stabilni
kovové komplexy. Oproti tomu jedna jejich dehydroforma, konkrétné 2,3-dehydrosilybin
(DHS), se ukazal jako silny a Ucinny cheldtor Zeleza i médi [92]. Z toho dlvodu byly DHS a
2,3-dehydrosilychristin (DHSCH) vybrani pro dalsi otestovani. | presto, Ze DHS a DHSCH maji
stejnou chelatacni strukturu (3-hydroxy-4-ketoskupina) jejich chelatacni aktivita byla
rozdilnd. Viditelné rozdily se projevily pfi chelataci médi v nizkych pH, kde DHS byl U¢innéjsi
nez DHSCH. Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim je mozna interference chelata¢niho mista
s hydroxymethylovou skupinou na D-kruhu DHSCH. V pfipadé chelatace iont( Zeleza byly
oba dehydroflavonolignany srovnatelné ucinné. Obé latky vykazaly velmi dobrou chelatacni
aktivitu jak Zeleznatych, tak Zelezitych iont(. Pouze pfi nizsSim pH (4,5) byla jejich u¢innost
slabsi.

K zakladnimu screeningu chelatacni aktivity médnatych iontd byla pouZita metoda
s indikdtorem hematoxylinem. Jedna se o slabé kompetitivni metodu, ale v pfipadé
ucinnych chelator muaze slouZit i k odhadu stechiometrie vznikajiciho komplexu.
U nékterych latek mize byt, ale spojena s faleSnou pozitivitou [98], a proto je nutné ziskané
vysledky ovérit dalsi metodikou. V nasem pfipadé byla ndasledné k ovéreni chelatace i
ke stanoveni schopnosti chelatovat méd vobou oxidaénich stavech pouzita
spektrofotometrickd kompetitivni metoda vyuzivajici bathokuproindisulfonat. To je rychl3,
jednoducha a presnd metodika, kterou lze pouZit za rlznych (pato)fyziologickych pH
(4,5-7,5) a po lehké upravé lze pouzit i ke stanoveni redukce médi [99]. Redukéni aktivita

latek je Casto povaZzovana za podklad antioxida¢niho plsobeni, ale ve skute¢nosti mlze vést
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k opa¢nému ucinku, tj. k pro-oxidaci, v disledku podpory redoxniho cyklu pfechodnych
kovl [100]. Na stejném principu jako bathokuproinovd metoda, funguje i ferrozinova
metoda, kterd slouzi ke stanoveni chelatace a redukce iontll Zeleza. Ferrozin je indikator,
ktery soutézi s testovanymi latkami o vazbu kovovych iont( a vzhledem k této konkurenci
mezi indikatorem a testovanou latkou je mozné porovndvat afinitu testovanych latek ke
kovu a stabilitu jejich komplex( [47,101].

Méd-redukéni ucinnost DHS i DHSCH byla velmi vysoka a jiz pfi nizkych koncentracnich
pomérech dosahovala vyznamnych hodnot. Pfi srovndni DHS a DHSCH, byl druhy
jmenovany Ucinnéjsi pfi pH 7,5 a 5,5, zatimco DHS byl Gc¢innéjsi pfi pH 4,5. Schopnost
redukce Zelezitych iont( byla u téchto latek pouze mirna. DHSCH se ukazal jako o néco
ucinnéjsi redukéni Cinidlo, ktery v poméru 1:1 redukovat zhruba 15 % Zelezitych iontd,
zatimco DHS pouze kolem 5 %.

Vzhledem k tomu, Ze je témér nemozné teoreticky posoudit Ucinek sloucenin, které
maji jak redukéni, tak i chelatacni vlastnosti na Fentonovu reakci [102], bylo plsobeni
DHSCH i DHS otestovano experimentalné na tvorbu OHe z médi i Zelezem-katalyzované
Fentonovy reakce. Ktomu byla pouZita velmi citlivd HPLC metoda s coulometrickou
detekci, kterd je schopna stanovit tvorbu OHe i za pouziti velmi nizkych koncentraci kovu a
testovanych latek [103]. DHSCH vidy potencoval Fentonovu reakci, bez ohledu na oxidacni
stav médi nebo hodnotu pH. Naproti tomu chovani DHS bylo velmi specifické a ¢asto slozité.
Pti Zelezem-spousténé Fentonové reakci byl ucinek obou dehydroflavonolignant vzdy pro-
oxidacni nebo v nejlepSim pripadé neutralni. U zZaddné z latek nebyla pozorovédna vyznamna
inhibice produkce OHe. Obecné DHSCH zplsoboval vétsi pro-oxidaci nez DHS.

V poslednim kroku byl zkouman Uucinek obou dehydroflavonolignant na lyzu
izolovanych potkanich ¢ervenych krvinek vyvolanou médi, aby se zjistilo, zda data z in vitro
experimentim odpovidaji plisobeni ex vivo. Zelezo testovdno nebylo, jeliko? Eervené
krvinky na néj obecné nejsou citlivé, a to ani ve vysokych koncentracich [104]. DHS i DHSCH
byly schopny vyrazné snizit médi-spousténou hemolyzu. DHSCH dokonce dosahl upiné
inhibice hemolyzy p¥fi poméru 3:2 (DHSCH:Cu?). Tyto vysledky tak neodpovidaly
pozorovani zin vitro experimentll, kde plsobeni latek bylo prevainé pro-oxidacni.
Pravdépodobnym dlvodem nesouladu mezi Fentonovou reakci in vitro a hemolyzou
spousténou médi ex vivo je odliSny mechanismus. Zda se, Ze u obou reakci se uplatiuje

redukovana forma médi a jsou tedy umoznény redukénimi Cinidly, ale pfi Fentonové reakci
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reaguji médné ionty pfimo s peroxidem vodiku, zatimco v ¢ervenych krvinkach se jevi, ze
médné ionty redukuji molekuldrni kyslik na superoxid, ktery je hlavnim vinikem
zodpovédnym za poskozeni erytrocytl [105,106].

| vzhledem ktémto ponékud prekvapivym vysledkim ukazujicim nesoulad mezi
vysledky z Fentonovy reakce a lyzy ¢ervenych krvinek, byly pro dalsi testovani vybrany
flavonoidy, které jsou rozsahlou skupinou fenolickych latek bézné se vyskytujicich v nasi
stravé a obecné majici pozitivni ucéinky na lidské zdravi. Jednim z diskutovanych
mechanismu je pravé interakce s pfechodnymi kovy [107]. Vyhodou je také dobra a cenové
pfizniva dostupnost rfady téchto latek, coZz umoZiiuje provést rozsahlejsi analyzu struktura-
ucinek, nez je tomu u relativné malé skupiny flavonolignan( izolovanych z ostropestrce.
Chelatacni a redukéni aktivita flavonoid( vici Zelezu i médi tak byla v minulych letech nasi
skupinou také hojné studovana [65,90]. Jako esencialni se pro chelataci kovl ukazala dvojna
vazba mezi polohami 2 a 3 zdkladniho skeletu, spolu s 3-hydroxy-4-ketoskupinou,
5,6-dihydroxy usporadanim nebo 5,6,7-trihydroxy strukturou. Oproti tomu katecholovy
kruh B (3°,4"-dihydroxyskupina) se ukdzal jako pouze slabé aktivni. Nicméné flavonoidy
mohou vedle antioxidac¢ni aktivity plsobit i pro-oxidacné. To bylo také prokazané v jedné
z predchozich studii, kde se u casti testovanych flavonoidd potvrdila schopnost zvySovat
mnozstvi produkovaného OHe z Zelezem-katalyzované Fentonovy reakce a dobra redukéni
aktivita Zelezitych iontd v kyselém pH [91]. Latky, které podporuji vznik oxidacniho stresu,
by potencionalné mohly mit vyuZiti v klinické praxi pfiléébé nadorovych onemocnéni.
Jednim z dilcich cilG nasi dalsi studie se tak stalo stanoveni ptsobeni flavonoid(i na produkci
OHe z médi-katalyzované Fentonovy reakce, které predtim nebylo nikdy komplexné a
systematicky zanalyzovano.

Jako prvni byla u dvaceti Ctyr strukturné pribuznych flavonoidli zmérena redukéni
aktivita vaci médnatym iontim ve Ctyfech (pato)fyziologickych pH. Naprosta vétsina
flavonoidu tyto ionty redukovala a velkd fada z nich dokonce dosahla Uplné (100%) redukce
jiz po 5 minutdch. Jejich chovani vsak bylo rozdilné. Pouze 5-hydroxyflavon a chrysin byly
schopni spontanni redukci médi snizit. Na zakladé téchto vysledkl se da shrnout, Ze
pfitomnost alespon 1 hydroxylové skupiny na kruhu B a 3-hydroxyskupiny byly
nejdulezitéjsimi faktory pro redukcéni aktivitu. Naopak pritomnost 2,3-dvojné vazby a
4-ketoskupiny tuto aktivitu sniZila. Souvislost mezi poétem hydroxylovych skupin na kruhu

A nebo B a redukénim potencidlem se zde ale neprokdzala. V druhém kroku byl zméren vliv
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flavonoidd na médi-spousténou Fentonovu reakci. | zde jsme pozorovali rozdilné chovani.
Pouze 3-hydroxyflavon, 5-hydroxyflavon a troxerutin byly schopny tuto reakci zablokovat a
mély antioxidacni plsobeni. Jako nejsilnéjsi antioxidant se zde ukazal 5-hydroxyflavon.
Naopak osm flavonoidl Fentonovu reakci potencovalo a mélo tak pro-oxidacni plisobeni.
Nejsilnéjsi produkce OHe byla pozorovana u baikaleinu. | v této studii bylo plsobeni
vinvitro podminkach porovnano svysledky zex vivo experiment( sledujicich lyzu
potkanich cervenych krvinek. Na rozdil od zavérd z Fentonovy reakce, naprosta vétsina
testovanych flavonoidl chranila ¢ervené krvinky pred toxicitou médi. Jedinym zastupcem,
ktery zhorsil hemolyzu a pUsobil tak pro-oxida¢né byl nesubstituovany flavon. Pfidanim
jedné hydroxylové skupiny do struktury flavonu at uZ v poloze 3, 5 nebo 7 vidy nejen
zablokovalo pro-oxidaci, ale také vedlo k vyrazné ochrané cervenych krvinek. Nejsilngjsi
antioxidac¢ni pasobeni bylo pozorovano opét v pripadé 5-hydroxyflavonu.

Jednim z uskali flavonoidnich studii je to, Ze po perordlnim podani do organismu jsou
jesté pred dosazenim systémového obéhu velmi masivné metabolizovany, pfipadné zpétné
vylouceny z enterocytl do lumen traviciho traktu. Biodostupnost vétsSiny parentnich
flavonoidl je tedy velmi nizka [22]. U evropské populace jsou v potravé nejvice
zastoupenymi flavonoidy flavanoly a po nich flavonoly [108]. Hlavnim zastupcem flavonolt
je kvercetin. Ten je béiné pfitomen u mnoha IéCivych rostlin, v ovoci a zeleniné, ale také
v doplricich stravy, kde mizZe byt i ve velmi vysokych koncentracich [109]. Na jeho in vitro
antioxidaéni a chelataéni vlastnosti bylo publikovano velké mnoZstvi praci [110,111].
Vzhledem k jeho zminéné nizké biologické dostupnosti je vsak dalezité znat také plsobeni
jeho metabolitd. Hlavnimi metabolity kvercetinu se zachovanym flavonoidnim jadrem jsou
jeho methylderivaty, isorhamnetin a tamarixetin. Vyznamnd ¢ast absorbovaného
kvercetinu je v lidském téle prfitomna pravé ve formé téchto dvou metabolitl, pficemz ve
vétSim mnoistvi se tvori isorhamnetin [112,113]. Interakce isorhamnetinu a tamarixetinu
s pfechodnymi kovy se staly pfedmétem nasi dalsi studie.

U obou latek byla stanovena chelatacni aktivita Zeleza a médi pomoci jiz dfive
popsanych kompetitivnich metod. Jak isorhamnetin, tak tamarixetin vytvarely stabilni
komplexy s Zeleznatymi i Zelezitymi ionty, pficemz jejich chelatacni U¢innost se sniZovala se
sniZujicim se pH. V pfipadé médi, se kterou byly opét oba metabolity schopny vytvaret
stabilni komplexy, byla chelatace médnych iontl nizsi nez médnatych a také stabilita

vznikajicich komplex( byla nizsi. JelikoZ obé latky ocividné chelatovaly ionty Zeleza a médi,
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byla stanovena také stechiometrie jejich komplexd. Ta patfi mezi zakladni charakteristiky
komplex( a jeji znalost je dulezitd nejen pro mozné klinické uplatnéni chelatord. U latek
prirodniho pavodu je obecné stechiometrie ¢asto neznama, je to dano pravdépodobné tim,
Ze tyto latky byvaji oproti latkdm chemického plvodu slabsimi cheldtory. U silnych
cheldtor( jde stechiometrii za urcitych podminek odhadnout i pomoci kompetitivnich
metod. Jeji stanoveni je viak moZné i pomoci méreni absorpcnich spekter testované latky
a jejiho vznikajiciho komplexu s kovem v ultrafialové a viditelné oblasti. Jednd se
o nekompetitivni testovani. Tento postup je pouzivan uz pomérné dlouhou dobu. Jobova
metoda vznikla jako prvni jiz v roce 1928 a pouzivad se dodnes [114]. Jde o jednoduchou
analytickou metodu, béhem niz je celkova molarni koncentrace dvou reaktant( konstantni,
zatimco jejich molarni koncentracni poméry se v sérii vzorkd priibézné méni. Principem je,
Ze nejvyssi mnozstvi komplexu bude vytvoreno za idealnich podminek, a to nastane tehdy,
kdyZz pomér koncentraci odpovidd stechiometrii komplexu. Vedle Jobovy metody jsme
pouzily také komplementarni metodu [115]. Ta byla v minulosti vyvinuta nasi skupinou a
na rozdil od Jobovy metody spociva v tom, Ze vSechny vzorky maji stejnou koncentraci kovu
a méni se pouze koncentrace testované latky. Nasledné se na zakladé stanovenych
molarnich absorpcénich koeficientll a namérenych spekter, pomoci Sesti matematickych
vypoctl, uréi nejpravdépodobnéjsi stechiometrie komplexu. Tato metoda je vhodnd
predevsim ke stanoveni stechiometrie latek se stfedné silnou afinitou ke kovu, kde mUze
Jobova metoda selhat nebo neposkytnout jednoznaéné vysledky.

V pripadé isorhamnetinu se ukazalo, Ze nejpravdépodobnéjsi stechiometrie jeho
komplexu s Zeleznatymi i Zelezitymi ionty byla 2:1 (isorhamnetin:Fe?/3*). Ve vztahu k médi
byla stechiometrie méné jasna. Zdalo se, Ze nejstabilnéjsi byl komplex 2:1, pfipadné 3:2
(isorhamnetin:Cu?*). Pokud jde o médné ionty, stechiometrii se nedalo stanovit s vyjimkou
pH 7,5, kde testovani opét potvrdilo komplex 2:1. Vysledky tykajici se tamarixetinu byly
podobné, ale ne totozné s vysledky isorhamnetinu. V pfipadé Zeleznatych iontl byla
stechiometrie zavisld na podminkach. Zelezité ionty byly chelatovany pfi pH 4,5
ve stechiometrickém poméru 2:1, pfi vyssim pH byla spiSe pozorovana stechiometrie 3:1.
Pokud jde o médnaté ionty, stechiometrie za nekompetitivnich podminek vychazela 3:2,
pripadné 2:1 za kompetitivnich podminek pti pH 6,8 a 7,5. Tyto vysledky nejsou vylucujici a
naopak naznacuji, Ze komplexy 3:2 nejsou na rozdil od téch 2:1 stabilni. Pfi nizSim pH byla

stechiometrie vysoce zdavisla na testovacich podminkach. U médnych iontl je situace
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analogicka s isorhamnetinem, pfi pH 7,5 byla pozorovana stechiometrie 2:1, zatimco
pfi nizSim pH je afinita pfilis nizka, aby bylo moZné stechiometrii stanovit. U vznikajicich
kovovych komplex( byla uréena také stabilitni konstanta. Ta nasledné umoznuje porovnani
s ostatnimi studiemi. Nejvyssi hodnoty jsme ziskaly pro komplexy s Zelezitymi ionty, s tim,
Ze mezi testovanymi metabolity byly malé rozdily.

| zde byla vedle schopnosti chelatace urcena také redukéni aktivita. Oba izomery
dosahly kompletni redukce médnatych iontl kolem koncentraéniho poméru 1:1. Mezi
obéma latkami byly jen malé rozdily. V pripadé Zelezitych iont( byla redukce pozorovana
pouze v pH 4,5 a 5,5. Isorhamnetin se ukazal jako mnohem vice ucinné redukéni Cinidlo.
Avsak pfi vysSich hodnotdch pH nevykdzal redukéni aktivitu ani jeden z testovanych
metabolitd.

Jelikoz obé Ilatky mély jak kov-chelatacni, tak redukcni schopnosti, jejich vliv
na Fentonovu reakci byl uréen experimentdlné. Pti Zelezem-katalyzované Fentonové reakci
bylo vysledné plsobeni obou latek ve vSech testovanych pH hodnotach pro-oxidacni.
Pti reakcich s médi, mél tamarixetin pti pH 4,5 a 5,5 antioxidacni ucinek, zatimco
u isorhamnetinu zalezel vysledny Ucinek na koncentraci. V nasledném ovéreni Ucinku na
ex vivo hemolyze, obé latky chranily ¢ervené krvinky pred toxickym pUsobenim médi a
isorhamnetin byl o néco aktivnéjsi.

Vzhledem ktomu, Ze chelatory jsou vétSinou neselektivni [116], bylo logickym
vyusténim naseho testovani vyzkouset, zda by pfirodni fenolické latky nebyly schopny
chelatovat také kobalt. Tento kov je jednim z nejméné prozkoumanych biogennich kov(.
V téle je ho obsazZeno asi jen 1,1 mg a jedinou zndmou endogenni molekulou, ktera ho
obsahuje je kobalamin, forma vitaminu B12 [89]. | kdyZ jde o esencidlni stopovy prvek, jeho
nadbytek je spojen s toxicitou. Intoxikace kobaltem je pomérné vzacnym jevem, ale
v posledni dobé bylo hlaseno nékolik pfipadl zavazinych intoxikaci kobaltem uvolnénym
z kovovych protéz [88]. V takovych pfFipadech pak neni k dispozici Zddny schvaleny chelator
a kazuistiky popisujici Ié¢bu téchto stavi nezjistily dostate¢nou kobalt-chelatacni uéinnost
u soucasné znamych chelatort kovd.

V dobé pfipravy této prace nebyla kdispozici také Zadna validovand metoda
na stanoveni kobalt-chelata¢ni aktivity. Ztoho ddvodu byla nami vyvinuta nova
spektrofotometrickd metoda, kterd umoznuje rychlou a presnou detekci chelator( kobaltu

a nasledné porovnani jejich ucinnosti. Metodika byla také ovérena pomoci ¢tyf zndmych
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cheldtorl kovl (EDTA, 8-hydroxychinolin, kloroxin a nitroxolin). Metoda byla validovédna
pro Siroké spektrum pH (4,5-7,5), odrdZejici fyziologické i patofyziologické stavy
v organismu. Umoznuje detekci ve velkém rozsahu vinovych délek, coz je uzitecné pro
eliminaci potencidlnich interferenci barevnych sloucenin nebo jejich komplexi. Metoda je
relativné vysoce citliva, protoZze umoznuje detekci kobaltu v koncentracich od 25-200 nM
v zavislosti na pH. Vsoucasné dobé probihd dokoncovani studie analyzujici kobalt-
chelatacni ucinky flavonoid(i a vysledky budou v brzké dobé opublikovany.

Zavérem lze fici, Ze bylo prokazano, zZe flavonoidy, véetné jejich methylmetabolitli a
strukturalné blizkych flavonolignanl z ostropestfce, maji v pfipadé pritomnosti funkcnich
skupin (zejména 3- nebo 5-hydroxyskupina a 4-ketoskupina, nebo katecholicky kruh A)
schopnost chelatovat biogenni kovy. Soucasné ale fada z nich také redukuje Zelezité a
médnaté ionty. Tento jev je vyraznéjsi pfi pfitomnosti katecholického kruhu B. Redukce
zminénych kovli muUZe byt spojena s potenciaci Fentonovy reakce, a to také bylo
u nékterych testovanych latek v této diserta¢ni praci prokazano. Zajimavé ale je, Ze tento
pro-oxidacni ucinek nebyl nalezen u lyzy ¢ervenych krvinek navozené pridavkem médi.
Nabizi se tedy hypotéza, zda je testovani Fentonovy reakce opravdu relevantni pro
biologické prostfedi nebo zda se jednotlivé lidské buriky chovaji jinak. Jsou totiz také
dostupné studie, které ukazaly, Ze méd' zvySuje toxicitu nékterych fenolickych latek na bilé
krvinky [117]. V dalSich studiich je tedy nutné soustfedit se na porovnani pfipadnych
ochrannych nebo toxickych Gcinkd i na jiné burnky nez erytrocyty, které jsou prece jen diky
absenci jadra ponékud specifické. Dalsi klicovou otazkou je zplisob podani fenolickych latek
v pfipadé, Ze by byly prokazany jejich protektivni G¢inky i na jiné bunky lidského téla pfi
intoxikaci kovy. Evidentné je nelze podavat peroralné. Proto je zajimavé také otestovat
jejich dalsi metabolity, zejména ty tvorené lidskou mikroflérou. Ty mohou byt zodpovédné
za priznivé ucinky peroralné podavanych flavonoidli a bude tedy zajimavé zjistit jejich

ucinky ve vztahu k biogennim kovlim.

47
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7.1 Interactions of isoquinoline alkaloids with transition metalsiron

and copper
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7.2 Effects of heme site (FA1) ligands bilirubin, biliverdin, hemin,
and methyl orange on the albumin binding of Site | marker

warfarin: Complex allosteric interactions

LEMLI B., LOMOZOVA 7., HUBER T., LUKACS A., POOR M., Effects of heme site (FA1)
ligands bilirubin, biliverdin, hemin, and methyl orange on the albumin binding of Site |
marker warfarin: Complex allosteric interactions. International Journal of Molecular

Sciences, 2022, 23, 14007.
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