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SOUHRN

Elektrochemické metody jsou vyuzivany pro vyzkum nizkomolekularnich biologicky
aktivnich latek zejména ke studiu redoxnich procesi, reaktivity, chemickych modifikaci, stability
a kinetickych dé&ju. Uplatnéni nachazi také pii studiu biomakromolekul, jejich strukturnich zmén a
intra- a inter-molekularnich interakci. V piedkladané diplomové praci byly aplikovany
elektrochemické metody pro analyzu antioxidaéniho potencialu a interakci flavonolignant a jejich
2,3-dehydroderivata s DNA. K témto G¢elim byla vyuzita cyklicka voltametrie (CV) a voltametrie
s vkladanym pravouhlym napétim (SWV). Elektrochemické vysledky byly také podpotfeny
elektroforetickymi analyzami. Bylo popsano zakladni elektrochemické chovani silybinu (SB),
dehydrosilybinu (DHSB), silychristinu (SCH), dehydrosilychristinu (DHSCH), silydianinu (SD) a
dehydrosilydianinu (DHSD) a byla srovnana jejich schopnost odevzdavat elektrony (resp. podléhat
oxidaci) ve vodném prostiedi pti pH 7,4. Bylo prokazano, ze 2,3-dehydroderivaty (DHSCH, DHSB,
DHSD) se oxiduji pii niz$ich potencialech (~250 mV) nez-li samotny SB, SD a SCH. Z uvedeného
muizeme usuzovat, ze 2,3-dehydroderivaty jsou efektivnéjSimi antioxidanty jak parentni latky. Déle
byla experimentdlni prace zamétena na interakce flavonolignanti s DNA a analyzu prooxidacnich
i¢inki reaktivnich komplext vyse uvedenych flavonolignani s Fe®* ionty. Ziskané vysledky mohou
byt dale vyuZity Vbiochemickych studiich zamétenych na vyzkum reaktivity a stability

flavonolignanii.



SUMMARY

Electrochemical methods can be used for the analysis of low-molecular biologically active
substances and investigation of their redox behavior, reactivity, covalent modifications, stability and
kinetic processes. In addition to this, electrochemistry is important tool for study of
biomacromolecules (i.g. DNA and proteins) and their structural changes and intra- or inter-
molecular interactions. In the presented diploma thesis, electrochemical methods were used for the
analysis antioxidant capacity and interactions of flavonolignans with DNA. For this purposes cyclic
voltammetry (CV) and square-wave voltammetry (SWV) were applied. Electrochemical results
were also supported by electrophoretic analysis. Concretely, electrochemical behavior and electron-
donor ability for silybin (SB), dehydrosilybin (DHSB), silychristin (SCH), dehydrosilychristin
(DHSCH), silydianin (SD) and dehydrosilydian (DHSD) were described at pH 7.4. The 2,3-
dehydroderivatives undergo oxidation (around 250 mV) easily in comparison to SB, SD and SCH.
From above-mentioned one can deduced that 2,3-dehydroderivatives are most effective antioxidants
than parent flavonolignans. In next experimental work interaction of reactive Fe-flavonolignan
complexes with DNA was examined. The results presented here could be used in future biochemical

studies focused on investigation of reactivity and stability of flavonolignans.
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1. UVOD

Elektrochemické metody nachazeji velmi Siroké uplatnéni pii studiu reaktivity, redoxnich
déjt, strukturnich zmén a modifikaci a stability nizkomolekularnich biologicky aktivnich latek.
V biochemii a molekularni biologii mohou byt elektrchemické metody vyuzity pro studium
interakci biomakromolekul a jejich intermolekularnich interakci. Tato diplomova prace je zaméfena
na analyzu reaktivity a mezimolekularnich interkaci flavonolignani. Byl studovan mechanismus
oxidace, antioxida¢ni kapacita a prooxida¢ni ucinky. Dale byla zkoumana jejich reaktivita
ve vodném prostfedi a interakce s DNA. Pro vyzkum interakce s DNA byly pfipraveny reaktivni

komplexy flavonolignan/kov.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Biologicka aktivita flavonoidu a jejich antioxidaé¢ni vlastnosti

2.1.1 Struktura flavonoida

Flavonoidy jsou ptirodni latky nebo i synteticky pfipravené substance, které obsahuji skelet
uhliku C6-C3-C6 a fenylbenzopyran. Zakladni strukturu flavonoidi tvoii dva aromatické kruhy (A,
B) propojené s jednim heterocyklem pyranu (C). V zavislosti na propojeni aromatického kruhu
s benzopyranovou skupinou lze tyto polyfenolové latky rozdélit do t¥i skupin: flavonoidy (2-
fenylbenzopyran), isoflavonoidy (3-benzopyran), neoflavonoidy (4-benzopyran) (Grotewold, 2006)
(Obr. 1).

Obr. 1 — Rozdé€leni polyfenolovych latek dle skeletu: flavonoidy (1), isoflavonoidy (2) a
neoflavonoidy (3) (Grotewold, 2006).

O

Tyto molekuly mohou byt rizné modifikovany napf. methylaci, hydroxylaci, acylaci aj.,
diky nimz je vytvofena velka rozmanitost téchto latek v ramci celé tiidy flavonoidu (Pourcel a kol.,
2006). Sekundarné lze dle struktury flavonoidy rozlisit na flavony, flavonololy, flavanony,
flavanonoly, isoflavony a flavanoly (Heim a kol., 2002). Vyznamnou skupinu latek pattici do

skupiny flavonololu tvoii flavonolignany (Trouillas a kol., 2008).

2.1.1.1 Vyskyt a struktura flavonolignanii

Flavonolignany patii mezi latky vyskytujici se v cévnatych rostlinach, kde se zapojuji do
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procesu ochrany proti UV =zafeni, herbivorim a procesu rastu a vyvoje (Grotewold, 20006).
Flavonolignany se vyskytuji v komplexu silymarinu v rostlin¢ bodlaku ostropestice marianského
Silybum marianum (L.) Gaertn. z ¢eledi hvézdnicovitych (Obr. 2) (Kien, Walterova, 2005).

Obr. 2 — Ostropestiec mariansky. Zdroj: http://vlastovka.info

Silymarin je standardizovany extrakt ziskany ze semen Silybum marianum (L.) Gaertn.
Hlavni komponentou silymarinu je silybin existujici ve dvou diastereoizomerech A a B. Dalsi
ucinné latky jsou dehydrosilybin, isosilybin, silydianin, silychristin a taxifolin (Kfen, Walterova,
2005). Uginné latky jsou vyuzivany k podptirné 1ébé jaternich onemocnéni, otrav mykotoxiny a
jako ucinné antioxidanty a cytoprotektiva. Chemicka struktura flavonolignani vychazi ze zakladni
struktury flavonoida (Obr. 3), kterou tvoti skelet uhliku C6-C3-C6 a je rozdélena do péti kruhd (A,
B, C, D, E) (Zatloukalova a kol., 2011).

Obr. 3 — Zakladni struktura flavonolignanu silybinu.
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2.1.2 Antioxidaéni vlastnosti flavonoidia

Termin antioxidacni efekt oznacuje snizovani mnozstvi volnych kyslikovych radikali. Volné
radikaly zplisobuji poSkozeni DNA a inaktivaci enzymu. Antioxidacni vlastnosti fenolovych latek
jsou spojeny s chelataci kovovych iontt a inhibici aktivity oxidaz. Casto je antioxidaéni aktivita
doprovazena jejich antivirovymi a antibakterialnimi ucinky (Materska, 2008). Antioxidacni
vlastnosti vykazuje tada latek, které l1ze rozd¢lit dvou skupin. Mezi antioxidanty neflavoidniho
charakteru patii vitaminy, mineraly a rostlinné pigmenty (vitamin B a C, selen, beta-karoten)
obsazené v ovoci a zeleniné. (Quideau a kol., 2011). Druhou skupinu tvofi nizkomolekularni
antioxidanty flavonoidni povahy, mezi které patii flavonolignany, antokyanidiny, isoflavonoidy a
flavonoly. Se strukturou flavonoidl je spojena jejich antioxidac¢ni kapacita (Edenharder a kol.,
2003). Antioxidac¢ni aktivita a reaktivita slouceniny je urcena pfitomnosti hydroxylovych skupin a
jejich vzajemnym umisténim (Materska, 2008). Na antioxidacnich vlastnostech flavonolignanii se
nejvyznaméji podili hydroxylové skupiny 3-OH, 20-OH a 5-OH (Vacek a kol., 2013).

Antioxidacni vlastnosti flavonoidi chrani DNA pied poskozenim (Ahmad a kol., 2010),

jenz je zpusobeno reaktivnimi formami kysliku (ROS — reactive oxygen species), mezi které patii

napi. hydroxylovy radikal, peroxid vodiku nebo superoxid (-OH, H,0,, O;") (Tan a kol., 2009).

2.1.2.1 Vznik ROS v organismu
Reaktivni forma kysliku — superoxid - vznika v organismu z oxyhemoglobinu. Reakce
hemoglobinu s kyslikem dava vzniku oxyhemoglobinu, ktery disociuje na methemoglobin a

superoxid (Grinberg a kol., 1994) (Obr.4)

Obr. 4 — Vznik superoxidu v organismu.
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Dal$i moznosti je vznik superoxidu v dychacim fetézci mitochondrii. Dismutaci superoxidu

vznika peroxid vodiku (Matsuura a kol., 2014):

02.- + 02'- +2H" — 0O, + H,0,

Peroxid vodiku sdm o sob& neni moc reaktivni, ale velmi rychle reaguje s redukovanymi
piechodnymi kovy jako jsou napt. méd’ nebo Zelezo. Jednd se o tzv. Fentonovu reakci, pii niz

vznika hydroxylovy radikal (Perron a kol., 2011):

H,O, + Fe?* — OH + OH- + Fe**

Hydroxylovy radikal je extrémné reaktivni a pro oramismus toxicky. Poskozuje
biomakromolekuly (lipidy, proteiny, nukleové kyseliny) pobliz mista svého vzniku (Edenharder a
kol., 2003). Na eliminaci hydroxylového radikalu se v organismu podili enzymy

glutathionperoxidasa a katalasa (Matsuura a kol., 2014).

ROS maji kromé svych negativnich U¢inka také ucinky pozitivni, a proto musi byt jejich
hladina udrzovana v urcitych mezich zajiSt'ujici redoxni rovnovahu. Oxidac¢ni stres aktivuje urcité
protein kinazy a transkripéni faktory, uplatiiujici se pfi stimulaci proliferace a senescenci (starnuti)
bun¢k. Samotné ROS jsou medidtory zanétlivé reakce, podileji se na fagocytéze mikrobli nebo
nadorovych bun¢k a na hydroxylaci steroidii a xenobiotik. (Edenharder a kol., 2003; Matsuura a
kol., 2014).

2.1.2.1.1 Oxidacni poSkozeni biomolekul a oxida¢ni stres

Oxidacni poSkozeni u lipidii ma za nésledek peroxidaci polynenasycenych mastnych kyselin
vV membranach (Zhu a kol., 2013). U proteinii dochazi k oxidaci — SH skupin a hydroxylaci
aromatickych aminokyselin. V nukleovych kyselinach pak vznikaji zlomy DNA fetézce, dochdzi

k fragmentaci a celkové muze dochazet k mutacim a kancerogenesi (Gutteridge, 1993).

2.1.2.1.2 Oxidac¢ni poskozeni DNA zprostiedkované kovy a komplexy flavonolignan/kov

Oxidativni poskozeni DNA je spojeno predevSim s tvorbou hydroxylového radikalu, ktery

vznikd ve Fentonové reakci oxidaci Cu ' nebo Fe " peroxidem vodiku. Prooxida¢ni aktivita

flavonolignanii je spojena s redukci Cu "/ Fe ", diky niZ vznika Cu'/ Fe". Takto redukované kovy
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mohou reagovat s H,O, a tvofit vysoce reaktivni -OH, jehoz pusobeni v prokaryotickych i
cukaryotickych buiikach zpisobuje jejich apoptézou a oxidativni stres. Cu ' generuje poskozeni
DNA 60x rychleji nez Fe " (Perron a kol., 2011). Mechanismus tvorby komplexti spo&iva
V chelatacni aktivité¢ flavonolignan vazat kovy. Konkrétné se tvori vazba mezi hydroxylovymi
skupinami nebo oxo skupinami. Ke tvorbé komplexu dochazi v organismu po poziti flavonolignanu.
Tyto komplexy mohou interagovat s DNA a indukovat tvorbu ROS, které pak zptisobuji oxidativni
degradaci a fragmentaci DNA (Vacek a kol., 2013).

2.1.3 Vyuziti flavonolignanu a silymarinu v prevenci a podpurné 1é¢bé civiliza¢nich

onemocnéni

Flavonolignany jsou latky Siroce studovany zejména kvuli jejich antioxida¢nim a
hepatoprotektivnim vlastnostem (Perron a kol., 2008). U zvifat bylo in vivo zjisténo, ze chrani
neurony pied poSkozenim a snizuji apoptdzu. Studiem obou efektt (antioxidacnich i prooxidac¢nich)
flavonolignani i ostatnich polyfenold je mozno Si vytvofit uceleny obraz o jejich biologické aktivité
(Perron a kol., 2011). Flavonolignany vykazuji podpurny 1é¢ebny efekt napiiklad u Alzheimerovy a
Parkinsonovy choroby (Kien a Walterova, 2005) a rakoviny (Agarwal a kol., 2013)

2.1.3.1 Silybin jako potencionalni agens v 1é¢bé rakoviny

Soucasné metody lécby rakoviny, zejména chemoterapie, zahrnuji mnohdy negativni
vedlejsi ucinky, mezi néz patii akutni hepatotoxicita. Podpurny potencial v jeji 1écbé vykazuje
netoxicka ptirodni latka s minimalnimi vedlej$imi ucinky, silybin (Agarwal a kol., 2006).

Silybin byl jiz v historii hojné vyuzZivan, zejména pro své hepatoprotektivni u¢inky. Silybin
sniZuje toxicitu a zvySuje ucinnost chemoterapeutickych 1éki v 1écbé rakoviny (Agarwal a kol.,
2013). Silybin vykazuje synergické ucinky s léky cisplatina, doxorubicin a mitoxantron (Agarwal a
kol., 2013). Efekt cisplatiny s fosfolipidovym komplexem silybinu byl testovan na buikach
rakoviny vajeéniku (A2780) a in vivo na mySich (Kfen, Walterova, 2005). Hlavnim omezenim
silybinu (i vSech slozek komplexu silymarinu), branici jeho Sirokému vyuziti, je jeho nizka
biologicka dostupnost spojena s nizkou rozpustnosti ve vodé a jeho nizkou permeabilitou skrze
stievni epitelidlni buniky (Gazak a kol., 2004; Zhu a kol., 2013). Biologicka dostupnost byla
zvySena riznymi modifikacemi Silybinu (fosfatidylcholin, nanosuspenze aj.) a vyvojem novych

forem aplikace (Agarwal a kol., 2013).



2.1.3.2 Latky silybin a silymarin v 1é¢bé a prevenci gastrointestinalnich chorob

Silybin plisobi ve slinivce bfisni predev§im jako chemoprotektant. Pozitivné ptsobi na jeji
obnovu po intoxikaci. U silybinu byly rovnéZz popsany pozitivni antiproliferativni a apoptické
efekty, jenz ma na rakovinné bunky tlustého stieva (HT-29) (Agarwal a kol., 2003).

Protektivni u¢inky silymarinu na slinivku bfi$ni byly experimentaln¢ zkoumany u krys,
u nichz bylo vlivem latky alloxan vyvolano onemocnéni diabetes mellitus 1. Alloxan indukuje
tvorbu reaktivnich kyslikovych derivatt, které dale zptisobuji nekrozu pankreatickych B bunék, jenz
jsou zodpovédné za tvorbu inzulinu (Kfen, Walterova, 2005). Silymarin rovnéz inhibuje produkci
zanétlivych cytokini (interleukin 1 B, interferon vy, interferon o), jenz také iniciuji degradaci

pankreatickych B8 bun€k a tim vznik cukrovky typu I (Matsuda a kol., 2005).

2.1.3.3 Flavonolignany a neurodegenerativni onemocnéni

V nedavnych studiich bylo zjisténo, ze silymarin inhibuje produkci zanétlivych mediatoru,
jako je napft. tumor necrosis factor - a (TNF- a) a oxid dusnaty, ¢imz snizuje riziko poskozeni
dopaminergnich neurontt (Kten, Walterova, 2005). Silymarin efektivné chrani dopaminergni
neurony pied ucinky lipopolysacharidu, jenz je zodpovédny za neurotoxicitu. Neurotoxicita je

vyvoléana inhibici aktivace mozkovych bunék tzv. mikroglii (Wang a kol., 2002).

2.1.3.4 Vyuziti 2,3—dehydrosilybinu v terapii koZnich nemoci

V posledni dobé bylo zjisténo, ze lze flavonolignany z komplexu silymarinu vyuzit také pti
1é¢bé nekterych koznich onemocnénich, jako je lupénka a dalsi dermatitidy.

Nejucinngjsi latkou v terapii koznich onemocnéni se zda byt zatim 2,3—dehydrosilybin.
Experimentalné bylo rovnéz prokazano, Ze silymarin inhibuje expresi cyklooxygenazy-2 (COX-2) a
metabolit prostaglandinu, které jsou zodpovédné za tvorbu koZznich tumorti (Kfen a Walterova,

2005).

2.2 Aplikace elektroforetickych a elektrochemickych metod

2.2.1 Elektrochemické metody

Elektroanalytick¢ metody jsou zalozeny na generovani analytickych signalt elektrického

charakteru (Vacek, Cibicek a kol., 2014). Mezi vyhody, které tyto metody poskytuji, patii
7



jednoduché ptiprava vzorku a jeho rychla analyza. Elektrochemické metody pln¢ vyhovuji vSem
pozadavkim na metody pouzivané ve stopové analyze. Ve srovndni s atomovou absorb¢ni
spektrometrii je vyhodou téchto metod fakt, ze poskytuji informace nejen o celkové analytické
koncentraci, ale i 0 oxida¢nim a redoxnim stavu stanovovanych latek. Dulezitost tohoto poznatku, Si
Ize pln& uvédomit na piipadu chromu — kdy Cr®* je relativnd malo toxicky, ale Cr®* je vysoce
nebezpecny karcinogen (Markusova, 2000).

Mezi nejcastéji pouzivané elektrochemické metody zalozené na elektrodovém déji patii
polarografie, voltampérometrie, potenciometre a coulometrie. Metody zalozené na elektrickych
vlastnosti zkoumanych roztokii oznacujeme jako konduktometrické c¢i dieletrimetrické. Dalsi
skupinu elektrochemickych metod tvofi elektroforetické metody, zaloZzené na migraci nabitych
castic v elektrickém poli. Pfi biochemickych analyzach se elektrochemie uplatiiuje na tirovni analyz
vodnych roztoki. Je vyuZivana k analyze pH, iontl, glukdzy, nddorovych markerti a dalSich latek
(Vacek, Cibi¢ek a kol.,, 2014). Elektrochemické metody se osvédCily pii studiu struktury a
strukturnich zmén, interakci, poskozeni a chemickych modifikaci nukleovych kyselin a proteind
(Vacek a kol., 2006).

2.2.1.1 Voltampérometrie (voltametrie)

Voltampérometrie se fadi mezi techniky s kontrolovanym potencidlem, kdy na pracovni
elektrodu vkladdme ménici se napéti a sledujeme proudovou slozku (Vacek, Cibicek a kol., 2014).
Terminu voltametrie se pouZziva pii praci se stacionarni pracovni elektrodou (pevné elektrody,
rtutova filmova elektroda). Pro praci s klasickou kapajici rtutovou elektrodou se pouziva oznaceni
polarografie. Pro uplnost je nutné dodat, Ze voltametrické metody citlivé reaguji nejen na
elektroaktivni latky, ale i na elektronegativni aktivni komponenty a povrchové aktivni latky
(Markusova, 2000). Moderni voltametrické techniky lze pouzit v fadé obort jako je napiiklad
toxikologie a farmakologie (analyza 1é¢iv a hormont). Dale nachazi uplatnéni v environmentalni
analyze (analyze pesticidii) a analyze potravin (Barek, 2000).

Ptistrojové vybaveni pro voltampérometrické metody je snadno dostupné. Nutny pro
analyzu je elektrochemicky analyzator, ktery je tvofen z potenciostatu a generatoru potencialové
rampy. VeétSina dneSnich analyzatori ma analyzatory fizené pocitaCem, ktery vyhodnocuje a
archivuje meétené vysledky. Voltampérometrie vyuziva tiielektrodového zapojeni (Markusova,
2000). Na obrazku 5 lze vidét uspotradani jednotlivych elektrod v elektrochemické cele. Oznaceni
elektrod vychazi z anglického nazvu (pracovni - working, referen¢ni — reference, pomocna
elektroda — auxiliary). Pracovni elektrody, na kterych sledujeme probihajici elektrodovy proces,

jsou kovové (Au, Pt, Hg) nebo uhlikové. Potencial pracovni elektrody je kontrolovany vuci
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referencni elektrod¢ s konstantnim potencialem. Jako referencni elektroda se v dnesni dob¢ pouziva
argentchloridova elektroda, plnéna 3 mol/l KCIl, kterou oznacujeme jako Ag/AgCI (3 mol/l KCI)
nebo saturovana kalomelova elektroda (SCE). Pomocna elektroda je tvofena z inertniho vodivého

materidlu, nejcastéji z platinového dratku (MarkuSova, 2000; Zatloukalova a kol., 2011).

Obr. 5 — Ttielektrodové zapojeni v elektrochemické cele (foto autorka).

AUXILARY ELECTRODE

2.2.1.1.1 Voltametrie s linearnim skenem (LSV) a cyklicka voltametrie (CV)

Pomoci voltametrie s linedrnim skenem je na pracovni elektrodé sledovan proud ovlivnény
potencidlem linearné zavislym na Case. Pfi cyklické voltametrii se ve srovnani S voltametrii
s linearnim skenem zména napéti v uréeném potencialu nezastavi, ale obrati se a zacne se ménit v

opa¢ném sméru. Cyklus 1ze métit nékolikrat za sebou (Vychodilova, 2011).



2.3.1.1.2 Diferenc¢ni pulzni voltametrie (DPV)

S vyuzitim pulznich metod se hodnota proudu odecitd v piesné definovaném ¢ase po vlozeni
napét'ového pulzu. Pulzy maji podobu ptlobdélnikii na napétové rampé, ktera se méni linearné v
case. K odecteni hodnoty proudu dochazi tésné pred vlozenim a pred ukoncenim pulzu. Napétovy
pulz trva nékolik desitek milisekund. Kromé diferen¢ni pulzni voltametrie je do skupiny pulznich

metod fazena také metoda voltametrie s vkladanym pravouhlym napétim (Vychodilova, 2011).

e \/oltametrie s vkladanym pravothlym napétim (SWV)

Line4rné ménici se potencidl modulovany napétovymi pulzy, které jsou pozitivni a negativni
viaci potencidlové rampé€, je vnasen na elektrodu. Proud je méfen vzdy tésné pred zmeénou
potencidlu. Hodnoty proudu na pozitivnim pulzu a negativnim pulzu se od sebe odecitaji

(Vychodilova, 2011).

2.2.2 Elektrolyty

Hlavnimi tlohami elektrolytd v experimentech s kontrolovanym potencialem je snizeni
odporu roztoku, udrzovani konstantni iontové sily a zajisténi podobnych fyzilogickych podminek
jako v organismu. Jako zakladni elektrolyty se nejcastéji pouzivaji anorganické soli a mineralni
kyseliny ¢i zasady. V ptipadé, Ze je potfeba po dobu méfeni udrzovat konstantni pH se pouziva;ji

tlumivé vodné roztoky napft. acetatovy, fosfatovy aj.(MarkuSova, 2000).

2.2.3 Elektrody pouZivané ve voltampérometrii

2.2.3.1 Rtut'ové elektrody

Rtutové elektrody maji Siroky pouZitelny potencidlovy interval v katodickém sméru
V porovnani s platinovymi, uhlikovymi a jinymi tuhymi elektrodami. Siroké potencialové okno
Vv katodickém sméru je (od 0 az do -2,6 V vs. SCE) dédno diky intenzivnimu vyluc¢ovéni vodiku na

povrchu elektrody (MarkuSova, 2000). Nejcastéji pouzivané typy rtutovych elektrod jsou:

e kapajici rtutova elektroda (DME — Dropping mercury electrode)

DME se nejcastéji pouziva v polarografii a pfi elektrokapilarnich métenich (MarkuSova, 2000).
10



Ze vsech rtutovych elektrod lze tuto elektrodu, zavedenou pro polarografické metody J.

Heyrovskym, povazovat z hlediska obnovovani povrchu za ideélni (Yosypchuk, 2006).

e visici kapkova rtutova elektroda (HMDE — hinging mercury dropping electrode)

Zakladnim principem, na kterém tato elektroda funguje, je skokové preruseni toku rtuti
kapilarou. Vlastni elektrodou je kapka rtuti, tvofici se na konci kapilary. Celé zafizeni je
automatizované. Vyznacuje se jednoduchou obsluhou a dobrou reprodukovatelnosti (Markusova,

2000).

e rtutova filmova elektroda (MFE — mercury film electrode)

Tento typ rtutové elektrody ma Siroké vyuziti tam, kde se pii elektrochemické rozpustné
analyze vyzaduje zvySena citlivost stanoveni. Diky tenké vrstvé rtuti se zamezi komplikacim s fazi
reaktantu na povrchu elektrody. Pti elektrochemické rozpoustéci analyze muze byt dosazeno lepsi
selektivity pikid (oproti HMDE) (Markusova, 2000).

2.2.3.2 Tuhé elektrody

Zatimco povrch rtutovych elektrod je homogenni a dokonale se obnovuje odkapavanim
rtuti, povrch tuhych elektrod je nehomogenni a neustdle se méni, diky interakcim se slozkami
roztoku. Pro dosazeni reprodukovatelnych vysledki je nutné striktné dodrzovat ptfedepsané postupy
a zasady prace s tuhymi elektrodami, pfedevSim postupy vedouci k obnovovani povrchu mezi

jednotlivymi analyzami (Markugova, 2000; Svancara, 2006).

2.2.3.2.1 Kovové elektrody

Pro konstrukci tuhych elektrod se pouzivaji kovové materidly jako platina, zlato, méd’ ¢i
borem dopovany diamant (Svancara, 2006; Barek, 2006). Kovové elektrody se musi
elektrochemicky distit a aktivovat. Elektrochemické Cisténi a aktivace spociva v cyklické zméné
potencialu elektrody mezi kladnymi a zadpornymi hodnotami, které vedou ke generovani vodiku na
elektrodé. Pro kazdy kovovy materidl, z n€hoz je elektroda zhotovena, se musi nalézt nejucinnéjsi

zpusob ¢isténi individualné (MarkuSova, 2000).
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2.2.3.2.2 Uhlikové elektrody

Hlavni vyhoda uhlikovych elektrod spodivd v jednoduchém a snadném CciSténi jejiho
povrchu (Yosypchuk, 2006). Cisténi lze provadét pomoci jemného metalografického nebo brusného
papiru, kdy je povrch elektrody obrousen. Elektrodovy povrch lze ocistit také pomoci suspenze
oxidu hlinitého. Nevyhodou uhlikovych elektrod je to, ze zplsobuji komplikace pii méfeni svou
pérovitosti. Pérovitost md za nasledek napt. zadrzovani roztoku ¢i Spatnou reprodukovatelnost
meéifeného signalu. Témto komplikacim, jenz jsou spojené s porovitosti uhliku, Ize predejit pouzitim
elektrody z malo porézniho pyrolytického grafitu nebo elektrody ze skelného uhliku. Porovitost I1ze

také snizit impregnaci elektrody napt. cerezinem (MarkuSova, 2000).

¢ Elektroda z pyrolytického grafitu (PGE — pyrolythic graphite electrode)

Pti pouziti této elektrody je po kazdém elektrochemickém méfeni nutné jeji povrch ocistit od
neadsorbovanych castic a elektrolytickych produktt, Casto pomoci lepici pasky. Povrch je poté
nutné oplachnout v destilované vod¢ a osusit. Vyhodou této elektrody je fakt, Ze ji lze pripravit také
pfimo v laboratofi s vyuzitim dvouslozkového tmelu. Jeji vyroba neni nijak financné a Casové

naro¢na (Goyal a kol., 2008).

¢ Elektroda ze skelného uhliku (GCE - glassy carbon electrode)

Skelny uhlik je velmi oblibeny elektrodovy material, predev§im pravé pro svoje vynikajici
mechanické a vodivostni vlastnosti, Siroky potencidlovy interval a dobfe reprodukovatelné
vysledky. Nevyhodou skelného uhliku je jeho citlivost na pfechod velkych proudl a pomérné rychle
»starne® (rekrystalizuje se na grafit), ¢imZ narlsta Sum a sniZuje se reprodukovatelnost méteni

(Markugova, 2000; Svancara 2006).

Skelny uhlik se pfipravuje z pfedmodelovanych polymernich fenolformaldehydovych Zivic
opatrnym zahfivanim v inertni atmosféfe. Proces probiha pii teploté¢ 300-1200 °C, pfi¢emz se ze
zivice odstrani kyslik, dusik a vodik. Diky svym vlastnostem jako je vysoka hustota a mala velikost
pori nevyzaduje skelny uhlik Zadnou impregnaci. Jeho povrch se Cisti leSténim postupné stale
jemnéjsi suspenzi oxidu hlinitého nebo diamantovym sprejem (Markusova, 2000). Vyhodou této
elektrody je fakt, Ze mize byt dlouhodobé€ pouZzivana i v prostfedi s vysokym obsahem organického

rozpoustédla (Barek, 2006).
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e FElektroda ze sitovaného skelného uhliku (RVCE - reticulated vitreous carbon

electrode)

Tento elektrodovy material naSel uplatnéni predevSim v pratokové analyze a

spektroelektrochemii. Diky vysoké poérovitosti ma velmi velky povrch (Markusova, 2000).

e Parafinem impregnovana grafitova elektroda (PIGE — paraffin impregnated

graphite electrode)

Elektroda PIGE se pfipravuje impregnaci porézni grafitové elektrody parafinem ve vakuu.
Pro ptipravu je dilezitd pfedevsim Cistota parafinu. Do pért nedokonale impregnované elektrody se
muize béhem meéteni dostat elektrolyt a takova elektroda tudiz neni schopna poskytnout spravné

vysledky (Markusova, 2000).

e Uhlikova pastova elektroda (CPE — carbon paste electrode)

Elektrody z uhlikové pasty patii mezi pomérné cCasto pouzivané. Uhlikova pasta je
pfipravena homogenizaci praSkového uhliku a organického rozpoustédla (nejcastéji silikonovy olej)
(MarkuSova, 2000). T¢lo elektrody (plastova trubice) se naplni uhlikovou pastou pomoci pistu,
kterym je vytladena pasta za u¢elem obnoveni povrchu. Cerstvy povrch je zarovnan noZzem a
vylestén na lesklém, hladkém papiru. Elektrodu lze snadno chemicky modifikovat pfidavkem
modifikatoru (pf. enzymy) k uhlikovému prasku, pastovaci kapaliné ¢i modifikaci kompletné
piipravené uhlikové pastové elektrody. Nevyhodou CPE je, Ze se da pouzit pouze ve vodném

prostiedi (Barek 2006; Svancara, 2006).
e Uhlikova voskova elektroda (CWE — carbon wax electrode)

Uhlikovy vosk jako elektrodovy materidl vznikne tehdy, kdyZ je misto kapalného
organického rozpoustédla pouzivaného pii pfipravé uhlikové pasty, pouzito tuhé pojivo napi.
parafin. Oproti uhlikové pasté ma uhlikovy vosk vyhodu v tom, Ze se da jeho povrch Iépe vycistit a
tedy se zvysuje reprodukovatelnost vysledkil (Markusova, 2000; Svancara 2006).

2.2.3.3 Srovnani tuhych a rtutovych elektrod

Vyhodou tuhych elektrod oproti rtutovym je pomérné vysoka hodnota ptepéti kysliku, takze
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je mozné sledovat elektrochemické déje v anodické oblasti az do oblasti +1,2 V, kdy v anodické
oblasti pozorujeme oxidacni piky (Yosypchuk, 2006; Vacek a kol., 2006).

rtutovymi kapajicimi elektrodami (Markusova., 2000) a na rozdil od rtutové elektrody je tieba
povrch elektrod z tuhych materiali pred kazdym méienim ocistit (Yosypchuk, 2006).

Vyhodou rtutovych elektrod je lehce obnovitelny a vysoce reprodukovatelny povrch.
Neustale obnovovani povrchu rtutové elektrody v pribéhu méfeni predstavuje vyhodu oproti
elektroddm z tuhych materidlti, protoze eliminuje problémy souvisejici s pasivaci povrchu
elektrody. (Yosypchuk, 2006; Markusova, 2000). Jak jiz bylo feCeno diive, rtutové elektrody
umoziuji vlivem vysokého prepéti vodiku, sledovat déje v katodické oblasti az do -2,6 V, kdy
v katodické oblasti jsou sledovany piky redukéni (MarkuSova, 2000; Vacek a kol., 2006).

Potencialové rozsahy nékterych elektrod jsou uvedeny v tabulce 1.

Tab. 1 — Potencialové intervaly tuhych a rtutovych elektrod.

Typ elektrody Potencialovy interval (V)

vs. SCE

katodicky anodicky
GCE -0,8 +1,2
PGE -1,5 +1,2
CPE -1,6 +1,1
Platinova -0,5 +1,2
Rtut'ova -2,6 +0,4
MFE -1 +0,4

2.2.4 Studium mechanismu oxidace a antioxida¢ni kapacity v praxi

Oxida¢ni mechanismus nizkomolekularnich latek a biomakromolekul lze studovat fadou
elektrochemickych metod. Mezi nejpouzivané;si patii metoda diferen¢né pulzni voltametrie (DPV),
cyklické voltametrie (CV) a voltametrie s vkladanym pravothlym napétim (SWV) (Zatloukalova a
kol., 2011). Latka pfitomna v elektrolytu je za urcitych podminek schopna odevzdavat elektrony. Je
tedy oxidovana nebo je schopna je pfijimat a je redukovana (Vacek a kol., 2006).

Antioxidacni kapacita je zavisla na velikosti oxida¢niho potencidlu (Ep). Pokud se pik
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meéiené latky nachézi v oblasti s nizkou hodnotou oxida¢niho potencialu (Ep = 200 mV), signalizuje
efektivni antioxidant. Je-li naopak naméfeny pik v oblastech se zvysujici se hodnotou oxida¢niho
potencialu, klesa antioxida¢ni kapacita u zkoumané latky (Zatloukalové a kol., 2011).

V tabulce 2 je souhrné vyjadiena velikost antioxida¢niho potencialu v zavislosti na velikosti

oxida¢niho potencidlu.

Tab. 2 — Velikost antioxida¢ni kapacity v zavislosti na oxidaénim potencialu.

Ep (mV) Antioxidaé¢ni kapacita
0-200 Silny antioxidant
200 - 350 Slaby antioxidant

350 a vice Nizka

2.2.5 Elektrochemicka analyza nukleovych kyselin

Elektrochemicka analyza nukleovych kyselin je vyuZivdna zejména pro studium oxidace a
redukce DNA, interakce DNA s ligandy a pro studium poskozeni struktury DNA. Elektroaktivnimi
slozkami nukleovych kyselin jsou dusikaté baze. Adenin (A), cytosin (C) a guanin (G) patfi mezi
baze redukovatelné, zatimco oxidovatelné jsou jen adenin a guanin. Redukci adeninu a cytosinu lze
pozorovat pouze pomoci amalgdmovych nebo rtutovych elektrod, protoze k redukci dochéazi pfi
znatné negativnich potencidlech. Na ostatnich elektrodach dochézi k vylucovani vodiku, jenz
elektrochemické méteni neumoziuje (Vacek a kol., 2006, Barek a kol., 2006).

Redukci adeninu a cytosinu vznika pouze jeden pik (pfi potencialu -1,5), oznaCovan jako CA
pik (cytosin + adenin) viditelny na obrazku 6. Oxidaci purinovych bazi adeninu a guaninu

znazoriuje obrazek 7.
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Obr. 6 — Cyklicky voltamogram oligonukleotidu s reduk¢énim pikem cytosinu a adeninu (CA) a
oxida¢nim pikem guaninu, ktery odpovida oxidaci redukéniho produktu guaninu, ktery vznikl pii

negativnich potencialech ~ - 1,7 V (Vacek a kol., 2006).
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Obr. 7 — Square wave voltamogram oligonukleotidu s oxida¢nim pikem adeninu a guaninu

Vv pozitivnich potencidlech (v pfipad¢ guaninu od +1,0 do +1,1 V, v ptipad¢€ adeninu od +1,2 do +1,3
V). (Vacek a kol., 2006).
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Oxidaci pyrimidinovych bazi, thyminu (T) a cytosinu (C) lze detekovat pfi pozitivngjSich
potencidlech, kolem +1,3 az +1,4 V. V zavislosti na typu elektrody nejsou oxidacni piky

pyrimidinovych bazi v polynukleotidovém fetézci obvykle pozorovatelné. K analyze jsou proto
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vyuzivany vyhradné oxida¢ni piky purini. Oxidaci téchto bazi lze méfit pomoci uhlikovych
elektrod (Vacek a kol., 2011).

Obecné lze tedy fici, Ze elektrochemické chovani nukleovych kyselin je zavislé na
komunikaci bazi s povrchem elektrody prostiednictvim oxida¢niho ¢i redukéniho mechanismu.
Ostatni baze jsou v nativni DNA skryty uvnitf dvousroubovice, kde spojuji na zaklad¢ pravidel
komplementarity oba polynukleotidové fetézce a nemohou tedy volné komunikovat s povrchem
elektrody. Zatimco v denaturované DNA jsou fetézce volné pristupné. Elektrochemické odezvy

denaturované a nativni DNA se tedy vyrazné 1isi (Vacek a kol., 2006, Barek a kol., 2006).
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3. CIL PRACE

Cilem prace bylo vypracovani literarni reSerSe na téma elektrochemie flavonolignanti a
jejich interakce s DNA dale studium oxida¢nich mechanismii flavonoligannti (SB, DHSDB, SCH,
DSCH, SD, DHSD) a konstrukce uhlikovych elektrod. Tato diplomova prace byla zamétena také na
vyzkum reaktivity flavonolignanii ve vodném prostiedi pii pH 7,4, vyzkum interakce
flavonolignanii s DNA, antioxidacni kapacity a prooxida¢nich ucinki, pfipravu komplexi
flavonoligan/kov a vzajemné porovnani vysledkt z elektrochemické a elektroforetické analyzy z

hlediska antioxidac¢nich, oxidacnich a prooxidacnich vlastnosti flavonolignant.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1 Chemikalie

Pro elektrochemické analyzy byly pouzity flavonolignany — silybin (SB), silychristin (SCH)
a silydianin (SD) (Obr. 8) a jejich 2,3-dehydroderivaty dehydrosilybin (DHSB), dehydrosilychristin
(DHSCH) a dehydrosilydianin (DHSD) (Obr. 9).

Flavonolignany jsou fazeny do skupiny flavonoidi, které patii spolu s isoflavonoidy a
antokyanidiny do skupiny latek souhrnné oznacovanych jako polyfenoly. Zminéné flavonolignany

se piirozen¢ vyskytuji v rostliné ostropestiec mariansky Silybum marianum (L.) Gaertn.

Obr. 8 — Struktury latek - silybin, silychristin, silydianin.
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Obr. 9 — Struktury dehydroderivata - dehydrosilybin, dehydrosilychristin, dehydrosilydianin.
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3) 2,3-Dehydrosilydianin

CHj3

OH

4.1.1 Slozky nutné pro konstrukei pyrolytické grafitové elektrody (PGE)

1) pipetové Spicky

2) pyrolyticky grafit (10x3x3 mm)

3) dvouslozkovy tmel Torr Seal (Labicom)
4) m&dény dratek (cca 10 cm)

5) UHU epoxidova pryskytice

6) elektrovodivy lak EL-1 (ELCHEMCOo)
7) skalpel

8) parafilm

4.1.2 Slozeni tlumivych vodnych roztoku

Vsechny komponenty pro piipravu pufrii byly dodany spole¢nosti Sigma —Aldrich.
1) Acetatovy pufr pH 5, 200 ml

0,2M CH3;COOH (59 ml)
0,2M CH3;COONa (141 ml)

2) Britton-Robinsontiv pufr pH 7,4; 11

80% HsPO, (4,9 g)
0,04M CH3COOH (2,4 g)
0,04M H3BO; (2,474 g)
0,2M NaOH (56,25 ml)

21



destilovana voda (doplnit na objem 1I)

4.1.3 Latky pouzité na tvorbu komplexu flavonolignan/kov

Flavonolignany: silybin (SB) (J. Cvak, Teva Galena, Opava, CR)
2,3-dehydrosilybin (DHSB) (1,04 mM)
silychristin (SCH) (Kienek K. a kol., Preparatory separation of the silymarin

complex flavonolignans by Sephadex LH-20 gel, Food Research International,

...2014)
silydianin (SD) (Kfenek K. a kol., Preparatory separation of the silymarin

complex flavonolignans by Sephadex LH-20 gel, Food Research International,

...2014)

dehydrosilydianin (DHSD)
Dehydroderivaty DSB, DHSCH, DHSD byly pfipraveny oxidaci kyslikem v pfitomnosti pyridinu
pii 80 °C.
Methanol (Sigma-Aldrich)
FeCl; (Sigma-Aldrich)
0,2 M NaCl (Sigma-Aldrich)

4.1.4 Priprava latek pro elektroforézu a studium jejich prooxidac¢nich vlastnosti

1) oligonukleotid (ODN) GC 87: 5" CCG CGC GCC ACG CTG GGG GAC CTC GGG GCC 3¢

(VBC Biotech, AT).
V tabulce 3 jsou uvedeny podrobnéjsi tidaje o oligonukleotidu GC 87.

Tab. 3 — Charakteristika oligonukleotidu GC 87.

GC 87 (30-mer)

Molekulova hmotnost (g/mol) 9212

Teplota tani (°C) 87,6

Obsah bazi GC (%) 86,7
Zastoupeni jednotlivych bazi A-2,G-13,C-13,T-2
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Po nafedéni ODN 100x, bylo proméfeno absorpcéni spektrum a odectena absorbance
vV maximu tj. pfi 260 nm. Dale byla vypocitana koncentrace ODN v ptivodnim roztoku t
koncentrace ODN = 1,6863 mg/ml.
2) Fe-komplexy flavonolignant (SB, DHSB, SCH, DHSCH, SD, DHSD)
3) 3% Peroxid vodiku (H20,) (Sigma-Aldrich)
4) Fe** (FeCls)
5) Hovézi sérovy albumin - BSA (Sigma-Aldrich)

Tabulka 4 uvadi koncentrace vsech latek ve vzorcich.

Tab. 4 — Koncentrace latek ve vzorku.

ODN 50 pg/ml
ODN + Fe** ODN:50 pg/ml; Fe**: 5 uM
ODN + H,0, ODN:50 ug/ml; HyO,: 3%

ODN + Fe** + H,0, ODN:50 pg/ml; Fe**: 5 uM, H,0,: 3%
ODN-+komplex (flavonolignan/Fe) ODN:50 pg/ml; komplex (10 uM flavonolignan:
5uM Fe)

ODN-+komplex(flavonolignan/Fe) ODN:50 pg/ml; komplex (10 uM flavonolignan:
+H;0; 5uM Fe), H,0,: 3%

ODN-+komplex(flavonolignan/Fe)+ ODN:50 pg/ml; komplex (10 uM flavonolignan:
H,O,+ BSA 5 },lM Fe), H,0,: 3%:; BSA: 10 I,LM

4.1.5 Priprava tlumivého roztoku 10x TBE pro elektroforézu

Pro ptipravu 11 10x TBE pufru je potieba:

TRIS (108g)

H3BOs (559)

EDTA (9,329g)

H,O; (doplnit na objem 11)
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4.1.6 Priprava polyakrylamidového gelu

40% roztok monomeru (akrylamid/bisakrylamid v poméru 29:1) (4 ml)

destilovana voda (3,7 ml)

10 x TBE (pH 8,3) (2,6 ml)

10% amonny persulfat (100 pl)
tetramethylethylendiamin (10 pl)

Smichanim vSech téchto sloZek je pfipraven PAA gel pro gelovou elektroforézu.
4.1.7 Barveni PAA gelu 0,02% metylenovou modri

0,02% metylenova modf (20 g)

10 x TBE (1ml)

H,0, (doplnit na objem 100 ml)

4.2 Pouzité metody

4.2.1 Konstrukce pyrolytické uhlikové elektrody

Z pipetové Spicky se nejdfive vytvoii ,télo* elektrody. Do sefiznuté Spicky je vloZen
pyrolyticky grafit, ktery je upevnén parafilmem. Dalsi $pi¢ka je potfebna pii nanaseni tmelu na

grafit (Obr. 10).

Obr. 10 — Plastovy material s grafitem potiebny pro konstrukci ,,téla* elektrody (foto autorka).




Nasledné je na tuto plastovou ¢ast s uhlikem nasazena kratsi ¢ast ,,téla* elektrody (Obr.11).

Obr. 11 - ,,T¢lo* pracovni elektrody (foto autorka).

Dalsi krok zahrnuje ptipravu dvouslozkového tmelu, kdy jednotlivé slozky tmelu jsou
smichany v pomé&ru 2:1. Takto pfipraveny tmel se ihned aplikuje na grafit a necha se tuhnout min.
24 hodin. Poté co tmel ztuhne, se kratsi Cast ,,téla* elektrody odstrani skalpelem. Piebytecny bily
tmel se obrousi na smirkovém papiru, tak aby byl vidét povrch uhliku. Do ,téla* elektrody na
povrch pyrolytického grafitu je naneseno cca 200 pl elektrovodivého laku, fedéného etanolem.
Jakmile je nanesen lak, je do ,.t€la* elektrody vloZzen médény dratek s konci ofezanymi tak, aby byl

vytvoten kontakt. Pro upevnéni dratku se pouZije kousek $pi¢ky a necha schnout 60 minut (Obr.12).
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Obr. 12 — Zkonstruovana PG elektroda (foto autorka).

Poté se médény dratek stabilizuje lepidlem UHU a neché opét zaschnout. PGE elektroda je
pfipravena pro elektrochrmické méteni.

Pred kazdym elektrochemickym méfenim je nutné elektrodu dikladné ocistit od
naadsorbovanych castic a produktii elektrolyzy.

4.2.2 Piiprava pufri

1) Britton-Robinsonitv pufr pH 7,4
Pro ptipravu tohoto tlumivého roztoku bylo smichano 100 ml roztoku [80% H3PO4 (4,9 g) 0,04 M
CH3COOH (2,4 g) 0,04 M H3BO;3; (2,474 g)] s 0,2M NaOH (56,25 ml). Po smichani byl pufr
doplnén do celkového objemu 0,5 1 odpovidajicim mnozstvim destilované vody. pH pufru bylo
zkontrolovano pomoci pH metru.

2) Acetatovy pufr pH 5

200 ml acetatového tlumivého roztoku o pH 5 bylo pfipraveno smichanim 59 ml 0,2 M CH3;COOH
s 141 ml 0,2 M CH3COONa. pH tohoto pufru bylo rovnéz zkontrolovano pomoci pH metru.
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4.2.3 Priprava vzorku pro elektrochemickou analyzu

Na automatickych vahach bylo navazeno ptiblizné po 1 mg kazdé latky (SB, SCH, SD,
DHSB, DHSCH, DHSD). Navazené mnozstvi latky bylo rozpusténo v odpovidajicim mnozstvi

methanolu, tak aby vysledna koncentrace latek v roztoku byla Img/ml.

4.2.4 Aplikace vzorku na povrch pracovni elektrody

4.2.4.1 Exsitu

Na povrch pracovni elektrody (PGE) bylo aplikovano vzdy 5 ul roztoku zkoumané latky,
ktery byl adsorbovan 60 s. Poté byla elektroda oplachnuta v deionizované vodé€. Po oplachnuti
elektrody probéhlo elektrochemické méteni v Cistém zakladnim elektrolytu v elektrochemické cele.
Pro vytvoteni zasobniho roztoku bylo potieba natedit rozpusténou latku pufrem. K fedéni roztoku
byl pouzit 0,2 M acetatovy pufr pH 5. Aby bylo mozné natedit zasobni roztok na findlni koncentraci
50 uM a vytvorit tak roztok zékladni, bylo nutné spocitat molarni koncentraci latky. U vSech latek
byly zdkladni parametry [navazka (+/-1mg), findlni koncentrace (50 uM), relativni molekulova
hmotnost (482 g/mol; 480 g/mol), objem zakladniho roztoku (1ml)] ptiblizné stejné, tudiz Ize fici,
ze k vytvoteni roztokll bylo vzdy tieba 24 pl zasobniho roztoku dané latky a 976 ul 0,2 M
acetatového pufru pH 5.

4.2.4.2 In situ

Do elektrochemické cely bylo nejprve aplikovano 10 ml zakladniho elektrolytu BR (pH 7,4)
a poté 24 ul metanolického roztoku latky, aby vyslednd koncentrace flavonolignanu v zédkladnim
elektrolytu byla 5 uM. Poté probéhla adsorbce latky (60 s) na povrch PGE a bylo provedeno

elektrochemické méieni.

Kazda latka byla zmétena 3 x za podminek in Situ i X situ pomoci obou metod (CV, SWV).

4.2.5 Elektrochemické méreni flavonolignani

Pfed samotnou elektrochemickou analyzou jednotlivych flavonolignanti, byl nejprve

proméfen samotny zakladni elektrolyt (BR pH 7,4). Nejprve byl zapnut pocita¢ a ptistroj pAutolab

Il analyzer (EcoChemie, NL), dale byl spustén software GPES a zapojena elektrochemicka cela
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vyuzivajici tiielektrodovy systém, ktery je Slozeny z elektrody pracovni (PGE), referencni
(Ag/AgCl/3M KCl) a pomocné (platinovy dratek). Po ovéfeni Cistoty zdkladniho elektrolytu, byl
analyzovan vzorek prislusného flavonolignanu.

Flavonolignany byly méfeny pomoci in situ (aplikace vzorku do zakladniho elektrolytu) a ex
situ (adsorbce vzorku na povrchu elektrody) voltametrie. Pro elektrochemické méfeni latek byly
vyuzity dvé metody: CV (cyklicka voltametric) a SWV (voltametrie s vkladanym pravouhlym

napétim). Individualni nastaveni parametrti pro kazdou z metod je uvedeno v nasledujici legende¢:

A) Podminky CV experimentu: adsorpce — 60 s, koncentrace latek - 50 uM (rozpusténo v 0,2 M
acetatovém pufru pH 5.0), elektrolyt: Britton-Robinson pufr (pH 7,4), CV parametry: pocatecni
potencial (0 V), potenciél obratu (+1.5 V), koneény potencial (0 V), rychlost skenu 1V s

B) Podminky SWV experimentu: adsorpce - 60 s, koncentrace latek - 50 uM (rozpusténo v 0,2 M
acetatovém pufru pH 5.0), elektrolyt: Britton-Robinson pufr (pH 7,4), SWV parametry: pocatecni
potencial (0 V), kone¢ny potencial (+1.5 V) potential, frekvence 200 Hz, amplituda 25 mV.

4.2.6 Zpracovani dat

Pomoci programu GPES a Microsoft Office Excel byly data z elektrochemického méfeni

zpracovana do grafi.

4.2.7 Tvorba komplext flavonolignan/kov

Nejprve bylo navazeno 0,5 mg kazdého flavonolignanu, ktery byl rozpustén v 1 ml
methanolu, kdy 0,5 mg/ml odpovida koncentraci 1,036 mM. 1 mg FeCls byl rozpustén v 1 ml H,O.
Po jeho rozpusténi byl zasobni roztok Fe®* nafedén na koncentraci 385 pM. Poté co byl
flavonolignan i FeCl; nafedén na pozadovanou koncentraci byl vytvofen komplex
flavonolignan/kov (50 pM:25 pM) v prostiedi 0,2 M NaCl. Objemy pipetované pro vytvoreni

komplexu flavonolignan/kov v poméru 2:1 jsou uvedeny v tabulce 5.
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Tab. 5 — Vytvoifeni komplexu flavonolignan/Fe.

Pro ptipravu komplexti byl pouzit zasobni roztok 1,036 mM resp. 1,04 mM flavonolignant a

385 uM FeCls

2:1 2 02 M
) Fe SB DHSB SCH DHSCH | SD DHSD
Flavonolignan: NaCl
(ul) (ul) (ul) (ul) (ul) () (uD)
kov (ul)

komplex

3247 | 48.26 919.27
SB/Fe
komplex

32.47 48.04 919.49
DHSB/Fe
komplex

32.47 48.26 919.27
SCH/Fe
komplex

32.47 48.04 919.49
DHSCH/Fe
komplex

32.47 48.26 919.27
SD/Fe
komplex

32.47 48.04 919.49
DHSD/Fe

4.2.8 Priprava vzorki pro studium interakce flavonolignani s DNA a jejich prooxidac¢nich

efektl
Pro studium interakce flavonolignani s DNA a jejich prooxidacnich vlastnosti bylo celkem

ptipraveno 22 vzorkl. Tabulka 6 uvadi mnozstvi vSech slozek, které byly pouzity na ptipravu

vzorkl pro gelovou elektroforézu.
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Tab. 6 — Pfiprava vzorkd.

- BR pufr
y komplex Fe ODN | BSA H20;
Cislo Chemikalie (pH=7,4)
(ul) (ul) (D | (uh )
vzorku (ul)
1 ODN - - 48,6 1,4 -
2 ODN + Fe** - 0,64 47,96 1,4 -
3 ODN + H,0, - - 43,6 1,4 -
4 ODN + Fe**+ H,0; - 0,64 42,96 1,4 -
ODN-+komplex
¢ ) 10 - 38,6 1,4 -
5 (a-f) (flavonolignan/Fe)
ODN-+komplex
¢ ) 10 - 33,6 1,4 -
6(@f) | (flavonolignan/Fe) +H,0,
ODN-+komplex
7 (a-f) (flavonolignan/Fe) 10 - 30,3 1,4 3,3
+ BSA + H,0,

(a-f) — oznaceni pro jednotlivé flavonolignany a - SB, b — DHSB, ¢ — SCH, d - DHSCH, e — SD, f -
DHSD

Nejprve byl inkubovan ODN s komplexem flavonolignan/Fe 10 minut pfi teploté 37 °C Poté
byl do reakéni smési piidan BSA (inkubace 10 minut) a nakonec H,0,. VSechny vzorky byly opét
inkubovany pfi teploté 37 °C 10 minut.

4.2.9 Gelova elektroforéza

Pripravené vzorky obsahujici 50 pg DNA/ml byly smichany s ¢inidlem 6 X ,,Loading dye*
(Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc.) v poméru 5:1 a ponechany v termostatu po dobu 2 min
pii teploté 90 °C. Po zahtati byly vzorky separovany v 15% polyakrylamidovém gelu. Pro separaci
vzorkil gelovou elektroforézou bylo do jednotlivych jamek naneseno 20 pl vzorkd. Elektroforéza
byla provedena v 1 x TBE pufru pfi konstantnim napéti 150 V po dobu 1-1,5 hodiny. Gel byl
obarven pomoci 0,02% metylenové modie a nasledné odbarven destilovanou vodou. Gel byl
naskenovan a intenzita jednotlivych prouzku byla vyhodnocena pomoci programu Image J software
(verze 1.4).
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5. VYSLEDKY

Flavonolignany rozpusténé v metanolu byly nafedény na pozadovanou koncentraci pomoci
0,2 M acetatového pufru pH 5. Reaktivita flavonolignanti souvisejici s jejich antioxidac¢nimi,
prooxida¢nimi vlastnostmi a interakci s DNA byla studovana v podminkach ex situ (aplikace a
adsorbce vzorku na povrch pracovni elektrody) a in situ (aplikace vzorku do zakladniho elektrolytu)
Vv pfitomnosti 0,2 M Britton-Robinsonova pufru (pH 7,4) pomoci metod CV a SWV. Vsechny
vysledky elektrochemickych analyz flavonolignant jsou uvedeny v kapitole 10 Ptilohy.

Silybin adsorbovany na povrchu PGE poskytuje v podminkach ex situ i in situ dva oxida¢ni
piky. S vyuzitim obou metod pii pH 7,4 je potencial prvniho piku (Epi) pozorovan vzdy kolem
hodnoty +0,5 V. Ep, pak odpovida hodnoté +0,8 V. CV A SWV silybinu v podminkach ex situ
ukazuje obrazek 14. Na obrazku 15 jsou ukazany voltamogramy silybinu za podminek méfeni in
situ. Pik 1 je spojen s oxidaci OH skupiny v poloze C-20 na kruhu E. Pik 2 u silybinu a pik 3 u 2,3-
dehydrosilybinu byl namé&fen pii ptiblizné stejnych hodnotach potencialu. Oba uvedené piky jsou
pravdépodobné spojeny S oxidaci hydroxylové skupiny (¢i hydroxylovych skupin) resorcinolového
kruhu A. Nejnizsi naméteny oxidacni potencial silybinu Ep; +0,518 V koresponduje s jeho relativné
nizkou antioxida¢ni kapacitou. Na obr. 16 je mozné vidét tfi voltametrické oxidacni piky, které
vykazuje v podminkach ex situ flavonolignan 2,3-dehydrosilybin. Obrazek 17 znazoriuje vysledky
in situ elektrochemické méteni 2,3-dehydrosilybinu. Pik 1 pfi hodnoté Ep; +0,3 V souvisi s oxidaci
C-3 hydroxylové skupiny na kruhu C. V zavislosti na velikosti potencialu Ep; naméteného pomoci
SWV lze 2,3-dehydrosilybin povazovat za relativné ucinny antioxidant. Pik 2 u DHSB odpovida
podobné jako pik 1 u SB oxidaci hydroxylové skupiny C-20. Metoda cyklické voltametrie nebyla
pii stanoveni ptesné hodnoty Ep; tak citliva jako metoda voltametrie s vkladanym pravothlym
napétim. Grafické znazornéni ex situ voltamogramu silychristinu ukazuje obrazek 18. Na obrazku
19 jsou uvedeny CV a SWV voltamogramy silychristinu v podminkach in situ. Pro silychristin byly
za in situ podminek naméfeny obéma metodami tii piky. Pik 1 silychristinu se pohybuje
vV hodnotach kolem +0,5 V, coz poukazuje na oxidaci hydroxylové skupiny C-20 v aromatickém
kruhu E. 2,3-dehydrosilychristin vykazuje pii elektrochemickém méteni celkem cCtyii piky, které
byly nejdetailn€ji naméfeny v podmikach ex situ metodou SWV. Ex situ voltamogramy pro 2,3-
dehydrosilychristin  jsou ukazany na obrazku 20. Obrazek 21 znazoriuje méfeni 2,3-
dehydrosilychristinu v podminkach in situ. Ep; 2,3-dehydrosilychristinu byl naméfen v hodnotach
okolo +0,3 V, coz poukazuje na to, Ze vykazuje vyrazné vyssi antioxidac¢ni kapacitu nez silychristin.
Ve srovnani s ostatnimi flavonolignany se jevi za danych experimentalnich podminek jako nejlepsi
antioxidant. CV i SWV voltamogramy silydianinu v podminkach ex situ jsou zobrazeny na obrazku

22. In situ voltamogramy znazoriuje obrazek 23. Z anodického piku 1 silydianinu v hodnoté +0,4
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V mizeme opét usoudit na jeho antioxidacni kapacitu. Lze predpokladat, ze Ep; silydianinu souvisi
s oxidaci hydroxylové skupiny C-20 aromatického kruhu E. Pro 2,3-dehydrosilydianin byly
zméfeny dva piky pfi oxidac¢nich potencialech Ep; +0,4 V a Ep, +0,8 V. Na obrazku 24 jsou
znazornény ex Situ voltamogramy. Obrazek 25 pak graficky znazoriiuje voltametrické méfeni 2,3-
dehydrosilydianinu v podminkach in situ. Velikosti oxida¢nich potencialti vSech flavonolignant

métenych metodou cyklické voltametrie v podminkach ex situ jsou ukazany v tabulce 7.

Tab. 7 — Oxida¢ni potencialy flavonolignanti v podmikach ex situ pti pH 7.4, cyklicka voltametrie.

Flavonolignan Sumarni  Molekulova Ep; (V) Ep2(V) Eps(V) Eps(V) Antioxidaéni
vzorec hmotnost ucinek
silybin CasH22019 482,44 0,518 0,850 ™
2,3-dehydrosilybin CasHp0019 480,44 0,366 0,509 0,840 "M
silychristin CasH2010 482,12 0,493 0,594 0,853 ™
2,3-dehydrosilychristin  CysH2050 480,10 0,343 0,500 0,703 0,869 "M
silydianin CxsH2019 482,12 0,421 0,850 ™"
2,3-dehydrosilydianin = CysHz0019 480,44 0,412 0,895 ™1

Naméfené oxidacni potencialy flavonolignant voltametrickou metodou s vkladanym

pravouhlym napétim v podminkach ex situ znazornuje tabulka 8.

Tab. 8 — Velikosti oxida¢nich potencialti flavonolignantt v ex situ podminkach pii pH 7,4,
voltametrie s vkladanym pravouhlym napétim.

Flavonolignan Epi (V) Ep. (V) Eps(V) Eps(V) Sila antioxidace
silybin 0,528 0,830 ™"
2,3-dehydrosilybin 0,327 0,537 0,811 M

silychristin 0,480 0,631 0,873 ™"
2,3-dehydrosilychristin 0,330 0,562 0,680 0,910 MM

silydianin 0,433 0,853 ™"
2,3-dehydrosilydianin 0,410 0,874 ™

Ep — potencial oxidace, vysledné hodnoty Ep1,Ep,, Eps, Eps — naméfeny tfi rlizné hodnoty pro kazdy oxidacni pik —
pramér téchto hodnot — vysledna hodnota Ep;,Ep,, Eps, Eps
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Reaktivita a antioxida¢ni vlastnosti studovanych latek jsou odvozovany z velikosti
potencialu prvniho oxidaéniho piku v prvnim anodickém skenu.

S vyuzitim elektrochemickych a elektroforetickych metod byly déale studovany prooxidacni
efekty flavonolignant a jejich interakce s DNA. Pomoci gelové elektroforézy jsou separovany a
analyzovany makromolekuly (DNA, RNA a proteiny) v zavislosti na jejich velikosti. Pro studium
prooxidacnich efektti flavonolignani byly vytvoifeny komplexy flavonolignan/kov. Po inkubaci
komplexti s DNA v pfitomnosti ¢i absenci peroxidu vodiku bylo poSkozeni DNA analyzovéano
pomoci PAGE a ex situ voltametrie s vkladanym pravouhlym napétim. Vysledky demonstruji, ze
vytvotrené komplexy zplsobuji fragmentaci DNA. Pfitomnost sérového albuminu striktné potlacuje
DNA poskozujici efekty. Prooxidacni efekty vSech Sesti vytvofenych komplext Fe-flavonolignan
byly porovnany s prooxidatnim efektem Fe®* za pfitomnosti H,O, (Fentonova reakce). Graf 1
ukazuje procentudlni tbytek nativni DNA po provedeni PAGE vlivem Fe a H,O,. Prvni sloupec
grafu zobrazuje 100% nativni DNA. Ve druhém sloupci je DNA ve vazbé s zelezem. Samotny kov
nema na fragmentaci DNA témé&f Zadny efekt. Stejné tak nema samotny peroxid vodiku na DNA
fragmenta¢ni ¢inky, jak je mozno vidét ve tfetim sloupci. Ctvrty sloupec zobrazuje Fentonovu

reakci, pti které dochazi k tvorbé hydroxylovych radikald a Giplné degradaci DNA.

Graf 1 — Procentualni tbytek nativni DNA po vytvofeni komplexit DNA s Fe®*"a H,0,.
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V nasledujicich grafech a obrazcich je ukazana interakce vsech komplext flavonolignani/Fe
s DNA. Grafickd znazornéni zobrazuji rovnéz chybové useCky ze smérodatnych odchylek vsech
méteni. V prvnich a ctvrtych sloupcich vSech grafti je detekovéna interakce vytvoireného komplexu
flavonolignanu a kovu s DNA. Komplexy flavonolignanu a kovu byly v experimentu vyuzity jako
kontroly. Pozorovani prooxidacnich uc¢inki komplexi na DNA v nepiitomnosti H,O, vyzaduje
interakci v del$im c¢asovém intervalu. Proto byly studovany prooxidacni ucinky flavonolignani
Vv ptitomnosti H,O, Za piitomnosti H,O, je prooxida¢ni efekt komplexi vyznamné usnadnén.
Druhé a paté sloupce poukazuji na interakci vytvorené¢ho komplexu s DNA Vv pfitomnosti peroxidu
vodiku. Tieti a Sesté sloupce demonstruji protektivni ucinek BSA. V pfitomnosti BSA je
prooxida¢ni efekt Fe-komplext flavonolignant vyrazné potla¢en. Obrazek 13 zobrazuje gel po
elektroforetické separaci DNA po inkubaci s komplexy silybinu/Fe a 2,3-dehydrosilybinu/Fe, ktery
byl nasledn¢ vyhodnocen i graficky. V legend¢ pod obrazkem lze vidét potradi jednotlivych vzorkl
aplikovanych do PAA gelu. Kazdy komplex byl do gelu aplikovan 2x. Svétly prouzek (jamka 4) u
pozitivni kontroly demonstruje Fentonovu reakci, pfi niz dochazi k Gplné degradaci DNA. Dalsi
svétlé prouzky (jamky 6, 9) poukazuji na poskozenou DNA vlivem pasobeni komplexu silybinu/Fe
a 2,3-dehydrosilybinu/Fe (jamka 12) a H,O..

Obr. 13 - Vizualizace gelu po elektroforetické separaci komplex silybinu/Fe a 2,3-
dehydrosilybinu/Fe v pfitomnosti a absenci H,O,.

1 2 3 4 567 8 910 11 12 13

Legenda: 1) DNA 2) DNA+ Fe** 3) DNA+ H,0; 4) DNA+ H,0; + Fe** 5) DNA+ SB + Fe 6) DNA
+ SB + Fe + H,0, 7) DNA + SB + Fe + H,0, + BSA 8) DNA+ SB + Fe 9) DNA + SB + Fe + H,0,
10) DNA + SB + Fe + H,0, + BSA 11) DNA + DHSB + Fe 12) DNA + DHSB + Fe + H,0, 13)
DNA + DHSB + Fe + H,0, + BSA

Graf 2 znazoriiuje prooxidacni efekty komplext silybinu a 2,3-dehydrosilybinu s kovem.
Z grafu (sloupce dva a pét) vyplyvd, Ze komplex silybinu vykazuje v pfitomnosti HoO, vyssi
prooxida¢ni ucinky nez komplex 2,3-dehydrosilybinu s Fe. Nizsi prooxida¢ni G¢inky komplexu
dehydrosilybinu/Fe mohou souviset s jeho vyssi antioxida¢ni kapacitou popt. niz$i rozpustnosti ve
vodném prostiedi. Prooxidacni u¢inky komplexu silybinu/Fe na DNA byly vlivem sérového

albuminu potlac¢eny vyraznéji nez u komplexu dehydrosilybinu/Fe.
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Graf 2 — Grafické znazornéni elektroforetické detekce DNA po inkubaci s Fe-komplexy silybinu a
2,3-dehydrosilybinu.
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Elektroforetické separace ostatnich flavonolignant jsou vyjadieny pouze graficky. V grafu 3
lze vidét interakci komplexu silychristinu/Fe a 2,3-dehydrosilychristinu/Fe s DNA. Prvni a étvrty
sloupec zobrazuje efekt komplexu silychristinu a 2,3-dehydrosilychristinu na DNA. Ze srovnani
sloupcii dva a pét vyplyva, Ze silychristin vykazuje v pfitomnosti HyO, nepatrné niz$i prooxidacni
ucinky na DNA nez 2,3-dehydrosilychristin. Protektivni u¢inky BSA jsou patrnéjsi v pfipadé 2,3-
dehydrosilychristinu.
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Graf 3 — Grafické znazornéni -elektroforetické detekce DNA po interakci s komplexy
silychristinu/Fe a 2,3-dehydrosilychristinu/Fe.
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Graf 4 zobrazuje prooxidacni G¢inky komplexi silydianinu a 2,3-dehydrosilydianinu na
DNA. Prvni sloupec zobrazuje interakci komplexu silydianiu/Fe s DNA. Ctvrty sloupec zobrazuje
interakci komplexu 2,3-dehydrosilydianiu/Fe s DNA. Fe-komplex silydianinu ma vétsi poskozujici
ucinky na DNA nez Fe-komplex 2,3-dehydrosilydianinu, jak je mozné vidét ze srovnani sloupci
dva a pét. Nizsi prooxidacni efekt komplexu 2,3-dehydrosilydianinu/Fe miize souviset s jeho vyssi
antioxida¢ni kapacitou. Prooxida¢ni G¢inky komplexu silydianinu/Fe na DNA byly vlivem BSA

potlaceny vyrazné&ji nez u komplexu 2,3-dehydrosilydianin/Fe.
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Graf 4 — Grafické znazornéni elektroforetické detekce DNA po puisobeni komplext silydianinu/Fe a

2,3-dehydrosilydianinu/Fe.

Nativni DNA (%)

120

100

80

60

40

20

DNA+SD+Fe

DNA+SD+Fe
+ HZO2

DNA+SD+Fe
+H,0,+BSA

DNA+DHSD+Fe

DNA+DHSD
+Fe+H202

Ll

DNA+DHSD+Fe
+H,0,+BSA

37




6. DISKUSE

Pro analyzu oxidace flavonolignant SB, DHSB, SCH, DHSCH, SD, DHSD byly
zkonstruovany elektrody z pyrolytického grafitu. S vyuzitim metody CV a SWV byla zkoumana
schopnost podléhat oxidaci u vSech flavonolignanti v podminkach ex situ a in situ pii pH 7,4 a
jejich interakce s DNA. Elektrochemicka analyza flavonolignani v podminkach ex situ metodami
CV a SWV voltametrie poukazovala na téméi shodn¢ naméfené hodnoty oxidacnich potencialti u
vSech flavonolignant. Vysledné oxida¢ni potencialy se lisily v fadu jednotek ¢i desitek mV, coz je
v souladu s jiz dfive publikovanymi vysledky (Zatloukalova a kol. 2011).

Zatloukalova a kol. provedli v roce 2011 elektrochemickou analyzu silybinu a jeho derivata
(2,3-dehydrosilybin, 7-O-methylsilybin, 20-O-methylsilybin a isosilybin) s vyuzitim stejnych
voltametrickych metod v podminkach ex situ. Vysledky naznacuji, ze jednim z prvnich oxida¢nich
kroku je oxidace hydroxylové skupiny C-20 a to u vSech doposud analyzovanych flavonolignant.
V piipad€ 2,3-dehydroderivati podléha nejprve oxidaci vzdy hydroxylova skupina C-3. Vysledky
publikované Zatloukalovou a kol. (2011) jsou v dobrém souladu s vysledky uvedenymi v této
diplomové praci.

Elektrochemicka analyza oxidace vSech vySetfovanych flavonolignanti podporovana
polyakrylamidovou gelovou elektroforézou naznauje, Ze 2,3-dehydroderivaty jsou snadnégji
oxidovany a jsou reaktivngjsi. 2,3-Dehydroderivaty vykazovaly vy$si antioxidacni kapacitu a nizsi
prooxidaéni Gcinky nez flavonolignany SB, SCH a SD. Ze vSech modelovych 2,3-dehydroderivatt
vykazoval nejvyssi antioxidacni potencial DHSCH, ktery se oxidoval pfi potencialu kolem +0,3 V.
Pro studium interakce flavonolignani s DNA byly vytvofeny komplexy flavonolignani s Fe dle
modifikované metodiky Zatloukalova a kol. (2011). PoSkozujici uc¢inky vytvorenych komplexi na
DNA byly pozorovany v ptitomnosti HyO,. Zatloukalovi a kol. studovali v roce 2011 interakci
flavonolignanii SB a DHSB s DNA v piitomnosti Cu?* a H,0,, Gharagozloo a kol. provedli v roce
2008 studii prooxidacnich G¢inkd komplexu Fe-SB na bunééném modelu in vitro. Tyto vysledky
pak byly srovnany s ucinky léciva desferrioxaminu, vyznacujici se vysokou schopnosti vazat
zelezo. Vysledky vyse uvedené jednoznacné potvrzuji, ze flavonolignany jsou schopny asociovat s
Cu a Fe ionty a po interakci s DNA navozovat jeji poSkozeni, které je za vhodné zvolenych
podminek podobného rozsahu jako samotna Fentonova reakce.

Kvili nizké biologické dostupnosti byly pfipraveny rtizné¢ modifikované flavonolignany,
napt. konjugaty s kyselinou gallovou, a ty byly zkoumany podobnymi experimentalnimi pfistupy
jako zde v této diplomové praci. Vacek a kol. vroce 2013 publikovali studii zaméfenou na
antioxidacni a prooxidac¢ni ucinek semisynteticky pfipraveného flavonolignanu 7-O-galloylsilybinu
(7-GSB). Pro studium prooxidaénich vlastnosti 7-GSB byl vytvoren komplex s Cu?*. Pomoci
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elektrochemickych metod bylo zjisténo, ze 7-GSB vykazuje vyznamné vyssi antioxidaéni kapacitu
nez SB.

Uvedené vysledky naznacuji, ze biologicka aktivita flavonolignanii, ktera je asociovana
S jejich antioxida¢nim ¢i prooxida¢nim ucinkem muze byt dulezitym parametrem pii interpretaci

komplexniho ucinku téchto latek v organismu (Vacek a kol. 2013).
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7. ZAVER

Pro studium reaktivity flavonolignanti a jejich interakce s DNA byly zkonstruovéany elektrody z

pyrolytického grafitu.

Ve vodném prostiedi pii pH 7,4 byl studovan mechanismus oxidace flavonolignani (SB, DHSB,
SCH, DHSCH, SD, DHSD) a jejich interakce s DNA.

Pro elektrochemickou analyzu flavonolignanti byly vyuzity metody CV a SWYV, které byly

provedeny v podminkach ex situ a in situ.

Pro studium interakce flavonolignani s DNA byly vytvofeny komplexy flavonolignan/Fe (v

stechiometrickém poméru 2:1) v prostiedi 0,2 M NaCl.

Prooxidaéni u¢inky Fe-flavonolignanovych komplext byly studovany v ptfitomnosti a absenci H,0,

pomoci elektrochemickych a elektroforetickych metod.
Bylo prokazano, ze 2,3-dehydroderivaty (DHSCH, DHSB, DHSD) se oxiduji pfi niZsich
potencialech (~300 mV) nez-1i samotny SB, SD a SCH. Z uvedeného mizeme usuzovat, ze 2,3-

dehydroderivaty jsou efektivnéjSimi antioxidanty nez parentni latky.

Z elektrochemickych analyz flavonolignanti vyplyva, Ze nejvyssi antioxidac¢ni kapacitu pii pH 7,4
vykazuje 2,3-dehydrosilychristin (Ep: = 0,330 V).

v

ma silybin a silydianin.
Prooxidacni efekty 1ze vyznamné potladit v pfitomnosti albuminu.

Dosazené vysledky mohou byt v budoucnosti vyuZity pro dalsi vyzkum reaktivity flavonolignanii a

jejich interakei s biopolymery jako jsou DNA, proteiny a lipidy.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BR 7,4 = Britton- Robinsonuv pufr pH 7,4

BSA = hovézi sérovy albumin

CPE = uhlikova pastova elektroda

CV = cyklicka voltametrie

CWE = uhlikova voskova elektroda

DHSB = dehydrosilybin

DHSCH = dehydrosilychristin

DHSD = dehydrosilydianin

DNA = deoxyribonukleova kyselina

DME = kapajici rtutova elektroda

DPV = diferen¢ni pulzni voltametrie

EDTA = ethylendiamintetraoctova kyselina

GCE = elektroda ze skelné¢ho uhliku

HMDE = visici rtut'ova kapkova elektroda

LSV = voltametrie s linearnim skenem

MFE = rtutova filmova elektroda

ODN = oligonukleotid

PAA = polyakrylamid

PAGE = elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
PGE = elektroda z pyrolytického grafitu

PIGE = parafinem impregnovana grafitova elektroda
ROS = reaktivni formy kysliku

RVCE = elektroda ze sitovaného skelné¢ho uhliku
SB =silybin

SCE = nasycena kalomelova elektroda

SCH =silychristin

SD =silydianin

SWYV = voltametrie s vkladanym pravouhlym napétim
TBE = tris-borat-EDTA

TRIS = tris(hydroxymetyl)aminometan
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10. PRILOHY

Obr. 14 — CV a SWV voltamogramy silybinu v podminkach ex situ pii pH 7,4.
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Obr. 15 — CV a SWV voltamogramy silybinu v podminkach in situ pii pH 7,4.
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Obr. 16 — CV a SWV voltamogramy 2,3-dehydrosilybinu v podminkach ex situ pii pH 7,4.
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Obr. 17 — CV a SWV voltamogramy 2,3-dehydrosilybinu v podminkach in situ pti pH 7,4.
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Obr. 18 — CV a SWYV voltamogramy silychristinu v podminkach ex situ pti pH 7.4.
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Obr. 19 — CV a SWV voltamogramy silychristinu v podminkach in situ pii pH 7.4.
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Obr. 20 — CV a SWV voltamogramy 2,3-dehydrosilychristinu v podminkach ex situ pii pH 7.4.
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Obr. 21 — CV a SWV voltamogramy 2,3-dehydrosilychristinu v podminkach in situ pii pH 7.,4.
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Obr. 22 — CV a SWV voltamogramy silydianinu v podminkach ex situ pii pH 7,4.
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Obr. 23 — CV a SWV voltamogramy silydianinu v podminkach in situ pti pH 7,4.
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Obr. 24 — CV a SWV voltamogramy 2,3-dehydrosilydianinu v podminkach ex situ pti pH 7,4.
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Obr. 25 — CV a SWV voltamogramy 2,3-dehydrosilydianinu v podminkach in situ pti pH 7,4.
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