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ABSTRAKT
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Nazov diplomovej prace: Interakcie 7,8-dihydroxyflavonu s fyziologickymi kovmi

7,8-dihydroxyflavon patri medzi fenolické latky sthrne oznacované ako
flavonoidy. Flavonoidy su bioaktivne zlozky bohato distribuované v kazdodennej strave
so schopnostou modulovat zdravie a ochorenia prostrednictvom mnohych
mechanizmov vratane svojej antioxidacnej aktivity. AvSak za urcitych podmienok mézu
vykazovat' aj prooxida¢né ucinky. Vzhl'adom na tato skuto¢nost, ktord suvisi jak
s vplyvom jednotlivych faktorov, tak s pestrou Struktarou flavonoidov, je preto
esencidlne pochopit’ dané redoxné spravanie na zaklade vztahu Struktury a ucinku
a porozumiet ich fyziologickym, farmakologickym, a teda i pripadnym toxickym

vlastnostiam.

Interakcia s fyziologickymi kovmi je dana Struktirou molekuly prostrednictvom
dihydroxy uskupenia v polohe 7 a 8. Tieto spomenuté kovy st esencidlne pre mnohé
biochemické pochody v biologickych systémoch. Ich homeostdza je v T'udskom tele
prisne regulovana a naruSenie tejto rovnovahy moze viest k vyvoju rdznych

patofyziologickych zmien.

Této praca prezentuje flavonoidy a fyziologické kovy z teoretického hl'adiska,
kde na ziskanie nélezitych vedomosti sme vyuzili dostupnu literataru. V praktickej Casti
diplomovej prace sme sa zamerali na ich G¢inky najmi z hl'adiskd redoxnych dejov.
Konkrétne sme skumali chelataénii schopnost’ 7,8-dihydroxyflavonu so Zelezom,
med’ou, kobaltom, zinkom, hor¢ikom a vapnikom pouzitim kompetetivnych metodik
a redukéné schopnosti tejto latky k Zelezitym a mednatym i6nom. Dalej sme sledovali
vplyv danej latky na zelezom a med’ou iniciovani Fentonovu reakciu. Otestovali sme

ucinky tohto flavonu na med’ou iniciovanu lyzu ¢ervenych krviniek.



Zaverom, touto pracou sme zistili, ze 7,8-dihydroxyflavon je schopny
najucinnejsie chelatovat’ zeleznaté i6ny a tcinnejsie redukovat’ med’'naté iony. Analyzou
Fentonovej reakcie v pritomnosti mednatych a Zelezitych iénov pri pH 7,5 a 6,8
zlucenina vykazovala prooxida¢nu aktivitu a pri pH 5,5 a 4,5 antioxida¢nt aktivitu.
Latka vykazovala protektivnu aktivitu na l'udské erytrocyty v pritomnosti med’natych

16nov.
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Title of thesis: Interactions of 7,8-dihydroxyflavone with physiological metals

7,8-dihydroxyflavone belongs to the phenolic substances collectively referred to
as flavonoids. Flavonoids are bioactive components abundantly distributed in the daily
diet with the ability to modulate health and disease through miscellaneous mechanisms
including their antioxidant activity. However, they can also exhibit prooxidative effects
under certain conditions. Due to this fact, which is related to individual factors, i.e.
presence of various substitutions on the flavonoid come, it is therefore essential to
understand the redox behavior based on the relationship between structure and effect
and to understand their physiological, pharmacological and thus also potential toxic

properties.

The interaction with physiological metals is determined by the structure of the
molecule through the dihydroxy moiety in positions 7 and 8. These mentioned metals
are essential for many biochemical processes in biological systems. Their homeostasis is
strictly regulated in the human body and disruption of this balance can lead to the

development of various pathophysiological states.

This thesis presents flavonoids and physiological metals from a theoretical point
of view, where we have used current literature to obtain relevant knowledge. In the
practical part of the thesis, we focused on their effects, especially in therms of redox
processes. Specifically, we investigated the chelating ability of 7,8-dihydroxyflavone
with iron, copper, cobalt, zinc, magnesium and calcium by using competitive
methodology and the reduction ability of this substance to ferric and copper ions.

Furthermore, we observed the influence of the substance on iron and copper-initiated



Fenton reaction. We tested the effect of this flavone on copper-initiated lysis of red
blood cells.

In conclusion, we found that 7,8-dihydroxyflavone is able to chelate ferrous ions
most efficiently and reduce copper ions more effectively. By analysing the Fenton
reaction in the presence of copper and ferric ions at pH 7.5 and 6.8, the compound
shows pro-oxidant activity whereas at pH 5.5 and 4.5 antioxidant activity. The

substance has protective activity on human erythrocytes in the presence of copper ions.

Key words: chelation, copper, iron, zinc, cobalt, calcium, magnesium, flavonoid
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1 ZOZNAM SKRATIEK

7,8-DHF

2,3-DHBA

2,5-DHBA

BCS

BDNF

CC

CoA
CYP 450
DMSO
GIT

HA
HEM

HEPES

HPLC

IL-6
LDH

Na:EDTA

Na:NFDSA

NAD*/ NADH

NADPH-oxidaza

NaHEPES

7,8-dihydroxyflavon

kyselina 2,3-dihydroxybenzoova (z angl. 2,3-dihydroxybenzoic
acid)

kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (z angl. 2,5-dihydroxybenzoic
acid)

disodna sol’ bathokuproindisulfénovej kyseliny (z angl.
bathocuproinedisulfonic acid disodium salt)

mozgovy neutroficky faktor (z angl. brain-derived neurotrophic
factor)

o-kresolftalein komplexon (z angl. cresolphtalein complexone)
koenzym A (z angl. coenzyme A)

cytochrom P 450 (z angl. cytochrome P 450)

dimetylsulfoxid

gastrointestinalny trakt

hydroxylamin hydrochlorid (z angl. hydroxylamine
hydrochlorid)

hematoxylin

4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetansulfonova kyselina (z angl. 4-
(2- hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)

vysoko ucinna kvapalinova chromatografia (z anfl. high
performance liquid chromatography)

interleukin-6

laktatdehydrogenaza (z angl. lactate dehydrogenase)

disodna sol’ etyléndiamintetraoctovej kyseliny (z angl.
ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt)

disodna sol’ kyseliny 1-nitroso-2-naftol-3,6-disulfonove;j
nikotinnamidadenindinukleotid (z angl. nicotinamide adenine
dinucleotide)

nikotinamidadenindinukleotidfofat oxidaza (z angl. nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate oxidase)

sodnéa sol’ HEPES
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PPI

RONS

ROS

TRIS

TrkB

inhibitory protonovej pumpy (z angl. proton pump inhibitors)
reaktivne formy kyslika a dusika (z angl. reactive oxygen and
nitrogen species)

reaktivne formy kyslika (z angl. reactive oxygen spiecies)
tris(hydroxymetyl)aminometéan (z angl.
tris(hydroxymethyl)aminomethane)

tyrozinkinazovy receptor B (z angl. tropomyosin receptor kinase

B)
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2 UVOD

Flavonoidy st zluceniny patriace do jednej z hlavnych tried rastlinnych
sekundarnych metabolitov. Prirodzene sa vyskytuju v ovoci, zelenine a rastlinach, kde
sa podielaju na regulécii mnohych biologickych funkcii vratane podpory rastu, vyvoja,
ochrany pred stresovymi faktormi a sfarbeni kvetov, ktoré pomaha pritahovat
opelovace. Tieto polyfenolické zluCeniny maji posobivé antioxidacné, antiflogistické
a antiproliferativne uCinky. Ich vSeobecni StruktGru tvori 15 uhlikova kostra
usporiadana ako C6-C3-C6. V zavislosti od ich Strukturalnej modifikacie sa flavonoidy
delia do niekol’kych podrodin, a tym vykazuji rozdiely v biologickych aktivitaich
(Zhuang et al. 2023, Badshah et al. 2021, Kiyama et al. 2023).

7,8-dihydroxyflavon je zlicenina patriaca do tejto rozsiahlej skupiny prirodnych
latok, flavonoidov. Zaujem o vyskum tejto molekuly sa rozvinul od roku 2010, kedy sa
zistila jeho agonisticka aktivita k receptorom tropomyozin kindzy B (TrkB).
Prostrednictvom tejto interakcie a svojej vlastnej antioxidacnej aktivite sa javi ako
potencidlne sl'ubnd terapeutickd intervencia na klinicku liecbu neuropsychiatrickych
porach. Mdéze vyznamne ovplyvnit' patologické charakteristiky neurodegenerativnych
ochoreni protekciou a regenerdciou neurénov, utlmom neurozapalu a regulaciou
synaptickej plasticity. ZlepSenim kognitivnych funkcii, podporou pamiti a ucenia sa tiez
moze podielat’ na progresii zlepSenia neurologickych ochoreni. Tento flavonoid
predisponuje aj mnozstvom d’alSich prospeSnych ucinkov, avSak pre jeho buduce
klinické pouzitie je nevyhnutné d’alSie testovanie molekuly v oblasti terapeutického
potencialu a bezpec¢nosti (Kim et al. 2013, Chen et al. 2011, Yang et al. 2022, Paul et al.
2021).

Pre spravnu funkciu l'udského tela potrebujeme asi 20 prvkov, z ktorych 10
tvoria kovy. VSetky prirodzene sa vyskytujice prvky maju svoju klI'icova biologicku
funkciu. Zucastiiuji sa mnohych biochemickych reakcii a su nezastupitelné
v niekol’kych $trukturdlnych a funkénych ulohach. Je nevyhnutné, aby esencidlne prvky
boli v tele v primeranom mnoZzstve resp. aby bola udrZzovana rovnovaha. V pripade
absencie alebo excesivneho mnozstva dochddza k roéznym patologickym stavom.
Deficit, je stav, ktorému sa da predchédzat’ alebo liecit’ prostrednictvom suplementécie.
Pretazenie musi byt’ v€as rozpoznané a terapeuticky kontrolované (Zoroddu et al. 2019,

Fraga 2005, Slobodian et al. 2021).
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Flavonoidy

Flavonoidy st prirodné zluCeniny patriace do skupiny fenolickych latok
s charakteristickym Zzltym sfarbenim (lat. flavus = ZzIty). V stcCasnosti tato rozsiahla
skupina sekundarnych metabolitov obsahuje viac ako 8 000 prirodzene sa vyskytujucich
molekul (Juca et al. 2020, Rakha et al. 2022, Slamova et al. 2018).

V rastlinnej riSi st zGcastiiujl na mnohych biologickych procesoch vratane
reguldcie rastu a vyvoja, opelovania, tvorbe semien, zastavaji funkciu signalnych
molekul a v neposlednom rade ide o pigmenty dodéavajiace farbu kvetom a plodom (zlta
cez Cervenu az modrad). Flavonoidy poskytuji nevyhnutni ochranu pred roéznymi
biotickymi a abiotickymi stresmi (UV Ziarenie, nizke teploty, sucho, tazké kovy), mimo
iné aj prostrednictvom inaktivacie reaktivnych foriem kyslika (ROS). Ide teda
o detoxikacné ¢inidld a antimikrobidlne obranné latky nevyhnutné pre Zzivot rastlin

(Zhuang et al. 2023, Ciumarnean et al. 2020, Park et al. 2022).

Zakladom ich Struktary je 15-uhlikovy skelet (C6-C3-C6) tvoreny dvomi
fenylovymi kruhmi (A a B) a jednym heterocyklickym kruhom (C) (Obr. 1.).

Obr. 1. Zakladna Struktira flavonoidov s oznacenim jednotlivych kruhov

Délezitym biosyntetickym krokom je izomerizacia bo¢ného fenylu. Substituciou
fenylu do polohy C, vznikaji flavonoidy (2-fenylchromén-4-6n), do Cs izoflavonoidy
(3-fenylchromén-4-6n) a C4 neoflovanoidy (4-fenylkumarin) (Obr. 2.) (Kiyama et al.
2023, Zhuang et al. 2023, Ciumarnean et al. 2020).
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Obr. 2. Chemicka Struktira flavonoidov (vPavo), izoflavonoidov (uprostred)

a neoflavonoidov (vpravo)

Dalsimi modifikaciami ich zakladnej $truktiry pripadne obmenami funkénych
skupin vznika Sest’ podtriedy flavonoidov, ku ktorym patria flavony, flavandny
flavonoly, flavanoly, anthokyanidiny a izoflavony (Park et al. 2022, Shamsudin et al.
2022).

V prirode st Siroko rozsirené najméd vo forme glykozidov. Bohaté zastipenie
maji v ovoci a zelenine, priCom denny prijem v kazdodennej strave predstavuje
priblizne 1 g. Najbeznej$im zdrojom st ¢ajové ndpoje najmi zeleny a bylinkové, d’alej
kava a vino. Z ovocia st vo vysokych mnozstvach pritomné v jablkach, hrozne,
citrusovych plodoch a v zelenine najmi Cervenej paprike, zeleri, cibuli. Z inych zdrojov
napr. v kakau, soji, orechoch a olivovom oleji (Slamova et al. 2018, Peluso et al. 20135,

Serafini et al. 2010, Aoi et al. 2021).

Podl'a epidemiologickych s§tadii pravidelnd konzuméacia potravy bohatej
na flavonoidy je spojend s niz§im vyskytom rizika chronickych ochoreni a to najmi
kardiovaskularnych, neurodegenerativnych a onkologickych. Tieto prospesné ucinky sa
kedysi vysvetl'ovali ich antioxidacnou aktivitou. Novsie $tudie naznacujua, Ze flavonoidy
predisponuju  niekol’kymi farmakologickymi tU€inkami ako s antibakterialne,
antifungalne, antivirusové, antiparazitarne, antidiabetické, estrogénne, imuno-odulacné,
antiflogistické, vazodilatacné, protidoStiCkové a antihistaminické. AvSak z celkového
mnozstva objavenych molekul sa len minimélny pocet latok vyuziva v klinickej v praxi,
napr. v terapii chronickej vendznej insuficiencie hesperidin + diosmin, rutin
a troxerutin. Pravdepodobne je to dosledok vel'mi nizkej peroralnej biologickej
dostupnosti ich zékladnej nemodifikovane; formy. Flavonoidy sa stali dolezitymi

dietetickymi  zlaCeninami  modulujucim zdravie, ktoré predisponuju sl'ubnym
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terapeutickym potencidlom, avsak vyzaduju si d’al$i podrobnejs$i vyskum ich u¢innosti
a bezpecnosti (Juca et al. 2020, Kumar et al. 2013, Casili et al. 2021, Rabe et al. 2013,
Zhuang et al. 2023, Rakha et al. 2022, Serafini et al. 2010, Peluso et al. 2015, Park et
al. 2022, Aoi et al. 2021, Shamsudin et al. 2022, Vissenaekens et al. 2022, Kiyama et al.
2023, Badshah et al. 2021, Ciumarnean et al. 2020).

16



3.2 7,8-dihydroxyflavon

7,8-dihydroxyflavon (7,8-DHF) patri tiez medzi sekundarne metabolity rastlin.
Tento prirodny flavon sa nachddza v rastlinaich Godmania aesculifolia, Tridax
procumbens a Primula halleri. Bohato je obsiahnuty aj v celej rastline Lepisorus
ussuriensis, ktora sa v tradi¢nej ¢inskej medicine pouziva na detoxikaciu.

Struktrne pozostava z  O-heterocyklického kruhu prikondenzovaného
na 7,8-dihydroxy aromaticky kruh a fenylu v polohe 2 (Obr. 3.) (Kim et al. 2013, Yang
etal 2022, Choi et al. 2013, Liu et al. 2020).

V roku 2010 sa vyskumom zistilo, Ze 7,8-DHF je schopny preniknut
hematoencefalickou bariérou a napodobiiovat’ G¢inok mozgového neurotrofického
faktoru (BDNF) selektivnou aktivaciou TrkB receptorov a tym chranit neurdny.
Na zaklade dan¢ho zistenia, ako vysokoafinitny agonista TrkB s malou molekulou, bol
skimany  jeho potencidl v  moduldcii  patologickych  stavov, vratane
neuropsychiatrickych, metabolickych a kardiovaskularnych (Yang et al. 2022, Zhao et
al. 2021).

Konkrétne priklady terapeutického potencidlu z doterajSich vyskumov
preukazali, ze 7,8-DHF ma antidepresivnu aktivitu, in vitro G€inky proti obezite resp.
antiadipogénny potencial, vykazuje antidiabetické U¢inky zmieriovanim inzulinovej
rezistencie  vyvolanej  obezitou, podsobi  hepatoprotektivne, cytoprotektivne
pred poSkodenim genotoxickymi latkami, u potkanov sa preukazala jeho vazorelaxa¢na
a antihypertenzivna aktivita, zlepSuje motoricky a kognitivny deficit v mySacom modeli
Parkinsonovej, Alzheimerovej a Huntingtonovej choroby, zlepSuje motorickll
vykonnost’ na mySom modeli amyotrofickej lateradlnej sklerdzy, zmieriiuje kardialnu
fibrozu vyvolanu ischémiou, potlaca ubytok kostnej hmoty u potkanov po ovariektomii,
inhibuje proliferaciu a indukuje apoptézu I'udskych buniek osteosarkému a chrani stratu
pamiti spdsobenu alkoholom a stravou s vysokym obsahom tukov (Korkmaz et al.
2014, Pandey et al. 2020, Huai et al. 2014, Choi et al. 2016, Shin et al. 2023, Kumar et
al. 2019, Kim et al. 2013, Li et al. 2016, Chen et al. 2011, Kinoshita et al. 2023, Paul et
al. 2021, Hang et al. 2023, Xue et al. 2021, Zhao et al. 2021).

Mechanizmus jeho terapeutickej ucinnost’ v zavislosti na Struktire je dany
zakladnym farmakoférom molekuly, katecholovym usporiadanim. Pre interakciu resp.

naviazanie 7,8-DHF na TrkB receptor je esencialna fenolickd hydroxylova skupina
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v polohe Cs. Dal§im skumanim bola dokézana jeho vlastna antioxidaéna schopnost
nezévisla od interakcie s TrkB receptorom, ktord je zaistena uskupenim hydroxylov
v ortho polohe (Obr. 3.) (Chen et al. 2018, Yang et al. 2022, Zhang et al. 2009, Kang et
al. 2015).

Obr. 3. Struktira 7,8-dihydroxyflavénu so zvyraznenym chelataénym miestom

Vo vseobecnosti, vSak, su urcité pochybnosti o skuto¢nej relevantnosti tychto
ucinkov, a tym aj o redlnom uplatneni v klinickej praxi a to najmi kvoli jeho nizkej
oralnej biologickej dostupnosti v experimentoch na mySacich modeloch. Na viac,
susedné dihydroxy uskupenie v kruhu A je nachylné na rychlu metabolizaciu v peceni
vratane metylacie, glukuronidacie a sulfaticie. Na druhej strane pri chronickej aplikécii
na zvieracich modeloch sa neprejavila ziadna toxicita, ¢o dokazuje jeho adekvatnost’
na predklinické skumanie a vyvoj vhodnej modifikdcie pre zlepSenie biologicke;j

dostupnosti (Chen et al. 2023, Chen et al. 2018, Paul et al. 2021, Yang et al. 2022).
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3.3 Biogénne kovy

Biogénne kovy spolu so 6 zakladnymi prvkami, C,H,O,N, P, S st nevyhnutnou
sucastou biomolekul. Vo vsetkych zivych systémoch si komponentov nukleovych
kyselin, proteinov a biomembran. Priblizne 20 prvkov je esencidlnych pre Cloveka,
z toho asi 10 tvoria kovové prvky: draslik (K), sodik (Na), vapnik (Ca), hor¢ik (Mg),
d’alej sem patri mangan (Mn), zelezo (Fe), kobalt (Co), med’ (Cu), zinok (Zn)
a molybdén (Mo), ktoré st suhrnne oznacované ako stopové prvky (Obr. 4.) (Jomova et

al. 2022, Moustakas 2021).

H
Li | Be
Na | Mg
K |Ca Sc| Ti|V [Cr|Mn|Fe|Co| Ni [Cu|Zn
Rb| Sr Y [Zr [Nb|Mo|Tc |Ru|Rh|Pd|Ag|Cd
Cs|Ba Luf Hf | Ta|w [Re | Os| Ir | Pt |Au|Hg

Obr. 4. Cast’ periodickej tabul’ky prvkov so zvyraznenymi biologicky relevantnymi
kovmi. Zelene vyznacené prvky patria medzi esencidlne, ruzové su nevyhnutné

pre niektoré formy Zivota a oranzovy Cr je dolezity len pre urcité biologické funkcie.
Prevzaté z: Jomova et al. 2022
Vseobecne sa kovy delia podl'a ich nevyhnutnosti v biologickych systémoch

na 2 kategorie: esencidlne a neesencialne. Aby bol prvok zaradeny medzi nevyhnutné

pre zivot musi spifiat’ uréité podmienky:
a) pritomnost’ v I'udskych tkanivach
b) Gplna absencia v organizme vedie k poskodeniu zivotnych funkeii

¢) insuficienciu je mozné normalizovat’ vhodnou suplementaciou prvku

(Zorvoddu et al. 2019, Slobodian et al. 2021).

Esenciélne, uz podla nazvu, st nutné pre udrZzanie homeostdzy a zachovanie
zivota rastlin, zvierat a 'udi. Zucastnuju sa Sirokej Skaly biologickych procesov, ¢i uz

ako Strukturdlna alebo funk¢na opora. Tvoria nezastupiteInt rolu v biochemickych
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reakciach, podiel’aju sa na intra a interceluldrnej komunikacii, udrzuji osmoticky tlak
a elektricky naboj. St potrebné pre spravne pochody tykajuce sa parovania a stability
nukleotidovych baz a transkripcie DNA. V rastlinach st nevyhnutné pre fotosynteticky
pochod a prenos elektronov. Celkovo prispievaji k spravnej funkcii svalovych
a nervovych buniek, srdca, mozgu a inych organov.

Nedostatok pripadne nadbytok tychto kovov sa spaja s mnohymi nepriaznivymi
zdravotnymi ucinkami. Toxicita zavisi od mnozstva a druhu i6nu. Absencia moze
sposobit’ vazne poruchy, karcinogenitu az smrt. Ich prospesné pdsobenie je spojené
so stopovymi mnozstvami. Na druhej strane prekroCenie prahovej koncentracie, vsak,
moéze vyvolat’ toxicitu (Obr. 5.) (Moustakas 2021, Jomova et al. 2022, Fraga 2005,
Slobodian et al. 2021).

TE | 8
5 = Optimal function i ;E
8 = E‘ State of Health &
g L3 !
5
g
=]
2
-=
(%
death Concentration (dose) death

Obr. 5. Diagram zavislosti davka — efekt esencialnych prvkov. Diagram ukazuje
zdkladny Paracelsov princip ,,davka robi jed* resp. zavisi od koncentracie prvku, aby

sa prejavila toxicita.

Prevzaté z: Zoroddu et al. 2019

Neesencialne nemaju ziadnu fyziologickt funkciu a s pre organizmus toxické
zvyCajne uz v stopovych mnozstvach. Velmi cCasto si kontaminantami Zivotného
prostredia. Na molekuldrnej urovni st chemicky podobné esencidlnym a tak moZze
dochédzat’ k nartiSaniu biologickych pochodov podobnymi interakciami na cielovych
Struktirach. Prikladom je nahradenie esencidlnych kovovych i6nov neesencidlnymi

v metaloproteinoch (Slobodian et al. 2021).
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3.3.1 Vapnik

Vépnik tvori najzastupenejSie percento mineralov v nasom tele, o predstavuje
asi 2 % telesnej hmotnosti, v absolutnych cislach priblizne 1200 g. Najviac, az 99 %,
celkového vapnika je ulozené vo forme hydroxyapatitu v zuboch a kostiach, kde tvori
rezervoar, dodava im tuhost’ a Struktiru. Zvy$né mnozstvo je lokalizované v telesnych
tekutinach a mékkych tkanivach, t.j. v krvi a cytoplazmatickych organelach. Frakcia,
ktora sa nepodiela na opornej funkcii kostry ma nezastupitelnia ulohu
v mnohych metabolickych procesoch vratane svalovej a vaskularnej kontrakcie,
transmembranového prenosu, hormondlnej funkcie, regulacie enzymatickych pochodov
a UcCasti na prenose nervovych vzruchov. Zastdva rolu druhého posla, a tym
zasahuje do mnohych bunkovych pochodov napr. proteolyzy, apoptdzy, autofigie,
sekrécie neurotransmiterov a neurmodulatorov, enzymatickej aktivacie/deaktivacie
cez fosforylaciu a defosforylaciu, agregéacie trombocytov, transkripcie a inych (Martinez

de Victoria 2016, Shkembi et al. 2021, Shlisky et al. 2022).

Niektoré Ziviny si l'udské telo dokaze vyrobit, avS§ak mnohé nie, a preto je
potrebné ich dodavat’ z exogénnych zdrojov resp. prijmom zo stravy. Adekvatne
mnozstvo prijatého véapnika na den pre dospelého sa pohybuje v rozmedzi od minima
600 mg do 1200 mg, pri¢om horna hranica je 2500 mg. Zeny nad 50 a muZi nad 70
rokov by mali prijat’ 1200 mg/den, pocas tehotenstva je odporti¢ana davka 1300 mg/dent
(Jomova et al. 2022, Fujita 2000, Shkembi et al. 2021).

Z potravy predstavuje najbohatSie zdroje mlieko (124 mg/100 g), mliecne
vyrobky (niektoré syry 1000 mg/100 g, jogurty, kefir, smotana a maslo), mékkyse,
koérovce a ryby. Dve tretiny obsiahnutého vapniku v mlieku st viazané na kazein
a zvySok vol'ny. Vys$§i obsah je zaznamenany v semenach, obilninach (30 mg/100 g),
strukovinach, orechoch a zelenine napr. brokolica, Zerucha, a kel (100 — 150 mg/100 g).
MnozZstvo véapnika v pitnej vode z kohutika pripadne v minerdlnych vodach kolise
s urCitou variabilitou. Tato forma zaistuje vysoku dostupnost, ale nizSie koncentracie

ako v mliecnych vyrobkoch (Shkembi et al. 2021, Martinez de Victoria 2016).

Intestindlna absorpcia je jednym zo zakladnych mechanizmov udrZiavania
homeostdzy. Tenkym ¢revom sa absorbuje viac ako 90 % celkového prijatého vapnika,
zatial' ¢o v hrubom creve len priblizne 3 — 6 %, a to v zavislosti od potreby vapniku.

Vstrebavanie je zaistené prostrednictvom dvoch ciest: paracelularny pasivny

21



nesaturovatelny transport a transcelularny aktivny saturovatelny transport.
Paracelularna difuzia prevlada pri zvySenom prijme a transceluldrny je stimulovany
vitaminom D. Pred tym, ako dojde k absorpcii, musi byt’ vapnik v ionizovanej forme
Ca*", ku ktorej dochadza v kyslom prostredi zalidka, pripadne je v danej forme prijaty
potravou. V pripade véizby na proteiny, prevlada interakcia s albuminom. Nadmerné
prijaté mnozstvo alebo neabsorbovany sa eliminuje moc¢om a stolicou (Shkembi et al.
2021, Song 2017, Li et al. 2018).

U zdravych jedincov sa plazmatickd koncentracia udrziava v uzkom rozmedzi
2,2 — 2,6 mmol/l a voI'na ionizovana forma 1,15 — 1,33 mmol/l, najm& prostrednictvom
posobenia humoralnych regulatorov: vitaminu D3 (1,25-dihydroxycholekalciferol),
parathormonu a kalcitoninu. UdrZovanie homeostazy sa zabezpecuje na Urovni €revnej
absorpcie, renalnej exkrécie a mobilizdcie alebo inkorporacie do kostnej hmoty.
Parathormoén z pristitnych teliesok zvySuje reabsorpciu v oblickach a zaroven zvysSuje
vylu¢ovanie fosfaitov do mocu. V oblickdch aktivuje enzym 1la-hydroxylaza, ktory
premiena vitamin D na najaktivnej$i metabolit, dihydroxyformu, a tym sa ulahcuje
vstrebavanie véapniku a fosfatov z gastrointestindlneho traktu (GIT). Pri chronickom
zvyseni parathormonu dochadza k vyssej resorpcii kosti a tym aj koncentracii vapnika
v sére. Naopak, ked’ hladina v sére stipne, pdsobenim kalcitoninu sa potlaca uvolnenie
vapnika z kosti a znizuje sa reabsorpcia v oblickdch (Obr. 6. a Obr. 7.) (Song 2017,
Shkembi et al. 2021, Li et al. 2018).
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Obr. 6. Schéma homeostazy vapnika. Ked’ hladina vapnika v sére klesne, zvysi sa
uvolnovanie parathormonu (PTH) z pristitnych teliesok, co stimuluje rendlnu
reabsorpciu vapnika, vylucovanie fosfatu a produkciu 1,25-dihydroxycholekalciferolu
resp. vitaminu D, (1,25(OH) D). Vedie tiez k resorpcii vapnika a fosfatu z kosti.
Zvysenim produkcie vitaminu D v oblickach sa zvysi absorpcia vapnika v creve. (Plna

¢iara — stimuldcia a prerusovana ciara — negativna spdtnd vizba).

Prevzaté z: Song 2017
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Obr. 7. Dopliiujica schéma homeostazy vapniku. Vapnik z potravy sa vstrebava
hlavne v tenkom creve, v pripade nadmernej koncentrdcie alebo neabsorbovany sa
wlucuje rendlne alebo stolicou. Plazmaticka hladina je udrZiavand prostrednictvom
najmd uz vysSie popisaného parathormonu a kalcitoninu. V pripade vyssich hladin
vapnika v sére sa potlaca jeho uvoliovanie z kosti a zniZuje reabsorpcia v oblickach

prostrednictvom kalcitoninu.

Prevzaté z: Li et al. 2018

V priebehu zivota sa menia naroky na prijem potrebného mnozstva. V urcitych
etapach sa zvySuju: aktivny rast (prvé roky a pubertdlny rastovy skok), Zeny
po menopauze a tehotenstvo. V pripade, ak homeostdza zlyh4, dochadza k réznym
patologickym zmendm ako dosledok zmien hladiny tohto minerdlu napr.
neurodegenerativne, neurologické, muskuloskeletalne poruchy, kardiomyopatie a iné.

Jednym z ochoreni z nedostatku je osteoporoza. Ide o systémové metabolické
ochorenie, ktoré znizuje kvalitu Zivota. Zvyc€ajne sa vyskytuje, ked’ prevlada resorpcia
kosti nad novotvorbou. Pri¢inou je nizka hustota kostnej hmoty a zhorSena
mikroarchitektira vedica ku krehkosti a zvySenému riziku fraktir spdsobujicich

vyznamnu imobilitu a mortalitu (Martinez de Victoria 2016, Li et al. 2018, Song 2017).

Hypokalcémia je jednou =z najfrekventovanejSich porach -elektrolytove;j
rovnovahy, pri ktorej sérové hladiny celkového vapnika su < 2,12 mmol/l. Mdze byt

sposobend nedostatoénym prijmom, zvySenou stratou mocom, hypoparatyreézou
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pripadne tazkym deficitom vitaminu D, niektorymi liekmi (diuretikd, inhibitory
protonovej pumpy /PPI/, antiepileptikd, cisplatina, glukokortikoidy, antifungalne latky),
ochoreniami obliCiek a pecCene spojené s nedostatkom vitaminu D a chelatacnou
terapiou. Deficit byva asymptomaticky alebo vyvolava svalové zasklby, brnenie prstov,
necitlivost,, perioralnu parestéziu a kice. Zavaznejsia formou je karpopedalny spazmus,
ktory moéze progredovat do tetanie, epileptickych zachvatov, srdcovych dysrytmii
a inych kardiovaskularnych tazkosti (Pepe et al. 2020, Fujita 2000, Jomova et al. 2022,
Song 2017, Cooper et al. 2008).

Prijatelnd maximalna dennd davka v strave je dana na 2500 — 3000 mg
pre dospelych, 2500 mg pre deti a 1000 — 1550 mg pre dojcatd. Prijem nad tieto
mnozstva zvySuje riziko neZiaducich efektov. Jednym z nich je zapcha, ktord postihuje
len niektorych jedincov, d’alej moéze dojst k hyperkalcémii, hyperkalciurii az
nefrolitidze, kalcifikacii ciev a mikkych tkaniv a zasahu do vstrebavania zinku a Zeleza.

Hyperkalcémia, je stav, kedy je hladina v krvi abnormalne zvySena, t.].
> 2,6 mmol/l. Medzi symptomy patria polakidria, polydypsia v dosledku cinnosti
obli¢iek, bolest’ a slabost’ kosti, inava, maldtnost’, neurologické a psychické poruchy
(depresia, apatia, zniZzena koncentracia), kardiovaskuldrne nasledky (arytmie) a GIT
poruchy (nevolnost’ a vracanie). Tento stav mdze vzniknut’ v pripade hyperparatyredzy,
dehydratacie, zlyhania obli¢iek, ucinkov liekov (distdlne diuretikd napr.
hydrochlorotiazid), intoxikdcie vitaminom D, malignit pluc, obli¢iek a prsnika
a mnohocetného myelomu. Principom hyperkalcémie navodenej nddorom st zahrnuté 3
mechanizmy: sekrécia parathormonu a vitaminu D a osteolytické metastazy (Weaver et

al. 2019, Jomova et al. 2022, Song 2017).

3.3.2 Kobalt

Kobalt je mikrozivina zohravajuca tlohu kofaktoru v 2 zakladnych enzymoch,
metioninsyntdza a methylmalonyl-CoA mutdza. V tele sa najCastejSie vyskytuje ako
centralny atébm viazany koordinacnou vidzbou v makrocykle korrine v Strukture
vitaminu Byz. Podl'a ligandu sa vitamin Bi> vyskytuje v niekol’kych kobalaminovych
formach: kyano- a hydroxy- (formy pouZzivané v terapii nedostatku vitaminu B>
a intoxikdcie kyanidmi), metyl- a 5'-deoxyadenosyl- (koenzymy v mnohych
metabolickych pochodoch), (Obr. 8.) (Yamada 2013, Okamoto et al. 2011, Jomova et
al. 2022).
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Obr. 8. Struktira kobalaminu. Kostra molekuly je tvorend korrinovym kruhom
s centrdlnym atomom kobaltom. R predstavuje horny ligand, ktory sa obmiena a tvori
tak 3 zdkladné Struktury: kyanokobalamin (CN-), metylkobalamin (CH3-)
a adenosylkobalamin (5'deoxyadenosyl-). Dolny ligand, nukleotid, v axialnej polohe je

napojeny na korrinovy kruh v casti oznacenej D cez fosfat a cez dimetylbenzimidazol

koordinovany na atom kobaltu.

Prevzaté z: Yamada 2013

Doporuc¢end denna davka kobaltu pre dospelého je 2,4 pg, najnizsia zo vSetkych
esencidlnych kovov. Z celkového hladiska sa teda deficit u ¢loveka prakticky
nevyskytuje. Priemerny prijem kobaltu zo stravy tvori 5 — 45 pg Co/den, pricom
najvyssi obsah poskytuju ryby, zelenina (najmi v zelenej listovej) a Cerstvé obilniny
(0,2 — 0,6 ng Co/g cistej hmotnosti), kukuri¢né ceredlie a zemiakové lupienky. Medzi
d’al$i vyznamny zdroj patri zvieracia pecenn (0,1 — 0,3 pg Co/g Cistej hmotnosti). Tabak
obsahuje asi 0,3 — 2,3 mg Co/kg. V pitnej vode sa vyskytuje vzacne aj to v nizkej
koncentracii v rozmedzi 0,1 — 5 pg Co/l. Mimo iného s kobaltom sa stretdvame
na kazdodennej baze v okolitom prostredi. Stopové mnoZzstva su v jazerach, riekach,
podzemnych vodach, pobreznych morskych vodach, pdde a hornindch aj v priemysle.
V ovzdusi sa vyskytuje bud’ ako prirodny zdroj po sopecnej erupcii, lesnom poziari,
alebo sa do vzduchu dostane pomocou spalovania fosilnych paliv emisie motoru,
fosfatovych hnojiv a spracovanim kobaltu. Vo forme vitaminu B1> ma hojné zastupenie

v zivocisnych produktoch: hovédzie, telacie, kuracie a jahniacie médso, vajcia, mlieko
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a mlie¢ne vyrobky. Vajcia pokryvaju az 25 % dennu potrebu. Dobrym zdrojom su aj
ryby, mikkyse a z rastlinnej stravy urcité jedlé riasy a fermentované sojové boby
(Yamada 2013, Barceloux 1999, Jomova et al. 2022, Watanabe et al. 2018, Gille et al.
2015).

Absorpcia pozitého kobaltu prebieha v tenkom c¢reve a meni sa v zavislosti
od formy, podanej déavky, Casu posledného jedla a mnozstva zeleza v GIT. Kobalt
vykazuje Ciastocni chemicki a fyziologicki podobnost so zelezom, teda
pravdepodobny mechanizmus vstrebavania je transport zdielany so Zelezom. V mensej
miere sa vstrebava cez kozu a v pripade vdychnutia aj pl'aicami. Najvyssie koncentracie
kobaltu v 'udskom tele su v peceni, srdci a oblickach. Mensie mnozstvo sa vyskytuje aj
v mozgu a pankrease. Soli kobaltu sa ztcasthujii syntézy erytropoetinu tvoreného
v oblickéch, ktory je nutny pre stimuldciu krvotvorby resp. erytrocytov v kostnej dreni.
Hlavnym eliminacnym orgdnom su obli¢ky (Leggett 2008, Barceloux 1999, Jomova et

al. 2022).

Nedostatok priamo suvisi s narusenou tvorbou vitaminu Bix a vedie
k hematologickymi, neurologickymi a psychiatrickymi prejavom (perniciézna anémia,
neuropatie, parestézie, demencia, depresia az psychoza). Priamy deficit kobaltu ma
za nasledok znizenu funkciu Stitnej zl'azy a vrodené chyby (Jomova et al. 2022, Gille et

al. 2015, Oh et al. 2003).

Pret’azenie kobaltom je menej €asté a symptomy su relativne mierne v porovnani
s intoxikdciou inymi redoxne aktivnymi kovmi. Pre Zivé bunky s 16ny kobaltu
vo vys§ich davkach toxické a spdjaji sa s rdznymi ochoreniami. Toxicita kobalaminu je
vyrazne nizSia ako volného i6nu kvoli korrinovému kruhu braniacemu vézbe ionu
na nefyziologické miesta. Symptomy st spojené podl'a cesty kontaktu zlti€eniny s telom
(ingescia, inhalacia, dermdlna cesta): kontaktnd dermatitida, pneumonia, alergicka
astma az karcinom pl'ic. Hlavnym zdrojom intoxikacie st elektrochemické zavody, kde
su pracovnici vystaveni zlu€eninam s obsahom kobaltu, a tym sa zvySuje riziko vzniku
rakoviny pl'ic. Ako jeden z redoxne aktivnych kovovych i6nov, ktory katalyzuje tvorbu
ROS interferuje s opravou DNA a sposobuje jej poskodenie. Ide o tzv. Fentonovu
reakciu katalyzovanu kobaltom, ktorou sa podiel'a na oxida¢nom strese vyvolavajiceho
mnohé ochorenia (vid’ kap. 3.4). Najvicsie riziko predstavuje sutaZenie s ostatnymi
biologickymi i6nmi kovov o vizbu na makromolekuly, kde zaujme miesto

fyziologického i6nu, a tak inhibuje spravnu funkciu. Jeden z prikladov enzymu, kde
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moze dojst’ k zamene Zn za Co je alkoholdehydrogenaza. Stuperenie kobaltu a Zeleza je
obzvlast vyznamné, pretoze maju rovnaké biologické oxidacné stavy (2+/3+), co
ul’ahCuje nespravne zabudovanie. Mimo iné zasahuje do metabolizmu jodu a vedie

k abnormalnej funkcii Stitnej zl'azy (Okamoto et al. 2011, Jomova et al. 2022).
3.3.3 Med

Med je dalsi stopovy prvok nevyhnutny pre zivot I'udi a zvierat. Tento
prechodny kov je kofaktorom mnohych redoxnych enzymov, pricom ceruloplazmin je
najfrekventovanej§i  Cu-dependentny  ferroxidazovy enzym  podielajici sa
na fyziologickej kinetike Zeleza v organizme. Utastni sa mmnohych biologickych
procesov napr. fotosyntézy, tvorbe spojivového tkaniva, na bunkovom dychani, syntézy
hemoglobinu a neurotransmiterov. Okrem toho sa podiel'a na mnohych neurologickych
funkciach, imunitnej a antioxidac¢nej obrane resp. zachytavani volnych radikalov.
Typické oxidacné stavy molekul st +1 a +2 (Bost et al. 2016, Jomova et al. 2022, Myint
etal 2018).

Tato nevyhnutnii mikrozivinu prijimame len v stopovych mnoZstvach a nas
organizmus obsahuje asi 100 mg medi. Doporu¢ené mnozstvo pre dospelych tvori
2 — 3 mg/den. VysSiu odporucanu davku ako dospeli maju deti, tehotné Zeny a dojcata.
Obsah v potravinach sa meni na zdklade miestnych podmienok, pouziti hnojiva, medi
ako fungicidu a baktericidneho ¢inidla a lokalizdcie priemyslu. Zdroje, ktoré
vo zvySenej miere obsahuji med’ zahfniaji orechy, vnutornosti, v menSej miere chlieb,
obilniny, ovocie a zelenina. Medzi d’alSie zdroje patria korovce (mikkySe, homar, krab),
kakao a huby. Nizke koncentracie si obsiahnuté aj v mlieku a mlie¢nych vyrobkoch.
MnozZstvo v pitnej vode je premenlivé v zavislosti od zloZzenia podzemnej vody

a vodovode v domacnostiach (Bost et al. 2016, Myint et al. 2018).

Prijata med’ z potravy sa primdrne vstrebava v proximalnej Casti tenkého Creva,
dvanastniku, kde prebieha nasledny transport do pecene cez venae portae. Rychlost
absorpcie z potravy zavisi na niekol’kych premennych: veku, type potravy, pohlavi,
na mnozstve obsahu v potrave. Tieto parametre spdsobuju kolisanie absorpcie medzi 12
a7l %. V stadiach sa zistilo, Ze vysSia vstrebatelnost” je u Zien, a nebola ovplyvnena
uzivanim hormoénov. U dojciat je vysSia ako u dospelych, ale rozdiel medzi mladymi
dospelymi a seniormi nebol vyrazny. Po ¢revnej absorpcii dochddza k vychytavaniu

peceniou (75 %), kde sa nasledne uskladiiuje v hepatocytoch, ustredni metabolizmu
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medi. ZvySok putuje do periféria viazané na albumin. Existuje niekolko ciest
elimindcie, pricom urinarna je zanedbatend v porovnani s exkréciou do zl¢e. Malé
mnozstvo medi sa vyluCuje potom, koznym epitelom, slinami a u zien sa straca pocas

menstruacie (Liu et al. 2013, Bost et al. 2016, Myint et al. 2018).

NaruSena rovnovaha, ¢i uz deficit, pripadne pretazenie, ma za nasledok rézne
poruchy. Prikladom naruSeného metabolizmu medi si 2 vrodené choroby: Menkesova
choroba, t.j. deficit medi, a naopak, toxikéza z prebytku medi zndma ako Wilsonova
choroba.

S nedostatkom sa stretdvame menej Castou ako s toxickymi davkami. Deficit
pocas in utero vyvoja moze sposobit’ naruSenie kardiovaskularneho systému, kostného
vyvoja (malformécie), a postupne aj neurologické a imunologické abnormality.
V dospelosti nedostatok spdsobuje narusenie metabolizmu cholesterolu. Deficit moze
nastat’ z niekol’kych pri¢in: pred¢asne narodené deti s nizkou pdrodnou hmotnostou,
podvyzivené dojcata, parenterdlna vyziva bez suplementicie medi, malabsorpcny
syndrom a vegetariani kvoli nizSej biologickej dostupnosti z rastlinnej stravy. Medzi
sekundérne pri¢iny zarad'ujeme vysoky prijem Zn, terapiu chelataénymi latkami,
operacie v oblasti GIT. Klinické priznaky st roznorodé od hematologickych (nedostatok
krvnych elementov) po neurologické (neuropatie), vratane osteoporozy, fraktar
a malformacii kosti. Dalsie $tadium vedie k abnormédlnemu metabolizmu glukozy
a cholesterolu, zhorSenej produkcii energie, naruSenej syntéze neuropeptidov,
kardiomyopatidm, zvySenému oxidacnému posSkodeniu a negativnym U¢inkom
na imunitny systém (Bost et al. 2016, Jomova et al. 2022, Stern et al. 2007, Scheiber et
al. 2013, Stern et al. 2007, Uriu-Adams et al. 2005).

Menkesova choroba, X-viazany hlboky nedostatok medi, vznikd mutéciou génu
(ATP7A) kédujiiceho Cu**-transportujicu ATPazu. Medzi zikladné priznaky patri
neurologickd degeneracia, porucha hematopoetického systému, hypopigmentacia koze
a vlasov, hypotermia, mentalna retardacia, abnormality koze, tepien, spojivového
tkaniva a vlasov tzv. ,,choroba kuéeravych vlasov* (krehké a krivé) a iné. Umrtnost’ je
na zacCiatku detstva. Aj pri v€asnej diagndze a lieCbe je fatdlna zvycajne do 10. roku

zivota. (Jomova et al. 2022, Stern et al. 2007 ).

Vysoké davky medi sposobuju toxicitu, ktord je spojend s oxida¢no-reduk¢énymi
reakciami Fentonového typu spdsobujuce oxidacny stres az bunkovu smrt’ (vid’ kap.

3.4). Akutna intoxikédcia sa spdja s ndhodnym pozitim alebo so samovrazednymi
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sklonmi, kedy davka Casto presahuje 20 g. U tychto pacientov sa vyskytovali symptomy
zahriiujuce nauzeu, vracanie, bolest’ hlavy, brucha, hnacku, letargiu, tachykardiu,
hemolytickii anémiu, GIT hemoragiu, hematuriu, dychacie tazkosti, zlyhavanie
eliminacnych orgdnov az smrt. Prejavy otravy mozu nastat aj po pdsobeni medi
dermalne a na dychacie cesty (Bost et al. 2016, Uriu-Adams et al. 2005, Scheiber et al.
2013, Stern et al. 2007).

Wilsonova choroba je autozomalne recesivne ochorenie, tzv. toxikoza z prebytku
medi. Dochadza ku genetickému defektu transportného proteinu, ktory ulahcuje
exkréciu medi ZI€ou. Med’ sa hromadi v peCeni a v mozgu, v mensej miere aj v inych
organoch. Po nadmernej kumulacii v hepatocytoch dochadza k lyze a uvol'neny kov sa
hromadi v extrahepatdlnych tkanivach (o¢i, oblicky, nervovy systém). NajcastejSie
prejavy pretazenia zahffiaju hepatdlnu, psychiatrickd, neurologicku, skeletalnu, renalnu
a endokrinologicku symptomatologiu (Obr. 9.). Ak je ochorenie diagnostikované véas
a zaCne sa s okamzitou lieCbou, pacienti mozu zit’ normalny zivot. Stava sa smrtel'nym,
pokial’ sa nezahaji vhodna terapia na odstranenie nadbytku kovu z tela. VyuZziva sa
chelatacna terapia alebo podavanie zinku, ktory blokuje vstrebavanie medi. Liecba
zahfiia aj diétu s vyluCenim potravin s vysokym obsahom, napr. ustrice, ¢okolada

a huby (Stern et al. 2007, Scheiber et al. 2013, Uriu-Adams et al. 2005).
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Obr. 9. Toxicita medi v patogenéze Wilsonovej choroby. Med’ prijata z potravy (Cu)
sa transportuje cez portalnu Zilu, kde prebieha systémova homeostiza Cu. Zhorsenim
biliarnej exkrécie v patologii Wilsonovej choroby dochadza k akumulacii Cu v peceni.
Po vycerpani kapacity pecene sa nadmerné mnoZstvo Cu dostava do systémového obehu
a hromadi sa vroznych extrahepatalnych tkanivach (rohovka, mozog, erytrocyty,
kostrové a srdcové bunky, synovidlna membrdana velkych kibov a rendlny parenchym.),
kde sposobuje toxicitu. Primdrne klinické prejavy su spojené s akumulaciou Cu

v peceni, ociach a mozgu. Volna med je eliminovand mocom.

Prevzaté z: Czlonkowska et al. 2018
3.3.4 Zelezo

Zelezo je klucovy prvok pre bunky ulahéujiici mnohé chemické reakcie
nevyhnutné pre Zivot. Tento kov funguje ako kofaktor v enzymoch, metaloproteinoch,
zodpovednych za nespocetné mnozstvo pochodov vyuzivajicich jeho redoxni
flexibilitu Fe?"/Fe*". Klastre elezo-sira (Fe-S) ¢asto tvoria aktivne centra v enzymoch
zodpovednych za prenos elektronov a tvorbu energie pri mitochondridlnom dychani
acykle kyseliny citronovej (dehydratdzy, oxidoreduktazy napr. xantinooxiddza,
akonitdza a sukcindt dehydrogenaza). Tvoria stcast hémovych (cytochromy,

peroxidazy, katalazy a i.) aj nehemovych enzymatickych systémov vo forme Zelezo-oxo
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klaster (ribonukleotidreduktdza) alebo Fe-S klaster. Ako zlozka erytrocytov vo forme
hemoglobinu je potrebné pre transport kyslika v tele a odvod oxidu uhli¢itého z tkaniv
do plic. Vo svaloch je zase za dodanie a ukladanie kyslika zodpovedny myoglobin.
Na molekularnej urovni zasahuje do bunkovych katabolickych a anabolickych procesov
napr. syntézy DNA, RNA a proteinov, bunkovej proliferacie, diferencidcie a regulcie
génovej expresie.

Celkovy obsah zeleza v tele sa pohybuje v rozmedzi 3,5 — 5 g z toho 2,5 g tvoria
erytrocyty, asi 1 g je uloZeny v peceni, ostatné tkaniva napr. svaly obsahuju asi 0,3 g
a cirkulujuce v podobe transferinu je nizke priblizne 3 — 4 mg (Zeidan et al. 2021, Eid et
al. 2017, Nairz et al. 2020, Geissler et al. 2011, Lieu et al. 2001, Bennett et al. 2019,
Papanikolaou et al. 2005, Chifman et al. 2014, Mwangi et al. 2018, Jomova et al.
2022).

Zelezo je nevyhnutné prijimat z potravy (8 mg/defi muzi, 18 mg/det
premenopauzalne Zeny a 27 mg/den tehotenstvo), kde sa najcastejSie vyskytuje v dvoch
formach, hémové a nehémové. Nehémové sa hojne vyskytuje v rastlinnej strave
(ovocie, zelenina, semend, orechy a obilniny), doplnkoch a v potravinach obohatenych
zelezom. Vyskytuje sa bud v zZelezitej forme, alebo vo viac biologicky dostupnej,
zeleznatej forme, ktora je rozpustnejSia vo vodnom prostredi. KI'aicovu ulohu zohrava
zalido¢na kyselina (nizke pH 1 — 2), ktora ulahCuje premenu menej rozpustného
trojmocného Zeleza na rozpustnejSiu formu. Hémové Zelezo, viazané na porfyrinovy
kruh, prijimame z maésitej stravy, pecene, morskych plodov, ryb a hydiny. Po spracovani
ma najvyssi obsah hovidzie miso > brav€ové méso > ryba > kuracie méiso. V porovnani
s nehémovym ma vysSiu biologicki dostupnost’ (20 — 40 %), vstrebdvanie je teda
efektivnejiie a menej ovplyvnené zloZenim stravy a inymi faktormi. Daldim
determinantom absorpcie je potreba v organizme, v pripade deficitu sa vstrebava viac.
Hlavnym inhibitormi vstrebavania su iné i6ny (vapnik, zinok a 1.), fytaty v strukovinach
a obilninach, fenolické zluceniny v cCaji a kave, vo vSeobecnosti flavonoidy, taniny
a niektoré proteiny. Najdolezitej$im zosiliiovacom je vitamin C vd’aka jeho redukénej
sile a tvorbe stabilného Zelezo-askorbatového cheldtu. V mnohych krajinach su bezné
potraviny obohacované zelezom, aby sa zabranilo nedostatku. Delia sa na dve kategorie:
zameran¢é na pacienta resp. rizikova populaciu a pre vSeobecnu populaciu. Prikladom
takychto potravin a surovin pre pripravu jedal su: doj¢enskéd vyziva a prikrmy, sol,

sojova omacka, ryza, vyrobky z obilnin (pSeni¢na a kukuri¢na muka, ceredlie, chleby,
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suSienky), mlie¢ne vyrobky, krmiva pre sliepky pre zvySeny obsah vo vajickach
a cukrovinky. Na prekonanie neprijemnych organoleptickych vlastnosti sa vyuzivaju
nové postupy ako enkapsulacia a chelatacia (Zeidan et al. 2021, Geissler et al. 2011,
Man et al. 2022, Pasricha et al. 2021, Dutt et al. 2022, Fairweather-Tuit et al. 2021,
Percy et al. 2017, Jomova et al. 2022).

Kinetiku zeleza delime na niekolko zékladnych krokov: transport z potravy
traviacim traktom, vstup a vystup do/z enterocytov a makrofagov do obehu, transport
v krvnom obehu, vstup do buniek a intercelularne pochody na jeho vyuzitie. Primarne
sa vstrebdva v proximalnej casti tenkého creva, dvanastniku a hornom jejuine.
Hemoglobin a myoglobin prijaty z mésitej stravy sa travi za uvolnenia hémovej formy
zeleza. T4 sa nasledne vstrebava cez transportér na apikalnej strane enterocytu doteraz
nezndmym mechanizmom. Po vstupe sa degraduje hemoxygenazou za uvolnenia
anorganickej formy. Nehémové trojmocné Zelezo sa pred absorpciou redukuje pomocou
kyseliny chlorovodikovej, vitaminu C a najmé ferrireduktdzami (cytochrom b
duodendlna reduktiza) na prednostne vychytdvané Fe?'. Do enterocytov vstupuje
cez transportér so Sirokou Specifitou (aj pre iné dvojmocné i0ny) tzv. divalentny kovovy
transportér. Dal3ia cesta zavisi od dopytu v organizme, bud’ sa uchovava vo forme
ferritinu v enterocyte alebo sa vyuZziva na bunkové procesy zavisle od zeleza pripadne
sa transportuje bazolateralnou stranou do krvného obehu. Pre export cez ferroportin
(nachadza sa aj v makrofagoch, hepatocytoch a placente) a néslednu inkorporaciu
na transferin je potrebna reoxidicia Fe*" na Fe®" pomocou multimedenej ferroxidazy,
hefaestinu, naviazanej na membrane alebo alternativne sérovym ceruloplazminom (st
homologické). Trojmocné Zelezo ma vysoka afinitu k transferinu, ¢o znamend, Ze
v plazme nie je takmer Ziadne volné Zelezo. Komplex sa distribuuje do tkaniv
regulovanym sposobom cez vdzbu na tranferinovy receptor. Nasleduje internalizacia
endocytozou, kde v kyslom prostredi endozému sa uvolni Zelezo, redukuje sa
transmembranovou metaloreduktazou, prejde do cytoplazmy transportérom a receptor aj
transferin sa znovu recykluje na povrch bunky. V cielovej bunke sa podobne ako
v enterocyte (aj v makrofdgoch) vyuziva na metabolické ucely (syntéza hému a klastrov
Fe-S importom do mitochondrii) alebo ulozZenie do zasoby (ferritin). Z celkového obratu
transferinu sa az 80 % transportuje do kostnej drene na erytropoézu. Ferritin sluzi ako
rezervoar Zeleza pre buduci dopyt, pricom najvysSia zdsobareil je v peceni, ale aj
v kostnej dreni a slezine. Cudské telo denne vyuZije asi 30 mg zeleza na erytropoézu

ainé pochody, pricom strava pokryva iba 1 — 2 mg. VicSina dennej potreby je
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zabezpecend recyklaciou starnucich a poskodenych erytrocytov retikuloendotelovymi
makrofagmi prevazne v slezine. Vo fagolyzozémoch sa rozlozia na jednotlivé zlozky,
ktoré sa d’alej vyuziju napr. zelezo sa cez ferroportin exportuje do plazmy, naviaze na
transferin a distribuuje sa po tele. Cudské telo nemd ziadnu aktivnu cestu exkrécie
zeleza. Pasivne stracame 1 — 2 mg/dent najmd odlupovanim crevného epitelu,
deskvamaciou koznych buniek a Zeny menstrudciou. Mensiu cast’ stricame mocom,
potom a vlasmi alebo v Specifickych pripadoch ako laktacia a tehotenstvo. Homeostaza
sa udrziava na urovni regulacie absorpcie a recyklacie makrofagmi pomocou osi

hepcidin/ferroportin (Obr. 10.).
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Obr. 10. Globilny prehPad kinetiky Zeleza vPudskom organizme. Zelezo sa
vstrebdva v traviacom trakte enterocytmi. Transport elementarneho zeleza vo forme
Fe'? prebieha cez membrdnovy protein, transportér divalentného kovu 1 (DMTI).
Membranovo viazana ferroxiddaza (Dctbl, cytochrom b duodendlna reduktdiza) moze
previest Fe’* na formu Fe’*, aby sa umoznilo vstrebanie. Zelezo vo forme hému sa
vychytava nesSpecifickym transportérom na membrdne enterocytu a ndsledne sa
intracelularne uvolnuje z hému hemoxygenazou (HO-1). Zasoba labilného zeleza (LIP),
ktora je dostupna na utilizaciu v bunke a na transport do krvného obehu cez ferroportin.
Je nevyhnutna konverzia Fe’" formy Zeleza na Fe’ formu ferroxiddzou, hefaestinom,
viazanou na membranu (alebo v peceni syntetizovanym ceruplazminom v krvi), aby bolo
vychytané apo-transferinom (Apo-Tf) s vysokou afinitou. Takto naviazané Zzelezo sa
transportuje do vsetkych buniek a tkaniv prostrednictvom interakcie s transferinovym
receptorom (najmd do kostnej drene pre syntézu hému pre produkciu hemoglobinu
potrebného pre erytrocyty). Okrem Zeleza z enterocytov velka cast pochddza
z makrofagov, ktoré sa uvolnuje cez ferroportin na ich membrane. Toto zZelezo pochddza
z recyklacie erytrocytov. Pecenou produkovany hepcidin je negativny regulator hladiny
Zeleza, ktory sa viaze na ferroportin a podporuje jeho degradaciu pri nadbytku zZeleza

v tele (viac vid' dalej).

Prevzaté z: Eid et al. 2017
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Hepcidin, hormoén exprimovany prevazne v peceni, ktory reguluje eflux zeleza
prostrednictvom okluzie alebo indukcie degradicie ferroportinu. Zvysend syntéza
obmedzuje export Zeleza do plazmy z enterocytov (nizSia absorpcia), hepatocytov
a makrofagov. Expresia hepcidinu je indukovand dostatocnymi zasobami pripadne
pretazenim zelezom, centralnou adipozitou, infekciami a zapalom cez lipopolysacharid
a interleukin-6 (IL-6). Naopak inhibitory syntézy su zvyseny dopyt, deficit napr. anémia
a hypoxia (Obr. 11.) (Percy et al. 2017, McKay et al. 2020, Lal 2020, Geissler et al.
2011, Lieu et al. 2001, Man et al. 2022, Pasricha et al. 2021, Papanikolaou et al. 2005,
Isidori et al. 2021, Eid et al. 2017, Chifman et al. 2014, Dutt et al. 2022, Wang et al.
2019, Fairweather-Tait et al. 2021, Percy et al. 2017, Mladeénka et al. 2005).

macrophage macrophage

hepatocyte
. body body . .
iron release iron stores iron stores iron accumulation

¥ hepcidin hepcidin 4

re]memi_a inflammation
enterocyte ypoxia enterocyte

dietaty ? dietaty ‘
iron absorption iron absorption

Obr. 11. Model regulacie hladiny Zeleza hepcidinom. ZniZenie hladin hepcidinu
v plazme v dosledku zniZenia zdsoby Zeleza v tele, anémie alebo hypoxie podporuje
vstrebavanie Zeleza z potravy a wuvolniovanie Zeleza z makrofagov. Zvysenie
plazmatického hepcidinu v doésledku zvysenych zdsob Zeleza alebo zapalu, naopak

inhibuje absorpciu Zeleza a jeho uvolfiovanie.

Prevzaté z: Papanikolaou et al. 2005

Narus$enie homeostazy zeleza vedie k rozvoju poruch, ktoré su klasifikované ako
choroby spdsobené deficitom alebo pretazenim. Nedostatok Zeleza sa moze vyskytnut’
sam o sebe bez anémie, avSak postupnou progresiou sa napokon anémia vyvinie. Deli sa

na 2 kategorie, absolutny a funkény.
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Funk¢ny nedostatok, anémia chronického zapalu, pripadne anémia chronického
ochorenia je systémova porucha zeleza, ktora vznikd dosledkom imunitnej aktivacie
a zvysenej produkcie cytokinov (interleukiny, patogény a lipopolysacharid), a tym aj
stimulécie hepcidinu (protein akutnej fazy zépalu). Podkladom pre rozvoj ochorenia je
malignita, trauma, chronické infekcie, zapalové poruchy a zlyhévanie organov.
Rizikovy faktor je aj chronicky zapal nizkeho stupiia resp. obezita. Princip nedostatku
tvori Zelezo sekvestrované v makrofagoch a teda nizka saturacia transferinu
a nedostupnost’ pre distribliciu do funkénych miest napr. erytropoézu, pricom sa
vyskytuje zvysend koncentracia ferritinu (tiez reaktant akatnej fazy). Celkové mnozstvo
zeleza moze byt v norme, ide o paradoxnt situaciu nedostatku erytrocytov so zvySenym
depozitom, ¢o ma viest k nedostupnosti zeleza pre mikroorganizmy a rakovinové
bunky. Pri terapii je kl'iCovym cielom odstranit’ zakladnu poruchu, a tym sa upravi
mierna az stredne zavaznd anémia.

Absolutny typ nedostatku je v dosledku celkovej deplécie zeleza v tele
anéslednej obmedzenej erytropoéze a anémii. Etiologicky sa spija so znizenym
prijmom z potravy (monotvarna strava a dlhodoby pdst), anomaliami ¢revnej absorpcie
(Crohnova choroba, ulcerozna kolitida, celiakia, genetické poruchy) a s fyziologickymi,
patologickymi a iatrogennymi stratami krvi (menStruacia, trauma, krvacanie
z traviaceho traktu ako napr. pepticky vred, pazerdkové varixy, okultné krvéacanie
sposobené polypmi alebo kolorektdlnym karcindmom), hormonalnymi poruchami
a liekmi (PPI a antagonisti H> receptoru). Pri postupnom vyvine anémie (chronické
krvacanie) sa telo prisposobuje klesajucej hladine Zzeleza a pacient moze byt
asymptomaticky, pripadne len s miernejSimi klinickymi priznakmi. Asi 2/3 celkového
Zeleza st vyuzité na syntézu hemoglobinu, ¢o pri deficite ovplyvni erytrocyty
(mikrocytarna hypochromna anémia). Charakteristické symptomy st chronickd unava,
zavraty, hucanie v uSiach, neschopnost’ sustredenia, cefalea, buSenie srdca, alopécia,
suché vlasy a pokozka, lyzickovité nechty (koilonychia), znizena fyzicka vykonnost,
bledost’ koze a spojiviek, praskanie kutikov a chut’ na latky, ktoré sa nekonzumuji
(pdda, papier a neuvarena ryza). Na deficit si nachylnejSie najméd deti, tehotné,
predCasne narodené deti, I'udia nad 65 rokov, Zeny vo fertilnom veku, darcovia plnej
krvi, vrcholovy Sportovci, vegani a vegetariani. U deti je na deficit nachylny najma
mozog, to modze viest k duSevnym poruchdm, k negativnemu ovplyvneniu
kognitivneho, motorického a behaviordlneho vyvoja. Lieci sa peroralnou

suplementéaciou, vo vaznejSich pripadoch intravendéznou infuziou alebo transfuziou

37



erytrocytov. Komplikéacie nelieCenej anémie vedu k nepravidelnému tepu a zhorSeniu
progndzy ischemickej choroby srdca az pripadne k akitnemu infarktu myokardu
a srdcovému zlyhaniu.

Medzi dalSie typy anémii zaradujeme vrodenu dyserytropoetickii anémiu
(netcinnd erytropoéza s dysplastickymi zmenami v erytroblastoch), sideropenicku
anémiu (vrodend alebo ziskand porucha adekvatneho zaClenenia zeleza do hému)
a talasémiu (dedi¢na porucha syntézy globinového retazca v hemoglobine) (Jomova et
al. 2022, Chifman et al. 2014, Zeidan et al. 2021, Lal 2020, Geissler et al. 2011, Lieu et
al. 2001, Brissot et al. 2021, Johnson 1990, Man et al. 2022, Percy et al. 2017,
Pasricha et al. 2021, Ward et al. 2019, Banjari et al. 2018).

Za normalnych podmienok je transferin saturovany oba z 30 %. Ak sa prekroci
limitné mnozstvo, 70%, zacne sa v krvi objavovat’ netransferinové Zelezo, ktoré moze
iniciovat’ tvorbu vol'nych radikalov, a tym spdsobovat’ toxicitu na urovni makromolekul,
organél, buniek a organov. Poruchy nadbytku su ovela menej frekventované ako
nedostatku. Pretazenie moéze vznikat v dosledku nadmerného nutricného prijmu,
hepatopatii a suplementidciou doplnkami (akutna aj chronickd intoxikécia).
NajdolezitejSim podkladom je genetickd porucha (primarna hemochromatdza) alebo
opakovan¢ transfuzie (sekunddrna hemochromat6za). Pociato¢né neSpecifické
symptomy su abdominalny dyskomfort, Unava, pripadne absencia akychkol'vek.
Na prejavenie toxicity je nevyhnutné vyznamné zvySenie hladiny pocas dlhSieho
Casového useku (roky). Nadbytocné Zelezo sa najCastejSie kumuluje v peceni,
pankrease, srdci, synovii kibov, kozi, endokrinnych Zl'azach, d’alej zhorSuje funkciu
imunitného systému a je rizikovy faktor neoplastickej transformécie. Progresiou
dochddza ku klinickym komplikdcidm a multiorganovej dysfunkcii napr. cirhoza az
hepatocelularny karcindm, kardiomyopatie (s arytmiami az srdcovym zlyhanim),
artropatie velkych kibov (artritida, artralgia), myalgie a spazmy, hyperpigmentacia
koze, diabetes mellitus, hypogonadizmus az neplodnost’, hypotyredza a smrt’.

Hereditarna hemochromatéza je najCastejSia genetickd porucha spdsobend
mutaciou génov osi hepcidin/ferroportin alebo receptoru pre transferin. Ochorenie
nastupuje medzi 40. —50. rokom a ja charakteristické akumulaciou Zeleza v orgénoch
(nayjmé v peceni) v dosledku jeho zvySenej absorpcie. Juvenilna hemochromato6za, jedna

z foriem hereditdrnej hemochromatdézy, ma rychlejsi rozvoj: nastupuje do 30.
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najcastejSie okolo 15. — 20. roku zivota, s typickym hypogonadizmom
a kardiomyopatiou.

Aceruloplazminémia je sposobenda mutdcia génu kodujuceho ceruloplazmin, co
vedie k inaktivacii ferroxidazovej aktivity, znizenej vézbe Zeleza na transferin a teda
transportu z intracelularneho kompartmentu do plazmy. Tak dochadza k jeho akumulacii
v parenchyme orgénov a najmi v mozgu, priCom s dominantné neurologické priznaky
a mikrocytarna anémia.

Neuroferritinopatia je dedicné progresivne neurodegenerativne ochorenie. Prvé
prejavy st medzi 40. — 60. rokom zivota. Oxida¢ny stres spdsobuje neurodegeneraciu
a vedie k poruche pohybu (chorea, dystonia, bradykinéza a tremor).

Friedrichova  ataxia je  progresivne  neurodegenerativne  ochorenie
s kardiomyopatiou  spdsobujuce  pred€asné Umrtie. Dochddza k  mutécii
mitochondridlneho proteinu, frataxinu, ktorého nedostatok naruSa syntézu hému alebo
klastrov Fe-S a akumuluje zelezo v mitochondrii, ¢o v kone¢nom ddsledku zodpoveda
za oxidacny stres a respiranu insuficienciu.

Specifickym ochorenim je atransferinémia, dediéné ochorenie spojené
s nedostatkom transferinu vedice k poruSenej erytropoéze a depozitom zeleza
v parenchymatickych orgdnoch (pecen).

Krvné transfizie st pouzivané pri liecbe tazky chronickych anémii. Sekundéarne
pretaZenie sa teda vyskytne po opakovanych transfiiziach erytrocytov pri beta talasémii,
kosacikovitej anémii, myelodysplastickom syndrome a i. anémiéch. Pokial sa tento stav
nezacne riesit’ je az Zivot ohrozujuci, preto je nevyhnutné vcasné odhalenie. Zakladom
terapie u dedi€nych hemochromatéz je flebotomia, pripadne aj podavanie chelatacnych
¢inidiel (desferrioxamin, deferipron a deferasirox). U transfizne navodenych zase
chelatac¢na (Tapiero et al. 2001, Geissler et al. 2011, Eid et al. 2017, Dutt et al. 2022,
Shander et al. 2009, Papanikolaou et al. 2005, Lieu et al. 2001, Chifman et al. 2014,
Ward et al. 2019, Zeidan et al 2021, Lal 2020, Nairz et al. 2020).

3.3.5 Horcik

Hor¢ik patri medzi Stvrty najzastipenejsi minerdl v organizme a druhy
najrozSirenej$i intracelularny kation v bunkach. V bunke pdsobi ako protiion
pre nuklearne kyseliny a ATP, a tak elektrostaticky kompenzuje zaporne naboje kyslika

a dusika. Ako kofaktor enzymov reguluje biochemické pochody v tele, prikladom
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enzymov zavislych na hor¢iku st Na'/K'-ATPéaza, kreatinkindza, proteinkinaza
a cyklaza. Konverzia neaktivnej formy vitaminu D v peceni a oblickdch na aktivnu
dihydroxy je tiez zavisla od horcika. Podiel'a sa na mnohych fyziologickych funkciach
neurologického a kardiovaskularneho systému, mozgu a kostrového svalstva. Zohrava
kl'aicovu tlohu pri spravnom vedeni nervovych impulzov, udrziavani cievneho tonu,
muskularnej kontrakcii a pri normalnom kardidlnom rytme. Je esencidlny pre syntézu
DNA a RNA, proteinov, vyrobu aerobnej a anaerdbnej energie, regulaciu krvného tlaku,
glykémie a zapalu. Predstavuje fyziologického antagonistu vapnika, preto pomer Mg/Ca
je vyznamny pre spravnu aktivitu proteinov transportujucich vapnik (Fiorentini et al.
2021, Grober et al. 2015, Blancquaert et al. 2019, Fritzen et al. 2023, Jomova et al.
2022).

U T'udi je nevyhnutna pravidelna konzumacia horc¢ika, aby sa predislo deficitu.
Optimalna dennd potreba pre zdravych dospelych sa odhaduje na 300 — 400 mg, ¢o
predstavuje asi 5 — 6 mg/kg. Vyssi prijem sa odporaca pri niekol’kych fyziologickych
stavoch ako je tehotenstvo, star$i 'udia, Sportovci, ale aj alkoholici a pri patologickych
stavoch, napr. infekcie a diabetes mellitus. Najbohat§im zdrojom je zelena zelenina ako
napr. Spenat, vd’aka obsahu chlorofylu. Za d’alSie bohaté zdroje sa povazuju strukoviny,
semena, celozrnné pecivo, orechy (keSu, mandle a araSidy), kakao a obilniny (hneda
ryZa a proso). Z ovocia vysSie mnozstvo je obsiahnuté najmi v suSenych marhuliach
a bananoch a v cerstvom ovoci ako napr. Cernice, avokado, arénia a opuncia. Pdda je
Coraz chudobnejSia na horcika a iné minerdly, ¢o vedie k deficitu hor¢ika u Tudi
v dosledku zniZenia obsahu v ovoci a zelenine. Stredné aZ nizke koncentracie su
v rybach, mdse a mlie¢nych vyrobkoch. Spracovanim potravin, varenie zeleniny,
rafindcia obilnin, odstranenie klickov a otrub podstatne znizuje obsah horcika.
Vyznamnym zdrojom je pitna voda (tvori asi 10 % denného prijmu horcika), z ktorej
moze byt horc¢ik lepSie absorbovany ako z potravin (Fiorentini et al. 2021, Laires et al.
2004, Dominguez et al. 2020, Barbagallo et al. 2021, de Baaij et al. 2015, Grober et al.
2015).

V tele dospelého ¢loveka je asi 25 g horcika, pricom 50 — 60 % je uloZené
v kostiach ako povrchové substituenty hydroxyapatitovej mineralnej zlozky. VacSina
zvy$ného sa nachadza v kostrovych svaloch a mikkych tkanivach. Lokalizuje sa
vo vSetkych bunkach tela hlavne v mitochondridch, endoplazmatickom retikule a jadre

kvoli vézba na negativne nabité Casti molektl (proteiny, fosfolipidy, nukleové kyseliny,
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chromatin a nukleotidy). Menej ako 1 % sa nachddza extracelularne najmd v sére
a v erytrocytoch. Absorbuje sa v primdrne v tenkom ¢reve pasivnym paraceluldarnym
mechanizmom najmd v ileu a distalnej Casti jejuna, kde je hnacou silou luminélna
koncentracia a transepitealne napitie s pozitivne nabitym limenom. Urcita Cast’ sa vSak
vstrebe aj cez hrubé a slepé ¢revo. Rozsah absorpcie prijatého horcika potravou a pitnou
vodou zavisi od potreby organizmu. Nevstrebané mnozstvo sa vyluci stolicou.
Pre udrzanie homeostazy st kI'i¢ovym organom oblicky. Normdlna referencnu hladina
v sére (0,76 — 1,15 mmol/l) sa udrziava exkréciou mocom a pripadne reabsorpciou
v nefrone. Na rovnovahu horc¢ika vplyva mnoho faktorov: vysoky obsah vapnika,
sodika, proteinov, kofeinu a alkoholu, pripadne lie¢iva a to diuretika (furosemid) a PPI.
Hlavnym proteinom v plazme, ktory viaze horc¢ik je sérovy albumin (Costello et al.
2016, Blancquaert et al. 2019, Gréber et al. 2015, de Baaij et al. 2015, Barbagallo et
al. 2021, Fritzen et al. 2023).

Hypomagneziémia nastdva, ked’ sérova hladina horcika klesne pod 0,75 mmol/l,
najCastejSie v dosledku znizeného prijmu a/alebo zvySenej exkrécie oblickami. Vyssie
riziko je prave u starSich ludi, ktori trpia nedostato¢nou ¢revnou absorpciou,
zlyhavanim obliciek, a teda aj zniZzenou renalnou reabsorpciou, maja, navyse, d’alSie
pridruZzené ochorenia a su polypragmaticki. Deficit sa spdja s d’alSimi ochoreniami
astavmi ako napr. chronickd diarea, malabsorpény syndrom, chronicky stres,
nedostatocne kontrolovany diabetes mellitus (inzulinovd rezistencia), preeklampsia,
endokrinné pri¢iny (aldosteronizmus, hypertyredza, hyperparatyredza), osteopordza,
chronické zapalové ochorenia, astma a dialyza. Mdze byt geneticky podmienend,
pripadne niektoré liecivd st zodpovedné za vznik hypomagneziémie (antacida,
diuretikd, aminoglykozidové antibiotikd, antivirotikd, PPI a beta agonisti). Dalsim
rizikovym faktorom je pravidelnd nadmernd konzumacia alkoholu zvySujica renélne
vylucovanie horc¢ika. Kratkodobym docCasnym nedostatkom trpia pacienti s akutnym
infarktom myokardu. Mierny nedostatok je asymptomaticky, v pripade vyskytu
priznakov su najCastejSie: nauzea, vracanie, strata chuti dojedla, inava, zavraty, toCenie
hlavy, insomnia a letargia. Prvé priznaky sa prejavia ako neuromuskularne tazkosti, a to
zvySena drazdivost, tremor, svalova slabost, myalgie v oblasti chrbta a krku,
karpopedalne spazmy, kfce v tvarovej oblasti az tetania. Mimo iné sa mézu vyskytnat
psychiatrické a neurologické poruchy (depresia, anxieta, zhorSena pamat’, parestézie,

generalizované zachvaty, migréna a bolest” hlavy, nystagmus). Nedostatok ma negativny
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vplyv na civilizaéné ochorenia kvoli zvySenému oxidacnému stresu a zaroven aj
znizenej antioxidacnej ochrane. Hor¢ik je esencidlny pre spravnu elektricku vodivost
srdca cez modulaciu napdtovo riadené vapnikové a sodikové kanaly. Kardialne prejavy
deficitu suvisia so spominanymi mechanizmom a zahfiiaju arytmie, tachykardie,
fibrilacie a extra systoly vratane predizenia QT intervalu a forsades de pointes. Zvyseny
risk je preto u kardiakov lieCenych digoxinom (deplécia vedie k arytmogenite)
a diuretikami. Horcik je potrebny pre spravnu endotelovi funkciu a reguléciu krvného
tlaku cez ovplyvnenie produkcie oxidu dusnatého a prostacyklinov, preto vdaka
nedostatku dochddza k aterosklerdze, hypertenzii a celkovo so sthrou inych faktorov
k metabolickému syndromu (Obr.12.) (Costello et al. 2016, Gréber et al. 2015,
Barbagallo et al. 2021, Fritzen et al. 2023, Jomova et al. 2022).
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Obr. 12. Deficit horéika a jeho kardiovaskuliarne dosledky. Prostrednictvom
viacerych mechanizmov nedostatok horcika vedie k hypertenzii, arteridalnej fibrilacii,
ateroskleroze a zvySenému riziku trombozy. Tieto mechanizmy zah¥naju retenciu sodika,

zvySeny cholesterol a katecholaminy a zdapalové reakcie nizkeho stupna.

Prevzaté z: Fritzen et al. 2023

Hypermagneziémia je hladina hor¢ika v sére zvySena nad 1,1 mmol/l. Tento stav,
pripadne akutna intoxikacia horé¢ikom sa vyskytuje vel'mi zriedkavo. Zvycajne vznika
v dosledku akutneho alebo chronického ochorenia obli¢iek, iatrogenne resp.
medikamentézne indukovana. Lieky vyvolavajuce nadbytok zahffiaji samotnu
suplementaciu, antacida, laxativa, epsomska sol (siran hore¢naty), Mg*" soli lie¢iv

a pacienti uzivajuci litium, kde dochadza k znizenej exkrécii horcika. DalSie ochorenia
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vyvolavajice zvysenu hladinu s hypotyredza a hyperparatyredza, kde nastdvaju zmeny
v metabolizme vapnika a vyvoldvaja prostrednictvom hyperkalcémie zvySentl absorpciu
v tubule. Vicsina starSich I'udi a pacienti lieCeni anticholinergikami alebo opioidmi su
vystaveni zvysSenej absorpcii kvoli znizenej motilite cCriev. ZvySené riziko je aj
u pacientov s hemolyzou, lebo v porovnani s plazmou je v erytrocytoch trikrat viac
hor¢ika. Syndrom rozpadu nadoru, rhabdomyolyza alebo dekompenzovana diabeticka
ketoaciddza moze vyvolat’ hypermagneziémiu cez extracelularny posun horcika. Tento
stav je zvyCajne dobre tolerovany a pacienti st obvykle asymptomaticki. NajCastejSie
symptomy mozu byt gastrointestindlne tazkosti (nauzea, vracanie), slabost’, zavraty
a zmdtenost. Pri zvySeni hladiny sa priznaky zacinaji stupiiovat: ospalost, cefalea,
navaly horicavy, sCervenanie, zmétenost, znizené reflexy, a rozmazané videnie.
Pri vy$§ich hodnotadch nastdvaji komplikdcie napr. svalova paralyza, letargia,
bradypnoe, hypotenzia, zmeny na EKG vratane prediZenia intervalov QRS, PR a QT
s bradykardiou. Extrémna hypermagneziémia méze viest k utlmu dychania, srdecnej
zastave, kome az smrti (Van Laecke 2019, Cascella et al. 2023, Jomova et al. 2022,
Costello et al. 2016, Grober et al. 2015).

3.3.6 Zinok

Zinok je po Zeleze druhym najzastiipenejSim prvkom v l'udskom tele, pricom
celkovy obsah predstavuje 2 — 3 g. Tvori Struktiru Sirokej Skaly proteinov, a tym
zabezpecuje katalytickll a regula¢ntl funkciu v biologickych systémoch. Ako jediny kov
je sucastou vsetkych Siestich tried enzymov (hydrolazy, transferdzy, oxidoreduktazy,
lyazy, ligdzy, a izomerazy), t. j. bud’ ako zékladna zloZka, alebo sa UiCastni aktivacie asi
300 enzymov a ich izoforiem. Je biologicky nevyhnutny pre mnohé bunkové procesy
vratane rastu, vyvoja, signalizacie, apoptdzy, syntézy a opravy DNA a transkripcie
RNA. Jeho antioxida¢né podsobenie je sprostredkované niekolkymi mechanizmami:
ochranou —SH skupin proteinov a enzymov pred oxidaciou ROS, sit'azou s inymi
redoxnymi kovmi (zelezo a med) o védzbové miesto a ich nahradenie redoxne
neaktivnym zinkom a aj samotnym zinkom, ktory aktivuje tvorbu silnych antioxidantov
(metalotionein). V organizme ma zasadnu rolu pre kardiovaskularny systém, prestavbu
a homeostazu kosti, metabolizmus lipidov a uhlohydratov, neurogenézu,
synaptogenézu, neuronalnu transmisiu a spermatogenézu. Je tiez potrebny pre spravne

hojenie ran, normalnu chutovi odozvu a zdravie zubov. Okrem modulacie zapalove;j
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odpovede je nevyhnutny regulator spravnej funkcie imunitného systému, vrodeného aj
adaptivneho, cez proliferaiciu T a B-lymfocytov a produkciu protilatok
sprostredkovanych B bunkami (Saper et al. 2009, Read et al. 2019, Glutsch et al. 2019,
Ozyildirim et al. 2023, Maret et al. 2006, Molenda et al. 2023, Skalny et al. 2021, Sanna
etal. 2018, Jomova et al. 2022).

Telo cloveka si nedokdze akumulovat zinok, preto je nevyhnutnd jeho
pravidelnd suplementacia stravou. Priemerny denny prijem zinku z potravy kolise
0od 4,7 do 18,6 mg. Odporacany denné mnozstvo pre muzov predstavuje 11 mg/den
a pre zeny 8 mg/den. ZvySenu potrebu maju dojcata, starsi jedinci, pricom u tehotnych
a dojciacich zien sa odporuca zvysit' prijem o 3 — 4 mg. Najbohat§Sim zdrojom su
morské plody (ustrice), hoviddzie mdso, hydina, strukoviny a obilniny. Strukoviny
zvy€ajne obsahuju viac ako rafinované obilniny. Pre adekvatny prijem je nevyhnutna
pestra strava, vegetaridnstvo pripadne preferencia hydiny namiesto ¢erveného méisa
moze viest' k nedostatku (Saper et al. 2009, McClung 2018, Maret et al. 2006, Glutsch
etal. 2019, Sanna et al. 2018).

V zavislosti od koncentracie dochadza k absorpcii zinku dvoma mechanizmami:
pasivhym a ulah¢enym transportom. Absorpcia prebiecha v tenkom cCreve, v jejune,
najmé cez Specificky transportér ZIP4. Inhibovana je vlakninou a kyselinou fytovou.
Lepsia tcinnost’ vstrebania je z tekutej formy (70 %) ako pevnej (30 %). Podstatna cast’
absorbovaného zinku je viazand na albumin, transportovana do pecene, pripadne
uloZena v prie¢ne pruhovanom svalstve a kostiach (80 — 85 %), ale aj do kozZe a pecene
(8 — 11 %). Primarna exkrécia prebieha v ¢revach (2 — 4 mg) spolu s pankreatickou
$tavou a zI¢ou. V mensej miere cez oblicky (asi 0,5 mg), kozu a chipky. V krvi je teda
len zlomok (0,1 %) celkového obsahu zinku v tele, 10 — 15 umol/l. Homeostdza je
prisne kontrolovana, ked’Ze vysoké bunkové koncentracie st toxické. VoI'ny alebo vol'ne
viazany zinok je pritomny iba v pikomolarnych koncentracidch, pretoze aj malé
prechodné zvySenie v cytosole moze mat’ vazne zdravotné dosledky (Glutsch et al.

2019, Muhamed et al. 2014, Molenda et al. 2023, Jomova et al. 2022).

Deficit zinku mé roznu etiolégiu: nutricnu, geneticku, iatrogennii alebo
sposobentt ochoreniami v oblasti trdviacej sustavy. NajCastejSou pri¢inou je
nedostato¢ny prijem v dosledku dlhodobej parenteralnej vyzivy, poruch prijmu potravy
ako mentdlna anorexia a bulimia, ale aj alternativne stravovacie navyky napr.

vegetaridni a vegani. Podvyziva a nésledny nedostatok sa moze vyskytnat aj u starSich
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jedincov, ale aj u dojciat a deti a pri zvySenych narokoch pocas tehotenstva a laktacie.
Dal$ou pri¢inou su malabsorbéné poruchy zahffiajiice chronické zapaly ériev (ulcerdzna
kolitida, Crohnova choroba a celiakia), syndrom kratkeho creva a malabsorpcia
po chirurgickych zakrokoch v oblasti GIT. Klinicky manifestovany nedostatok ma
roznorodé prejavy. Deficit sa prejavuje typickou triddou dermatitidy, alopécie a hnacky,
ktoré st casto sprevadzané inymi menej Specifickymi priznakmi ako Seroslepota,
imunodeficiencia (bakterialne, virusové aj mykotické infekcie), ubytok hmotnosti, drsna
koza, zhorsené hojenie poraneni a zaroven tvorba ostro ohrani¢enych ekzematdznych
a psoriatickych plakov, poruchy zmyslov najma chute a ¢uchu (dysgetzia a dysozmia).
Nizke hladiny udeti a dospievajicich spdsobuju atrofiu tymusu, retardaciu rastu
a oneskorené sexualne dozrievanie resp. hypogonadizmus. Uéinky na nervovy systém
zahfnaju ataxiu, dezorientdciu, letargia, zniZzenu nervovi vodivost a zhorSeni
neuropsychicku vykonnost. Nedostatocna koncentracia sa spaja so zvySenou tvorbou
ROS veduca k oxidaénému poskodeniu biomolekul (DNA, membranovych lipidov
a proteinov), atym sa negativne ovplyviiuje funkcia srdca, ciev a naruSend je aj
prevencia proti cukrovke a ochrana pecene pred poskodenim alkoholom (vid’ kap. 3.4).

Acrodermatis enteropathica (enteropaticka akrodermatitida), geneticka porucha
vstrebavania, je sposobend mutaciou jedné¢ho z transportnych proteinov zinku. Tento
stav je Zivot ohrozujici, aviak reverzibilny lie€bou vhodnym dopliianim zinku. Ak sa
ochorenie nelie¢i zinkom je smrtel'né. Typickym prejavom je tazka dermatitida, ktora
postihuje perioralnu resp. tvarovua Cast’, periungualnu a perianalno-perinedlno-skrotalnu
oblast. Dalsie symptomy st zhodné, ako boli popisané vyssie (Jomova et al. 2022,
Saper et al. 2009, Muhamed et al. 2014, Maret et al. 2006, Glutsch et al. 2019, Read et
al. 2019, McClung 2019, Sanna et al. 2018).

Na druhej strane nadmerny prijem zvycajne vznikd suplementdciou vysSimi
davkami doplnkov zinku, pripadne v doésledku konzumacie potravin a néapojov
konzervovanych v pozinkovanych nadobach. Charakteristické priznaky st nauzea,
vracanie, kovova chut, palenie a bolest v Ustnej dutine, bruSné spazmy, hnacka,
tachykardia, hypertenzia az obehovy kolaps. Akutna intoxikacia sa vyskytuje kvoli
pracovnej expozicii. V pripade inhaldcie zinkového dymu sa vyskytuju respiraéné
symptoémy ako suchy kasel’, dychavi¢nost’ az zapal plic, cyandza a horucka. V pripade
dlhodobej expozicie vy$sim mnozstvam ako je tolerovatel'nd hornd hranica, méze nastat’

paradox, a dojde k negativnemu ovplyvneniu funkcie lymfocytov a za¢nl prevladat
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inhibi¢né u¢inky na zlozky imunitného systému (Skalny et al. 2021, Saper et al. 2009,
Jomova et al. 2022, Ahmad Wahid et al. 1988).
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3.4 Oxidac¢ny stres — Fentonova reakcia

Reakcie Fentonového typu st jednymi 2z najdolezitejSich kovom
sprostredkovanych reakcii sposobujiice oxidacny stres. Oxidacny stres je stresovy stav
buniek, kedy nastdva nerovnovaha medzi produkciou a eliminaciou prooxidac¢nych
faktorov. (RONS - reaktivne formy kyslika a dusika, pripadne len ROS)
a intracelularnym antioxidacnym systémom, ¢o moéze viest' k nezvratnému poskodeniu
az smrti.

ROS st nepretrzite generované a eliminované z buniek, pricom sa udrziava iba
nizka bazalna hladina. Vznikaji pri r6znych fyziologickych biochemickych procesoch
ako su aktivacia imunitného systému, fagocytoza, intraceluldrna signalizacia, regulacia
bunkovych funkcii, metabolizmus xenobiotik, enzymatické systémy (cytochréom P 450
/CYP 450/, NADPH-oxid4dza, xantinoxiddza a lipoxygenaza). NajvyznamnejSim
zdrojom ROS/RONS je mitochondria (elektrobnovy transportny retazec),
endoplazmatické retikulum a peroxizémy. Ludské telo je vybavené detoxikacnymi
mechanizmami regulujicimi tvorbu ROS a zéaroven schopnymi opravit pripadné uz

vzniknuté poskodenie.

Prechodné kovy v nadbytku sa podielaju na tvorbe ROS bud’ priamo, alebo
nepriamo. Zelezo je dominantny kov podiel'ajuci sa na Fentonovej reakcii vd'aka jeho
dostupnosti v biologickych systémoch, ale aj iné¢ kovy napr. Cu, Co, Cr su schopné
katalyzovat’ reakciu. Principom reakcie je redukcia peroxidu vodik (H20:2) jedinym
elektronom, z ktorého vznika vysoko toxicky hydroxylovy radikal (¢ OH) poSkodzujuci
Siroku Skalu bunkovych Struktir. Haber-Weissova reakcia sthrnny nazov pre Fentonovu
reakciu a redukciu Zelezitych iénov superoxidom. Zelezo, respektive vyssie zmienené
kovy, teda posobi ako katalyzator reakcie, pri ktorej z H,O> a superoxidu (*O2"), vznika
*OH. Mechanizmus cytotoxicity hydroxylového radikalu je oxidacia biologickych
makromolekul a tvorba inych odvodenych radikdlov prostrednictvom kaskadovych
radikalovych procesov (reakcia *OH s membranovymi lipidmi a vznik lipidovych

peroxylovych radikalov LOO).
Vyroba hydroxylového radikal (¢*OH), za ucasti zeleza:

Fe3t + «02 — Fe?t + O2 Rovnica 1

Fe?t + H202 — Fe3* + «OH + OH™ Rovnica 2
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Oba kroky reakcie sa suthrnne nazyvaju Haber-Weissova reakcia:
*O2" + H202 — 02+ «OH + OH™ Rovnica 3

Vyroba hydroxylového radikal (¢<OH), za uiCasti medi:

Cu?* + Q2 & Cu' + O2 Rovnica 4

Cu* + H202 — Cu?* +«OH + OH" Rovnica 5

Nadbytok zinku je mozné povazovat’ za nepriame prooxidacné Cinidlo, schopné
vytesnit med’ z vizby na proteiny a nésledne sa katalyticky zcastnit’ Fentonovej

reakcie.
Protein-Cu*/>* + Zn>" — Protein-Zn?** + Cu*/>**  Rovnica 6
Tvorba hydroxylového radikal (*OH), za Gcasti kobaltu:
Co" + H202 — Co*" + «OH + OH~ Rovnica 7

Kobalt predisponuje ovela niz§Sim oxidacnym potencidlom v porovnani

so zelezom a med’ou.

Vo vSeobecnosti oxida¢ny stres sposobeny kovom je spolocny menovatel
mnohych ochoreni. Toto naruSenie homeostdzy je spojné s patofyzioldgiou
kardiovaskularnych (ateroskler6za, arteridlna hypertenzia, hypercholesterolémia,
diabetes mellitus a srde€né zlyhavanie), autoimunitnych (revmatoidna artritida),
neurodegenerativnych ochoreni (Alzheimerova, Parkinsonova a Huntingtonova
choroba) a mimo iné aj so starnutim. Doésledkom oxida¢ne; modifikicie DNA
s ndslednou mutagenézou spojenou s aktivaciou onkogénov a potlacenim niektorych
supresorovych génov moéze dojst’ k tumorigenéze (kolorektalny karcinom, rakovina
prsnika a lymfomy) (Valko et al 2005, Cwiertnia et al. 2022, Jomova et al. 2011,
Galaris et al. 2008, Gudjoncik et al. 2014, Jomova et al. 2022, Salloum et al. 2018,
Angelée-Martinez et al. 2023, Nakamura et al. 2019, Gupte et al. 2009, Fukai et al. 2011,
Dos Santos et al. 2022, Galaris et al.2019, Yan et al. 2022, Imam et al. 2017, 1llés et al.
2020).
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4 CIELE PRACE

Ciel'om praktickej Casti tejto prace je objasnit’ antioxidacné a prooxidacné

spravanie 7,8-dihydroxyflavonu vo vztahu k r6znym fyziologickym kovom:

. Zmerat’ chelatatni schopnost’ 7,8-dihydroxyflavonu so zelezom, med’ou,

kobaltom, zinkom, hor¢ikom a vapnikom pomocou kompetetivnych

metodik
o Zistit’ redukéné schopnosti danej latky k zelezitym a med’natym i6nom
o Zistit’ vplyv latky na Zelezom a med’ou iniciovanu Fentonovu reakciu, teda

antioxidacné alebo prooxidacné Ucinky in vitro
o Otestovat’ vplyv tohto flavonu na med’ou navodenu lyzu ¢ervenych krviniek
— test ex vivo na potkanich a l'udskych erytrocytoch v zmysle antioxidacnej

alebo prooxidacnej kapacity
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5 EXPERIMENTALNA CAST

5.1 Experimentalne stanovenie chelatacie a redukcie ionov
Chemikalie

e Dihydrat chloridu vapenatého CaCl,.2H,O (Ca*")
e Heptahydrat siranu hore¢natého MgSQO4.7H.0 (Mg*")
e Spektrofotometricky indikator vapniku a horc¢iku: o-kresolftalein komplexon
(CO)
e Pentahydrat siranu med’natého CuSO4.5H,0 (Cu?")
e Chlorid medny CuCl (Cu'")
e Spektrofotometricky indikator medi: hematoxylin (HEM)
e Spektrofotometricky indikator medi: disodna sol’ bathokuproindisulfonovej
kyseliny (BCS)
e Heptahydrat siranu Zeleznatého FeSO4.7H,0 (Fe?"); Penta s.r.0., CR
e Hexahydrat chloridu Zelezitého FeCl;.6H,0 (Fe*"); Penta s.r.o., CR
e Spektrofotometricky indikator zeleza: ferozin [4,4'-(3-(2-pyridinyl)-1,2,4-
triazin-5,6-diyl)bisbenzénsulfonova kyselina, disodna sol’]
e Hydroxylamin hydrochlorid (HA)
e Chlorid zino¢naty ZnCl, (Zn>")
e Spektrofotometricky indikétor zinku: ditizon
e Chlorid kobaltnaty CoCl, (Co*")
e Spektrofotometricky indikator kobaltu: disodna sol’ kyseliny 1-nitroso-2-naftol-
3,6-disulfonovej (Na2NFDSA)
e Chemikalie na rozpustadlo:
o Chlorid sodny NaCl
o Kyselina chlorovodikova HCI
e Chemikalie na pripravu pufru:
o Kyselina octové; Penta s.r.0., CR
o Octan sodny bezvody; Penta s.r.0., CR
o 4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetansulfénova kyselina (HEPES)
o Sodné sol HEPES (NaHEPES)
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Rozpustadla:
o Dimetylsulfoxid (DMSO); Lach-Ner, s.r.o., CR
o Ultracista voda bola pripravend pomocou pristroja Milli-Q RG; Merck
Millipore, Massachusetts, USA
Testovana latka:

o 7,8-DHF

Pokial’ nie je uvedené inak, tak vSetky chemikalie boli ziskané od firmy

Sigma-Aldrich, Nemecko.

Pristrojové vybavenie

Analytické vahy Kern ALT 220-4NM (Kern & Sohn GmbH, Balingen,
Nemecko)

Laboratorna ultrazvukovd vana Bandelin Sonorex (BANDELIN electronic
GmbH, Berlin, Nemecko)

Trepatka pre skimavky a mikroskimavky typu Eppendorf IKA® VORTEX
GENIUS 3 (IKA®- Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Nemecko)

Trepacka pre mikrotitraéné dosticky IKA® MS 3 digital (IKA®-Werke GmbH
Co. KG, Staufen, Nemecko)

Spektrofotometer pre mikrotitracné dosticky Hidex Sense Multimodal
Microplate Reader (Hidex, Turku, Finsko)

pH-meter PH 538 (WTW, méfici a analyticka technika, s.r.o., Praha)

Material potrebny na prevedenie

Mikroskumavky 1,5 ml a 5,0 ml (Eppendorf, Nemecko)

Centrifugacné skimavky 15 ml a 50 ml (Brand, Nemecko)

Automatické jednokandlové pipety s réznym rozsahom objemu (BRAND GmbH
+ Co KG, Nemecko)

Multikanélové pipety s roznym objemom (Biohit, Finsko)

Spi¢ky na pipetovanie (Eppendorf, Nemecko)

Mikrotitracné 96-jamkové dosticky (BRAND GmbH + Co KG, Nemecko)
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Priprava tlmivych roztokov

e pH 7,5 sa pripravil zmieSanim vodného 15 mM roztoku NaHEPES a 14,3 mM
roztoku HEPES pH.

e 0,8 sa pripravil zmieSanim 15 mM roztoku NaHEPES a 71,7 mM roztoku
HEPES.

e Acetatovy pufer s pH 5,5 sa pripravil zmieSanim vodného 15 mM roztoku
octanu sodného a 2,7 mM roztoku kyseliny octove;.
e Acetatovy pufer s pH 4,5 sa pripravil zmieSanim 15 mM vodného roztoku

octanu sodného a 27,3 mM vodného roztoku kyseliny octove;.

pH vyslednych pufrov boli vzdy skontrolované pH-metrom. Roztoky pufrov sa

uchovévaju v chladnicke.

5.1.1 Chelatacia vapenatych a horeénatych iénov (Ca** a Mg?")
Priprava zasobnych roztokov

Dihydrat chloridu vapenatého

Roztok vapenatych i6nov s koncentraciou 10 mM sa pripravil rozpustenim
navazky dihydratu chloridu vapenatého (Mw = 147,014 g/mol) vo vypocitanom objemu

ultracistej vody.
Heptahydrat siranu horecnatého

Roztok hore¢natych i6nov s koncentraciou 10 mM sa pripravil rozpustenim
navazky heptahydratu siranu horenatého (Mw = 246, 475 g/mol) vo vypocitanom

objeme ultracistej vody.
o-kresolftalein komplexon

Roztok CC (Myw = 636,6 g/mol) s koncentraciou 8 mM sa pripravil rozpustenim
jeho navazky vo vypocitanom objeme pufru pH 7,5.
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7,8-DHF

Roztok testovanej latky, 7,8-DHF, (Mw = 254,24 g/mol) s koncentraciou 10 mM

sa pripravil rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme DMSO.

Zasobné roztoky vapenatych a hore¢natych ionov, CC apufer pH 7,5 sa

uchovavali v chladnicke a zdsobny roztok 7,8-DHF v mraznicke.

Priprava pracovnych roztokov

Roztoky vapenatych a hore¢natych i6nov oba s koncentraciou 3 mM sa
pripravili nariedenim prislusnych zasobnych roztokov v ¢ase potreby ultracistou
vodou.

Roztok CC s koncentraciou 4 mM sa pripravil nariedenim daného zasobného
roztoku v €ase potreby pufrom pH 7.5.

Roztoky testovanej latky, 7,8-DHF, v pozadovanych koncentraciach sa pripravili
nariedenim zasobného roztoku v Case potreby v rovnakom rozpustadle ako

zasobny roztok testovanej latky.

Postup stanovenia chelatacie vapenatych a horecnatych ionov (Tab. 1. a 2.)

1)

2)

3)

4)
5)

6)
7)

Do vsetkych jamiek mikrotitracnej dosticky, v ktorych sa uskutocniovalo meranie
sa napipetovalo 150 pl pufru pH 7,5.

Do vsetkych stipcov mimo posledného sa pridalo 50 pl 3 mM roztoku
vapenatych i6nov. Do posledného sa pridalo 50 pl rozpustadla pouzitého na
pripravu roztoku vapenatych i6nov, ultracista voda.

Do stipcov bolo napipetované 50 pl roztoku testovanej latky, 7,8-DHF, podla
pozadovanych koncentracii (C; — Cx) okrem poslednych dvoch stipcov, kde bolo
pridané 50 pl rozpastadla, DMSO.

Mikrotitracné dosticka sa nechala trepat’ 1 minttu na trepacke.

Do posledného riadku na dosticke sa pridalo 50 ul pufru pH 7,5 a do prvych
troch riadkov 50 ul 4 mM roztok CC.

Absorbancia bola zmerana pri vinovej dizke 573 nm hned’ a po uplynuti 5 minat.

Vypocitala sa chelata¢né €innost’ v %.
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Rovnakym postupom sa merala absorbancia horecnatych

s rozdielnou vinovou dizkou, 568 nm.

Tabulka 1. Koneény obsah jamky chelatacie Ca** a Mg?*

16nov, ale

Kone¢ny obsah jamky
150 pl Pufer
50 ul Roztok Ca?*/Mg?* alebo ultradista voda
50 ul 7,8-DHF alebo DMSO
50 ul Roztok CC alebo pufer pH 7,5

TabuPka 2. Schéma mikrotitra¢nej dosti¢ky pri stanoveni chelatacie Ca?* a Mg?*

0-
0+ negativna
pozitivna | kontrola
G C Cs Cq Cx kontrola bez
(bez 7,8- | (7,8-DHF
DHF) a Ca*'/
Mg2+)
Vzorky
s pridanym
CC
Slepé
vzorky

Jamky so skiimanou latkou, vapenatymi alebo hore¢natymi ionmi a CC

Jamky so skiimanou latkou a vdpenatymi alebo hore¢natymi 16nmi, bez CC

Jamky s vapenatymi alebo horecnatymi ionmi a CC, bez skiimanej latky

Jamky s vapenatymi alebo horecnatymi i6nmi, bez CC a skiimanej latky

Jamky s CC, bez skimanej latky a vépenatych alebo hore¢natych idnov

Jamky bez CC, skiimanej latky a vépenatych alebo hore¢natych iénov
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5.1.2 Chelatacia kobaltnatych iénov (Co**)

Priprava zasobnych roztokov
Chlorid kobaltnaty

Roztok kobaltnatych i6nov s koncentrdciou 5 mM sa pripravil rozpustenim
navazky chloridu kobaltnatého (My = 129,84 g/mol) vo vypocitanom objeme ultracistej

vody.
Na>NFDSA

Roztok Na;NFDSA (My = 377,25 g/mol) s koncentraciou 5 mM sa pripravil

rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme ultracistej vody.
7,8-DHF

Roztok testovanej latky, 7,8-DHF, (Mw = 254,24 g/mol) s koncentraciou 10 mM

sa pripravil rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme DMSO.

Zasobné roztoky kobaltnatych i6nov, Na;NFDSA apufry sa uchovavali

v chladnicke a zasobny roztok 7,8-DHF v mraznicke.
Priprava pracovnych roztokov

e Roztok kobaltnatych i6nov s koncentraciou 0,3 mM sa pripravil nariedenim
prislusného zasobného roztoku v €ase potreby ultracistou vodou.

e Roztok Na;NFDSA s koncentraciou 1,8 mM sa pripravil nariedenim dan¢ho
zasobného roztoku v ¢ase potreby v ultracistej vode.

e Roztoky testovanej latky, 7,8-DHF, v pozadovanych koncentraciach sa pripravili
nariedenim zasobného roztoku v ¢ase potreby v rovnakom rozpustadle ako

zasobny roztok testovanej latky.
Postup stanovenia chelatacie kobaltnatych ionov (Tab. 3. a 4.)

1) Do vSetkych jamiek mikrotitracnej dosticky, v ktorych sa uskuto¢iiovalo meranie
sa napipetovalo 100 ul pufru (pH 7,5; 6,8; 5,5 alebo 4,5).
2) Pre lepsiu rozpustnost’ sa pridalo 50 ul DMSO.
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3) Do stipcov bolo napipetované 50 pl roztoku testovanej latky, 7,8-DHF, podla
pozadovanych koncentracii (Ci — Cx) okrem poslednych dvoch stipcov
(0+ a 0-), kde bolo pridané 50 pl rozpastadla, DMSO.

4) Do vietkych stipcov mimo posledného sa pridalo 50 pl 0,3 mM roztoku
kobaltnatych i6nov. Do posledného (0-) sa pridalo 50 ul rozptstadla pouzitého
na pripravu roztoku kobaltnatych i6nov, ultracista voda.

5) Mikrotitra¢na dosticka sa nechala trepat’ 2 mintty na trepacke.

6) Do poslednych 2 riadkov sa napipetovalo 50 ul ultracistej vody a do prvych 2
riadkov 50 pl vodného roztoku Na;NFDSA s koncentraciou 1,8 mM.

7) Absorbancia bola zmerana pri dvoch vlnovych dizkach 490 nm a 540 nm hned
apo uplynuti 5 minut (Start 4:30 po prvom zmerani). V pripade merania
absorbancie v pufri pH 4,5 navySe po 10 minutach (Start 9:30 po prvom merani).

8) Vypocitala sa chelatacnd Gi¢innost’ v %.
Postup sa aplikoval pri vSetkych pH pufrov (7,5; 6,8; 5,5 a 4,5).

Tabulka 3. Koneény obsah jamKy chelatacie Co?*

Kone¢ny obsah jamky
100 pl Pufer
50 pl DMSO
50 ul 7,8-DHF alebo DMSO
50 ul Roztok Co** alebo ultra¢ista voda
50 pl Roztok Na;NFDSA alebo ultracistd voda
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TabuPka 4. Schéma mikrotitra¢nej dosti¢ky pri stanoveni chelatacie Co**

0+ 0-
pozitivna | negativna
kontrola kontrola

C C Cx (bez (bez
7,8-DHF) | 7,8-DHF
a Co%")

Vzorky
s pridanym
Na;NFDSA

Slepé
vzorky

Jamky so skimanou latkou, kobaltnatymi ionmi a NaaNFDSA

Jamky so skimanou latkou a kobaltnatymi ionmi, NaaNFDSA

Jamky s kobaltnatymi a Na,NFDSA, bez skiimanej latky

Jamky s kobaltnatymi i6nmi, bez Na,NFDSA a skiimanej latky

Jamky s Na,NFDSA, bez skimanej latky a kobaltnatych idnov

Jamky bez NaaNFDSA, skimane;j latky a kobaltnatych i6nov

5.1.3 Chelatacia med’natych iénov s HEM (Cu?*)

Priprava zasobnych roztokov
Pentahydrat siranu mednatého

Roztok mednatych i6nov s koncentraciou 5 mM sa pripravil rozpustenim
navazky pentahydratu siranu med’natého (Mw = 249,69 g/mol) vo vypocitanom objeme

ultracistej vody.
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Hematoxylin (HEM)

Roztok HEM (Mw = 302,28 g/mol) s koncentrdciou 5 mM sa pripravil

rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme DMSO.

7,8-DHF

Roztok testovanej latky, 7,8-DHF, (Mw = 254,24 g/mol) s koncentraciou 10 mM

sa pripravil rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme DMSO.

Zasobné roztoky med'natych i6nov a pufry sa uchovavali v chladnicke a zdsobny

roztok 7,8-DHF v mraznic¢ke. Zasobny roztok HEM sa da pouzit podobu priblizne 5

hodin od pripravy a uchovéva sa v chladnicke.

Priprava pracovnych roztokov

Roztok mednatych i6nov s koncentraciou 0,25 mM sa pripravil nariedenim
prislusného zasobného roztoku v ¢ase potreby v ultracistej vode.

Roztok HEM s koncentraciou 0,25 mM sa pripravil nariedenim daného
zasobného roztoku v ¢ase potreby v DMSO. Po uplynuti 90 minuat bolo nutné ho
znovu nariedit’.

Roztoky testovanej latky, 7,8-DHF, v pozadovanych koncentracidch sa pripravili
nariedenim zéasobného roztoku v ¢ase potreby v rovnakom rozpustadle ako

zasobny roztok testovanej latky.

Postup stanovenia chelatacie med’natych ionov s HEM (Tab. 5. a 6.)

)]

2)

3)

4)
5)

Do vsetkych jamiek mikrotitracnej dosticky, v ktorych sa uskuto¢iiovalo meranie
sa napipetovalo 150 pul pufru (pH 7,5; 6,8 alebo 5,5).
Do vsetkych jamiek mikrotitracnej dosticky, v ktorych sa uskuto¢iiovalo meranie
sa napipetovalo 50 pl 0,25 mM roztoku med’natych i6nov v ultradistej vode.
Do testovacich stipcov bolo napipetované 50 ul roztoku skumanej latky,
7,8-DHF, podla pozadovanych koncentracii (C; — Cx) okrem posledného
kontrolného stipca, kde bolo pridané 50 pl rozptstadla, DMSO.
Mikrotitracné dosticka sa nechala trepat’ 2 mintty na trepacke.
Do poslednych 2 riadkov sa napipetovalo 50 ul DMSO a do prvych 2 riadkov
50 pl roztoku HEM s koncentraciou 5 mM.
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6) Mikrotitra¢na dosticka sa nechala trepat’ 3 mintty na trepacke.

7) Absorbancia bola zmerana pri vlnovych dizkach 610 nm (pH 7,5); 590 nm (pH
6,8) a 595 nm (pH 5,5) hned’ (t.j. po 3 minutach trepania) a v Case 7 minut (Start
6:30 po prvom zmerani). Jednd sa o optimalne vinové dizky podla
predchadzajiicej prace skupiny (Riha et al., 2013).

8) Vypocitala sa chelatacnd ti¢innost’ v %.
Postup sa aplikoval pri vsetkych pH pufrov (7,5; 6,8 a 5,5).

Tabul’ka 5. Koneény obsah jamKy chelatacie Cu?>* s HEM

Kone¢ny obsah jamky
150 pl Pufer
50 pl Roztok Cu®*
50 ul 7,8-DHF alebo DMSO
50 ul Roztok HEM alebo DMSO
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TabuPka 6. Schéma mikrotitraénej dosti¢ky pri stanoveni chelatacie Cu?** s HEM

Kontrolné
Ci C Cs Cx jamky
(bez
7,8-DHF)
Vzorky
s pridanym
HEM
Slepé
vzorky

Jamky so skimanou latkou, med’natymi ibnmi a HEM

Jamky so skimanou latkou a med’natymi ionmi, bez HEM

Jamky s HEM a med’natymi iénmi, bez skiimane;j latky

Jamky s med’natymi i6nmi, bez skiimanej latky a HEM

5.1.4 Chelatacia med’nych iénov s BCS (Cu'*)

Priprava zasobnych roztokov
Chlorid medny
Priprava rozpustadla:

» 0,1 M roztok HCI sa pripravi napipetovanim 442 ul 32 % HCI do
44 558 pl ultracistej vody (Mw = 36,46 g/mol; 1l = = 1,16 kg)

» v 0,1 M roztoku HCI sa rozpusti vypocitané mnozstvo NaCl, aby
vznikol 1 M roztok (Mw = 58,44 g/mol)

Roztok med'nych i6nov s koncentraciou 5 mM sa pripravil rozpustenim navazky
chloridu med'ného (My = 98,99 g/mol) vo vypocitanom objeme vodného roztoku 0,1 M

HCl a 1 M NaCl (My, = 143,45 g/mol) a inkubdaciou v ultrazvukovom kupeli.
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Hydroxylamin hydrochlorid (HA)

Roztok HA (Mw = 69,49 g/mol) skoncentraciou 100 mM sa pripravil

rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme ultraCistej vody.
Disodna sol’ bathokuproindisulfonovej kyseliny (BCS)

Roztok BCS (My = 564,54 g/mol) skoncentraciou 5 mM sa pripravil

rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme ultracistej vody.
7,8-DHF

Roztok testovanej latky, 7,8-DHF, (Mw = 254,24 g/mol) s koncentraciou 10 mM

sa pripravil rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme DMSO.

Zasobné roztoky med’nych i6nov, BCS, HA a pufry sa uchovévali v chladnicke a

zasobny roztok 7,8-DHF v mraznicke.

Priprava pracovnych roztokov

Roztok mednych i6nov s koncentraciou 0,25 mM sa pripravil nariedenim

prislusného zasobného roztoku v €ase potreby DMSO.

e Roztoky HA s koncentraciou 1 mM a 10 mM sa pripravili nariedenim daného
zasobného roztoku v Case potreby v ultracistej vode.

e BCS ma rovnaku koncentraciu ako zasobny roztok.

e Roztoky testovanej latky, 7,8-DHF, v pozadovanych koncentraciach sa pripravili

nariedenim zasobného roztoku v Case potreby v rovnakom rozpustadle ako

zasobny roztok testovanej latky.
Postup stanovenia chelatacie med’nych ionov s BCS (Tab. 7. a 8.)

1) Do vSetkych jamiek mikrotitracnej dosticky, v ktorych sa uskuto¢iiovalo meranie
sa napipetovalo 100 pl pufru (pH 7,5; 6,8; 5,5 alebo 4,5).

2) Do vsetkych jamiek mikrotitracnej dosticky, v ktorych sa uskuto¢iiovalo meranie
sa napipetovalo 50 ul 1 mM HA (pH 7,5 a 6,8) alebo 10 mM HA (pH 5,5 a 4,5).

3) Do vsetkych jamiek mikrotitracnej dosticky, v ktorych sa uskuto¢iiovalo meranie

sa napipetovalo 50 ul 0,25 mM roztoku med'nych iénov v DMSO.
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4) Mikrotitra¢na dosticka sa nechala trepat’ 1 minutu na trepacke.

5) Do testovacich stipcov bolo napipetované 50 pl roztoku testovanej latky,
7,8-DHF, podla pozadovanych koncentracii (Ci — Cx) okrem posledného
kontrolného stipca, kde bolo pridané 50 pl rozptstadla, DMSO.

6) Mikrotitra¢na dosticka sa nechala trepat’ 2 mintty na trepacke.

7) Do poslednych 2 riadkov sa napipetovalo 50 pl ultracistej vody a do prvych 2
riadkov 50 ul roztoku BCS s koncentraciou 5 mM.

8) Absorbancia bola zmerana pri vinovej dizke 484 nm hned’ a po uplynuti 5 minit
(Start 4:30 minuty po prvom zmerani).

9) Vypocitala sa chelatacnd ucinnost’ v %.
Postup sa aplikoval pri vSetkych pH pufrov (7,5; 6,8; 5,5 a 4,5).

Tabulka 7. Koneény obsah jamKy chelatacie Cu'* s BCS

Kone¢ny obsah jamky
100 pl Pufer
50 pl 1 mM/ 10 mM roztok HA
50 ul Roztok Cu'*
50 ul 7,8-DHF alebo DMSO
50 ul Roztok BCS alebo ultracista voda
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TabuPka 8. Schéma mikrotitra¢nej dosti¢ky pri stanoveni chelatacie Cu'* s BCS

Kontrolné
C C Cs Cx jamky
(bez
7,8-DHF)
Vzorky
s pridanym
BCS
Slepé
vzorky

Jamky so skimanou latkou, mednymi iénmi a BCS

Jamky so skimanou latkou a med’nymi iénmi, bez BCS

Jamky s BCS a med’nymi i6nmi, bez skimanej latky

Jamky s med'nymi i6nmi, bez skiimanej latky a BCS

5.1.5 Chelatacia med’natych iénov s BCS (Cu?*)

Priprava zasobnych roztokov
Pentahydrat siranu mednatého

Roztok mednatych i6nov s koncentrdciou 5 mM sa pripravil rozpustenim
navazky pentahydratu siranu med’natého (Mw = 249,69 g/mol) vo vypocitanom objeme

ultracistej vody.
Hydroxylamin hydrochlorid (HA)

Roztok HA (Mw = 69,49 g/mol) skoncentraciou 100 mM sa pripravil

rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme ultraCistej vody.

63



Disodna sol’ bathokuproindisulfonovej kyseliny (BCS)

Roztok BCS (My = 564,54 g/mol) skoncentraciou 5 mM sa pripravil

rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme ultraCistej vody.

7,8-DHF

Roztok testovanej latky, 7,8-DHF, (Mw = 254,24 g/mol) s koncentraciou 10 mM

sa pripravil rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme DMSO.

Zasobné roztoky med’natych i6nov, BCS, HA a pufry sa uchovavali v chladnicke

a zasobny roztok 7,8-DHF v mraznicke.

Priprava pracovnych roztokov

Roztok mednatych idénov s koncentraciou 0,25 mM sa pripravil nariedenim
prislusného zasobného roztoku v ¢ase potreby DMSO.

Roztoky HA s koncentraciou 1 mM a 10 mM sa pripravili nariedenim daného
zasobného roztoku v ¢ase potreby v ultracistej vode.

Pracovny roztok BCS mal rovnaku koncentraciu ako zasobny roztok.

Roztoky testovanej latky, 7,8-DHF, v pozadovanych koncentraciach sa pripravili
nariedenim zasobného roztoku v ¢ase potreby v rovnakom rozpustadle ako

zasobny roztok testovanej latky.

Postup stanovenia chelatacie med’natych ionov s BCS (Tab. 9. a 10.)

1)

2)

3)

4)
5)

6)

Do vsetkych jamiek mikrotitracnej dosticky, v ktorych sa uskutocniovalo meranie
sa napipetovalo 100 ul pufru (pH 7,5; 6,8; 5,5 alebo 4,5).

Do testovacich stipcov bolo napipetované 50 ul roztoku skumanej latky,
7,8-DHF, podla pozadovanych koncentracii (C; — Cx) okrem posledného
kontrolného stipca, kde bolo pridané 50 pl rozptstadla, DMSO.

Do vSetkych jamiek mikrotitracnej dosti¢ky, v ktorych sa uskutocnovalo meranie
sa napipetovalo 50 ul 0,25 mM roztoku med’natych iénov v DMSO.
Mikrotitracnd dosticka sa nechala trepat’ 2 minuty na trepacke.

Do vsetkych jamiek mikrotitracnej dosticky, v ktorych sa uskutocnovalo meranie
sa napipetovalo 50 ul 1 mM HA (pH 7,5 a 6,8) alebo 10 mM HA (pH 5,5 a 4,5).
Mikrotitracné dosticka sa nechala trepat’ 1 mintitu na trepacke.
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7) Do poslednych 2 riadkov sa napipetovalo 50 pl ultracistej vody a do prvych 2
riadkov 50 pl roztoku BCS s koncentraciou 5 mM.

8) Absorbancia bola zmerana pri vinovej dizke 484 nm hned’ a po uplynuti 5 minat
(Start 4:30 mintty po prvom zmerani).

9) Vypocitala sa chelatacna ucinnost’ v %.
Postup sa aplikoval pri vsetkych pH pufrov (7,5; 6,8; 5,5 a 4,5).

Tabulka 9. Koneény obsah jamKy chelatacie Cu?* s BCS

Kone¢ny obsah jamky
100 ul Pufer
50 ul 7,8-DHF alebo DMSO
50 ul Roztok Cu**
50 ul 1 mM/10 mM roztok HA
50 ul Roztok BCS alebo ultracista voda

TabuPka 10. Schéma mikrotitra¢nej dosti¢ky pri stanoveni chelaticie Cu?* s BCS

Kontrolné
Ci C Cs Cx jamky
(bez
7,8-DHF)
Vzorky
s pridanym
BCS
Slepé
vzorky

Jamky so skimanou latkou, med’natymi idnmi a BCS

Jamky so skimanou latkou a med’natymi iéonmi, bez BCS

Jamky s BCS a med’natymi i6nmi, bez skiimanej latky

Jamky s med’natymi i6nmi, bez skiimanej latky a BCS
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5.1.6 Redukcia med’natych iénov s BCS (Cu?")

Priprava zasobnych roztokov
Pentahydrat siranu med'natého

Roztok mednatych i6nov s koncentrdciou 5 mM sa pripravil rozpustenim
navazky pentahydratu siranu med’natého (My = 249,69 g/mol) vo vypocitanom objeme

ultracistej vody.
Hydroxylamin hydrochlorid (HA)

Roztok HA (Mw = 69,49 g/mol) skoncentraciou 100 mM sa pripravil

rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme ultracistej vody.
Disodna sol’ bathokuproindisulfonovej kyseliny (BCS)

Roztok BCS (Mw = 564,54 g/mol) s koncentrdciou 5 mM sa pripravil

rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme ultracistej vody.
7,8-DHF

Roztok testovanej latky, 7,8-DHF, (Mw = 254,24 g/mol) s koncentraciou 10 mM

sa pripravil rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme DMSO.

Zasobné roztoky med’natych i6nov, BCS, HA a pufry sa uchovévali v chladnicke

a zasobny roztok 7,8-DHF v mraznicke.
Priprava pracovnych roztokov

e Roztok mednatych i6nov s koncentraciou 0,25 mM sa pripravil nariedenim
prislusného zasobného roztoku v case potreby DMSO.

e Roztoky HA s koncentraciou 1 mM a 10 mM sa pripravili nariedenim daného
zasobného roztoku v Case potreby v ultracistej vode.

e Pracovny roztok BCS mal rovnaku koncentraciu ako zasobny roztok.

e Roztoky testovanej latky, 7,8-DHF, v poZzadovanych koncentraciach sa pripravili
nariedenim zasobného roztoku v Case potreby v rovnakom rozpustadle ako

zasobny roztok testovanej latky.

66



Postup stanovenia redukcie med’natych iénov s BCS (Tab. 11. a 12.)

1)

2)

3)

4)
5)

6)

7)

Do vsetkych jamiek mikrotitracnej dosticky, v ktorych sa uskuto¢iiovalo meranie
sa napipetovalo 100 ul pufru (pH 7,5; 6,8; 5,5 alebo 4,5).

Do testovacich stlpcov bolo napipetované 50 ul roztoku skumanej latky,
7,8-DHF, podl'a pozadovanych koncentracii (C; — Cx) okrem poslednych 2
stipcov. Do predposledného stipca bolo pridané 50 pl rozpustadla, DMSO,
a do posledného kontrolného stipca sa napipetovalo 50 pul 1 mM roztoku HA
(pH 7,5 a 6,8) alebo 50 ul 10 mM roztoku HA (pH 5,5 a 4,5).

Do vsetkych jamiek mikrotitra¢nej dosticky, v ktorych sa uskutocniovalo meranie
sa napipetovalo 50 pl 0,25 mM roztoku mednatych iénov v DMSO.
Mikrotitracna dosticka sa nechala trepat’ 2 mintty na trepacke.

Do poslednych 2 riadkov sa napipetovalo 50 pl ultracistej vody a do prvych 2
riadkov 50 pl roztoku BCS s koncentraciou 5 mM.

Absorbancia bola zmerana pri vinovej dizke 484 nm hned’ a po uplynuti 5 minut
(Start 4:30 minuty po prvom zmerani).

Vypocitala sa chelata¢na t¢innost’ v %.

Postup sa aplikoval pri vSetkych pH pufrov (7,5; 6,8; 5,5 a 4,5).

Tabul’ka 11. Koneény obsah jamky redukcie Cu?** s BCS

Kone¢ny obsah jamky
100 pl Pufer
50 ul 7,8-DHF alebo DMSO alebo roztok HA
50ul Roztok Cu®"
50 pl Roztok BCS alebo ultracistad voda
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TabuPka 12. Schéma mikrotitra¢nej dosti¢ky pri stanoveni redukcie Cu?* s BCS

Kontrolné
C C2 Cx Rozpustadlo jamky
(DMSO) (s HA)
Vzorky
s pridanym
BCS
Slepé
vzorky

Jamky so skimanou latkou, med’natymi iénmi a BCS, bez HA

Jamky so skimanou latkou a med’natymi iénmi, bez BCS a HA

Jamky s med’natymi i6nmi a BCS, bez skiimanej latky a HA

Jamky s med’natymi i6nmi, bez BCS, skiimanej latky a HA

Jamky s BCS, med’natymi i6nmi a HA, bez skiimanej latky

Jamky s med’natymi i6nmi a HA, bez skumanej latky a BCS

5.1.7 Chelatacia Zeleznatych ionov (Fe**)
Priprava zasobnych roztokov
Heptahydrat siranu zZeleznatého

Roztok Zeleznatych i6nov s koncentraciou 5 mM sa pripravil rozpustenim
navazky heptahydratu siranu zeleznatého (Mw = 278,02 g/mol) vo vypocitanom objeme

ultracistej vody.
Hydroxylamin hydrochlorid (HA)

Roztok HA (Mw = 69,49 g/mol) skoncentraciou 100 mM sa pripravil

rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme ultraCistej vody.
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Ferozin

Roztok ferozinu (Mw = 492,5 g/mol) s koncentraciou 5 mM sa pripravil

rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme ultraCistej vody.

7,8-DHF

Roztok testovanej latky, 7,8-DHF, (Mw = 254,24 g/mol) s koncentraciou 10 mM

sa pripravil rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme DMSO.

Zasobné roztoky Zeleznatych ionov, HA a pufry sa uchovévali v chladnicke

a zasobny roztok 7,8-DHF v mraznicke. NavySe zasobny roztok Zeleznatych idnov bolo

potrebné uchovavat’ v tme.

Priprava pracovnych roztokov

Roztok Zeleznatych idnov s koncentraciou 0,25 mM sa pripravil nariedenim
prislusného zasobného roztoku v ¢ase potreby v ultracistej vode.

Roztok HA s koncentraciou 10 mM sa pripravil nariedenim daného zasobného
roztoku v Gase potreby v ultradistej vode. VyuZiva sa na zabranenie oxidacie Fe**
na Fe*" pri pH 7,5; podl'a predchddzajicich vysledkov skupiny (Mladénka et al.
2010).

Roztok ferozinu ma zhodnu koncentraciu ako zasobny roztok.

Roztoky testovanej latky, 7,8-DHF, v pozadovanych koncentraciach sa pripravili

nariedenim zasobného roztoku v Case potreby v rovnakom rozpustadle ako

zasobny roztok testovanej latky.

Pracovny roztok zeleznatych i6nov je stabilny 8 hodin.

Postup stanovenia chelaticie Zeleznatych iénov (Tab. 13. a 14.)

1) Do vsetkych jamiek mikrotitracnej dosticky, v ktorych sa uskuto¢iiovalo meranie

sa napipetovalo 150 ul pufru (pH 7,5; 6,8; 5,5 alebo 4,5).

2) Do testovacich stipcov bolo napipetované 50 ul roztoku skuimanej latky,

7,8-DHF, podla pozadovanych koncentracii (C; — Cx) okrem posledného
kontrolného stipca, kde bolo pridané 50 pl rozptstadla, DMSO.
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3)

4)

5)
6)

7)

8)

V tomto kroku len pri pouziti pufru s pH 7,5 sa napipetovalo 50 pul 10 mM HA
do vSetkych jamiek mikrotitracnej dosticky.

Do vsetkych jamiek mikrotitracnej dosticky, v ktorych sa uskuto¢iiovalo meranie
sa napipetovalo 50 ul 0,25 mM roztoku Zeleznatych i6nov.

Mikrotitracné dosticka sa nechala trepat’ 2 mintty na trepacke.

Do poslednych 2 riadkov sa napipetovalo 50 ul ultracistej vody a do prvych 2
riadkov 50 ul roztoku ferozinu s koncentraciou 5 mM.

Absorbancia bola zmerana pri vinovej dizke 562 nm hned’ a po uplynuti 5 minut
(Start 4:30 minuty po prvom zmerani).

Vypocitala sa chelata¢na t¢innost’ v %.
Postup sa aplikoval pri vSetkych pH pufrov (7,5; 6,8; 5,5 a 4,5).

TabulPka 13. Koneény obsah jamKy chelatacie Fe**

Kone¢ny obsah jamky
150 pl Pufer
50 pl 7,8-DHF alebo DMSO
50 pl Roztok HA pri pH 7,5
50 ul Roztok Fe**
50 pl Roztok ferozinu alebo ultracistad voda
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TabuPka 14. Schéma mikrotitra¢nej dosti¢ky pri stanoveni chelaticie Fe**

Kontrolné
jamky
Ci C Cs Cx (bez
7,8-DHF)
Vzorky
s pridanym
ferozinom
Slepé
vzorky

Jamky so skimanou latkou, zeleznatymi iéonmi a ferozinom

Jamky so skimanou latkou a Zeleznatymi iénmi, bez ferozinu

Jamky s ferozinom a Zeleznatymi i6nmi, bez sklimanej latky

Jamky s Zeleznatymi 16nmi, bez skiimanej latky a ferozinu

5.1.8 Chelatacia Zelezitych ionov (Fe'")

Priprava zasobnych roztokov
Hexahydrat chloridu Zelezitého

Roztok Zelezitych i6nov s koncentraciou najcastejsie v rozmedzi 2,5 — 7,5 mM
sa pripravil rozpustenim navazky hexahydratu chloridu zelezit¢ého (Mw = 270,3 g/mol)

vo vypocitanom objeme ultracistej vody.
Hydroxylamin hydrochlorid (HA)

Roztok HA (Mw = 69,49 g/mol) skoncentraciou 100 mM sa pripravil

rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme ultraCistej vody.
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Ferozin

Roztok ferozinu (Mw = 492,5 g/mol) s koncentraciou 5 mM sa pripravil

rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme ultraCistej vody.
7,8-DHF

Roztok testovanej latky, 7,8-DHF, (Mw = 254,24 g/mol) s koncentraciou 10 mM

sa pripravil rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme DMSO.

Zasobné roztoky Zelezitych ionov, HA a pufer pH4,5 sa uchovavali v chladnicke

a zasobny roztok 7,8-DHF v mraznicke.
Priprava pracovnych roztokov

e Roztok zelezitych i6nov s koncentraciou 0,25 mM sa pripravil nariedenim
prislusného zasobného roztoku v Case potreby v ultracistej vode vzdy tesne
pred pouzitim.

e Roztok HA s koncentraciou 10 mM sa pripravil nariedenim daného zasobného
roztoku v Case potreby v ultradistej vode.

e Roztok ferozinu ma zhodnt koncentraciu ako zasobny roztok

e Roztoky testovanej latky, 7,8-DHF, v poZadovanych koncentraciach sa pripravili
nariedenim zasobného roztoku v €ase potreby v rovnakom rozpustadle ako

zasobny roztok testovanej latky.
Pracovny roztok Zelezitych i6nov je stabilny 8 hodin.
Postup stanovenia chelatacie Zelezitych ionov (Tab. 15. a 16.)

1) Do vsetkych jamiek mikrotitracnej dosticky, v ktorych sa uskuto€iiovalo meranie
sa napipetovalo 150 pl pufru pH 4,5.

2) Do testovacich stipcov bolo napipetované 50 upl roztoku skimanej latky,
7,8-DHF, podla pozadovanych koncentracii (C; — Cx) okrem posledného
kontrolného stipca, kde bolo pridané 50 pl rozptstadla, DMSO.

3+

3) Zo zasobného roztoku Fe?' sa nariedenim pripravil ¢erstvy pracovny roztok Fe
prip yp y

s koncentraciou 0,25 mM.
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4) Do vsetkych jamiek mikrotitratnej dosticky, v ktorych sa uskutociiovalo meranie
sa napipetovalo 50 pul 0,25 mM roztoku zelezitych ionov.

5) Mikrotitra¢na dosticka sa nechala trepat’ 2 mintty na trepacke.

6) Do vsetkych jamiek mikrotitra¢nej dosticky, v ktorych sa uskutocnovalo meranie
sa napipetovalo 50 ul 10 mM HA.

7) Mikrotitratna dosticka sa nechala trepat’ 1 minutu na trepacke.

8) Do poslednych 2 riadkov sa napipetovalo 50 ul ultracistej vody a do prvych 2
riadkov 50 ul roztoku ferozinu s koncentraciou 5 mM.

9) Absorbancia bola zmerana pri vinovej dizke 562 nm hned’ a po uplynuti 5 minut
(Start 4:30 minuty po prvom zmerani).

10) Vypocitala sa chelata¢nd ucinnost’ v %.

Tabulka 15. Koneény obsah jamKy chelatacie Fe3*

Kone¢ny obsah jamky
150 pl Pufer
50 pl 7,8-DHF alebo DMSO
50 ul Roztok Fe**
50 ul Roztok HA
50 pl Roztok ferozinu alebo ultracista voda
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TabuPka 16. Schéma mikrotitra¢nej dosti¢ky pri stanoveni chelaticie Fe3*

Kontrolné
C C Cs Cx jamky
(bez
7,8-DHF)
Vzorky
s pridanym
ferozinom
Slepé
vzorky

Jamky so skimanou latkou, Zelezitymi ionmi a ferozinom

Jamky so skimanou latkou a zelezitymi idonmi, bez ferozinu

Jamky s ferozinom a Zelezitymi i6nmi, bez skiimanej latky

Jamky so Zelezitymi i6nmi, bez skiimanej latky a ferozinu

5.1.9 Redukcia Zelezitych iénov (Fe*")

Priprava zasobnych roztokov
Hexahydrat chloridu Zelezitého

Roztok Zelezitych i6nov s koncentraciou najcastejsie v rozmedzi 2,5 — 7,5 mM
sa pripravil rozpustenim navazky hexahydratu chloridu zelezit¢ého (Mw = 270,3 g/mol)

vo vypocitanom objeme ultracistej vody.
Hydroxylamin hydrochlorid (HA)

Roztok HA (Mw = 69,49 g/mol) skoncentraciou 100 mM sa pripravil

rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme ultraCistej vody.
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Ferozin

Roztok ferozinu (Mw = 492,5 g/mol) s koncentraciou 5 mM sa pripravil

rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme ultraCistej vody.

7,8-DHF

Roztok testovanej latky, 7,8-DHF, (Mw = 254,24 g/mol) s koncentraciou 10 mM

sa pripravil rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme DMSO.

Zasobné roztoky zelezitych i6nov, HA apufry sa uchovévali v chladnicke

a zasobny roztok 7,8-DHF v mraznicke.

Priprava pracovnych roztokov

Roztok zelezitych idnov s koncentraciou 0,25 mM sa pripravil nariedenim
prislusného zasobného roztoku v Case potreby v ultracistej vode vzdy tesne
pred pouzitim.

Roztok HA s koncentraciou 10 mM sa pripravil nariedenim daného zasobného
roztoku v Case potreby v ultradistej vode.

Roztok ferozinu ma zhodnt koncentraciu ako zasobny roztok

Roztoky testovanej latky, 7,8-DHF, v pozadovanych koncentracidch sa pripravili
nariedenim zasobného roztoku v €ase potreby v rovnakom rozpustadle ako

zasobny roztok testovanej latky.

Postup stanovenia redukcie Zelezitych ionov (Tab. 17. a 18.)

1)

2)

3)

Do vSetkych testovacich jamiek mikrotitracnej dosticky sa napipetovalo 150 pl
pufru (pH 7,5; 6,8; 5,5 alebo 4,5) a do jamiek kontrolnych, posledny stipec, sa
pridalo 150 pl pufru s pH 4,5.

Do testovacich stipcov bolo napipetované 50 ul roztoku skumanej latky,
7,8-DHF, podl'a pozadovanych koncentracii (C; — Cx) okrem 2 poslednych
stipcov. Do predposledného stipca bolo pridané 50 ul rozpustadla, DMSO,
a do posledného kontrolného stipca sa napipetovalo 50 ul roztoku 10 mM HA.
Zo z4sobného roztoku Fe*" sa nariedenim pripravil erstvy pracovny roztok Fe**

s koncentraciou 0,25 mM.
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4)

5)
6)

7)

8)

Do vsetkych jamiek mikrotitracnej dosticky, v ktorych sa uskuto¢iiovalo meranie
sa napipetovalo 50 pul 0,25 mM roztoku zelezitych ionov.

Mikrotitracné dosticka sa nechala trepat’ 2 minuty na trepacke.

Do poslednych 2 riadkov sa napipetovalo 50 ul ultracistej vody a do prvych 2
riadkov 50 pl roztoku ferozinu s koncentraciou 5 mM.

Absorbancia bola zmerana pri vinovej dizke 562 nm hned’ a po uplynuti 5 minut
(Start 4:30 minaty po prvom zmerani).

Vypocitala sa chelatacnd G¢innost’ v %.
Postup sa aplikoval pri vSetkych pH pufrov (7,5; 6,8; 5,5 a 4,5).

TabulPka 17. Koneény obsah jamKy redukcie Fe*

Kone¢ny obsah jamky
150 pl Pufer
50 ul 7,8-DHF alebo DMSO alebo roztok HA
50 ul Roztok Fe**
50 ul Roztok ferozinu alebo ultracista voda
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TabulPka 18. Schéma mikrotitra¢nej dosti¢ky pri stanoveni redukcie Fe*

Rozpustadlo | Kontrolné

C C2 Cx (DMSO) jamky
(s HA)
Vzorky
s pridanym
ferozinom
Slepé
vzorky

Jamky so skimanou latkou, zelezitymi idonmi a ferozinom, bez HA

Jamky so skimanou latkou a zelezitymi idonmi, bez ferozinu a HA

Jamky s zelezitymi iénmi a ferozinom, bez skiimanej latky a HA

Jamky s Zelezitymi i6nmi, bez ferozinu, skimanej latky a HA

Jamky s ferozinom a Zelezitymi idnmi a HA, bez skiimanej latky

Jamky s Zelezitymi i6nmi a HA, bez skiimane;j latky a ferozinu

5.1.10 Chelatacia zino¢natych iénov (Zn2")

Priprava zasobnych roztokov
Chlorid zinocnaty

Roztok zino€natych i6nov s koncentraciou 10 mM sa pripravil rozpustenim
navazky chloridu zino¢natého (Mw = 136,31g/mol) vo vypocitanom objeme ultracistej

vody. Nésledne sa zriedil ultracistou vodou na koncentraciu 1 mM.
Ditizon

Roztok ditizonu (Myw = 256,33 g/mol) s koncentraciou 5 mM sa pripravil

rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme DMSO.

77



7,8-DHF

Roztok testovanej latky, 7,8-DHF, (Mw = 254,24 g/mol) s koncentraciou 10 mM

sa pripravil rozpustenim jeho navazky vo vypocitanom objeme DMSO.

Zasobné roztoky zino¢natych i6nov, ditizéon a pufry sa uchovavali v chladnicke

a zasobny roztok 7,8-DHF v mraznicke.

Priprava pracovnych roztokov

Roztok zino¢natych idénov s koncentraciou 0,06 mM sa pripravil nariedenim
prislusného zasobného roztoku v ¢ase potreby v ultracistej vode.

Roztok ditizonu s koncentraciou 0,25 mM sa pripravil nariedenim daného
zasobného roztoku v ¢ase potreby v DMSO.

Roztoky testovanej latky, 7,8-DHF, v pozadovanych koncentraciach sa pripravili
nariedenim zasobného roztoku v Case potreby v rovnakom rozpustadle ako

zasobny roztok testovanej latky.

Postup stanovenia chelatacie zino¢natych ionov (Tab. 19. a 20.)

1)

2)

3)

4)

S)

6)

7)

Do vsetkych jamiek mikrotitracnej dosticky, v ktorych sa uskutociiovalo meranie
sa napipetovalo 150 pl pufru (pH 7,5; 6,8; 5,5 alebo 4,5).

Do vSetkych jamiek mikrotitratnej doStiCky, v ktorych sa uskutocnovalo
meranie sa napipetovalo 50 pl 0,06 mM roztoku zino¢natych idénov okrem
posledného stipca. Do posledného stipca bolo pridané 50 ul ultragistej vody.

Do testovacich stipcov bolo napipetované 50 pl roztoku skimanej latky,
7,8-DHF, podl'a pozadovanych koncentracii (Ci — Cx) okrem poslednych 2
stipcov, kde bolo pridané 50 pl rozpustadla, DMSO.

Mikrotitracnd dosticka sa nechala trepat’ 2 minuty na trepacke.

Do posledného riadku sa napipetovalo 50 pl DMSO a do prvych 3 riadkov 50 pl
roztoku ditizéonu s koncentraciou 0,25 mM.

Absorbancia bola zmerana pri vinovych dizkach 540 a 590 nm (pH 7.5; 6,8
a5,5)a530a570 nm (pH 4,5) hned’ a po uplynuti 5 minut (Start 4:30 po prvom
zmerani).

Vypocitala sa chelatacné ti¢innost’ v %.
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Postup sa aplikoval pri vSetkych pH pufrov (7,5; 6,8; 5,5 a 4,5).

TabuPka 19. Kone¢ny obsah jamky chelatacie Zn2*

Kone¢ny obsah jamky
150 pl Pufer
50 ul Roztok Zn*" alebo ultracistd voda
50 pl 7,8-DHF alebo DMSO
50 ul Roztok ditizénu alebo DMSO

TabulPka 20. Schéma mikrotitraénej dosti¢ky pri stanoveni chelatacie Zn2*

0+ 0-
pozitivna | negativna
kontrola | kontrola
G C GCs Cs Cx (bez (bez
7,8- 7,8-DHF
DHF) a Zn>")
Vzorky
s pridanym
ditizénom
Slepé
vzorky

Jamky so skimanou latkou, zino¢natymi i6nmi a ditizonom

Jamky so skimanou latkou a zino€natymi i6nmi, bez ditizonu

Jamky so zino¢natymi 16nmi a ditizonom, bez skimanej latky

Jamky so zino¢natymi i6nmi, bez ditizénu a skiimanej latky

Jamky s ditizdnom, bez skimanej latky a zino¢natych iénov

Jamky bez ditizonu, skiimanej latky a zino¢natych idnov
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5.2 Vplyv 7,8-DHF na med’ou a Zelezom katalyzovanu Fentonovu

reakciu

5.2.1 Chemikalie

Chlorid zelezity FeCls (Fe*")

Pentahydrét siranu med’natého CuS0O4.5H,0 (Cu?)
Kyselina 2,3-dihydroxybenzoova (2,3-DHBA)
Kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (2,5-DHBA)
Katechol

Peroxid vodiku 30 % H>0»

Kyselina salicylova

Kyselina fosfore¢na 85 % H3PO4

Disodna sol’ etyléndiamintetraoctovej kyseliny (Na;EDTA)
Kyselina chlorovodikova 35 % HCI; Penta s.r.0., CR

Trietylamin

Chemikalie na pripravu pufrov:
o Kyselina octova CH;COOH; Penta s.r.o., CR
o Octan sodny bezvody CH;COO" Na*; Penta s.r.0., CR
o Tris(hydroxymetyl)aminometan (TRIS)

Rozpustadla:
o Acetonitril; Fisher Chemical, UK
o Metanol; Fisher Chemical, UK
o Ultracista voda bola pripravena pomocou pristroja Milli-Q RG (Merck
Millipore, Massachusetts, USA)
Testovana latka:

o 7,8-DHF

Pokial' nie je uvedené inak, tak vSetky chemikalie boli ziskané od firmy

Sigma-Aldrich, Nemecko.

5.2.2 Pristrojové vybavenie

e Analytické vahy Kern ALT 220-4NM
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5.2.3

5.2.4

Laboratérna ultrazvukova vana Bandelin Sonorex

Trepacka pre skiamavky a mikroskimavky typu Eppendorf IKA® VORTEX
GENIUS 3

pH-meter PH 538

Pumpa ESA model 582 (ESA, Massachusetts, USA)

Monoliticka HPLC koléna Onyx C8 - 100 x 4,6 mm (Phenomenex, Kalifornia,
USA)

Coulometricky detektor Coulochem III (ESA, Massachusetts, USA)

Material potrebny na prevedenie

Mikrosktimavky 1,5 ml

Centrifugac¢né skiimavky 15 ml a 50 ml

Automatické jednokanalové pipety s roznym rozsahom objemu
Spi¢ky na pipetovanie

Mikrostriekacka 50 pL (Hamilton Company, Nevada, USA)

Metodicky postup experimentu

Priprava zasobnych roztokov

Roztok zelezitych idnov (Fe*") s koncentraciou 5 mM sa pripravil rozpustenim
navazky chloridu zelezit¢ho (Mw = 162,2 g/mol) v ultracistej vode.

Roztok med’natych iénov (Cu?*) s koncentraciou 5 mM sa pripravil rozpustenim
navazky pentahydratu siranu med’natého (Myw = 249,69 g/mol) v ultradistej vode.
Roztok kyseliny salicylovej (Mw = 138,12 g/mol) s koncentraciou 66,67 mM sa
pripravil rozpustenim navazky v metanole.

Roztoky  Standardov  (kyselina  2,3-dihydroxybenzoova a  kyselina
2,5-dihydroxybenzoova a katechol) s koncentraciou 10 mM sa pripravili
rozpustenim ich navazok v ultracistej vode.

5 mM roztok pufru pH 7,5 sa pripravil rozpustenim navazky TRIS (My = 121,14
g/mol) v ultradistej vode.

Acetatovy pufer s pH 4,5 sa pripravil zmieSanim 15 mM vodného roztoku

octanu sodného a 27,3 mM vodného roztoku kyseliny octove;.
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e Roztok skumanej latky, 7,8-DHF, skoncentraciou 5 mM sa pripravil
rozpustenim navazky v metanole. Nasledne bol nariedeny v Case potreby na

pozadované koncentracie metanolom.
Spravnost’ pH pufrov bola skontrolovand pH metrom.
Priprava pracovnych roztokov

e Roztok zelezitych i6nov s koncentraciou 1 mM sa pripravil nariedenim
prislusného zésobného roztoku (FeCls) v ultracistej vode.

e Roztok mednatych i6nov s koncentraciou 0,04 mM (40 puM) sa pripravil
nariedenim prislusného zasobného roztoku (CuS0O4.5H>0) v ultradistej vode.

e Pri experimente so Zelezitymi ionmi boli roztoky skumanej latky, 7,8.DHF,

pripravené zriedenim zasobného roztoku metanolom na koncentracie:
1,25 uM; 2,5 uM; 12,5 uM; 125 uM; 250 uM; 500 uM; 2,5 mM; 5 mM

e Pri experimente s med’natymi i6nmi boli roztoky skumanej latky, 7,8.DHF,

pripravené zriedenim zasobného roztoku metanolom na koncentracie:
0,05 uM; 0,1 uM; 0,5 uM; 5 uM; 10 uM; 50 uM; 100 uM; 500 uM; 1 mM

e Priprava roztoku Standardov zmieSanim (v mikroskimavke):

» 27 ul 10uM roztoku katecholu
» 130 pl 1uM roztoku 2,5-DHBA
» 130 pl 1uM 2,3-DHBA

» 713 ul ultracistej vody

e Priprava kontrolnych vzoriek zmieSanim (v mikroskiimavke):

700 pl pufru (pH 7,5 alebo 4,5)

200 pl metanolu

50 ul 1 mM Fe** alebo 50 ul 40 uM Cu?*

45 ul 66,67 mM kyseliny salicylovej v metanole

YV V VYV V V

5 ul peroxidu vodiku
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Priprava vzoriek zmieSanim (v mikroskimavke):

700 pl pufru (pH 7,5 alebo 4,5)

200 pl testovanej latky, 7,8-DHF, s r6znou koncentraciou
50 ul 1 mM Fe** alebo 50 ul 40 uM Cu?*

45 ul 66,67 mM kyseliny salicylovej v metanole

YV V V VYV V

5 ul peroxidu vodiku

Priprava mobilnej fazy

Priprava 5 mM pufru H3PO4 zmieSanim (v kadicke):

68 ul 85 % kyseliny fosforecne;j
199,932 ml ultracistej vody
10 ml 20 mM vodného roztoku Na;EDTA

YV V V VY

nastavenie pH roztoku na 2,85 pomocou trietylaminu

Vzniknuty pufer sa prefiltroval vékuovou filtraciou pomocou zostavene]

aparatury. Takto pripraveny 5 mM pufer H;PO4 (pH 2,85) sa v odmernej banke zmiesal

s acetonitrilom v pomere 93:7. Tato vzniknutd mobilnd fidza sa nechala 5 mintt

v ultrazvukovom kupeli.

Postup vykonanie experimentu

1)

2)

3)

4)

S)
6)

Pristroj na HPLC metodu sa nastavil na izokraticky rezim s prietokovou
rychlostou 1,0 ml/min.

V mikroskimavke sa pripravila zmes Standardov (katechol, 2,3-DHBA,
2,5-DHBA vo vode).

Takto pripravena zmes Standardov bola aplikovand Hamiltonovou
mikrostriekatkou v mnozstve 20 ul do HPLC pristroja. Po analyze sa zmerala
velkost ploch pikov Standardov so zndmou koncentréaciou.

Krok 2, postup pripravy zmesi Standardov a krok 3, aplikacia zmesi do HPLC sa
opakovali trikrat. Vysledky z merani ploch pikov sa spriemerovali.

V mikroskumavke sa pripravili kontrolné vzorky (slepy pokus).

Fentonova reakcia bola iniciovand pridanim peroxidu vodika. Za staleho

mieSania reakcia prebiehala 3 mintuty pri laboratornej teplote.
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7) Po uplynuti ¢asového limitu 3 minuty sa z mikroskimaviek Hamiltonovou
mikrostriekackou odobralo 20 pl zmesi a aplikovalo do HPLC pristroja. Zmerali
sa plochy pikov analytov odpovedajuce katecholu, 2,3-DHBA a 2,5-DHBA.

8) Krok 5, postup pripravy kontrolnych vzoriek, krok 6, priebeh Fentonovej reakcie
a krok 7, aplikdcia do HPLC a analyza, sa opakovali trikrat. Vysledky z merani
ploch pikov sa spriemerovali.

9) V mikroskimavkach boli pripravené roztoky skumanej latky, ktoré boli
zloZzenim podobné kontrolnym vzorkam, ale namiesto metanolu boli pouzité
roztoky testovanej latky v metanole s roznymi koncentraciami.

10) Fentonova reakcia bola iniciovana pridanim peroxidu vodika. Za staleho
mieSania reakcia prebiehala 3 mintty pri laboratornej teplote.

11)Po uplynuti casového limitu 3 mintty sa z mikroskimaviek Hamiltonovou
mikrostriekackou odobralo 20 pl zmesi a aplikovalo do HPLC pristroja.
Po analyze sa zmerali plochy pikov analytov.

12) Krok 9, priprava vzorky, 7,8-DHF, krok 10, priebeh Fentonovej reakcie a krok
11, aplikacia do HPLC aanalyza, sa opakovali trikrdt pri vSetkych
koncentraciach. Vysledky z merani ploch pikov sa spriemerovali.

13) Z vyslednych hodnoét ploch pikov sa zostrojil graf odrazajici antioxidacné alebo

prooxida¢né vlastnosti latky pri danych koncentraciach.
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5.3 Vplyv 7,8-DHF na med’ou katalyzovanu hemolyzu

5.3.1 Chemikalie

e Pentahydrat siranu med’natého CuSO4.5H,0 (Cu*)
o Glukéza
e Heparin 5000 [U/ml bol zaktipeny ako origindlny registrovany preparat
od Zentivy (CR)
e Chemikalie pre pripravu pufrov:
o Dihydrogénfosfore¢nan draselny KH>PO4
Hydrogénfosfore¢nan draselny KHPO4, Penta s.r.0., CR
o Triton X-100 10 % vodny roztok

(@)

o Ditiotreitol
o Disodna sol’ etyléndiamintetraoctovej kyseliny (Na2EDTA)
o Laktat sodny
o Nikotinnamid adenin dinukleotid (NAD"); Toronto Research Chemicals,
Kanada
o Tris(hydroxymetyl)aminometan (TRIS)
e Rozpustadla:
o Dimethylsulfoxid (DMSO); Penta s.r.0., CR
o Fyziologicky roztok bol zakupeny ako originalny registrovany preparat
od B.Braun, Nemecko
o Ultracista voda bola pripravena pomocou pristroja Milli-Q RG; Merck
Millipore, Massachusetts, USA
e Testovana latka:

o 7,8-DHF

Pokial' nie je uvedené inak, tak vSetky chemikalie boli ziskané od firmy

Sigma-Aldrich, Nemecko.

e Biologicky material:
o Potkania krv (samce kmena Wistar: Han, VELAZ, s.r.0., CR) ziskana ako
vedl'ajsi produkt z experimentov, pri ktorych sa vyuZziva potkania aorta
na testovanie vazodilataénych u¢inkov (schvéaleny projekt MSMT-

4937 _2019-9)
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5.3.2

5.3.3

5.3.4

o Ludska krv od zdravych dobrovol'nikov (Studia bola schvélena etickou
komisiou FAF UK HK, 31.05.2019); vSetci dobrovol'nici podpisali

informovany suhlas ucasti na tejto stadii
Pristrojové vybavenie

Analytické vahy Kern ALT 220-4NM

Laboratdrna ultrazvukova vana Bandelin Sonorex

Trepacka pre skimavky a mikroskimavky typu Eppendorf IKA® VORTEX
GENIUS 3

Spektrofotometr pre mikrotitracné dosticky Hidex Sense Multimodal Microplate
Reader

Centrifuga MIKRO 22R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Nemecko)

Centrifiga VWR Compact Star CS4 (VWR International Ltd, Spojené
Kralovstvo)

Inkubator Hood TH 15 (Edmund Biihler GmbH, Nemecko)

Material potrebny na prevedenie

Mikroskiimavky 1,5 ml a 5,0 ml

Centrifugacné skimavky 15 ml a 50 ml
Automatické pipety s roznym rozsahom objemu
Multikanalové pipety s roznym objemom

Spi¢ky na pipetovanie

Mikrotitracné 96-jamkové dosticky

Metodicky postup experimentu

Priprava zasobnych roztokov

Roztok mednatych i6nov (Cu®") skoncentraciou 10 mM sa pripravil
rozpustenim navazky pentahydratu siranu mednat¢tho (Mw = 249,69 g/mol)
vo fyziologickom roztoku.

Fosfatovy pufer spH 7,8 sa pripravil zmieSanim 8,5 % 200 mM roztoku
dihydrogénfosforecnanu  draselného a91,5 % 200 mM  roztoku

hydrogénfosfore¢nanu draselného.
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Lyzacny pufer sa pripravil zmieSanim 200 mM fosfatového pufru s pH 7.8, 10 %
vodného roztoku Tritonu X-100, 0,1 M roztoku Na,EDTA, 1 M roztoku
ditiotreitolu a ultracistej vody.

Reakény pufer s pH 8,9, vodny roztok sa pripravil zmieSanim 2 M laktatu, 6 mM
NAD" a 0,1 M vodného roztoku TRIS pH 8.9.

Roztok skumanej latky, 7,8-DHF, s koncentraciou 100 mM sa pripravil
rozpustenim navazky v DMSO. Nasledne bol nariedeny v ¢ase potreby

na pozadované koncentracie DMSO.

Priprava pracovnych roztokov

Roztok glukozy vo fyziologickom roztoku o objeme asi 50 ml a s koncentraciou
1 mM sa zahrial na 37°C.

Pripraveny zasobny roztok pentahydratu siranu mednatého o objeme asi 50 ml
a s koncentraciou 10 mM sa zahrial na 37°C.

Fyziologicky roztok o objeme asi 25 ml sa zahrial na 37°C.

Podrla poctu vzoriek sa pripravilo potrebné mnozstvo lyzacného pufru.

(1 vzorka = 950 pl pufru)

Postup vykonanie experimentu

1))

2)
3)

4)

5)

6)

7)

Hned’ po odbere potkanej alebo l'udskej krvi sa vlozila do centrifugy (VWR
CS4) anechala sa centrifugovat’ pri 5 400 otaCkach/min. (2 700 g) po dobu 10
minqt.

Zo skumavky sa odstranila krvna plazma.

Zvysné erytrocyty sa zmieSali s dvojndsobnym mnoZstvom fyziologického
roztoku zahriatym na 37°C anechalo sa opédt centrifugovat’ pri 5400
otaCkach/min. (2 700 g) po dobu 10 mindut.

Supernatant sa odstranil a znovu sa zopakoval postup podl'a kroku 3.

Po poslednom odstraneni supernatantu sa ocistené erytrocyty preniesli pipetou
(3,5 ml) do 50 ml skimavky.

Do skiimaviek bolo pridané 20 pl heparinu (5000 IU/1 ml) na 1 ml (70 pl)
suspenzie erytrocytov, aby sa zabranilo ich agregacii.

Erytrocyty sa zmieSali s 9-nasobnym prebytkom (31,5 ml) 1 mM roztoku
glukoézy vo fyziologickom roztoku, ktory bol zahriaty na 37°C.
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8) Duplicitne sa pripravili mikroskimavky sobjemom 1,5 ml od kazdej
koncentrécie (pred a po lyze), celkovo 4 na 1 koncentraciu.

9) Pomocou reverzného pipetovania sa do pripravenych mikroskiimaviek prenieslo
0,940 ml suspenzie erytrocytov (z kroku 7).

10) Do tych istych mikroskiimaviek sa tiez napipetovalo 10 pl testovanej latky
v pozadovanych koncentraciach a do kontrolnych vzoriek sa napipetovalo 10 pl
rozpustadla, DMSO. Kazda vzorka sa pripravila duplicitne. Nasledne sa pridalo
50 pul 10 mM roztoku Cu?’, mimo kontrolnych vzoriek, ktoré obsahovali
fyziologicky roztok. Pripravili sa teda 2 pozitivne slepé vzorky (DMSO + Cu?")
a 2 negativne slepé vzorky (DMSO + fyziologicky roztok).

11) Séria vzoriek sa potom nechala 4 hodiny inkubovat pri teplote 37°C
v inkubatore pri 100 ot./min.

12) Po ukonceni inkubdcie sa vzorky preniesli do centrifugy (MIKRO 22R), ktora sa
nastavila na 5 400 otackach/min. (1 950 g) po dobu 10 minut.

13) Z kazdej vzorky sa do vopred pripravenej mikroskiimavky napipetovalo 250 pl
supernatantu a zmrazilo sa na -80°C.

14) Z povodnych vzoriek sa odstranil zvySny supernatant a pridalo sa 0,950 ml
lyzacného pufru do pévodného objemu k zvy$Snym erytrocytom. PremieSali sa na
vortexe a nechali 20 minut stat’ pri laboratornej teplote.

15) Vzorky sa opét’ preniesli do centrifuigy (MIKRO 22R), ktord sa nastavila na
10 000 otacok/min. (6 700 g) po dobu 10 minut.

16) Po centrifugécii sa opét’ odobralo 250 ul z kazdej vzorky a nechalo sa zmrazit

na -80°C.
Stanovenie laktatdehydrogenazovej (LDH) aktivity:
e Principom stanovenia LDH aktivity je reakcia:
laktat + NAD" — pyruvat + NADH'H®

NAD" — nikotinamidadenindinukleotid a z neho vytvoreny produkt reakcie

NADHH" sa stanovuje spektrofotometricky

e Vdent merania sa pripravil reakény pufer a priblizne 1 hodinu pred zacatim

experimentu sa z mraznicky vybrali vSetky vzorky, aby sa rozmrazili.
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Rozmrazené vzorky, ktoré boli odobrané pred pridanim lyza¢ného pufru sa
zriedili fyziologickym roztokom 1:1 (z kroku 13) a vzorky odobrané po pridani
lyza¢ného pufru v pomere 1:5 (z kroku 16).

Na mikrotitracnu dosticku sa duplicitne napipetovalo 50 pl, vopred na vortexe
primieSanej zriedenej vzorky.

Ihned’ po pridani 300 ul reakéného pufru sa zmerala absorbancia pri 340 nm.
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5.4 Matematicko-Statistické spracovanie vysledkov

5.4.1 Experimentalne stanovenie chelatacie a redukcie ionov

Vsetky vypocty boli uskutocnené prostrednictvom programu MS Excel.
Chelata¢nd ucinnost’ jednotlivych koncentracii testovanej latky pri r6znych pH bola
vyjadrend grafickym zndzornenim za pouzitia programu GraphPad Prism 10.1.1
(GraphPad Software, USA). Pre Statistické porovnanie bol pouzity 95 % konfidencny
interval. Pri percentualnom vypocte miery chelaticie bola vypocitand pomocou

nasledujucej rovnice:

Ap — Ay

A, — Ay
chelatacia [%] = <1 - x—_N> %X 100

Ax — absorbancia vzorky (i6n + 7,8-DHF + spektrofotometricky indikator)
An — absorbancia negativnej kontroly (spektrofotometricky indikator)

Ap — absorbancia pozitivnej kontroly (i6n + spektrofotometricky indikator)

Mnozstvo nechelatovaného i6nu sa vypocita ako rozdiel absorbancie medzi
testovanou latkou (s indikatorom) a slepou vzorkou testovanej latky (bez indikatoru)
delené rozdielom absorbancie kontroln¢ho vzorku (bez testovanej latky so znamym
mnozstvom 1i6nov) a slepou vzorkou kontrolného vzorku (bez indikatoru), priCom
odneho boli eSte odc¢itané rozdiely medzi absorbanciou negativnych vzoriek

s a bez indikatoru.

Rozdiely pri redukcii boli overené pomocou Studentova T-testu pri Statistickej

vyznamnosti p < 0,05.

Vysledky st uvadzané ako priemer + smerodajnd odchylka vypocitanad podla
vzorca fM
n—1

5.4.2 Vplyv 7,8-DHF na med’ou a Zelezom katalyzovanu Fentonovu reakciu

Antioxidacny Uc€inok resp. percentd zniZenia alebo prooxida¢ny ucinok resp.
percenta zvySenia produkcie hydroxylovych radikalov sa vypocitali zo suctu
koncentracii katecholu, 2,3-DHBA a 2,5-DHBA medzi testovanou vzorkou a kontrolnou

vzorkou resp. slepym pokusom (namiesto testovanej latky obsahovala len rozpuastadlo).
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Vysledky (antioxidacnd a prooxidacnd aktivita) su uvadzané ako priemer =+
smerodajnd odchylka ako v pripade chelatacnych experimentov. Pre grafické
znazornenie bol pouzity program GraphPad Prism 10.1.1. Pomocou metody ANOVA
nasledovanej Dunnettovym post-hoc testom sa vykonalo Statistické porovnanie

produkcie hydroxylovych radikéalov.

5.4.3 Vplyv 7,8-DHF na med’ou katalyzovanu hemolyzu

Celkové percento hemolyzy Cervenych krviniek sa ur¢ilo pomocou smernic

ZXkBL
2xkgy, +6xKpy,

ziskanych meranim LDH aktivity podl'a vzorca
kpL — vzorka bez lyzy (riedenie 1:1)

kpL — vzorka po 1yze (riedenie 1:5)

Porovnanie miery hemolyzy vzoriek so skiimanou latkou s pozitivnymi alebo

negativnymi slepym vzorkami (bud’ s Cu?" alebo bez Cu?‘, iba fyziologickym

% lyzy vo vzorkach

roztokom) sa uskutoc¢nilo podl'a vzorca 1 — ktory sluZzi na zistenie

% lyzy v slepych vzoriek ’

hemolytickej aktivity testovanej latky.

Vysledky st opit’ uvadzané ako priemer + smerodajnd odchylka a pre grafické
znazornenie bol pouzity program GraphPad Prism 10.1.1. Pomocou Studentova T-testu
sa stanovila Statistickd vyznamnost vysledkov porovnanim celkovej hemolyzy

jednotlivych vzoriek a slepych vzoriek.
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6 VYSLEDKY

6.1 Experimentalne stanovenie chelatacie a redukcie ionov

6.1.1 Chelatacia vapenatych a horeénatych ionov (Ca** a Mg?*)

V prvom experimente bola zistovand chelatacnd schopnost’ testovanej latky,
7,8-DHF, s i6nmi vépnika a hor¢ika. Indikator ucinnosti resp. netcinnosti chelatacie
skimanej latky bol o-kresolftalein komplexon, ktory tvoril s danymiiénmi
fialovoruzovy komplex. V pripade, ak testovana latka bola schopna viazat’ id6ny vznikol
zlto-sfarbeny komplex.

Chelatacia sa stanovila zmeranim nechelatovanych (volnych) i6nov vapniku
alebo hor¢iku pri vinovej dizke 573 nm pre Ca?* a 568 nm pre Mg>" pripH 7,5.
Z prilozeného grafu (Obr. 13.) je zjavné, Ze chelatacnd aktivita 7,8-DHF je nevyrazna.
Pri pomere 1:1 latka chelatovala vapenaté id6ny priblizne na 20 % a hore¢naté i6ny asi
na 10 %. Pri pomere 5:1 zluCenina viazala horcika asi na 30 %. S rasticou
koncentraciou sa afinita k danym i6nom zvySovala. Latka vykazovala vac¢si potencial
chelatovat’ vapenaté 1i6ny. VysSSie koncentricie nebolo mozné zmerat, pretoze
dochadzalo v jamkach k precipitacii. Z celkového hladiska 7,8-DHF ma zanedbatelnu

afinitu k vapenatym a hore¢natym iénom.
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Obr. 13. Utinnost’ chelaticie Ca?* a Mg** 7,8-DHF pri pH 7,5. Graf vyjadruje
zavislost mnozZstva chelatovaného ionu v % na koncentracnom pomere chelatora,
7,8-DHF, k chelatovanému ionu. Miera chelatdcie bola stanovend pri vinovej dlzke 573
nm pre Ca’* a 568 nm pre Mg’" v case 5 minut. Hodnoty sii uvedené ako priemer +

smerodajna odchylka.
6.1.2 Chelatacia kobaltnatych ionov (Co?**)

Chelatacia sa stanovila zmeranim nechelatovanych (volnych) i6nov kobaltu
pri dvoch vlnovych dizkach 490 nm a 540 nm pri $tyroch réznych pH prostrediach, teda
7,5; 6,8; 5,5 a4,5. Chelaticia skimanej latky v pomere 1:1 je zanedbatelna.
So zvySujicou sa koncentraciou latky sa zvysila aj chelatacia, avSak rozdiely chelatacie
medzi jednotlivymi pH nie st signifikantné. Vyssia G€innost’ bolo dosiahnuta pri pH 7,5
a6,8. Zvysledkov vyplyva, Zze 7,8-DHF nepredisponuje vysokou afinitou
ku kobaltnatym i6onom. (Obr. 14.).
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Obr. 14. U&innost’ chelaticie Co** 7,8-DHF pri pH 7,5; 6,8; 5,5 a 4,5. Graf vyjadruje
zavislost mnozZstva chelatovaného ionu v % na koncentracnom pomere chelatora,
7,8-DHF, k Co**. Miera chelatdcie bola stanovend pri vinovej dizke 490 nm v case 5
minut. Hodnoty su uvedené ako priemer + smerodajna odchylka. Chelatacné krivky pri

pH 4,5 a 7,5 nebolo mozné zo ziskanych dat pripravit.
6.1.3 Chelatacia med’natych iénov s HEM (Cu?)

Indikator Gi¢innosti resp. neucinnosti chelatacie skiimanej latky bol hematoxylin,
ktory tvoril s i0nmi tmavomodry komplex. V pripade, ak testovand latka bola schopna
viazat 16ny vznikol Zzlto-sfarbeny komplex. Chelaticia sa stanovila zmeranim
nechelatovanych (volnych) ionov medi pri vlnovych dizkach 610 nm (pH 7,5); 590 nm
(pH 6,8) a 595 nm (pH 5,5). Tato metoda slazi na overenie, ze 7,8-DHF je schopny
chelatovat’ med’naté i6ny. Ide o menej kompetetivny chelator ako BCS (vid’ kap. 7).

Pri vsetkych pH prostrediach v pomere 1:1 bola zistend urcitd chelata¢na
ucinnost’ skimanej latky okrem pH 7,5. Pri pomere 10:1 latka bola schopna chelatovat’
med’ na 100 % pri vSetkych pH prostrediach. NajvysSiu afinitu k mednatym iénom
mala skiimana latka pri pH 5,5 (Obr. 15.).
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Obr. 15. Utinnost’ chelatacie Cu?* 7,8-DHF metédou HEM pri pH 7,5; 6,8 a 5,5.
Graf vyjadruje zavislost mnozstva chelatovaného ionu v % na koncentracnom pomere
chelatora, 7,8-DHF, k Cu’*. Miera chelatdcie bola stanovend pri vinovych dlzkach 610
nm (pH 7,5); 590 nm (pH 6,8) a 595 nm (pH 5,5) v case 7 minut. Hodnoty su uvedené

ako priemer = smerodajna odchylka.
6.1.4 Chelatacia med’nych a med’natych iénov s BCS (Cu!* a Cu?)

Indikator Gc¢innosti resp. netcinnosti chelatacie skimanej latky bol BCS, ktory
tvoril s ibnmi oranzovy komplex. V pripade, ak by testovana latka bola schopnd viazat’
i6ony vznikal by Zlto-sfarbeny komplex. Chelaticia sa stanovila zmeranim
nechelatovanych (volnych) ionov medi pri vinovej dizke 484 nm pre oba iény zvlast.
7,8-DHF nevykazoval afinitu k mednym i6nom a nechelatoval ani vo vysSich
koncentraciach. V pripade mednatych i6nov testovana latka, taktieZ, nechelatovala

pri ziadnej koncentrécii (Obr. 16.).
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Obr. 16. U¢innost’ chelaticie Cu'* a Cu?* 7,8-DHF metédou BCS pri pH 7,5; 6,8;
5,5 a 4,5. Graf vyjadruje zavislost mnozstva chelatovaného ionu v % na koncentracnom
pomere chelatora, 7,8-DHF, k Cw’" a Cu'*. Miera chelaticie bola stanovend
privinovej dizke 484 nm pre oba iény v ¢ase 5 miniit. Hodnoty sii uvedené ako priemer

+ smerodajna odchylka.

6.1.5 Redukcia med’natych iénov s BCS (Cu?")

Redukéna schopnost’ testovanej latky sa merala pri vinovej dizke 484 nm.
Redukciou mednatych iénov (Cu?") na medné (Cu!®) sa podporuje reakény
mechanizmus Fentonovej reakcie, a tym tvorba volnych radikélov, ¢o je vo vécSine
pripadov neziaduce (vid’ kap. 3.4).

Pri pH 7,5 a 6,8 v pomere 1:1 redukcia bola 100 % v Case 0 aj 5 minat. Rozdiel
krivky v ¢ase 0 a 5 minlt je nevyrazny, tvar a strmost’ st takmer zhodné. Pri pH 5,5
a 4,5 sa reduk¢énad aktivita asom zvysila a v pomere 1:1 dosiahla asi 90 %. Pri vSetkych
pH so zvySujicou sa koncentraciou 7,8-DHF signifikantne stupala miera redukcie (Obr.
17.).

Z vysledkov vyplyva, ze latka pri vSetkych pH prostrediach so zvySujucou sa
koncentraciou vykazovala vysoku redukénti aktivitu k mednatym  i6nom.
Pri Statistickom porovnani sa ukazalo, ze sa schopnost’ redukovat’ med’naté i6ny zvySuje

so zvySujucim sa pH (Obr. 18).

96



>
W

100 X r
. - pH455 mfn 3 100 : pH 5.5 5 min
£ -@- pH4.50min 2 ¢ } °§ o pH550min
2 304 2 o H
& v 4
3 4 H
= 601 2 60
G i H
E3 .
: : !
> 404 € 40 ¢
g 2 %
3 3 p
@ 201 ? 20 ,o’
2 = e

0(DMSO)  1:100 1:10 11 10:1 0(DMSO)  1:100 1:10 1:1 10:1

koncentraény pomer '.'.8-dihydrm(yﬂavbn:(.‘,u2+ koncentraény pomer 7,8-dihydroxyflavén:Cu?*

o
o

-

o

=)
-
o
S

= pH7.55min
‘& pH7.50min

pH 6.8 5 min
- pHB6.80min

@

=)
@
S

@

=
@
e

e
o
<>
e
o

3

3

<
¢
3
3

% redukovanych Cu? iénov
% redukovanych Cu?* iénov

0(DMSO)  1:100 1:10 11 10:4 0(DMSO)  1:100 1:10 11 10:4
koncentraény pomer T,B-dihydroxyflavén:Cu“ koncentraény pomer T,B-t!ihydrm:yilavén:(:uer

Obr. 17. Uéinnost’ redukcie Cu?* 7,8-DHF metédou BCS pri pH 7.5; 6,8; 5,5 a 4,5.
Graf vyjadruje zavislost mnozstva redukovaného ionu v % na koncentracnom pomere
skimaného redukcného cinidla, 7,8-DHF, k Cu?*. Miera redukcie bola stanovend
privinovej dizke 484 nm v case 0 a 5 minit. Hodnoty si uvedené ako priemer +

smerodajnad odchylka.
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Obr. 18. Porovnanie redukénej aktivity 7,8-DHF k Cu?* metédou BCS pri pH 7,5;

6,8; 5,5 a 4,5. Graf vyjadruje zavislost mnozstva redukovaného ionu v %

na koncentracnom pomere skiumaného redukcéného Cinidla, 7,8-DHF, k Cu’*

privietkych pH. Miera redukcie bola stanovend pri vinovej dizke 484 nm v case 5

minut. Hodnoty su uvedené ako priemer + smerodajna odchylka s 95 % konfidencnym

intervalom.

6.1.6 Chelatacia Zeleznatych ionov (Fe**)

Indikator u¢innosti resp. neucinnosti chelatacie skimanej latky bol ferozin, ktory
tvoril s 16nmi fialovy komplex. V pripade, ak testovana latka bola schopna viazat’ iony
vznikol Zlto-sfarbeny komplex. Chelatacia sa stanovila zmeranim nechelatovanych
(volnych) iénov Zeleza pri vinovej dizke 562 nm. Z grafu vyplyva, ze skiimand latka
najucinnejsie chelatovala i6ny pri pH 7,5. V pomere 1:1 to bolo 80 %. Pri pH 6,8
v pomere 1:1 chelatatna ucinnost’ bola asi 50 %, ¢o naznacuje, Ze vzniknuty komplex
ma stechiometriu pravdepodobne 2:1. Pri pH 5,5 v pomere 1:1 bola viac ako 20 %
a pri pH 4,5 latka nechelatovala Zeleznaté i6ny. So zvySujucou sa koncentraciou miera
chelatacie vzrastla pri vSetkych pH. V pomere 10:1 latka chelatovala priblizne na 100 %
pri vSetkych pH okrem 4,5 (Obr. 19.).

7,8-DHF vykazoval chelatacnll aktivitu pri vSetkych pH prostrediach, avSak

najvyssi potencidl chelatacie mal pri pH 7,5.
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Obr. 19. U¢innost’ chelatacie Fe** 7,8-DHF pri pH 7,5; 6,8; 5,5 a 4,5. Graf vyjadruje

zavislost mnozstva chelatovaného ionu v % na koncentracnom pomere cheldatora,

7.8-DHF, k Fe’*. Miera chelatdcie bola stanovend pri vinovej dlzke 562 nm v case 5

minut. Hodnoty su uvedené ako priemer + smerodajnad odchylka.

6.1.7 Chelatacia Zelezitych ionov (Fe'")

Indikator G€innosti resp. neti€innosti chelatacie skiimanej latky bol ferozin, ktory
tvoril s 16nmi fialovy komplex. V pripade, ak testovana latka bola schopna viazat’ iony
vznikol zlto-sfarbeny komplex. Chelatacia sa stanovila zmeranim nechelatovanych
(volnych) iénov Zeleza pri vinovej dizke 562 nm. V pomere 1:1 v ase 0 bola chelatacia
asi 5 % apo 5 minutach 0 %. So zvySujucou sa koncentraciou chelatacna schopnost’
skimanej latky vzrastla, avSak na druhej strane s ¢asom klesala (Obr.20.).

7,8-DHF vykazoval afinitu k Zelezitym i6nom, ktora vSak ¢asom klesala.
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Obr. 20. U¢innost’ chelaticie Fe** 7,8-DHF pri pH 4,5. Graf vyjadruje zavislost

mnozstva chelatovaného ionu v % na koncentracnom pomere chelatora, 7,8-DHF,

k F&’*. Miera chelatdcie bola stanovend pri vinovej dizke 562 nm v ¢ase 0 a 5 miniit.

Hodnoty su uvedené ako priemer + smerodajna odchylka.
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6.1.8 Vyhodnotenie stability komplexov 7,8-DHF s kovovymi ionmi

Vyhodnotenie stability komplexov 7,8-DHF s iénmi Zeleza a s ionmi medi bolo
vypocitané ako pomer chelatdcie v ¢ase 5 minut a chelatacie v ¢ase 0. Analyza stability
bola vykonand len pri i6noch, pri ktorych 7,8-DHF vykazoval vyznamnu chelatacnu
ucinnost’.

Z grafu vyplyva, ze komplexy so zeleznatymi a med’natymi (podl'a hodnotenia
hematoxylinom) i6nmi boli stabilné (Obr. 21.). Menej stabilny komplex tvoril 7,8-DHF
so zeleznatymi i6nmi pri pH 4,5 (Obr. 20. a 22.). Z grafu na Obr. 22. vyplyva, Ze
komplex 7,8-DHF s Fe** bol stabilnejsi pri nadbytku testovane;j latky.

120
100 - -zer - PR | KPR

stabilita 5 vs. 0 minut [%]
3
1

ferrozine pH 7.5
ferrozine pH 6.8
ferrozine pH 5.5
ferrozine pH 4.5
HEM pH 7.5
HEM pH 6.8
HEM pH 5.5

Obr. 21. Stabilita komplexov 7,8-DHF so Zeleznatymi (metodika ferozinu)

a med’natymi ionmi (metodika hematoxylin /HEM)
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Obr. 22. Stabilita komplexu 7,8-DHF s Fe3*

6.1.9 Redukcia Zelezitych iénov (Fe*)

Reduké&na schopnost’ testovanej latky sa merala pri vinovej dizke 562 nm. Pri pH
prostrediach 5,5 a4,5 sa srasticou koncentraciou zvySovala redukéna schopnost’
7,8-DHF, az do bodu, kedy krivka zmenila charakter so stupajicej na klesajicu. V bode
zlomu resp. vytvorenia konkavnej krivky prevladla chelatiacia i6nu nad redukciou.
Pri oboch pH, navySe, s Casom vzrastla redukcia Zelezitych ionov. Naopak, pri pH
prostrediach 7,5 a 6,8 testovana latka 16ny neredukovala ani v ¢ase 0 ani v ¢ase 5 minut
(Obr. 23.).

7,8-DHF je schopny redukcie Zelezitych ionov pri pH 5,5 a4,5, priCom

v ur¢itom bode prevladne chelaticia a krivka nadobudne klesajtici charakter.
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Obr. 23. Utinnost’ redukcie Fe’* 7,8-DHF pri pH 7,5; 6,8; 5,5 a 4,5. Graf vyjadruje
zavislost mnozstva redukovaného ionu v % na koncentracnom pomere skumaného
redukcného Cinidla, 7,8-DHF, k Fe**. Miera redukcie bola stanovend pri vinovej dlzke

562 nm v case 0 a 5 minut. Hodnoty su uvedené ako priemer + smerodajna odchylka.

6.1.10 Chelatacia zino¢natych iénov (Zn2")

Indikator G€innosti resp. net€innosti chelatacie skiimanej latky bol ditizon, ktory
tvoril s ibnmi Cerveny komplex. V pripade, ak by testovana latka bola schopna viazat
iony vznikol by Zlto-sfarbeny komplex. Chelatacia sa stanovila zmeranim
nechelatovanych (volnych) iénov zinku pri vinovych dizkach 540 a 590 nm (pH 7,5;
6,8 a5,5) a 530 a 570 nm (pH 4,5). Z grafu vyplyva, Ze latka nevykazuje chelata¢na
aktivitu k zino¢natym i6nom pri Ziadnom pH prostredi. Krivka zacala rast az
pri vysSich pomeroch, avSak nevyrazne. Pri vSetkych pomeroch od 1:100 az po 10:1
bola zavislost’ chelatacie na koncentracii 7,8-DHF linedrna, ¢o naznacuje chelataciu iba

spektrofotometrickym indikator, ditizonom (Obr. 24.).
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Obr. 24. U&innost’ chelaticie Zn** 7,8-DHF pri pH 7,5; 6,8; 5,5 a 4,5. Graf vyjadruje
zavislost mnozstva chelatovaného ionu v % na koncentracnom pomere cheldatora,
7.8-DHF, k Zn’*. Miera chelatdcie bola stanovend pri vinovych dlzkach 540 nm (pH
7,5, 6,8 a5,5) a 530 nm (pH 4,5) v case 5 minut. Hodnoty su uvedené ako priemer +

smerodajna odchylka.
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6.2 Vplyv 7,8-DHF na med’ou a Zelezom katalyzovanu Fentonovu

reakciu

Grafy (Obr. 25. a Obr. 26.) zobrazuju vplyv 7,8-DHF na priebeh Fentonove;j
reakcie pri pH prostrediach 7,5; 6,8; 5,5 a 4,5. Ide o zavislost’ produkcie hydroxylovych
radikdlov na koncentracii skiimanej latky. Pre lepSiu orientaciu st koncentracie
vyjadrené ako pomery skiimanej latky k i6nu na osi X. Os Y je rozdelend na 2 Casti, kde
su kladné aziporné hodnoty. Kladné hodnoty vyjadruji zvySenti produkciu
hydroxylovych radikalov, teda prooxidacné vlastnosti 7,8-DHF a zdporné hodnoty
predstavuju znizeni produkciu hydroxylovych radikalov, teda antioxidacné ucinky
latky.

Na prvom grafe (Obr. 25.) pri pH 6,8 je vidno, Ze s rastiicou koncentraciou
7,8-DHF dochadzalo k zvySeniu produkcie hydroxylovych radikdlov s mednatymi
i6nmi indukovanej Fentonovej reakcie, resp. k Statisticky vyznamnému prooxida¢nému
i¢inku latky od koncentraéného pomeru 10:1 (7,8-DHF:Cu?").

Pri pH prostrediach 7,5 a 5,5 nie su ziadne Statisticky vyznamné odchylky
od hodnoty nula na osi Y, zc¢oho vyplyva, Ze 7,8-DHF nemd antioxidacné ani
prooxidacné ucinky. Pri pH 4,5 je jedinym Statisticky vyznamnym bodom pomer

koncentracii 5:1, pri ktorom mal 7,8-DHF mierne antioxida¢ny ucinok.

Na druhom grafe (Obr. 26.) je zndzorneny vplyv testovanej latky
na produkciu hydroxylovych radikalov so Zelezitymi ionmi indukovanej Fentonovej
reakcie. Pri pH prostrediach 7,5 a 6,8 je mozné vidiet’ Statisticky signifikantny narast
produkcie hydroxylovych radikalov. So zvySujucou sa koncentraciou rastie aj
prooxidacnd aktivita testovanej latky, kde pri pH 7,5 je Statisticky vyznamna
od koncentraéného pomeru 2:1 a pri pH 6,8 od pomeru 10:1 (7,8-DHF:Fe’").

Naopak, Statisticky vyznamné znizenie tvorby hydroxylovych radikalov
pozorujeme pri pH 4,5 od koncentratného pomeru 2:1, kde latka predisponuje
antioxidacnou aktivitou.

Pri pH 5,5 mal 7,8-DHF neutralne posobenie a nepozorujeme Ziadny Statisticky

vyznamny ubytok alebo narast tvorby hydroxylovych radikalov.
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Obr. 25. Vplyv 7,8-DHF na med’ou katalyzovanu Fentonovu reakciu. Zelenou
Sipkou su oznacené vsetky Statisticky vyznamné body, ktoré su odlisné od pozitivnej
kontroly (vzorka bez skumanej latky). Bod oznaceny cervenou hviezdickou je tiez
Statisticky signifikantny. Hodnoty su uvedené ako priemer + smerodajna odchylka.

C: pozitivna kontrola, ktord sa lisila od ostatnych vzoriek iba absenciou testovanej
latky, kde namiesto nej obsahovala len rozpustadlo.

Statistickd vyznamnost vs. pozitivna kontrola, * odpovedd p < 0,05
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Obr. 26. Vplyv 7,8-DHF na Zelezom katalyzovanu Fentonovu reakciu. Modrou,
zelenou a Cervenou Sipkou su oznacené vsetky Statisticky vyznamné body, ktoré su
odlisné od pozitivnej kontroly (vzorka bez skumanej latky). Hodnoty su uvedené ako
priemer £ smerodajnd odchylka.

C: pozitivna kontrola, ktora sa lisila od ostatnych vzoriek iba absenciou testovanej

latky, kde namiesto nej obsahovala len rozpustadio.
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6.3 Vplyv 7,8-DHF na med’ou katalyzovanu hemolyzu

Na uvedenych grafoch (Obr. 27.) je znazorneny vplyv 7,8-DHF na lyzu
gervenych krviniek ziskanych z potkanej a l'udskej krvi, ato bud v pritomnosti Cu**
vo finalnej koncentracii 500 uM, alebo bez Cu?".

Vplyv 7,8-DHF na lyzu potkanich erytrocytov (Obr. 27. ¢ast’ A a B) bol
Statisticky nesignifikantny.

Pridanim 7,8-DHF do l'udskych erytrocytov s med’natymi ionmi (Obr. 27. ast’
C) sa zo Statistického hladiska vyznamne znizila lyza cervenych krviniek z 30 %
na priblizne 5 % pri koncentranom pomere 1:1 (7,8-DHF:Cu?"). Samotna latka
bez pridanych med’natych i6nov nezvySovala nizku spontannu lyzu erytrocytov (Obr.

27. ¢ast’ D).
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Obr. 27. Vplyv 7,8-DHF na lyzu erytrocytov. A: lyza potkanich erytrocytov s Cu** B:
lyza potkanich erytrocytov bez Cu’™ C: Iyza ludskych erytrocytov s Cu*™ D: lza
Ludskych erytrocytov bez Cu?*.

n.s. — nesignifikatny, *** odpoveda p < 0,001
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7 DISKUSIA

Vprvej casti diplomovej prace sme skamali in vitro schopnost
7,8-dihydroxyflavonu interagovat’ s fyziologickymi kovmi, ktoré sa bezne vyskytuju
v naSom tele. Pre stanovenie chlelatacnej aredukcnej schopnosti skimanej latky
s biogénnymi kovmi boli pouzité spektrofotometrické metddy s vyuzitim kompetetivnej
metodiky. Principom je kompeticia testovanej latky s pouzitym indikatorom o iony
kovu (Riha et al. 2013, Catapano et al. 2018, Moravcova et al. 2023, Mladénka et al.
2010). Metodika na vapnik a hor¢ik zatial’ nebola publikovana (v dobe spisania tejto
prace je v recenznom riadeni v odbornom casopise). Pouzité bolo neutrdlne prostredie
pH 7.5, ale aj kyslé s pH 6.8; 5,5 a 4,5, ktoré simulovalo patologicku acidézu spdsobent
napr. ischémiou (Rajamdki et al. 2013, Mladenka et al. 2011).

Zo vsetkych i6nov zlucenina vykazovala najvyssiu afinitu chelatovat’ med’naté
iony za pouzitia hematoxilinovej metddy a zeleznaté a zelezité idny pouzitim
kompetetivnej metodiky s ferozinom. Latka predisponuje silnymi redukénymi
vlastnostami k med’natym ionom. Zelezité iény zlu¢enina do uréitého koncentraéného
pomeru u¢inne redukovala, avSak neskor prevladla chelatacnd schopnost’ latky k ionom
zeleza, a to iba v prostrediach pH 5,5 a 4,5.

V pripade pouzitia hematoxylinu, ktory s ionmi medi netvori stabilny komplex,
anie je vhodny pri nizkych pH, ale sliZi iba na overenie chelatatnej schopnosti
zluceniny. V druhej metdde sa pouzil Specifickejsi indikator, BCS, ktory ma vysoku
afinitu k ionom medi a tvori s nimi stabilné komplexy v rozsiahlom rozmedzi pH (Riha
et al. 2013). Z nasich vysledkov vyplyva, Ze 7,8-dihydroxyflavon je sice schopny tvorit’
komplexy s i6nmi medi, ale tieto komplexy su evidentne nestabilné. Tato latka, teda, nie
je pouzitelnd ako chelator medi. V praxi pouzivané chelatory medi ako napr. trientin,
D-penicilamin a kyselina dimerkaptojantarova tvoria stabilné komplexy alebo
k elimindcii medi dochadza inym, nie uplne jasnym mechanizmom, ako je tomu
u D-penicilaminu (Poujois et al. 2018, Shribman et al. 2021, Riha et al. 2013).

Tento flavonoid je silnym redukénym cinidlom k mednatym i6nom,
a pravdepodobne tymto mechanizmom zvySoval pri BCS metodike dostupnost’
mednych i6nov, ku ktorym maé indikator vysoku afinitu. Preto 7,8-dihydroxyflavon
nebol schopny chelatovat’ med’né, a tym ani med’naté iény pri BCS metodike (Riha et
al. 2013, Mira et al. 2002). Redukéna schopnost’ skimanej latky k mednatym iénom

moze byt potencialne neziaduca kvoli produkcii volnych radikalov prostrednictvom
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Fentonovej reakcie. Dochadza k tvorbe Skodlivych hydroxylovych radikdlov, a tym
k oxidaénému stresu vSetkych biomolekul vratane DNA. V zavislosti od podmienok
flavonoidy mo6zu zmenit' svoje antioxidacné vlastnosti na prooxidacné, ktoré vsak
mozno vyuzit' v prospech vyvoja novych antikancerogennych lieCiv (Jomova et al.
2022, Jomova et al. 2023).

Testovana latka bola schopnd chelatovat’ Zeleznaté iony pri vSetkych pouzitych
pH prostrediach, ale najvyssiu afinitu k ionom mala pri pH 7,5. S klesajacim pH sa
znizila schopnost’ chelatacie, pravdepodobne v dosledku TlahSej deprotonizacie
katecholovych hydroxylovych skupin v zasaditejSom prostredi, atym doslo
k jednoduchsej tvorbe stabilnejSich komplexov so Zelezom (Perron et al. 2009).

Chelatacia Zelezitych i6nov bola merana pri pH 4,5. Pri tejto metdde je
nevyhnutnd najskor redukcia zelezitych ionov na Zeleznaté redukénym cinidlom,
hydroxylaminom, a nasledne spektrofotometricky zmerat' ferozinovou metodou.
Principiadlne ide o chelaticiu oboch redoxnych foriem Zeleza resp. o chelataciu
celkového Zeleza. Tato metodika Specificky vyuziva kyslé pH prostredie kvoli zvySenej
rozpustnosti Zelezitych ionov. Ich rozpustnost’ klesa s rastucim pH a moze dochadzat
k ich precipitacii (Johnson et al. 2012), a preto nie je mozné tato redukéni metodiku
pouzit' pri vys$Sich pH. Skumand latka so zvySujucou sa koncentraciou tvorila
stabilnejSie komplexy so Zelezom. Jej potencidl chelatovat’ v kyslom prostredi,
teoreticky vyuZzity na zmiernenie negativneho dopadu pri mnohych patologickych
stavoch ako napr. zépal, nadory a akutny infarkt myokardu (Morishima et al. 2017,
Rajamdki et al. 2013, Mladénka et al. 2011), nie je v tomto pripade pravdepodobne
vyuzitelny: a) schopnost’ chelaticie sa zniZuje s klesajucim pH ab) v kyslych pH
prostrediach, teda 5,5 a 4,5 testovana latka bola schopné uc¢inne redukovat’ Zelezité i6ny
na zeleznaté do urcitého pomeru koncentracii. Po dosiahnuti urc¢itého bodu krivka
zaCala prudko klesat, Co naznacuje, ze prevladla chelatatna schopnost’ latky.
Z uvedeného zistenia vplyva, Ze so zvySujuicou sa koncentraciou je latka schopna
chelatovat’ i6ny Zeleza v kyslom prostredi. Takto vytvorena krivka ,,zvonovitého* tvaru
ja charakteristickd pre latky schopné v nizkej koncentracii redukovat’ i6ny a pri vyssich
chelatovat’ (Macdakova et al. 2012).

7,8-dihydroxyflavon nevykazoval vysSiu afinitu tvorby komplexov s ostatnymi
i6nmi, a tym nemé ziadny terapeuticky potencidl pri nahradeni doterajSich uc¢innych

chelatorov v praxi.
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Nakolko ma latka aj redukény, aj chelatacny potencial, a to jak u medi, tak
u zeleza, tak sme v druhej Casti zistovali, aky bude jej findlny ucinok (antioxidacny
alebo prooxida¢ny) na medou a zelezom katalyzovanii Fentonovu reakciu. Jednou
z hlavnych biologickych aktivit flavonoidov je ich vlastnd antioxida¢nd aktivita
chraniaca poskodenie organizmu pred volnymi radikdlmi spdsobujicimi mnohé
chronické ochorenia. V sucasnosti sa zvysil zaujem o vyskum flavonoidov vd’aka ich
moznému prinosu pre zdravie prostrednictvom tejto aktivity pozorovanej in vitro.
Na druhu stranu, so schopnostou antioxidacnej aktivity sa vzdy za urcitych okolnosti
zvysuje riziko prooxidacie (Prochdzkova et al. 2011, Shen et al. 2022).

Na zéklade vysledkov nasej prace vyplyva, ze skimana latka ma skor
prooxidacné vlastnosti pri neutrdlnom pH a antioxidacné v kyslejSom, pH 4,5. To mdze
suvisiet’ so schopnostou 7,8-dihydroxyflavonu potenciovat’ chelataciu nad redukciou
zelezitych i6nov umerne koncentrécii pri kyslom pH. V stadii od Prochdzkova et al.
2011, uvadzaju mozny suvis prooxidacnej aktivity so zvySujicim sa poctom
hydroxylov, pricom mono- a dihydroxy flavonoidy maju nizsi potencial, ¢o sa v naSom
pripade nepotvrdilo. Yen et al. 2003 a Laughton et al. 1989 zistili, ze so zvySujucou sa
koncentraciou flavonoidu rastie aj prooxidacné aktivita, a to aj v naSom pripade.

Miera do akej su flavonoidy schopné posobit’ bud’ anti- alebo prooxidac¢ne je
stale nedostato€ne pochopend. Limitaciou naSej Stidie aj mnohych inych je aj fakt, Ze
na vyskum boli pouZité in vitro podmienky. Na lepSie prepojenie suvislosti je potrebny
d’al§i vyskum s vyuzitim aj in vivo podmienok. A preto sme v tretej Casti experimentu
analyzovali vplyv 7,8-dihydroxyflavonu na ex vivo lyzu potkanich a l'udskych
erytrocytov v pritomnosti medi alebo bez nej. Jedinym Statisticky signifikantnym
vysledkom bol vplyv skiimanej latky na lyzu Tudskych cervenych krviniek
v pritomnosti medi. Ukazalo sa, Ze latka ma vyrazné protektivne U¢inky na medou
potenciovanu lyzu krviniek, av§ak sama o sebe bez pritomnosti medi nevykazovala ani
protekciu, ale ani potencidl zvysit' lyzu. Preco latka chrani len I'udské, a nie potkanie
erytrocyty, nie je jasné. Okrem medzidruhovych rozdielov méze byt podkladom
aj pouzitie celkovej anestézie. Odbery krvi u potkanov prebiehali po ich uvedeni
do celkovej anestézie urethanom, zatial’ Co odbery krvi u 'udskych dobrovol'nikov boli
prevedené bez pouZitia akejkol'vek anestézie.

Obecne sa d& zhrnat, Ze latka méze mat terapeuticky potencial, avSak vysledky
zistené v in vitro experimentoch je potrebné preverit vin vivo podmienkach.

Flavonoidy su latky s mnozstvom pozitivnych u¢inkov na zdravie, napriek tomu nie st
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v praxi plne vyuzivané. Je to sposobené viacerymi faktormi, a to najmé kvoli rychlemu
metabolizmu v tele a nizkej biologickej dostupnosti. Su tiez nachylné na degradéaciu
svetlom, teplom, kyselinami ana oxidaciu (Hassani et al. 2023). VAicSina
experimentalnych studii sa uskutocnilo na zvieratach a aplikacia 7,8-dihydroxyflavonu
bola intraperitonealnou injekciou. Ak sa vezmu do uvahy terapeutické moznosti liecby
chronickych ochoreni, peroralna aplikacia je nepochybne najlepsim spdsobom
aplikacie. Preto je esencidlne hladat’ ucinny spOsob zlepSenia oralnej biologickej

dostupnosti, ale aj farmakokinetickych parametrov v§eobecne (Yang et al. 2022).
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8 ZAVER

Zaverom, cielom mojej diplomovej prace bolo pomocou spektrofotometrického
hodnotenia overit' schopnost’ testovanej latky, 7,8-dihydroxyflavonu, chelatovat
vapenaté, hore¢naté, kobaltnaté, med'né, med’naté, zeleznaté, Zelezité a zinoc¢naté 16ny
a redukovat’ mednaté a zelezité i6ny pri roznych pH prostrediach. Zo spominanych
i6nov, skimand latka mala najvyssi potencidl chelatovat’ mednaté i6ny v prostredi
s menej kompetetivnym spektrofotometrickym indikatorom, hematoxylinom. Dal§imi
ionmi, ku ktorym mala testovana zlicenina vysSiu afinitu chelatacie boli Zeleznaté
a zelezité i6ny.

Potencidlne neziaduca moéze byt schopnost’ latky vyrazne redukovat mednaté
iony na medné pri vSetkych pH prostrediach. 7,8-dihydroxyflavon vykazuje, tiez,
redukéné vlastnosti k zelezitym iénom pri pH prostrediach 5,5 a4,5, avSak
so zvysujucou sa koncentraciou prevladla nasledne chlelatacna schopnost’ zluceniny.

Na medou katalyzovanej Fentonovej reakcii pri pH 6,8 od koncentra¢ného
pomeru 10:1 zlucenina vykazovala prooxidacné pdsobenie. Jedinym Statistickym
vyznamnym bodom antioxida¢nej aktivity bol koncentraény pomer 5:1 pri pH 4,5.
Pri Zelezom katalyzovanej Fentonovej reakcii zlu€enina disponovala prooxida¢nou
aktivitou od koncentraéného pomeru 2:1 pri pH 7,5 a od koncentraéného pomeru 10:1
pri pH 4,5. Vyznamna antioxidacna aktivita bola zistena od koncentraéného pomeru 2:1
pri pH 4,5.

Dal$ou ¢astou skiimania interakcii 7,8-dihydroxyflavén s fyziologickymi kovmi,
bola schopnost’ ovplyvnit’ 1yzu potkanich a l'udskych ¢ervenych krviniek v pritomnosti
medi. Samotnd med spodsobila v naSich experimentoch 1yzu Tl'udskych erytrocytov
okolo 30 %, avSak 7,8-dihydroxyflavon s rasticou koncentraciou tito lyzu prakticky
eliminoval. Potkanie erytrocyty, ale tato latka nebola schopna ochranit’ proti medi.

Vzhl'adom na charakter experimentu, teda in vitro, je nevyhnutné overit’ zistené

ucinky v in vivo podmienkach a zaroven doplnit’ §tidiu o mozné toxické ucinky.
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