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Silymarin, extrakt semen ostropestice marianského (Silybum marianum), je hojné
vyuzivané registrované volné dostupné 1é¢ivo, které je doporucovano na ftadu
onemocnéni jater. Jako jednu z komponent obsahuje flavonolignan 2,3-dehydrosilybin A,
ktery ma ve své struktufe vhodné vazebné misto pro kovy. Obecné mohou flavonolignany
praveé vzhledem ke svym strukturnim pfedpokladiim interagovat v gastrointestinalnim
traktu s prechodnymi kovy za tvorby komplext, ¢ehoz lze vyuzit pii ochrané
pfed nadmérmym mnozstvim kovu v organismu. Cilem této in vitro studie bylo
analyzovat interakci 2,3-dehydrosilybinu A s médi, kterd jako kofaktor enzymi
podilejicich se na spravné cinnosti organismu zastava roli nepostradatelného prvku
lidského organismu, nicméné pii zvySené hladiné miiZze v organismu ptisobit toxicky.
Stechiometrie, jedna z nejvyznamnéjSich charakteristik komplexu, byla zjisténa UV-Vis
spektrofotometrii ve ctyfech (pato)fyziologickych pH podminkéch (4,5; 5.5; 6.8; 7.5)
pomoci dvou nekompetitivnich metod: Jobovou metodou a komplementarni metodou.
Tyto metody se vzajemné liSi svymi principy. Pfi Jobové metodé se udrzuje celkova
molarni koncentrace dvou reaktantii konstantni, zatimco molarni koncentraéni poméry
téchto dvou reaktantl se pribéZzné¢ méni. Béhem komplementarni metody se konstantni
udrzuje moléarni koncentrace médi, pficemZ molarni koncentrace latky se méni. Bylo
zjisténo, Ze 2,3-dehydrosilybin A je stfedné aktivni cheldtor Cu?*, snimiz tvoiil
komplexy o vysledné stechiometrii 2:1 &i 3:1, flavonolignan:Cu®". Stechiometrie 2:1
se v zavislosti na podminkach ménila v disledku nadbytku testované latky
ve stechiometrii 3:1. Oproti tomu Cu” ionty nebyly 2,3-dehydrosilybinem A vazany
za zadnych testovanych podminek. Tyto in vitro vysledky mohou v budoucnu slouzit
jako podklad pro bliz§i charakteristiku testovani ucinku 2,3-dehydrosilybinu A

na absorpci médi v bunécnych kulturach in vitro a v in vivo podminkéch.
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Silymarin, the standardized extract of the milk thistle (Silybum marianum), is a widely
used approved over-the-counter drug that is recommended for a number of liver diseases.
Silymarin contains as one of its components 2,3-dehydrosilybin A, which has
an appropriate metal binding site in its structure. In general, flavonolignans, due to their
structure, can interact with transition metals in the gastrointestinal tract by forming
complexes. This property can be useful for the protection against excessive amounts
of metals in the body. The aim of this in vitro study was to analyse the interaction of 2,3-
dehydrosilybin A with copper, which plays a crucial role in the organism as a cofactor
of many enzymes. Although being an essential element, it can, however, be toxic
at elevated levels. Stoichiometry, as one of the most important characteristics
of the complex, was determined by UV-Vis spectrophotometry in four
(patho)physiological pH conditions (4.5; 5.5; 6.8; 7.5) using two non-competitive
methods: the Job‘s Method and the Complementary method. Principles of the methods
are different. In the Job‘s method the concentration of both components is changing,
while total concentration is constant. During the complementary approach the molar
concentration of chelator is changing while the concentration of metal is kept constant.
2,3-Dehydrosilybin A was found to be a moderately active Cu?" chelator. The final
stoichiometry was 2:1 or 3:1, flavonolignan:Cu®". The 2:1 stoichiometry was changing
depending on the conditions due to the excess of the tested substance in the 3:1
stoichiometry. In contrast, Cu’ ions were not bound by 2,3-dehydrosilybin A in none
of the tested conditions. These in vitro results could be used in the future as a basis
foramore detailed characterization of the effect of 2,3-dehydrosilybin A

on the absorption of copper in cell cultures at in vitro level and in vivo conditions.
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1 Seznam zkratek

ATP7A
ATP7B
BCS
DHSA
D-pen
EDTA
GSH
hCTR
HEPES
MT
ROS
SOD
TT™
TYR
UV-Vis
WD

ATPasa zodpoveédna za vylouceni médi z enterocytu
ATPasa zodpoveédna za vylouceni médi z hepatocytu
disodna stl bathokuproindisulfonové kyseliny

2,3- dehydrosilybin A

D-penicilamin

ethylendiamintetraacetat

glutation

lidsky transportér pro méd’
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonové kyselina
metalothionein

reaktivni formy kysliku (z anglického ,,reactive oxygen species®)
superoxiddismutasa

tetrathiomolybdenan amonny

tyrosinasa

ultrafialovo-viditelna

Wilsonova choroba (z anglického Wilson's disease)



2 Uvod

M¢d je tfetim nejhojnéji zastoupenym stopovym prvkem v lidském organismu.
Jako nezbytny kofaktor enzymu se podili na fad¢ diilezitych metabolickych procesi,
mezi které patii bunéné dychani, biosyntéza neurotransmiterti, aktivace peptidovych
hormonti, vychytavani volnych radikalii ¢i zesitovani elastinu, kolagenu a keratinu.
Je nezbytna také pro homeostdzu Zeleza, GiCastni se procesu koagulace a angiogeneze
(Tiimer a Meller, 2010).

Méd muze existovat v oxidovaném a redukovaném stavu, piiCemz prave
reverzibilni pfeména mezi témito dvéma stavy je zdkladem mnoha vyznamnych
enzymatickych reakci. Navzdory své dulezité roli vSak tato reakce mize byt také
divodem toxicity médi pii jeji zvySené hladin€. Redukovand méd’ je schopna potencovat
Fentonovou reaketi, jejimz vysledkem je produkce volnych radikali, které maji Skodlivé

ucinky na organismus (Tlimer a Moller, 2010; Pham et al, 2013).

Dehydrosilybin A je jeden z flavonolignani vyskytujicich se vedle hlavni
komponenty silybinu v silymarinovém komplexu, coz je standardizovany extrakt semen
ostropestice marianského (Silybum marianum), vZivajici se tradi¢né k 1écbé jaternich
a zlu¢nikovych onemocnéni jako jsou hepatitida €i cirhoza a k ochrané jater pted otravou
chemikaliemi a pfirodnimi toxiny (Morazzoni a Bombardelli, 1995; Simanek et al, 2000).
Vedle hepatoprotektivniho uc€inku si silymarin ziskal pozornost také diky antioxidacni,
protinddorové ¢i chemoprotektivni aktivité, kterd je odrazem jeho schopnosti inhibovat
toxicky u¢inek mnoha chemikalii. Diky tomu ma potencidl vyuziti jako adjuvans pti 1€cbé
chemoterapeutiky. Dalsi slibné aktivity jsou hypocholesterolemicka, kardioprotektivni
¢1 neuroprotektivni (Gazék et al, 2007).

V soucasnosti je extraktu vénovana velkd pozornost, nebot' je hojné uZzivan
v podobé¢ vyzivovych doplikd, ale také jako schvaleny 1é¢ivy ptipravek k podptirné 1é¢bé
toxického poSkozeni jater, chronického zanétlivého onemocnéni jater nebo pii jaterni

cirhoze.

Samotné flavonolignany jsou diky své struktufe schopny interagovat s kovy
tvorbou komplexti. Toho lze vyuzit ptfi ochrané¢ pfed nadmérnym mnoZstvim médi
v organismu, zejména ve spojitosti se zminénou Fentonovou reakci k ochrané organismu

vvvvvv

je stechiometrie, jez nebyla doposud u flavonolignanii ostropestice piili§ prozkoumana.
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3 Teoreticka Cast

3.1 Fyziologicky vyznam médi v organismu

Méd’ je po Zeleze a zinku tietim nejhojnéji zastoupenym stopovym prvkem
organismu. Pro zdravi a spravny rozvoj lidského téla je dilezity optimalni nutriéni piijem
médi. Doporucena denni dadvka médi je 0,9 mg. Jeji zvySeny piijem (1,0 — 1,3 mg)
je potieba predev§im beéhem tchotenstvi a laktace. Mnozstvi 2-3 mg je povazovano
za bezpecné a zabranuje deficitu médi, vice nez 5 mg je pak povazovano za toxickeé.
Mezi potraviny s vysokym obsahem médi patii motské plody, vnitinosti, obiloviny
a lusténiny, ofiSky, nékteré ovoce (napf. citron, rozinky, kokosovy ofech, papaja
¢ijablka), rajCata, Cervené maso a houby. Tabulka 1 uvadi 10 potravin s nejvysSim

obsahem médi (Collins et al, 2010; Trumbo et al, 2001; Squitti et al, 2014).

Tab. 1: 10 potravin s nejvyss§im obsahem médi

Potravina Obsah médi (mg/100 g)
Jatra (teleci) 15
Usttice 1-8
Sezamova seminka 4,1
Kakao 3,8
Orisky (kesu) 2,2
Moiské plody (kalamary) 2,1
Slunecnicova seminka 1,8
SuSena rajcata 1,4
Dyné 1,4
Susen4 bazalka 1,4

Upraveno dle: Squitti et al, 2014



M¢éd’ se podili na spravném vyvoji a funkci nervového a kardiovaskularniho
systému, je zasadni pro reprodukci a imunitni systém, také pro kiizi a kosti. Je nezbytnym
kofaktorem enzymii podilejicich se na fad¢ dualezitych metabolickych procesii, mezi
které patti bunécné dychani, biosyntéza neurotransmiterd, aktivace peptidovych
hormont, vychytavani volnych radikalti ¢i zesitovani elastinu, kolagenu a keratinu.
Je nezbytna také pro produkci melaninu. Ma vyznamny vliv na organismus také proto,
ze je dulezita pro homeostdzu zeleza, ucastni se procesu koagulace a angiogeneze.
Enzymy zodpovédné za tyto procesy shrnuje Tab. 2 (Tiimer a Meller, 2010; Tegoni et al,
2014).

Tab. 2: Shrnuti vybranych metabolickych procesti a kuproenzymi, které je katalyzuji

Metabolické procesy Enzymy

Bunééné dychéani cytochrom-c-oxidasa

Biosyntéza neurotransmitert dopamin-B-hydroxylasa

Aktivace peptidovych hormonil peptidyl-a-aminova
Monooxygenasa

Vychytavani volnych radikala superoxiddismutasa

Zesit'ovani elastinu a kolagenu lysyloxidasa

Zesitovani keratinu sulfhydryloxidasa

Produkce melaninu tyrosinkinasa

Homeostadza Zeleza ceruloplasmin a hephaestin

V organismu miize méd’ existovat ve dvou oxidacnich stavech, jako Cu* a Cu?*,
pfiCemz pravé reverzibilni pfeména mezi témito dvéma stavy je zdkladem mnoha
vyznamnych enzymatickych reakci. Oxidovany (Cu?") a redukovany (Cu®) kation médi
vykazuji rozdilné vlastnosti. Za laboratornich podminek neni Cu’ staly ve vodném
prostiedi a je lehce oxidovan na Cu®*. Standardni redukéni potenciél tohoto paru Cu?*/Cu”

je 0,153 V, coz svédéi o nizké tendenci Cu®* byt redukovan (Tegoni et al, 2014).



3.2 Farmakokinetika médi v organismu

Absorpce

M¢d’ z potravy je absorbovéana zejména v horni ¢asti tenkého stfeva. Pro transport
pies apikalni membranu do enterocytu musi byt nejdiive zredukovana z Cu®>" na Cu™.
Mezi enzymy zodpovédné za redukci médi patii cytochrom b Zeleznato/méd’nata
reduktasa, metaloreduktasa STEAP 2 a cytochrom b reduktasa 1.

Med je poté do enterocytu transportovana v redukované formé prevazné
prostfednictvim  energeticky = nezavislého  lidského  transportéru =~ hCTRI1
(human copper transporter 1) s vysokou afinitou pro méd’. Vedle tohoto transportéru
se v mensi mife na transportu médi podileji také CTR2 transportér s nizkou afinitou
a pravdépodobné taktéz DMT1 (divalent metal transporter) a skupina ZIP transportéri
pro zinek a zelezo (zinc-regulated and iron-regulated transporter-like proteins).

Uvnitf enterocytu je méd’ vdzana na proteinové chaperony, které dopravuji méd’
k ostatnim  organeldm  builky.  Piebytecnd méd” je  buiikkach  pevné
vazana mj. metallothioneiny (MT), které brani jeji absorpci do cirkulace. Z enterocytu
se méd’ nasledné dostava pomoci specidlni ATPasy ATP7A do intersticialni tekutiny
apoté do portalni krve (Devi et al, 2016; Collins et al, 2010; Tumer a Moller, 2010;
Tegoni et al, 2014; Squitii et al, 2014; Guerinot et al, 2000).

Distribuce a eliminace

Zportalni cirkulace se méd véazana ve form& Cu?* na a-makroglobulin
nebo albumin transportuje do jater, kterd jsou centrdlnim orgdnem pro zasobovani
a homeostdzu médi. Dovnitf hepatocytu vstupuje opét diky hCTRI1 transportéru
po redukci na Cu’. Uvniti bufiky v cytoplasmé je m&d’ opét vazana na malé proteiny
jako je MT ¢i gluthathion nebo na chaperony specifické pro méd’. Hladina volné médi
je tedy opét minimalni, a diky tomu je burika chranéna pted toxickym uc¢inkem volnych
iontl médi.

Stejné jako v enterocytu, tak 1 v hepatocytu spoc¢iva tloha chaperonii v pienosu
médi do riiznych organel bunky. Chaperon COX17 transferuje méd’ k mitochondriim,
aby mohla byt inkorporovana do cytochrom-c-oxidasy, CCS chaperon transferuje méd’
v cytosolu nebo k mitochondriim pro superoxiddismutasu 1 (odtud anglicky nazev copper
chaperone for superoxide dismutase). Chaperon ATOXI1 (antioxidant 1) je protein
transportujiici méd’ k jaterni ATPase ATP7B pfitomné na membrané Golgiho aparatu,

ktera je zodpovédnd za inkorporaci médi do ceruloplasminu (CP) a jinych kuproproteind.

5



Z jater je méd’ ve vazbé na ceruloplasmin sekretovana do krve a krvi se transportuje
do ostatnich tkani, napf. do ledvin ¢i mozku. Nadmémé mnozstvi médi stimuluje
translokaci ATP7B z Golgiho aparatu do kanalikularni membrany hepatocytu umoziujici
sekreci meédi ve vazbé na MT do zluci, coz je hlavni exkrekéni cesta médi. Fyziologicka
exkrece moc¢i je zanedbatelnd. Schematicky zndzoriiuje osud meédi v bunice Obr. 1
(Devi et al, 2016; Collins et al, 2010; Bhattacharjee et al, 2017; Tiimer a Moller, 2010;
Squitti et al, 2014).

mitochondrie .
——5C01/2 vezikuly 1

EIEL (2@ |

m'ﬂf’,@

sekreéni
drahy

Obr. 1: Schematické znazornéni transportu médi bunkou. Meéd vstupuje do burnky hCTR
transportérem. V cytoplazmé je vazana na glutation (GSH), metalothioneiny (MT) nebo
chaperony dorucujici meéd’ kdalsim organelam. Chaperon COXI17 dodava meéd
cytochrom-c-oxidase (COX), CCS superoxiddismutase (SODI1) a ATOX] ji transportuje
k ATPase ATP7A, jez dodava med’ peptidyl-o-aminové monooxydase (PAM), dopamin f3-
hydroxylase (DBH), tyrosinase (TYR), lysyloxidase (LOX) a superoxiddismutase (SOD3).
ATP7A je také zodpoveédna za transport médi z bunky. V jatrech roli ATP7A
zastava ATP7B.

Upraveno dle: Tiimer a Moller, 2010



3.3 Homeostaza médi

Navzdory své esencialni roli v enzymatickych reakcich, mtuze redoxni aktivita
médi vést k produkci volnych radikdla se Skodlivym tucinkem na organismus.
Predpoklada se, ze abnormalni koncentrace nevazané médi uvniti bunky je zodpovédna
za oxidacni stres a vzniklé radikaly jsou zodpovédné za poskozeni DNA bunky. Z toho
divodu télo disponuje komplexnim mechanismem kontrolujicim pfijem, distribuci,
vyuziti a exkreci médi. Tato pecliva regulace homeostazy médi je zivotné dilezita
pro vSechny Zivé organismy (Tiimer a Meller, 2010; Tegoni et al, 2014).

Volné ionty médi se v téle prakticky nevyskytuji. Jejich koncentrace se odhaduje
na 10" ¥ mol/l v krvi. Pfevazné je méd’ v krvi vazana na ceruloplasmin, albumin a histidin.
Ceruloplasmin je hlavni méd vazajici protein v séru. Méd vazdna na albumin
jevrovnovaze smédi vadzanou na aminokyselinu histidin a tyto dvé formy
pravdépodobné vytvaii pufrovaci systém zodpovédny za dostatek medi v tkanich,

stejné jako ochranu pred toxicitou médi (Tiimer a Meller, 2010).

3.4 Meéd’ a oxidacni stres

Volna méd’ se mize v organismu ucastnit tvorby reaktivnich forem kysliku (ROS,
»reactive oxygen species®), zpusobujici poskozeni riiznych biologickych struktur,
atodvéma mechanismy. Prvnim znich je meédi katalyzovand Fentonova reakce.
Médnaté ionty v pfitomnosti superoxidového aniontového radikdlu nebo reduktantu,
jako je naptiklad GSH ¢i askorbova kyselina, mohou byt zredukovany na méd’né (rovnice
(1)). Méd'né ionty jsou schopné katalyzovat tvorbu ROS b&hem rozkladu peroxidu vodiku

Fentonovou reakci (rovnice 2, Aruoma et al, 1991; Prousek, 1995; Barbusinski, 2009):

Cu*+ 02" — Cu" + 02 (1)
Cu" + H,0; — Cu?** + «OH + OH— (2)

Vznikly hydroxylovy radikal je extrémné reaktivni a mize reagovat prakticky
s jakoukoliv biologickou molekulou v blizkém okoli. Napiiklad odtrzenim vodiku
zanechdvajic uhlikovy radikdl mulzZe tvofit tieba lipidovy radikdl z nenasycenych
mastnych kyselin. Prostfednictvim ROS je méd’ také schopna zptsobit trhliny v fetézci
DNA ¢i oxidaci bazi (Jomova a Valko, 2011).

Méd” muze indukovat oxidacni stres jest¢ druhym mechanismem. Expozice
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zvysené hladin€ médi vyznamné snizuje hladiny glutathionu, ktery je substratem n¢kolika
enzymi neutralizujicich ROS a mimo to je velice silnym bunécnym antioxidantem
pfitomnym v builkkdch v milimolarnich koncentracich. Podili se na metabolismu

a detoxikaci médi. Jeji nizké volné hladiny udrzuje chelataci (Jomova a Valko, 2011).

3.5 Patofyziologie médi

Poruchy homeostazy médi mohou vést k rozvoji riiznych onemocnéni. Neaktivita
ATPasy ATP7A je spojena se selhanim transportu médi do krevniho obé&hu, a tim dochézi
k systétmovému nedostatku meédi nazyvanému Menkesova chorova. Genetickd mutace
inaktivujici ATP7B pak vede k selhani exkrece médi, jejimz vysledkem je akumulace
meédi v jatrech, mozku a dalSich organech, zvand Wilsonova choroba. Roli téchto ATPas

znéazornuje Obr. 2 (Bhattacharjee et al, 2017).

mozek ostatni tkané

stolice tenké stievo

Obr. 2: Schématické zndazorneéni roli ATPas v regulaci a distribuci médi prijaté z potravy

Upraveno dle: Tegoni et al, 2014

3.5.1 Nedostatek médi v lidském organismu

Dédi¢ny deficit médi

Menkesova choroba (MD) je dédi¢né onemocnéni vazané na X chromozom,



proto je vétSina pacientii muzského pohlavi. Choroba je zpiisobend mutacemi v genu
ATP7A. Tento vySe zminény protein pro transport médi je Siroce exprimovan v lidskych
tkanich a umoznuje médi vstoupit z enterocytu do krevniho feci§t¢ a exportovat
piebyte¢nou méd’ z bunky. Mutace ATP7A zabranuji absorpci médi na stfevni Grovni,
a tim zpisobuji nedostate¢nou dodavku médi do enzymt v ostatnich tkanich. Méd’ se tak
hromadi hlavné v tenkém stfeve a ledvinach, zatimco mozek a dalsi tkan€¢ maji neobvykle
nizké hladiny (Tiimer a Mgller 2010, 2010; Bertini and Rosato, 2008; Kaler et al, 1994).

Projevy nemoci se odvijeji od nasledné nedostatecné aktivity enzymu
obsahujicich méd’ (takzvanych ,,kuproenzymuti*‘). Snizenou funkci CP dochézi k anemii
a neutropenii. Pokles v aktivité lysyl-oxidasy vede k nedostatecné syntéze kolagenu,
atim ke zménam na kostech a cévni stén¢. Narusené funkce cytochrom-c-oxidasy,
dopamin B-hydroxylasy a SOD1 maji za nasledek degeneraci neuronil a demyelinizaci
mozkové tkané (Masopust a Priisa, 2004).

Mezi charakteristické rysy onemocnéni patii opozdény mentalni vyvoj a rust,
zahrnujici neobvyklé fidké a Sedavé vlasy s kudrlinkou (nazyvané “kinky” nebo “steely
hair”’), mentalni retardaci a slaby svalovy tonus, pozd¢ji nahrazeny spasticitou, zachvaty
kiredi a slabosti kon&etin. Cetné jsou cévni, urogenitalni a skeletalni abnormality véetng
spontannich zlomenin zptisobenych generalizovanou osteoporézou. Mezi pozdni projevy
choroby patii slepota, subduralni hematom a selhani dychani. VétSina pacientd umira
pfed tfetim rokem zivota kvili infekei, vaskularnim komplikacim nebo samotné
neurologické degeneraci (Tiimer a Moller, 2010). U¢inna 1é¢ba onemocnéni neexistuje,
ale v€asné parenteralni ¢i subkutanni doplnéni médi ve vazbé na histidin mize napravit

nékteré z neurologickych ptiznakt (Tiimer a Moller, 2010).

Ziskanv deficit médi

Nedostatecny nutri¢ni piijem médi se miize jak u kojencti, tak u dospélych projevit

zménami na kostech, anemii €1 neutropenii (Masopust a Prasa, 2004).

3.5.2 Nadbytek médi v lidském organismu

wev

Nejcastéjsi pri¢inou nadbytku médi v organismu je Wilsonova choroba (WD).
WD je autosomdlné recesivni dédicné onemocnéni zplsobené mutaci genu ATP7B
kodujiciho P-typ ATPasy. Tento transportér je exprimovany zejména v jatrech a jeho
funkce spociva v transmembranovém pirenosu médi v hepatocytech. Nedostate¢na funkce

ATP7B zapficinuje sniZzené vylucovani médi z hepatocytu do ZIuci a selhani inkorporace
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médi do CP s néslednou akumulaci médi v jatrech. Uvolnéni volné médi z téchto médi
nasycenych hepatocytii do krevniho obé¢hu vede k jeji kumulaci v jinych organech
zejména mozku, ledvinach a rohovce, jez jsou ndsledné hromadénim médi poskozeny
(Masopust a Priisa, 2004; Roberts a Schilsky, 2008).

Typickym, i kdyz ne ve vSech pfipadech se vyskytujicim, projevem akumulace
medi v rohovee je Kaysertiv-Fleischertiv prstenec (Obr. 3), coz je zlatohnédy prouzek
na rohovce. Hlavni klinické ptiznaky nemoci lze rozdélit na tii hlavni formy manifestace:
jaterni, neurologické a psychiatrické. Jaterni ptiznaky mohou byt velmi variabilni —

od asymptomatickych stavii s biochemickymi abnormalitami az po akutni selhani jater.

Ala et al, 2007).

Obr. 3: Kayseriiv-Fleischeriv prstenec — Zlatohnédé zbarveni na vnéjsim okraji rohovky
Jjako projev akumulace médi pri Wilsonove chorobé

Prevzato z: Ala et al, 2007

Soucasna terapie WD ma4 za cil snizit pfetizeni organismu médi a jeho pfiznaky.
Pro u¢innou 1é¢bu onemocnéni je kli¢ova véasna diagnoza. Mezi 1é¢iva onemocnéni patii
chelatory médi, jako jsou D-penicilamin a trientin, jeZ jsou schopny na sebe navazat méd’
a zvysit tak jeji vyluovani ztéla moci a tetrathiomolybdenan, ktery tvoii tripartitni
komplex s médi a proteiny bud’ ve stfevé, kde brani absorpci médi, nebo v systémovém
feCisti, ¢imz znemozni volné meédi dostat se do bunék. Vedle chelatort se v kombinaéni
audrzovaci 1é¢bé Casto uplatiuji soli zinku s minimem nezddoucich Uc¢inkd. Zinek
blokuje absorpci médi ve stfeveé indukei enterocytového metallothioneinu. U pacientl
s WD byvaji nizké sérové i hepatické hladiny vitaminu E, proto se tento antioxidant
podava pfti terapii jako adjuvant. Pacienti by se méli, alespon po prvni rok 1é¢by, vyhnout
potravindm s vysokym obsahem meédi. U pacientd s téZkym poSkozenim jater
nereagujicich na 1écbu se wuplatiuje transplantace jater (Ala et al, 2007

Wighelinkuizen et al, 2009; Roberts a Schilsky, 2008; Kodama et al, 2012).
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Tab. 3: Manifestace Wilsonovy choroby

Forma Piiznaky

Jaterni °

Neurologicka .

Psychiatricka °

Ostatni °

Asymptomaticka hepatomegalie
Isolovana splenomegalie

Trvale zvySené serové hladiny
aminotransferas (aspartataminotransferasy
a alaninaminotransferasy)

Steatoza a cirhoza jater

Akutni, chronicka a autoimunitni hepatitida
Akutni selhani jater

Poruchy pohybu (ties, mimovolné pohyby)
Poruchy chiize a reci, slintani

Rigidni dystonie

Migrendzni bolesti hlavy

Nespavost, zachvaty

Deprese

Psychozy, Neurozy

Poruchy osobnosti

Ocni: Kayseriiv-Fleischeruv prstenec,
slunecnicové katarakty

Kardiomyopatie, dysrytmie

Rendlni abnormality — aminoacidurie,
nefrolitidza

Hypoparathyroidismus
Osteoporoza, artritida

Poruchy menstruace, opakované potraty,
neplodnost

Upraveno dle: Ala et al 2007, Roberts a Schilsky, 2008
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Zména metabolismu médi muze byt spojena s dalSimi chronickymi
onemocnénimi, jako napiiklad diabetem nebo kardiovaskuldrnimi chorobami vcetné
ateroskler6zy. Pacienti s diabetem vykazuji zvySenou koncentraci médi v plazmé,
ktera mize reagovat s glykovanymi bilkovinami pfi tvorbé volnych radikalu a zvysit
tak oxidacni stres. V souladu s tim pfi pretizenim médi byvaji pozorovany komplikace
diabetu (napt. hypertenze a retinopatie). Také interakce mezi médi s homocysteinem
je spojena s tvorbou volnych radikalt vedouci k oxidaci lipoproteinti s nizkou hustotou,
coz vede k progresi aterosklerdzy (Squitti et al, 2014).

Zvysenou hladinu meédi lze pozorovat také u specifickych nadorovych
onemocnéni, jako jsou napfiklad rakovina prsu, délozniho ¢ipku, vajecniki, plic, prostaty
¢i zaludku a leukémie. Oxidacni stres souvisejici se zvySenou hladinou volné médi vede
k aktivaci nékolika faktorti zapojenych do predispozice ke vzniku a progresi nddoru (napf.
zvySeny bazalni metabolismus, mitochondridlni mutace a aktivace cytokint, Squitti et al,
2014).

M¢éd mize hrat klicovou roli také v patogenezi Alzheimerovy choroby (AD).
Vedle tzv. "amyloidni kaskady", ktera je dosud nejpopularnéjsi hypotézou vzniku AD,
muze 1 médi katalyzovand Fentonova reakce a s ni spojeny oxidacni stres hrat klicovou
roli v poskozeni mozku. Méd' je zodpovédna také za patologickou interakci s beta-
amyloidovym proteinem, jejichz vazba mulze zptsobit oxidacni stres, produkci H2O:
a vznik beta-amyloidovych plakii (Squitti et al, 2014).

Kromé AD jsou i jind neurodegenerativnich onemocnéni (napi. Parkinsonova
choroba, choroby zptsobené priony, Huntingtonova choroba, amyotrofickd lateralni
skler6za) charakterizovany pfitomnosti vysokého mnozstvi médi v amyloidnich placich
v mozku naznacujici podobny toxicky efekt médi ve vSech té€chto poruchach

(Tegoni et al, 2014).

3.6 Chelatace a chelatacni terapie

Chelatace ma sviij ptivod v feckém slové chele, oznacujici klepeto, naznacujici
pfilnavost a drZzeni silnym uchopenim. Chelataéni cinidla jsou organické
nebo anorganické slouceniny schopné vazat ionty kovu za tvorby komplexu nazyvaného
chelat. Ve své struktuie obsahuji vazebné atomy, tzv. "ligandy", tvofici koordina¢né-
kovalentni vazby. NejcastéjsSimi ligandy jsou atom siry, kysliku a dusiku
(Flora a Pachauri, 2010).

Chelata¢ni ¢inidla se terapeuticky vyuZzivaji ptfi 1écbé intoxikace a pretizeni
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tézkymi kovy. Chelatacni latka je schopna na sebe navazat a vyloucit redoxné aktivni kov
z organismu, zejména moci. Cilem chelatacni terapie je zabranit nebo zvratit zdravotni
problémy osob vystavenych vysokym hladinam kovi (Flora a Pachauri, 2010;
Jomova a Valko, 2011).

Mezi nejstarSi latky klinicky vyuzivané pii intoxikaci kovy patii 2,3-
dimerkaptopropanol (znamy také pod zkratkou BAL z anglického trividlniho nazvu
British AntiLewisite), pouZzivajici se zejména pfi intoxikaci rtuti, kadmiem ¢i arsenem
a ethylendiamintetraacetat (EDTA) s vyuzitim pii intoxikaci olovem. Limitaci téchto
antidot je nutnost parenteralniho podani, jejich vlastni toxicita a redistribuce toxickych

kovli do mozku (Aaseth et al, 2015; Jomova a Valko, 2011).
3.6.1 Klinicky vyuzivané chelatory médi

Mezi nejznaméjsi a nejrozsifenéj$i chelatacni cCinidla médi, vyuzivajici
se predevsim v terapii WD, patii D-penicilamin (D-pen), trentin (triethyletetramin, trien)

a tetrathiomolybdenan amonny (TTM, Tegoni et al, 2014).

D-Penicilamin je aminokyselina cystein substituovdna dvéma methylovymi
skupinami. Za chelataci je zodpoveédna volna sulthydrylova skupina v postrannim fetézci
(Obr. 4). Je zajimavé, Ze jeho chelataéni aktivita vii¢i médi je relativné slaba (Riha et al,
2013), a tak neni Uplné€ jasné, jakym mechanismem dosahuje vyrazné zvyseni exkrece
meédi moci. Vedle tohoto exkre¢niho uc¢inku se také muize u nekterych jedinci s WD
uplatnit schopnost indukovat vySe popsany metallothionein, v podstaté endogenni
chelator obsahujici ve velkém mnozstvi aminokyselinu cystein. Limitaci D-pen jsou
pocetné nezadouci UCinky, mezi které patii napiiklad hypersensitivni reakce spojené
s horeckou a vyrazkou, hematologické poruchy zahrnujici neutropenii, trombocytopenii
¢1 aplastickou anémii, nefroticky syndrom charakterizovany proteinurii a v neposledni
fadé poskozeni kiize. Spoleéné s D-pen by mél byt zejména u déti, t€hotnych zen
a pacientll s malnutrici doplilovan pyridoxin, jelikoZ metabolismus tohoto vitaminu mtize
byt D-pen ovlivnén. Dal$i nevyhodou je jeho hydrofilita branici proniknout
hematoencefalitickou bariérou. Navic je u néj incidence neurologického zhorSeni nejvyssi
z pouzivanych 1é¢iv na WD. Z tohoto divodu se pfipravuji a testuji lipofilnéj$i derivaty
ve snaze zvysit distribuci chelatort véetné vnitrobunécéné aktivity (Tegoni et al, 2014;

Roberts a Schilsky, 2008; Ala et al, 2007).
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Obr. 4: Struktura D-penicilaminu

Prevzato z: Tegoni et al, 2014

Alternativou v chelata¢ni terapii pii intoleranci D-pen je trientin, chemicky
triethylentetraamin (Obr. 5), znamy také pod zkracenym ndzvem trien. Je to chelator
s polyaminovou strukturou, ktery chelatuje méd’ tvorbou komplexu se ¢tyimi atomy
dusiku v planarnim kruhu. Stejn¢ jako D-pen pisobi zvySené vylu¢ovani médi moci.
Pfi terapii trientinem je nutné se vyhnout podavani zeleza, s nimz tvofi toxicky komplex.
Mezi nepfili§ Casté nezddouci G€inky patii reversibilni sideroblastickd anémie objevujici
se v dasledku podavani vysokych davek a deficitniho mnozstvi médi (Tegoni et al, 2014;

Roberts a Schilsky, 2008).

/—\ _I___rr‘ HEN\\ / NH2 -—-.___]

NH HN | Cu |
+ Cpds ——
<T\H . 1; ! gt S NH:/

Obr. 5: Trientin a tvorba komplexu s médi

Upraveno dle: Kodama et al, 2012

Tetrathiomolybnenan amonny (TTM) formuje tripartitni komplexy s ionty médi
a s proteiny (Obr. 6). Pfi podavani s jidlem formuje komplexy s médi v potravé, a tim
brani jeji absorpci. Naopak pfi podavani mezi jidly je 1é¢ivo absorbovano a tvofi
komplexy s mé&di a albuminem v krevnim fecisti, ¢imz ¢ini méd’ nedostupnou pro buriky.
Tento komplex je metabolizovan v jatrech a exkretovan do Zzlu¢i. TTM bude
pravdépodobné dobrou alternativou u pacientii s neurologickou formou WD, zatim
ale neni schvalen Evropskou lékovou agenturou ani Ufadem pro kontrolu potravin a 1é&iv.
Potencidlni nezadouci ucinky zahrnuji poruchy kostni difené¢ ¢i hepatotoxicitu

(Tegoni et al, 2014; Ala et al, 2007; Roberts a Schilsky, 2008).
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Obr. 6: Tetrathiomolybdenan a tvorba komplexu s médi

Prevzato z: Kodama et al, 2012

Vzhledem k limitacim dostupnych chelatorit je stale potieba hledat nové
chelatory, které by nasly uplatnéni v chelatacni terapii, jelikoz pacienti Celi celozivotni
potiebé 1éCiv a l1ékafi se Casto setkdvaji s non-adherenci. Ackoliv probihd v této oblasti
intenzivni vyzkum, klinické pouziti chelatori je zatim omezeno ptedev§im na WD.
Jelikoz je vSak porucha homeostdzy médi patrnd v fad€ dalSich onemocnéni, predstavuji
chelatory slibny terapeuticky néstroj pro jejich 1é€bu. Naptiklad 8-hydroxychinoliny,
zejména kliochinol, jsou neselektivni cheldtory, u kterych bylo prokdzano, ze maji
pozitivni vliv na pacienty s Alzheimerovou nemoci a také in vivo na nddorech

(Ala et al, 2007, Riha et al, 2013; Oliveri et al, 2012; Ritchie et al, 2013).

3.6.2 Vlastnosti chelatoru

Ackoli je chelatace zaloZena na jednoduché koordinacni chemii, vyzkum novych
chelatori a nasledné chelacni terapie, ktera odstrafiuje specificky toxicky kov
z pozadovaného mista v téle, vyzaduje integrovany ptistup. Optimalni chelatace mtze byt
dosazeno diky kombinaci zakladnich vlastnosti kovovych ionti, chelatacnich ¢inidel
1 vysledného kovového komplexu. S ohledem na patofyziologii by pfi vyzkumu novych
chelatori médi mély byt zohlednovany pfedev§im tyto vlastnosti: afinita chelatoru,
stabilita vytvofeného komplexu, rizné pH podminky prostiedi, specifita a v neposledni
tad¢ lipofilita cheldtoru (Flora a Pachauri, 2010; Riha et al, 2013; Aaseth et al, 2015).

Aby bylo mozné odstranit toxické ionty kovu z organismu, je potieba, aby afinita
komplexotvorného cinidla k cilovému kovu byla vysS§i nez jeho afinita k jinym
endogennim kovovym iontlim, zejména tém, ke kterym jsou vazany v biologickych
molekulach (Aaseth et al, 2015).

Stabilitu komplexu, tedy schopnost udrZet si ionty médi silnéji neZ pfirozené
se vyskytujici chelatory v organismu, ovliviiuje povaha chelatacniho ¢inidla. Zpravidla
chelatacni €inidlo, které zaplni vice koordina¢nich poloh iontu, poskytne komplex vétsi

stability. Komplex by mél byt samoziejmé netoxicky (mél by kompletné pokryt povrch
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iontu béhem tvorby komplexu, a tim zabranit jeho Gcasti v reakcich katalyzovanych médi,
v nichz se tvofi ROS) a usnadnit vylou¢eni médi z organismu, proto nas také zajima
jeho iontovy naboj a metabolismus. Zatimco naboj chelatoru definuje jeho absorpci,
distribuci a schopnost dosahnout iontového kovu pro vazbu, iontovy naboj komplexu
rozhoduje o jeho piipadné intracelularni retenci, eliminaci ze specifického mista
a vylucovani z t¢la (Flora a Pachauri, 2010).

Vyznamny vliv na tvorbu komplexu a jeho stabilitu mé& pH prostiedi. VétSina
chelataCnich ¢inidel je nestabilni pfi nizkém pH, na druhou stranu pii vysokych
hodnotach pH maji kovy tendenci vytvaret nerozpustné hydroxidy, které jsou méné
dostupné pro chelatac¢ni Cinidla. Tato vlastnost se stdvd vyznamna v patologickych
stavech vedoucich k acidoze nebo alkaloze (Flora a Pachauri, 2010; Riha et al, 2013).

Zadouci je selektivni chelatace ionti médi a omezena interakce s jinymi ionty.
Neschopnost chelatoru selektivné chelatovat ionty médi mlze vést ke ztraté jinych
esencidlnich iontl z organismu (napf. zeleza ¢i zinku), coz je jednou z vaznych castych
limitaci pouziti chelatort (Flora a Pachauri, 2010).

Lipofilita ovliviiuje penetraci chelatoru do bunc¢k a centralniho nervového
systému. Podstatné¢ je, aby se chelator transportoval pies fyziologické bariéry
do kompartmentd, kde je iont kovu koncentrovan (Flora a Pachauri, 2010).

V neposledni fadé by vedle chelatacnich vlastnosti méla byt ovéfena 1 mozna
schopnost redukovat med’naté ionty na méd’'né, které miiZou potencovat toxické reakce

(Riha et al, 2013).
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3.7 Flavonoidy a flavonolignany

Flavonoidy jsou Sirokou skupinou sekundarnich metaboliti obsazenych ve vétsiné
rostlin. Strukturalné jsou to hydroxylované polyfenolové slouceniny obsahujicich
ve své zakladni struktufe benzo-y-pyron (Obr. 7). Ovoce a zelenina jsou hlavnimi zdroji
flavonoidid v potravé, stejné jako €aj a vino. Diky pozitivnimu efektu na lidské zdravi,
zalozenému zejména na antioxidacni aktivité, jejich dietni pfijem v poslednich letech
vzrostl. Mezi flavonoidy patii pomémé mald podtiida slouenin objevend poprvé
v semenech rostliny Silybum marianum — flavonolignany. Flavonolignany jsou
kombinaci struktury flavonoidu a lignanu. Biosyntéza hlavnich silymarinovych
flavonolignani je oxidaénim procesem katalyzovanym enzymem peroxidasou,
bchem kterého se spojuje flavonoid taxifolin s fenylpropanoidem koniferylalkoholem

(Bijak, 2017; Chambers et al, 2017; Biedermann et al, 2014; Kumar a Pandey, 2013).

Obr. 7: Zdkladni struktura flavonoidu
Prevzato z: Kumar a Pandey, 2013

3.8 Silybum marianum

Silybum marianum (ostropestfec maridnsky) je 1éCiva rostlina z celedi
hvézdnicovitych (A4steraceae) plivodem z Asie a jizni Evropy, dnes vSak rozsifena
po celém svété. Tradicne se pouziva jiz pres 2000 let k 1écbé jaternich a Zlu¢nikovych
onemocnéni jako je hepatitida, cirhdza a k ochrané jater pied otravou chemikaliemi
a prirodnimi toxiny jako naptiklad usStknuti hadem, bodnuti hmyzem, otrava houbami
¢i alkoholem. Existuji dva druhy Silybum marianum - fialové kvetouci, ktery obsahuje
flavonolignany s hydroxylovou skupinou nauhliku C-3, tzv. flavonolignanové

taxifolinové derivaty a bile kvetouci druh s non-taxifolinovymi flavonolignanovymi
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derivaty. Vyzkum se (zatim) soustfedi na fialové kvetouci druh (Obr. 8). Aktivni
komponentou rostliny je silymarin, oficidlné standardizovany extrakt, ziskévajici se
ze semen (Kien a Valterova, 2005; Bahmani et al, 2015). Podle novych dat se ale ukazuje,
ze standardizace v pifipadé€ silymarinu nezajistuje zdaleka stejné sloZeni (Chambers et al,

2017).

Obr. 8: Silybum marianum

Prevzato z: Bahmani et al, 2015

3.8.1 Obsahové latky extraktu semen

Hruby extrakt suSeného semene této rostliny obsahuje az 4% silymarinu.
Silymarin obsahuje ptiblizn¢ 70-80 % silymarinovych flavonolignand, z nichz hlavni
komponentou je flavonolignan silybin, smés dvou diastereomerti A a B v poméru 1:1,
vedle n¢hoZ se vyskytuji flavonolignany jako isosilybin, dehydrosilybin, silychristin,
isosilychristin, silydianin, a silymonin. Vedle flavonolignanti jsou obsazeny v plodu
ostropestice dalsi flavonoidy (jako naptiklad taxifolin, kvercetin, dihydrokaempferol,
kaempferol, apigenin, naringin, eriodyktiol, a chrysoeriol), 5,7-dihydroxychromon,
dehydrokoniferylalkohol, tokoferol, steroly (cholesterol, kampesterol,
stigmasterol a sitosterol), cukry (arabinosa, rhamnosa, xylosa a glukosa), proteiny a oleje
s vysokym podilem mastnych kyselin (linolova kyselina, olejova kyselina, palmitova
kyselina), ackoliv ty se vétSinou extrakci petroletherem odstranuji a v extraktu
nevyskytuji (Kien a Valterova, 2005; Bahmani et al, 2015; Bijak, 2017; Chambers,
2017).
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3.8.2 Biologické ucinky extraktu

Ptiznivé ucinky ostropestice zahrnuji vedle hlavniho hepatoprotektivniho
a antioxida¢niho ucinku také hypocholesterolemickou, nefroprotektivni,
antikancerogenni, neuroprotektivni a kardioprotektivni aktivitu, prevenci insulinové
rezistence ¢i Alzheimerovy choroby. U silymarinu se i proto zkou$i jeho vyuziti
u onemocnéni jinych organt. Zda se, ze silybin je perspektivni také pro 1é¢eni problému
se slinivkou bfisni a pfi vyrovnavani glykémie, 1é¢b¢ plicnich onemocnéni a onemocnéni
ledvin, 1é¢bé rtiznych onemocnéni prostaty vcetné adenokarcinomu a v neposledni fadé

v dermatologii a kosmetice (Kfen a Valterova, 2005; Bahmani et al, 2015).

Antioxidaéni aktivita

Vyznam antioxidacniho ptisobeni vyplyva z pritomnosti oxida¢niho stresu v fadé
patologickych procesti. Mezi mechanismy antioxida¢niho piasobeni obecné patii
potlaceni tvorby ROS inhibici enzymi katalyzujicich jejich vznik (napf.: mikrosomalni
monooxygenasa, glutathion-S-transferasa, mitochondrialni sukcinyloxidasa, NADH
oxidasa), chelatace kovii ucastnicich se tvorby a propagace ROS a v neposledni fad¢ také
pfimé vychytavani ROS. Antioxidac¢ni uc¢inek je rtzny v zavislosti na struktufe —
konfiguraci, substituci a celkovém poctu hydroxylovych skupin a ¢asto je kombinaci vice
mechanism@ (Kumar a Pandey, 2013).

u flavonolignani ostropestice ma 3-OH skupina napojena na 2,3-dvojnou vazbu. Bylo
prokazéano, ze silybin a jeho derivaty bez 2,3-dvojné vazby vykazuji pouze nizkou
schopnost vychytavat radikdly na rozdil od derivath obsahujici 2,3-dvojnou vazbu

(napft.: 2,3-dehydrosilybin, Trouillas et al, 2013).

Hepatoprotektivni ucinky

Hepatoprotektivni aktivita silymarinu je zalozena na nékolika rozdilnych
principech. Kli¢ovym mechanismem hepatoprotektivniho ucinku je antioxidacni
pusobeni vychytavanim volnych radikali a regulace intracelularni hladiny gluthathionu.
Mezi dalsi patii stabilizace hepatocelularni membrany a regulace jeji permeability branici
vstupu hepatotoxickému agens do buiky, dale inhibice pfemény hvézdicovitych
hepatocytli na myofibroblasty, tedy procesu, ktery je zodpoveédny za depozici vldken
kolagenu vedouci k cirh6ze a v neposledni tad€ stimulace DNA polymerasy,

kterd vede ke zvySeni syntézy ribosomalni RNA a k pfestavbé jaternich bunék.
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Inhibice 5-lipooxygenasy, tedy inhibice produkce leukotrienli a volnych radikala
v Kupfferovych jaternich buiikach, ma pozitivni vliv na zvétSena jatra. Pfi onemocnéni
jater se uplatiiuje stimulace tkdnové regenerace zvySenim syntézy proteinti, ribozomut
a DNA (Bahmani et al, 2015; Kustrak, 2000).

Hepatoprotektivni u¢inek silymarinu byl sledovan v mnoha studiich. Napftiklad
béhem tritydenniho podavani 420 mg/den silymarinového extraktu pacientim s akutni
virovou hepatitidou A nebo B, se normalizovala hladina bilirubinu u 40 % pacientt
(11 % u kontrolni skupiny) a hladina aspartitaminotransferasy u 82 % (52 % u kontrolni
skupiny, kdy bylo podano placebo), ¢imz byl prokazal pozitivni ti€inek silymarinu v 1é¢bé
akutni hepatitidy (Mahady et al, 2001).

Byl pozorovan také vliv na chronickou perzistujici hepatitidu, kdy podavani
silipidu (komplex silybinu s fosfatidylcholinem) po dobu 3 mésicii vedlo k poklesu hladin
aspartataminotransferasy a alaninaminotransferasy v séru (Fraschini et al, 2002).

Mimo to byl sledovan také tfeba tcinek silymarinu na prevenci poskozeni jater
zpusobeného psychotropnimi latkami. Po devadesatidennim 1é¢eni 800 mg/den
silymarinu se zlepsila jaterni funkce a zredukovalo se lipoperoxidativni poskozenti jater,

které vzniklo jako nasledek 1€cby butyrofenonem ¢i fenothiaziny (Fraschini et al, 2002).

Hypolipimické ucinky

U silymarinu byla pozorovana schopnost sniZzovat hladinu cholesterolu, LDL
a fosfolipidli  transportovanych pomoci LDL u hyperlipidemickych zvifat
(Skottova a Kre¢man, 1998). Silymarin zlepsuje exkreci LDL, snizuje syntézu
cholesterolu v jaternich bunikach, ma pozitivni vliv v prevenci komplikaci vysokého
cholesterolu a redukuje formovani aterosklerotickych plath u hypercholesterolemickych
zvifat (Skottova a Kre¢man, 1998). Klinick4 studie, b&hem niz hypecholesterolemicti
pacienti konzumovali 420 mg silymarinu denné, prokazala schopnost silymarinu snizit
cholesterol v krvi u téchto pacientt (Nassuato et al, 1992).

Prokazalo se, Ze silymarin podavany spolu s dietou obsahujici vysoky podil
cholesterolu zabrafiuje rozvoji hypercholesterolémie a pozitivné ovliviiuje distribuci
cholesterolu mezi plazmatickymi lipoproteiny. Zpusobuje snizeni VLDL (very low
density lipoprotein) a LDL, a naopak zvySeni HDL (high density lipoprotein). Pozorovéna
byla také snizena citlivost LDL na oxidaci. Tyto vysledky nastifiuji eventualni rozsifeni
indikace silymarinu jako hypocholesterolemika s LDL antioxidaénim ucinkem

(Skottova et al, 1996).
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Nefroprotektivni 0éinky

Nedavné studie odhaluji, ze silymarin hraje vyznamnou roli v udrZeni zdravych
nejenom jater, ale i ledvin. Silymarin se koncentruje v buiikach ledvin, kde zvySenim
syntézy proteinti a nukleovych kyselin pomaha regeneraci téchto bunék. Silymarin mtze
byt ucinny v prevenci pied¢asného umrti zptisobeného nefropatii u diabetickych pacientt.
Ve vétsing¢ pfipadi je poskozeni ledvin nasledkem oxida¢niho stresu, zanétu
¢i fibrozy, a ptiznivy vliv silymarinu je nejcastéji spojovan praveé s jeho antioxidacnim

a protizanétlivym uc¢inkem (Rafieian-Kopaie a Nasri, 2012).

Antikancerogenni uéinky

Tyto G¢inky silymarinu jsou odrazem jeho schopnosti inhibovat karcinogenni
potencial mnoha chemikalii. Piikladem je prokdzand schopnost silymarinu inhibovat
kancerogenezi kize vyvolanou benzoyl peroxidem ¢i 12-O-tetradekanoylforbol-12-
acetatem (Zhao et al, 1999; Zhao et al, 2000; Agarwal et al, 1994).

Mechanismus antikancerogenniho ptisobeni zahrnuje také ovlivnéni receptort,
které se ucastni kancerogeneze a proliferace rakovinové bunky jako je receptorova
modulace mitogeneze a signalnich drah bunky, a také regulace bunééného cyklu (Kien
a Walterova, 2005). Napiiklad v lidském karcinomu prostaty silymarin inhibuje
mitogenni signalni dradhy a pozménuje regulatory bunééného cyklu (Zi a Agarwal, 1999),
coz vede k inhibici riistu a ke smrti rakovinnych bunék prostaty nezavislych na androgenu
(Bhatia a Agarwal, 2001).

V endotelovych bunikach lidské pupecnikové zily byla popsana anti-angiogenni
aktivita silymarinu spojena se snizenim vaskularniho endotelialniho rastového faktoru
(Jiang et al, 2000), ktery je v ramci angiogeneze exprimovan rakovinovymi bunikami
(Dabagh a Randles, 2019). Stejna aktivita byla popsana v souvislosti s rakovinou
vajeCniku, kde se prokazala ,,down-regulace” receptoru pro vaskuldrni endotelidlni
rustovy faktor, tedy receptoru zodpovédného za rlst nadorovych bunéck

(Gallo et al, 2003).

Silymarin jako adjuvantni terapie rakoviny

Jedno z nejslibnéjsich vyuziti silymarinu mtZe byt jako adjuvans pii chemoterapii
nadorovych onemocnéni. Zde silymarin jako antioxidant chrani tkané pfed oxidacnim
stresem vznikajicim b&hem chemoterapie, zejména eliminuje jejich hepatotoxicitu
(Ladas a Kelly, 2003).

Pozitivni ucinek na hepatotoxicitu byl pozorovan napiiklad u Zeny
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s promyelocytarni leukémii 1écené methotrexdtem a 6-merkaptopurinem, jejiz terapie
musela byt opakované prerusena a davky 1é¢iv nékolikrat modifikovany kvuli jaterni
toxicité. Nasledné pfidani 800 mg silymarinu k terapii vedlo k normalizaci hladin
jaternich aminotransferaz a béhem 4 meésici nebylo potieba 1éCbu pierusovat
(Invernizzi et al, 1993).

Nefroprotektivni t€inek silybinu, hlavni slozky silymarinu, byl prokdzadn béhem
1é¢by cisplatinou (Bokemeyer et al, 1996). V kultivovanych buiikdch epitelové vystelky
renalnich tubulll byla toxicita cisplatiny snizena kvercetinem, ale jiné testované
flavonoidy (katechol, silybin, rutin) nebyly u¢inné (Kuhlmann et al, 1998). Na zakladé¢
strukturdlni podobnosti se dd podobny ucinek predpokladat u 2,3-dehydrosilybinu

obsahujici kvercetin ve své struktuie (Kien a Walterova, 2005).

Neuroprotektivni 1¢inky

Silymarin mize byt uziteény pfti 1€cbé a prevenci nékterych neurodegenerativnich
a neurotoxickych procesi. Uginn& chrani dopaminergni neurony proti
lipopolysacharidem indukované neurotoxicité¢ tim, Ze inhibuje aktivaci mikroglii
ptredstavujici rezidentni makrofagovou populaci mozkovych buné¢k. Stale rostou dikazy
o tom, ze aktivovana mikroglie pfispiva k neuropatologickym zméndm u nékterych
onemocnéni CNS (roztrouSena sklerdza, Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba,
AIDS, demence). Silymarin rovn€Z inhibuje produkci zanétlivych mediatord jako
je tumor nekrotizujici faktor-o a oxid dusnaty, a tim snizuje Skodlivy dopad
na dopaminergni neurony (Wang et al, 2002).

Dal$im zajimavym pozorovanym ucinkem je schopnost silymarinu zvysit expresi
hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) I, ktery je v neurondlnich bunkéach
a buiikkdch neuroblastomu obvykle potlacen, coZz miiZze vést k perzistentnim virovym
infekcim. Indukce molekul MHC 1 stimuluje imunitni systém, aby byl schopen rychle
identifikovat intraceluldrni patogeny pomoci cytotoxickych T-bun€k a odstranit viry
z centrdlniho nervového systému. Proto miize byt silymarin uzite¢ny pii 1€cbé

encefalitidy (Sakai et al, 2001).

3.8.3 Nezadouci ucinky a toxicita

Silymarin je povazovan za bezpecny. Mezi nezadouci ucinky, jez se objevily
ve velmi nizkych frekvencich, patii hypersenzitivni reakce, symptomy gastroenteritidy
a jiné gastrointestinalni potize (Kfen a Walterova, 2005).
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3.8.4 Lécivé pripravky s obsahem Silybum marianum

Silybum marianum je slozkou voln¢ prodejnych IléCivych pfipravki,
mezi které patii Flavobion (potahované tablety obsahujici 70 mg silymarinu) a Legalon
(tvrdé tobolky obsahujici 70 nebo 140 mg silymarinu), a také slozkou 1é¢ivych ptipravka
na lékarsky predpis — Lagosa (obalené tablety obsahujici 150 mg silymarinu,
http://www.AISLP.cz).Vedle toho je obsazen v Sirokém sortimentu doplnki stravy a jako

suSena droga je soucasti mnoha ¢ajovych smési.

3.8.5 2,3-Dehydrosilybin A

Dehydrosilybin, derivat hlavni komponenty silymarinového extraktu silybinu,
od n¢hoz se lisi pfitomnosti 2,3-dvojnou vazbou, v pfirod¢ existuje jako smés dvou
enantiomert - 2,3-dehydrosilybinu A a B, které¢ se vzajemn¢ 1i$i konfiguraci na uhlicich
C-10 a C-11. Hlavnimi strukturnimi jednotkami silybinu jsou vySe zminény taxifolin
a konyferylalkohol. V jeho struktufe najdeme 5 hydroxylovych skupin, z nichz 3 jsou
fenolické povahy (Trouillas et al, 2008; Bijak, 2017; Sokolova et al, 2017). U 2,3-
dehydrosilybinu A (Obr. 9) jsou to diky 2,3 dvojné vazbé 4 fenolické -OH skupiny.

Obr. 9: Struktura 2,3-dehydrosilybinu A. 2,3-dvojna vazba predstavuje strukturadlni rozdil
od hlavni komponenty silymarinového komplexu silybinu (vyznacena modre).

Prevzato z: Tvrdy et al, 2018
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4 Cil prace

Cilem této prace bylo analyzovat chelata¢ni vlastnosti 2,3-dehydrosilybinu A (DHSA).
Nejprve bylo nutné experimentalné zjistit, zda DHSA tvoii komplexy s Cu® a Cu** ionty
a poté stanovit stechiometrii téchto komplexid dvéma nekompetitivnimi metodami

za podminek imitujici rizné (pato)fyziologicky vyznamné pH (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5).
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Materidly a pristroje

5.1.1 Chemikalie

DHSA byl poskytnut Laboratofi biotransformaci Institutu mikrobiologie
Akademie Véd CR (konzultantem této DP), kde byl pfipraven oxidaci silybinu A dle
publikované metody (Pyszkova et al, 2016).

Kyselina chlorovodikova (37%), chlorid sodny, pentahydrat siranu méd’natého,
chlorid méd'ny, 4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethanesulfonova kyselina (HEPES), jeji
sodna stl, hydroxylamin hydrochlorid a disodna stl bathokuproindisulfonové kyseliny
byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (Nemé&cko).

Methanol byl zakoupen od firmy J.T. Baker (Avantor Performance
Materials, Inc., USA). Ultracista voda byla ziskana pomoci pfistroje Milli-Q RG od firmy
Merck Millipore (Massachusetts, USA).

Octanové pufry (15 mM sodna sul kyseliny octové a 27,3 a 2,7 mM kyselina
octova, respektive) byly pouzity pro pH 4,5 a 5,5, zatimco HEPES pufry (15 mM sodna
sul HEPES a 71,7 a 14,3 mM HEPES, respektive) pro pH 6,8 a 7,5.

5.1.2 Pomiicky a pristroje

Latky pro pfipravu vzorki byly navaZeny analytickymi vahami KERN ALT-220
4NM (Kern, Némecko).

Méteni vzorkli pii kalibracti médi probihalo ve spektrofotometrickych
polystyrenovych kyvetach. K méfeni vzorkd pro stanoveni tvorby komplexu a jeho
stechiometrie byly pouzity UV-Vis kyvety.

VSechny vzorky byly méfeny pomoci UV-Vis spektrofotometru HELIOS
GAMMA (ThermoScientific Inc., USA) vybaveného VisionLite softwarem 2.2
k zaznamenani absorp¢nich spekter. Vysledky byly zpracovany za pomoci pocitacového

programu Microsoft Excel.

5.2 Pracovni postupy

5.2.1 Priprava roztoku

Zakladni roztoky

Zasobni roztok Cu’ (5 mM) byl piipraven rozpusténim CuCl ve vodném roztoku 0,1M
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HCl a 1M NaCl v ultrazvukové vané. Zasobni roztok Cu?>" 5 mM byl zhotoven
rozpusténim CuSOs * 5H>O piimo v destilované vodé stejné jako zasobni roztoky BCS

(5 mM) a hydroxylamin hydrochloridu (100 mM, Riha et al, 2013).

Pracovni roztoky

Roztoky testované latky byly pfipraveny rozpousténim v methanolu — zékladni
roztok obvykle o koncentraci 10 mM byl déle fedén methanolem dle potieby.

Pracovni roztoky médi byly zhotoveny fedénim zasobnich roztokii médi vodou.

5.2.2 Kalibrace iontu médi

Pted kazdym experimentem byla koncentrace zasobnich roztokd médi ovérena
za pouziti BCS. Princip této metodiky spo¢iva v tom, Zze BCS tvofi komplex s Cu”
s absorpénim maximem pii vinové délce 484 nm. Tvorba komplexu linearné zavisi
na koncentraci médi (Riha et al, 2013). V piipadé Cu®" je tieba tyto ionty nejdiive
zredukovat na ionty méd'né pouzitim hydroxylaminu. Hydroxylamin se pouziva
i v pfipadé zajisténi redukéniho prostfedi u méd’nych iontti, aby byla zablokovana jejich
oxidace na ionty méd’naté.

Byly pfipraveny 3 vzorky obsahujici BCS, hydroxylamin, ultracistou vodu
aionty médi ve finalnich koncentracich 40, 70 a 100 uM. Takto piipravené vzorky
se 1 minutu michaly a nasledné se zméfila jejich spektra v rozmezi 470-500 nm (Obr. 10).
Z hodnot absorbanci v absorpénim maximu se sestavily a vyhodnotily kalibra¢ni kiivky

(Obr. 11). Jako slepy vzorek byla pouzita ultracista voda.

Absorbance
vO p o 53 uCD =
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Obr. 10: [lustrativni spektrum kalibrace Cu" BCS. Findlni koncentrace médi byla 40 uM
(zelend krivka), 70 uM (modra krivka) a 100 uM (¢ervena krivka).

26



A B

A=0,0124 ¢ (Cu” v uM) A=0,0132 ¢ (Cu”>" v uM)
R%= 0,983 ., R=0993

1,2 +
1+
0,8
0,6
0,4 /

0,2

=
=

=
o
>

[y

2 o
(=11 ca
Absorbance

Absorbance

o
rY

o
]

0

o

‘ ‘ ‘ : 0 20 40 60 80 100 120
20 80 100 120
¢ (uM)

o

40 60
¢ (uM)

Obr. 11: A) Kalibracni kifivka vyjadrujici zavislost namérené absorbance
na koncentraci Cu'. B) Kalibracni  kfivka  vyjadrujici  zavislost — absorbance

na koncentraci Cu*".

5.2.3 Ionty médi a pH prostredi

Stechiometrie ~ komplexu se vzdy stanovovala pii 4  riznych
fyziologicky i patofyziologicky vyznamnych pH (4,5; 5,5; 6,8 a 7.5).
K zabranéni oxidace Cu’ iontii bylo vzdy v pufru pfitomno redukéni ¢inidlo

hydroxylamin ve vysledné koncentraci 5 mM (Catapano et al, 2017).

5.2.4 Stanoveni absorpénich maxim DHSA a komplexu DHSA s médi

Jako prvni byla zméfena absorpéni spektra DHSA v rozmezi 220-800 nm a byla
zjiSténa vinova délka absorp¢niho maxima testované latky (4 ) ve vSech Ctyfech pH
podminkach. Stejny postup nasledoval pro zjisténi vinové délky absorpéniho maxima
komplexu DHSA s médi (A, ). Toto bylo provedeno zméfenim spekter v riiznych
koncentra¢nich pomérech (od 1:6 do 1:15, testovana latka: méd’). Posun absorpéniho
spektra, a tedy rozdil vinovych délek absorpénich maxim DHSA a smési DHSA s médi,
znamena pravdépodobnou tvorbu komplexu. Slepy vzorek byl sloZzeny z pufru a metanolu
(pouzity v experimentu jako rozpoustédlo DHSA) v pomé&ru 2:1 (pufr : metanol). Kazdy

vzorek byl métfen nejméné dvakrat (Catapano et al, 2018).
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5.2.5 Stanoveni molarnich absorpc¢nich konstant

Ke stanoveni stechiometrie komplexu byly pouzity dvé nekompetitivni metody:
Jobova metoda a komplementdrni metoda. Pro komplementarni metodu byly jesté
vypocitany molarni absorp¢ni konstanty podle Lambertova-Beerova zédkona (rovnice 3).
Podle néj pro absorbanci plati:

A=c-¢e-1 (3),

kde ¢ = koncentrace absorbujici latky, € = molarni absorp¢ni koeficient latky, [ = tloustka
vrstvy, pies kterou prochazi zateni (Doubal a Horagkova, 2000).
Tloustka vrstvy 1 cm byla vzdy stejna a rovnici lze tedy zjednodusit dosazenim

konstanty k (rovnice 4)

A=c-k ()

Pro absorbanci Cisté latky pak analogicky plati (rovnice 5 a 6):

As =c5- &5 1 (5)
Ag =k -1 (6)

a pro absorbanci komplexu (rovnice 7 a 8):

Ac = (Cso —Cs)gc-l (7
Ac = (Cso —Cs) ke (3),

kde koncentrace komplexu je vyjadiena jako rozdil pocatecni (tedy do smési piidané)
koncentrace testované latky (¢, ) a koncentrace nezreagovane latky na konci (cy).

Pro zjiSténi stechiometrie se jako prvni stanovi molarni absorpéni koeficienty
latky zmétenim absorbance pii nékolika koncentracich, po ptidani medi k latce se pak
zvoli stejny postup i1 pro komplex. U komplexu se vyuziva ptidavek vysokého nadbytku
médi, ktery zajisti, Ze vSechna testovand latka zreaguje na komplex. Pfi znalosti
molarnich absorpcnich koeficientii, respektive jejich analogicky vySe definovanych
konstant, je pak moZzné sestrojit teoretické piimky nejvice pravdépodobnych stechiometrii

a provést jejich porovnani s realn¢ naméfenymi daty (Filipsky et al, 2013).

28



5.2.6 Jobova metoda

Prvni z metod, ktera byla pouzita a dodnes se Siroce pouziva ke stanoveni
stechiometrie, je Jobova metoda. Jedna se jednoduchou analytickou metodu, béhem niz
se udrzuje celkovd molarni koncentrace dvou reaktanti konstantni, zatimco molarni
koncentra¢ni poméry té€chto dvou reaktantli se v sérii vzorkl priibézné€ méni (Job, 1928).

Princip spociva vtom, Ze nejvy$si mnozstvi komplexu bude vytvoieno
za idedlnich podminek. Za takovych podminek pomér koncentraci odpovida
stechiometrii komplexu. Naopak, v podminkach odlisnych od téchto idealnich, bude
prebytek bud’ kovu, nebo testované slouceniny, které nemohou tvofit komplex,

protoze druha slozka v reakci chybi (Catapano et al, 2017).

Prakticky byly vodné roztoky Cu’** po dobu dvou minut michany s roztokem
testované latky (koncentrace od 80 do 14 um) v riznych pomérech DHSA : méd
(od 0,25:1 do 6:1, Obr. 12) ve vSech pH a nasledn¢ byla ihned zméfena absorpéni spektra.

Slepy vzorek byl slozen z pufru a metanolu v poméru 2:1.

r méd
B testovana
latka
Yy N N N N 3 My M N G'_‘r

celkova molarni koncentrace

" &7 67 N G T 4 W g
or O b M

molarni koncentra¢ni poméry

Obr. 12: Poméry zndzornujici provedeni Jobovy metody

5.2.7 Komplementirni metoda

V porovnani s Jobovou metodou se béhem komplementarni metody pribézné

méni celkova molarni koncentrace dvou reaktantti, zatimco konstantni se udrzuje molarni
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koncentrace kovu (Filipsky et al, 2013).

Redln€ naméfend absorbance vzorku obsahujici latku akov (4, )je v disledku
aditivni vlastnosti absorbance sloZena z absorbance vytvotfené¢ho komplexu (A¢, ) a
cmax

absorbance c¢asti latky, kterd zlistala nezreagovana (4Ag remax) (rovnice 9 a Obr. 13):

Aemax Aclcmax + Aslcmax (9)

Je-li teoreticky absorbance komplexu dostatecna (A, > 0,1), a zaroven absorbance
cmax
latky Ag, nulovd, tak naméfend absorbance A, se rovna absorbanci komplexu
cmax cmax

Acﬂcmax (rovnice 10, Filipsky et al, 2013):

Aj e = Aclcmax (10).

Jelikoz molarni koncentrace kovu je pfi komplementdrni metod¢ konstantni
béhem série vzorkti (Obr. 14), absorbance ze zacatku roste v zavislosti na tvorbé
komplexu tak dlouho, dokud vSechna testovana latka nezreaguje s kovem a nevytvori
komplex. Pravé v tomto bodé plati rovnice 8. Od tohoto bodu, kdy je vSechen kov

vyCerpan, absorbance A, roste uZz jen vzavislosti na nadbytku pridavané

L S 13, Fili ’ .
nezreagované latky A A (Obr. 13, Filipsky et al, 2013)

+ A
Acmax

Acmax — Sdemax

Acmax]

Clﬁmax

Slcmax

T T
Asmax Acmax

Obr. 13: Znazorneni aditivni funkce absorbance. Namérené absorpcni spektrum (Cernd)
je souctem absorpcniho spektra nezreagované latky (modra) a absorpcniho spektra
komplexu (Cervena).

Upraveno dle: Filipsky et al, 2013
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Prakticky byly béhem stanovovani stechiometrie komplexu komplementarni
metodou vodné roztoky Cu?" po dobu dvou minut michany s roztokem testované latky
v rtiznych koncentra¢nich pomérech DHSA : méd’ (od 0,25:1 do 6:1, Obr. 14) s konstantni
koncentraci médi (0,02 mM pii pH 4,5 a 5,5 a 0,01 mM pfii pH 6,8 a 7,5). Slepy vzorek

byl shodny s Jobovou metodou.

B méd
B testovana
' ' l latka
5 NN N

k NN N M N M . : .
+ s s 05 . s o b s . .
0?"? o7 Yo v o e

celkova molarni koncentrace

o
molarni koncentra¢ni poméry

Obr. 14: Pomeéry zndzornujici provedeni komplementarni metody

5.2.8 Matematicka a statisticka analyza

Vsechna méteni byla vzdy provadéna nejméné dvakrat, a to s riiznymi zasobnimi
a pracovnimi roztoky.

Vyhodnoceni Jobovy metody bylo provedeno pomoci maxima absorbance
komplexu. Pomér DHSA : méd’, kdy je naméfena nejvyssi absorbance pii vinové délce
absorpéniho maxima komplexu, odpovida stechiometrii komplexu. Ten ve vysledném
grafu odpovidé zlomu, kdy absorbance uz dale neroste a naopak klesa.

V ptipadé komplementarni metody byly do grafu navic naneseny teoretické kiivky
absorbance nejvice pravdépodobnych stechiometrii komplexti vypocitanych pomoci
molarnich absorpénich konstant DHSA a jeho komplexi s médi v riznych pH.

Molarni absorpéni konstanta komplexu k. se vyuziva k vypoétu absorbanci
pfi pozadovanych koncentra¢nich pomérech (rovnice 11) a k sestaveni teoretické kiivky

komplexu znazornujici ptipad, kdy by byly piitomny, jak latka, tak kov, v idealnich
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koncentracich pro tvorbu komplexu (Obr. 15).

Acal = Cpusa k¢ (I11).

Koncentrace ve vzorci koresponduje s molarnim koncentratnim pomeérem. Jelikoz
koncentrace médi je vzdy konstantni, pak molarni koncentracni pomér 1:1 znaceny
ve vyslednych grafech 1 odpovidéa ¢ (Cu) = ¢ (DHSA), moléarni koncentra¢ni pomér 2:1
znaceny 2 odpovida ¢ (DHSA) =2 ¢ (Cu) atd.

Molarni absorp¢ni konstanta ¢isté latky kg se vyuziva k vypoctu teoretickych
kiivek jednotlivych stechiometrii. Naptiklad pro kiivku znazoriujici stechiometrii 1:1
(Obr. 15) se pouziva nasledujici vypocet absorbance (rovnice 12), vychazejici
z ptedpokladu, ze od vzorku s pomérem latka:kov =1:1 jiz absorbance roste pouze

v zavislosti na pfidadvané nezreagované substanci (vSechen kov je jiz zchelatovan):
A = A1 + (Cpridavany pasa — CpHsapri1:1) * Ks (12).
Analogicky se sestavi ostatni teoretické kiivky. Podobnost zanesenych namétenych

absorbanci s teoretickymi kiivkami (Obr. 15) pak odhaluje hledanou stechiometrii

pii raznych molarnich koncentra¢nich pomérech (Filipsky et al, 2013).

s line of complex

-~

absorbance
-

L T T T T 1
1:1 2:1 31 4:1 5:1 6:1
maolar concentration ratio

Obr. 15: Komplementdrni metoda V. Cernd kiiivka zndzoriiuje absorbanci vytvoreného
komplexu za predpokladu idedlnich koncentraci latky a kovu. Svétle Seda kiivka odpovida
absorbanci komplexu o stechiometrii 1:1, Seda krivka predstavuje absorbance komplexu
o stechiometrii 2:1 a tmavé Seda krivka ilustruje absorbance komplexu
o stechiometrii 3:1.

Prevzato z: Filipsky et al, 2013
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Vsechna data jsou vyjadiena jako prumér + smérodatna odchylka vypocitana podle

x— X)?2 . ., o, _ N o vy
vzorce /%, kde x je kazdd naméfend hodnota, X vyjadiuje primér vSech

naméfenych hodnot a n vyjadiuje pocet vzorkd.
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6 Vysledky

V prvnim kroku bylo otestovano, zda dochézi po piidani méd’nych nebo méd'natych

ionti k DHSA ke zméné absorp¢niho spektra. Posun absorp¢niho spektra totiz znamena

pravdépodobnou tvorbu komplexu. V zadném piipad¢ po pridani méd’nych iontl nedoslo

k posunu absorpéniho maxima DHSA (Obr. 16-19, Tab. 4) a tvorba komplexu je tedy

nepravdépodobnd. Naopak po pridavku médnatych iontd doslo ve vSech pH k posunu

absorp¢niho maxima DHSA (Obr. 20-23, Tab.5).

Tab. 4: Vinové délky absorp&nich maxim DHSA samotného a po ptidani Cu”.

pH 4,5 pH5,5 pH 6,8 pH 7,5
DHSA DHSA + Cu* DHSA DHSA + Cu* DHSA DHSA + Cu* DHSA DHSA + Cu*
369 nm 369 nm 369 nm 369 nm 369 nm 369 nm 369 nm 369 nm

Tab. 5: Vinové délky absorpénich maxim DHSA samotného a po piidani Cu*

pH 4,5 pH 5,5 pH 6,8 pH 7,5
DHSA | DHSA + Cu?* | DHSA DHSA + Cu?* | DHSA | DHSA + Cu?* | DHSA | DHSA + Cu?**
369 nm 415 nm 369 nm 417 nm 369 nm 422.5 nm 369 nm 425 nm
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Obr. 16: Porovndni absorpcnich spekter DHSA s a bez Cu' pri pH 4,5. Absorpcni spektra
DHSA (modrd) a DHSA + Cu' (Cervend) s absorpénimi maximy pii 369 nm. Nedoslo
k posunu absorpcniho spektra a tvorba komplexu je tedy nepravdépodobna. Findlni

koncentrace DHSA byla 40 uM, respektive 50 uM. Koncentrace Cu' byla 500 uM.
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Obr. 17: Porovnani absorpcnich spekter DHSA s a bez Cu' pri pH 5,5. Absorpcni spektra
DHSA (modrd) a DHSA + Cu' (Cervend) s absorpénimi maximy pii 369 nm. Nedoslo
k posunu absorpcniho spektra a tvorba komplexu je tedy nepravdépodobnd. Findlni

koncentrace DHSA byla 20 uM, respektive 33 uM. Koncentrace Cu' byla 500 uM.
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Obr. 18: Porovndni absorpcnich spekter DHSA s a bez Cu' pii pH 6,8. Absorpcni spektra
DHSA (modrd) a DHSA + Cu' (Cervend) s absorpénimi maximy pii 369 nm. Nedoslo
k posunu absorpcniho spektra a tvorba komplexu je tedy nepravdeépodobna. Findlni

koncentrace DHSA byla v obou pripadech 50 uM. Koncentrace Cu" byla 500 uM.
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Obr. 19: Porovndni absorpcnich spekter DHSA s a bez Cu' pri pH 7,5. Absorpcni spektra
DHSA (modrd) a DHSA + Cu' (Cervend) s absorpénimi maximy pii 369 nm. Nedoslo
k posunu absorpcniho spektra a tvorba komplexu je tedy nepravdépodobnd. Findlni

koncentrace DHSA byla 20 uM, respektive 50 uM. Koncentrace Cu' byla 500 uM.
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Obr. 20: Porovndni absorpcnich spekter DHSA s a bez Cu?" pri pH 4,5. Absorpcéni
spektra DHSA (modrd) s absorpcnim maximem pri 369 nm a DHSA + Cu’" (ervend)
s absorpcnim maximem pri 417 nm. Posun absorpcniho spektra znaci tvorbu komplexu.
Findlni koncentrace DHSA byla 30 uM, respektive 33 uM. Koncentrace Cu’" byla
500 uM.
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Obr. 21: Porovndni absorpénich spekter DHSA s a bez Cu’" pri pH 5,5. Absorpcni
spektra DHSA (modrd) s absorpcnim maximem pii 369 nm a DHSA + Cu’" (Cervend)
s absorpcnim maximem pri 417 nm. Posun absorpcniho spektra znaci tvorbu komplexu.
Findlni koncentrace DHSA byla 20 uM, respektive 33 uM. Koncentrace Cu’" byla
500 uM.
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Obr. 22: Porovndni absorpcnich spekter DHSA s a bez Cu?" pri pH 6,8. Absorpcéni
spektra DHSA (modrd) s absorpcnim maximem pri 369 nm a DHSA + Cu’" (Cervend)
s absorpcnim maximem pri 422,5 nm. Posun absorpcniho spektra znaci tvorbu komplexu.
Findlni koncentrace DHSA byla 60 uM, respektive 33 uM. Koncentrace Cu’" byla
500 uM.
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Obr. 23: Porovndni absorpénich spekter DHSA s a bez Cu’" pri pH 7,5. Absorpcni
spektra DHSA (modrd) s absorpcnim maximem pii 369 nm a DHSA + Cu’" (Cervend)
s absorpcnim maximem pri 425 nm. Posun absorpcniho spektra znaci tvorbu komplexu.
Findlni koncentrace DHSA byla 60 uM, respektive 83 uM. Koncentrace Cu’" byla
500 uM.
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V druhém kroku byly zjistovany stechiometrie komplextt DHSA s méd’natymi
ionty, a to pomoci dvou metodik. Pfi pH 4.5 ukazaly ob¢ metodiky, ze DHSA chelatuje
s Cu®" ionty pii pH 4,5 v chelataénim poméru 2:1, ktery se pti nadbytku DHSA méni
na pomér 3:1, DHSA : Cu?" (Obr. 24 a Obr. 25). Pii pH 5,5 byl chelata¢ni pomér stanoven
Jobovou metodou na 2:1 ménici se pii nadbytku v 3:1, zatimco komplementarni metoda
ukézala pfimo na pomér 3:1 (Obr. 26 a Obr. 27). Pfi pH 6,8 a 7,5 byl chelata¢ni pomér
obéma metodami stanoven na 2:1 (Obr. 28-31). VSechny vysledné chelatacni poméry
pii vSech pH jsou shrnuty v Tab. 6.

S Cu'" ionty nebyl stanoven chelata¢ni pomér pii zddném pH, protoze jak bylo

uvedeno, chelatace neprobéhla (Obr. 16-19).

Tab. 6: Poméry, v kterych chelatuje DHSA s Cu **pfi jednotlivych pH.

DHSA + Cu® pH 4,5 pH 5,5 pH 6,8 pH 7,5
Jobova metoda 2:1 — 3:1 2:1 — 3:1 2:1 2:1
Komplementarni metoda 2:1 — 3:1 3:1 2:1 2:1
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Obr. 24: Stanoveni stechiometrie komplexu DHSA : Cu?" pii pH 4,5 pomoci Jobovy
metody. A) llustrativni spektrum Jobovy metody. B) Vyhodnoceni Jobovy metody. Data
Jsou vyjddiend jako priimér + smérodatnd odchylka. Koncentrace Cu®" se ve vzorcich
meénila od 80 po 14 uM, zatimco koncentrace DHSA byla 20-86 uM. Graf naznacuje

tvorbu komplexu 2:1, ktery se meni na 3: 1.
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Obr. 25: Stanoveni stechiometrie komplexu DHSA:Cw’" pri pH 4,5 pomoci
komplementdarni metody. A) llustrativni spektrum komplementdrni metody. B)
VWhodnoceni komplementarni metody. Data jsou mérena pri vinové délce absorpcniho
maxima komplexu 415 nm a vyjadrend jako primér + smérodatna odchylka. Koncentrace

Cu’" byla ve vsech vzorcich 20 uM, zatimco koncentrace DHSA se ménila od 5 do 120 uM.

41



{ DHSA:Cu?" 0,25:1
L4+ DHSA:Cu?* 0,5:1
DHSA:Cu?" 0,75:1
_ DHSA:Cu?" 1:1
1,0~ ——DHSA:Cu?" 1,5:1
! ——DHSA:Cu?" 2:1
DHSA:Cu?" 3:1
DHSA:Cu?' 4:1
DHSA:Cu?" 5:1
~——DHSA:Cu?" 6:1

Absorbance
uO
o0
1

1 - i = ~ === P
300 400 500 600
A (nm)

0,57

0.4

0,31

0,24

Absorbance

0,14

0,04

v Vv
o 1 @ G 4 s

koncentra¢ni pomér DHSA: Cu?

Obr. 26: Stanoveni stechiometrie komplexu DHSA : Cu?" pri pH 5,5 pomoci Jobovy
metody. A) llustrativni spektrum Jobovy metody. B) Vyhodnoceni Jobovy metody. Data
Jjsou vyjadrend jako primér + smérodatnd odchylka. Koncentrace Cu’" se ve vzorcich
meénila od 80 po 14 uM, zatimco koncentrace DHSA byla 20-86 uM. Graf ilustruje tvorbu

komplexu 2:1, ktery se meni na 3:1.
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Obr. 27: Stanoveni stechiometrie komplexu DHSA:Cu’" pri pH 5,5 pomoci
komplementdarni metody. A) Ilustrativni spektrum komplementdrni metody. B)
Vwhodnoceni komplementdarni metody. Data jsou mérena pri vinové délce absorpcniho
maxima komplexu 417 nm a vyjadrend jako primér + smérodatnda odchylka. Koncentrace

Cu’" byla ve vsech vzorcich 20 uM, zatimco koncentrace DHSA se ménila od 5 do 120 uM.
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Obr. 28: Stanoveni stechiometrie komplexu DHSA : Cu’* pii pH 6,8 pomoci Jobovy
metody. A) llustrativni spektrum Jobovy metody. B) Vyhodnoceni Jobovy metody. Data
Jsou vyjddiend jako priimér + smérodatnd odchylka. Koncentrace Cu®" se ve vzorcich
meénila od 80 po 14 uM, zatimco koncentrace DHSA byla 20-86 uM. Graf ukazuje na
tvorbu komplexu 2: 1.
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Obr. 29: Stanoveni stechiometrie komplexu DHSA:Cw’" pri pH 6,8 pomoci
komplementdarni metody. A) llustrativni spektrum komplementdrni metody. B)
VWhodnoceni komplementarni metody. Data jsou mérena pri vinové délce absorpcniho
maxima komplexu 422,5 nm a vyjadrend jako primer + smérodatnd odchylka.
Koncentrace Cu’* byla ve viech vzorcich 10 uM, zatimco koncentrace DHSA se ménila

od 3 do 60 uM.
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Obr. 30: Stanoveni stechiometrie komplexu DHSA : Cu’" pii pH 7,5 pomoci Jobovy
metody. A) llustrativni spektrum Jobovy metody. B) Vyhodnoceni Jobovy metody. Data
Jsou vyjddiend jako primér = smérodatnd odchylka. Koncentrace Cu’* se ve vzorcich

menila od 80 po 14 UM, zatimco koncentrace DHSA byla 20-86 uM. Graf znaci tvorbu
komplexu 2:1.

46



DHS:AZCLF+ 0,25:1 DHSA.Cu2+ 2:1
DHSA:Cu>* 0,5:1 DHSA-Cu 3:1
0,5+ DHSA:Cu>* 0,75:1 — DHSA-Cu® 41
DHSA:Cu** 1:1 DHSA-Cu* 5-1
0,4_ DHSAZCU2+ 1,5:1 DHSACu2+ 61
3 DHSA:Cu*" 2,5:1
s 037 DHSA:Cu** 2,75:1
s DHSA:Cu* 3,5:1
2 0,2+ DHSA:Cu** 4,5:1
< DHSA:Cu** 5,5:1
0,1-
0,0+
| I I — I
300 400 500 600
A (nm)
B
0,450
4
8:328 Ptimka neomezené tvorby komplexu
0,300 + Naméfend data
» 0-250 Vypogitany pomér 3:1
£ 0,200 NP
£ 0’150 R * ¥+ Vypocitany pomér 2:1
§ ’ $82 * X Vypocitany pomér 1:1
< 0,100 Z
0,050 *
0,000+ et TE
20,050 1 2 3 4 5 6 7
koncentra¢ni pomér DHSA:méd’

Obr. 31: Stanoveni stechiometrie komplexu DHSA : Cu’' pri pH 7.5 pomoci
komplementdarni  metody. A) llustrativni  spektrum  komplementdarni  metody.
B) Whodnoceni komplementdrni metody. Data jsou mérena pri vinové délce absorpcniho
maxima komplexu 425 nm a vyjadrend jako priimér = smeérodatna odchylka. Koncentrace

Cu’" byla ve v§ech vzorcich 10 uM, zatimco koncentrace DHSA se ménila od 3 do 60 uM.
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7 Diskuze

V soucasné¢ dob¢ existuje jen omezené mnozstvi dostupnych klinicky
pouzivanych chelatori médi vyuzivanych v terapii nadmémého mnozstvi médi
v organismu, a proto je hledani novych latek v této oblasti stale zddouci. DHSA pfitahuje
pozornost jako pfirodni latka, kterd je soucasti extraktu ostropestice marianského,
jenz je v posledni dobé zkoumany pro své mnohé mozné pozitivni G€inky na lidsky
organismus.

Vyzkumem latek z ostropestice maridnského a jejich interakci s kovy se jiz
nékteré studie zabyvaly. Studie Borsari et al, 2001 je zaméfena na interakci silybinu
(DHSA je jeho derivatem) s Zelezem v nekompetitivnich podminkach a prokazala jeho
chelata¢ni aktivitu ve vztahu k Zelezu. Existuji 1 dal$i studie podporujici jeho potencidlni
vyuziti v chelataéni terapii pti nadbytku Zeleza. Naptiklad béhem studie Hutchinson et al,
2010 bylo zjisténo, ze konzumace silybinu s jidlem, do kterého bylo ptidano zelezo, vede
ke snizeni postprandialni zvySené hladin¢ zeleza v séru ve srovnani s vodou a ¢ajem
u pacientll s dédi€nou hemochromatézou. Silybin ma tedy potencial sniZit vstiebavani
zeleza.

Relevantnich studii zabyvajici se interakci s médi je vSak méné. Studie
Zatloukalova et al, 2011 se zabyva tvorbou komplexu silybinu s médi pomoci ex situ
voltametrie. Nicméné stidle neni mnoho zndmo o mozné chelataci ostatnich
silymarinovych flavonolignanii, obzvlasté v podobé¢ Cistych stereoizomerd. Proto byla
vlastnostni komplexu, jednoho z ¢istych stereoizomerti — DHSA.

Piedpoklad chelata¢ni aktivity DHSA vychazi ze studie Riha et al, 2014, které
definovala funkéni chelataéni skupiny zakladniho flavonoidniho jadra. Jedna
se 0 hydroxy-skupiny (v polohach 3 nebo 5) a keto-skupinu v poloze 4. Méd’ je pak
vazana jednim z téchto hydroxyli a zminénou keto skupinou.

Stechiometrie komplexu v této studii byla zjiSténa dvéma nekompetitivnimi
metodami. VyuZziti dvou metod umoziuje potvrzeni ziskanych vysledki. Vedle znamé
a oblibené Jobovy metody byla pouzita komplementarni metoda popsana poprvé ve studii
Filipsky et al, 2013. Tato metoda se v porovndni se standardni Jobovou metodou jevi
vyhodna zejména v piipadech slabSich chelatori. Obéma metodami byly pozorovany
témet totozné vysledky. Maly rozdil byl pouze pti pH 5,5, kde komplementarni metodou
byla zjiSténa stechiometrie 3:1, zatimco pii Jobov€ metod¢ byl vysledny pomér 2:1

ménici se v 3:1. Divodem je rozdilny princip téchto dvou metod. Ménici se stechiometrie
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se obcas vyskytuje v disledku nadbytku testované latky. Vysledné stechiometrie se také
lisily v zavislosti na testovaném pH prostfedi. To bylo zvoleno tak, aby odpovidalo
fyziologickym i patofyziologickym podminkam (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5). VSechny hodnoty
odpovidaji hodnotam pH vyskytujicim se v gastrointestindlnim traktu. Kyselé pH se navic
fyziologicky vyskytuje v riznych télesnych kompartmentech, jako naptiklad lysozomech
¢i zaludku. Patologicka acid6za byla detekovana pti zdnétlivych stavech vcetné akutniho
infarktu myokardu (ischemie) a nadort (Parolini et al, 2009; Ambrosio et al, 1987).

Vysledky této prace se staly soucasti studie Tvrdy et al, 2018 zamétujici
se na interakci isolovanych flavonolignani s zelezem a médi. V ramci této studie
probéhlo navic testovani chelatace DHSA v kompetitivnich podminkach. Princip
kompetitivnich metod spoc¢iva v kompetici s indikatory, které jsou silnymi chelata¢nimi
¢inidly, o vazbu ke kovu. Tyto metody ndm hodné napovidaji o afinité testované latky
ke kovu vi¢i jinym chelataénim ¢inidlim a stabilit¢ komplexu.

V mirné kompetitivnich podminkach DHSA prokazal nejvétsi chelatacni aktivitu
ze vSech flavonolignanii a pfedpokladana stechiometrie komplexu byla urcena
na 3:1 pfi pH 5,5 a na 2:1 pfi pH 6,8. Pfi pH 7,5 stechiometrie nebyla stanovena kvili
nizké afinit¢ chelatoru k médi, respektive jeho neschopnosti udrzet si tento kov
v ptitomnosti indikdtoru hematoxylinu. V porovnani s touto praci byly tedy pozorovany
obdobné vysledky s malymi rozdily pti pH 5,5, kdy se pfi stanoveni Jobovou metodou
ménila stechiometrie z 2:1 na 3:1, a navic bylo moZné nekompetitivnimi metodami urcit
stechiometrii komplexu pfi pH 7,5. Obé metodiky Ize tedy vhodné kombinovat,
nekompetitivni metodiky jsou schopny urcit tvorbu komplexu a kompetitivni ukézat,
zda je tento komplex stabilni. V nasem ptipadé¢ byla v siln¢ kompetitivnich podminkéch
za pouziti indikator BCS chelata¢ni aktivita DHSA nevyrazna a stechiometrie nebyly
uréeny vzhledem k neschopnosti DHSA udrZet komplex s médi v pfitomnosti silného
chelatoru. Proto 1ze DHSA povaZovat pouze za slaby az stiedné silny chelator Cu?*.

Kompetitivni metody se pouZivaji také pro hodnoceni redukéni aktivity vzhledem
ke kovu. Redukéni aktivita je diileZita pro komplexni pohled na kone¢ny biologicky efekt.
Ten se odhaduje velmi obtizné, protoZze mnoho sloucenin obsahujici flavonoidni jadro
mohou mit redukéni 1 chelatacni aktivitu, coZ bylo prokdzano mimo jiné pravé ve studii
Tvrdy et al, 2018. V radmci studie se zjistila stiedné silnd redukcéni aktivita DHSA
vzhledem k médi v porovnéni s ostatnimi flavonolignany.

Pfi vyzkumu novych chelatori médi nas také zajima selektivita dané latky
k iontim meédi, aby pfi terapeutickém pouziti nedochazelo k nezadoucim u¢inkim,

jako je snizeni mnozstvi jinych, pro organismus esencialnich ionti, mezi které patii
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naptiklad ionty Zeleza ¢i zinku. Ve studii Tvrdy et al, 2018 byla prokdzana afinita DHSA
k iontiim zeleza.

Ackoliv tedy DHSA prokézal chelata¢ni aktivitu vaci médi, potencidl vyuziti
DHSA v terapii nadbytku médi v organismu by mohla vyloucit jeho nedostate¢nd afinita
a selektivita k témto iontéim a také redukéni aktivita, ktera mize zpisobit pfeménu Cu®*
na Cu’, a tim potencovat toxickou Fentonovu reakci. AvSak i redukeni aktivita by mohla
nalézt terapeutické vyuziti. Vzhledem k tomu, Ze se zdd, ze mnoho zhoubnych nadort
obsahuje zvysené¢ mnozstvi meédi, mohou byt slabé chelatory vytvarejici redoxné¢ aktivni
komplexy potencujici Fentonovu reakci, a tim zesilujici oxidacni stres s naslednou
apoptdzou nebo nekrézou narodové buiky v budoucnosti vyzkouseny jako protinddorova
lé¢iva (Kurz et al, 2010).

Vzhledem ke smiSené chelatatni a redukcni aktivité by bylo vhodné déle
analyzovat aktivitu DHSA vi¢i médi otestovanim vysledného u¢inku na Fentonové

reakci, abychom ziskali hlubsi pohled na jeho potencialni ucinky na lidsky organismus.
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8 Zavér

Béhem této prace bylo zjisténo, Ze testovana latka 2,3-dehydrosilybin A je
schopna chelatovat Cu®* pii pH 4,5; 5,5; 6,8 a 7,5. Obé metody ke stanoveni stechiometrie
komplexu — Jobova metoda a Komplementarni metoda ndm umoznily pozorovat témef
totozné vysledky. Vysledny chelataéni pomér DHSA : Cu?* byl 3:1 nebo 2:1, ménici se
v zavislosti na nékterych podminkach na 3:1. Oproti tomu schopnost chelatovat Cu”
nebyla pozorovana za zadnych testovanych podminek pH.

Tyto in vitro vysledky mohou byt v budoucnu pouzity pro blizsi charakteristiku
testovani u¢inku silymarinového flavonolignanu DHSA na absorpci médi v bunéénych
kulturach a in vivo. Pro bliz8i charakteristiku anti- nebo pro-oxidacnich vlastnosti DHSA
by bylo vhodné analyzovat chovani komplextt DHSA s ionty médi za podminek médi

katalyzované Fentonovy reakce.
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