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Souhrn

Habilitacni prace predstavuje interdisciplindrni pohled na vliv vyZivy sportovcld a
koktejlového efektu biologicky aktivnich latek na sportovni vykon a lidské zdravi. Prolind se
zde nauka o slozkach stravy a jeji vliv na zdravi a vykon sportovcli s moZnosti
instrumentalniho pristupu k experimentalnimu pozndvani moznych interakci sloZzek potravy
jako jsou biologicky aktivni latky v ni obsazené. V praci je stru¢né popsdno zafizeni a jeho
princip, pomoci kterého je moiné experimentdlné tyto interakce studovat. Podrobné
informace k zafizeni je mozné najit v pfilozenych impaktfaktorovych publikacich a patentu
autorky. Dalsi ¢ast prace se kratce vénuje interakcim nékterych toxickych biologicky aktivnich
latek, jako jsou pesticidy a nékteré esencidlni prvky, které jsou rovnéz autorkou podrobné
popsany v pfilozenych impaktfaktorovych publikacich. Zavérec¢na ¢ast prace tvofi pripadova
studie predstavujici konkrétni vyuzZiti instrumentdlniho pfistupu ke studiu interakci
resveratrolu (diskutovaného antioxidantu) s tebukonazolem (druhym nejpouzivané;jsim

pesticidem v Evropé) a médi (esencidlnim vs. rizikovym prvkem).

Znalost a pochopeni slozitych vztahl biologicky aktivnich latek pfitomnych v potravinach,
kam nepatfi pouze zdravi prospésné latky, ale také latky potencialné lidskému zdravi
nebezpecné a toxické, patfi mezi vyzvy, které jsou polozeny k feSeni soucasné védeé.
Problematika se da resit na nékolika uUrovnich, které se vzajemné prolinaji, dopliuji a
podporuji. Jednou z moznosti je studovat tyto interakce na molekuldrni Urovni pomoci
instrumentalnich fyzikdlné-chemickych metod. Moderni pojeti této discipliny pfijalo nazev
»,biomimetika“, ktery v sobé pfedznamenava, Ze se védci snazi néjakym zplisobem napodobit
déje probihajici v pfirodé (v organismu) za pomérné nesnadno definovanych podminek a
prenést je (ex situ) do kontrolovanych podminek instrumentdlnich metod. Snazi se tedy
pavodni systém zjednodusit tak, aby bylo mozné studovat jednotlivé reakce a interakce
separatné a pochopit jejich specifika, zakonitosti a mechanismy na molekuldrni drovni, které

se pak nasledné snazi davat do SirSich souvislosti.

Predlozend habilita¢ni prace se zabyvda moZnostmi spojeni elektrochemickych metod
s hmotnostné spektrometrickymi pro studium ,biomimetickych” pfemén biologicky aktivnich
latek (které jsou soucasti potravinovych suplementl) pouzitelnych ve sportovni vyzivé.

Modelovou biologicky aktivni latkou je v této praci resveratrol, ktery je poslednich 40 let



stfidavé povazZovan za vselék a stfidavé oznaCovan za podvod. Resveratrol je latka
povazovana mnoha autory jako antioxidant, ktery se bézné vyskytuje nejen ve viné, ale Ize
jej zakoupit i ve formé kapsli jako doporucovany prostfedek proti starnuti, kardiovaskularnim
chorobam, infekcim, rakoviné a dalSim lidskym neduhlm. Ve sportovni vyZivé se pouziva
k zmirnéni negativnich dopadd zvyseného metabolismu souvisejiciho se zvySenym
mnozstvim volnych radikdlG. Resveratrol by tedy mél sniZovat posSkozeni svalu, snizovat
Unavu a pozitivné podporovat imunitni systém. Autorka se pomoci nové navrzeného a
zkonstruovaného on-line spojeni elektrochemické cely s hmotnostnim spektrometrem snazi
studovat moZné interakce resveratrolu jak samotného, tak v pfitomnosti médi, nebo velmi
rozSireného (ve viné témeér vidy pritomného) fungicidu tebukonazolu. V praci je
zjednoduSené popsana konstrukce elektrochemické cely (podrobnosti Ize nalézt
v pfilozeném patentu), princip jejiho fungovani (vice v pfilozenych impaktovanych

publikacich) a mozné aplikace na pfikladu interakci resveratrolu, tebukonazolu a médi.

Prezentované vybrané vysledky v pripadové studii se opiraji predevsim o experimenty
provadéné pomoci spojeni elektrochemické cely s hmotnostnim spektrometrem, o
experimenty provadéné pouze v elektrospreji s hmotnostnim spektrometrem a také o data
ziskand z vypocletnich metod. Vétsina vysledkl zde uvedenych byla publikovana
v impaktovanych casopisech, patentovana, nebo je pfipravovana k brzké publikaci. Vysledky

byly interpretovany jako mozné molekuldrni mechanismy reakci.

Pokud je resveratrol v systému pritomen sdm (pouze v rozpoustédle), ma tendenci se
chovat skute¢né jako antioxidant, vytvafi dvé deprotonované formy (deprotonovany
resveratrol a jeho dimer). V pfitomnosti médnatého kationtu vSak dochazi k tvorbé radikalu
resveratrolu, ktery se chovd jako pro-oxidant. Zajimavé zjisténi pfinesly studie studujici
interakce resveratrolu stebukonazolem, ze kterych vyplyvd, Ze interakce tebukonazolu
s resveratrolem ma stabilizacni ucinek na jeho (resveratrolu) antioxidacni schopnosti. Déle
pfitomny tebukonazol diky své enormni afinité vici kationtlim médi tvofi s médi komplexy,
¢imZz vyznamné snizuje riziko interakce médnatych kationtl s resveratrolem. Dale
tebukonazol tvofi sresveratrolem dimerni komplex, ktery jiz s médnatym kationtem
nereaguje, aby poskytoval redukovanou (pro-oxidacni) formu resveratrolu. Ztoho plyne

v

ponékud rozpacité zjisténi, Zze pritomnost fungicidu (ve viné) nemusi mit pouze negativni

Ve

ucinek na lidské zdravi.



Je jasné, Ze celad problematika chovani biologicky aktivnich latek v Zivotnim prostfedi a
potazmo v lidském organismu rozhodné neni problémem trividlnim. Vzajemné interakce
biologicky aktivnich latek (souborné nazyvané ,koktejlovy efekt”) jsou bezpochyby jednou
z nejvyznamnéjsich vyzev pro soucasnou védu. Pravé pochopeni ,koktejlového efektu” je
klicem ke sprdvnému ordinovani nejen potravinovych suplementt, ale i celé rady |éciv.
Stojime pred fadou otadzek tykajicich se napt. rizné ucinnosti stejné 1éCby na rlizné pacienty,
razné miry efektu suplementace podplrnymi latkami pfi stejném ddvkovani apod., jejich
zodpovézeni lezi pravé ve vzdjemné interakci (soucinnosti) mnoha latek, které Ize
v soucasnosti jen stézi dokonale popsat. V pfipadé resveratrolu a jinych ,vSelékd” se jejich
studiem zabyva celd rada védeckych pracovist po celém svété, proto tato mravendi prace,
ktera vyzaduje znalosti z mnoha oborl a spolupraci celé fady odbornikd, jisté v budoucnu
pfinese své vysledky, které budou vyuZitelné i pro SirSi vefejnost. Autorka v této souvislosti
doufd, Ze navriend metoda vyuzivajici spojeni elektrochemickych metod s hmotnostné

Ve

spektrometrickymi najde své Sirsi uplatnéni.
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Summary

Knowledge and understanding of the complex relationships of biologically active
substances, which include food supplements used in sports nutrition, among the challenges
that are put to solving contemporary science. The issue can be addressed at several levels,
which are interconnected, complemental and supporting to each other. One possibility is to
study these interactions at the molecular level by instrumental physico-chemical methods.
The modern conception of this discipline adopted the name "biomimetics", which in itself
anticipates that scientists are trying to somehow simulate the processes occurring in the
nature (in the body) under relatively difficult conditions defined for transfer (ex situ) in
controlled conditions of instrumental methods. It aspires to simplify the original system to
individual reactions, which studies can clarified interactions separately and understand their
specificity, regularities and mechanisms at the molecular level. Later the knowledge has to

be put in a broader context.

Submitted habilitation thesis focuses on the connection of electrochemical methods with
mass spectrometric studies for "biomimetic" transformation of dietary supplements useful
in sports nutrition. In this work resveratrol is the model food supplement, which is 40 years
alternately regarded as a panacea, alternately described as a scam. Resveratrol is a
substance which is considered by many authors as an anti-oxidant that normally occurs e.g.
in wine, but can be purchased in the form of capsules as recommended prevention to aging,
cardiovascular diseases, infections, cancer and other human ailments. In sports nutrition is
being used to potentially mitigate the negative effects of increased metabolism associated
with increased amounts of free radicals, which is typical for intensive exercise. Resveratrol
should therefore reduce muscle damage, reduce fatigue and positively support the immune
system. The author is using a newly designed and constructed on-line connection of
electrochemical cell with a mass spectrometer trying to study the possible interaction of
resveratrol itself and in the presence of copper or widespread (in wine almost always
present) fungicide tebuconazole. In the work is described the simplified design of the
electrochemical cell (details can be found in the attached patent), the principle of its
operation (see the accompanying impact factor publications) and the possible applications

on the example of the interaction of resveratrol, tebuconazole and copper.
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Presented selected data in the key work is primarily based on the experiments
conducted using a combination of electrochemical cell with a mass spectrometer, on the
experiments conducted by mass spectrometry and also on the data provided by
computational methods. Most of the results listed here were published in journals, patented
or is being prepared for prompt publication. The results were interpreted as possible

molecular mechanisms of reactions.

If only resveratrol is present in the system (in solvent only) it tends to act effectively as
an anti-oxidant creates two deprotonated forms (deprotonated resveratrol and its dimer). In
the presence of copper cations, however, leads to the formation of a radical which acts as a
pro-oxidant. Interesting findings yielded studies studying interactions of resveratrol and
tebuconazole (with/without the presence of copper). The enormous affinity of tebuconazole
to copper is responcible for capturing of majory present copper. Moreover tebuconazole
creates with resveratrol a dimer aduct, whcich is resisted to reactions with copper; thera are
no available places for binding of copper. Hence embarrassing discovery that the presence of

the fungicide (in wine) may not only has negative effects on human health.

It is clear that the whole issue of the behavior of biologically active substances in the
environment and consequently in the human body is definitely not a trivial problem.
Interactions of biologically active substances collectively called "cocktail effect" are
undoubtedly one of the most important challenges for modern science. Just understanding
the "cocktail effect" is the key to the right administration of not only the dietary
supplements, but also of a whole range of drugs. We are faced with a number of questions
concerning e.g., various efficiency for equal treatment for different patients, different
degrees of effect of supplementation supportive components at the same dose, etc. Their
answer lies just in the interactions (synergy) of many substances which can be currently
hardly described perfectly. In the case of resveratrol and other "cure" their study addresses
a number of scientific institutes around the world, so this painstaking work that requires
knowledge of many disciplines and collaboration of a number of experts, certainly in the
future, will bear results that will be useful to the wider public. The author in this context
hopes that the proposed methods using electrochemical methods in combination with mass

spectrometry find their broader application.
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Uvod

Tato habilita¢ni prace se zabyva problematikou pritomnosti biologicky aktivnich latek
(pfedevsim pesticidl a jejich rezidui) v potravinach (i potravinovych suplementech) a jejich
vlivu na lidské zdravi i sportovni vykon prostfednictvim jejich plsobeni na nékteré
biochemické pochody. Autorka této habilitaéni prace se hlasi k odkazu Hippokratovy
myslenky: ,Necht jidlo je tvdj Iék a strava bude tvou medicinou” (Cibus esse medicinae,

medicina sint vobis in escam).

Pokud ma byt nasSe strava zdroven nasim Iékem, je tfeba chapat jak ucinek jednotlivych
slozek stravy, tak se i pokousSet chdpat jejich vzajemné interakce a téZ interakce
s ptirozenymi slozkami lidského organismu, a to na molekularni, bunécné, ¢i orgdnové
urovni. Specidlni odvétvi nauky o vyZivé je vyziva sportovni, kde ma Uprava sloZeni stravy, Ci
zarazeni nékterych jejich slozek do jidelnicku, zvysit vykon sportovcl daného zaméreni,
predejit pretrénovani, nebo zvladnout naro¢nou pfipravu, urychlit tréninkovou adaptaci,
nebo zmirnit negativni dopady na zdravi (vrcholovych) sportovcl apod. Vliv sloZeni stravy je
¢asto diskutovan ve vztahu ke sportovnimu vykonu, pricemz az 80 % celkové vykonnosti a
zdravi jedince se odviji od sloZeni pfijimané stravy. V této diskusi je vSak opomijen vliv
prfitomnych xenobiotickych latek. Koncentrace téchto nezddoucich latek s biologickymi
ucinky se ¢asto pohybuji v fadech srovnatelnych s koncentraci stopovych prvka a latek (napf.
vitaminU, esencialnich prvkd). Jejich koncentrace je sice omezena legislativné danymi limity,
avdak neni bran v Gvahu , koktejlovy” a pfipadny synergicky efekt téchto latek. Casto jsou
totiz producenty potravin tyto limity obchazeny tim, Ze misto jednoho pesticidu je pouzito
nékolik pesticidli se stejnym uclinkem; predepsané limity pro jednotlivé pesticidy tedy
zUstanou neprekroceny, ale jejich celkovy ucinek nejen, Ze vyznamné narusi/ovlivni

biochemické pochody, ale mizZe vést i k pomérné zadvaznym porucham.

Sportovni vyzZiva je vsoucasné chvili velmi potencidlni soucasti védniho oboru
kinantropologie (o pohybu clovéka), kterd se dosud prevainé formuje na empirickych
zdkladech. Tato prace se pokousi o molekularni pohled na aktivitu (reaktivitu) vybranych
biologicky aktivnich latek a moZnosti experimentdlniho studia vlivu slozek stravy na lidsky
organismus. Dlraz je kladen zejména na vliv nezddoucich xenobiotickych latek pritomnych

v potravinach, jako jsou pesticidy, ale i pripadné Zadouci latky jako je napf. resveratrol.
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Autorka si uvédomuje, Ze potrava je z(bio)chemického hlediska nehomogenni a
mnohoslozkova, proto je pfi studovani vlivu jejiho sloZeni na sportovni vykon i zdravi jedinct
nutno se potykat s mnoha nelehkymi prekazkami, které zahrnuji vznik metabolitd biologicky
aktivnich latek (v uzsim smyslu slova latek s predpokladanym pozitivnim ucéinkem z hlediska
spravné sportovni vyzivy), koktejlovy efekt a dalsi fenomény. Existuje zde znacné riziko, ze
nedostatecné pochopeni vztahl mezi v potravé obsazenymi biologicky aktivnimi latkami a
jejich metabolity mlze byt i fatalni, anebo pfinejmensim nepovede ke kyZzenému pozitivnimu
efektu. Ohledné ucinkd nékterych biologicky aktivnich latek (do kterych patfi vSechny latky,
které néjak katalyzuji biochemické procesy vorganismu (bilkoviny (koenzymy),
(pro)vitaminy, ale i pesticidy, |éCiva, antioxidanty...)) panuje v Siroké verejnosti celd fada
mytl a polopravd. Z téchto dlvodU se tato habilitac¢ni prace pokousi (i) shrnout negativni
ucinky pritomnosti pesticidd v potravé, (ii) kriticky zhodnotit predevsim prinos aktudlné
velmi popularni molekuly resveratrolu a také (iii) priblizit instrumentalni metodu slouZici k ex
situ simulovani (mimikovani) reakci biologicky aktivnich latek a pfispét ke studiu interakci
biologicky aktivnich latek na molekularni Urovni. V praci je popsano elektrochemické
zatizeni, jehoz je autorka hlavnim navrhovatelem i konstruktérem, které po zapojeni pred
hmotnostni spektrometr umoziuje studovat redoxni reakce vybranych chemickych latek
(potencidlni premény biologicky aktivnich latek) a detekovat jejich potenciadlni metabolity.
Tento fyzikdlné chemicky pfistup mlize pomérné rychlym, levnym a efektivnim zplsobem
napomoci zkoumat velmi slozité biochemické vztahy (reakce, interakce, sorpce a dalsi), které
mohou nastat po pozZiti potravy obsahujici biologicky aktivni latku/y. Autorka si uvédomuije,
Ze se jednd o jeden z mozinych pfistupl ke studiu vlivu sloZzek potravy na lidské zdravi a
fitness, pficemz pouze komplexni pfistup kombinujici in vivo, in vitro a experimentalni ex situ
pfistupy a vypocétovou chemii mohou podat komplexnéjsi a pravdivéjsi pohled na

problematiku.

Prace se opird o vlastni ¢esky patent a 14 ¢lank( publikovanych vimpaktfaktorovych
Casopisech a dalSich publikacich. Vysledky vyuZzité v praci byly castecné ziskany s financni
podporou grantu GACR €. 13-21409-P, grantu UOCHB AV CR, v.v.i. €. 2012/82 a grantu GAUK
¢. 134215.

Habilitacni prace se soustfedi na charakterizovani jednotlivych sloZzek potravy z hlediska

vyuziti energie, snadnosti oxidace substratu a rychlosti utilizace energie v souvislosti se
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sportovnim vykonem. Dale je pozornost vénovana popisu plsobeni rizikovych prvkd a
pesticidl v organismu a metabolickym pfeméndm xenobiotickych latek s experimentdalnimi
moznostmi jejich studia. Vyzkumny prinos autorky je zde shrnut do struéného popisu metody
vyuZivajici elektrochemické cely on-line zapojené pred hmotnostni spektrometr, nicméné pro
potfeby habilitacni prace byl tento popis vyrazné zjednodusen, podrobnéjsi popis Ize nalézt
jak v ptilozeném patentu, tak v publikaci v ¢asopisu Electrochimica Acta. Predstavenad
metoda slouzi jako doplnék, ¢&i substituce ndkladnych biochemickych technik a studii
(v pripadé, kdy je jejich provadéni bud nemozné, nebo neetické). Posledni ¢ast habilitacni
prace je vénovana pripadové studii zabyvajici se interakci resveratrolu (,popularni“
antioxidant) stebukonazolem (vCR druhy nejéastéji pouZivany pesticid) v pfitomnosti
médnatych kationtu. Je nutno ovSem zdlrazriovat, Ze se jedna o metodu ex situ, a vysledky
zni plynouci je tfeba (pokud je to mozné) diskutovat a korelovat s daty ziskanymi
zavedenymi biochemickymi studiemi, aby zavéry z nich plynouci mohly byt akceptovany jako
platnd fakta. Je zde nutny kriticky pristup a potifeba neustale klast otazky, protoze simulovani
skutec¢nych biochemickych systému v sobé zahrnuje obecné vétsi pocet aproximaci, které

mohou samotny vysledek studie modifikovat.
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Hypotéza habilitacni prace

Biologicky aktivni latky (vcetné Ilatek toxickych) v potravindch ovliviuji zakladni

metabolické pochody, ¢imZ se projevi (na sportovnim vykonu) v podobé:

(i) nedostatecné (opozdéné) oxidace substratu a s tim souvisejiciho rychlejsiho nastupu

unavy,

(ii) naruseni biosyntézy sterolll vedouci k naruseni rovnovdhy pohlavnich hormond,

zménéného pribéhu stresové reakce a snizenim stability biomembran,

(iii) blokovani prenosu nervového vzruchu predevsim u acetylcholinovych receptort

(napf. nervosvalové ploténce) vedouci aZ ke kifecim, ¢i znehybnéni,

(iv) prodlouzeni otevieni sodikovych kanall béhem akéniho potencidlu (v mozku i na
nervosvalové ploténce, jehoz dlsledkem je prodlouzeni délky akéniho potencidlu a

tim prodlouzeni reakcni doby.

Cile habilitacni prace

Hlavnim cilem bylo vyvinout metodu, ktera by umoZnovala studovat redoxni reakce
vybranych biologicky aktivnich (xenobiotickych) latek ex situ, bez vlivu matrice fyziologického
prostredi, tedy vyuzit vyvijenou elektrochemickou pritokovou celu (EC) kompatibilni pro

zapojeni pred hmotnostni spektrometr s ionizaci elektrosprejem (ESI-MS).

Dalsim cilem bylo shrnout, jaké nezadouci Uéinky maji xenobiotické latky s biologickou
aktivitou na (i) metabolické pochody s ohledem na vyuziti a uvolfiovani energie oxidaci
substratu béhem sportovniho vykonu, (ii) praci svalu na urovni prenosu vzruchu a (iii)
biosyntézu duleZitych komponent biologickych membran (cholesterolu) a hormon(
odvozenych od sterol(, které zasadnim zplsobem ovliviuji metabolismus i stresovou reakci,
¢imz ovliviuji jak rychlost nastupu Unavy béhem sportovniho tréninku, tak i prabéh stresové

reakce béhem zavodu.

16



1 Vyznam vyzivy ve sportu

SloZeni a mnoZstvi stravy zdsadnim zplsobem ovliviiuje jak lidské zdravi, tak i schopnost
podavat fyzické (tedy i sportovni) vykony, tak i nasi intelektualni aktivitu. Dostatecny ptisun
energie je nutnou podminkou kvalitniho sportovniho vykonu (Mandelova a Hrncifikova
2007). Mezi sportujicim a nesportujicim jedincem je pravé nejvétsi rozdil v rozdilné spotfebé
potravy (Neumann et al. 2005). Pokud pomineme fakt, Ze vétSina ,nesportujici“ ceské
populace ma energeticky pfijem potravy vétsi nez vydej, tak podle klice ,vice vydané
energie” = ,vétSi spotfeba potravy” vyplyva, Ze pravé sportovci jsou vice ohrozZeni
vystavenim cizorodym nezadoucim latkdm pfitomnych v potravinach. Svyssi spotfebou
potravin samoziejmé souvisi i vyssi riziko expozice nezaddoucim latkdm v potravinach, proto
vzhledem ke kumulativnimu charakteru vétSiny cizorodych latek v potravindch jsou vice

ohroZeni praveé lidé se zvySenym pfijmem potravy, tedy i sportovci.

Sportovni vyZiva ma plnit Ctyfi zakladni funkce (Clark 2014b): (i) predchazeni
hypoglykemie a zmirnéni jejich pfiznakl (svalova i celkova Unava, zdvraté, rozostiené vidéni
a dalsi), (ii) zklidnéni orexigenniho centra v mozku souvisejici s aktivitou prazdného zaludku,
(iii) vytvoreni dostatecnych zdsob svalového i jaterniho glykogenu a (iv) predejit stresovym
reakcim spojenych s chronickou i akutni podvyzivou, které maji dopad na emocni i mentalni
profil jedince a samoziejmé také (v) zvysit jeho vydrz pfi sportovnim vykonu a oddalit nastup

unavy.

To, Ze je spravnd vyziva u vrcholovych sportovcl zcela zdsadni a je ji pfikladan velky
vyznam, je vSeobecné akceptovano (napf. Fort (2002)). Nicméné spravné sestaveny
jidelnicek je zejména duleZity i pro nevrcholové a rekreacni sportovce a samoziejmé pro déti
a dorost. Dlouhodobé nevhodnd vyziva je pficinou az 60 % rdznych onemocnéni (Foft 2002).
Soucasny obraz zdravi spolecnosti Ize jesté doplnit o fakt, Ze celkovy Zivotni styl spojeny
s fyzickou aktivitou téz zasadnim zplsobem ovliviiuje zdravotni stav jedince a potazmo i celé
populace. Problém znalosti spravné Zivotospravy a zdravého Zivotniho stylu celé populace Ize
v budoucnu vytesit dopliujicimi vzdélavacimi programy jiz na Urovni Skolnich a pfedskolnich
zatizeni. V tomto sméru lze vysledovat konkrétni snahy, napt. projekt Statniho zemédélského

intervenéniho fondu Ovoce a zelenina do Skol je spolufinancovdan Evropskou unii
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(www.ovocedoskol.szif.cz) nebo napf. portal ministerstva zemédélstvi: ,vis, co jis?“, ktery se

vénuje prevenci vzniku Spatnych stravovacich navyku na drovni rodin.

Na druhé strané se bézna pritomnost cizorodych latek v potravinach a potravinovych
suplementech zatim racionalnim zplsobem na narodni Urovni nefeSi. Neni moziné zajistit
vyZivu celé populace pouze pomoci biopotravin. Navzdory rldznym poplasnym zprdvam neni
vétsina potravin dostupnych v Ceské republice zdravi nebezpe¢nd (Hajslova 2015). To ale
neni pripad potravinovych suplementl, kdy podle tvrzeni prof. Jany Hajslové az 2/3
potravinovych suplementd bud obsahuji zdravi nebezpecné latky, nebo obsahuji latky, které
nejsou deklarovany vyrobcem, ¢i neobsahuji ony deklarované latky (HajsSlova a Boburkova

2017).

Také nejsou popsany ucinky vsech legislativou povolenych cizorodych latek k produkci
potravin na urovni jejich molekuldrniho plsobeni a drovni plisobeni na ekosystém. Zejména
problematické je postihnout koktejlovy efekt téchto latek, ¢i synergické plsobeni a jejich
metabolické premény véetné vzniku jejich velmi reaktivnich (s kratkou dobou wvyskytu)

metabolitd.

S ohledem na typ pohybovych, ¢i intelektualnich aktivit, které jsou vykonavany, lze
pomérné presné sestavit optimalizovany jidelni¢ek pro konkrétni osobu. Pfi vypracovavani
stravovaciho planu hraje roli predevsim (i) typ pohybové aktivity (sportu), (ii) jeji intenzita a

(iii) frekvence, (iv) pohlavi a (v) vék.

Tato kapitola se vénuje popisu jednotlivych sloZek jidelni¢ku sportovce, s ohledem na

jejich zastoupeni a uc¢inky béhem tréninku i soutéze.

1.1 Potravinova pyramida a zasady sportovni vyZivy

Pro pfibliznou orientaci v oblasti vyZivy (nejen pro sportovce) slouZi tzv. potravinova
pyramida (obr. 1), kterd predstavuje pomysiné penzum stravy a udava priblizny podil
jednotlivych slozek stravy. Nejcastéji se potrava déli komoditné na: (i) zeleninu, (ii) ovoce,
(iii) obiloviny, (iv) maso a (v) mlécné vyrobky. Existuje nékolik pohledli na strukturu
potravinové pyramidy. Casto se uddva horizontélni ¢lenéni pyramidy, kdy je jeji zakladna
tvofena bud’ zeleninou, nebo obilovinami, nasledovand ovocem, mléénymi vyrobky a na

vrcholu jsou produkty z masa. Z hlediska objemového c¢lenéni je toto , klasické” horizontalni
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¢lenéni z hlediska sportovni vyzivy nedostadujici a hlavné nejednotné. Ndzory na spravné
sloZeni stravy se v pribéhu poslednich nékolika desetileti ménily, nékdy i velmi dramaticky.
Lze zde zminit napf. tzv. ,vajeCnou fobii“, ktera se rozmahala predevsim v 90. letech
minulého stoleti z divodu obav pred cholesterolem, na néjz je predevsim vajecny Zloutek
velmi bohaty. Pripadné jesté stoji za zminku, Ze jiz dlouho jsou zatracovany tuky jako nedilna
soucast lidské potravy, anebo se v posledni dobé stal ,strasdkem” spravnych stravovacich

navyku lepek.

obiloviny ovoce zelenina mléko maso

Obr. 1. Potravinovd pyramida (upraveno dle Clark (2014a)).

Potravinovd pyramida (obr. 1) zamérné neuddva nadfazenost nékterych sloZzek nad
potravinami jinymi, protoZe v pfipadé ndvrhu ideadlniho jidelnicku musime zastoupeni
jednotlivych sloZzek potravy volit s ohledem na typ provozovaného sportu i individuality

samotného sportovce (Dlouha 1998).
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Pti vypracovavani vhodného jidelnicku pro sportovce je nutné brat na zietel (Burke

2007):
(1) dostatecné pokryti energetickych narokl spojenych se sportovnim vykonem,
(2) dosaZeni a udrZeni idedlnich télesnych proporci pro budouci sportovni udalosti
a. uzpusobenim struktury, naplné a ¢etnosti tréninkd,
b. optimalizaci vyZivy z hlediska mnoZstvi energie, slozeni cukr(, tukd i bilkovin,
(3) dostatecné pokryti veskerych potiebnych Zivin za ucelem zlepseni adaptace a vykonu,

(4) doplnovani energie a plnéni pitného rezimu po kazdém tréninku pro nadchdzejici

sportovni udalosti,
(5) zkouseni optimalni navrzené vyzZivové strategie,

(6) udrZzovani optimalniho zdravotniho stavu dodavanim Zivin dlleZitych pro sportovni

vykon,
(7) snahu o sniZzovani rizika nemoci a zranéni
a. podporou imunitniho systému,
b. udrZovanim energetické rovnovahy,
c. dostateénym a vhodnym odpocinkem,
(8) volbu vhodnych potravinovych doplnka,
(9) dlouhodobé dodrzovani spravnych stravovacich navyka.

Dulezité je také spravné rozloZeni potravy béhem dne a dodrZovani pitného rezimu.
Doporucuje se 5 az 6 porci jidla béhem dne a tekutiny nealkoholické a neslazené (Fort 2004;

Podstatova 2009).

Pro sportovce je téz dllezité znat a dodrZovat zasady prijmu potravy pred, béhem a po
sportovni aktivité. DodrZovani zdsad, popf. jejich individualizovand uprava, ma vést
k dosazeni maximalniho sportovniho vykonu. Pro kazdy sport jsou vZité castecné odlisné

stravovaci zasady, v nasledujicim seznamu je shrnuto to zakadni a spolecné:

(1) Posledni velké jidlo (hmotnost 250 — 350 g) by mélo byt konzumovano nejméné 3 az

5 hodin pred zacatkem pohybové aktivity (Vilikus 2012).
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(2) Cca 3 az 1 hodinu pred sportovni aktivitou je mozno konzumovat leh¢i nizkotuéné

jidlo, zaloZené predevsim na sacharidové bazi (Osten 2005).

(3) Je potfeba dodrzovat pitny rezim — sacharidy (glukéza) se vstrebdvaji nejlépe
z 5%niho roztoku — doporuceny ptijem tekutin denné je 20-40 mL/kg daného jedince

(Celedova a Cevela 2010).

(4) Z hlediska omezeni vzniku stresové reakce a s ni souvisejici emocni nestabilitou a
celkovou nepohodou spousténé prazdnym Zaludkem je nutné pred za¢atkem i béhem
sportovniho vykonu prabézné dopliovat predevsim sacharidy v potravé (Maughan a

Burke 2006; Osten 2005).

(5) Hladinu glykemie je nékdy vyhodné béhem sportovniho vykonu udrZovat
doplfiovanym pfisunem sacharidl. Jedinec ma totiz ve svalech béZnou zdasobu
glykogenu cca na nékolik desitek minut svalové prace (Voet a Voet 2011), jeho dalsi
potfeba je kryta zjeho zasob v jatrech (zdsoba cini cca 24 hodin pro bazalni

metabolismus).

a. Pokud je trénink kratSi nez 60 min, neni tfeba cukry béhem tréninku doplfiovat

vibec (Clark 2014b), pouze staci doplriovat tekutiny.

b. Pokud je trénink cca do 2 hodin, Ize pfisun cukrll zajistovat pomoci napoju ¢i gell

(Vilikus 2012).

c. Pro pohybovou aktivitu delsi nez 2 hodiny se doporucuje vyuZit na udrzeni
glykemie tuha strava (Mandelova a Hrncitikova 2007), napf. vhodné je ovoce,

hroznovy cukr (Osten 2005).
(6) Po tréninku je dllezité télo co nejrychleji a nejucinnéji zregenerovat.

a. Po fyzické aktivité krev zlstava spiSe ve svalech, proto se doporucuje pfijmout
potravu az po 30 minutach, kdy dojde k jeji dostatecné redistribuci (Vilikus 2012).
Tato ,potréninkovd strava“ by méla byt bohatd predevsim na sacharidy

s Castecnym podilem bilkovin (Al-Masri a Bartlett 2011).

b. K celkové regeneraci vyznamnym dilem pfispiva rehydratace organismu (Novotna

et al. 2006), protoze béhem sportovnich vykonld dochazi k vyraznym ztratam
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vody. | u pohybové inaktivniho jedince (cca 70 kg) pfi optimalni teploté prostredi

(22°C) je denni ztrata vody cca 2,3 litru (Provaznik 1998).

V nésledujicich podkapitoldch jsou uvedena jednotliva specifika hlavnich Zivin (cukry,

tuky a bilkoviny) s ohledem na jejich biochemicky vyznam a vyuZiti pro sportovni vyZivu.

1.2 Sportovni vyZiva a jeji obecna specifika

Vyzivové slozky mulZeme rozdélit na makronutrienty a mikronutrienty. Mezi
makronutrienty patfi cukry, tuky a bilkoviny a mezi mikronutrienty vitaminy, stopové prvky a

dalsi. Také do sportovni vyzZivy musime zaradit dodrzovani pitného rezimu.

Spotreba makronutrientd je pro jednotlivda sportovni odvétvi rizna, pricemz nékteré
obecné zasady zUstavaji stejné. Plati, Ze nejvice by mély byt zastoupeny cukry, ndsledovany

tuky a bilkovinami (tab. 1).

Tab. 1. Optimalni zastoupeni makronutrient( ve stravé pro sportovce (Konopka 2004)

Typ tréninku/slozka potravy Vytrvalostni (%) Silovy (%)
Cukry 55-60 45-55
Tuky 25-30 30-35
Bilkoviny 12-15 15-20

1.2.1 Sacharidy

Vyznam sacharid ve sportovni vyZivé spoliva predevSim vtom, Ze se jedna
o makroziviny slouzici jako jeden z primarnich zdrojl energie. Hned po spotfebovani ATP ve
svalu pfichdazi na fadu jako zdroj glukéza a dale glykogen (glykolyzou). Glykogen je zdsobni
sacharid Zivocichl, predstavuje sacharidovou makromolekulu skladajici se z D-glukdzy,
jakozto hlavni monomerni jednotky. Nejvétsi zasoba glykogenu je v jaternich burkach

(pokryva denni spotiebu pro bazalni metabolismus) a svalech.

Kvalita sportovniho vykonu rapidné klesa, pokud se hladina svalového glykogenu snizi.

Za kritickou hranici je povazovano 20% pUvodni hodnoty (Foft 2002). Dasledkem vycerpani

22



zasob cukrl je snizeni glykémie vedouci az k hypoglykémii, kterd je provazena svalovou

ochablosti, pocity Unavy a vy€erpani, objevi se studeny pot a podrazdéni (Fort 2004).

Na sacharidy bohatd strava je navrhovana pro vétSinu sportd, kde je potieba vydat
okamzity i dlouhodoby vykon (Clark 2014b). DilezZité je vSak zdlraznit, Ze sportovni vykon
potiebuje nejen ,palivo”, ale je ¢asto vyhodné pouzivat kombinaci rdznych sacharid( (jejich
zastoupeni se lisi podle plvodni cerealie), ¢i potravin bohatych na sacharidy (brambory).
V souvislosti s tim se rozliSuji tzv. pomalé cukry, kterymi jsou mysleny pomalu odbouratelné
sacharidy, a tzv. rychlé cukry, tj. sacharidy, které jsou metabolizovany ze vsech slozek
potravy nejrychleji. Mezi rychlé cukry fadime pfedevSim monosacharidy obsaZzené v ovoci,
ale také Skrob obsazeny v bramborach, ¢i v pSenici (i jinych obilovinach). Z chemického
hlediska je skrob sloZzen z polymer( amylézy a amylopektinu, je tedy polymerem skladajicim

se z molekul glukézy vdzanych mezi sebou O-glykosidickou vazbou.

V idealnim pripadé by mél byt jidelni¢ek sportovce sloZzen z vice druh( ceredlii, aby byl

zajistén kontinualni pfisun sacharidi béhem sportovni pfipravy i béhem sportovniho vykonu.

Sacharidy jsou povaZovany za jeden z prvnich zdroji energie pro svalovou préci. Pokud je
dostupnost sacharidd béhem prodlouZzeného cviceni snizena, dostavi se Unava. Proto je
doporucovédno pred anebo i béhem cviceni doplfovat sacharidy, a to nejéastéji ve formé
cukr(l jednoduchych (glukéza, fruktéza) v ndpojich nebo ovoci, pfipadné ve formé na

sacharidy bohatého objemové mensiho jidla slozeného prevaziné z cereadlii a ovoce.

Sacharidy mizeme také délit podle toho, jak jsou schopny ménit tzv. glykemicky index.
Glykemicky index souvisi s koncentraci glukézy v krvi a se stimulaci produkce inzulinu
(Jenkins et al. 1981). Sacharidy (nebo potraviny tyto sacharidy obsahujici) s vysokym
glykemickym indexem (tzv. rychlé cukry) zvysSuji produkci inzulinu a nasledné zvysuji utilizaci
glukdézy béhem svalové prace (Guezennec et al. 1993). Naopak sacharidy (potraviny tyto
sacharidy obsahujici) s nizkym glykemickym indexem (tzv. pomalé cukry) snizuji utilizaci
glukdzy, navozuji stav euglykemie a podporuji utilizaci lipidd (Guezennec 1995). Jedinym
sacharidem, ktery mlze byt ve svalu pouzit jako zdroj energie, je glukdza. Ostatni sacharidy
(jiné monosacharidy nez glukdza, oligosacharidy, polysacharidy, ¢i slozené cukry) musi byt
metabolizovdny na glukdzu v jatrech. V jatrech je také zasoba glukdzy ve formé glykogenu,
ktera je u zdravého jedince schopna pokryt energetické naroky bazalniho metabolismu na 24

hodin.
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Béhem cviceni (svalové prace) tedy dochazi k oxidaci glukdzy s rychlosti pfiblizné 0,4 az 1
g/min (podle typu a narocnosti cviceni). Pokud se zamérime na to, jak optimalizovat oxidaci
glukdzy béhem cviceni, je tfeba se zaméfit na ulohu inzulinu, glukagonu, adrenalinu,
kortizolu a rlistového hormonu. Hlavnim zdrojem glukdzy béhem prodlouzeného cviceni je
glukdza v krvi a glykogen ve svalu (Felig a Wahren 1975). V tomto ohledu jisté hraje svou roli
geneticka predispozice vytvaret dostate¢nou zasobu glukdzy pro napf. maratonsky béh i
vytrvalostni trénink. Toto tedy znamend, Ze podanim vhodnych sacharidl pred nebo béhem
prodlouzeného cviceni lze oddalit nastup vycerpdni. Pomoci perkutdnni svalové biopsie bylo
zjisténo, Ze svalova uUnava je zplsobena pravé snizenim (vyCerpanim) zasob glykogenu ve
svalu. Pokud se koncentrace glykogenu zvedne jiz pred tréninkem, umozni to sportovcdm jak
prodlouZit cviceni, tak i zvednout jeho intenzitu (Bosch et al. 1993). Obecné pfijem sacharidd
béhem prodlouzeného cviceni zachovava svalovy glykogen (Elsayed et al. 1995; MaclLaren et
al. 1994), coz vede k oddaleni Unavy. Experimentalné je mozné studovat utilizaci substratu
pomoci poméru respiracni vymény (RER). Hodnoty RER v rozmezi 0,9 az 1,0 ukazuji na velmi
intenzivni cvi¢eni nebo na ptipad, kdy byl glykogen podan pred cvicenim. Dal$i moZnosti je
uréit stuperi oxidace sacharidi zna¢enou glukézou pomoci >C nebo **C. V p¥ipadé pouZiti
radioaktivné znacené glukdzy jsou ziskané vysledky v p¥ipadé *C nadhodnocené a v pfipadé
1%¢ lehce podhodnocené (Peronnet et al. 1990). Koncentrace glukézy v krvi béhem
prodlouzeného cvieni je doplhovdna z hydrolyzy jaterniho glykogenu a glukoneogeneze.

Glukoneogeneze je zajistovana z kyseliny mlécné, aminokyselin a alaninu.

Zajimavy je vztah okamizité utilizace energie z prijatych sacharidli ve vztahu k osmolarité
roztoku, v némz jsou sacharidy pfitomny v Zaludku (Vist a Maughan 1994). Obecné plati, zZe
roztoky s nizsi osmolaritou (tedy s Zivinové nizSim obsahem energie) jsou z Zaludku vstiebany
rychleji, nez ty Zivinové bohatsi (s vyssi osmolaritou). Napt. roztok obsahujici 2,5 g/100 mL
sacharidl se vstrebaval ze Zaludku nizsi rychlosti nez samotna voda (Foster et al. 1980). Na
druhé strané mnoizstvi vstiebanych sacharid( z tenkého stfeva a jejich oxidace stoupaji

linearné s koncentraci sacharid( v Zaludku (Vist a Maughan 1994).

Experimenty vtomto pohledu pfindseji zajimavé, nékdy si protirecici vysledky, napft.
pouze nizkokalorické nebo izokalorické roztoky sacharidi mohou byt vstiebavany béhem
prodlouzeného cviceni (Foster et al. 1980), cozZ je jisté ddvodem k zamysleni, jakou zvolit

koncentraci sacharidli do iontovych ndpoju podavanych béhem cviceni (napf. béhem
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maratonu). V pfipadé silovych cvi¢eni je naopak vyhodnéjsi pro prijem glukdzy pouzit
koncentrovanéjsi roztoky (Vist a Maughan 1994). Nékteré prace tedy potvrzuji, Ze se zvysujici
se osmolaritou se rychlost vyprazdnovani zaludku snizuje (Gisolfi et al. 1992; Vist a Maughan
1994). Jiné prace Zadnou souvislost s osmolaritou roztoku sacharid(l a rychlosti gastrického
vyprazdiovani nenachdzeji (Murray et al. 1994). Divodem muZe byt i nedostatecny popis a
pochopeni mechanism( pUlsobicich pti vstfebdvani sacharidl, ale také rlzny metodicky
pfistup experimentl. Napi. Foster et al. (1980) ukazali, Zze 5% roztok Skrobu (polymeru
glukdzy) se vstiebdva o 30 % rychleji nez 5% roztok glukdzy jako monosacharidu, pricemz ale
v této studii vibec neni brdn v potaz celkovy objem tekutiny v Zaludku. K podobnému zavéru
dosli i Moodley et al. (1992) a Leese et al. (1995), ktefi zkoumali rychlost gastrického
vyprazdiovani roztoku smési polymeru glukézy a sachardzy v porovnani s volnou glukdzou.
Shodné zjistili, Ze rychlost vstifebavani polymerni glukdzy a sacharézy je vyssi nez u volné
glukdzy. Podobné zavéry vychazeji i ze srovnani roztoku glukdzy a maltodextrézy, kterd se
vstiebdvd pomaleji nez roztok sachardzy (pfipadné smésny roztok sachardzy s glukdzou)
(Murray et al. 1994). Dlvod, pro€ se roztoky polysacharid(i vstfebdvaji rychleji nez roztoky
monosacharidd, souvisi pravé s jejich osmolaritou; roztok polysacharidu o stejné vysledné
koncentraci monomernich jednotek ma nizsi osmolaritu neZz stejné koncentrovany roztok
monomernich sacharid( (MacLaren et al. 1996). Zajimavé jsou i zavéry studii rychlosti sorpce
raznych sacharidd ze stfeva. Samotna fruktdza je ze stieva vstiebavana pomaleji nez napfr.
glukdza nebo sacharéza, ale v pfipadé, Ze je fruktdza ve strevé pritomna nikoli samostatné,
ale v pritomnosti dalSich sacharidd (glukdzy, sachardzy), je jeji vstiebavani naopak rychlejsi
nez utilizace samotné glukézu (Murray et al. 1989). Z tohoto Uhlu pohledu je jasné, zZe
vstfebavani sacharidli rozhodné neni trividlni problém a je nutné jej studovat mimo jiné jako
koktejlovy efekt rliznych sacharid( a v interakci se specifickymi pfenaseci. Je obecné znamo,
Ze napf. glukdéza je ztenkého stfeva transportovana aktivnim synportem soucasné

s kationtem sodiku, za spotieby 30 kJ mol™ (coz odpovida hydrolyze ATP na ADP).

1.2.2 Lipidy

Pokud v téle dojdou zdsoby cukrl na pokryti energetickych vydajl, dochazi k hydrolyze
tukd a nasledné beta-oxidaci mastnych kyselin. Jedna se plvodné o energeticky narocny

proces probihajici v mitochondriich. Samotny Cisty zisk z metabolismu tukd je vSak vyssi nez
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u ekvivalentniho mnozstvi cukrd. Napf. z jednoho gramu tuku lze oxidaci ziskat cca 36 kJ, coz
je cca dvojnasobek energetického zisku z 1 g glukdzy (Brown et al. 2014). Rada autor( (Clark
2014b; Konopka 2004) doporuduje, aby z energetického hlediska pfijem tukl kryl cca 1/3

celkové energetické spotreby.

Tuky jsou nejen hlavnim zdrojem zdsobni energie, ale také tvofi cca 98 % struktury
biologickych membran (2/3 fosfolipidy, 1/3 cholesterol), jsou téZz nedilnou soucasti
mozkovych struktur (sfingolipy) a tvofi velkou ¢3ast tzv. Schwannovych bunék (buriky obalujici
nervova vlakna v pravidelnych usecich, ¢imz urychluji pfenos nervového vzruchu). Mezi lipidy
patfi jednoduché lipidy, lipidy sloZené a lipidy odvozené. Jednoduché lipidy (triacylglyceroly;
TAG) jsou produkty esterifikace mastnych kyselin a glycerolu (obr. 2).

0 0
[ I | ||
H,C—OH | + [ HOF—C—R' H,c—0—C—R
=r--r--' o 0
U Akl B L ] | "
HC—OH | + [HO-—C—FR" HC—O—C—R
ek I d AL
H,C—OiH | + | HOF—C—R’ H,C—O0——C—R
glycerol mastna kyselina 1,2,3-triacylglycerol

Obr. 2. Esterifikace, reakce, pfi které obecné vznikaji jednoduché lipidy (triacylglyceroly)

(Uprava: autorka)

Podle toho, zda mastna kyselina obsahuje dvojné vazby, je rozdélujeme na nasycené
(neobsahuji dvojné vazby, patfi sem zejména tuky Zivocisné) a nenasycené (obsahuji alespon
jednu dvojnou vazbu, patfi sem tuky prevazné rostlinné). V ramci nich jesté rozliSujeme
polynenasycené mastné kyseliny, nejcastéji tzv. omega 3, 6 a 9 mastné kyseliny. Jejich pfijem
v optimalnim poméru ma pomahat predchazet kardiovaskuldarnim chorobdm (Alexander et
al. 2017) a dokonce depresim (McNamara 2016). Mezi vyznamné slozené lipidy patfi napfr.
fosfolipidy (kromé lipidické ¢asti obsahuji zbytek kyseliny fosforecné), sfingolipidy (obsahuji

navic cukernou ¢ast) a lipoproteiny (regula¢ni funkce v prijmu tuk).
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Odvozené lipidy obsahuji jako zakladni strukturni jednotku izopren a jejich evoluce se
odvozuje od skvalenu (obr. 3), kdy plsobenim UV zafeni (a enzymu viz. ddle) za pfitomnosti

kysliku doslo k biosyntéze zakladni steroidni struktury.

skvalen

\/\/\/\(\/\/j\/\/k/\/l\

Evoluce

Prokaryota Eukaryota

bezO, | s 0,

R

Obr. 3. Zjednodus$ené schéma vzniku steroidll a hopanoidi z triterpenu skvalenu (Uprava:

autorka).

Odvozené lipidy maji v téle predevsim regulacni a Fidici a strukturni funkce, protoze mezi
né patfi vitaminy (D, K, A), koenzymy (Q10), pohlavni hormony (androgeny i estrogeny), ale

také napf. cholesterol.

Z hlediska prijmu tuk( v potravé je tfreba rozpoznat vyznam jednotlivych typa tukl pro
patficné procesy. Prijem tukd a jejich jednotlivé zastoupeni v potravé mUze velmi ovlivnit
pribéh sportovniho vykonu a jeho vysledek. Nicméné je nutno podotknout, Ze diky
nedostatenym znalostem nékterych autord ucebnic zabyvajicich se sportovni vyzivou
tykajici struktury a vlastnosti tukd, se do literatury uréené sportovclim dostava pomérné

mnoho nepresnych informaci, zavadéjicich tvrzeni a dokonce i chybnych interpretaci.

Pravdou je, Ze nasycené tuky (TAG nasycenych mastnych kyselin) jsou pro lidsky
organismus hlavni zasobdrnou energie, kterd se nachazi v bunikach zvanych adipocity.

degradace TAG probihd tak, Ze nejprve dojde kjejich hydrolyze za ucasti enzym( lipaz
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v tenkém strevé nebo ve slinivce bfisni (obr. 4), coZ je reakce opacna k esterifikaci (obr. 2).
Vznikly glycerol se pak rozklada podobné jako cukry, tedy glykolyzou. Odbouravani TAG

v rdmci bunky probihd v cytoplasmé.

lipaza
TAG + H,0 —— volné MK + glycerol

Obr. 4. Odbourdvani jednoduchych lipidd — triacylglyceroll (TAG) na volné mastné kyseliny

(MK)a glycerol (Uprava: autorka).

Vzniklé mastné kyseliny (MK) jsou v téle rozkladany procesem B-oxidace, kterd probiha
v mitochondriich. MK je pfed vstupem do katabolického procesu tfeba aktivovat navazanim
na koenzym A za soucasné spotieby ATP — vznikd AMP, nebo 2 ATP — vznikaji 2 ADP (obr. 5).
Vznikly acyl-koenzym A (tj. aktivovana MK) je nasledné degradovan sérii reakci (obr. 6) po
dvojuhlikatych ,Stépech” smérem od karboxylového konce MK. Vyslednym produktem je

pak acetyl-koenzym A, ktery vstupuje do citratového (Krebsova) cyklu.

® N

Aktivace MK

R-(CH,);-COO"  [HS

MK Koénzym A
R—CH,—CH,—CH,—C-sCoa  AMP 2HPO,*

Aktivovana MK = acylkoenzym A
Obr. 5. Aktivace MK (mastnych kyselin) probihajici navdazanim na koenzym A za soucasné

spotieby dvou makroergickych vazeb ATP a molekuly vody (Uprava: autorka).
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Béhem odtrhavani dvojuhlikatého ,Stépu” (pfedchidce acetylkoenzym A) také vznikaji
redukované formy flavinadenindinukleotidu (FAD, vznikd FADH,) a nikotinamid-
adenindinukleotidu (NAD, vznikd NAD+H"). Tedy produktem neni pfimo ATP, jak je nékdy
zjednodusSovano. ATP je pak produktem oxidacni fosforylace za ucasti membranovych

komplext v mitochondriich, jiz se ob& redukované formy FADH, a NAD+H" Géastni a jsou

spotiebovavany.
B-oxidace -
-< l glycerol — glykolyza
traveni
l aktivace
ATP + CoA-SH l FAD

Aktivovana @}d 5 e
MK ADH2

Aktivovana

2 ) \A l
/
NL K zzl:':ﬁ:;a S hydroxyacvlcoA
acetylCoA thiolyza \ i
s \ : gy
. .
\> NAD + H*

H,O
hydratace

oxoacylCoA
CoA-SH

Obr. 6. Zjednodu$ené schéma B-oxidace mastnych kyselin (MK) (Uprava: autorka).

1.2.3 Bilkoviny

Bilkoviny nejsou primarnim zdrojem energie. Mezi jejich hlavni funkce patti pfedevsim
funkce stavebni, regula¢ni (fidici), transportni, skladovaci, pohyb zajistujici, katalytické,
obranné a ochranné (Brown et al. 2014; Fort 2002). Bilkoviny se skladaji z dvaceti
kéddovanych aminokyselin (obr. 7) a jejich primarni struktura (poradi za sebou jdoucich
aminokyselin) spojenych peptidickou vazbou je zapsana (kddovdana) v nukleovych kyselinach.
Vtéle wvznikaji vidy de novo procesem nazyvanym proteosyntéza. Jednd se o

makromolekuldrni l1atky ¢asto s velmi velkou molekulovou hmotnosti. RozliSujeme bilkoviny
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jednoduché (skladaji se pouze z aminokyselin) a slozené (kromé aminokyselin obsahuji téz
tzv. nebilkovinnou ¢ast; ¢asto sacharid, lipid, esencialni kov atd.). Podle tercidrni struktury je
téz mlzeme délit na globuldrni nebo fibrilarni. Nalezneme je jako zdklad struktury svall
(napf. myoglobin, aktin, myosin), ale i kosti (napf. kostni morfogeneticky protein); patfi sem
vétsSina enzyma (napf. pepsin, amylaza atd.), nékteré hormony (napf. inzulin, glukagon), dale
integralni membranové proteiny (maji vyznam v mezibunééné komunikaci), membranové

kanadly (slouzi k prlichodu konkrétnich latek, ¢i udrzovani jejich gradientu).

aminoskupina prosteticka karboxylova
skupina skupina

H R 48

\e 4

H N C S)

\

/ \

H b 0

vodikovy
atom

Obr. 7. Obecna struktura aminokyselin (Uprava: autorka).

Bilkoviny pfitomné v téle se postupné obnovuji; zalezi na jejich intenzité pouziti, jak ¢asto
je treba je resyntetizovat. Napr. svalovy myoglobin ma prdmérnou dobu Zivota 180 dni,
inzulin 3 dny. Ztohoto divodu je nutné zdrojové bilkoviny (aminokyseliny) télu dodavat
v potravé. Cca 2/3 mnozstvi bilkovin jsou pribéziné recyklovany, zbyld 1/3 musi byt kryta

potravou (Mandelova a Hrncifikova 2007).

Degradace bilkovin v téle zahrnuje primarné denaturaci bilkovin spojenou s pferusenim
vodikovych vazeb (kvartérniho, tercidlni a sekundarniho uspofadani) a také s ¢astecnou
hydrolyzou pepsinem. Dale je jejich degradace spojena s degradaci peptidové vazby v ramci
primarni struktury. Peptidova vazba je degradovana enzymy peptidazami. RozliSujeme endo-
a exopeptidazy, podle toho, zda odstépuji aminokyseliny ze stfedni ¢asti nebo z krajl

polypeptidového tetézce, pripadné rozliSujeme karboxypeptidazy (degraduji polypeptidovy
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fetézec ze strany karboxylové skupiny) a aminopeptidazy (degraduji polypeptidovy retézec
od aminoskupiny). Vysledkem degradace jsou jednotlivé aminokyseliny. Nasledné dochazi
k deaminaci aminokyseliny a detoxikaci vzniklého amoniaku jeho pfeménou na mocovinu
v mocovinovém cyklu. Deaminovana kyselina je ddle degradovana podobné jako cukry a
tuky, pficemZ metabolické premény jednotlivych aminokyselin jsou velmi individualizované;
plati, Ze jednotlivé metabolity aminokyselin vstupuji do Krebsova cyklu v jeho rlznych fazich.
Napf. arginin, histidin, glycin a prolin vstupuji pres 2-oxoglutarat; valin, methionin a threonin

vstupuji pfes sukcinyl-CoA, atd.

Spotieba bilkovin se u rliznych sportt lisi (Clark 2014b), pti¢emz jejich optimalni davka
v potravé zavisi jak na hmotnosti, tak na pohlavi a celkové zdravotni kondici jedince. Tabulka

2 udava orientacni doporucenou davku v gramech na kilogram télesné hmotnosti.

Tab. 2. Doporucena denni davka bilkovin na 1 kg télesné hmotnosti (podle Clark (2014b)).

doporucena
typ aktivity davka (g/kg)
dospély |sedavy zplsob 0,8
dospély kondicni cviceni 1,0-1,5
dospély | Vytrvalostni 1,2-1,6
dospivajici | sportovec v rlstu 1,5-2,0
dospély budujici svalovou hmotu 1,5-1,7
dospély sportujici, omezujici pfijem energie 1,6-2,0

1.2.4 Voda

Uz samotny fakt, Ze lidské télo se skladd z 60% (u dospélého jedince) z vody, ukazuje na
dllezitost vody pro vétsinu biochemickych procest, s ¢imZ Uzce souvisi dodrzovani pitného

rezimu nejen u sportovca.

Voda byla praptvodni prostiedi, kde pravdépodobné pred ¢tyfmi miliardami let vznikl
prvni Zivot tak, jak jej zndame. Voda poskytovala pro organismy primarni ochranu pred UV-
zafenim a zaroven vytvarela (a stale vytvari) vhodné reakéni medium. Voda je zdroven velmi

dobrym rozpoustédlem pro vsechny polarni latky. Diky pritomnosti vodikovych vazeb je pfi
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bézném atmosférickém tlaku a béznych teplotach kapalna. Molekuly vody maji tendenci diky
vodikovym mustk(m drZet pti sobé (koheze) a zaroven smacet povrchy (adheze). Tekutiny
obsazené v lidském téle mUZeme rozdélit na tekutiny (i) intraceluldrni (v burkach), (ii)
extraceluldrni (mimobunécna tekutina) a (iii) vaskularni a lymfatické (krev a lymfa). Neni

nahodou, Ze iontové slozeni intraceluldrnich tekutin je velmi podobné sloZzeni morské vody.

Na dodrzovani pitného rezimu je kladen dostatecny dlraz teprve od 70. let 20. stoleti
(Vilikus 2012). V pfipadé, Ze pfisun tekutin neni dostatec¢ny, dochazi casto k bolestem hlavy,
zacpé, zhorseni psychické koncentrace a poklesu fyzického vykonu (Vilikus 2012). Dodrzovani
pitného rezimu znamenad vyrovnat pfrisunem tekutin jejich ztraty, a to idealné kontinualné. U
dospélého jedince €ini doporuéend denni davka 20-40 mL na kg hmotnosti (Celedovd a
Cevela 2010). U sportovcll (béhem pohybovych aktivit) je viak spotieba vody vyssi, proto je
tfteba konzumaci vody navySit dle aktudlni potfeby. Vypar vody pokozkou téla ma

termoregulacni funkci, protoze béhem fyzické aktivity dochazi k ohtivani tkani (Clark 2014b).

Lidské télo zcela ptirozené v dUsledku metabolismu (i bazalniho), pohybovych aktivit a
termoregulace vodu ztraci (tab. 3). Cilem pitného rezimu je prdvé tyto ztraty kompenzovat
(Novotna et al. 2006). Velikost ztrat télesnych tekutin samoziejmé zavisi na vnéjsi
atmosférické teploté a vlhkosti, nadmofrské vysce, druhu pohybové (ale i psychické) aktivity,
pohlavi, véku, ploSe téla, obsahu tuku a svalové hmoty v téle a télesné zdatnosti (Vilikus
2012). Ztraty télesnych tekutin jsou velmi individualizované, nicméné z tabulky je vidét, Ze

béhem fyzické aktivity mohou dosahovat pomérné vysokych hodnot, i vice nez 6 litra.

Tab. 3. Ztraty télesnych tekutin jednotlivymi organy za den (Provaznik 1998)

ztraty tekutin mL/den
organ normalni teplota horké pocasi pfi delsi fyzické ,,praci”
Kbze 350 350 350
Dychani 350 250 650
Mo¢ 1400 1200 500
Pot 100 1400 5000
Stolice 100 100 100
Celkem 2300 3300 6600
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Zmény v obsahu vody v téle souvisi téZ s osmotickou rovnovahou danou vzajemnym
pomérem hlavnich intra- (K) a extraceluldrnich (Na®, CI) elektrolytl. Pokud obsah vody

klesne 0 5% pod normalni stav, dochazi k hypervolémii (Neumann 2001).

Na druhé strané nadmérny prisun tekutin béhem pohybové aktivity miZe zpUsobit
gastrointestindlni problémy, jako je napfiklad nadymani, plynatost, bolest bficha, plnost
zaludku, nevolnost, zvraceni, prijem, pdleni Zahy, stfevni kfeCe a gastrointestindlni krvaceni

(Daries 2012).

V posuzovani dostatec¢ného prijmu tekutin (hydratace) je moino se kromé pocitu zZizné
(ktery napf. u déti a starSich jedincl neni dostate¢ny) orientovat napf. na zdkladé barvy

mocdi; ¢im je mo¢ tmavsi, tim vice je tfeba navysit konzumaci tekutin.

1.3 Mineralni latky, vitaminy a potravinové suplementy

Tyto latky mOZeme téZ zaradit mezi tzv. biologicky aktivni latky (viz dale), protoze
navzdory jejich nizké pfitomné koncentraci vyznamné ovliviiuji biochemické pochody. Mezi
nimi se nachazeji potencidlni kandidati pro studium jejich koktejlovych interakci ex situ

pomoci autorkou predstavovaného instrumentdalniho pfistupu (viz dale).

1.3.1 Mineralni latky

Mezi mineralni latky se fadi pfedeviim prvky (anionty ¢&i kationty), napf. sodik (jako Na®),
chlér (jako CI), nebo tyto prvky obsahujici funkéni skupiny, napt. fosfor (jako PO.%).
Terminem ,,minerdlni“ se oznacuji proto, Ze po mineralizaci (tj. Uplném spaleni tél Zivych
organismu, tedy rozkladu organickych latek) tyto latky zGstavaji nej¢astéji ve formé iont(,
soli nebo oxid(. Jejich pritomnost v mnohych biochemickych déjich je nezbytna, zejména
z hlediska sprdvného metabolismu, enzymatické aktivity mnohych enzymu (tyto latky jsou
Casto nezbytnymi kofaktory), udrZeni homeostazy organismu, udrzeni klidového
membranového potencidlu bunék (i jeho depolarizace) a dalSich déju. Tab. 4 udava stru¢ny

prehled vyznamu nékterych vyznamnych mineralnich latek.

33



Tab. 4. Shrnuti funkci nejdalezitéjsSich mineralnich latek (upraveno a doplnéno dle Skolnik a

Chernus (2011)).

Prvek |Aktivni forma Vybrané funkce

Sodik  [Na* Polarizace, depolarizace biologickych membran

Chlor |CI Aktivator pepsinu, polarizace, depolarizace biologickym membran

Draslik |K* Spoluvytvafi membranovy potencial

Véapnik |ca* Svalova kontrakce, stavba kostni tkané

Fosfor [PO.* Soucast struktury nukleovych kyselin, makroergickych latek, soucast
kostni tkané

Horgik |[Mg* Svalova kontrakce, podpora mineralizace kosti, pfenos nervovych
vzruch(, souc¢ast nékterych enzymd, Ucast pfi proteosyntéze

Zelezo |Fe** Soucdst hemoglobinu, spravna funkce stitné zlazy

Zinek |zZn*" Soucast funkcnich ¢asti enzym, Ucast na transkripci i translaci, ucast

na transportu vitaminu A, hojeni ran, spravny vyvoj plodu, produkce
spermatu, spravna funkce stitné zlazy

Selen [Se05” Antioxidant, spravna funkce Stitné Zlazy
Jéd I Soucdast hormona stitné Zlazy podilejicich se na regulaci metabolismu
Meéd cu®, cu’ Pro vstfebavani Fe a syntézu hemoglobinu, soucédast nékterych

enzym( (napft. ceruloplasmin)

2 7 . v v v s
Mangan [Mn**, Mn”*  |Oxidaéné-redukéni procesy

Fluor F Tvorba kosti a zubt

Chrom |cr** Podpora funkce inzulinu

1.3.2 Vitaminy

Vitaminy jsou podobné jako minerdlni latky nezbytné pro spravny chod biochemickych
reakci, a téz se tedy fadi mezi biologicky aktivni latky. Jednda se o latky organické. Nékteré si
lidsky organismus dokaze sam (nebo s pomoci symbiotickych baktérii Zijicich v travicim
traktu) vyrobit de novo nebo z prekurzord (provitamin(), anebo je nezbytné jejich prijem
zajistit v potravé (nebo suplementech). Nékdy si télo vitamin sice dokdze samo syntetizovat,
nicméné ne v dostate¢ném mnozstvi. Napr. vitamin D si télo dokdze samo syntetizovat pouze

v pripadé, Ze je dostatecné exponovano slune¢nimu zareni. Od ¢ehoz se odviji nejen jejich
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prijatelnost, ale také kumulace v organismu. Obecné mlzeme vitaminy rozdélit podle jejich

schopnosti se ve vodé rozpoustét (B, C, tab. 5) nebo nerozpoustét (A, D, E, K, tab. 6).

Tabh. 5. Pfehled a hlavni funkce ve vodé rozpustnych vitamind (upraveno a doplnéno dle

Misra (2017))

Nazev Vzorec Funkce a nedostatek
B: hiH2 Podpora nervovych funkci a aktivit, podpora
_— NN energetického metabolismu
thiamin PP & '
M N HC Pfi nedostatku svalové krece, ztrata chuti k jidlu.
H
B, Podpora metabolismu, nervové soustavy, travici
. . v v kdze.
riboflavin soustavy, stav klze
Pti nedostatku afty, popraskana kdze na obliceji, horsi
vidéni za Sera.
B3 Podpora metabolismu, nervové soustavy a zdravé kiize.
niacin Pti nedostatku dermatitidy, deprese i demence.
0]
Be Ox Ho on Vliv na metabolismus aminokyselin a mastnych kyselin,
. N tvorba cervenych krvinek.
pyridoxin HO ~ oo y
. | Pfi nedostatku anemie, podrazdénost, senzitivni a
N .. s v v s v ,
iritabilni pokozka, mozné cervené skvrny.
Kyselina Souvisi s duplikaci bunék a bunéénou mitdzou.
listova o _ wy o ixr .
Pri nedostatku narusené bunécné déleni, anemie,
gastrointestindlni problémy.
B1> Souvisi s proteosyntézou, Stépenim mastnych kyselin a
. aminokyselin. Podili se na ochrané neurond.
kobalamin
Jeho nedostatek neni ¢asty.
C PUsobi v syntéze kolagenu, metabolismu aminokyselin.
kyselina Pomdha vstfebavat Zelezo z potravy. Podporuje imunitu
, a pUsobi jako antioxidant.
askorbova

Pfi nedostatku kurdéje, svalova slabost, snadna tvorba
podlitin.
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Mirné zvySena potieba u sportovcl je zejména u thiaminu (B;) v dlsledku zvySené
fyzické aktivity (Choi et al. 2013; Manore 2000). U pohybové aktivnich Zen dodrzujicich
zaroven redukéni dietu byla pozorovana o 30-65% navySena spotfeba riboflavinu (B,)
v porovnani s béznou dospélou populaci (Manore 2000). Naopak uloha niacinu (B3) ve
sportovni vyzivé je ponékud spornd, protoZe zvySeny pfijem niacinu mlzZe mit vliv na
metabolismus tuk( blokovanim uvolfiovani volnych mastnych kyselin z tukové tkané a na
zvySeni zavislosti na vyuziti sacharidd, coz mlze vést k predc¢asnému vycerpani svalového
glykogenu. Nékteré vyzkumy ukazaly, Ze prebytek niacinu v doplriicich mizZe ve skutecnosti
zhorsit aerobni vytrvalostni vykon (Williams 2004), a to vdUsledku toho, Ze sniZuje
uvolfiovani mastnych kyselin z adipocytt (Dunatchik et al. 2012). ZvySena potieba pyridoxinu
(Bg) u sportovcl jasné prokazana nebyla, nékteré studie sice uvadéji zvyseni vykonnosti, jiné
ne (Kreider et al. 2010). Nejednoznacnost vyzkumnych dat je moina dana tim, Ze
koncentrace Bg byla zjistovana ve vzorcich krevni plazmy, pricemz télesné zasoby Bg se
nachdzeji ve svalech, coZ v podstaté znemozniuje jeho obsah sledovat u lidskych jedincu.
Zatim nebylo prokazano, ze by fyzickd aktivita zvySovala spotfebu kobalaminu (B1y)
(Herrmann et al. 2005)), na druhé strané je znamo, Ze jeho nadmérny pfijem vede
k megaloblastické anemii (nemoc charakteristicka velkymi dysfunkénimi erytrocyty), ktera
zhorsuje fyzicky a psychicky vykon a zvySuje ndstup uUnavy. V pfipadé, Ze je By, deficitni,
projevi se nedostatkem energie a zvySenou Unavou (Solomon 2015). Je tedy tfeba dbat na
optimalni pfisun Bi,. Kyselina L-askorbova (vitamin C) je latka potfebna pro celou radu
zivotné dulezitych procesl jako je tvorba kolagenu, hojeni ran, absorpci iontové formy
Zeleza, produkci karnitinu, epinefrinu i celé rady jinych latek (de Quadros et al. 2016).
Obecné je zndmo, Ze zefektiviiuje imunitni reakci. Zajimavé je téz vyuziti vitaminu C jako
antioxidantu, tedy latky likvidujici volné radikaly, které vznikaji v burice béhem metabolic-
kého spalovani Zivin pri nedostatku kysliku (Gomez-Cabrera et al. 2008). V tomto ohledu jsou
u sportovcl zvysené ndroky na obsah vitaminu C opodstatnéné. Nicméné pozitivni ucinky
vitaminu C u sportovcl nejsou az tak jednoznacné, protoze podle nékterych autord (Gomez-
Cabrera et al. 2008; Nikolaidis et al. 2012) vitamin C snizuje adaptaci na pohybovou namahu.

MUzZe pUsobit i jako pro-oxidant (Jayasinghe et al. 2013; Ristow et al. 2009; Yen et al. 2002).
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Tab. 6. Pfehled a hlavni funkce v tucich rozpustnych vitamin( (upraveno a doplnéno dle

Coulston (2017))

Nazev Vzorec Funkce a nedostatek

A H,G CH,  CHs GHy Nutny pro ostré vidéni, rist kosti,
. NN 0n zdravou kuzi. Vliv na imunitu a

retinol i

CH reprodukci.

3

PFi nedostatku ztrata chuti k jidlu,
Supinkujici pokozka, snizena
obranyschopnost, zhorsené vidéni.

Ds Nutny pro spravnou a dostate¢nou
. mineralizaci kosti.
kalciferol
Pti nedostatku osteopordza.

E Antioxidant.
tokoferol Pri nedostatku, svalova nekrdza, anemie.
Ky o Napomaha syntéze proteinu podilejicich

. o se na srazeni krve, regulace hladiny ca*
fylochinon GHs CHs i

CH2CH=C—(CH,CH,CHCH>)3H Vv krVI,

Pfi nedostatku, porucha koagulace.

Vsechny ve vodé nerozpustné vitaminy patfi do skupiny odvozenych lipidd. Jsou
odvozeny (podobné jako cholesterol nebo ostatni sterolové latky) od isoprenu. Plvodnim
substratem pro biosyntézu v tucich rozpustnych vitamin( je skvalen (viz obr. 3). Ve sportovni
vyzivé je zejména dlleZity vitamin D (kalciferol), vitamin E (tokoferol) a vitaminy ze skupiny K

(K1, K2 @ K3).

Pro vitamin D (ktery je zaroven hormonem) se uplatiuji dvé jeho formy — vitamin Ds
(cholekalciferol) a D, (ergokalciferol). Vitamin D3 ma pro sportovce vyznam predevsim
v souvislosti s kostnim a svalovym zdravim, protoze ovliviiuje absorpci Ca**. Nicméné
receptory pro vitamin D se nachdzeji po celém téle, z toho se usuzuje na jeho daleko vétsi
vyznam. Predpoklada se, Ze ma protektivni ucinky pred vznikem hypertenze (Forman et al.
2013), cukrovky (Talaei et al. 2013), roztrousené sklerdézy (Kimball et al. 2011) a

fibromyoalgie (Wepner et al. 2014).
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Vyznam vitaminu E (tokoferolu) ve sportovni vyzivé tkvi predevsim v jeho schopnosti
tlumit ucinky volnych radikald (Williams et al. 2006). Jednd se o tzv. ,zhasec” volnych
radikald tim, Ze volny neparovy elektron (zodpovédny za enormni reaktivitu radikald) pfijima
a tlumi jeho ucinky. Obecnéji jsou tyto latky nazyvany jako antioxidanty. Vitamin E zejména
chrani lipidy pfitomné v bunéénych membrdndch. Nicméné, jak je pojednano ddle, tyto
schopnosti jsou relativni a velmi zaleZi na podminkach prostredi. Zajimavé jsou i studie, které
se pokouseji popsat koktejlovy efekt dvou soucasné podanych vitamin( pred cvi¢enim. Bylo
zjisténo, Ze pozitivni efekt cvi¢eni na citlivost inzulinovych receptort se rusi pokud jsou pred

cvicenim soucasné podany vitaminy C a E (Ristow et al. 2009).

Obsah vitaminu K je zejména ovlivnén stavem strevni mikrofléry, protoze k jeho syntéze
dochazi pravé ve strevech za pomoci symbiotickych bakterii. Stfevni mikrofléru casto
negativné ovliviiuje nadmérny pfijem sacharidd, vitaminu A a E a také uZivani antibiotik (van

der Beek 1991).

1.3.3 Vybrané potravinové suplementy

Produkce potravinovych suplement je odvétvi s rocnim obratem vice jak 20 miliard US
Dolar(i (udaj z roku 2010). Na tyto potravinové suplementy se presto nevztahuje stejné
prisna legislativa jako na l|éciva. Ztoho vyplyva i problemati¢nost statutu potravinovych
suplement(. U potravinového suplementu neni legislativou vyZzadovano potvrzeni ucinnosti.
Nicméné se tiSe predpoklada, Zze nebude obsahovat nedovolené a zdravi skodlivé Iatky. Jak
vsak vyplyva z Zivé diskuse ohledné kvality a skutecné ucinnosti potravinovych doplnkd
(Hajslova a Boblrkova 2017), 2/3 zvolné prodejnych potravinovych doplriik(l neobsahuiji
deklarované latky (nebo obsahuji jiné mnoiZstvi téchto latek, nez je deklarovano), jsou
pancované, nebo dokonce obsahuji zdravi skodlivé latky. Vyrobce casto deklaruje vycet
pozitivnich ucinka, které doklada bud patentem, nebo ucinnosti v klinické studii, nicméné
vzhledem k tomu, Ze toto neni legislativou vyZzadovdno a tedy ani kontrolovano, jedna se o
Udaj pro spotrebitele pouze orientaéni. Pokud suplement obsahuje konkrétni latky, je
vhodné si pred porizenim takového produktu zjistit informace z nezavislych zdrojl; idedlné

z védeckych studii publikovanych viadné recenzovanych casopisech (oborové napt.
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Medicine and Science in Sports and Exercise, International Journal of Sport Nutrition and

Exercise Metabolism, Lancet a dalsi; SirSi vyCet ¢asopist napf. v databdazi Web of Science).

Kreatin (kyselina methylguanidinoctova )je dnes velmi béznym suplementem, o kterém
existuje celd fada publikaci v renomovanych ¢asopisech. Predpoklada se, Ze zvySuje svalovy
vykon a rychlost a téz stimujuje ndrlst svalové hmoty (Buford et al. 2007; Harris et al. 1992).
Kreatin je latka spolec¢nd viem obratlovcim, kterd se predevsim vyskytuje ve svalech a slouzi
k trvalejSimu uloZeni energie docasné vdzané energie prenosem jedné fosfatové skupiny
z ATP (vznika ADP). V pfipadé potieby je tato fosfatova skupina zpét navdzana na ADP za
vzniku ATP, ktery je pak pfimo vyuZit jako pfenasec energie. Kreatin se nejcastéji proddva ve
formé prasku rozpustného ve vodé, pricemz je-li podan soucasné se sacharidy, tak se urychli
jeho dopraveni do svalu a téz se pritomnosti sacharidd vyplavi inzulin (Steenge et al. 1998).
Doporucena davka je 3-5 g/den, pficemz je doporuceno se vyhybat v dobé suplementace
keratinem kofeinu (Tarnopolsky 2010). Metabolitem kreatinu je kreatinin, ktery je vylu¢ovan
ledvinami. Mezi vedlejsi Ucinky uzZivani kreatinu byva napf. nevolnost, zvraceni, svalové

kiece, natazeni svalu a prlijem (Juhn a Tarnopolsky 1998).

HMB (beta-hydroxy-methylbutyrat) je latka, u niz se predpokldadd, Ze napomahd
budovani svalové hmoty, chrani pred odbouravanim proteinli svalovych tkani a také snizuje
mnozstvi télesného tuku (Wilson et al. 2008). Jak jiz z jeho zakladni charakteristiky vyplyva,
jedna se o vyZivovy doplnék predevsim pro silové sportovce a bodybuilding. Biochemicky se
jednd o metabolit aminokyseliny leucinu (Nissen et al. 1996). Predpokladd se, ze HMB
stabilizuje sarkolemu — plasmatickou membranu svalu (Wilson et al. 2008). HMB se uziva
oralné ve formé tablet nebo prasku, 1épe je vstfebavan, pokud se poddva samostatné. Pokud

je podavan spolecné s glukdzou, vstupuje do svalovych bunék pomaleji (Wilson et al. 2013).

Glutamin by mél plsobit preventivné proti poklesu imunity zptisobené dlouhodobym
vytrvalostnim cvi¢enim, také snizuje amonémii po vytrvalostnim tréninku (Walsh et al. 1998).
Béhem cviceni sice klesa hodnota glutaminu pod normalni hodnotu, nicméné védecké studie
zatim jednoznacéné neprokazaly pozitivni U¢inek glutaminu na stimulaci obranného systému.
Je zde totiz jistd komplikace, a to, Ze se béhem tréninku vyplavuji do krevniho obéhu
stresové hormony, které snizuji aktivitu lymfocytll (Hoffmangoetz a Pedersen 1994).
Biochemicky se jedna o aminokyselinu s rozvétvenym retézcem, patii mezi tzv. neesencialni

aminokyseliny, tedy si ji lidské télo dokaze v jisté potfebné mife syntetizovat samo.
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Kofeinu je pfisuzovano, Ze nas udrzuje v bdélém stavu, CilejSi a akceschopné. Také je
povazovan za antioxidant (Astorino a Roberson 2010; Ganio et al. 2009). Kofein plsobi na
celou fadu procesu, ovliviiuje centralni nervovou soustavu, srdce, i krevni tlak. Také plsobi
na tzv. dopaminergni receptory v mozku, ¢imZ podnécuje spousténi ,pfijemnych pocit(“.
Toto je také mechanismus, kterym vznika na kofeinu zavislost (Fredholm et al. 1999; Nehlig
1999). Jako suplement se vétSinou neuzivd samostatné, ale v kombinaci, a to zejména
v pfipravcich pro vytrvalostni cvi¢eni (Sinclair a Geiger 2000). U kofeinu je dulezité vhodné
davkovani, pficemz jako optimalni davka se udava 3 mg/kg télesné hmotnosti. Vyssi davky jiz
nejsou spojovany s pozitivnim uc¢inkem a mohou vést k tachykardii (Pelchovitz a Goldberger
2011). Kofein téz ovliviiuje aktivitu plasmového reninu a vede akutné ke zvySenému tlaku
(Nurminen et al. 1999; Palatini et al. 1996). Jeho aktivita souvisi téZ se stimulaci produkce
katecholamin, cozZ jsou hormony zvysujici tepovou frekvenci a iniciuji vasokonstrikci (Nehlig

a Debry 1994).

Omega-3-mastné kyseliny jsou specidlni skupinou nenasycenych mastnych kyselin, které
maji lokalizovanou dvojnou vazbu mezi 3. a 4. uhlikem od konce polyuhlikatého retézce
mastné kyseliny (za formani zacatek je na karboxylové skupiné). Pfedpoklada se, ze potlacuji
vznik zdnétu. Mezi zastupce omega-3-mastnych kyselin patfi napf. kyselina alfa-linolenova
(ALA), dokosahexaenova (DHA) a eikosapentaenova (EPA). Casto jsou jejich trivialni ndzvy
odvozeny zrectiny a udavaji pocet uhlik(l v fetézci, napt. eikosa znamena 20, tedy EPA

obsahuje v alifatickém retézci 20 uhlika.

ALA se nachazi zejména v na tuk bohatych rostlinnych ¢astech (vlasské orechy, Inéna
seminka apod.) DHA a EPA jsou zase bohaté zastoupeny predevsim v tuénych moftskych
rybach (losos, makrela, sled, sardinky). Souborné omega-3-mastné kyseliny jsou ptvodu
rostlinného, do ryb se dostdvaji z morskych fas, které jsou na né velmi bohaté. Tedy
sladkovodni ryby tyto omega-3-mastné kyseliny neobsahuji (pokud by nebyly krmeny
motskymi Fasami; v sou¢asné dobé se provadi v jiznich Cechach experiment s krmenim kapra

obecného pravé morskymi rasami).

Vyznam omega-3-mastnych kyslein neni diskutovan jen v souvislosti s potlacenim tvorby
protizanétlivych cytokini (Mori a Beilin 2004), ale téz v souvislosti s prevenci vzniku
kardiovaskularnich chorob (Kris-Etherton et al. 2002). V prevenci kardiovaskularnich chorob

hraje roli zejména pomér mezi omega-3- a omega-6- mastnymi kyselinami, a to zejména diky
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tomu, Ze se tyto mastné kyseliny pomérné rychle zaclefuji do biologickych membran a

ovliviuji vznik latek plsobicich zanét (Kris-Etherton et al. 2002).

Omega-6-mastné kyseliny podporuji vznik zanétlivych eikosanoidll, které mimochodem
vznikaji i béhem cvi¢eni. Omega-3-mastné kyseliny také iniciuji vznik eikosanoidd, nicméné
typU s mnohem nizsi zanétlivou odezvou tj. leukotriend, tromboxanu a prostaglandin( (Mori
a Beilin 2004). Vzhledem k tomu, Ze fada otazek v hledani optimalniho poméru omega-3- a
omega-6- mastnych kyselin neni dosud jednoznacné zodpovézena, a nékteré studie dokonce
uvadéji, ze vySe popsany pozitivni efekt omega-3- mastnych kyselin se spiSe projevi u
nesportovcl (lidi netrénovanych) nez u lidi s pravidelnou zatéZzovou aktivitou (Hill et al.
2007), je vhodné se v pripadé omega-3(6)-mastnych kyselin spolehnout spiSe na starou

pravdu ,,od vseho trochu”.

1.4 Biologicky aktivni latky v potravinach

Pojem ,biologicky aktivni latky” zahrnuje velice bohatou a rliznorodou skupinu latek,
jejichz spolecnym jmenovatelem je, Ze v organismech (v uZSim slova smyslu v lidském
organismu) maji néjakou zasadni regulacni funkci. Ve strucnosti lze vSak biologicky aktivni
latky rozdélit na latky (i) ,télu vlastni“, které si lidsky organismus dokdaze sam syntetizovat, a
(ii) latky télu nevlastni (xenobiotika), které pfijima nejcastéji v potravé. Mezi biologicky
aktivni latky ,télu vlastni patfi latky, které si télo syntetizuje zcela samo bud v ramci
béZznych metabolickych aktivit, nebo napt. v disledku stresového zatizeni, tréninku apod., ¢i
za pomoci symbiotickych organism( pritomnych nejcastéji v gastrointestindlnim traktu.
Jedna se o celou fadu latek; enzym(, hormonu, neuroprenasecll, malych molekul RNA, ale i
plynG (napf. NO (Jaklova Dytrtova et al. 2016b)) a mnoho dalSich. Na druhé strané latky,
které nejsou lidskému télu (potaimo Zivym organism(im) vlastni, nazyvdme souborné
xenobiotika, tedy latky organism@m (lidskému télu) nevlastni (Bohacek 2017). Casto je toto
slovo vnimano negativné, nicméné pouze vyjadiuje fakt, Ze se jedna o latky Zivym
organismim (i toto je velmi diskutabilni; co je toxické pro jeden organismus, nemusi
druhému bud' vlbec skodit, nebo muze byt pro néj dokonce prospésné) cizi, a to, zda jsou to
latky toxické (jedy) nebo zdravi prospésné (suplementy, léCiva), uz nerika. Xenobiotika jsou

tedy latky, které si lidsky organismus (pokud se zamérime pouze na tento zuzeny pohled)
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sam

nevyrobi. Patfi sem jak latky, které jsou produkty metabolismu rostlin (nékdy i

zivocich(l), tak i latky syntetické, které mohou byt nékterymi slou¢eninami vyskytujicimi se

vrostlinné (Zivoc¢isné) fiSi inspirovany. Vsoucasné dobé existuje celd fada nové

syntetizovanych latek, které se bud zamérné (farmaka) anebo v dlsledku propojenosti

potravnich fetézcl dostdvaji do lidského organismu. Odhad mozZnosti rizik spojenych

s pfijmem takovychto latek je obtiznym a velmi ndkladnym ukolem; je pfevdiné zaloZen na

Casové, instrumentdlné i financné velmi narocnych biochemickych studiich.

Na zakladé predpokladanych ucinkli mizeme xenobiotika délit do nékolika kategorii:

1)

2)

3)

Léciva jsou biologicky aktivni lidskému télu nevlastni latky, ucelem jejich vyvoje a
produkce je jejich o¢ekdvany pozitivni ucinek v |é¢bé riznych onemocnéni. Nezfidka je
jejich pozitivni ucinek spojen s celou fadou mozinych vedlejSich uUcinkd, které maji
negativni dopad na lidské zdravi. PFi posuzovani vhodnosti zavedeni konkrétniho |éCiva
do praxe je nutné zvaZit, zda pozitivni ucinek v IéCbé nemoci neni jiz pfevdZen radou
vedlejsich ucinkda.

Potravinové suplementy nejsou na rozdil od |éCiv ordinovdny v pfimé souvislosti

s onemocnénim. Jejich uziti je casto pro pfipady profylaxe, prevence, Ci zlepSeni
celkové kondice organismu. Navic potravinové suplementy nemuseji byt latky télu
nevlastni, mlze se jednat o latky, které si télo v jisté mife vyrdbi samo, anebo se do
téla dostavaji béiné z potravy. V téchto pripadech uziti potravinového suplementu
zvySuje koncentraci dané télu prospésné latky. Zakladni rozdil mezi farmaky a latkami
obsazenymi v potravinovych suplementech je, Ze latky z potravinovych suplement(
nesmi mit neZadouci vedlejsi ucinky na lidské zdravi.

Rizikové latky jsou obecné latky, u nichZ se neprfedpoklada pozitivni ucinek na lidské
zdravi, naopak se Casto jedna o Idtky toxické. Zde je nutno zdlraznit, Ze o negativnim
(nebo pozitivnim ucinku) rozhoduje davka. Presto nékteré latky diky tomu, Ze jsou
toxické i v nizkych davkach povaZujeme za jednoznacné toxické, jako jsou napfriklad
kadmium, olovo, rtut, vétSina pesticidd aj. Nicméné lze mezi rizikové latky radit i tzv.
esencidlni prvky (napf. zinek, méd), ¢i vitaminy rozpustné v tucich, které jsou v jisté
nizké koncentraci pro télo nezbytné, ale v koncentraci vyssi naopak vykazuji toxicky

ucinek diky pomalému vyplavovani (nebo odbouravani) z téla.

42



Prace se zamérfuje predevsim na efekt rizikovych latek (pesticidll), proto je o nich a jejich
Ucincich pojednano podrobné v nasledujicich kapitolach. Jako pripadova studie je v zavéru
prace zafazeno studium interakci tebukonazolu (pesticidu/fungicidu) s resveratrolem
(pfedpokladany antioxidant) v pfitomnosti kationtli médi, proto je zde také strucné

pojedndano o vlivu antioxidant(l; resveratrolu je pak vénovana samostatna kapitola.

V soucasné dobé se zvlastni pozornosti tési tzv. antioxidanty, a to nejen jako potravinové
suplementy urcené pro sportovce. Divodem, pro¢ jsou antioxidanty vyuZivany zejména
sportovci, je, Ze se Véri, Ze redukuji poskozeni svalu, pozitivné pUlsobi na imunitni systém,
celkové snizuji unavu (Braakhuis a Hopkins 2015). Nejéastéji se do této skupiny fadi vitamin
E, quercetin, resveratrol, ale i jiné polyfenolické (spravné pohydydroxylové) latky, N-
acetylcystein, pfipadné se vyuzivd kombinovaného efektu nékterych potravin jako je fasa
Chlorella pyrenoidosa, spirulina (Arthrospira platensis a Arthrospira maxima) nebo $tava
z Cervené tepy, kde se vyuzivd pozitivniho koktejlového efektu nékolika sloZek, pricemz jen
malokdy se vi pfesné, které slozky ovliviiuji jaké fyziologické funkce. Pfipad stavy z Cervené
fepy je jednou z mala vyjimek, kdy se ma za to, Ze pozitivni vliv na sportovni vykon lze pficist
molekule NO, kterd vznikda postupnou redukci z dusi¢nanu pritomného ve $tavé po jejim

poziti (Jaklova Dytrtova et al. 2016b).

Dllezité je zminit, Ze dlouhodobé pouZivani antioxidant(i sportovci ma spiSe negativni
dopady (redukce treningové adaptace), snad jen s jedinym rozdilem, a to je dlouhodobé
pouzivani resveratrolu a jinych polyhydroxylovych latek, které by podle nékterych autort

nemélo mit nezadouci Ucinky (Casuso et al. 2013; Hart et al. 2014).

Dlvodem, pro¢ se suplementace antioxidanty kratkodobé doporucuje, je pfitomnost
reaktivnich kyslikovych radikdld v bunkach (zejména mitochondriich) napf. v dasledku
kyslikového dluhu, jejichz negativni vliv na organismus pravé tyto antioxidanty redukuji.
Z tohoto pohledu jsou reaktivnim kyslikovym radikaldm vystaveni pravé sportovci, protoze
se béhem cviceni zvySuje metabolismus, aby byly pokryty energetické naroky a stim
souvisejici vy$si naroky na oxidaci substratu (nejdfive makroergickych substrat(i, potom
zasobnich cukrt, pozdéji tukd a v extrémnich pfipadech i bilkovin). Vznik kyslikovych radikal
souvisi se zvySenymi ndroky na mnozstvi O, soucasné s jeho nizsi dostupnosti. Kyslikové
radikdly se dostavaji z mista katabolickych procest (mitochondrii) do bunék, kde mohou

degradovat fosfolipidové membrdny, reagovat scelou fadou enzym(, ménit struktury
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proteinyd atd. V makroskopickém méfitku se zvySend pritomnost volnych radikald projevi

pravé poskozenim svall, Unavou a poruchami imunitniho systému.

1.5 Toxické latky v potravinach

Toxické latky se do potravin nejcastéji dostavaji béhem péstovani plodin, ¢i chovu zvirat,
tedy v ramci primdrni produkce. Ddle se zdravi Skodlivé latky mohou do potravin dostat
béhem jejich zpracovani, ¢i skladovani. Pfi zpracovani jsou Skodlivymi latkami, ¢i [atkami
s potencidlnim vedlejsim efektem rdznd aditiva, jako konzervanty, dochucovadla, barviva,
pojiva. O téch jiz bylo napsdno velké mnoiZstvi publikaci, a proto se na né tato prace
nezaméruje. DalSi skupinou potencidlné Skodlivych Ilatek jsou toxiny, které vznikaji
v dUsledku mikrobidlni aktivity, tedy obvykle béhem nevhodného skladovani, ¢i béhem
prepravy potravinu Vibec nejnebezpecnéjsi latky pro lidské zdravi jso aflatoxiny — produkty
mikrobialni aktivity roku Aspergilus, které jsou casto divodem Skodlivosti dovazenych
susenych plodd. Ani timto problémem se prace nezabyva. Prace se zaméri na popis ucinku
pesticidl (a okrajové rizikovych prvk(), které se do plodin dostdvaji v dasledku

agrotechnickych péstebnich technologii.

Z chemického hlediska mizeme toxické latky rozdélit na dvé skupiny: (i) toxické (rizikové)

prvky a (ii) toxické slouceniny.

1.5.1 Rizikové prvky

Tato skupina latek zahrnuje predevsim anorganické ionty, kdy toxickou slozkou dané
latky je konkrétni prvek (nejcastéji viontové formé), napf. kadmium (kademnaty kation,
cd?), rtut (jako kov, viontové formé Hg', Hg®"), arzén (arsenity a arseni¢ny kation, As>",
As™), olovo (olovnaty kation, Pb®'), hlinik (hlinity kation, AP*). Zekologického, ¢i
fyziologického hlediska je moZné za toxicky (rizikovy) povaZovat prvek, jenz se v daném

prostredi vyskytuje v nefyziologickém (toxickém) nadbytku.

Mezi tzv. rizikové prvky (RP) patfi pfedevsim tzv. tézké kovy, tedy kovy s hustotou vétsi
nez 5 g/cm?® — kadmium, olovo, rtut (Kafka a Punlochafova 2002), ale také tzv. esencialni

prvky, které jsou v nizké (fyziologické) koncentraci pro spravnou funkci organismu nezbytné,
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ale ve vyssich koncentracich jsou jiz pro organismus toxické. Patfi sem napfr. méd (médny a
médnaty kation Cu®, Cu®"), zinek (zine¢naty kation, Zn**), nebo Zelezo (zeleznaty a Zelezity
kation, Fe®*, Fe®'). Vétdinou se jednd oprvky, které jsou funkéni sou&asti vétsiny
enzymatickych komplext nebo pigment( s transportni, ¢i regulacni funkci. Rizikové prvky se
do potravin rostlinného plivodu dostdvaji pfi péstovani plodin, kdy z pady (méné jiz z pfimé
atmosférické depozice) tyto prvky prechdzeji do konzumnich ¢&asti rostlin. Do masnych a
mlécénych (Zivocisného plvodu) potravin se rizikové prvky dostavaji z potravy zvitat chovnych
i volné Zijicich (napt. ryby, morské plody). Rostliny i ZivoCichové se s expozici rizikovym
prvkdim mohou vyporadavat tak, Ze jsou rizikové prvky v téle detoxifikovany navazanim na
nizkomolekuldrni protein (metalothionein), a bud' jsou z téla vylou¢eny anebo deponovany
v tkdnich. Pfipadné jsou imobilizovany jiz v kofenech, ¢asto ve formé vysokomolekuldrnich
komplex( fytochelatin(i, a ulozeny ve vakuoldach bunék. V nadzemnich ¢astech rostlin se
nejcastéji deponuji v neaktivnich tkanich jako je borka, nebo jsou rizikové prvky
transportovany do listd, které opadavaji. Do rostlin pronikaji rizikové prvky predevsim

2* apod.), tento pfijem je zejména

z pady, spole¢né s potfebnymi Zivinami (napf. Mg?*, Ca
intenzivni na Zivinové chudych ptdach, kdy rostliny v disledku potreby zajistit dostate¢né
mnozstvi Zivin exuduji do tésného padniho okoli (rhizosféry) tzv. rostlinné/korenové exudaty
(zejména se jednda o nizkomolekuldrni organické kyseliny), které mobilizuji z pldniho
sorpcniho komplexu do pladniho roztoku (mobilni ¢ast pudy, ktera stouzi mj. ke zptistupnéni
zivin rostlinam) kromé Zivin také ptritomné rizikové prvky. Tyto prvky potom mohou

prechazet pres membrany kofenovych bunék do rostlinnych tél (Jaklova Dytrtova et al.

2009a; Jaklova Dytrtova et al. 2011b; Jaklovd Dytrtova et al. 2009b).

U zvifat je transport a kumulace slozZitéjsi, predevsim v zavislosti na vlastnostech
jednotlivych prvkl a jejich forem, na zpusobu priniku do organismu, suplementaci apod.

Strucné je o vybranych rizikovychprvcich pojednano nize.

1.5.1.1 Kadmium

Znacna cast kadmia se do kolobéhu dostava z prirozenych zvétravacich procest hornin a
nasledného vyplavovani do fek a ocednl, ¢ast pochazi také z pozar( lesl a vulkanické

¢innosti uvolnovanim do vzduchu. Antropogenni cinnosti se do obéhu dostava zejména

45



tézbou, béhem zpracovani rud, vyroby baterii, spalovanim fosilnich paliv (v tepelnych
elektrarnach) a domovnich odpadu, aplikaci fosforecnych mineralnich hnojiv a Cistirenskych

kalC do pady, havariemi ¢i netésnostmi sklddek odpad(i, apod. (Faroon et al. 2012)

Kontaminace ornice je pravdépodobné zdrojem nejvétsi expozice ¢lovéka kadmiem,
zprostfedkované vstupem pldniho kadmia do konzumnich ¢asti rostlin a listd tabaku
(Clemens et al. 2013). Kufaci jsou priamérné s jednou cigaretou exponovani davce ca. 1,7 ug
kadmia, z ¢ehoz asi 10% pronikne do organismu. Na zdkladé studii (v USA) se dale odhaduje,
Ze je u nekuraka primérnd expozi¢ni davka z potravin pro dospélou populaci u muzi 0,35 a u

Zen 0,30 pg Cd/kg/den (Faroon et al. 2012).

Z pohledu nebezpeci vyskytu kadmia v potravnim retézci oproti ostatnim tézkym kovlm,
je Cd hodnoceno jako velmi nebezpecné z dlvodu jeho znaéné mobility, a to pfi jeho
pomérné nizké ddvce, ktera je jiz pro lidsky organismus toxickd (McLaughlin et al. 2000),
podobné i jeho slouéeniny. V chronickém ucinku je karcinogenni (Mezinarodni agenturou pro
vyzkum rakoviny (IARC) byl zafazen tento prvek do prvni skupiny), zplisobuje osteopordzu,
anémii, dale cévni a srdec¢ni onemocnéni. Ke kumulativnimu Gc¢inku dochazi dlouhodobym
hromadénim hlavné v ledvinach a jatrech, ale i velmi malé ddvky mohou zpUsobit selhani
ledvin. Akutni alimentarni otrava byla v historii poprvé popsana v Japonsku jako choroba Itai-
Itai. Ta byla zaznamenana u déti a starSich Zen po dlouhodobé konzumaci ryze s vysokym
obsahem Cd, ktera byla péstovdna na polich zavlaZzovanych kaly z Cistirny odpadnich vod
z vyrobny kademnatych pigmentul. Akutni intoxikaci provazeji silné bolesti bticha, prijmy,
zvraceni, znamenad pro organismus znacnou zatéz, projevuje se poskozenim tubuld ledvin a

dochazi k vyplavovani vapniku z kosti (Faroon et al. 2012).

Jeho fyziotoxicita spoclivd vtom, Ze dokdze vytésnit biogenni zinek zrlznych
enzymatickych reakci a narusit tak celé biochemické kaskady. Odvapnéni s fidnutim kosti je
zplUsobeno narusenim metabolismu vapniku. Nadbytek cukru je zplsoben zablokovanim
cyklu inzulinu (Faroon et al. 2012). Kromé toho se podili Cd v téle ¢lovéka na zvySovani
krevniho tlaku a ovliviuje i nékteré dalsi biologické déje — napf. zasahuje do procesu
arterogenese produkci prostacyklinu v bunikach cév, kde dochazi ke zvysenému shlukovani
trombocytl. O pritomnosti tohoto prvku v organismu informuje biologicky monitoring —
aktualni zatéz na zakladé mnozstvi Cd v krvi, mira kumulace v organismu se prokazuje jeho

mnozstvim v moci (Faroon et al. 2012).
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1.5.1.2 Olovo

Olovo se v minulosti dostdvalo ¢asto do organismu inhalaci z ovzdusi a konzumaci plodin
vypéstovanych na exponovanych plochach v blizkosti dopravnich komunikaci, kde byla jeho
pfitomnost zd(lvodnéna pouZivanim benzinu s pfidavkem tetraethylolova a opotie-
bovavanim strojnich soucasti. K alimentarni expozici dochazi rovnéz prachem s vysokym
obsahem olova v okoli metalurgickych tovaren, kde miZe byt ve vzduchu vice nez 10 ug
Pb/m® vzduchu (TPMC 2003). V atmosféfe byla detekovadna celd tada anorganickych
sloucenin, z organickych slouc¢enin napr. tetraethylolovo, tetramethylolovo, které se rychle
fotolyticky rozpadaji na trialkylolovo a dale na dialkylolovo, které jsou persistentni (Rhue et
al. 1992). Olovo patti mezi prvky (As, Cr a Hg), které jsou silné vazany na pevnou fazi pady,
proto kjeho akumulaci do rostlin a pldnich organisml nedochdzi vtak velké mirfe a
nepredstavuje tak velké riziko (ve srovnani s Cd) (MclLaughlin et al. 2000). Do organismu
mUzZe vstupovat také s pitnou vodou kontaminovanou z potrubi a mosaznych ventil(,

z matecné horniny, pigmentl barev, apod.

Vstup olova z prostredi do téla ¢lovéka je stdle predevsim inhalaci par nebo prachu
(z toho 40-50% absorbovdno pres dychaci systém do krevniho fecdisté), pozitim (10%
absorbovano pres travici trakt do krve, kde je z 95-98 % vazano na erytrocyty) a vomezené

mite i pokozkou (Sakai 2000).

Potencionalni nebezpedi spociva v karcinogennim ucinku, zplsobuje zvyseni chromoso-
movych aberaci a vyménu sesterskych chromatid( (TPMC 2003). V lidském organismu se
prevazné kumuluje v kostech, pfi nedostatku vapniku se mize mobilizovat (antagonismus) a
vstupovat do krevniho obéhu a poskozovat tak jatra, ledviny, reprodukéni systém, centrdlni
nervovy systém, u déti mize dochazet k mentalni retardaci i pfi relativné nizké expozici,
v rozmezi hladiny Pb v krvi 5-35 mg L™ dochazi s kazdym navyenim o 1 mg L™ ke snizeni 1Q
0 2-4 body (Verstraeten et al. 2008), mlze i pres placentu plsobit teratogenné (Kafka a
Puncocharovda 2002). Onemocnéni olovem (plumbemie) se projevuje u dospélé populace pfi
koncentraci olova v krvi kolem 500 pg L; pfipustnd hodnota je 400 pg L™; t&7ka otrava

olovem se projevuje pfi koncentracich nad 1 000 pg L™ (ATSDR 2005).
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1.5.1.3 Zinek

Zinek patti mezi esencidlni prvky, tj. jista fyziologickd koncentrace zinku je nutna pro
zachovani a spravnou funkci nékterych biochemickych pochod(l. Nicméné ve vysSich nez
fyziologickych koncentracich je zinek Skodlivy. Lidské télo (dospély 70 kg muz) obsahuje cca
3 g zinku. Uddava se, Ze cca % svétové populace je ohrozena rizikem deficitu Zn, pficemz se
pfedeviim jedna o populace ohrozené chudobou, nedostatecné pestrou stravou
neobsahujici dostatek prijatelného Zn (Maret a Sandstead 2006). Na druhé strané populace
Zijici v hojnosti, diky pfijimani dodatecného Zn v podobé suplementl, jsou C¢astecné
ohroZeny jeho nadbytkem. Riziko toxického pUsobeni nadbytku Zn spociva predevsim v tom,

Ze nadbytek Zn blokuje pfijem a utilizaci Cu.

Zinek je soucdsti stovek enzymU také proteinovych oblasti. Zn je dulezity prfedevsim pro
rast, vyvoj, diferenciaci bunék, metabolismus DNA, spravnou funkci imunitniho systému,
hojeni, reprodukci, zrak, pocitovani chuti, proces uceni, ale také pro apoptdzu (Fraker a King
2004; Golub et al. 1995; Vallee a Falchuk 1993). Casto je opomijena jeho esencialita pro
neurogenezi (predevsim béhem prenatdlniho vyvoje), neuropaticitu mozku projevujici se
predevsim rdstem neuron (béhem prenatalniho vyvoje i postnatalné) a synaptogenezi
(Maret, 2006 — 12-15). Také se podili na pfenosu nervovych vzruchd; jako Zn®* je ulozen ve

specifickych vesikulech na synapsich glutaminergnich neuronl (Frederickson et al. 2005).

V fizeni homeostdazy a prijmu zinku se podili cela fada enzym a bilkovin, které se podileji
predevsim na regulaci bunééné vazaného Zn, transportu a distribuci. Celou problematiku je
tézké jednoznacné popsat, protoze pravé tyto enzymy a bilkoviny vykazuji v ramci
celkosvétové populace velkou variabilitu, kterd vsak vétSinou nevede k fatalnim nésledkim.
Nicméné napt. acrodermatitis enteropathica je geneticky podminéna porucha pfimu a
absorpce Zn, kterd je zplUsobena mutaci bilkoviny zprostfedkovavajici transport Zn Zip4
(Maverakis et al. 2007). Existuje sice obecné doporucované mnoizstvi Zn, které ma byt denné
pfijato (4,7 az 18,6 mg) v potravé (Maret a Sandstead 2006), nicméné, diky vysoké variabilité
enzym( a bilkovin participujicich na ptijmu, transportu a utilizaci, je nutno tento interval brat

jako velmi pfiblizny v odhadu stanovovani optimalniho individualizovaného mnozstvi.
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1.5.1.4 Meéd

Méd patfi na rozdil od tézkych kovi mezi prvky ambivalentni povahy, na jednu stranu je
v uréité mife nezbytnd (esencidlni) ve vyzivé rostlin, zvifat i ¢lovéka (podili se napt. na
rGznych enzymatickych pochodech), ale také mize ve zvySenych davkach plsobit toxicky
(Scheiber et al. 2013). V ramci zemédélské produkce jsou ke zvySenym koncentracim médi
predevsim citlivé nizsi rostliny, plisné a bakterie (McLaughlin et al. 2000), ¢ehoz se vyuziva
v zasazich proti plisnim a bakteriim postfikem roztokem médnatych soli (napf. k oSetfeni

vinné révy).

Esencialita médi spociva pfedevsim v tom, Ze je soucasti enzym( (napf. tyrosinasy), které
ovliviuji ¢innost oxidaz. Jeji pfitomnost v lidském organismu je nezbytnd pro metabolismus
Zeleza, nedostatek byva pfic¢inou zhorSené syntézy hemoglobinu a nasledné vzniku anémie.
K ptfipadnému hromadéni Cu v téle dochazi predevsim v jatrech a kostni dreni a jeji zvySené
mnozstvi zpUsobuje poskozeni jater a ledvin, zprvu zaZivaci obtiZze az krvaceni zazivaciho
traktu (Kafka a Puncocharova 2002). Nemoc zplsobend chronickym nahromadénim Cu
v jatrech, ledvinach, mozku a ocni rohovce se oznacuje jako Wilsonova nemoc. Nemoc
vzniklad nahromadénim Cu u déti mladsich tfi let se nazyvd Mankesova choroba a projevuje
se poskozenim nervové soustavy, zejména pak korovych oblasti predniho mozku, které

vedou k dusevni i fyzické retardaci a nékdy konci i smrti (Havlickova 1998).

1.5.1.5 Zelezo

Zelezo je esencidlni prvek pro zajisténi Zivotaschopnosti savéich bunék a tkani. Je
nezbytny pro prenos kysliku prostfednictvim hemu, v mitochondridlnim dychacim retézci
(cytochromy) a vramci enzymU, jako jsou ribonukleotidreduktazy. Existuje nékolik
homeostatickych mechanisml pro regulaci intestinalniho pfijmu Zeleza (dvandcternikem)
z potravy a bunécného prijmu Zeleza. Jelikoz ale neni organismus vybaven exkre¢nimi
mechanismy pro Zelezo, a tedy se mlze prebytek prijatého Zeleza kumulovat v tkanich, hrozi
pfi predavkovani suplementy vznik toxického ucinku s naslednym ovlivnénim vice
organovych systéml. BézZnou stravou priblizné prijmou dospéli jedinci 10-50 mg

Fe/osoba/den (v zavislosti na pohlavi (Zeny méné), formé Zeleza (ze zeleniny méné — tvorba
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chelatovych komplext) a dalSich pfitomnych latkach (vitamin C)), ale dvanacternikem se

vstieba pouze asi 10%. (Vallerio 2007)

MnoiZstvi Zeleza v potravinovych doplricich je regulovano z divodu potencidlni otravy
predevsim u malych déti. Terapeutickd davka elementarniho Zeleza pti anémii z nedostatku
Zeleza je 3-6 mg/kg/den. Toxické ucinky se mohou objevit pfi davkach nad 10 az 20 mg/kg
elementarniho Zeleza. Poziti vice nez 50 mg/kg elementarniho Zeleza jsou jiZz spojeny se

zavaznou toxicitou.

1.5.1.6 Hlinik

Hlinik se v organismu chovd podobné jako Zelezo, ¢asto s nim byva v kompetici v radé
dllezitych biologickych drah. V télnich tekutindch se nejvice vaZze na citrat, v plasmé také na
albumin. Také serotransferrin v plasmé prfednostné (89%) prenasi hlinité ionty nezZ Zelezité.
Silné se vaZze také na fosfatové skupiny. MUZe zvySovat prichod lipofilnich molekul pres

hematoencefalickou bariéru.

Toxicita hliniku se mlze zvySovat zejména pfi nedostatku Zeleza. Hlinik se vaze na
transferin, nepfimo tam muiZe zpUsobovat nedostatecny prijem Zeleza gastrointestindlnim
traktem. Také muze ovlivnit tvorbu ¢ervenych krvinek (erytropoézu) spousténou pfi deficitu

kysliku, ¢imz mGze dojit az k anemickym staviim (Zatta a Alfrey 1997).

1.5.2 Pesticidy

Skupina toxickych sloucenin zahrnuje (kromé anorganickych) nekonecnou Skalu
organickych sloucenin. Jednd se casto o latky se stabilni strukturou (tzv. aromatické
slouceniny), pripadné latky obsahujici ve své strukture néjaky toxicky prvek (napf.
methylrtut, tetraethylolovo). V ramci persistentnich organickych polutantd, jejichZ chronicka
rizikovost, ale také sledovanost a legislativni opatieni jsou v soucasnosti prioritou, jsou dle
struktury rozliSovany polycyklické aromatické uhlovodiky, polychlorované bifenyly,
polychlorované dibenzo-p-dioxiny a dibenzofurany a organochlorové pesticidy. Tolik tedy
nezadouci produkty spalovani (chlorovanych) uhlovodik(, dfivéjsi aditiva a v soucasnosti

zakdazané pesticidy. Je zde ovSem obrovské mnozstvi potencidlné nebezpecnych latek, které
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jsou hojné pouzivany, tedy jsou i jejich rezidua casto pfitomna v konzumované potravé, a

témi jsou (povolené) pesticidy.

Pro predstavu uvadim odhad rocéniho celosvétového obchodu s pesticidy na zdkladé
Udajl z let 2008 — 2012: Celkové se proda pres 2,6 milionu tun pesticidd (stale se zvysuje),
vyrazny podil trhu pfipadd na herbicidy — asi 1,3 mil. tun (49%, z toho 91% v zemédélstvi),
insekticidy, fungicidy a fumiganty jsou obchodovany zhruba vyrovnané; fungicidi se proda
360 tisic tun (14%, z toho 82% v zemédélstvi) (Atwood a Paisley-Jones 2017). Pesticidiim se

podrobnéji vénuji nasledujici kapitoly.

1.5.2.1 Legislativni ramec vyuZiti pesticidi v zemédélstvi a jeho dodrZovadni

Aplikace pesticidi béhem produkce potravin je regulovana vramci Nafizeni
470/2009/ES, kterym se stanovi postupy Evropského Spolecenstvi pro stanoveni limitQ
rezidui farmakologicky ucinnych Ildtek v potravindch ZivociSného pulvodu, Naftizeni
37/2010/ES o farmakologicky G¢innych latkach a jejich klasifikaci podle maximalnich limitQ
rezidui v potravinach Zivocisného plvodu a Nafizeni 396/2005/ES, které se tyka maximalnich
limitd rezidui pesticid(i v potravinach a krmivech rostlinného a Zivoc¢isného plvodu a na
jejich povrchu (Vyhlaskou 278/2010 Sb. se rusi plvodni Vyhlasky s limity nejvyse pfipustnych
rezidui). Tyto smérnice shodné pro staty Evropské unie obsahuji jak seznam povolenych
latek, tak mnozstvi jednotlivych latek, které je moiné aplikovat, téZ je uveden zpUsob a
minimalni ¢as pred sklizni (tzv. ochrannd Ihita), kdy je mozno pesticid aplikovat. Ddle jsou

zde uvedeny pfipustné limity pro jednotlivé pesticidy, které jsou tolerovany.

Vzhledem k zaméreni této prace neni nutné uvadét jednotlivé hodnoty. Pravdou je, Ze
vétSina evropskych producentll potravin se tyto zakonem dané limity a smérnice snazi
dodrzovat. Nicméné je treba se zamyslet nad zplsobem, jakym jsou tyto legislativni
pozadavky uvadény do praxe. Z legislativni dikce vyplyva, Ze pfipustné limity jsou udavany
pouze pro jednotlivé pesticidy, nikoli souborné pro stejnym (podobnym) zplsobem pUlsobici
pesticidy. CozZ v praxi vede k tomu, Ze limity pro jednotlivé pesticidy jsou sice dodrzovany,
nicméné nizsi mnozstvi pesticidll je nezfidka kompenzovano pouZitim vice chemicky rdznych
pesticidi, ale se stejnym Glinkem. Toto tedy znamena, Ze posuzujeme-li

zavadnost/nezdvadnost potravinového produktu na zakladé vsech pritomnych zdravi
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Skodlivych latek (tedy sumaci jejich toxického ucinku), mize potravina obsahujici podlimitni
koncentrace jednotlivych pesticidl plsobit na lidské zdravi i velmi Skodlivé (obr. 8). Timto
zpUsobem se Casto také obchdzi zdkonem dana minimalni doba aplikace pesticidl pred
sklizni. Vétsina pesticidd se totiz v Zivotnim prostredi (at jiz uCinkem fotodegradace nebo
biodegradaci) transformuje (nékdy jsou vsak produkty transformace stejné toxické jako
plvodni latka, nebo dokonce toxictéjsi). Timto aplikaCnim opatfenim se ma snizit obsah
pesticid(l pfed vlastni konzumaci produktu. Casto se tohoto zplsobu vyuZivd zejména u
ovoce. Ale vzhledem k tomu, Ze pfitomnost pesticidl (zejména fungicid(i) chrani ovoce i
béhem transportu, je toto natizeni nékdy obchazeno (soucasnou aplikaci nékolika pesticid(
se stejnym ucinkem misto aplikace jednoho). Klasickym prikladem jsou napft. jahody, které

nez se na stlil zakaznika dostanou, procestuji doslova pal svéta.

Skupinova aplikace azolovych pesticidu Samotna aplikace pesticidu tebukonazolu
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metod. Proto neexistuje moZnost zasahnout. - Studovat skupinovy a koktejlovy efekt
pouzivanych pesticid(.

Obr. 8. Rozdil ve skupinové aplikaci pesticidli (demonstrovano na prikladu azoll) oproti
samotné aplikaci jen jednoho pesticidu (tebukonazolu). Vice informaci ke konkrétnim

ucinkam azoll je dale v textu.



Dalsim aspektem, ktery neni legislativné zohlednén (a ¢astecné souvisi i s predchozi
»multi-pesticidni“ aplikaci), je synergicky a koktejlovy efekt, ktery sebou ptirozené prinasi
soucasna aplikace nékolika pesticidd. Na obranu tvlrc( legislativy je vSak nutno podotknout,
ze velmi casto chybi védecké informace pravé o synergickém a koktejlovém chovani
pesticidl. Vtomto ohledu lIze predeslat, Ze elektrochemické zafizeni v kombinaci
s hmotnostnim spektrometrem popisované v této praci predstavuje potencidlné levny a

dostupny zplsob, jak synergické a koktejlové chovani pesticidd studovat ex situ.

1.5.2.2 Negativni ucinky pesticidt na fyziologické funkce

Akutni expozice pesticidim zahrnuji pfiznaky jako je podrazdéni pokozky a oci, bolest
hlavy nebo nauzea, které viak v piipadé béiné konzumace potravin nejsou ¢asté. Casté jsou
spiSe u exponovanych farmaru a délnikl. BéZzna populace je ohrozena predevsim chronickou
expozici pesticidd spojenou s konzumaci potravin. Chronicka expozice pesticidim je jednou
z moznych pficin vzniku rakoviny, astmatu a cukrovky druhého typu (Kim et al. 2017). Za
vznikem téchto chronickych onemocnéni stoji ¢asto vice vlivi (véetné genetickych dispozic),
takze je tézké vysledovat vSechny spoustéci faktory, nicméné se stale castéji setkavame se
studiemi, které potvrzuji chronickou expozici pesticidll jako jeden z hlavnich faktor(
zapficinujicich mimo jiné vznik migrén, kognitivnich poruch, hormonalnich a metabolickych

poruch ¢i autismu (Van Maele-Fabry et al. 2011).

Pesticidy jsou latky, které byly zdmérné vytvoreny tak, aby nicily specifické sklGdce
(plisné, hmyz, hlodavce, plevel a dalsi). Prvni syntetizovany pesticid byl vroce 1874
dichlordifenyltrichlormethan (DDT), jehoz insekticidni ucinky byly popsany vroce 1939.
Vroce 1998 jiz bylo na trhu 20000 komercénich produktl registrovanych v kategorii
»pesticid“. US Environmental Protection Agency klasifikuje pesticidy do nékolika skupin
podle jejich potencialni nebezpelnosti: extrémné nebezpecny, vysoce nebezpecny, stredné
nebezpeény a mirné nebezpelny. Podle jejich stfedni délky Zivota jsou rozdélovany jako
permanentni, perzistentni, stfedné perzistentni a neperzistentni. Podle jejich chemické

struktury se déli zejména na organochloriny, organofosfaty, karbamaty a pyretriny.

Organochloriny jsou v Zivotnim prostfedi persistentni latky, které maji tendenci se

akumulovat v tukovych tkanich (Waliszewski et al. 2003). VyuZivaji se pti péstovani vina,
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salatu, rajcat, kukuftice, ryze a dalSich plodin. V lidském organismu pUsobi na urovni centralni
nervové soustavy, kdy méni elektrofyziologické parametry plasmatické membrany;
konkrétn& méni kinetiku Na® a K tok(l pfes plasmatickou membranu b&hem akéniho
potencidlu (vzruchu) (Narahashi 1992). Vysledkem je pak nekontrolované rozsifeni akéniho

potencialu a mozny vznik i epileptického zachvatu (Tordoir a van Sittert 1994).

Organofosfaty jsou estery kyseliny fosforecné. Inhibuji funkci acetylcholin esterdzy, coz
je enzym pusobici rozklad neurotransmiteru acetylcholinu po probéhlém vzruchu. Takto jsou
blokovany acetylcholinové kanaly, které jsou pfitomné v centrdlni nervové soustave, ale také
v synapsich motoneuronu, kde signalizuji svalovou kontrakci. Mezi symptomy intoxikace
organofosfaty patfi ztrata reflex(, bolest hlavy, dezorientace, kiece, kdma, pripadné smrt
(Abou-Donia 2003). Jisté nezanedbatelna je schopnost alkylace, kterd mizZe mit vyznam
v interakci s DNA, kdy pridavani methylovych skupin na nukleotidové baze mlze zasadnim
zpUsobem ovlivnit proces transkripce (Garbellini et al. 2013). Organofosfaty jsou
nejpouzivanéjsimi pesticidy v zemédélstvi viibec; vyuZivaji se pfi péstovani zeleniny, ovoce,

obilovin, cukrové trtiny i dalSich.

Karbamaty jsou derivaty ester( kyseliny dimethyl-N-methylkarbamové. VyuZivaji se jako
herbicidy, insekticidy, fungicidy i nematocidy. Jsou méné persistentni nez organofosfaty a

organochloriny, téZ inhibuji acetylcholinesterazu (Colovi¢ et al. 2013).

Pyretriny jsou odvozené od pfirodniho insekticidu extrahovaného z chryzantém (Sogorb
a Vilanova 2002). Pusobi v centralni nervové soustavé tak, ze méni dynamiku sodikovych
kanald v membrané nervovych bunék; zvysuji cas jejich otevreni, a tedy zvysuji proud
zpUsobeny tokem Na® do buriky, a to jak u hmyzu, tak i u obratlovc (Sogorb a Vilanova

2002). Zvyseni sodikového proudu béhem akéniho potencialu zpUsobi hyperexcitaci.

Navzdory benefitiim, které pro spole¢nost vyuzivani pesticidd ma, je jasné, Ze se jedna
o toxické latky, které neselektivné ovliviuji jakykoliv biologicky systém (Prieto Garcia et al.

2012).

1.5.2.3 Viliv pesticidi na prenos nervového vzruchu

Vétsina pesticidl (co se tyCe jejich druhl a mnozZstvi) ucinkuji na Zivocichy na urovni

synapsi nebo axonu. Cholinergni systém byl plvodné vybran jako cilovy u hmyzu, nicméné se
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vyskytuje i u obratlovcli (tedy i clovéka). Konkrétné se jednd o prenos vzruchu mezi
motoneurony a téZz v nékterych ¢dstech neokortexu. Negativni Ucinky pesticidd souvisi
s inhibici acetylcholinesterazy, a tim s prodlouzenim excitacnich ucink( acetylcholinu (Casida
2009). Nikotinacetylcholinovy receptor je cilovy pro neonikotinoidy, které jsou
kompetitivnimi agonisty pro acetylcholin. Napf. pesticidy spinosiny (Casto pouzivané
vochrané rGzi nebo ovocnych stroml) jsou alosterické moduldtory a kartap (S,S'-2-
dimethylaminotrimethylen bis(thiokarbamat) hydrochlorid) je nekompetitivni antagonista
pouzivany zejména jako insekticid. Kanaly pro sodik oteviratelné (axonalni) zménou napéti
jsou cilové pro DDT, pyretriny a pyretroidy, které funguji jako modulatory; dale oxadiaziny
(indoxacarb) nebo semikarbazony (metaflumizon) funguji jako blokatory. Synapticka
neurotransmise GABA kandlu pro ClI" jsou cilové pro nekompetitivni antagonisty a blokatory
(cyklodieny (endosulfan) a fenylpyrazoly (fipronil)). Glutamat-chloridové kanaly nervovych a
svalovych bunék jsou stimulovany ivermektiny, ¢imz zpUsobuji nadmérny tok CI" iontd do
buriky, coZz vede k zastaveni Sifeni vzruchu. Ivermektiny se pouZzivaji jako Sirokospektralni
antiparazitikum (proti hlistdm i nékterym ektoparazitim z celedi hmyzu) nejen v humanni
mediciné (Crump a Omura 2011). Tzv. G-protein spojeny s octopaminovym receptorem je
cilovy pro agonistu amitrdz (N,N’-[(methylimino)dimethylidyn]di-2,4-xylidin), ktery je

nesystémovym akaricidem a insekticidem (Corta et al. 1999).

1.5.2.4 Viliv pesticidu na biosyntézu sterolt

Steroly (obr.9) se nachdazeji u hub (mykosteroly), rostlin (fytosteroly) i Zivocich(
(zoosteroly). Jejich biosyntéza je odvozena od triterpen( (skvalen) a patfi mezi odvozené
lipidy. Z pivodniho skvalenu se u eukaryotickych organism( v pritomnosti kysliku vyvinuly
steroidy, zatimco u prokaryotickych organism( v bezkyslikatém prostredi tzv. hopanoidy (viz
kapitola vénovana lipiddm). Jejich derivaty maji v organismech rozmanité funkce; jsou
soucdsti biomembran (u lidi cholesterol) ale také jako pohlavni a stresové hormony.
Naruseni jejich biosyntézy tedy mlzZe mit za nasledek (i) snizeni stability plazmatické
membrany, (ii) poruchy hladin pohlavnich hormond, (iii) prabéh akutni i chronické stresové

reakce.
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Obr. 9. Obecna struktura sterolQ.

Pesticidy, které narusuji biosyntézu sterolll, jsou nejcastéji ze skupiny azol(, které podle
jejich chemické struktury délime na triazoly a imidazoly. Nejc¢astéji inhibovany krok
biosyntézy je Cl4a-demethylace na Urovni CYP51 a aromatazy. Informace o ucincich azoll
na inhibici téchto enzym( jsou predevsim studovany in vitro, studie in vivo jsou ojedinélé.
Z tohoto dlivodu je jasné, Ze do budoucna bude tfeba pro odhad rizik spojenych s rozsifrenim
azolQ jako pesticidl, ale téZz jako lékd v humanni mediciné rozsifit rozsah experiment

predevsim o in vivo studie.

Azoly se pouZivaji nejen v zemédélstvi (cyprokonazol, tebukonazol, penkonazol a dalsi),
ale také v humanni mediciné. Obecné azolové slouceniny maji antimykotické ucinky, a to jak
v prevenci (antifungalni ochrana dreva), tak i v [écbé. Metabolické pfemény azoll u rostlin i
zivoCichl byly popsany napf. v Roberts a Hutson (1999). V humdnni mediciné jsou azoly
vyuzivany zejména k lécbé koznich mykdz (Georgopapadakou 1998). Jejich vyhodou oproti
jinym dermalnim antimykotickym Iékdm (napf. antimykotik(im) je, Ze proti nim vznikd
pomérné mald rezistence. Jmenovité se z azoll béiné klécbé mykdz vyuZivaji triazoly
terkonazol, itrakonazol a flukonazol, dale pak imidazoly clotrimazol, tiokonazol, izokonazol,
ketokonazol, oxikonazol, fentikonazol a ekonazol. Ddle se azoly vyuZivaji klécbé
postmenopauzalnich nadorovych onemocnéni citlivych na zménu hladiny estrogend, jako je
rakovina prsu (Murray 2001). Po menopauze prudce klesa hladina estrogen(, protoze se
minimalizuje jejich syntéza ve vajecnicich; hlavni produkci estrogent tak prebira tukova tkan.
U pacientek, které trpi rakovinou prsu, dochazi k tomu, Ze prsni a tésné priléhajici tkan
produkuje aromatazu, ktera slouzi k biosyntéze estrogent (Santner et al. 1997)). Tato lokalni

produkce estrogent vlastné podporuje rist nador( produkujicich estrogeny. Medikace azoly
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(letrozol, anastrozol, vorozol, exemestan a fadrozol) inhibuje aromatazu, ¢imz tlumi rozvoj
nadoru prsni tkané (Brueggemeier 2006; Zarn et al. 2003). Teoretickou moZnosti je vyuZiti
azoll u chlapcll s opozdénym ndstupem puberty a télesnym vzrastem, kdy byl navrien
k medikaci letrozol (Wickman et al. 2001). Mechanismem ucinku v tomto pfipadé je, Ze azoly
blokuji maturaci kostni tkané, ktera je zavisla na obsahu estrogenu. Potencidlni vyuZziti azola
v lé¢bé téchto onemocnéni (dle (Stanhope 2001) neprikazné) jen dokazuje, Ze azoly maji

nezanedbatelny vliv na hladiny pohlavnich hormon( a s tim souvisejici pochody.

Aromataza (kterou kéduje gen pro CYP51) je rozhodujici v udrzeni fyziologické rovnovahy
mezi androgeny a estrogeny. Pohlavné specificky pomér androgen(l a estrogent je dllezity
predevsim pro spravny vyvoj pohlavnich orgdn( a plodnost. Disbalance v poméru pohlavnich
hormon( vede nejen k poruchdm pohlavniho vyvoje, ale téZz k rozvoji chorob citlivych na

zménu hladiny estrogenu.

1l4a-demethyldza (kédovand genem pro CYP19) steroll je klicovy enzym v biosyntéze
meidzu-aktivujicich steroll, které se uplatnuji jako modulatory vyvoje zarodec¢nych bunék u
obou savcich pohlavi. 14a-demethyldza patfi do rozvétvené rodiny hem-obsahujicich
enzym(O komplexu cytochrom P450, které jsou zodpovédné za metabolické premény

xenobiotickych latek, viz. ptislusna kapitola.

U hub a kvasinek je ucinky azolli narusSena (popsanou inhibici 14a-demethylace)
soudrZnost biologickych membran, kde jejich hlavni stabilizujici komponentou je ergosterol.
14a-demethylaza se nachazi u fady dalSich organismi pocinaje archebakteriemi a ¢lovékem
konce. Geneticky predpis pro 14a-demethylazu je zndm u fady ZivocCichl, véetné clovéka
(Waterman a Lepesheva 2005). Na urovni primdrni struktury bilkovin (sekvence amino-
kyselin) se jedna o znacné konzervativni strukturu; homologie sekvence aminokyselin mezi
Clovékem a krysou je 93%, mezi ¢lovékem a houbou 40% (Stromstedt et al. 1996). U lidi je

14a-demethyldza exprimovana v celé radé rozdilnych tkani (Raucy et al. 1991).

U savcl je pomoci 14a-demethylazy skvalen konvertovan na steroly aktivujici meidzu
(MAS). Jednim z UcinkG téchto prekurzord cholesterolu byl vyvoj zarodecnych listl

v zavislosti na pohlavi.
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Jak jiz bylo receno vyse, prekurzorem pro syntézu vsech steroll je skvalen, ktery ma

linearni strukturu. Je vychozim substratem pro fytosteroly, ergosterol, cholesterol a pohlavni

hormony (obr. 10).
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Obr. 10. ZjednoduSené schéma biosyntézy sterol(i (upraveno a doplnéno dle Zarn et al.

(2003))

1.5.2.5 Vliv pesticidi na dychaci retézec

Bunécné dychani je souborny nazev pro kaskadu déjd, jimiz je ukonéena metabolicka
preména cukrl, tuk( i bilkovin. Dochazi k nému v mitochondriich s vyuzitim obou
membranovych systémO mitochondrie i mitochondridlniho matrix. Zjednodusené zde
dochazi k oxidaci NADPH a FAD vzniklych v Krebsové cyklu, ¢i béhem B-oxidace mastnych
kyselin a vzniku ATP. Koncovym akceptorem uvolnénych elektronl a vodikovych proton( je
0,; vznikd voda. Pravé dostupnost O, jako kone&ného akceptoru elektroni a H* souvisi
s moznosti vzniku reaktivnich (a toxickych) volnych kyslikovych radikalt. Biochemicky aparat

dychaciho fetézce je tvofen péti membranovymi komplexy (I-V). Pesticidy plsobi hned na
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nékolika katalytickych drovnich dychaciho fetézce. Nejcastéji (i) blokuji nebo poskozuji
vazebnd mista membranovych komplexa, (ii) narusuji vazbu substratu, a tim blokuji oxida¢ni

fosforylaci ¢i tvorbu protonového gradientu.

Napf. roteton a nékteré miticidy inhibuji vazbu na vazebné misto PSST b komplexu |
(Schuler a Casida 2001). Karboxin a metabolity cyenopyrafenu inhibuji sukcinin
dehydrogendzu v komplexu I, quinolové oxidacni centrum komplexu Il je blokovano
strobiluriny. Acequinocyl inhibuje vazebné misto 2 komplexu Ill. Bifenazat blokuje na
cytochromu b misto Qp. Cyazofamid a amisulbrom se vazi na Q; misto cytochromu bcl.
Kyanidiny a fosfiny (pouZzivaji se jako fumiganty na ochranu cerealii a jddrového krmiva)
blokuji komplex IV (Chaudhry 1997). Karboimidy a trioganotiny blokuji ATP syntazu
komplexu V (Holloway et al. 2008). Chlorfenapyr brani vazbé substratu béhem oxidativni
fosforylace, ¢imz zabranuje produkci ATP (béhem oxidacni membranové fosfoylace
v mitochondriich oxidazy nejprve odstrani N-ethoxymethylovou skupinu chlorfenapyr a
vytvori jeho derivat, ktery pak brani systéze ATP v dychcim fetézci). Zamezeni produkce ATP
vede k bunécné smrti (Raghavendra et al. 2011). Fluorocitrat je metabolitem insekticidu
fluoroacetatu, jenz inhibuje akonitdzu cyklu trikarboxylovych kyselin, coz vede k lokalni
inhibici metabolismu porusenim Krebsova cyklu (Swanson a Graham 1994).

U pesticidl ucinkujicich na drovni dychaciho retézce proti Zivoc¢iSnym skidcim je velmi
problematické navrhnout selektivni inhibitory patti¢nych procesli, protoZe enzymaticka
podobnost déjii probihajicich v eukaryotické Zivocisné burice je vysoka. Proto jejich lokalni
ucinky u lidi jsou podobné jako u hmyzu. Stejny makroskopicky efekt, tedy inhibice
dychaciho fetézce vedouci k akumulaci volnych radikalll a nedostatku ATP (majici za
nasledek bunécné hladovéni) nasledované apoptdzou. U lidi se vyznamné projevi dlsledek
apoptdzy az po nesrovnatelné vyssi davce pesticidl. Jsou vSak tkané, které jsou citlivé i na
pomérné mala mnoistvi pesticidl blokujicich dychaci retézec, a to jsou predevsim nervové
buriky. Zejména neurony Sedé klry mozkové jsou k blokovani dychaciho retézce extrémné
citlivé, protoze jsou vybaveny bilkovinou PHD1 (Vyskocil 2016), kterd pfi jen mirném
nedostatku O,, ¢i ATP spousti apoptdzu. Pravdépodobné zde funguje princip ,vSe nebo nic”
tj, vtomto pripadé lépe nefungovat viilbec nez Spatné. Pro tyto neurony je z néjakého

dlvodu vyhodnéjsi spustit apoptozu dfive nez je poskodi volné radikaly.
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1.6 Kumulativni a koktejlovy efekt toxickych latek

Pokud hovofime o nezadoucim ucinku jednotlivych toxickych latek, vidy uvazujeme jejich
tzv. hladinu toxicity, coZ je nejcastéji mnoZstvi vyjadiené v poméru vici hmotnosti jedince.
V béiné praxi vSak jednotlivé toxické latky svlj zdkonem stanoveny limit neprekracuiji.
Nicméné v pripadé potravin, které jsou konzumovany dennodenné, nase zdravi ohrozuje tzv.
kumulativni efekt (Hass et al. 2012; Kortenkamp 2014; Rieke et al. 2014). DalSim problémem,
ktery je tfeba uvaZzovat, je moznost vzdjemné interakce nékterych latek mezi sebou
(skupinovy nebo koktejlovy effekt), pfipadné synergické chovani, nebo chovani soucinné.
Aby bylo moZné néjakym zplsobem charakterizovat kumulativni efekt s ohledem na rGzné
varianty koktejlového efektu, byly vytvoreny tzv. ,Cumulative assesment groups” (CAGs),
které se projevuji spole¢nymi aditivnimi efekty. Jednd se tedy o skupiny latek s podobnymi

toxikologickymi ucinky (EFSA 2013; Kennedy et al. 2015).

Jedna CAG skupina byla vytvorena i pro triazolové fungicidy, kterym je vénovdna znacna
cast této prace, véetné Casti experimentalni. Tato triazolova CAG skupina ¢ita 11 triazold,
které plsobi hepatotoxicky (EFSA 2009). V jatrech tyto triazoly plsobi jako blokatory
konstitutivniho androstanového receptoru (CAR) a pregnantniho X receptoru (PXR) (Nesnow
et al. 2009; Peffer et al. 2007). Dale azoly plsobi na vySe popsané procesy souvisejici

s biosyntézou sterold.

Vtomto sméru pfili§ publikovanych experimentl in vivo neni; pokud jsou, tak
z pochopitelnych didvodld ne na lidskych objektech. Neni zde predpoklddan bezprahovy
ucinek a i prah akutniho ucinku u ¢lovéka lze vidy jen odhadovat. Jak jiz bylo naznaceno
drive, u retrospektivnich studii je zdsadnim problémem eliminace ucink( jednotlivych
faktor(. Smidt et al. (2016) provadél zajimavy experiment, kdy po dobu 28 dni krmil
laboratorni mysi potravou obsahujici velmi nizké koncentrace ¢tyr triazold. Pokousel se tak
vysvétlit tzv. ,low dose“-efekt (Rhomberg a Goodman 2012; Vandenberg et al. 2012). Za
pfiznivy vysledek studie lze povazovat, Ze se negativni pusobeni triazold pouze scitalo,
nedochdzelo tedy k znasobenému negativnimu efektu. Presto nizké davky ctyr triazoll
projevily nizsi hmotnosti jaterni tkané, dale potom typické naruseni biosyntézy sterold a dalsi

efekty, které vsak nebyly statisticky priikazné.
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Do budoucna je tfeba pocitat s tim, Ze i kdyz v potravindch nejsou prekroceny limity
jednotlivych toxickych latek, jejich ucinek v sumé se vSak negativné projevit mize, zvlasté

pokud se jednd o chemické latky s podobnymi ucinky.

Vzdjemnou interakci vice latek nazyvanou koktejlovym efektem je velice slozZité
komplexné postihnout (Vasquez et al. 2014). Je treba fici, Ze se nemusi jednat pouze o
vzajemnou interakci rizikovych latek mezi sebou, ale tfeba i nékolika rizikovych latek
s pfirozené se vyskytujici (jinak netoxickou) biologicky aktivni latkou. Koktejlovy efekt se
muZe projevit na nékolika vzajemné propojenych urovnich. Primarné se rizikové latky
dostdvaji do Zivotniho prostfedi v disledku ¢innosti spojenych se zemédélskou produkci,
pramyslem, dale téZ v odpadech ve formé farmaceutik a jejich rezidui, z potravinarského
pramyslu. NejcastéjSim cilovym prostfedim, kam se toxické latky dostavaji, je voda
(v pripadé, Ze jeji Cisténi bud neni, nebo je nedostate¢né, nebo nedostatecné specifické pro
nékteré komponenty), ddle puda, kam se toxické latky dostavaji béhem zemédélské
produkce nebo béhem zavlaZovani odpadni vodou. Z vody i z pudy se tyto cizorodé latky
dostdvaji do potravnich fetézcll; podle jejich povahy prechdzeji bud do vodnich Zivocich(,
nebo prechazeji do rostlin. Zjednodusené je propojenost environmentdlnich systém(
s potravnim fetézcem zndzornéna na obr.11. Je zde dobre patrnd komplexnost osudu
xenobiotickych latek v Zivotnim prostfedi, jejiz popis ani pochopeni neni trivialni.
Zjednodusené lze fici, Ze pokud chceme studovat osud a mozné interakce jedné xenobiotické
latky, napf. imazalilu (fungicid; struktura zndzornéna na obr. 11 Zluté), uvazujeme jeho vstup
do Zivotniho prostredi jak z odpadnich vod (kam se dostal jak ze zemédélské produkce, tak i
v dUsledku farmaceutické Ié¢by mykdz ve veterinarni péci), tak pfimo béhem aplikace na
plod v ramci jeho ochrany pred houbovymi onemocnénimi (vétsina aplikovaného fungicidu
totiz zGstava na povrchu plodu a do pudy se dostava splachem). Toto je tedy prvni vstupni
cesta vedouci pres puddu. V pldé muize nejen imazalil (uveden jako modelovy pfikad)
interagovat s dalSimi toxickymi latkami pochazejicimi z farmaceutického primyslu nebo
dalsimi agrochemikaliemi (na obr. 11 pro pfiklad uveden repelent kapsaicin — zndzornén
bile), dale potom s Zivinami, tézkymi kovy (na obr. 11 zastoupeno Cd, které muze byt
soucasti aplikovanych odpadnich vod (kal(i), nebo se do plidy dostdvd z matecné horniny, Ci
minerdalnich hnojiv) a padni biotou. Imazalil (obecné cizoroda latka) muze zUstat v pudé

vazan v ramci mikroedafonu, nebo sorbovan na organominerdlni komplex, nebo se vyskytuje
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viceméné slabé vazany na kationty nebo volny, tedy v puddnim roztoku. PUdni roztok
predstavuje pomérné mobilni ¢ast pldy, ze které rostliny ptijimaji Ziviny. Souc¢asné s Zivinami
vsak do rostlin prechazeji z pdniho roztoku nebo jsou i aktivné pfrijimany (pfes bunécnou
sténu a plasmatickou membranu kofenovych cepicek) i latky rizikové (vice o prenosu a
formdach rizikovych prvka v pfilozenych publikacich (Jaklovad Dytrtova et al. 2012b; Jaklova
Dytrtova et al. 2011b; Jaklova Dytrtova et al. 2011c; Jaklova Dytrtova et al. 2009b; Jaklova
Dytrtova et al. 2008). Tyto xenobiotické latky se pak dle jejich povahy distribuuji v rostlinném
téle. Svou roli zde hraji i ochranné mechanismy rostlin, jako je vazba tézkych kovl na tzv.
fytochelatiny (coZ jsou malé peptidy jen o nékolika aminokyselinach obsahujicich siru). U
Zivocichd jsou jejich analogem metalothioneiny. Casto té7 dochazi k ukladani toxickych latek
do organu, kterych se rostlina na konci vegetac¢niho obdobi zbavuje; mohou to byt jak listy,
tak i tfeba plody, anebo je umistuje do podplrnych pletiv, kde neprobihaji vyznamné
biochemické procesy (napf. borka). Do lidského potravniho fetézce (na obr. 11 v podobé
jablka) se cizorodé latky dostdavaji predevsim z primé aplikace a téz v dlsledku detoxikacnich
strategii rostliny. Biotransformace probiha predevsim v jatrech (pomoci enzyma komplexu
P450), ale také v plicich, ledvinach, slezing, ve stfevech, svalech i kGzi, sliznici a oku
v zavislosti na zplsobu vstupu xenobiotika do organismu a jeho distribuci (ktera zavisi
pfedevSim na jeho (ne)rozpustnosti ve vodé a afinité vici nékterym bilkovinnym
prenaseclim). Na urovni bunék se dostavaji z cytozolu do endoplasmatického retikula a

predevsim do mitochondrii, kde dochazi k jejich enzymatické transformaci.

62



3 -
v '
1ty ¥
Prechod xenobiotik
pres plasmatickou membranu

Obr. 11. Zjednoduseny prehled moznych tokU toxickych latek a jejich propojeni s potravi-

novym fetézcem Clovéka (zdroj: autorka).

1.7 Metabolické premény latek

Poté, co jsou cizorodé latky pfrijaty a distribuovdny organismem, prochdzeji obvykle celou
fadou metabolickych premén. Podrobné se studiem metabolickych premén xenobiotik
zabyva toxikokinetika. | pomérné bezpecné latky mohou teoreticky (v zavislosti na ptijmu a
stavu organismu) po sledu pfemén dojit takovych strukturnich a funkénich zmén, Ze se
mohou stat i velmi toxickymi. Z tohoto dlivodu je tfeba studovat nejen dané latky samotné a
jejich pfimé interakce vorganismu, ale téZz jejich metabolity. Nejéastéji kaskada
biotransformaci zacina v jatrech za pomoci enzymatického komplexu Cyt P450 (Voet a Voet

2011) (obr. 12).
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Obr. 12. ZjednoduSené schéma metabolismu xenobiotik (upraveno a doplnéno podle (Faber

etal. 2014))

Jatra obsahuji mnoho enzym, které umoznuji pfeménit do téla prijata xenobiotika
(napf. pesticidy, farmaka) (Meyer 1996). Neni proto divu, Ze nepfiznivé premény xenobiotik
maji primarné hepatotoxicky charakter (Antoine et al. 2008). Prvnim krokem metabolickych
pfemén je tzv. metabolicka faze |, ktera v sobé zahrnuje fadu chemickych reakci, jako je
oxidace, redukce, dehydrogenace nebo hydrolyza. Zde se uplatiuje celd rada vitamind (B-
premén je oxidacni funkcionalizace katalyzovana enzymy Cyt P450. Vzniklé metabolity
xenobiotik ¢asto obsahuji hydroxylové (OH), amino- (NH;) nebo karboxylové (COOH) funkéni
skupiny. Takto zménénd plvodni xenobiotika mohou bud' (i) byt vyloucena z organismu, (ii)
vstoupit do druhé kaskady premén zvané metabolicka faze Il, nebo, v pfipadé velmi
reaktivnich metabolit(, (iii) nevratné navazana na proteiny ¢i dokonce na DNA (Antoine et al.

2008).
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V metabolické fazi Il dochazi ke konjugaci metabolitl xenobiotik napf. s GSH, kyselinou
glukuronovou nebo siranem (Zimmerman 1999). Takto navazany jsou metabolity

detoxifikovany a vylouceny z organismu jeko rozpusné souceniny ve vodé.

Velmi reaktivni metabolity jsou pro organismus znacné toxické a jejich vazbou na
proteiny (zejména enzymy) mohou byt blokovany nebo néjak naruseny biochemické reakce
(katalyzované témito enzymy). Nezanedbatelné je zde i riziko vzniku rakoviny v dasledku
vazby reaktivnich metaboliti na DNA. Jejich polocas vyskytu je ¢asto méné nez jedna minuta
(velmi rychle reaguji), proto jejich detekce v plasmé, ¢i krvi je v podstaté nemozna (Park et

al. 2005).

1.8 Metody studia latkovych premén
1.8.1 Konvenc¢ni metody studia latkovych premén

V pfipadé mozZnosti konvencénich metod studia latkovych premén je velmi dulezity cas,
kdy je studium provadéno. S ohledem na vysokou reaktivitu nékterych metabolitl, a tedy
kratky (polo)¢as vyskytu (do jedné minuty, viz predchozi kapitola), je nutné s analyzami zacit
prakticky okamzité po expozici. Konvencéni metody zahrnuji predevsim metody in vitro a in

Vivo.

In vitro metody zahrnuji vyuZziti supersomui, mikrosomu, cytosolu, S9 frakce, (transgenni)
bunécné linie, primarnich hepatocytd, jaternich fezi a odmitnutych jater (Brandon et al.
2003). Cilem téchto metod je co nejpresnéjsi mimikovani in vivo situaci. Nespornou vyhodou
téchto metod je jejich soulad s etickym kodexem a to, Ze v porovnani s metodami in vivo

nejsou tolik pracné.

Intaktni jaterni bunky (primarni hepatocyty) jsou idealni pro studium pravdépodobného
celkového reakéniho obrazu premén xenobiotik. Na druhé strané jejich samotna izolace
z jaterni tkané je komplikovana a pracna, navic musi byt zajisténo, Zze nebude jaterni tkan
darce poskozena. Realita je vtomto pfipadé zkreslena snizenim hladin nékterych enzym(
vdusledku neplvodniho okoli jaternich bunék. Ztohoto dlvodu je vytézek

biotransformacnich reakci (konverze) snizen, ¢asto i vyznamné (Pelkonen et al. 2005).
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U jaternich Fezli je spojeni mezi intaktnimi burikami zachovano, coZ je nespornou
vyhodou oproti pfedchozi metodé. Podobné jako u primarnich hepatocytd je jejich ziskavani
komplikované a pracné, dale Zivotnost bunék v fezech je pouze nékolik malo dni (Brandon et

al. 2003).

Z hlediska nejlepSiho pfiblizeni realité jsou zinvitro metod vyhodné experimenty
s izolovanymi prefundovanymi jatry (celym orgdnem). Nevyhodou je, Ze tento substrat Ize
ziskat pouze z animalnich modell, navic pro kazdy dil¢i experiment je tfeba jedno zvire

(Brandon et al. 2003).

Nejméné populdrnim in vitro systémem jsou jaterni bunécné linie, a to z toho dlvodu, Ze
ne vSechny enzymy z metabolické faze | i Il jsou exprimovany. Na druhé strané je moziné
genetickou Upravou podpofit nebo naopak potlacit patficné metabolické drahy, coz
umoznuje se selektivné zaméfit na studium jen nékterych parcidlnich enzymaticky fizenych

reakci (Brandon et al. 2003).

Lidsky jaterni cytosol je pfipravovan centrifugaci homogenizované jaterni tkané.
Vzhledem k tomu, Ze obsahuje predevsim enzymy faze Il (napt. glutathion-S-transferazu, N-
acetyl transferdzu a sulfotransferazu), je pouzivan pro in vitro studie faze Il (Brandon et al.

2003).

S9 frakce je supernatant ziskany centrifugaci na 9000 x g. Obsahuje predevsim
mikrosomalni i cytosolické enzymy z obou metabolickych fazi (tj. I i Il). Nevyhodou S9 frakce
je nizka enzymaticka aktivita ve srovnani se samotnym cytosolem nebo mikrosomy. V praxi
se pro metabolomické studie nejcastéji pouzivd kombinaci tfi vySe zminénych metod in vitro;

S9 frakce, lidského jaterniho cytosolu a mikrosomu (Brandon et al. 2003).

Celkové zin vitro metod jsou vsoucasné dobé nejpopularnéjsi aplikace na lidské
mikrosomy (HLM) nebo krysi jaterni mikrosomy (RLM), které slouzi ke studiu metabolické
faze 1. VyuZiti supersoml je podobné jako u mikrosomd, stim rozdilem, Ze aktivita

exprimovanych enzymatickych soubor( pfiddnim xenobiotika je vyssi (Stresser et al. 2013).

HLM sestdvaji z vesikull endoplasmatického retikula jaternich bunék a obsahuji
predevsim enzymy z rodiny Cyt P450 a UGT (uridine 5'-difospho-glukuronosyltransferaza).
Podobné jako cytosol a S9 frakce jsou ptipravovany centrifugaci z jaternich preparatd. HLM

umoznuji studovat vliv specifickych forem enzymd odpovédnych za metabolické zmény
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pouhym pridavkem inhibitor(i téchto enzym( do inkubacni smési. H(R)LM z podstaty své
pfipravy zvysSuji aktivitu enzymU metabolické faze |, coZz celkové usnadiuje praci s timto
modelem, na druhé strané tato elevace aktivity enzymU faze | znemoznuje srovnani takto
ziskanych vysledka s in vivo modely. Z tohoto dlvodu jsou vysledky ziskané studiem H(R)LM
vyuZity pouze pro kvantitativni screening metabolit( (Brandon et al. 2003). V praxi se s timto
modelem pracuje tak, Ze jsou H(R)LM inkubovany spolecné s pfidanym xenobiotikem 90 min
v roztoku pufrovanym na pH 7,4 pfi fyziologické teploté (37°C). Nasledné je pridano vhodné
organické rozpoustédlo (napt. acetonitril), aby tak byly ukonéeny enzymaticky katalyzované
reakce a zaroven extrahovany vzniklé metabolity z inkubacéniho roztoku. Takto extrahované
specie metabolitd (nejednd se o samotné metabolity, protoze vlivem matrice inkubacniho
roztoku dochazi k jejich interakci a navazani na latky pritomné v matrici roztoku) jsou
separovany nejcastéji pomoci kapalinové (LC) nebo vysokotlaké kapalinové chromatografie
(HPLC) a nasledné analyzovany pomoci hmotnostni spektrometrie (MS). Pfedevsim vzniklé
reaktivni metabolity maji tendenci interagovat a tvofrit kovalentni adukty s makromolekulami
nebo jinymi nukleofily pfitomnymi v inkubaénim roztoku. Aby bylo mozné vzniklé metabolity
identifikovat (pomoci MS), je tfeba predradit separaci pomoci zvoleného typu LC (Baumann
et al. 2010). Pridavek tzv. vychytavaciho média (trapping agent), jako je napf. GSH
(glutathion), casto umozinuje nepfimou detekci elektrofilnich specii, které mohou byt
identifikovany na zakladé vzniklych predpokladanych aduktl (Lohmann a Karst 2007). Zde je
nutné podotknout, Ze skutec¢né vysoce reaktivni metabolity (tedy ty potencidlné pro
organismus nejvice nebezpecné) nemohou byt takto ,vychytany” bud vibec, nebo
nedostate¢né efektivng, aby tak mohly byt nasledné identifikovany a kvantifikovany. Casto

se jednd o metabolity silné interagujici napf. s proteiny (Baillie 2006).

Vzhledem k témto nevyhoddm a také k tomu, Ze legislativa Evropské unie neumoznuje
testovat potencidlni toxicitu napr. kosmetickych pripravkli na modelech pochazejicich ze
zvitecich modell, je tfeba hledat jiné alternativni pfistupy (EU 2009). Vzhledem k tomu, Ze se
kazdy biologicky materidl vyuzity k in-vitro stanoveni produktl (metaboliti) enzymatickych
premén muze lisit jak vytézkem, tak i samotnymi produkty, a tedy srovnani s modely in-vivo
je nedostatecné, mohly by byt skuteénym kandidatem metody instrumentdlni. Tyto metody
jsou obecné lépe reprodukovatelné nez metody biologické a navic zde neni kolize s etickym

kodexem.

67



1.8.2 Mimikovani metabolickych zmén pomoci elektrochemie

Vroce 1981 byl poprvé rozpoznan potencial elektrochemické oxidace pro syntézu
metabolitu ve fazi | (obr. 13). Takto bylo moZné elektrochemicky generovat N-dealkylované
specie Ctyr neurofarmak bez jakéhokoli pridavku chemickych reagencii, ¢i enzym( (Shono et

al. 1981).

Elektrochemické Metabolismus Cytochrom P450
mimikovani .. '
xenobiotik

\ 4

e o 3 Fazel .
o ol Oxidace
Oxidace [§ & J » _| Redukce
Redukce | ¢ 9 “| Hydrolyza
_ M Dehydrogenace
& v A 4
Hmotnostni Detoxikace Vazba na DNA nebo proteiny
spektrometrie ik
Toxicita

* Narusenifunkce enzymu
* Iniciace vzniku rakoviny

\ 4

Detekce

v

Faze Il

Obr. 13. Schéma znazornujici moznosti elektrochemie mimikovat prvni fazi detoxikace

xenobiotickych latek (zdroj: autorka).

V soucasné chvili je na trhu k dispozici nékolik elektrochemickych cel pouzitelnych pro
metabolické studie, ne vSechny je ovSem moiné on-line zapojit prfed hmotnostni
spektrometr s ionizaci elektrosprejem. Tyto cely se objevily prakticky zaroven, pticemz
elektrochemickd cela popisovana v této praci byla v dobé, kdy byly tyto cely zpfistupnény,
patentovana v Ceské republice. Doslo tedy ksouc¢asnému wyvoji metabolickych

elektrochemickych cel. Je vSak nutno zminit, Ze se cely vzajemné velmi liSi, a to jak
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konstrukci, usporadanim elektrod, tak i druhem pracovnich elektrod, Ize tedy vyloucit
vzajemné ,kopirovani“ konstrukénich reSeni mezi autory. Nakresy rlznych komercnich cel Ize
najit napf. ve (Faber et al. 2014). Nasledujici kapitola se pokusi shrnout a nastinit
problematiku konstrukce elektrochemickych cel zapojitelnych pfed hmotnostni spektrometr
(zkraceny popis elektrochemické cely navriené a vyvinuté autorkou je uveden v metodach
prace). Tomu, Ze se nejednd o jednoduchou zéleZitost, napovidd i to, Ze se o rlizna feseni

vyzkumnici pokouseli jiz od 70. let minulého stoleti.

1.8.3 On-line spojeni elektrochemickych metod s hmotnostni spektrometrii

Vzhledem ktomu, Ze on-line spojeni elektrochemie s hmotnostni spektrometrii zaziva
v soucasné dobé renesanci (prvni pokusy byly provadény jiz v 70. letech minulého stoleti
(Bruckenstein a Comeau 1973; Bruckenstein a Gadde 1971)) a pfedni vyrobci zamérujici se
predevsim na vyvoj a prodej hmotnostnich spektrometr(i v souc¢asnosti zavadéji na trh jako
horké novinky pravé hmotnostni spektrometry vybavené elektrochemickou celou, rychle
narlUsta tada rGznych technickych teSeni vylepsujicich toto spojeni. NarlGst zajmu
v poslednich 15 letech lze prisuzovat predevsim zavedeni vyhodného zplsobu ionizace
vzorku (ESI (Gun et al. 2010)). On-line spojeni EC/ESI-MS jiz ke konci 90. let minulého stoleti
testovali napf. (Deng a Van Berkel 1999a; Deng a Van Berkel 1999b; Zhou a Van Berkel
1995).

Zde je nutné zminit, Ze elektrochemie je provadéna v roztoku, pficemZ v hmotnostni
spektrometrii pred vlastni separaci podle m/z a detekci dochazi k prevodu z kapalné faze do
faze plynné. Zminény prechod je mimo jiné zavisly na mnozstvi privddéného vzorku (Jaklova
Dytrtova et al. 2012a). Jednd se tedy, v pfipadé, Ze nechceme konstrukéné zasahovat do
sestavy hmotnostniho spektrometru, o limitni a urcujici parametr, kterému je treba
prizplsobit nastaveni elektrochemické metody a téZz konstrukci cely. Dale je treba se
vyporadat s vhodnym elektrolytem pro EC a pfitomnymi solemi tak, aby nebyla narusena
funkénost MS (suprese signalu, koroze). Nezanedbatelnym faktorem je spravnd volba

rozpoustédla, vhodného pro cely systém.
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1.8.3.1 Vyhody plynouci ze spojeni elektrochemie s hmotnostni spektrometrii

Navzdory velké oblibenosti hmotnostni spektrometrie (zvlasté ESI-MS) je stanoveni, i
studium latek jiz slabé poldrnich témérf nemoziné, stejné jako studium latek pritomnych
v rliznych speciich (v biologickych matricich) bez predchozi separace. Pravé tato dvé

analyticka omezeni Ize fesit spojenim EC-metod s MS.

O tom, Ze detekce/stanoveni nepolarnich latek pomoci ESI-MS je stale velkym
problémem, svédci i nékolik publikaci zabyvajicich se rdznymi zplsoby ,navazani”
nepoldrnich latek na polarni nosi¢. Napf. Jin a kol. (Jin et al. 2011) pro charakterizaci lipidl a
nékterych sterolll pomoci ESI-MS provedli jejich ,polarizaci“ pomoci laserem indukované
akustické desorpce (angl. Laser-Induced Acustic Desorption) kombinované s klasterizaci
pomoci CIMn(H,0)" a chemickou ionizaci. Daldim ptistupem, jak detekovat nepoldrni latky
pomoci MS, je naptiklad vyuZiti kombinace s laserovou ionizaci za spoluucasti matrice
(Matrix Assisted Laser Desorption/lonization; MALDI) (Macha et al. 2001), tento postup je

vsak vhodny predevsim pro polymery.

lonizace nepoldrnich latek spociva v predfazené oxidaci ¢i redukci latky, anebo jeji
navazani na ion generovany na pracovni elektrodé (dale vtextu jako elektrochemicka
aktivace), tedy spojeni EC/MS. Diky velké variabilité elektrochemickych metod (Wang 2006)
je moiné danou pouzitou metodu, ¢&i elektrochemickou celu pfimo modifikovat, aby
vyhovovala reseni pro dany analyticky problém. Plattner a kol. (Plattner et al. 2012) pouzili
ke stanoveni kovalentnich aduktl nukleovych kyselin elektrochemickou aktivaci (ve smyslu
reakce s nabitou Castici), kterd byla predrazena nasledné separaci pomoci kapalinové
chromatografie (LC) s detekci MS. Elektrochemickou aktivaci studované latky ve spojeni s LC-
MS lze vyuzit napf. pro detekci metabolitd kiize (Melles et al. 2013). Zminéné pfistupy tedy
zahrnuji nejprve elektrochemickou aktivaci studované latky, nasledné separaci pomoci LC a
detekci MS, tedy EC-LC-MS. Dalsi mozZnosti je nejprve vyuzit separaci LC, po niz nasleduje
elektrochemicka aktivace a MS detekce/stanoveni, tj. LC-EC-MS. Zminéného pfistupu bylo
vyuzito pfi stanoveni isokyandtli (coz jsou prudce jedovaté latky pouzivané pfi vyrobé
nékterych pesticidd, ktéré téz zplsobuji hypersenzitivitu plic) a pribuznych nepolarnich latek,
kdy jeho elektrochemicka aktivace pomoci ferrocenoyl piperazidu byla provedena aZz po
separaci LC (Seiwert et al. 2004), analogicky byly timto spojenim studovany polyhydroxylové

antioxidanty (Zettersten et al. 2009).
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Pfi pouZiti navrzené EC sgenerovanim iontl je teoreticky mozné urychlit analyzu
vyloucenim separacniho kroku pomoci LC, nebot dochazi elektrochemickou cestou k tzv.
vyvazani latky z komplikované matrice vzorku. Je mozné jej pouzit pro selektivni, citlivé a
Casové nendrocné stanoveni pesticidd pfimo v matrici pGdniho roztoku bez jakékoli
predchozi Upravy vzorku (Jaklova Dytrtova et al. 2013). Princip metody je zaloZen na vysoké
afinité latky ke generovanému iontu (napf. iontim Cu* a Cu?*). V uvedené studii bylo vyuzito
dvouelektrodového zapojeni pritokové elektrochemické cely. Toto zapojeni je sice velmi
jednoduché, nicméné je zatizeno nizsi robustnosti, nizsi spolehlivosti a vy3si nachylnosti
k poskytovani podhodnocenych ¢i nadhodnocenych vysledkd a v extrémnich pfipadech
nedochazi ke generaci pozadovanych iontl (latek) vibec, protoZe u tohoto druhu zapojeni

elektrod neni mozné zajistit presné dosazeni a stalost pozadovaného vkladaného potencidlu.

V neposledni fadé se on-line spojeni EC-ESI-MS da vyuzit ke studiu mechanismu

elektrochemickych reakci, a to véetné nékterych metabolickych pfemén (uvedeno vyse).

1.8.3.2 Elektrochemie v pritoku

Zakladnim pozadavkem pro dobrou, nejlépe uUplnou konverzi analytu na pracovni
elektrodé je minimalizace tzv. Nernstovy difuzni vrstvy, ktera se tvofi pfi difuzné fizeném dé;i
(tedy zdvislém na koncentraci a difuznim koeficientu dané Iatky). Problematika vytvoreni
Nernstovy difuzni vrstvy spociva ve vytvoreni zpravidla nékolik nm silné oblasti obklopujici
pracovni elektrodu (WE) v disledku odcerpavani iontd analytu z nejblizSiho prostoru WE a
jejich nasledné konverzi na WE (obr. 14). V oblasti Nernstovy difuzni vrstvy tedy dojde
k lineadrni distribuci analytu (smérnici je difuzni koeficient latky), kdy u téla WE se
koncentrace analytu limitné blizi nule a na okraji Nernstovy difuzni vrstvy dosahuje hodnot
koncentrace analytu v roztoku (tzv. bulk concentration). Pokud dojde k vyCerpani analytu
v tésné blizkosti WE a analyt putuje k WE pouze rychlosti danou jeho difuznim koeficientem
a dalsi procesy jiz rychlost premény analytu na WE nesnizuji, hovofime o tzv. difizné rizeném
procesu. Casto Ize téchto dé&jd vyuZit ke studiu fyzikdln&-chemickych vlastnosti systému
(Samec 2012; Senda et al. 1991), nicméné pro Uplnou konverzi analytu na WE v néjakém
redlném case se jedna o jevy nezddouci, které se snazime vrizné mife eliminovat.

Eliminovani vzniku Nernstovy difuzni vrstvy Ize docilit dostate¢nym michanim analyzovaného
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roztoku. Michani muize byt zajisténo bud mechanickym michanim roztoku, nebo vznikem
turbulenci prekro¢enim Reynoldsova Cisla pro vyssi rychlosti prGtoku. Laminarni proudéni
neumoznuje efektivné narusit vznik Nernstovy difuzni vrstvy. V hodnoceni (vypoctu)

Reynoldsova Cisla je tfeba brat v vahu jak rychlost proudéni, tak pramér kapilary.

¢ - konc. v roztoku

tva

’

uznivrs

WE

¢ (mol/L)
Nernstova dif

c—>0 X (nm)

N
g

Obr. 14. Schematické zndzornéni linearni distribuce analytu v blizkosti (um) pracovni
elektrody (WE); v tésné blizkosti WE se koncentrace analytu limitné blizi nule, na okraji
Nernstovy difuzni vrstvy je koncentrace analytu stejnd jako ve zbytku roztoku (zdroj:

autorka).

Praméry kapilar vyuZivané pro ptivod vzorku k hmotnostnimu spektrometru maji
zpravidla primér 0,25 mm (samoziejmé i jiné priméry jsou mozné), pficemz pritoky vzorku
v téchto kapilarach se pohybuji v rozmezi 0,3 a7 1 mL hod™. P¥i takto nizkém pratoku nabyva
tloustka hydrodynamické hrani¢ni vrstvy mikrometrovych rozmérd (Gunasingham a Fleet

1983).

Pti praméru kapilar 0,25 mm dané hodnoty pratok( nestaci k vytvoreni turbulentniho
michdani vzorku. Tento problém lze v principu fesit nékolika zpUsoby: (i) zvétsenim pridméru
kapilar, coz vsak povede k neiumérnému a neziddoucimu zvétSeni spotieby vzorku a

nedostatecné konverzi, (ii) zvétSenim pritoku vzorku, coz vsak povede opét k neumérné
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spotfebé vzorku, oboje je provdzené zahlcenim iontového zdroje hmotnostniho
spektrometru. DalSi moZnosti je (iii) umisténi do téla voltametrické cely, pfipadné do
pfivodni kapilary, michaci zafizeni. Nicméné umisténi michaciho zafizeni do miniaturizované
cely s sebou pfinasi nemalé konstrukéni vyzvy. Pomérné elegantnim a jednoduchym rfesSenim
muze byt (iv) vytvoreni turbulentniho proudéni uvnitf elektrochemické cely vytvorenim
dostatecné povrchové nerovnosti. Tohoto feseni bylo vyuZito napf. u dvouelektrodové cely o
vnitinim objemu 0,72 uL povysunutim elektrod o 0,15 mm do proudiciho roztoku (Jaklova
Dytrtovd et al. 2012a) (obr. 15). V neposledni fadé je mozné (v) vytvofit rdzné typy
oddéleného davkovani vzorku pro voltametrii i hmotnostni spektrometrii umisténim

rozdélovacich ventil(i (Jaklova Dytrtova et al. 2015).

Turbulence slouzici k michani vzorku

RE

> a a 0,15 mm

1,0 mm

WE

Obr. 15. Schématické znazornéni konstrukéniho fesSeni u dvouelektrodového usporadani
zpusobujiciho turbulentni michani vzorku pro minimalizaci tloustky Nernstovy vrstvy; RE —

referentni elektroda, WE — pracovni elektroda (zdroj: autorka).

1.8.3.3 Elektrochemické cely

vv v

Za témér ctyti dekady uplynulych let pokusl o spojeni EC/MS bylo vyvinuto nespocet
variant pratokovych elektrochemickych cel. Z hlediska zapojeni potenciostatu lze tyto cely
délit na trielektrodové a dvouelektrodové. Konstrukéné jsou dvouelektrodové cely

jednodussi, obsahuji pouze WE a elektrodu referentni (RE). V tomto usporadani elektricky
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proud protéka mezi WE a RE, proto je obtizné mezi né vkladat fixni potencial. Pro udrzeni
konkrétni hodnoty potencidlu je mnohem vyhodnéjsi trielektrodové usporadani, kdy
elektrickyproud protéka mezi WE a elektrodou pomocnou (AE), pficemz RE slouzi k urceni
nebo vloZeni potencidlu mezi WE a RE.

v

Konstrukce pratokovych cel (Economou 2010) se casto zcela lisi od ,klasickych”
nepratokovych (Tur'yan 1997) cel, z hlediska velikosti a tvarové rozmanitosti cel jsou pak
varianty nepreberné. Napf. Shono et al. (Shono et al. 1981) zkonstruovali celu o vnitfnim
objemu 50 mL (!), ve které generovali N-dealkylované specie ¢tyf neurofarmak bez pouziti
jakékoli dalsi chemikdlie, coZ je jeden z pfikladl vyuZiti EC/MS spojeni k mimikovani
metabolické oxidace (viz dale). Obecné jsou vsak cely uréené pro on-line spojeni EC/MS spise
miniaturizované. Elektrochemické cely s miniaturizovanymi vnitfnimi rozméry lépe vyhovuiji
béiné pouZivanym pratokim v MS (~ mL/hod), stejné tak splriuji naroky na minimalizaci
spottfeby vzorku (van den Brink et al. 2015). Vnitfni pramér cely by idealné nemél byt vétsi,
nez je pramér pouZzitych kapilar, aby se predeslo vytvareni mrtvych objemu. Mrtvy objem by
celou analyzu zpomaloval a zaroven by dochazelo k tzv. rozmyvani zén elektrochemického
znaceni (viz dale). PoZadavek na miniaturizaci elektrochemické cely Ize snaze technicky
docilit pro dvouelektrodové zapojeni potenciostatu. Vtomto pfipadé je moiné vyuzit
napriklad komeréné dostupny PEEK Cross (obr. 16), ktery ma vnitfni rozméry stejné jako

bézné pouZivané kapildry a je s nimi plné kompatibilni a bézné slouzi k jejich propojeni.

J

Obr. 16. Priklad zapojeni elektrochemické cely uzptsobené z bézné dostupného PEEK Cross

vstup vzorku

pro dvouelektrodové zapojeni potenciostatu, RE — referentni elektroda), WE — pracovni

elektroda, MS — hmotnostni spektrometr (zdroj: autorka).
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Tohoto typu konstrukce bylo vyuzito napf. k elekrochemickému znaceni tebukonazolu
pomoci nascentnich kationtd médi (Jaklova Dytrtova et al. 2013). Nevyhodou této jinak
konstrukéné velmi jednoduché cely je jeji nizsi robustnost, coz je pro dvouelektrodové
zapojeni zfejmé. Robustnost tohoto feSeni je navic snizena nemoZnosti pouZit béiné
referentni elektrody druhého druhu. Sestava je v tomto pripadé tvorena Cu dratkem (WE) a
protielektrodou Ag dratkem — elektrodou pseudoreferentni (pREF). Tento systém je schopen
vloZzeny potencidl na WE udrzet pouze omezenou dobu (fadové jednotky minut dle velikosti
vloZzeného potencialu), poté nutné dochazi k samovolnému prepdlovani systému, tj. WE se
stdva Ag elektroda. V systému se to projevi tak, Ze misto generovani Cu kationtl dojde ke

generovani Ag kationtd.

Analyticky robustnéjsi je tfielektrodové zapojeni potenciostatu, toto zapojeni diky pouZiti
AE a bézné RE jiZ splfuje naroky na stabilni kontrolovatelné drZzeni potencialu. AvSak nutnost

miniaturizace RE s sebou nese i nemalé konstrukéni vyzvy (viz typy elektrod).

1.8.3.4 Typy elektrod

Pro AE (pomocné elektrody) je vybér materiadll omezen pouze na nepolarizovatelné; AE
nesmi ovliviiovat chovéni WE. Nejcastéjsi AE pro spojeni EC/MS jsou z nerezové oceli,

grafitem dopovaného teflonu, platiny, ¢i paladia (Acworth a Bowers 1997).

Pouzitelné RE (referentni elektrody) jsou typoveé stejné jako pouzivané pfi pratokovych
mérenich, ale musi byt miniaturizované a nesmi obsahovat pfiliS velké mrtvé objemy.
Klasicka Ag/AgCl (argentchloridova) referentni elektroda mlzZze byt pouZita jen v pomérné
konstrukéné naro¢ném usporadani v amperometrické (coulometrické) cele, v pomérné velké
vzdalenosti od pracovni elektrody (Acworth a Bowers 1997). Ag/AgCl muze byt pouZita
v miniaturizované podobé, pricemz bézné pouzivany KCl je nahrazen NH4Cl (Jaklova Dytrtova
et al. 2015), ktery je pro pouziti v EC/MS vyhodnéjsi, nebot je kompatibilni s ¢asto
pouzivanym zdakladnim elektrolytem pro spojenim EC/MS, tj. CH3COONH,;. NH4Cl také
nevnasi do systému neZadouci K' kationty, které maji tendenci se vazat na analyt.
Nevyhodou argentchloridové RE (zvlasté té miniaturizované) je nutnd pomeérné casta udrzba.
Dalsi vhodnou RE je Pd/H,, kterda ma tu vyhodu, Ze je témér bezudrzibova a je mozné s ni

pracovat i za zvySeného tlaku; nevyhodou je, Ze jeji potencial je zavisly na pH (Acworth a
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Bowers 1997). Teoreticky je mozné pouZit i Hg/Hg,Cl, (kalomelovou) RE, jejiz potencial zavisi
na koncentraci protiiontu, nicméné obecné stdle mensi obliba rtuti a navic nutnost pouZit

skutecné toxické soli rtuti ¢ini tuto RE stdle méné pouzivanou.

Vybér RE a AE je sice omezen, ale vybér WE (pracovnich elektrod) pouzitelnych v pritoku
je pestry; mohou prichdzet v Gvahu stale nové a vSechny dosud znamé pouzitelné materialy,
mimo kapalné rtuti. Dulezity je ucel, pro ktery je elektrochemickd cela konstruuvdana. St¥ibro,
¢i méd, jsou vhodné pro elektrochemickou aktivaci nepoldrniho analytu, ¢i separaci analytu
z matrice (Jaklova Dytrtova et al. 2013; Makrlik et al. 2015), platina nebo zlato jsou vhodné
pro redukci analytu v ptipadé studia (mimikovani) metabolickych pfemén analytu. Pro
oxidaci analytu lze pouzit skelny uhlik (glassy carbon), ¢i jeho modifikace (Cox et al. 1996;
Deng a Van Berkel 1999b). Ddle je v environmentdlni analyze mozné v pritoku pouZzit napft.
uhlikovou pastu, pevny amalgam, borem dopovany diamant, ¢i dalsi kompozity v rliznych

modifikacich (Barek et al. 2007; Bruins 2015; McCreery 2008; Navratil a Barek 2009).

Miniaturizace elektrod pro EC je zkonstrukéniho hlediska pomérné nelehkd pro
argentchloridové RE. Miniaturizace AE je snadna a spocivd vétsSinou v zavedeni poZzadované
plochy AE do pratoku. Miniaturizace WE s sebou prindsi nutnost rfeSeni tzv. minimax
problému, tj. pro Uspésnou (dostatecnou) preménu analytu je tfeba dostatecna, relativné
velka kontaktni plocha WE, ale pro miniaturizované elektrochemické cely je i velikost WE
omezena. Redeni toho problému mzZe byt pouZiti poréznich WE (obr. 17a), které i pfes svou
malou velikost maji obrovsky povrch (Acworth a Bowers 1997). Déle je pro zvySeni povrchu
WE mozno pouzit sadu nékolika dratkovych elektrod, které jsou vSak zapojeny jako jedna WE
(obr. 17b), ¢i maze jako WE slouzit zavit z pfislusného kovu (obr. 17c).

(b) AE e (C)RE

I
WE

Obr. 17. Ukazky moznosti konstrukce elektrochemickych priatokovych cel pro tfielektrodové
zapojeni potenciostatu v zavislosti na charakteru pracovni elektrody (WE); AE — elektroda

pomocnd, RE — elektroda referentni (zdroj: autorka).
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1.9 Vybrané biologicky aktivni latky a jejich vlastnosti

Nasledujici pasaz se zabyva popisem vlastnosti nékolika latek s biologickou aktivitou.
Nejvétsi pozornost je vénovana resveratrolu — velmi popularni a diskutované molekule, u niz
se predpokladd vyznamny antioxidacni (i jiny pozitivni) ucinek na lidské zdravi, i kdyz jak je
mozno dodist se dale, neni jeji U¢inek az tak jednoznaéné pozitivni. Resveratrol se vyskytuje
predevsim ve viné, proto dalSi latkou s biologickou aktivitou, které je zde vénovana
pozornost je fungicid tebukonazol, ktery se pti péstovani vinné révy celosvétové vyuziva
k ochrané proti plisnovym onemocnénim, je tedy v nezanedbatelnych koncentracich
pfitomen ve viné téz. V pripadové studii je pozornost vzdjemnym interakcim resveratrolu a
tebukonazolu. Dalsi nedilnou slozkou vina je médnaty kation, jehoZ zdrojem je predevsim
vini¢ni pada, kterd obsahuje, diky po nékolik staleti vyuzivanému siranu médnatému proti
houbovym onemocnénim, velké koncentrace. Z divodl aplikovatelnosti elektrochemické
cely v proteomice je pozornost vénovdna téz thiramu, coz je latka obsahujici disulfidovou
vazbu, kterou je mozné elektrochemicky redukovat (podobné jako u proteinl obsahujicich
stericky pfistupnou disulfidovou vazbu). Thiram je téz fungicid a repelent vyuZivany

v zemeédélstvi, ale také jako lécivo pro IéCbu koZnich mykdz.

1.9.1 Resveratrol

trans-resveratrol

HO

OH

Obr. 18. Chemicka struktura trans-resveratrolu.



Resveratrol (Res; 3,4,5-trihydroxystilben, obr. 18) je sekundarni metabolit produkovany
nemnohymi rostlinnymi druhy (napf. ¢ervend vinna réva, brusnice borlvka, ¢erny rybiz,
podzemnice olejnd aj.) (Langcake a Pryce 1977). Obr. 19 znazornuje zjednodusSednou
biosyntézu Res probihajici v nékterych roslinach. V rostlinach se Res casto vyskytuje jako
trans-resveratrol-3-B-D-glukosid, téz zvany jako piceid (Romero-Perez et al. 1999). Res byl

poprvé izolovan v roce 1940 z kofene divizny velkokvété (Veratrum grandiflorum O. Loes).

NH; 1
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(o]
2
5
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Resveratrol 3 x malonyl-CoA kumarova
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3

CoA——S OH
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Obr. 19. Biosyntéza resveratrolu v rostlindch 1 — Fenylalanin amonium lyasa, 2 — Cinamat
4-hydroxylasa, 3 — 4-coumarat: CoA ligasa, 5 — stilben syntax, upraveno podle (Langcake a

Pryce 1977)

Rada védeckych studii (nap¥. (Delmas et al. 2005; Delmas et al. 2006)) dokladd, Ze Res je
uc¢innou latkou v prevenci kardiovaskularnich chorob, rakoviny, neurodegenerativnich
procesu i virovych infekci. Tyto prace doklddaji ucinnost Res na molekuldrni i bunécné
urovni. Nicméné Res je znam svou velmi nizkou biodostupnosti a rychlym vymizenim
z metabolické cirkulace, a to zejména diky jeho nizsi rozpustnosti ve vodé a vysoké reaktivité
(schopnosti interagovat s pritomnymi latkami). Vétsina metabolickych premén Res probiha

na jedné (nebo vice) hydroxylovych skupinach. Mezi nej¢astéjsi metabolity patfi zejména
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sloucenina s glukuronidem a adukty sulfatu. Dokonce nékteré sulfaty Res byly uméle

syntetizovany a testovany na jejich protirakovinné pulsobeni.

.....

prozkoumani, aby byla plné pochopena jeho biologickd aktivita a bylo mozno jej plné vyuzit

pro potfeby suplementace a lécby.

Velmi diskutovany je oralni pfijem Res a jeho stabilita v lidském téle. V pfijmu a stabilité
Res hraji vyznamnou roli jeho biofyzikalni parametry, reaktivita a také parametry aktualniho
prostiedi (napf. pokud je pH prostiedi vyssi nez pK, Res (8,8; 9;8, 11,4 (Lopez-Nicolas a
Garcia-Carmona 2008)), tak se vyrazné sniZzuje biologickd aktivita Res (Lopez-Nicolas et al.

2006)).

1.9.1.1 Rozpustnost a absorpce resveratrolu

Uvodem je nutno podotknout, Ze rozpustnost Res ve vodé je obecné nizka (30 mg L™) a
Spatné prostudovana (Belguendouz et al. 1997). Pravé jeho charakter rozpustnosti (nebo
spiSe nerozpustnosti) ve vodnych (poldrnich) rozpoustédlech ovliviiuje jeho chovani a
distribuci v lidském organismu. Pro zvySeni rozpustnosti Res se vyuZziva (i) pfidavku ethanolu,
kde je jeho rozpustnost 50 g L), tj. vice jak 1000x vy3si ne? ve vodé. Na druhé strané
pridavek ethanolu do bunécnych rakovinnych kultur sniZuje antiproliferaéni uUcinek Res
(Delmas et al. 2000). (ii) Dals$i moznosti, jak zvysit rozpustnost Res ve vodé, je napf. pridavek
DMSO (Delmas et al. 2000), kde se jeho rozpustnost zvysi na 16 g L. (iii) Nebo je mozné
vyuZit riznych vektor(, které s Res tvori komplex, napf. cyklodextrint, které tvori inkluzni
komplexy s vétSinou organickych latek (Laza-Knoerr et al. 2010). (iv) Pfipadné je vodo-
propustnost Res vyssi po jeho navazani na néjakou bilkovinu, napf. lidsky sérum albumin
(HSA). (v) Casto se také pro zvy$eni rozpustnosti Res vyuZivé acetylace, jez by neméla ovlivnit

jeho biologickou aktivitu (Colin et al. 2009; Laza-Knoerr et al. 2010; Marel et al. 2008).

Ve stfevech je absorpce Res fizena pasivni difuzi nebo se tvofi komplexy
s membranovymi prenaseci (napftiklad integriny) (Delmas et al. 2011). Nejcastéji se Res
v krevnim tecisti nachazi bud vazany na sérum albumin nebo na lipoproteiny (Urpi-Sarda et
al. 2005; Urpi-Sarda et al. 2007), ¢i ve formé glukuronidu nebo jako sulfat. Res vazany na

sérum albumin nebo lipoproteiny se nékdy oznacuje jako ,volny“, protoze k rozpadu tohoto
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komplexu dochazi na bunécné membrané. Pfechod Res pfed bunéénou membranu jiz je
spontanni proces diky lipofilnimu charakteru Res, protoZze dochazi k snadné asociaci Res

s mastnymi kyselinami fosfolipid( tvoficich membranu (Jannin et al. 2004).

1.9.1.2 Trans/cis izomerizace a jiné derivdty resveratrolu

Casto je diskutovéno, Ze cis a trans izomery Res maji jinou biologickou aktivitu (Basly et
al. 2000; Campos-Toimil et al. 2007, Mazue et al. 2010; Orallo 2006; Yanez et al. 2006).
Faktem je, Ze v potravindch se pfirozené vyskytuji obé izomerni formy Res, pficemz trans-Res
je zastoupen castéji a je také stabilnéjsi. Pfeména z formy trans na cis muzZe probihat
napriklad ucinky UV zareni (Camont et al. 2009) anebo i viditelného svétla (Chen et al. 2007).
Konkrétni izomerni presmyk zplsobuji vinové délky 366 nm (Basly et al. 2000) a 254 nm
(Blache et al. 1997). Tyto fyzikalné chemické studie jsou podporeny nalezem obou

izomernich variant (tedy cis i trans) metabolitl Res napf. v moci.

1.9.1.3 Vyznamné interakce resveratrolu

Zde jsou strucné shrnuty nejvyznamnéjsi interakce Res, které byly dosud popsany
z in vivo a in vitro studii, i pomoci vypocetni chemie. Tato ¢ast ma zejména slouzit pro

srovnani s pfipadovou studii.

Res patfi mezi polyhydroxylové latky, které, jak ndzev napovida, obsahuiji vice nez jeden
aromaticky kruh. U Res jsou to dva fenoly, s delokalizovanymi n-elektrony, tedy obsahuje
dvé velmi stabilni aromatickd centra — dvé benzenova jadra. Jedno z jader obsahuje dvé
hydroxylové skupiny, druhé jednu skupinu, proto mluvime o (poly)hydroxylech (nebo ¢astéji
nespravné polyfenolech). Pfitomnost hydroxylovych skupin je divodem vysoké reaktivity
Res. Oba fenoly jsou spojeny prostrednictvim ethylenu dvojnou vazbou, ktera umoziuje

vznik dvou izomerickych usporadani (cis nebo trans).

Res obsahuje dvé planarni centra, nicméné bylo vypocitano (Mikulski et al. 2014), Ze tato
dvé planarni centra k sobé mohou byt orientovana rlizné, tedy molekula Res neni vétsinou

planarni jako celek, ale oba fenoly jsou k sobé natoceny.
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Mezi nejcastéjsi interakce Res patfi jak interkalace, tak i protonace nebo deprotonace
hydroxylovych skupin. Interkalace je nej¢astéji popisovana v souvislosti s interakci Res s DNA
nebo RNA a je jednim z dlvodul, proc se predpoklada, ze Res inhibuje transkripci DNA u
rakovinnych bunék (Brana et al. 2001), ale naopak mlze byt i divodem, proc€ je za urcitych
podminek Res skodlivy (vice v nasledujici kapitole). Interkalace Res do DNA je umoZnéna diky
pfitomnosti m-elektront v obou strukturach, dochazi tak ktzv. m-m ,Stosovaci” (stacking)
interakci (Mikulski et al. 2014), kdy je Res vmezeren jednim fenolem mezi dva po sobé jdouci
nukleotidy (konkrétné mezi planarni, aromatickou ¢ast purinovych nebo pyrimidinovych
bazi, které také obsahuji m-elektrony, a tim umoZiuji vzajemnou m-nt interakci). V fetézci
DNA jsou nukleotidy usporadany tak, ze jejich pyrimidinové a purinové ¢asti nad sebou ,,lezi”
jako mince narovnané na sebe, avsak nikoli tésné (i kdyZz mezi nimi téZ dochdzi k n-nt

interakci), je tedy umoznéno, aby se plandrni latky (nebo jejich ¢asti) interkalovaly mezi né.

Vypocet interkalacnich interakci neni zcela jednoduchy, protoZe interkalace je zaloZena
na pravé disperznich m-m interakcich, které se pro ¢asto vyuZivanou metodu teoretického
vypoctu DFT (density functional theory) zanedbdvaji. Pro vypocet interkalace je tedy nutné
disperzni vazebné sily zohlednit (Elstner et al. 2001). Interkalacemi v biologickych systémech
se zabyvaji nékteré prace (Catak et al. 2010; Gervasio et al. 2000), pficemz nejvice byl
prostudovan systém interakce dvou benzenu tvoficich dimer (Lee et al. 2007; Sherrill 2013).
Obecné tedy mohou nastat tfi varianty konfigurace potencidlni energie m-mt stacking
interakce dvou planarnich molekul s delokalizovanymi elektrony (které jsou predstavitelné i
intuitivné): (i) paralelni usporadani (parallel-displaced), tedy, Ze jeden kruh je vtésnany
paralelné mezi ostatni, (ii) kolmé usporadani (T-shaped), kdy rovina jednoho kruhu je
usporadana kolmo na rovinu ostatnich kruht, nebo (iii) sendvicové usporadani (sandwich)

vsech kruhu.

Vypocty zabyvajici se konkrétné interakci Res s nukleosidy odhalily (Mikulski et al. 2014),
Ze energeticky nejvyhodnéjsi je pravé sendvicova interakce, pfiéemz je nutno brat v Uvahu
pomérné snadnou polarizovatelnost Res, kterd dosahovala pro rzné nukleosidy hodnot 17,6
a7 26,9 kcal mol™. Déle bylo zjisténo ve vyie zminéné studii, Ze zminéna sendvitova interakce
je pro Res s nukleosidy silné&jsi ve vakuu, ale ve vodé je oslabena tvorbou vodikovych mustkd.

Nicméné v pripadé, Ze je v systému kromé Res a nukleotidll prfitomna jesté dvoumocna méd,
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pFitomnost ma vody naopak stabilizujici efekt pro vznikly komplex Cu**-Res-DNA (Mikulski a

Molski 2010). V experimentalni ¢asti této prace je tomuto rozporu vénovana pozornost.

Zin vivo i in vitro experiment( (Fukuhara a Miyata 1998; Fukuhara et al. 2006) a
vypocetnich studii (Mikulski et al. 2014) je znamo, Ze Res tvori adukty, nebo spiSe komplexy
s médi (konkrétné s médnatym kationtem), které se pak nasledné bud' interkaluji do DNA
nebo interaguji s methylovanou DNA. Kromé interkalace se zde uplatiuji i reakce na
hydroxylovych skupinach. K tomu, abychom pochopili vyznam tvorby komplexd Res s Cu®*, je
nutné znat strukturu téchto komplext, k cemuz opét dobfe poslouzi vypocty kvantové
chemie a experimenty v plynné fazi (viz experimentélni ¢ast). Interakce s Cu®* je tfeba téz
studovat z toho davodu, Ze, jak se zda (Belguendouz et al. 1997), tak Res pravé ve formé

komplexu s Cu®* interaguje s buné&énou membranou.

1.9.1.4 Kriticky pohled na ucinky resveratrolu na lidské zdravi

Od doby, kdy byl Res pro svét objeven (1940), popsan jako fytoelexin (1976), nalezen ve
viné (1992) a byla mu pfipsana ucinnost v prevenci proti rakoviné (1997), se stdle zvysuje
pocet publikaci a citaci ¢lankd o Res (Baur a Sinclair 2006). V databazi Web of Science (Core
Collection) je ke dni odevzdani prace evidovano celkem 14 329 pfispévkl o resveratrolu,
ztoho 1046 shrnujicich ¢lankd (review). Nejprve byly publikovdny predevsim studie
demonstrujici jeho vyznamné pozitivni ucinky, na druhou stranu se v poslednich deseti
letech mnoZi prace, které Res naopak pripisuji i negativni ucinky na lidsky organismus. Tato

pasaz se pokousi nejvyznamnéjsi prace o ambivalentnich ucincich Res shrnout.

Res a jeho dimer v pfitomnosti iontl prechodnych kovi (zejména Cu®') indukuje
oxidativni poSkozeni DNA (Fukuhara a Miyata 1998). Res je efektivni inhibitor peroxidativni
inhibice LDL (low density lipoprotein) napf. v membrané cév (Frankel et al. 1993), pficemz
mechanismus pisobeni je pravé pres komplex Res s Cu®* (Belguendouz et al. 1997). Res ma
schopnost indukovat Stépeni DNA, coz bylo potvrzeno na superzavinuté (supercoiled) DNA
pomoci fluorescenéni emisni spektroskopie. Pfedpoklddany mechanismus pUsobeni Res na
duplex DNA je, Ze Res tvofi komplex s Cu®* (v poméru 1:1), kdy se Cu?** vaze na Res pies OH
skupinu lokalizovanou na 4°C (Fukuhara et al. 2006). | dalsi studie (provadéné napt. na lym-

focytech) potvrzuji, ze vlivem komplexu Cu®*/Res dochézi k degradaci DNA (Azmi et al. 2005).
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Z téchto dlvodu jsou v pripadové studii této prace studovany jak reakce samotného Res,

tak Res s Cu®" a také Res s tebukonazolem (viz déle) a také Res s tebukonazolem a Cu®".

1.9.1.5 Vznik anti-oxidacnich a pro-oxidacni forem resveratrolu

Existuji tedy dvé skupiny ¢lanka (potazmo védcl), ktefi pripisuji Res anti-oxidacni ucinky,
nebo naopak tvrdi, Ze jeho chovani zavisi na podminkach prostfedi a mlZe se Res chovat i
jako pro-oxidant. Z hlediska fyzikdlné-chemickych experimentl pomoci instrumentalnich
metod je dllezité konkrétné identifikovat formy Res, které plsobi jako anti-oxidant a které

jako pro-oxidant.

Res patfi mezi polyhydrylové (fenolické) (Ph(OH),OH) antioxidanty umoziujici vznik
reaktivnich forem, které se budou chovat anti-oxidacné, tj. budou schopny z prostredi
pfijmout velmi reaktivni (pro organismus nebezpecny) radikdl (ROO*). Obecné je
mechanismus vzniku a plisobeni Ph(OH),OH jako anti-oxidantu popsan ndsledovné (Burkitt a

Duncan 2000):
Ph(OH),OH ¢> Ph(OH),O" + H* (1)
Ph(OH),O + ROO* + H" = Ph(OH),0* + ROOH (2)

Diky rezonancni stabilizaci (obr. 20) je vznikly Ph(OH),O* méné reaktivni neZ ostatni
radikdly (ROO*). Funguje tedy jako jakysi ,zhdse¢” samo-propagacniho retézce radikdlovych
reakci. Tedy vziskanych vysledcich fyzikdlné-chemickych experimentd (konkrétné
z hmotnostnich spekter) bude dUlezité identifikovat pravé (i) deprotonované formy Res,
které potencialné maiji anti-oxidacni ucinky (schopnost prijmout volny elektron od radikdlu a
tim jej ,zhasit“) a (ii) Res ve formé radikdll, ktery jiz predstavuje vysledny produkt
radikalového prenosu (tedy formu Res po probéhlém ,zhaseni” radikalu), ale téZ predstavuje

zpétné potencidlni pro-oxidant pro okoli.
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Obr. 20. Schématické znazornéni delokalizace radikalu v p-hydroxyfenoxylovém systému

(upraveno dle Jahnert et al. (2014))

Pro-oxidacni chovani polyfenolickych latek souvisi s jejich snadnou oxidovatelnosti napft.
v pritomnosti iontl kovl( (Fukuhara a Miyata 1998; Yamanaka et al. 1997), kdy dochazi
k redukci kysliku na velmi reaktivni hydroxyradikal (*OH). Mechanismus (tzv. Fentonova
reakce) popisujici pro-oxidaéni chovani polyhydroxylovych latek v pfitomnosti Fe** a Cu®* je

nasledujici (Burkitt a Duncan 2000):
Ph(OH),0 +Cu®" = Ph(OH),0* + Cu*  (3)
Cu™+0, > Cu™ + 0% (4)
20, +2H" > H,0,+0,  (5)
Cu® +H,0, > Cu®* + *OH + OH (6)

V experimentech snazicich se simulovat vznik pro-oxidaénich forem Res bude tedy
zajimavé sledovat (i) radikaly Res, (ii) radikaly pfidanych latek, které mohly vzniknout pravé
v dUsledku pro-oxidacniho plsobeni Res, ale také budou zajimavé (iii) adukty s kationty

médi, které mohou osvétlit, ve které fazi se oxidacné/redukéni sled reakci nachazi.

1.9.1.6 Biotransformace resveratrolu

Z nékterych rostlin (nejcastéji z Celedi Vitacae, Diprerocarpacae, Leguminosae, Cyperacae
a Gnetacae) bylo izolovano nékolik oligostilbent, které svou biotransformaci odvozuji pravé
od Res (obr.21). Prikladem muze byt (+)-e-viniferin, ktery je dimerem Res s presnou
molekulovou hmotou (exact mass) 454,14 g mol™, dale potom tetramer Res (+)-hopeafenol

s pfesnou hmotou 874,28 g mol™, oba vznikaji oxidaci Res.
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Obr. 21. Pfredpokladana biogeneze nékterych oligostilben(l (Uprava dle Takaya et al. (2005))

K tomu, aby vznikaly dimery (i vyssi oligomery) Res, je nejprve nutné Res oxidovat a
vytvorit jeho mozné radikdly. Podle Takaya et al. (Takaya et al. 2005) jsou tyto radikaly tti
(obr. 22). Ztéchto radikdld (R1, R2 a R3) potom v pfirodé vznikaji e-viniferin (R1 + R2),
pallidol (R2 + R2) a resveratrol-trans-dehydrodimer (R2 + R3). Tyto produkty i dalsi (obr. 23)
se daji ocekadvat jako produkty reakci, kde Res vystupuje jako anti-oxidant, tedy se sam

oxiduje. Pravé nalezeni téchto produktl oxidace je jednim z cild pripadové studie.

H

Q
O resveratrol
o]

H oxidace

vznik radikald
(0]

OH

Obr. 22. Vznik radikald resveratrolu (R1, R2 a R3) pUsobenim oxidantd (podle Takaya et al.
(2005)).
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Obr. 23. Produkty oxidace resveratrolu plsobenim oxidacnich Cinidel a peroxidaz (podle

Takaya et al. (2005)).

1.9.2 Tebukonazol

Tebukonazol (Teb), systematickym ndzvem (RS)- 1-(4-chlorofenyl)- 4,4-dimethyl-3-(1H,
1,2,4-triazol-1-ylmethyl)pentan-3-ol (obr. 24), patfi z chemického hlediska mezi (tri)azoly.
V zemédélstvi je vyuzivan k ochrané rostlin (jejich plod(l) pred houbovymi onemocnénimi,
v Ceské republice (ale i jinde ve svété) se vyuZivd zejména ve vinafstvi jako nahrada diive
pouzivaného siranu médnatého (skalice modrd). Aplikuje se jako postfik na plody, tak i na
listy; jeho pritomnost lze zjistit jak v plodech révy vinné (Authority 2015; Mohapatra et al.
2010), tak i v pdnim roztoku (Jaklova Dytrtova et al. 2014; Jaklova Dytrtova et al. 2011a).
Pro potfeby této prace je uvadén zejména proto, Ze je Casto pfitomen ve viné soucasné
s Res, da se tedy predpokladat jejich vzajemna interakce, pripadné koktejlové interakce

s dalSimi pfitomnymi latkami.
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Obr. 24. Strukturni vzorec tebukonazolu ((RS)- 1-(4-chlorofenyl)-4,4-dimethyl-3-(1H, 1,2,4-

triazol-1-ylmethyl)pentan- 3-ol), Teb

U Teb byly zjistény redukéni ucinky a také interakce s médnatymi kationty (Jaklova
Dytrtova et al. 2011a). U samotného Res se také predpokladaji redukéni ucinky (anti-
oxidacni). Otazkou zUstava, jak spolu (pokud vibec) budou zminéné latky interagovat. Na

tuto otazku se pokousim dat odpovéd v pfipadové studii.

Jak jiz bylo naznaceno v uvodu, ve viné je vidy v néjaké formé pfitomna méd. Vini¢ni
plda je typicka vysokymi obsahy médi, zejména v dlsledku v minulosti dlouhodobé aplikace
siranu médnatého jako fungicidu (v soucasnosti se v Evropé omezuje) (Kovacic et al. 2013).
Teb se zacal vyuZivat pravé misto siranu médnatého k ochrané vinné révy proti houbovym
onemocnénim. Bylo zjiSténo, Ze Teb velmi ochotné tvorti komplex predevsim s médi (Jaklova
Dytrtova et al. 2011a; Jaklova Dytrtova et al. 2013), ale i se zinkem (Jaklovad Dytrtova et al.
2014), nebo i stfibrem (Jaklova Dytrtova et al. 2013). Proto je v pfipadové studii zafazeno

studium systému Cu’* —Teb — Res, tedy dalo by se fici ,koktejlovy efekt” Res ve viné.

1.9.3 Thiram

Z hlediska aplikovatelnosti predstavované instrumentalni techniky (EC-ESI-MS viz) je zde
zarazeno mimikovani prvni metabolické cesty Thiramu (T, obr. 25), tj. redukce disufidové
vazby. T je jednim s Casto pouzivanych fungicid(, a to nejen v zemédélstvi, ale tézZ se vyuziva i
v humanni mediciné napfr. k Ié¢bé svrabu. Z chemického hlediska se jedna o symetrickou
molekulu, v jejimzZ stfedu se nachazi disulfidova vazba. Pravé diky pritomnosti této vazby byl
T vybran pro testovani. Prvni metabolickd pfeména T spociva v eliminaci disulfidové vazby a
vzniku dvou totoZnych produktl, které jsou nasledné dale detoxifikovany adici methylové

skupiny, glukuronidu, hydroxylové skupiny nebo alaninu (obr. 25). Vyslednym produktem
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metabolickych premén T je thiazolidin-2-thion-4-karboxylova kyselina. Prvni krok
metabolické pfemény T (eliminace/redukce disulfidové vazby) Ize mimikovat pomoci EC-ESI-
MS (Jaklovda Dytrtova a Jakl 2016b). Redukce disulfidové vazby pomoci EC-ESI-MS je zajimava
také proto, Ze se nachazi ve vétsiné protein(i a ¢asto je soucasti jejich reakéniho centra. Lze
predpokladat, Ze experimentalni eliminaci disulfidové vazby pomoci EC-ESI-MS u T bude

mozné vyuZzit i na nékteré proteiny (u nichz je disulfidova vazba na povrchu proteinu).

HsC_ ﬁ CHj M §

N—C—S—S—C—N N—C—SH| — CS, —» CO, + COS
H3C/ CHj H3C/
HsC S HsC / HSC\\‘ lsl\* HsC

N—C—S—CHj N—C—S—glukuronid N—C—S—SOH N—C—S—Ala
HsC HsC HsC HsC

Obr. 25. Schéma metabolismu thiramu (upraveno dle Dalvi et al. (2003) a Roberts a Hutson

(1999)).

K eliminaci disulfidové vazby T pomoci EC-ESI-MS dochazi na médéné elektrodé (Jaklova
Dytrtova a Jakl 2016b), pricemz médénou elektrodu Ize vyuzit ke stanoveni T v biologickych

matricich pomoci elektrochemickych metod (Novéakova et al. 2013).
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2 Zjednoduseny popis experimentalniho systému pouzitého v pripadové

studii

2.1 Popis elektrochemické cely

Elektrochemicka cela (EC) je schopna pracovat v prlitocném rezimu v dvouelektrodovém i
tfielektrodovém zapojeni potenciostatu a je kompatibilni pro on-line zapojeni s hmotnostnim
spektrometrem s ionizaci elektrospreyem (obr.26). EC cela sestavd ze segmentl
obsahujicich pracovni elektrody (WE;), pomocnou elektrodu (AE) a referentni elektrodu (RE),
pfivodni, zabudované a odvodni kapilary (obr.27). Pfivodni kapilara usti do prvniho
segmentu, kde jsou umistény proti sobé AE (Pt dratek) a RE. RE je od analyzovaného roztoku
oddélena fritou a je tvofena pochloridovanym Ag dratkem (Ag/AgCl) ponofenym do 1mol L™
roztoku NH4Cl. Stfedni segment je otocny okolo stfedniho htidele (osy) a obsahuje tfi
pracovni elektrody (Ag, Au, Cu dratky). WE; jsou ve stfednim segmentu umistény pomoci
zavitl po obvodu. Stifedni segment dale obsahuje tfi zabudované kapildry, které se s pfivodni
a nasledné odvodni kapilarou propoji patficnym pootocenim stfedniho segmentu podél
stfedniho hridele. Tésné spojeni stfedniho segmentu se segmentem privodnim a odvodnim
je provedeno pomoci krouzkového tésnéni. Odvodni segment zajistuje odvod vzorku a
napojeni na odvodni kapilaru, kterou je vzorek pfivadén pfimo na sprejovaci kapildaru
hmotnostniho spektrometru (obr. 26). Zafizeni je pfipojeno k potenciostatu a je vhodné jej
umistit do Faradayovy klece. Vzorek je davkovan ze stfikacky, jejiz posun, a tedy tok vzorku,
je zajistén mechanickym posuvnikem napojenym pres stfikacku na privodni kapilaru

(obr. 28). Hlavni ¢ast zatizeni tvofi vlastni EC, jeZ je napojena kapilarou (K) na MS (obr. 26).

EC MS

K

Obr. 26. Schematicky nakres spojeni elektrochemické cely (EC) s hmotnostnim

spektrometrem (MS) (zdroj: autorka).
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b)

WE,

tok vzorku osa

Obr. 27. Schematicky nakres spojeni elektrochemické cely obsahuijici vice nez jednu pracovni

elektrodu (WEi), elektrodu referentni (RE) a elektrodu pomocnou (AE).

Elektochemickd cela (EC) byla provedena v nékolika moZnych sestavach, které jsou
podrobné popsany v ptilozeném patentu. Celé zafizeni bylo umisténo ve Faradayové kleci.
Vkladané elektrochemické signaly a registrované signdly byly generovany a vyhodnocovani
pomoci pocitatem Fizeného elektrochemického zafizeni Multielchem (Ustav fyzikalni chemie

J. Heyrovského AV CR, v.v.i., CR).

Volba elektrod, vkladani elektrochemického signalu (napf. napéti, proudu) na elektrody a
odecitani generovaného signalu z EC muze byt zajisténo bud analogovym, nebo digitalnim
pristrojem Fizenym pocitaem s odpovidajicim softwarem nebo zajistovano primo lidskou

obsluhou.

Pro konstrukci vlastniho téla elektrochemické cely byly voleny materidly s vysokou
odolnosti/inertnosti vici Siroké Skdle rozpoustédel (polarnich i nepolarnich), aby tak byla
zaruena moznost pouZiti tohoto zafizeni pro co nejsSirsi skalu vzork( a aplikaci. DalSim
kritériem byla vysoka mechanickd odolnost pouzitych materiall a moznost vytvoreni dobre
tésnicich spojeni a moznost vrtani a obrabéni pouzitého matrialu. Jako zdkladni konstrukéni
materidly byly pouzity Teflon”, polypropylen a polyetherketon (PEEK™) pro vyrobu téla
elektrochemické cely a uchyceni WE;, AE a RE. Pro vyrobu inertnich tésnéni byl pouzit
material NBR 70 (Simrit®). Na vyrobu RE byly pouzity frity vysoké hustoty z Kevralu® anebo

vvvvv

generovanych iontl vzacnych kovl béinych pro vyrobu elektrod pro tvorbu stabilnich
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nabitych aduktd s organickymi latkami. Vhodné jsou zejména jednodruhové elektrody z kovu
s vysokou Cistotou (Pt, Au, Ag, Cu). Pro pfivedeni vzorku k EC a nasledné k pfivodu vzorku do
MS byly voleny kapilary, které spliuji vysoké ndroky jak na inertnost vici nejsSirsi skale
rozpoustédel, tak i na pruznost, zajistujici jejich stabilitu pfi bézné manipulaci. Jako vhodné

kapilary je mozné pouzit napr. kapilary s vystelkou z PEEKu anebo jim podobné.

Obr. 28. Schématické znazornéni sestavy on-line zapojené elektrochemické cely (EC)
v tfielektrodovém zapojeni potenciostatu pred hmotnostni spektrometr (MS) vcéetné

davkovani vzorku, (zdroj: autorka).

2.2 Princip elektrochemické pfemény studovanych latek

EC je mozné vyuzit nékolika zplsoby (Jaklovad Dytrtova a Jakl 2016a; Jaklova Dytrtova et
al. 2015; Jaklova Dytrtova et al. 2016a): (i) pro vyvazani analytu z matrice, (ii) pro
elektrochemickou aktivaci nepolarniho analytu a (iii) pro elektrochemickou preménu analytu
a studium mechanismu reakce (biomimetiku). V pfipadové studii této prace byla vyuzita treti
moznost, ostatni aplikace a stim spojené principy jsou podrobné popsany v pfilozenych
¢lancich.

Schematicky je princip elektrochemické premény analytu (L) ukazan na obr. 28. Vzorek

obsahujici L proudi do elektrochemické cely, kterou na obrdzku symbolizuje pracovni
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elektroda (WE). Na WE je vkladan reakéni potencidl, ktery umozni pfeménu L (oxidaci (L*),
redukci (L), strukturni nebo konformacni zménu (na obr. nazna¢enou zménou barvy L),
pfipadné uvolnéni atom( z téla WE a vytvoreni aduktu (iontu) s atomem uvolnénym z téla

WE (ML).

Smér toku vzorku

Obr. 29 Princip elektrochemické premény analytu (L); WE — pracovni elektroda, ESI-MS —
hmotnostni spektrometr s ionizaci elektrosprejem, dalsi podrobny popis vtextu (zdroj:

autorka).

2.3 Poutzité chemikalie v pfipadové studii

Tato kapitola je velmi zestru¢néna; presné postupy lze najit v pfiloZzenych publikacich.

Pro pripravu vzork( byla pouzZita rlzna organickd rozpoustédla vétSinou ve smési
s deionizovanou vodou (18 MQ). Z organickych rozpoustédel byl pfedevsim vyuzivan ethanol
(Ing. Petr Svec — Penta, CR), vyjime¢né methanol (Maneko, CR). Konkrétni sloZeni
rozpoustédla je vidy uvedeno u konkrétniho pfikladu méreni, vétSinou se vsak jednalo o

smeés s vodou 1:1.

Pro elektrochemickd méreni byl vyuZivan zakladni elektrolyt, nej¢astéji se jednalo o
25mmol L™ octan amonny pfipraveny ze soli octanu amonného (Ing. Petr Svec — Penta, CR)
rozpusténého v deionizované vodé na koncentraci 1 mol L?, pfipadné o 25 mmol L™ octan
sodny pfipraveny ze soli octanu sodného (Ing. Petr Svec — Penta, CR) rozpusténého
v deionizované vodé na koncentraci 1 mol LY. Pro pInéni RE byl pouzit 1 mol L chlorid

amonny rozpusténim soli chloridu amonného (Ing. Petr Svec — Penta, CR) v deionizované
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vodé. Stfibrny dratek (pridmér 1 mm; Goodfellow Corp., USA) pro ptipravu RE byl
pochloridovan v1 mol L™ roztoku chloridu draselného ptipraveného z pevného chloridu
draselného (Sigma-Aldrich, CR) rozpusténého v demineralizované vod&. Viechny zakladni
elektrolyty byly skladovany pfi teploté 4°C po dobu maximdlné 6 mésicli, poté byly

pfipraveny nové zasobni roztoky.

Vzorky byly p¥ipravovany z certifikovanych standard(i (Sigma-Aldrich, CR) studovanych
latek, které byly skladovany dle instrukci dodavatele. Ze standardd dodanych ve formé soli
vysoké Cistoty byly pfipraveny standardni roztoky do ethanolu pfipadné methanolu a
skladovany bud' pfi teploté 4°C (tebukonazol, thiram) nebo (-18°C) resveratrol ne déle nez
jeden mésic. Vzorky byly michdny na poZadovanou koncentraci (nejéasté&ji 5¥10 mol L)

z téchto standardnich roztoku.

2.4 Postup méreni

Postupy méreni jsou zde uvadény ve zjednoduSené podobé a maji slouzit k zdkladni
orientaci v pfipadové studii prace, podrobnéjSi postupy se nachdazeji v pfilozenych

publikacich.

2.4.1 Postup méreni pomoci ESI-MS

Pro vétsinu experimentl byl vyuzit hmotnostni spektrometr s iontovou pasti a ionizaci
vzorku elektrosprejem, ktery operuje vkladném (studium kationtl) i zdporném modu
(studium anionttd), Finnigan LCQ Advantage (ThermoFinnigan, USA). Tento hmotnostni
spektrometr umozZniuje studovat i vicendasobné nabité ionty vrozsahu m/z (pomér

hmotnost/naboj) 50 aZz 2000.

Standard studované latky byl nafedén na vhodnou koncentraci (nejéast&ji 5*10™ mol L),
do Hamiltonovy davkovaci injekéni stfikacky a pod kontinudlnim pratokem (obvykle 0,6
ml/hod) davkovan do elektrospreje. Podminky elektrospreje byly optimalizovany pro ziskany
idealni pomér intenzita/rozliseni, nahravana spektra byla nasledné vyhodnocena v programu

Thermo Xcalibur 2.2 a zpracovana v programu OriginPro 8.5 (OriginLab Corporation).
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2.4.2 Postup méreni pomoci EC-ESI-MS

Pfed zapojenim EC pred MS byl cely systém nejprve promyt rozpoustédlem pritokem
1ml/hod (po dobu 10 min), pak byla EC spojena s hmotnostnim spektrometrem. Potom byl
systém opét rozpojen, prutok byl snizen na 0,5 ml/hod a davkovan byl cisty zakladni
elektrolyt (po dobu 10 min) a byla provedena spravnosti zapojeni elektod a tésnéni. Cela byla
opét pripojena k hmotnostnimu spektrometru a pfi zachovaném pritoku byl ddvkovan
vzorek. Na celu nebyl vkladan Zzadny potencidl, dokud nebyly nahrany 3 zaznamy
hmotnostniho spektra. Potom byl na WE vloZzen pfislusny potencidl, ktery zarucoval
elektrochemickou konverzi substratu na elektrodé. Na WE byl vkladan konstantni potencial
po dobu 2 min (reakéni potencidl), potom dalsi 2 min byl potencial kontinualné ménén az do
zapornych hodnot (stripping), kde byl nasledné také po dobu 2 minut drZen (regenerace)

(obr. 30).

reakéni potencial

800

600 1

400 1

200

360

¢as/s

potencial/mV

-200 1

regenerace

-400 ——

Obr. 30. Schématicky znazornény pribéh procesu zavisejicich od vkladaného potencialu

v konkrétnich ¢asech na pracovni elektrodé (zdroj: autorka).

Béhem elektrochemického cyklu zndzornéného na obr. 30 byl zaroven sniman signal
z MS a nahrdavano hmotnostni spektrum, které pak slouzilo k vlastnimu vyhodnoceni dat.

Ziskany voltamogram z elektrochemického cyklu (faze stripping) slouzil jako ovéreni, Ze

94



k elektrochemické konverzi skutec¢né doslo a nedoSlo béhem elektrochemického cyklu ke

napt. zkratu. Kazdy elektrochemicky cyklus byl opakovdn minimalné 3x.

Na obr. 31 je ukdzan zdznam intenzity jednoho z produktl elektrochemické premény
v zavislosti na vkladaném reakénim (generacnim) potencialu. V pfipadé, Ze byl az nékolik
minut vkladan na WE reak¢ni potencidl (na obrazku useky znazornéné modrymi Sipkami),
bylo moiné v MS detekovat produkt této elektrochemické premény, ktery se projevi
zvysenim intenzity signdlu pfislusné m/z. Pokud reakéni potencidl vkladan nebyl (bez
potencidlu, Useky oznaceny zelenymi Sipkami) intenzita signdlu m/z néleZejiciho produktu
elektrochemické promeény klesla témér na nulu. Zobr.31 je téZ patrné, Ze systém
elektrochemické premény analytu v produkt mél velmi dobrou opakovatelnost, a to i po
nékolika minutovém (6 min) generovani ve tfech opakovanich bez jakékoli regenerace

pracovni elektrody.

Vkladan reakéni potencial na pracovni elektrodu
<+ de > < >4 > < >

71 . s
100 ‘Bez potencialu \

433 688 (749 T e 04 2453
161 1221

2488

Relativni intenzita

Cas/min

Obr. 31. Zaznam relativni intenzity signalu m/z pfislusejici produktu elektrochemické

premény v Case, kdy byl po urcité useky vkladan reakéni potencial (oznaceno modrymi

Sipkami) nebo byl systém drzen bez potencidlu (oznaceno zelenymi Sipkami) (zdroj: autorka).
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3 Pripadova studie

Tato pfipadova studie ma ukazat, jak s vyuZitim samotné hmotnostni spektrometrie
s ionizaci elektrosprejem (ESI-MS) samotné nebo ve spojeni s navrzenou elektrochemickou
celou (EC/ESI-MS) je mozZné ziskat podrobné Udaje o interakcich a reaktivité latek. Studovany
systém je v prvém kroku velmi jednoduchy a obsahuje pouze Res (nebo Teb, nebo T),
poskytuje tedy informace o chovani jednotlivych latek, pokud jsou v systému pritomny
samotné. Postupné je studovany systém komplexnéjsi, obsahuje vice slozek (vice latek);
z téchto experimentalnich dat je mozné usuzovat na vzajemné interakce. Vétsina uvedenych
informaci, obrazk( a grafl je soucasti publikaci autorky, které jsou soucasti prilohy. Zbylé

prezentované informace jsou soucasti pfipravovanych manuskriptu.

3.1 Chovani samotného resveratrolu v podminkach ESI-MS

Res je jednim z potencidlnich antioxidant(, o jehoZ ucinnosti/neucinnosti existuje celd
fada publikaci, viz reser$ni ¢ast. Pfitomnost reaktivnich hydroxylovych skupin ¢ini Res velmi
zajimavou molekulou, ktera bude riizné reagovat za riznych podminek. Tato ¢ast se vénuje
popisu vzniku forem Res, které vznikaji v procesu nebulizace béhem elektrospreje, a to jak

v kladném, tak i zdporném modu.

Res obsahuje celkem tfi OH substituenty, tedy tfi potencidlni mista reaktivity. Redukce
Res byla provadéna pomoci ESI-MS v zaporném modu; roztok (ethanol/voda 1:1) obsahujici

5*%10° mol L"* Res byl ionizovan a pfevadén do plynné faze.

V negativnim modu (obr. 32) byl pozorovan vznik deprotonovaného Res (Res-H) a
dimeru neutralniho Res s deprotonovanym Res [Res(Res-H)]. Pravé tyto dvé formy Res
nesouci zdporny naboj jsou schopny se vdzat na volné radikaly; tedy puasobit antioxidacné

(redukené), tj. budou se samy oxidovat.
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Obr. 32. Hmotnostni spektrum v negativnim modu, resveratrol (Res) 2,5%10° mol L™

ve smési ethanol/voda 1:1 (zdroj: autorka).

Identita dimeru [Res(Res-H)]” byla ovéfena pomoci koliznich experiment( (obr. 33a) a téz

byla zmérena energie potfebnd k rozbiti vazby mezi Res a Res-H™ (obr. 33b), kterd je 138

k) mol™.
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Obr. 33. (a) Fragmentacni CID ms/ms spektrum, (b) zavislost intenzity [Res(Res-H)]" a

(Res-H)" na kolizni energii (zdroj: autorka).

Pokud je v prostfedi pfitomen samotny Res, tak se jeho formy pUsobici pro-oxidacné
témér nevytvari, chova se tedy jako anti-oxidant. Vznik pro-oxidacnich forem Res je patrny
pouze v omezeném mnoZstvi (na Urovni Sumu), a to v pozitivnim modu (obr. 34), které byly

indukovany vloZzenym kladnym potenciadlem (4,5 kV) v pozitivnim modu, tedy v silné pro-
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oxidacnim prostfedi. Takto tedy vypadaji formy Res ve chvili, kdy zabrani oxidaci jiného
substratu nebo pFijmou potencialné $kodlivy radikal. Vznika (i) protonovany Res (H'Res), kdy
neutrdlni molekula Res pfijima z prostiedi vodikovy kation, a (ii) objevi se téz radikal

kation (Res-H)*".

S

+
H'Res ESI

Intenzita N
—
(@)

(Res-H) "

-
X
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o
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1
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Obr. 34. Hmotnostni spektrum v pozitivnim modu, resveratrol (Res) 2,5*10° mol L™

ve smési ethanol/voda 1:1.

Obr. 35 shrnuje mozné formy Res a genealogii jejich vzniku, které se tvofi béhem
nebulizace v zaporném i kladném ionizacnim modu. Tyto formy se rovnéz vyskytu;ji

v biologickych systémech, jak bylo uvedeno v kapitole 1.9.
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Obr. 35. Schéma vzniku rtznych forem Res v negativnim modu (zelené) a pozitivnim modu

(modre) (zdroj: autorka).

3.2 Interakce resveratrolu s Cu®*

Interakce médi jsou velmi zajimavé uz z toho dldvodu, Ze méd' je soucasti aktivnich center
nékterych vyznamnych enzyma komplexu Cyt P450, jako napf. ceruloplasmin. Pravé proto
byla médénd elektroda vybrdna jako jedna z moinych pracovnich elektrod do
elektrochemické cely konstruované pro spojeni s ESI-MS. Navic, jak bylo popsano v reSersni

Casti, pfitomnost médnatého kationtu vyznamné méni anti-oxidacni vlastnosti Res.

Z chemického hlediska je méd velmi zajimavy prvek, ktery se radi ke koviim prechodnym,
ma volny d orbital, coZ ji umoziuje tvofit koordinacné-kovalentni vazbu sdilenim téchto
nevazebnych (vakantnich) orbital( s volnymi elektronovymi pary ligandu. Existuje nékolik
moznych prostorovych konfiguraci pro komplexy médi, od tetraedru po trigondlni
bipyramidu. Vysledna konfigurace zavisi kromé charakteru ligandu (zejména na mnozZstvi
volnych elektronovych parl, kterymi je k médi vazadn) i na oxidacnim stavu médi. Pro
experimenty byla méd do vzorku pfidavana bud jako CuCl,, tedy v oxidaénim stavu Cu?*,

anebo dochdzelo k interakci Res (ale i jinych latek) na médéné pracovni elektrodé. Béhem
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nebulizace, kdy je na zplyriovany vzorek vkladano napéti nékolika kilovolt(, vsak u volného
(nebo slabé vazaného) Cu** dochazi k redukci na Cu, tedy se vyskytuje v detekovanych
komplexech jako jednomocna (Tintaru et al. 2009). Zminéna redukce Cu®* viak velmi zavisi
na charakteru ligandu a téZ na mife asociace s protiiontem pochdzejicim z plvodni soli.
Z experimentd (Jaklova Dytrtova et al. 2011a) vyplyva, ze k redukci Cu** na Cu* nedochazi,
pokud: (i) vznikly komplex obsahuje zdporné nabity anion (pochdzi bud’ z ptidané soli, nebo
vznikl z ligandu béhem nebulizace), (ii) ligand je veliky, (iii) pocet ligandd obklopujicich
centralni méd' je vyssi nez Ctyfi. Jinymi slovy to znamend, Ze se zde uplatiiuje stabiliza¢ni
efekt negativniho naboje pochazejici bud z protiiontu plvodni soli nebo z ligandu nesouciho

negativni naboj, dale redukci Cu®* branf stericky dostate¢né mnozstvi ligandu.

3.2.1Interakce resveratrolu na médéné elektrodé

V hmotnostnim spektru (obr. 36) ziskaném interakci Res na médéné elektrodé (EC-ESI-
MS) se nachazi hned nékolik produktd Res vzniklych (i) ztratou elektronu, (ii) interakci s H' a
(iii) interakci s kationtem Cu. Citelnost spektra lehce komplikuje netplna konverze reakci a
také vice moznosti vzniku produkttd liSicich se pouze o jeden vodik. Proto byly navrzené
produkty korigovany s vypocty, s dostupnou literaturou (citovanou v reSersni ¢asti) a také za

pomoci simulace a sklddani spekter s pomoci program(i Xcalibur, MS Excel a Origin.
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Obr. 36. Hmotnostni spektrum v pozitivnim modu produktl interakce resveratrolu (Res)
2,5%10° mol L na Cu elektrodé ve smési ethanol/voda v poméru 1:1, méfeno pomoci EC-

ESI-MS (zdroj: autorka).

V celkovém spektru pofizeném v pozitivnim modu se vyskytuje (i) signdl pri 228/229,
ktery naleZi radikdl kationtu Res (Res**) pfi 228,08 a Res s H" (H'Res) s pfesnou hmotou
229,09, (ii) signal pti 454/455, ktery nalezi dimeru Res s jeho radikal kationtem (Res-dimer*”)
s pfesnou hmotou 454,14 a smési dimer( Res s H'(X) s pfesnou hmotou 455,15 a nakonec
(iii) signdlu 517/519 néleZejicimu komplexdim dimer( Res s Cu® ([Cu(X)]") s pfesnou hmotou

517,07 a komplexu Cu® s dvéma molekulami Res ([Cu(Res),]*) s pfesnou hmotou 519,09.

Prvni signal (obr. 36) tedy naleZi samotnému Res ve dvou formdch, z nichZ Res** vznika
pusobenim Cu®* a v signalu prevazuje (83%) a druha (H'Res) forma Res vznikd adici H* a jeho
vznik byl jiz popsan (Tamboli et al. 2011). Na obr. 37 jsou uvedeny pravdépodobné cesty
vzniku obou produktl oxidace Res spolecné se zmérenym paternem signalu 228/229 a jeho

simulaci vzniklou sloZenim patern(i naleZejicich Res*" a H'Res.
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Obr. 37. Schéma pravdépodobného vzniku Res** (228,08) a H'Res (229,09) véetné simulace

zméreného paternu (zdroj: autorka).

Druhy signal (obr. 36) nalezi smési dimerl Res se sumarnim vzorcem C,gH,,0¢ a presné
hmoté jeho aduktu s H" 455,15 a té7 radikdl kationtu dimeru Res (Res-dimer**) s pfesnou

hmotou 454,14.

Struktury téchto dimer( Res se sumarnim vzorcem C,gH,,0g byly nalezeny v souladu
s citovanou literaturou (Takaya et al. 2005), ptricemz na zakladé fragmentacnich spekter
(obr. 39) bylo zjisténo, Ze nejpravdépodobnéjsSim dimerem je bud e-viniferin (3) nebo

resveratrol-trans-dehydrodimer (1).
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Obr. 38. Pravdépodobné schéma vzniku dimerd Res parovanim (couplingem) radikal(i véetné

simulace zméreného paternu (zdroj: autorka).
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Obr. 39. MS/MS fragmentaéni spektrum signalu 455 (naleZejici H* aduktim dimerd se

sumarnim vzorcem CygH»,0¢) (zdroj: autorka).

Na rozdil od predeslé studie (Tamboli et al. 2011), kterd navrhuje, Ze dimer Res ndlezi
pouze resveratrol-trans-dehydrodimeru (1) a uvazuje pouze vznik fragment( 437 ztratou
molekuly vody a 361 ztratou fenolu, z naSich experiment( vyplyvaji i jiné moZnosti. Pokud
zohlednime, Ze i samotny fragment 361, tedy molekula nesouci jeden ndboj a o molekulové
hmotnosti 361 g/mol miZe nalezet rlznym molekuldam (obr. 40), a to i za predpokladu, Ze
rodi¢ovskym iontem byl resveratrol-trans-dehydrodimer, je zfejmé, zZe jednoznaéné prirazeni
struktur pouze za pomoci hmotnostnich spekter neni mozné. Vzhledem k tomu, Ze v pfirodé
existuje celd rada dimer( Res (Takaya et al. 2005), da se usuzovat, Ze ani vyuziti vypocetnich

metod k uréeni energeticky nejstabilnéjsich struktur k vysledkiim nepovede.
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Mozné struktury fragmentu 361*

C23H2004

Obr. 40. Mozné struktury fragmentl s m/z 361 vzniklé z resveratrol-trans-dehydrodimeru

(zdroj: autorka).

Treti signal (obr. 36) ndleZi paternu 517/519 (obr. 41), pri¢emz signal s presnou hmotou
517,07 naleZi komplexu dimer( se sumarnim vzorcem CygH2,06 . Res s Cu® [Cu(X)]". Vétsi
podil tietiho signélu (85%) s pfesnou hmotou 519,09 naleZi komplexu Cu® s dvéma Res

[Cu(Res),]".
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Obr. 41. Pravdépodobné schéma vzniku Cu® [Cu(X)]" (15%) a komplexu Cu® s dvéma Res

[Cu(Res),]" (85%) vEetné simulace zmé&feného paternu (zdroj: autorka).

Fragmentacni ms/ms spektrum a sestavené pravdépodobné schéma (obr.42) toto
tvrzeni potvrzuje. BEhem fragmentace vybraného signalu m/z 519 vznikaji tfi fragmenty.
Fragment m/z 291 naleZejici komplexu [Cu(Res),]" vznikd odst&penim jedné molekuly Res.
Fragment m/z 308 vznika odstépenim jedné molekuly Res, deprotonaci zbylého navazaného
Res (tedy vznik (Res-H)) za soucasné oxidace Cu’ na Cu®" a adice vody. Fragment 318 vznika

nejprve vytvorenim dimeru Res (byl uvazovdan resveratrol-trans-dehydrodimer) a naslednym

od$tépenim 5-etylbenzen-1,3-diolu v komplexu s Cu®.
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Obr. 42. MS/MS fragmentaéni spektrum [Cu(Res),]" a pravdépodobné schéma a struktura

jeho fragmentu (zdroj: autorka).

Podle experimentl provadénych v plynné fazi pomoci (EC)/ESI-MS je tedy patrné, Ze
méd' katalyzuje (iniciuje) celou fadu premén Res (obr. 43). Pokud je Res osamoceny, tak
preferencné vznika deprotonovany anion (Res-H), ktery si zachovdva anti-oxidacni
vlastnosti. Pisobenim Cu®* nebo volného radikalu vznika deprotonovany radikal Res (Res-
H)*, ktery jiz nema anti-oxidac¢ni vlastnosti, naopak na substrat bude plsobit spise pro-
oxidacné. Je vSak nutné zminit, Ze diky delokalizaci neparového elektronu neni (Res-H)* tak
silnym radikdlem jako napt. radikal kysliku, nebo samotného hydroxylu. Radikaly (Res-H)*
jsou ale dostatecné reaktivni, aby reagovaly mezi sebou. Vznikaji tak dimery Res (jejich
mozné struktury jsou v souladu s (Takaya et al. 2005), zobrazeny na obr. 38. Tyto dimery
(kromé Res-dimer*) budou puUsobit na substrat spiSe anti-oxidac¢né. Podle doplfujicich CID
experimentl jsou pravdépodobné vzniklymi dimery resveratrol-trans-dehydrodimer (jehoz

vznik v pfitomnosti cu® prokazal téZ (Tamboli et al. 2011)) a e-viniferin.
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Obr. 43. Shrnuti moznych reakci samotného resveratrolu (Res) — reakce oznacené cernou

Sipkou, dale pusobenim radikal( (zelend $ipka) a pisobenim Cu?* (oranzové). Modré Sipka

oznacuje produkci dimerizace deprotonovanych radikal( Res (zdroj: autorka).

3.3 Interakce tebukonazolu s Cu**

Interakce tebukonazolu (Teb) s Cu®* a na médéné elektrodé jsou podrobné popsany
zejména v (Jaklova Dytrtova et al. 2011a; Jaklova Dytrtova et al. 2013); kdy byla ke studiu
tohoto systému vyuZita pouze ESI-MS a Cu®" byla do vzorku p¥idana ve formé soli (CuCl,)
nebo byla pouzita EC-ESI-MS a tak vznikaly komplexy obsahujici méd pfimo na médéné
elektrodé. Ziskané produkty interakci se |is§i pouze pritomnosti komplexd s CI
v hmotnostnich spektrech ziskanych pomoci ESI-MS, které se jako produkty interakce Teb na

médéné elektrodé nevyskytuji; jinak jsou vysledky komparativni.
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3.3.1interakce tebukonazolu s CuCl,

V pfipadé interakce CuCl, s Teb (obr. 44) (Jaklovd Dytrtovd et al. 2011a) vznikaji bud’

komplexy [Cu(Teb),]", (x je polet ligandG Teb) nebo komplexy, kde je méd redukovana na
Cu®. Druhym typem komplexd s Teb jsou komplexy obsahujici chlorid, ktery chrani (brani
redukci) Cu** obecného vzorce [CuCl(Teb),]", kde y nabyva hodnot 1 nebo 2 a také chlorido-
médnatych klastrl [Cu,Cl3(Teb),]" (z=1, 2), které se daji povazovat za adukty chloridu
médnatého s [CuCl(Teb),]* komplexy. Da se pfedpokladat, ze pravé tyto klastry v roztoku
neexistuji a jsou pouze disledkem nebulizace. Na druhé strané [Cu(Teb),]" i [CuCl(Teb),]" se

daji povaZzovat za redlné komplexy i pro pfipad kapalné faze.

[(nCul’

1 - [(1);CuCI]”
0.2
[}]
[+]
]
g 0.0 et e
3 705 710 715 720 725
®  [1H"
(]
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o
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Obr. 44. Hmotnostni spektrum ziskané interakci CuCl, stebukonazolem (1, Teb)

v ekvimolarnim mnozstvi 5*10™ mol L™ (zdroj: autorka)

Na zdakladé koliznich experimentl vybranych komplexd Teb s CuCl, (vice v (Jaklova
Dytrtova et al. 2011a)) bylo sestaveno degradacni schéma téchto komplext (obr. 45). Je z néj
patrné, Ze [CuCl(Teb),]" je plGvodnim komplexem, ze kterého jsou ostatni komplexy

odvozeny. Na druhé strané nejstabiln&j$im komplexem je [Cu(Teb),]* (212 ki mol™).
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[(1)2CuCl" —> [(CUCH" — =+ [(1-H)Cu]”
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CuCl; [(1).Cu]* — [(1)Cu]* Cu!
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Obr. 45. Degradacni schéma komplex(i tebukonazolu (1, Teb) s CuCl,, které se formuji

béhem nebulizace v elektrospreji (zdroj: autorka, vyhotovil: D. Schrdder).

Pro pripady pochopeni stechiometrickych zmén byly studovany i interakce s kadmiem a

zinkem (Jaklova Dytrtova et al. 2014).

3.3.2Interakce tebukonazolu na médéné elektrodé

Interakci Teb na médéné elektrodé (obr. 46) (Jaklova Dytrtova et al. 2013) vznikd pouze
[Cu(Teb)]" a jeho metabolit vznikly ztratou terc-butylu navazaného na chirdlni uhlik.
Interakce byla studovana v dvouelektrodové elektrochemické cele, kde kromé médéné
pracovni elektrody byla stfibrnd pseudoreferentni elektroda, tedy pouhou zménou
znaménka u potencidlu (nebo prohozenim elektrodového zapojeni) bylo mozné studovat
interakce se sttibrnou elektrodou. Na stfibrné elektrodé vznikal podobny komplex s Teb, tj.
[Ag(Teb)]’, nicméné nalezeny metabolit byl jiny, jednalo se o dehydrataci (ztratu vody) Teb.
Ztoho plyne, Ze pouzity elektrodovy material mda zdsadni vliv na charakter tvorby

metabolitd.
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Obr. 46. Slozena spektra ziskana interakci tebukonazolu (Teb) s médénou ( ) a
stfibrnou (modre) elektrodou. Signél [Na(2)s]" ndleZi zakladnimu elektrolytu (octan sodny) a
byl vyuzZit jako reference signdlu pro vypocCet mnozstvi vzniklych komplexd s Teb

(zdroj: autorka).

3.4 Interakce resveratrolu s tebukonazolem

Jak jiz bylo nastinéno v reSersni ¢asti této prace, Res se pfirozené vyskytuje predevsim ve
viné, jehoZ nedilnou soucasti je kromé soli médi také Teb (Jaklova Dytrtova et al. 2014;
Jaklova Dytrtova et al. 2011a; Jaklova Dytrtova et al. 2013). Vzajemna interakce Res a Teb je
pravdépodobnd, proto byly provedeny experimenty nejprve pomoci ESI-MS, kdy vzorek
obsahoval ekvimolarni mnozstvi Res a Teb (2,5*10° mol L}). v pozitivnim modu (ESI*) se ve
spektru zadny adukt Res a Teb nevyskytoval (obr. 47); ve spektru jsou pfitomny pouze
adukty Teb s H*, Na*, K*, které jsou v pfipadé ESI" ionizace b&Zné. Analogické adukty Res s H,
Na" a K" se ve spektru ESI" nevyskytovaly, stejné jako v pfipad&, kdy byl Res studovan

samostatné.
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Obr. 47. Spektrum v pozitivhim modu vzorku obsahujiciho ekvimolarni (2,5%107 mol L)
mnozstvi resveratrolu (Res) a tebukonazolu (Teb) ve smési (1:1) rozpoustédel ethanol/voda

(zdroj: autorka).

Dlkaz o interakci Res a Teb se nachazi az v negativnim modu (ESI') se jiz nachdazeji kromé
adukt(l Teb i adukty Res (obr. 48). Nachazi se zde jak deprotonovany Res (Res-H), tak
deprotonovany Teb (Teb-H) ddle potom dimer Res [Res(Res-H)], ktery formalné obsahuje
jeden neutrdini Res a jeden deprotonovany; stejny byl nalezen v ESI" i samotného Res.
Nachazi se zde i predpokladany adukt Res s Teb, tj. [Teb(Res-H)]". Vzhledem k tomu, Ze Res i
Teb se ve vzorku nachazelo stejné mnozstvi, ale intenzita (Teb-H) byla vzhledem k intenzité
(Res-H) a intenzité [Res(Res-H)] nizsi, da se usuzovat, Ze ochota Teb odstépit proton je nizsi
nez u Res. Tuto domnénku potvrzuje i velikost pK;; u Res (pK,1 = 8.8, pK,2 = 9.8, pK,3 = 11.4,
(Lopez-Nicolas a Garcia-Carmona 2008)) a u Teb (pK,; = 1,57 (Konasova et al. 2015)) a také
fragmentacéni spektrum ms/ms vybraného iontu [Teb(Res-H)]" s pfesnou hmotou 534,22
(obr. 49a). Proto se formdlné jednd o adukt (Res-H) a Teb, kdy energie jeho rozpadu

(odstipnuti Teb) je 121 kJ mol™ viz CID spektrum (obr. 49b).
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Obr. 48. Spektrum v negativnim modu vzorku obsahujiciho ekvimolarni (5*10'5 mol L'l)
mnozstvi resveratrolu (Res) a tebukonazolu (Teb) ve smési (1:1:2) rozpoustédel

ethanol/methanol/voda (zdroj: autorka)
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Obr. 49. (a) Fragmentacéni CID ms/ms spektrum a (b) zavislost intenzit aduktu tebukonazolu
(Teb) s resveratrolem (Res) [Teb(Res-H)] a dcefiného iontu (Res-H) na kolizni energii (zdroj:

autorka).

Vyznamnym faktem je, Ze se ani v jednom ze spekter nevyskytoval radikal Res. Znamena
to tedy, Ze vznik radikalt Res neni Teb podporovan. Otazkou zlstava, zda by mohl Teb branit
vzniku radikal( Res, proto bylo tfeba téZz studovat systém Teb, Res a Cu®’, kde se vlivem

pfitomnosti Cu®* daji radikély Res ocekavat.
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3.5 Interakce resveratrolu s tebukonazolem a Cu®*

Interakce Res-Teb-Cu®* jsou nejsloZit&j§im systémem, jaky byl vtéto praci studovan.
Autorce je oviem jasné, Ze vino (hroznova stdva), natoZ potom Zivy organismus jsou systémy
vyznamnymi komponentami za kontrolovanych a vice méné zndmych podminek mize
napomoci pochopit, jak se miZe chovat Res v pfipadé, Ze se v jeho okoli nachdzi jak Teb, tak i
Cu®*. Systém byl studovan dvéma zptsoby: (i) s pouZitim pouze ESI-MS, kdy byla Cu®* pfidana
do vzorku obsahujici Teb a Res ve formé soli CuCl, a (ii) kdy byl vzorek obsahujici Teb a Res

nechdn reagovat na Cu elektrodé, tedy s pouzitim EC-ESI-MS.

3.5.1 Interakce resveratrolu s tebukonazolem a CuCl,

Spektrum smési Res, Teb a CuCl, v pozitivnim modu (obr. 50) ukazuje vznik nékolika typ(
komplex(i a aduktl: pfedevsim jsou to (i) protonované formy Res a Teb (H'Res a H'Teb),
které se v ESI" modu daji ocekévat, déle jsou to (ii) komplexy Teb s Cu® ([Cu(Teb); ;]+, které
jsou podobné popsany v publikaci (Jaklova Dytrtovd et al. 2011a) a konecné (iii) komplex

s Cu** obsahujici Teb a (Res-H);, tj. [Cu(Res-H)(Teb)]".

3x10°~ "

ES| [Cu(Teb)2]+
1 [Cu(Res-H)(Teb)]"
e 2x10°
£ +
S [CuTeb]
IS 6] H'Res N
1x10 H'Teb
0 — Aoy ' I
200 250 300 350 600 650 700

m/z

Obr. 50. Spektrum v pozitivnim modu ekvimolarniho mnozstvi (2,5%10 mol L™*) resveratrolu
(Res), tebukonazolu (Teb) a CuCl, ve smési (1:1:2) rozpoustédel ethanol/metanol/voda

(zdroj: autorka)
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Identita vySe zminénych komplex( byla potvrzena jak na zakladé shody izotopového
otisku (paternu) ze simulaci, tak i pomoci fragmentacnich spekter a jejich zavislosti na kolizni
energii (Exol). Na prvni pohled je zajimavé, 7e se v ESI* vyskytuje H'Res, ktery se v pfitomnosti
Teb nevyskytuje (obr. 47), ale v pfitomnosti Cu®* jiz ano (obr. 35). Obr. 51a s fragmentaénim
spektrem ms/ms vybraného [Cu(Res-H)(Teb)]" s pfesnou hmotou 597,15 a obr. 51b ukazuji
zavislost intenzity pavodniho (rodi¢ovského) iontu [Cu(Res-H)(Teb)]" na kolizni energii.

Energie rozpadu (od$tépeni [CuTeb]") byla uréena na 154 kJ mol™.

—
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Obr. 51. (a) Fragmentacni ms/ms CID spektrum a (b) zavislost intenzit aduktu [Cu(Res-

H)(Teb)]" a jeho fragmentu (dcefiného iontu) na kolizni energii (Exol) (zdroj: autorka)

[Cu(Res-H)(Teb)]" komplex je zajimavy pfedevdim ze dvou diivodd: (i) méd se v ném
vyskytuje jako Cu®*, tj. zatim nemohla iniciovat tzv. Fentonovou reakci vedouci ke vzniku Res
radikalQ, a (ii) Res se zde vyskytuje jako deprotonovany (tedy jako potencidlné mozny anti-
oxidant). Vyskyt dvoumocné médi, navzdory malému poctu malych ligandl (Tintaru et al.
2009), je patrné zpusoben (kompenzovan) pfitomnosti zaporné nabitého ligandu, tj. (Res-H)’,
ktery vyssi mocenstvi Cu stabilizuje (Jakl et al. 2017). Pfitomnost (Res-H) je velmi
prekvapivd, protoze Cu®* jeho deprotonaci brani (viz pfedchozi kapitoly a Fentonova reakce).
Da se tedy usuzovat, Ze deprotonaci Res podporuje Teb. Z tohoto pohledu ma pfitomnost
Teb jasné pozitivni Ucinek, protoze stabilizuje anti-oxida¢ni formaci Res. Nicméné je nutno

zdUraznit, aby k tomuto efektu doslo, musi Teb vytvofit nejprve adukt s Res a az ndasledné
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tento adukt nechat interagovat s Cu**, pfipadné musi dojit nejprve k vytvoreni komplexu
Teb/Cu®* a teprve nasledné reagovat s (Res-H). Tento predpoklad je v pfipadé smésného
vzorku zaloZen jak na pravdépodobnosti, tak i na vzajemnych afinitdch jednotlivych
komponent vzorku. Z fragmentaénich spekter (obr.51a) je vidét, e se [Cu(Res-H)(Teb)]"
komplex rozpadd na [CuTeb]" a pravdépodobné (Res-H)*, ktery viak neni v pozitivnim modu
viditelny. Energeticky je tomuto rozpadu nutno pFispét energii 154 kJ mol™ a odpovida to
rozpadu vazby mezi Cu®* s (Res-H) a zarovefi redukci Cu?* na Cu*a vzniku (Res-H)*.
Z predchozi publikace (Jaklova Dytrtova et al. 2014) je zndmo, zZe Teb se vaze na centralni
dvoumocny kation tfemi zplsoby: (i) pres volné elektronové pary lokalizované na kysliku
hydroxylové skupiny, (ii) pres 2N triazolového cyklu a (iii) m — elektrony benzenového cyklu.
Cu® a Teb se vaii velmi pevné a za podminek indukovanych kolizi (CID) ji nebylo mozné
experimentéalné stanovit. BEhem koliznich experimentl s [CuTeb]" dochéazelo ke vzniku
[CuTeb-H,0]", tedy ke ztraté molekuly vody ze struktury Teb, ktera vyzadovala 224 kJ mol™
(Jaklova Dytrtova et al. 2011a). Velmi pevnd vazba Teb k Cu® ma za nasledek i prostorovou
deformaci molekuly Teb, kdy dojde ke zmen3eni povrchu komplexu [CuTeb]" v porovnani se
samotnou molekulou Teb. [CuTeb]" md tedy povrch bliZici se tvaru koule. Struktury
vypoéitané pomoci DFT metod pro analogicky komplex [ZnTeb-H]" jsou znazornény na
obr.52 a energeticky se liSi jen o necelych 11 kJ mol™? (Jaklova Dytrtovd et al. 2014).
V pfipadé analogického komplexu se Zn®* viak dochézi k deprotonaci Teb, oproti tomu
v pfipadé komplexu s Cu® je naopak energeticky vyhodné&;jsi redukce Cu®" na Cu". Pravé diky
snadné redukci Cu** na Cu' je provedeni vypottil velmi obtizné a zabralo nedmérné mnoho
Casu. Z tohoto dlivodu se pokousime struktury s Cu®"* ve vypoctech nahradit pravé Zn** a

vysledek potom s pomoci experimentu korigovat.
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Obr. 52. Znazornéni prostorové deformace molekuly Teb v disledku vazby na centrdlni
kation, vypocitano pomoci DFT metod, (a) k deprotonaci dochazi na OH skuping, (b) na
benzenovém kruhu, tyrkysova-uhlik, zelena-chlér, ¢ervena-kyslik, modra-dusik, bila-vodik,

(zdroj: autorka, vyhotovil J. Fanfrlik)

Na zdakladé informaci, které jsou znamé z predchozich praci, je mozné usuzovat, Ze
v komplexu [Cu(Res-H)(Teb)]* se Teb na Cu?* (a nasledné na Cu") vaze titemi vyie zminénymi
zpUsoby, na rozdil od Res, ktery se na Cu?* vaie pouze pies elektron lokalizovany na

deprotonované OH skupiné (obr. 53).

Obr. 53 Pfedpokladana struktura komplexu [Cu(Res-H)(Teb)]" na zakladé DFT vypottd (zdroj:

autorka, vyhotovil M. Straka)

117



Je zajimavé, Ze v negativnim modu (obr. 54) se nenachazi zddny komplex s kationtem
médi. Kromé (i) deprotonovaného Res a Teb ((Res-H) a (Tes-H)'), téZ dimer Res (Res/Res-H)’,
(i) dale se ve spektru nachazi adukty obou latek s Cl- (ResCl, TebCl’), a (iii) téZz dimer
Teb/(Res-H) i jeho adukt svodou Teb/(Res-H) (H,0),, ktery doklada vzdjemnou afinitu
téchto dvou biologicky aktivnich latek. (iv) velmi zajimavy je radikal anion Teb jako adukt
s CH30H (TebCH30H)*’, jehoZ signal (tedy jeho koncentrace) ve spektru neni vysokd, ale
dokldda existenci tzv. Fentonovy reakce zplsobené pfitomnosti Cu** (obr. 43) projihajici na

OH skupiné methanolu.

ESI ] : ) -
Res-H ResCl TebCH.OH ]

2x10°+ (Res-H) esC ( 3 \) TebCl

1x10*

o

N

[

S 0L

S

8x10°; [Teb(Res-H)[(H.0)

2

4x10° [Res(Res-H)J [Teb(Res-H)]

e

450 480 510 540 m/z 570 600
Obr. 54. Hmotnostni spektrum v negativnim modu ekvimolarni (2,5%10° mol L") smési

resveratrolu (Res), tebukonazolu (Teb) a CuCl, ve smési rozpoustédel EtOH/MeOH/H,0

(1:1:2) (zdroj: autorka)
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3.5.2 Interakce resveratrolu s tebukonazolem na médéné elektrodé

Vzorek sestavajici s ekvimolarniho (2,5%10 mol L) mnozstvi Teb a Res byl studovan
v systému EC-ESI-MS s médénou pracovni elektrodou. Byly vyuZity oba ionizacni mody ESI

v kombinacich s pozitivnim i zapornym vklddanym potencidlem na pracovni elektrodu.

Hmotnostni spektrum ziskané v pozitivnim modu za soucasné vkladaného kladného
potencialu na médénou elektrodu (oxidace Cu® = Cu* - Cu®) je na obr. 55. Toto spektrum
by mélo byt podobné spektru v pozitivnim modu vzorku obsahujiciho ekvimolarni (2,5%107
mol L-') mnoZstvi resveratrolu (Res), tebukonazolu (Teb) a CuCl, (obr. 50), ale neni. Na
spektru ziskaném pomoci EC-ESI-MS v pozitivnim modu (obr. 55) se napt. vibec nenachazi
produkt obsahujici Res, jsou zde pfitomny pouze adukty Teb s H", Na* a Cu™: (H'Teb, Na'Teb,
[Cu(Teb);,]". Tento fakt Ize vysvétlit rlznym reakénim schématem obou experimentd.
V pfipadé, kdy byla zdrojem Cu®* médéna elektroda (EC/ESI-MS) a pfivadény vzorek
obsahovat Res i Teb doslo pfi pfipravé vzorku nejprve k interakci Teb s Res a vytvoreni
aduktu [Teb(Res-H)], ve vzorku byly ale pritomny cetné specie ndlezejici samotnému Res a
Teb. Teb md enormni afinitu vic¢i médi a je k ni vazan pres 2N triazolového cyklu, OH skupinu
a mw-elektrony fenolového cyklu; tato vazebnd mista jsou v ptipadé [Teb(Res-H)]" aduktu
z velké ¢asti blokovana navdazanym Res. [Teb(Res-H)] adukt tedy nemd dostac¢nou schopnost
na tvorbu komplexu s Cu®*. Komplex ([CuTeb(Res-H)]*) mtze byt vytvofen pouze v pfipadé,
e je ve smési pfitomen souasné Res, Teb i Cu®* (napf. pfidan jako CuCly). Vytvofi se tak

komplex [CuTeb(Res-H)]", kdy se Res a Teb na centralni Cu®* véii z obou stran (obr. 53).

ESI’
< 2x10°1|+1000 mV
i
c
e s
IS 5 Na Teb N
1x10™ HTeb [Cu(Teb),]
L [Cu(Teb)]"
O 1 IL e M‘ /,

270 300 330 360 m/z 680 700

Obr. 55. Spektrum v pozitivni modu ziskané pomoci EC/ESI-MS, pfi vkladaném potencialu
1000 mV na médénou pracovni elektrodu. Ekvimolarni (2,5%10° mol L) smés resveratrolu a

tebukonazolu (Teb) v rozpoustédle MeOH/EtOH/H,0 (1:1:2) (zdroj: autorka).
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Obr. 56 ukazuje hmotnostni spektrum v negativnim modu, kdy byl na pracovni elektrodu
vkladan zaporny potencidl (-300 mV). ProtoZze béhem doby, kdy byl na pracovni elektrodu
vkladan potencidl, nejen, Ze nedochdzelo k uvolfiovdni kationtd médi do roztoku, ale také
dochazelo kredukci vhodnych Ildtek naadsorbovanych na pracovni elektrodu béhem
predchozich méreni. Proto by toto spektrum mélo byt velmi podobné spektru na obr. 47, tj.
spektrum v negativnim modu vzorku obsahujiciho ekvimolarni (2,5%10> mol L™) mnoZstvi
Res a Teb. Obé spektra shodné obsahuji deprotonované formy obou biologicky aktivnich

latek a jejich dimery ((Res-H)’, (Teb-H)', [Res(Res-H)] a ([Teb(Res-H)]".

5 | (Res-HY [Teb(Res-H)| ESl
g X107 (Teb-H) -300 mV
5
=
7x10*4
[Res(Res-H)]
O'JL‘JJ‘L‘M—‘PJJ*JL‘LM—M

200 300 400 500 600 700 800

m/z

Obr 56. Spektrum v negativnim modu ziskané pomoci EC/ESI-MS, pfi vkladaném potencidlu
-300 mV na médénou pracovni elektrodu. Vzorek je ekvimolarni (2,5*10°) smés resveratrolu

(Res) a tebukonazolu (Teb) v rozpoustédle MeOH/EtOH/H,0 (1:1:2)

Schématické srovnani obou experimentalnich pfistupl ukazuje obr. 57. Experimentalni
pfistup zaloZzeny na ESI-MS, kdy jsou do reakéni smési pridavany soucasné Res, Teb a CuCl,
simuluje systém, kde se tyto tfi latky vyskytuji jako volné. Experimentdlni usporadani
EC(Cu)/ESI-MS umoznuje simulovat systém, kde je nejprve pfitomen spolecné Res a Teb a
pozdéji dojde kinterakci téchto dvou latek a jejich aduktd s Cu navazané napfr.

v enzymatickém komplexu (simulovano Cu elektrodou).
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Obr. 57. Schematické znazornéni pozitivniho vlivu tebukonazolu (Teb) na tvorbu pro-

oxidujicich forem resveratrolu (Res) v pfitomnosti cu®.

3.5.3 Simulovani redukce thiramu

Thiram (T) je pesticid, ktery se pouziva pro ochranu rostlin proti okusu zejména hlodavci,
ale i lesni zvéri, ale také se pridava do masti proti koznim chorobam. Byl vybran pro testovani
nejen pro jeho vyznamné vyuziti v zemédélstvi (zejména na jahody) a lesnictvi, ale predevsim
pro pritomnost stericky pfistupné disulfidové vazby vjeho struktufe. Dale jeho
metabolismus pfemén je dobie popsan (obr. 25). Pfredpokladalo se, Ze bude mozné studovat
predevsim rozpad disulfidové vazby, coz by potom nasledné umoznilo tento instrumentalni

pfistup vyuzit napt. pro studium reakci disulfidové vazby u nékterych proteina.

V elektrochemické cele byla pro pripad simulovani metabolismu pouzita jako pracovni
elektroda pevnd médénad elektroda. Po dobu 120 sekund byl na ni vkladan potencial 500 mV

a zaroven bylo nahravano ESI-MS spektrum (obr. 58). Z hmotnostniho spektra je zifejmé, ze
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se vytvofily pfedeviim komplexy T s médi, jmenovité: [Cu(T)12]"; v obou ptipadech je Cu”.
Dale se ve spektru vyskytuje i komplex Cu® obsahujici jeden vyznamny metabolit T, ozn. Tm.

Tm je prvni metabolit T vznikajici oxidaci disulfidové vazby a rozStépenim T na dvé symetrické

molekuly Tp,.

« 6x10°-

E + +

§ H3C\ ﬁ [Cu'(T),]

£ 4x10° /N—C—SH

HsC
2x10° [Cu'(mr [Cu (T, )T’

0 +.¢le 4k L,JL. o IL
200 300 400 500 /7

Obr. 58. ESI-MS spektrum vzniklé reakci thiramu (T) na médéné pracovni elektrodé, T, je

prvni vznikly metabolit T, zobrazen strukturnim vzorcem.

Vznik metabolitu T, je potvrzenim, Ze navrZzeny instrumentalni systém dokdaze simulovat i
rozpad (redukci) disulfidové vazby. Dalsi metabolity pfitomné na obr. 25 vznikaji totiz
naslednymi reakcemi T, vétSinou za pouZziti dalSiho potfebného substratu, jako napf. alaninu

nebo glukuronidu.
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4 Zaveér

Habilitacni prace nastifiuje moZnosti pochopeni sloZitych vztahl mezi biologicky
aktivnimi latkami na béZné fyziologické pochody spojené nejen s lidskym pohybem, vykonem
a vytrvalosti. To, Ze sloZeni stravy ovliviiuje nejen sportovni vykon i nase zdravi, ¢i naladu je
zndmo. Autorka se zaméfuje predevSim na vliv nékterych chemickych latek, které jsou
povazovany jako sportovni suplementy a také na latky, které se v potravinach dnes bézné

vyskytuji, ale jsou povazovany za nezadouci (pesticidy a rizikové prvky).

Resersni Cast habilitace je zamérena predevsim na zasazeni vyzkumnych vystupt
zadatelky do SirSiho kontextu sportovni vyZzivy a pritomnosti xenobiotickych latek
s biologickou aktivitou v potravinach i potravinovych suplementech. Prace se zejména vénuje
popisu Ucink( téchto latek na metabolismus a pfipadné ovlivnéni sportovniho vykonu pres
dychaci fetézec, biosyntézu steroll (do nichZz patfi celd rfada latek od cholesterolu, pres

stresové hormony aZ pohlavni hormony) a pfenos nervového vzruchu.

PredloZenda habilitacni prace je koncipovana jako ,komentar” k pfilozenym publikacim,
které jsou predevSim zamérené na (i) chovani rizikovych prvkd v Zivotnim prostiedi a
moznostmi, jak prfes kofenové membrany prechazeji do rostlin, a tak vstupuji do potravniho
fetézce nejen Clovéka. Vétsina priloZzenych publikaci se zabyva (ii) popisem chovani pesticidd
a jejich interakcemi s esencidlnimi prvky a také mozZnostmi jejich detekce v biologickych
matricich. Z pohledu autorky jsou nejprinosnéjsi publikace (véetné patentu) vénovany (iii)
popisu elektrochemické cely zapojitelné pred hmotnostni spektrometr a s ni souvisejici
vyuZiti tento instrumentace pro biomimetiku nékterych biochemickych transformaci

souvisejici s rizikovym chovanim vybranych latek s biologickou aktivitou.

Nékteré z téchto latek se vyuzivaji jako potravinové suplementy ve sportovni vyzivé, jiné
jsou béznou (i kdyZz nezddouci) soucdsti potravin. ZvySena pozornost je zde vénovana
resveratrolu (doporuCovanému suplementu nejen ve sportovni vyzivé) a jeho
ambivalentnimu (anti-oxida¢nimu i pro-oxida¢nimu) chovani v zavislosti na podminkach
prostfedi. Resveratrol je zde vyuZit jako modelovy pfipad demonstrace funkénosti celé
metody. Jsou studovany rlizné interakce resveratrolu; predevsim v pritomnosti médnatého

kationtu, v pfitomnosti pesticidu tebukonazolu (pesticidu pfitomného ve viné v dlsledku
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jeho pouziti zejména pro ochranu proti houbovym onemocnénim révy vinné) a také

v pfitomnosti jak médnatého kationtu tak tebukonazolu.

Pfipadova studie zabyvajici se resveratrolem dokazuje jeho anti-oxidacni vlastnosti
v pfipadé, Ze je v systému pritomen samostatné. Dale je doloZeno reakénim mechanismem,
Ze v pfitomnosti médnatého kationtu dochdazi k tvorbé produktl resveratrolu (Fentonova
reakce), které maji pro-oxidacni vlastnosti. Vytvari se tak slouceniny resveratrolu s médi,
které jiz dfive byly popsany v literatufe a maji mnoho negativnich ucéinku na bunécny
metabolismus vedouci a Z k buné¢né smrti. Dokonce nékteré studie dokladaji karcinogenni

ucinky téchto pro-oxida¢nich forem resveratrolu, které se mohou interkalovat do DNA a

zpUsobovat tak lokalni aberace.

Dale je vénovana pozornost interakcim resveratrolu stebukonazolem, vyznamnym
fungicidem, ktery se ¢asto nachazi ve viné (stejné jako prirozené resveratrol). Tyto studie se
pokousi simulovat zjednodusSeny ,koktejlovy efekt, ktery by mohl nastat v pfipadé
konzumace vina. Na prvni pohled negativné vnimana pfitomnost tebukonazolu ve viné vsak
mUzZe byt vyvdZena pozitivnim zjiSténim, Ze pravé interakce tebukonazolu s resveratrolem
zachovava anti-oxidacni vlastnosti resveratrolu, a to i navzdory pritomnému médnatému
kationtu. Dokonce byla pozorovdna vex-situ experimentech pritomnost produktu
resveratrolu obsahujiciho jak Cu2+, tak tebukonazol. ,,Ochranny” mechanismus tebukonazolu,
zachovavaijici anti-oxidacni vlastnosti resveratrolu, tkvi predevsim ve vazebném blokovani
hydroxylovych skupin resveratrolu, které by jinak interagovaly s médnatym kationtem
(Fentonova reakce) a ddvaly vzniknout radikalim resveratrolu, které maji jinak pro-oxidacni

ve

ucinky.

Zavérem chce autorka zduraznit, Ze si je védoma, Ze ji predlozend metoda a data s jeji
pomoci ziskana jsou zatizena vysokou mirou zjednoduseni. Biologicky systém, organismus a
Zivotni prostiedi jsou systémy neuvéritelné komplexni (a snad pravé proto krasné a vzdy plné
prekvapeni s vSudy pritomnym tajemstvim), presto je mozné s pomoci fyzikdlné-chemickych
instrumentalnich metod doplnénych o informace ziskané z vypocetnich metod a dalSich
studii ziskat alespon pfribliznou predstavu o nékterych zakonitostech, které v prirodé panuiji.
Je zde nutna znacna mira kriticnosti a pokory, aby nebyla ziskand data chybné

interpretovana nebo dokonce zneuzita v komercni prospéch. V budoucnu komplexnéjsi a
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systematictéjsi vyzkum zamérfeny na biomimetiku (nejen) biologicky aktivnich latek

vyuZivanych ve sportovni vyzivé bude jisté prospésny a pomuze zefektivnit sportovni vyZivu.
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5 Seznam zkratek

zkratka Vyznam
AE pomocna elektroda
CID disociace vyvolana srazkou
EC elektrochemicka cela
ESI-MS hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem
HPLC vysokoucinnd kapalinovad chromatografie
LC kapalinové chromatografie
MS hmotnostni spektrometrie (detekce)
MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie
NCE normalizovana kolizni energie
PEEK polyetherketon
RE referentni elektroda
Res resveratrol
T thiram
TAG triacylglyceroly
Teb tebukonazol
Tm metabolit thiramu
WE pracovni elektroda

126



6 Pouzita literatura

ABOU-DONIA, M. B. Organophosphorus ester-induced chronic neurotoxicity. Arch Environ Health,
2003, 58(8), 484-497.

ACWORTH, I. N. A BOWERS, M. An introduction to HPLC-based electrochemical detection: From
single-electrode to multi-electrode arrays. In I.LN. ACWORTH, M. NAOI, S. PARVEZ A H. PARVEZ
eds. Coulometric Electrode Array Detectors for HPLC. Utrecht: VSP, 1997, vol. 6, p. 382.

AL-MASRI, L. A BARTLETT, S. 100 Questions and Answers about Sports Nutrition & Exercise. 1. vydani.
Sudbury: Jones and Bartlett Publishers, 2011. 256 str. ISBN 978-0-7637-7886-6.

ALEXANDER, D. D., MILLER, P. E., VAN ELSWYK, M. E., KURATKO, C. N., et al. A meta-analysis of
randomized controlled trials and prospective cohort studies of eicosapentaenoic and
docosahexaenoic long-chain omega-3 fatty acids and coronary heart disease risk. Mayo Clinic

Proceedings, 2017, 92(1), 15-29.

ANTOINE, D. J., WILLIAMS, D. P. A PARK, B. K. Understanding the role of reactive metabolites in drug-
induced hepatotoxicity: state of the science. Expert Opinion on Drug Metabolism & Toxicology,

2008, 4(11), 1415-1427.

ASTORINO, T. A. AROBERSON, D. W. Efficacy of acute caffeine ingestion for short-term high-intensity
exercise performance: a systematic review. Journal of Strength and Conditioning Research, 2010,

24(1), 257-265.

ATSDR Toxicological Profile for Lead. Atlanta: Agency for Toxic Substances and Disease Registry,
2005.

ATWOOD, D. A PAISLEY-JONES, C. Pesticides Industry Sales and Usage 2008 - 2012 Market Estimates.
Washington: U. EPA, 2017.

AUTHORITY, E. F. S. Reasoned opinion on the modification of the existing MRLs for tebuconazole in

cucumbers and courgettes. EFSA Journal, 2015, 13(1), 1-24.

AZMI, A. S., BHAT, S. H. A HADI, S. M. Resveratrol—Cu(ll) induced DNA breakage in human peripheral

lymphocytes: Implications for anticancer properties. FEBS letters, 2005, 579(14), 3131-3135.

BAILLIE, T. A. Future of toxicology-metabolic activation and drug design: Challenges and

opportunities in chemical toxicology. Chemical Research in Toxicology, 2006, 19(7), 889-893.

127



BAREK, J., FISCHER, J., NAVRATIL, T., PECKOVA, K., et al. Nontraditional electrode materials in
environmental analysis of biologically active organic compounds. Electroanalysis, 2007, 19(19-20),

2003-2014.

BASLY, J. P., MARRE-FOURNIER, F., LE BAIL, J. C., HABRIOUX, G., et al. Estrogenic/antiestrogenic and

scavenging properties of (E)- and (Z)-resveratrol. Life Sciences, 2000, 66(9), 769-777.

BAUMANN, A., LOHMANN, W., ROSE, T., AHN, K. C., et al. Electrochemistry-mass spectrometry
unveils the formation of reactive triclocarban metabolites. Drug Metabolism and Disposition,

2010, 38(12), 2130-2138.

BAUR, J. A. A SINCLAIR, D. A. Therapeutic potential of resveratrol: the in vivo evidence. Nature
Reviews Drug Discovery, 2006, 5(6), 493-506.

BELGUENDOUZ, L., FREMONT, L. A LINARD, A. Resveratrol inhibits metal ion-dependent and
independent peroxidation of porcine low-density lipoproteins. Biochemical Pharmacology, 1997,

53(9), 1347-1355.

BLACHE, D., RUSTAN, |, DURAND, P., LESGARDS, G., et al. Gas chromatographic analysis of
resveratrol in plasma, lipoproteins and cells after in vitro incubations. Journal of Chromatography

B, 1997, 702(1-2), 103-110.
BOHACEK, I. Xenobiotika. Vesmir, 2017, 96(2), 63-63.

BOSCH, A. N., DENNIS, S. C. A NOAKES, T. D. Influence of carbohydrate loading on fuel substrate
turnover and oxidation during prolonged exercise. Journal of Applied Physiology, 1993, 74(4),

1921-1927.

BRAAKHUIS, A. J. A HOPKINS, W. G. Impact of dietary antioxidants on sport performance: A review.
Sports Medicine, 2015, 45(7), 939-955.

BRANA, M. F., CACHO, M., GRADILLAS, A., DE PASCUAL-TERESA, B., et al. Intercalators as anticancer
drugs. Current Pharmaceutical Design, 2001, 7(17), 1745-1780.

BRANDON, E. F. A., RAAP, C. D., MEIJERMAN, |., BEIJNEN, J. H., et al. An update on in vitro test
methods in human hepatic drug biotransformation research: pros and cons. Toxicology and

Applied Pharmacology, 2003, 189(3), 233-246.

BROWN, D., EDWARDS, H., SEATON, L. A BUCKLEY, T. Lewis's Medical-Surgical Nursing: Assessment
and Management of Clinical Problems. 4. vydani. Marickville: Elsevier, 2014. 1896 str. ISBN
9780729541770.

128



BRUCKENSTEIN, S. A COMEAU, J. Electrochemical mass spectrometry. Part 1.-Preliminary studies of

propane oxidation on platinum. Faraday Discussions of the Chemical Society, 1973, 56, 285-292.

BRUCKENSTEIN, S. A GADDE, R. R. Use of a porous electrode for in situ mass spectrometric
determination of volatile electrode reaction products. Journal of the American Chemical Society,

1971, 93(3), 793-794.

BRUEGGEMEIER, R. W. Update on the use of aromatase inhibitors in breast cancer. Expert Opinion on
Pharmacotherapy, 2006, 7(14), 1919-1930.

BRUINS, A. P. An overview of electrochemistry combined with mass spectrometry. TrAC Trends in

Analytical Chemistry, 2015, 70, 14-19.

BUFORD, T. W., KREIDER, R. B., STOUT, J. R., GREENWOOD, M., et al. International Society of Sports
Nutrition position stand: creatine supplementation and exercise. Journal of the International

Society of Sports Nutrition, 2007, 4.

BURKE, L. Practical Sports Nutrition. 1. vydani. Champaign: Human Kinetics, 2007. ISBN 978-07-360-
4695-X.

BURKITT, M. J. A DUNCAN, J. Effects of trans-resveratrol on copper-dependent hydroxyl-radical
formation and DNA damage: Evidence for hydroxyl-radical scavenging and a novel, glutathione-

sparing mechanism of action. Archives of Biochemistry and Biophysics, 2000, 381(2), 253-263.

CAMONT, L., COTTART, C. H., RHAYEM, Y., NIVET-ANTOINE, V., et al. Simple spectrophotometric
assessment of the trans-/cis-resveratrol ratio in aqueous solutions. Analytica Chimica Acta, 2009,

634(1), 121-128.

CAMPOS-TOIMIL, M., ELIES, J., ALVAREZ, E., VERDE, I., et al. Effects of trans- and cis-resveratrol on
Ca’* handling in A7r5 vascular myocytes. European Journal of Pharmacology, 2007, 577(1-3), 91-
99.

CASIDA, J. E. Pest toxicology: the primary mechanisms of pesticide action. Chemical Research in

Toxicology, 2009, 22(4), 609-619.

CASUSO, R. A., MARTINEZ-AMAT, A., MARTINEZ-LOPEZ, E. J., CAMILETTI-MOIRON, D., et al. Ergogenic
effects of quercetin supplementation in trained rats. Journal of the International Society of Sports

Nutrition, 2013, 10(3), 1-7.

CATAK, S., D'HOOGHE, M., DE KIMPE, N., WAROQUIER, M., et al. Intramolecular m-n stacking
interactions in 2-substituted N,N-dibenzylaziridinium ions and their regioselectivity in nucleophilic

ring-opening reactions. Journal of Organic Chemistry, 2010, 75(3), 885-896.

129



CLARK, N. Nancy Clark’s Sports Nutrition Guidebook. 5. vydani. Newton: Human Kinetics, 2014a. 520
str. ISBN 978-1-4505-5993-8.

CLARK, N. Sportovni vyZiva. 3., dopl. vydani. Praha: Grada, 2014b. 392 str. ISBN 978-80-247-4655-5.

CLEMENS, S., AARTS, M. G. M., THOMINE, S. A VERBRUGGEN, N. Plant science: the key to preventing

slow cadmium poisoning. Trends in Plant Science, 2013, 18(2), 92-99.

COLIN, D., GIMAZANE, A., LIZARD, G., IZARD, J. C., et al. Effects of resveratrol analogs on cell cycle
progression, cell cycle associated proteins and 5fluoro-uracil sensitivity in human derived colon

cancer cells. International Journal of Cancer, 2009, 124(12), 2780-2788.

CORTA, E., BAKKALI, A., BERRUETA, L. A.,, GALLO, B., et al. Kinetics and mechanism of amitraz
hydrolysis in agueous media by HPLC and GC-MS. Talanta, 1999, 48(1), 189-199.

COULSTON, A. M. Vitamins. In Encyclopedia of Food and Culture. Encyclopedia.com, 2017.

COX, J. A, TESS, M. E. A CUMMINGS, T. E. Electroanalytical methods based on modified electrodes: A

review of recent advances. Reviews in Analytical Chemistry, 1996, 15(3), 173-223.

CRUMP, A. A OMURA, S. Ivermectin, 'Wonder drug' from Japan: the human use perspective.
Proceedings of the Japan Academy Series B-Physical and Biological Sciences, 2011, 87(2), 13-28.

CELEDOVA, L. A CEVELA, R. Vychova ke zdravi: vybrané kapitoly. 1. vydani. Praha: Grada, 2010. 128
str. ISBN 978-80-247-3213-8.

CoLoVIC, M. B., KRSTIC, D. Z., LAZAREVIC-PASTI, T. D., BONDZIC, A. M., et al. Acetylcholinesterase

inhibitors: pharmacology and toxicology. Current Neuropharmacology, 2013, 11(3), 315-335.

DALVI, P. S., WILDER-KOFIE, T., MARES, B., DALVI, R. R., et al. Toxicologic implications of the
metabolism of thiram, dimethyldithiocarbamate and carbon disulfide mediated by hepatic

cytochrome P450 isozymes in rats. Pesticide Biochemistry and Physiology, 2003, 74(2), 85-90.

DARIES, H. Nutrition for Sport and Exercise. 1. vydani. Ames: Wiley-Blackwell, 2012. 280 str. ISBN 978-
1-4051-5354-6.

DE QUADROS, L., BRANDAO, I. A LONGHI, R. Ascorbic acid and performance: A review. Vitamins &
Minerals, 2016, 5(1), 136/131-136/134.

DELMAS, D., AIRES, V., LIMAGNE, E., DUTARTRE, P., et al. Transport, stability, and biological activity of
resveratrol. In O. VANG A D.K. DAS eds. Resveratrol and Health. Malden: Wiley-Blackwell, 2011,
vol. 1215, p. 48-59.

130



DELMAS, D., JANNIN, B., CHERKAOUI-MALKI, M. A LATRUFFE, N. Inhibitory effect of resveratrol on
the proliferation of human and rat hepatic derived cell lines. Oncology Reports, 2000, 7(4), 847-
852.

DELMAS, D., JANNIN, B. A LATRUFFE, N. Resveratrol: Preventing properties against vascular
alterations and ageing. Molecular Nutrition & Food Research, 2005, 49(5), 377-395.

DELMAS, D., LANCON, A., COLIN, D., JANNIN, B., et al. Resveratrol as a chemopreventive agent: A

promising molecule for fighting cancer. Current Drug Targets, 2006, 7(4), 423-442.

DENG, H. T. A VAN BERKEL, G. J. Electrochemical polymerization of aniline investigated using on line
electrochemistry/electrospray mass spectrometry. Analytical Chemistry, 1999a, 71(19), 4284-
4293.

DENG, H. T. A VAN BERKEL, G. J. A thin-layer electrochemical flow cell coupled on-line with
electrospray-mass spectrometry for the study of biological redox reactions. Electroanalysis,

1999b, 11(12), 857-865.

DLOUHA, R. WyZiva: prehled zdkladni problematiky. 1. vydéni. Praha: Karolinum, 1998. 215 str. ISBN
80-7184-757-7.

DUNATCHIK, A. P., ITO, M. K. A DUJOVNE, C. A. A systematic review on evidence of the effectiveness

and safety of a wax-matrix niacin formulation. Journal of Clinical Lipidology, 2012, 6(2), 121-131.

ECONOMOU, A. Recent developments in on-line electrochemical stripping analysis—An overview of

the last 12 years. Analytica Chimica Acta, 2010, 683(1), 38-51.

EFSA Scientific opinion on risk assessment for a selected group of pesticides from the triazole group
to test possible methodologies to assess cumulative effects from exposure through food from

these pesticides on human health. EFSA Journal, 2009, 7(9), 1167.

EFSA Scientific opinion on the relevance of dissimilar mode of action and its appropriate application

for cumulative risk assessment of pesticides residues in food. EFSA Journal, 2013, 11(12), 3472.

ELSAYED, M. S., RATTU, A. J. M. A ROBERTS, I. Effects of carhohydrate feeding before and durmg
prolonged exercise on suhsequent maximal exercise performance capacity. International Journal

of Sport Nutrition, 1995, 5(3), 215-224.

ELSTNER, M., HOBZA, P., FRAUENHEIM, T., SUHAI, S., et al. Hydrogen bonding and stacking
interactions of nucleic acid base pairs: A density-functional-theory based treatment. Journal of

Chemical Physics, 2001, 114(12), 5149-5155.

131



EU. Regulation (EC) No 1223/2009 of the European Parliament and of the Council of 30 November

2009 on cosmetic products. In., 2009.

FABER, H., VOGEL, M. A KARST, U. Electrochemistry/mass spectrometry as a tool in metabolism
studies-A review. Analytica Chimica Acta, 2014, 834, 9-21.

FAROON, O., ASHIZAWA, A., WRIGHT, S., TUCKER, P., et al. Toxicological Profile for Cadmium. Atlanta:

Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2012.

FELIG, P. A WAHREN, J. Fuel homeostasis in exercise. New England Journal of Medicine, 1975,
293(21), 1078-1084.

FORMAN, J. P,, SCOTT, J. B., NG, K., DRAKE, B. F., et al. Effect of vitamin D supplementation on blood
pressure in blacks. Hypertension, 2013, 61(4), 779-785.

FORT, P. Sport a sprdvnd vyZiva. 1. vydani. Praha: Ikar, 2002. 351 str. ISBN 80-249-0124-2.

FORT, P. WZiva pro dokonalou kondici a zdravi. 1. vydani. Praha: Grada, 2004. 181 str. ISBN 80-247-
1057-9.

FOSTER, C., COSTILL, D. L. A FINK, W. J. Gastric emptying characteristics of glucose and glucose
polymer solutions. Research Quarterly for Exercise and Sport, 1980, 51(2), 299-305.

FRAKER, P. J. A KING, L. E. Reprogramming of the immune system during zinc deficiency. Annual
Review of Nutrition, 2004, 24, 277-298.

FRANKEL, E. N., WATERHOUSE, A. L. A KINSELLA, J. E. Letters to the editor: Inhibition of human LDL
oxidation by resveratrol. The Lancet, 1993, 341(8852), 1103-1104.

FREDERICKSON, C. J., KOH, J. Y. A BUSH, A. I. The neurobiology of zinc in health and disease. Nature
Reviews Neuroscience, 2005, 6(6), 449-462.

FREDHOLM, B. B., BATTIG, K., HOLMEN, J., NEHLIG, A., et al. Actions of caffeine in the brain with
special reference to factors that contribute to its widespread use. Pharmacological Reviews, 1999,

51(1), 83-133.

FUKUHARA, K. A MIYATA, N. Resveratrol as a new type of DNA-cleaving agent. Bioorganic &
Medicinal Chemistry Letters, 1998, 8(22), 3187-3192.

FUKUHARA, K., NAGAKAWA, M., NAKANISHI, I., OHKUBO, K., et al. Structural basis for DNA-cleaving
activity of resveratrol in the presence of Cu(ll). Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2006, 14(5),
1437-1443.

132



GANIO, M. S., KLAU, J. F., CASA, D. J., ARMSTRONG, L. E., et al. Effect of caffeine on sport-specific
endurance performance: a systematic review. Journal of Strength and Conditioning Research,

2009, 23(1), 315-324.

GARBELLINI, G. S., ULIANA, C. V. A YAMANAKA, H. Interaction of organophosphorus pesticides with
DNA nucleotides on a boron-doped diamond electrode. Journal of the Brazilian Chemical Society,

2013, 24(12), 1942-1949.

GEORGOPAPADAKOU, N. H. Antifungals: mechanism of action and resistance, established and novel
drugs. Current Opinion in Microbiology, 1998, 1(5), 547-557.

GERVASIO, F. L., PROCACCI, P., CARDINI, G.,, GUARNA, A, et al. Interaction between aromatic
residues. Molecular dynamics and ab initio exploration of the potential energy surface of the

tryptophan-histidine pair. Journal of Physical Chemistry B, 2000, 104(5), 1108-1114.

GISOLFI, C. V., SUMMERS, R. W., SCHEDL, H. P. ABLEILER, T. L. Intestinal water absorption from select
carbohydrate solutions in humans. Journal of Applied Physiology, 1992, 73(5), 2142-2150.

GOLUB, M. S., KEEN, C. L., GERSHWIN, M. E. A HENDRICKX, A. G. Developmental zinc deficiency and
behavior. Journal of Nutrition, 1995, 125(8), $2263-S2271.

GOMEZ-CABRERA, M.-C., DOMENECH, E., ROMAGNOLI, M., ARDUINI, A., et al. Oral administration of
vitamin C decreases muscle mitochondrial biogenesis and hampers training-induced adaptations

in endurance performance. American Journal of Clinical Nutrition, 2008, 87(1), 142-149.

GUEZENNEC, C. Y. Oxidation rates, complex carbohydrates and exercise. Practical recommendations.

Sports Medicine, 1995, 19(6), 365-372.

GUEZENNEC, C. Y., SATABIN, P., DUFOREZ, F., KOZIET, J., et al. The role of type and structure of
complex carbohydrates response to physical exercise. International Journal of Sports Medicine,

1993, 14(4), 224-231.

GUN, J., BHARATHI, S., GUTKIN, V., RIZKOV, D., et al. Highlights in coupled electrochemical flow cell-
mass spectrometry, EC/MS. Israel Journal of Chemistry, 2010, 50(3), 360-373.

GUNASINGHAM, H. A FLEET, B. Wall-jet electrode in continuous monitoring voltammetry. Analytical
Chemistry, 1983, 55(8), 1409-1414.

HAJSLOVA, J. E¢ka jsou jen byznys. Nutriéni terapeuti je démonizuji, tikd profesorka. In L.

CERNOHLAVEK. TEMA. TEMA, 2015.

HAJSLOVA, J. A BOBURKOVA, E. Jedy a myty (rozhovor). Vesmir, 2017, 96(2), 88-89.

133



HARRIS, R. C., SODERLUND, K. A HULTMAN, E. Elevation of creatine in resting and exercised muscle of

normal subjects by creatine supplementation. Clinical Science, 1992, 83(3), 367-374.

HART, N., SARGA, L., CSENDE, Z., KOCH, L. G., et al. Resveratrol attenuates exercise-induced adaptive
responses in rats selectively bred for low running performance. Dose Response, 2014, 12(1), 57-

71.

HASS, U., BOBERG, J., CHRISTIANSEN, S., JACOBSEN, P. R, et al. Adverse effects on sexual
development in rat offspring after low dose exposure to a mixture of endocrine disrupting

pesticides. Reproductive Toxicology, 2012, 34(2), 261-274.

HAVLICKOVA, L. Biologie ditéte: rané fdze lidské ontogenéze. Praha: Karolinum, 1998. 93 str. ISBN 80-
7184-644-9.

HERRMANN, M., OBEID, R., SCHARHAG, J., KINDERMANN, W., et al. Altered vitamin B-12 status in
recreational endurance athletes. International Journal of Sport Nutrition and Exercise

Metabolism, 2005, 15(4), 433-441.

HILL, A. M., WORTHLEY, C., MURPHY, K. J., BUCKLEY, J. D., et al. n-3 Fatty acid supplementation and
regular moderate exercise: differential effects of a combined intervention on neutrophil function.

British Journal of Nutrition, 2007, 98(2), 300-309.

HOFFMANGOETZ, L. A PEDERSEN, B. K. Exercise and the immune system: a model of the stress
response. Immunology Today, 1994, 15(8), 382-387.

HOLLOWAY, L. N., PANNELL, K. H. A WHALEN, M. M. Effects of a series of triorganotins on ATP levels

in human natural killer cells. Environmental Toxicology and Pharmacology, 2008, 25(1), 43-50.

CHAUDHRY, M. Q. A review of the mechanisms involved in the action of phosphine as an insecticide

and phosphine resistance in stored-product insects. Pesticide Science, 1997, 49(3), 213-228.

CHEN, X. J., HE, H., WANG, G. J.,, YANG, B., et al. Stereospecific determination of cis- and trans-
resveratrol in rat plasma by HPLC: application to pharmacokinetic studies. Biomedical

Chromatography, 2007, 21(3), 257-265.

CHOI, S.-K., BAEK, S.-H. A CHOI, S.-W. The effects of endurance training and thiamine
supplementation on anti-fatigue during exercise. Journal of Exercise Nutrition & Biochemistry,

2013, 17(4), 189-198.

JAHNERT, T., HAGER, M. D. A SCHUBERT, U. S. Application of phenolic radicals for antioxidants, as
active materials in batteries, magnetic materials and ligands for metal-complexes. Journal of

Materials Chemistry A, 2014, 2(37), 15234-15251.

134



JAKL, M., FANFRLIK, J. A JAKLOVA DYTRTOVA, J. Mimicking of cyproconazole behavior in the Cu and

Zn presence. Journal of Pest Science, 2017, submitted.

JAKLOVA DYTRTOVA, J., FANFRLIK, J., NORKOVA, R., JAKL, M., et al. Theoretical insight into the
stabilization of triazole fungicides via their interactions with dications. International Journal of

Mass Spectrometry, 2014, 359(0), 38-43.

JAKLOVA DYTRTOVA, J. A JAKL, M. Hyphenation of electrochemical methods with mass spectrometry
- The potential for analytical and physical chemistry and biochemistry. Chemicke Listy, 20163,
110(1), 31-39.

JAKLOVA DYTRTOVA, J. A JAKL, M. 2016b. Mimicking of thiram metabolism using electrochemistry
hyphenated with mass spectrometry. In Proceedings of the Modern Electrochemical Methods
XXXVI, JetFichovice, Czech Republic, 23-27 May 2016 2016b, T. NAVRATIL, M. FOJTA A K.
SCHWARZOVA eds. Lenka Srsenova - BEST Servis, Usti nad Labem, 91-94.

JAKLOVA DYTRTOVA, J., JAKL, M., KOLIHOVA, D., MIHOLOVA, D., et al. The effect of low-molecular-
weight organic acids on cadmium assay using diffusive gradient in thin film technique. Chemicke

Listy, 2009a, 103(5), 401-406.

Pratoéné elektrochemické zafizeni. JAKLOVA DYTRTOVA, J., JAKL, M., NAVRATIL, T. A CVACKA, J. B6
number CZ 305 266:

JAKLOVA DYTRTOVA, J., JAKL, M., NAVRATIL, T., CVACKA, J., et al. An electrochemical device
generating metal ion adducts of organic compounds for electrospray mass spectrometry.

Electrochimica Acta, 2016a, 211, 787-793.

JAKLOVA DYTRTOVA, J., JAKL, M., NORKOVA, R. A NAVRATIL, T. Optimization of a flow rate for a
hyphenation of voltammetry with electrospray ionization mass spectrometry. In T. NAVRATIL A M.
FOJTA. Modern Electrochemical Methods XXXII. Jetfichovice: Best Servis, Usti nad Labem, 20123,
p. 54-57.

JAKLOVA DYTRTOVA, J., JAKL, M. A PETR, M. Maly velky oxid. Vesmir, 2016b, 95(9), 498-499.

JAKLOVA DYTRTOVA, J., JAKL, M. A SCHRODER, D. Complexation of malic acid with cadmium(ll)

probed by electrospray ionization mass spectrometry. Talanta, 2012b, 90C, 63-68.

JAKLOVA DYTRTOVA, J., JAKL, M., SCHRODER, D., CADKOVA, E., et al. Complexation between the
fungicide tebuconazole and copper(ll) probed by electrospray ionization mass spectrometry.

Rapid Communications in Mass Spectrometry, 2011a, 25, 1037-1042.

135



JAKLOVA DYTRTOVA, J., JAKL, M., SCHRODER, D. A NAVRATIL, T. Electrochemical and spectrometric
detection of low-molecular-weight organic acids and their complexes with metals. Current

Organic Chemistry, 2011b, 15(17), 2970-2982.

JAKLOVA DYTRTOVA, J., JAKL, M., SCHRODER, D. A NORKOVA, R. In situ generation of copper cations
and complexation with tebuconazole in a hyphenation of electrochemistry with mass

spectrometry. International Journal of Mass Spectrometry, 2013, 338, 45-49.

JAKLOVA DYTRTOVA, J., JAKL, M., SESTAKOVA, 1., ZINS, E.-L., et al. A new approach to study cadmium

complexes with oxalic acid in soil solution. Analytica Chimica Acta, 2011c, 693(1-2), 100-105.

JAKLOVA DYTRTOVA, J., SESTAKOVA, 1., JAKL, M. A NAVRATIL, T. Electrochemical detection of
cadmium and lead complexes with low molecular weight organic acids. Electroanalysis, 2009b,

21(3-5), 573-579.

JAKLOVA DYTRTOVA, J., SESTAKOVA, 1., JAKL, M., SZAKOVA, J., et al. The use of differential pulse
anodic stripping voltammetry and diffusive gradient in thin films for heavy metals speciation in

soil solution. Central European Journal of Chemistry, 2008, 6(1), 71-79.

JANNIN, B., MENZEL, M., BERLOT, J. P., DELMAS, D., et al. Transport of resveratrol, a cancer
chemopreventive agent, to cellular targets: plasmatic protein binding and cell uptake. Biochemical

Pharmacology, 2004, 68(6), 1113-1118.

JAYASINGHE, C., GOTOH, N. A WADA, S. Pro-oxidant/antioxidant behaviours of ascorbic acid,
tocopherol, and plant extracts in n-3 highly unsaturated fatty acid rich oil-in-water emulsions.

Food Chemistry, 2013, 141(3), 3077-3084.

JENKINS, D. J. A.,, WOLEVER, T. M. S., TAYLOR, R. H., BARKER, H., et al. Glycemic index of foods: A
physiological basis for carbohydrate exchange. American Journal of Clinical Nutrition, 1981, 34(3),

362-366.

JIN, Z., DAIYA, S. A KENTTAMAA, H. |. Characterization of nonpolar lipids and selected steroids by
using laser-induced acoustic desorption/chemical ionization, atmospheric pressure chemical
ionization, and electrospray ionization mass spectrometry. International Journal of Mass

Spectrometry, 2011, 301(1-3), 234-239.

JUHN, M. S. A TARNOPOLSKY, M. Potential side effects of oral creatine supplementation: A critical
review. Clinical Journal of Sport Medicine, 1998, 8(4), 298-304.

KAFKA, Z. A PUNCOCHAROVA, J. Té7ké kovy v pFirodé a jejich toxicita. Chemicke Listy, 2002, 96(7),
611-617.

136



KENNEDY, M. C., GLASS, C. R., BOKKERS, B., HART, A. D. M., et al. A European model and case studies

for aggregate exposure assessment of pesticides. Food and Chemical Toxicology, 2015, 79, 32-44.

KIM, K. H., KABIR, E. A JAHAN, S. A. Exposure to pesticides and the associated human health effects.
Science of The Total Environment, 2017, 575, 525-535.

KIMBALL, S., VIETH, R., DOSCH, H. M., BAR-OR, A., et al. Cholecalciferol plus calcium suppresses
abnormal PBMC reactivity in patients with multiple sclerosis. Journal of Clinical Endocrinology &

Metabolism, 2011, 96(9), 2826-2834.

KONASOVA, R., JAKLOVA DYTRTOVA, J. A KASICKA, V. Determination of acid dissociation constants of
triazole fungicides by pressure assisted capillary electrophoresis. Journal of Chromatography A,

2015, 1408, 243-249.
KONOPKA, P. Sportovni vyZiva. Ceské Budé&jovice: Kopp, 2004. 125 str. ISBN 80-7232-228-1.

KORTENKAMP, A. Low dose mixture effects of endocrine disrupters and their implications for
regulatory thresholds in chemical risk assessment. Current Opinion in Pharmacology, 2014, 19,

105-111.

KOVACIC, G.-R., LESNIK, M. A VRSIC, S. An overview of the copper situation and usage in viticulture.
Bulgarian Journal of Agricultural Science, 2013, 19(1), 50-59.

KREIDER, R. B., WILBORN, C. D., TAYLOR, L., CAMPBELL, B., et al. ISSN exercise & sport nutrition
review: research & recommendations. Journal of the International Society of Sports Nutrition,

2010, 7, 7/1-7/43.

KRIS-ETHERTON, P. M., HARRIS, W. S., APPEL, L. J. ANUTRITION, C. Fish consumption, fish oil, omega-
3 fatty acids, and cardiovascular disease. Circulation, 2002, 106(21), 2747-2757.

LANGCAKE, P. A PRYCE, R. J. A new class of phytoalexins from grapevines. Experientia, 1977, 33(2),
151-152.

LAZA-KNOERR, A. L., GREF, R. A COUVREUR, P. Cyclodextrins for drug delivery. Journal of Drug
Targeting, 2010, 18(9), 645-656.

LEE, E. C., KIM, D., JURECKA, P., TARAKESHWAR, P., et al. Understanding of assembly phenomena by
aromatic-aromatic interactions: Benzene dimer and the substituted systems. Journal of Physical

Chemistry A, 2007, 111(18), 3446-3457.

LEESE, G. P., BOWTELL, J.,, MUDAMBO, S., REYNOLDS, N., et al. Post-exercise gastric emptying of
carbohydrate solutions determined using the *C acetate breath test. European Journal of Applied

Physiology and Occupational Physiology, 1995, 71(4), 306-310.

137



LOHMANN, W. A KARST, U. Generation and identification of reactive metabolites by electrochemistry
and immobilized enzymes coupled on-line to liquid chromatography/mass spectrometry.

Analytical Chemistry, 2007, 79(17), 6831-6839.

LOPEZ-NICOLAS, J. M. A GARCIA-CARMONA, F. Aggregation state and pK(a) values of (E)-resveratrol
as determined by fluorescence spectroscopy and UV-visible absorption. Journal of Agricultural

and Food Chemistry, 2008, 56(17), 7600-7605.

LOPEZ-NICOLAS, J. M., NUNEZ-DELICADO, E., PEREZ-LOPEZ, A. J., BARRACHINA, A. C, et al.
Determination of stoichiometric coefficients and apparent formation constants for beta-
cyclodextrin complexes of trans-resveratrol using reversed-phase liquid chromatography. Journal

of Chromatography A, 2006, 1135(2), 158-165.

MACLAREN, D., MILES, A., ONEILL, I., CRITCHLEY, M., et al. Use of radionuclide imaging to determine
gastric emptying of carbohydrate solutions during exercise. British Journal of Sports Medicine,

1996, 30(1), 20-23.

MACLAREN, D. P. M., REILLY, T., CAMPBELL, I. T. A FRAYN, K. N. Hormonal and metabolite responses
to glucose and maltodextrin ingestion with or without the addition of guar gum. International

Journal of Sports Medicine, 1994, 15(8), 466-471.

MACHA, S. F., LIMBACH, P. A., HANTON, S. D. A OWENS, K. G. Silver cluster interferences in matrix-
assisted laser desorption/ionization (MALDI) mass spectrometry of nonpolar polymers. Journal of

the American Society for Mass Spectrometry, 2001, 12(6), 732-743.

MAKRLIK, E., JAKLOVA DYTRTOVA, J., VANURA, P., SYKORA, J., et al. Cation—mt interaction of Ag* with

[6]helicene: An experimental and theoretical study. Chemical Physics Letters, 2015, 633, 105-108.

MANDELOVA, L. A HRNCIRIKOVA, I. Zdklady vyZivy ve sportu. 1. vydani. Brno: Masarykova univerzita,
2007. 71 str. ISBN 978-802-1042-810.

MANORE, M. M. Effect of physical activity on thiamine, riboflavin, and vitamin B-6 requirements.
American Journal of Clinical Nutrition, 2000, 72(2), 5985-606S.

MAREL, A. K., LIZARD, G., IZARD, J. C., LATRUFFE, N., et al. Inhibitory effects of trans-resveratrol
analogs molecules on the proliferation and the cell cycle progression of human colon tumoral

cells. Molecular Nutrition & Food Research, 2008, 52(5), 538-548.

MARET, W. A SANDSTEAD, H. H. Zinc requirements and the risks and benefits of zinc

supplementation. Journal of Trace Elements in Medicine and Biology, 2006, 20(1), 3-18.

138



MAUGHAN, R. J. A BURKE, L. VyzZiva ve sportu: pfirucka pro sportovni medicinu. In. Praha: Galén,
2006, p. 311.

MAVERAKIS, E., FUNG, M. A,, LYNCH, P. J., DRAZNIN, M., et al. Acrodermatitis enteropathica and an
overview of zinc metabolism. Journal of the American Academy of Dermatology, 2007, 56(1), 116-

124.

MAZUE, F., COLIN, D., GOBBO, J., WEGNER, M., et al. Structural determinants of resveratrol for cell
proliferation inhibition potency: Experimental and docking studies of new analogs. European

Journal of Medicinal Chemistry, 2010, 45(7), 2972-2980.

MCCREERY, R. L. Advanced carbon electrode materials for molecular electrochemistry. Chemical

Reviews, 2008, 108(7), 2646-2687.

MCLAUGHLIN, M. J., ZARCINAS, B. A., STEVENS, D. P. A COOK, N. Soil testing for heavy metals.
Communications in Soil Science and Plant Analysis, 2000, 31(11-14), 1661-1700.

MCNAMARA, R. K. Role of Omega-3 fatty acids in the etiology, treatment, and prevention of
depression: Current status and future directions. Journal of Nutrition & Intermediary Metabolism,

2016, 5, 96-106.

MELLES, D., VIELHABER, T., BAUMANN, A., ZAZZERONI, R., et al. In chemico evaluation of skin
metabolism: Investigation of eugenol and isoeugenol by electrochemistry coupled to liquid
chromatography and mass spectrometry. Journal of Chromatography B-Analytical Technologies in

the Biomedical and Life Sciences, 2013, 913-914, 106-112.

MEYER, U. A. Overview of enzymes of drug metabolism. Journal of Pharmacokinetics and

Biopharmaceutics, 1996, 24(5), 449-459.

MIKULSKI, D., EDER, K. A MOLSKI, M. Quantum-chemical study on stacking interactions between
bioactive polyphenols (trans-resveratrol, trans-piceatannol) and ribonucleosides. Insight into

minimum energy geometries of n-n stacked systems. Computational and Theoretical Chemistry,

2014, 1046, 118-125.

MIKULSKI, D. A MOLSKI, M. Quantum chemistry study of interaction of Cu** cation and aqua-copper
[Cu(H,0)1.4]** complexes with resveratrol stereoisomers, phospholipid and deoxythymidine 5 '-

monophosphate. Journal of Molecular Structure-Theochem, 2010, 956(1-3), 66-76.

MISRA, K. B. Vitamins, Water-Soluble. In Nutrition and Well-Being A to Z. Encyclopedia.com, 2017.

139



MOHAPATRA, S., AHUJA, A. K., DEEPA, M., JAGADISH, G. K., et al. Behaviour of trifloxystrobin and
tebuconazole on grapes under semi-arid tropical climatic conditions. Pest Management Science,

2010, 66(8), 910-915.

MOODLEY, D., NOAKES, T. D.,, BOSCH, A. N., HAWLEY, J. A, et al. Oxidation of exogenous
carbohydrate during prolonged exercise: the effects of the carbohydrate type and its
concentration. European Journal of Applied Physiology and Occupational Physiology, 1992, 64(4),
328-334.

MORI, T. A. A BEILIN, L. J. Omega-3 fatty acids and inflammation. Current Atherosclerosis Reports,
2004, 6(6), 461-467.

MURRAY, R. Role of anti-aromatase agents in postmenopausal advanced breast cancer. Cancer

Chemotherapy and Pharmacology, 2001, 48(4), 259-265.

MURRAY, R., EDDY, D. E., BARTOLI, W. P. A PAUL, G. L. Gastric emptying of water and isocaloric
carbohydrate solutions consumed at rest. Medicine and Science in Sports and Exercise, 1994,

26(6), 725-732.

MURRAY, R., PAUL, G. L., SEIFERT, J. G., EDDY, D. E., et al. The effects of glucose, fructose, and
sucrose ingestion during exercise. Medicine and Science in Sports and Exercise, 1989, 21(3), 275-

282.

NARAHASHI, T. Nerve membrane Na* channels as targets of insecticides. Trends in Pharmacological

Sciences, 1992, 13(6), 236-241.

NAVRATIL, T. A BAREK, J. Analytical applications of composite solid electrodes. Critical Reviews in
Analytical Chemistry, 2009, 39(3), 131-147.

NEHLIG, A. Are we dependent upon coffee and caffeine? A review on human and animal data.

Neuroscience and Biobehavioral Reviews, 1999, 23(4), 563-576.

NEHLIG, A. A DEBRY, G. Caffeine and sports activity - a review. International Journal of Sports
Medicine, 1994, 15(5), 215-223.

NESNOW, S., WARD, W., MOORE, T., REN, H. Z.,, et al. Discrimination of tumorigenic triazole
conazoles from phenobarbital by transcriptional analyses of mouse liver gene expression.

Toxicological Sciences, 2009, 110(1), 68-83.

NEUMANN, G. Nutrition in sport. 1. vydani. Oxford: Meyer & Meyer Sport, 2001. 207 str. ISBN 1-
84126-003-7.

140



NEUMANN, G., PFUTZNER, A. A HOTTENROTT, K. Trénink pod kontrolou: metody, kontrola a
vyhodnoceni vytrvalostniho tréninku. 1. vydani. Praha: Grada, 2005. 184 str. ISBN 80-247-0947-3.

NIKOLAIDIS, M. G., KERKSICK, C. M., LAMPRECHT, M. A MCANULTY, S. R. Does vitamin C and E
supplementation impair the favorable adaptations of regular exercise? Oxidative Medicine and

Cellular Longevity, 2012, 2012, 707941.

NISSEN, S., SHARP, R., RAY, M., RATHMACHER, J. A, et al. Effect of leucine metabolite beta-hydroxy-
beta-methylbutyrate on muscle metabolism during resistance-exercise training. Journal of Applied

Physiology, 1996, 81(5), 2095-2104.

NOVAKOVA, K., NAVRATIL, T., JAKLOVA DYTRTOVA, J. A CHYLKOVA, J. The use of copper solid
amalgam electrodes for determination of the pesticide thiram. Journal of Solid State

Electrochemistry, 2013, 17(6), 1517-1528.

NOVOTNA, V., CECHOVSKA, I. A BUNC, V. Fit programy pro Zeny. 1. vydéni. Praha: Grada, 2006. 223
str. ISBN 80-247-1191-5.

NURMINEN, M. L., NIITTYNEN, L., KORPELA, R. A VAPAATALO, H. Coffee, caffeine and blood pressure:

a critical review. European Journal of Clinical Nutrition, 1999, 53(11), 831-839.

ORALLO, F. Comparative studies of the antioxidant effects of cis- and trans-resveratrol. Current

Medicinal Chemistry, 2006, 13(1), 87-98.
OSTEN, P. Osobni trenér lll. 1. vydani. Praha: Grada, 2005. ISBN 80-247-1133-8.

PALATINI, P., CANALI, C., GRANIERO, G. R., ROSSI, G., et al. Relationship of plasma renin activity with
caffeine intake and physical training in mild hypertensive men. European Journal of Epidemiology,

1996, 12(5), 485-491.

PARK, B. K., KITTERINGHAM, N. R., MAGGS, J. L., PIRMOHAMED, M., et al. The role of metabolic
activation in drug-induced hepatotoxicity. Annual Review of Pharmacology and Toxicology, 2005,

45,177-202.

PEFFER, R. C., MOGGS, J. G., PASTOOR, T., CURRIE, R. A,, et al. Mouse liver effects of cyproconazole, a
triazole fungicide: Role of the constitutive androstane receptor. Toxicological Sciences, 2007,

99(1), 315-325.

PELCHOVITZ, D. J. A GOLDBERGER, J. J. Caffeine and cardiac arrhythmias: a review of the evidence.
American Journal of Medicine, 2011, 124(4), 284-289.

141



PELKONEN, O., TURPEINEN, M., UUSITALO, J., RAUTIO, A,, et al. Prediction of drug metabolism and
interactions on the basis of in vitro investigations. Basic & Clinical Pharmacology & Toxicology,

2005, 96(3), 167-175.

PERONNET, F., MASSICOTTE, D., BRISSON, G. A HILLAIRE-MARCEL, C. Use of BC substrates for
metabolic studies in exercise: methodological considerations. Journal of Applied Physiology, 1990,

69(3), 1047-1052.

PLATTNER, S., ERB, R., PITTERL, F., BROUWER, H. J.,, et al. Formation and characterization of covalent
guanosine adducts with electrochemistry-liquid chromatography-mass spectrometry. Journal of
Chromatography B-Analytical Technologies in the Biomedical and Life Sciences, 2012, 883-884,
198-204.

PODSTATOVA, H. Zdklady epidemiologie a hygieny. 1. vyddani. Praha: Karolinum, 2009. 158 str. ISBN
978-80-246-1631-5.

PRIETO GARCIA, F., CORTES ASCENCIO, S. Y., GAYTAN OYARZUN, J. C., CERUELO HERNANDEZ, A., et
al. Pesticides: classification, uses and toxicity. Measures of exposure and genotoxic risks. Journal

of Research in Environmental Science and Toxicology, 2012, 1(11), 279-293.

PROVAZNIK, K. Manudl prevence v lékarské praxi: Dil 1-5, souborné vyddni. 1. vydani. Praha: Fortuna,

Statni zdravotni Ustav, 1998. 622 str. ISBN 80-7071-080-2.

RAGHAVENDRA, K., BARIK, T. K., SHARMA, P., BHATT, R. M., et al. Chlorfenapyr: a new insecticide
with novel mode of action can control pyrethroid resistant malaria vectors. Malaria Journal, 2011,

10(16), 1-7.

RAUCY, J. L., CARPENTER, S. J. A TRZASKOS, J. M. Identification of lanosterol 14a-methyl demethylase

in human tissues. Biochemical and Biophysical Research Communications, 1991, 177(1), 497-503.

RHOMBERG, L. R. A GOODMAN, J. E. Low-dose effects and nonmonotonic dose—responses of
endocrine disrupting chemicals: Has the case been made? Regulatory Toxicology and

Pharmacology, 2012, 64(1), 130-133.

RHUE, R. D., MANSELL, R. S., OU, L. T,, COX, R., et al. The fate and behavior of lead alkyls in the

environment: a review. Critical Reviews in Environmental Control, 1992, 22(3-4), 169-193.

RIEKE, S., KOEHN, S., HIRSCH-ERNST, K., PFEIL, R., et al. Combination effects of (tri)azole fungicides on
hormone production and xenobiotic metabolism in a human placental cell line. International

Journal of Environmental Research and Public Health, 2014, 11(9), 9661-9680.

142



RISTOW, M., ZARSE, K., OBERBACH, A., KLOTING, N., et al. Antioxidants prevent health-promoting
effects of physical exercise in humans. Proceedings of the National Academy of Sciences of the

United States of America, 2009, 106(21), 8665-8670.

ROBERTS, T. R. A HUTSON, D. H. Metabolic Pathways of Agrochemicals: Part 2: Insecticides and

Fungicides. In. Cambridge: Royal Society of Chemistry, 1999, p. 1475.

ROMERO-PEREZ, A. |., IBERN-GOMEZ, M., LAMUELA-RAVENTQOS, R. M. A DE LA TORRE-BORONAT, M.
C. Piceid, the major resveratrol derivative in grape juices. Journal of Agricultural and Food

Chemistry, 1999, 47(4), 1533-1536.
SAKAI, T. Biomarkers of lead exposure. Industrial Health, 2000, 38(2), 127-142.

SAMEC, Z. Dynamic electrochemistry at the interface between two immiscible electrolytes.

Electrochimica Acta, 2012, 84, 21-28.

SANTNER, S. J., PAULEY, R. J.,, TAIT, L., KASETA, J., et al. Aromatase activity and expression in breast
cancer and benign breast tissue stromal cells. Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism,

1997, 82(1), 200-208.

SEIWERT, B., HENNEKEN, H. A KARST, U. Ferrocenoyl piperazide as derivatizing agent for the analysis
of isocyanates and related compounds using liquid chromatography/electrochemistry/mass
spectrometry (LC/EC/MS). Journal of the American Society for Mass Spectrometry, 2004, 15(12),
1727-1736.

SENDA, M., KAKIUCHI, T. A OSAKAI, T. Electrochemistry at the interface between two immiscible
electrolyte solutions. Electrochimica Acta, 1991, 36(2), 253-262.

SHERRILL, C. D. Energy component analysis of pi interactions. Accounts of Chemical Research, 2013,

46(4), 1020-1028.

SHONO, T., OHMIZU, Y., TODA, T. A OSHINO, N. Regioselectivity and reactivity in microsomal
hydroxylation of a series of N-acyl- and N-sulfonylamines in rats. Drug Metabolism and

Disposition, 1981, 9(5), 476-480.

SCHEIBER, I., DRINGEN, R. A MERCER, J. F. B. Copper: Effects of Deficiency and Overload. In A. SIGEL,
H. SIGEL A R.K.O. SIGEL eds. Interrelations between Essential Metal lons and Human Diseases.

Dordrecht: Springer Netherlands, 2013, p. 359-387.

SCHMIDT, F., MARX-STOELTING, P., HAIDER, W., HEISE, T., et al. Combination effects of azole

fungicides in male rats in a broad dose range. Toxicology, 2016, 355, 54-63.

143



SCHULER, F. A CASIDA, J. E. The insecticide target in the PSST subunit of complex I. Pest Management
Science, 2001, 57(10), 932-940.

SINCLAIR, C. J. D. A GEIGER, J. D. Caffeine use in sports - A pharmacological review. Journal of Sports
Medicine and Physical Fitness, 2000, 40(1), 71-79.

SKOLNIK, H. A CHERNUS, A. WyZiva pro maximdlni sportovni vykon - sprdvné nacasovany jidelnicek. 1.

vydani. Praha: Grada, 2011. 240 str. ISBN 978-80-247-3847-5.

SOGORB, M. A. A VILANOVA, E. Enzymes involved in the detoxification of organophosphorus,
carbamate and pyrethroid insecticides through hydrolysis. Toxicology Letters, 2002, 128(1-3), 215-
228.

SOLOMON, L. R. Functional cobalamin (vitamin By,) deficiency: role of advanced age and disorders
associated with increased oxidative stress. European Journal of Clinical Nutrition, 2015, 69(6),

687-692.

STANHOPE, R. Use of a specific aromatase inhibitor in delayed puberty. The Lancet, 2001, 357(9270),
1723-1724.

STEENGE, G. R., LAMBOURNE, J., CASEY, A., MACDONALD, I. A,, et al. Stimulatory effect of insulin on
creatine accumulation in human skeletal muscle. American Journal of Physiology-Endocrinology

and Metabolism, 1998, 275(6), E974-E979.

STRESSER, D. M., CRESPI, C. L. A PATTEN, C. Cytochrome P450 enzyme mapping in drug discovery

using Corning’ Supersomes™ Enzymes. Application Note 467. In. Tewksbury: Corning, 2013, p. 1-8.

STROMSTEDT, M., ROZMAN, D. A WATERMAN, M. R. The ubiquitously expressed human CYP51
encodes lanosterol 14 alpha-demethylase, a cytochrome P450 whose expression is regulated by

oxysterols. Archives of Biochemistry and Biophysics, 1996, 329(1), 73-81.

SWANSON, R. A. A GRAHAM, S. H. Fluorocitrate and fluoroacetate effects on astrocyte metabolism in
vitro. Brain Research, 1994, 664(1-2), 94-100.

TAKAYA, Y., TERASHIMA, K., ITO, J., HE, Y. H., et al. Biomimic transformation of resveratrol.
Tetrahedron, 2005, 61(43), 10285-10290.

TALAEI, A., MOHAMADI, M. A ADGI, Z. The effect of vitamin D on insulin resistance in patients with
type 2 diabetes. Diabetology & Metabolic Syndrome, 2013, 5, 8/1-8/5.

TAMBOLI, V., DEFANT, A., MANCINI, I. A TOSI, P. A study of resveratrol-copper complexes by
electrospray ionization mass spectrometry and density functional theory calculations. Rapid

Communications in Mass Spectrometry, 2011, 25(4), 526-532.

144



TARNOPOLSKY, M. A. Caffeine and creatine use in sport. Annals of Nutrition and Metabolism, 2010,
57(Suppl. 2), 1-8.
TINTARU, A., CHARLES, L., MILKO, P., ROITHOVA, J., et al. Redox reactions of copper(ll) upon

electrospray ionization in the presence of acridine ligands with an amide side chain. Journal of

Physical Organic Chemistry, 2009, 22(3), 229-233.

TORDOIR, W. F. A VAN SITTERT, N. J. Chapter 7 Organochlorines. In W.F. TORDOIR, M. MARONI A F.
HE eds. Health Surveillance of Pesticide Workers. A Manual for Occupational Health Professionals.

Amsterdam: Elsevier, 1994, p. 51-58.
TPMC. Report on Carcinogens Background Document for Lead and Lead Compounds. Durham: 2003.
TUR'YAN, Y. I. Microcells for voltammetry and stripping voltammetry. Talanta, 1997, 44(1), 1-13.

URPI-SARDA, M., JAUREGUI, O., LAMUELA-RAVENTOS, R. M., JAEGER, W., et al. Uptake of diet
resveratrol into the human low-density lipoprotein. identification and quantification of resveratrol
metabolites by liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry. Analytical

Chemistry, 2005, 77(10), 3149-3155.

URPI-SARDA, M., ZAMORA-ROS, R., LAMUELA-RAVENTOS, R., CHERUBINI, A., et al. HPLC-tandem
mass spectrometric method to characterize resveratrol metabolism in humans. Clinical Chemistry,

2007, 53(2), 292-299.

VALLEE, B. L. A FALCHUK, K. H. The biochemical basis of zinc physiology. Physiological Reviews, 1993,
73(1), 79-118.

VALLERIO, L. G. Mammalian iron metabolism. Toxicology Mechanisms and Methods, 2007, 17(9),
497-517.

VAN DEN BRINK, F. T. G., OLTHUIS, W., VAN DEN BERG, A. A ODIK, M. Miniaturization of

electrochemical cells for mass spectrometry. TrAC Trends in Analytical Chemistry, 2015, 70, 40-49.

VAN DER BEEK, E. J. Vitamin supplementation and physical exercise performance. Journal of Sports

Sciences, 1991, 9, 77-90.

VAN MAELE-FABRY, G., LANTIN, A. C., HOET, P. A LISON, D. Residential exposure to pesticides and
childhood leukaemia: A systematic review and meta-analysis. Environment International, 2011,

37(1), 280-291.

VANDENBERG, L. N., COLBORN, T., HAYES, T. B., HEINDEL, J. J., et al. Hormones and endocrine-
disrupting chemicals: low-dose effects and nonmonotonic dose responses. Endocrine Reviews,

2012, 33(3), 378-455.

145



VASQUEZ, M. |., LAMBRIANIDES, A., SCHNEIDER, M., KUMMERER, K., et al. Environmental side effects
of pharmaceutical cocktails: What we know and what we should know. Journal of hazardous

materials, 2014, 279, 169-189.

VERSTRAETEN, S., AIMO, L. A OTEIZA, P. Aluminium and lead: molecular mechanisms of brain toxicity.
Archives of Toxicology, 2008, 82(11), 789-802.

VILIKUS, Z. VyZiva sportovci a sportovni vykon. 1. vydani. Praha: Karolinum, 2012. 177 str. ISBN 978-
80-246-2064-0.

VIST, G. E. A MAUGHAN, R. J. Gastric emptying of ingested solutions in man: effect of beverage

glucose concentration. Medicine and Science in Sports and Exercise, 1994, 26(10), 1269-1273.

VOET, D. A VOET, J. G. Biochemistry. 4 vydani. Hoboken: John Wiley & Sons, 2011. 1520 str. ISBN 978-
0-470-57095-1.

VYSKOCIL, F. Tajemny exekutor neurontl odhalen. Vesmir, 2016, 95(3), 139-139.

WALISZEWSKI, S. M., GOMEZ-ARROYO, S., INFANZON, R. M., VILLALOBOS-PIETRINI, R., et al.
Comparison of organochlorine pesticide levels between abdominal and breast adipose tissue.

Bulletin of Environmental Contamination and Toxicology, 2003, 71(1), 156-162.

WALSH, N. P., BLANNIN, A. K., ROBSON, P. J. A GLEESON, M. Glutamine, exercise and immune
function - Links and possible mechanisms. Sports Medicine, 1998, 26(3), 177-191.

WANG, J. Analytical Electrochemistry. 3 vydani. New York: Wiley-VCH, 2006. 272 str. ISBN 978-0-471-
67879-3.

WATERMAN, M. R. A LEPESHEVA, G. I. Sterol 14 alpha-demethylase, an abundant and essential
mixed-function oxidase. Biochemical and Biophysical Research Communications, 2005, 338(1),

418-422.

WEPNER, F., SCHEUER, R., SCHUETZ-WIESER, B., MACHACEK, P., et al. Effects of vitamin D on patients

with fibromyalgia syndrome: A randomized placebo-controlled trial. Pain, 2014, 155(2), 261-268.

WICKMAN, S., SIPILA, I., ANKARBERG-LINDGREN, C., NORJAVAARA, E., et al. A specific aromatase
inhibitor and potential increase in adult height in boys with delayed puberty: a randomised

controlled trial. Lancet, 2001, 357(9270), 1743-1748.

WILLIAMS, M. H. Dietary supplements and sports performance: introduction and vitamins. Journal of

the International Society of Sports Nutrition, 2004, 1(2), 1-6.

WILLIAMS, S. L., STROBEL, N. A., LEXIS, L. A. A COOMBES, J. S. Antioxidant requirements of endurance

athletes: Implications for health. Nutrition Reviews, 2006, 64(3), 93-108.

146



WILSON, G. J., WILSON, J. M. A MANNINEN, A. H. Effects of beta-hydroxy-beta-methylbutyrate (HMB)
on exercise performance and body composition across varying levels of age, sex, and training

experience: A review. Nutrition & Metabolism, 2008, 5, 1-17.

WILSON, J. M., FITSCHEN, P. J., CAMPBELL, B., WILSON, G. J., et al. International Society of Sports
Nutrition position stand: beta-hydroxy-beta-methylbutyrate (HMB). Journal of the International
Society of Sports Nutrition, 2013, 10, 6/1-6/14.

YAMANAKA, N., ODA, O. A NAGAO, S. Green tea catechins such as (-)-epicatechin and (-)-
epigallocatechin accelerate Cu**-induced low density lipoprotein oxidation in propagation phase.

FEBS letters, 1997, 401(2-3), 230-234.

YANEZ, M., FRAIZ, N., CANO, E. A ORALLO, F. Inhibitory effects of cis- and trans-resveratrol on
noradrenaline and 5-hydroxytryptamine uptake and on monoamine oxidase activity. Biochemical

and Biophysical Research Communications, 2006, 344(2), 688-695.

YEN, G. C., DUH, P. D. A TSAI, H. L. Antioxidant and pro-oxidant properties of ascorbic acid and gallic
acid. Food Chemistry, 2002, 79(3), 307-313.

ZARN, J. A., BRUSCHWEILER, B. J. A SCHLATTER, J. R. Azole fungicides affect mammalian
steroidogenesis by inhibiting sterol 14o-demethylase and aromatase. Environmental Health

Perspectives, 2003, 111(3), 255-261.

ZATTA, P. F. A ALFREY, A. C. Aluminum Toxicity in Infants’ Health and Disease. 1. vydani. Singapore:
World Scientific, 1997. ISBN 981-02-2914-3.

ZETTERSTEN, C., CO, M., WENDE, S., TURNER, C., et al. |dentification and characterization of
polyphenolic antioxidants using on-line liquid chromatography, electrochemistry, and
electrospray ionization tandem mass spectrometry. Analytical Chemistry, 2009, 81(21), 8968-
8977.

ZHOU, F. A VAN BERKEL, G. J. Electrochemistry combined online with electrospray mass
spectrometry. Analytical Chemistry, 1995, 67(20), 3643-3649.

ZIMMERMAN, H. J. Hepatotoxicity: The Adverse Effects of Drugs and Other Chemicals on the Liver.
Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins, 1999. 789 str. ISBN 978-0781719520.

147



7 Publikacni vystupy spojené s tématem prace, na nichz se autorka podilela

8 Prilozené publikace k tématu

148



