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Pouzité zkratky

AD Alzheimerova choroba (z angl. Alzheimer’s disease)
AChE Acetylcholinesteraza (z angl. AcetylCholinEsterase)
AGEs konecné produkty pokrocilé glykace

(z angl. Advanced-Glycation End products)
APP amyloidovy prekurzorovy protein

(z angl. Amyloid Precursor Protein)
ATOX1 antioxidacni chaperon médi

(z angl. Antioxidant 1 Copper Chaperone)
ATP7A  adenosintrifosfataza prenasejici Cu, kédovana genem ATP7A
ATP7B  adenosintrifosfataza prenasejici Cu, kddovana genem ATP7B
BCS disodna s(il bathocuproindisulfonové kyseliny
CCs1 chaperon médi pro superoxid dismutazu 1

(z angl. human Copper Chaperone for Superoxid dismutase 1)
ChAT cholinacetyltransferaza (z angl. Cholin AcetylTransferase)
CNS centrdlni nervovy systém

(z angl. Central Nervous System)
COX cytochrom c-oxidaza

(z angl. Cytochrome c Oxidase)
COX11 chaperon médi pro cytochrom c-oxidazu COX11

(z angl. Cytochrome c Oxidase copper chaperone COX11)
COX17 chaperon médi pro cytochrom c-oxidazu COX17

(z angl. Cytochrome c Oxidase copper chaperone COX17)
Ccp ceruloplasmin
CTR1 specificky transportér 1 Cu®* (z angl. Copper Transporter 1)
CuZnSOD superoxid dismutaza 1
CYP cytochrom P450

DBH dopamin 8-hydroxylaza



DMSO dimethylsulfoxid
ECSOD  extracelularni superoxid dismutaza
(z angl. Extracellular Superoxid Dismutase)
HA hydroxylamin hydrochlorid
HEM hematoxylin
HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin ethansulfonova kyselina)
HuPrPC  lidsky prionovy protein (z angl. Human Prion Protein)
HuPrPSC patogenni forma lidského prionového proteinu
(z angl. Human Prion Protein Scrapie)
PD Parkinsonova choroba (z angl. Parkinson’s disease)
Scol chaperon syntetizujici cytochrom c-oxidazu 1
(z angl. Synthesis of Cytochrome c Oxidase 1)
Sco2 chaperon syntetizujici cytochrom c-oxidazu 2
(z angl. Synthesis of Cytochrome c Oxidase 2)
SOD superoxid dismutaza
SOD1 superoxid dismutdza 1

WD Wilsonova choroba (z angl. Wilson’s disease)



1 Uvod

Ackoliv se méd v lidském organismu vyskytuje pouze ve stopovém
mnozstvi, je pro naSe télo velice dllezitd. Tento element patfici mezi
nejhojnéji obsazené stopové prvky v lidském téle je soucasti mnoha
od starovéku, at uz v podobé médénych predmétl, nadob ¢i riznych slitin
médi.! Malokdo si je viak védom duleZitosti tohoto uslechtilého kovu
v lidském téle. Méd' je télu prospésna pouze ve stanoveném mnozstvi.
Do téla je pfijimana nejcastéji potravou?, a proto je dileZité dbat na pestré
stravovani, abychom si sami neskodili vysokym ¢i nizkym pFijmem médi. Pfi
jejim nadbytku ¢i nedostatku muize dochazet krlznym patologickym
staviim, napfiklad k nadorovym ¢i kardiovaskularnim onemocnénim
a daldim jinym zadvainym chorobdm.! Nékterym nemocem se mlZeme
snazit predchazet, vétsina je vSak genetického plvodu. Mezi dédicné
choroby fadime napfiklad vieobecné zndmou Wilsonovu chorobu (WD),
Je-li vSak méd pfijimdna pouze v doporucenych dennich davkach
a nevyskytla-li se chyba v genové vybavé ¢lovéka, stava se pro télo velice
prospésnou. Tento stopovy prvek je soucasti mnoha dulezitych
kuproenzym(, kterymi jsou napftiklad ceruloplasmin (CP), cytochrom
c-oxidaza (COX), superoxid dismutdza (SOD) atd.>® At uZ kuproenzymy
chrani bunky téla prfed oxidacnim stresem, nebo se podileji na jejim
transportu a vylucovani z téla ¢i na tvorbé energie, jsou nezbytnou soucasti
lidského organismu a bez médi by se tyto fyziologické pochody nemohly
uskutecnit. V ramci této prace byla zkoumana chelatace a redukce médi,
které patfi mezi dllezité chemicko-fyzikalni procesy. Stanoveni chelatace
a redukce pfrispiva k poznani dalsich viastnosti latek, které by mohly byt

v budoucnu prospésné pfi lécbé nékterych chorob.



2 Cil prace

Cilem této diplomové prace je zmérit méd-chelatacni a méd-redukujici
ucinky  vybranych protoberberinovych (berberin-chlorid, kanadin,
korydalin, skulerin, sinaktin, stylopin, tetrahydropalmatin) a protopinovych
(allokryptopin, protopin, korykavamin, kryptopin) alkaloidl pfi rdznych
pH a urcit vztahy mezi jejich strukturou a méd-chelatacni a méd-redukéni

aktivitou.
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3 Teoreticka cast

3.1 Vyznam médi v lidském organismu

Pro spravnou funkci lidského organismu je potfeba mnoho rdznych
faktord. Je to velmi slozity kompartment, jehoZz nedilnou soucasti jsou
chemické prvky, mezi které mUZeme zaradit makroelementy i stopové
prvky. Méd je fazena mezi uslechtilé kovy, v periodické tabulce se nachazi
v 1. B skupiné jako stfibro a zlato, které se vyznacuji podobnymi
vlastnostmi. Se zinkem a niklem patfi k nejvice zastoupenym stopovym
prvkim v téle.! Tento pfechodny kov je potfebny pro normalni vyvoj, rast
a funkci organismu.? Je daleZity pro vyvoj kostry, podili se na spravné
tvorbé pojivovych proteind, jimiZ jsou elastin a kolagen.” V mnoha studiich
byly prokazany antibakterialni (napf. proti E. coli, Staphylococcus aureus),
antimykotické (napf. proti Candida albicans)®® a antivirotické (nap¥. proti
polio viru, herpes simplex viru)® Géinky médi. Extrémni citlivosti
mikroorganismi na méd je vyuZzivdano vramci neustale zvysujici
se rezistence na bézné uzivand antibiotika.?

Vystaveni &lovéka médi je povazovano za relativné bezpeéné.? Slitiny
na bazi médi jsou vyuzivany ve stomatologii. Amalgamy s vy$sim obsahem
médi jsou méné nachylné ke korozi. V lidovém l|éCitelstvi jsou vyuZivany
médéné ndaramky, které slouZi k1é¢bé bolesti svali a kloubld.! U Zen
jerozSiteno zavadéni nitrodéloznich télisek smédi k zabranéni
neplanovaného poceti.t?

Koncentrace tohoto stopového prvku byvaji nizsi v télnich tekutinach
nez v burikdch, vyjimkou je Zlu¢ a mozkomidni mok.? Lidsky organismus
obsahuje cca 70-80 mg médi'3. U muzl se koncentrace mikroelementu
v krvi pohybuje v rozmezi 0,614-0,970 mg/|, u Zen 0,694-1,030 mg/I.*4

V orgdnovém zastoupeni se nejvétsi koncentrace nachdzeji v ledvindch,

mozku, srdci, kosternim svalstvu a jatrech, ktera jsou hlavnim organem
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podilejicim se na metabolismu médi.> Méd do organismu nejéastéji
pFijimame prostfednictvim pitné vody a potravou.> Nejbohat$imi zdroji
tohoto esencialniho prvku jsou predevsim vnitfnosti, ryby, korysi, mékkysi,
ofechy a lusténiny.? K udrzeni rovnovahy u dospélého ¢lovéka je potteba
priblizné 1,6 mg Cu/den. Déti od narozeni do 6 mésicl véku by méli pfijimat
cca 0,4 mg denné.'®> Pro muze i Zeny je odhadovany bezpeény pfijem médi
stanoven na 1,5-3 mg/den.” Biologicky polo¢as rozpadu médi ze stravy
je 13-33 dni. Za toxickou koncentraci v téle se povazuje poziti 1 g Cu. Letalni
ddvka je stanovena na 10-20 g médi.!

3.2 Fyziologie médi v lidském téle

Funkce jednotlivych organovych soustav v téle jsou vzajemné propojeny.
Jedna se o velmi sloZity systém, ve kterém méd' hraje dulezitou roli. Podili
se napriklad na spravné funkci centralniho nervového systému, syntéze
hemoglobinu, vyvoji pojivové tkané a oxidativni fosforylaci.3

Méd je soucdsti mnoha sloucenin. V zivych organismech se vyskytuje
ve dvou oxidaénich stavech: Cu* a Cu?'. V biologickych systémech
je pfitomna pFevainé forma Cu?*, jelikoZ v pFitomnosti kysliku & jinych
elektronovych akceptord se Cu* snadno oxiduji na médnaté ionty.'®
Schopnost médi reverzibilné pfijimat a odevzdavat elektrony hraje hlavni
roli pti odstranovani radikal( z organismu, ¢imzZ je chranéno lidské télo.
Méd' je hlavni sloZzkou katalytickych center rlznych redoxnich enzymd,
a proto je nezbytna pro normalni fyziologické funkce jako je bunécéné

dychani, syntéza melaninu a bunéény metabolismus Zeleza.'’
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3.2.1 Enzymy obsahujici méd’

V lidském organismu se vyskytuje mnoho mist, kde se nachazi tento
stopovy prvek. In vivo je témér vidy vazan na specifické enzymy a proteiny
transportujici elektrony nebo jiné malé molekuly, kde plsobi
jako kofaktor.'®18 Kuproenzymy jsou nezbytné pro fyziologické procesy
u Clovéka (Tab. ¢. 1). NejdllezitéjSimi intraceluldrnimi proteiny jsou
dopamin B8-hydroxyldza (DBH), tyrozindza a tfi dalsi proteiny
vSudypfitomné v pfirodé, kterymi jsou COX, SOD a metalothionein,
mezi extracelularni proteiny patfi CP, cozZ je dulezity reaktant akutni faze
a transportni protein v plazmé a lysyl oxidaza.®

Ceruloplasmin

Za normalnich stravovacich podminek vstupuje nejvétsi ¢adst médi z potravy
do jater, kde je vdzana na CP, ktery je zde syntetizovan hepatocyty.'®
Do plasmy je vylu¢ovan v podobé holoceruloplasminu, ktery obsahuje
6-7 atom0 Cu na molekulu.?® Méd se zde vyskytuje v oxidované podobé,
a proto nedochazi k tvorbé hydroxylovych radikala.”

Tento a-2-globulin o hmotnosti 132 kD je hlavnim proteinem vazajicim
méd, je zodpovédny za jeji transport do bunék a vylucovani ztéla
(Obr. €. 1).2 Je schopen navézat cca 95% médi v séru, zbytek médi tvofi
komplexy s jinymi proteiny.? Vétdina Cu v krvi je ve formé CP, ktery zde
uplatfiuje svou feroxiddzovou aktivitu, oxiduje Fe?* na Fe3* pfed vazbou
na transferin, ¢imZ usnadriuje odtok Zeleza z tkani.?%%?

Jelikoz patfi mezi pozitivni reaktanty akutni faze, byvaji jeho plazmatické
koncentrace béhem zdnétu, infekce a dalSich patologickych stavl u ¢lovéka

zvysené.?
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Dietary Cu — Fecal Cu

=~ 1.56 mg/d » =1.5mg/d
2
g | 5 mg/gr:25 mdd
Yo}
N~
)
v
= A
Whole body = 110 mg Liver Cu
=10 mg Sweat &
I desquamation
# =~ 0.04 mg/d
ceruloplasmin
Muscle Cu
=28mg \ lT
\ Urinary Cu
Skeletal Cu < Clasmaly  ————> =~0.02mg/d
=~ 46 mg EEEEm— [Cul =1 ug/m

60-95 % as ceruloplasmin

Obrazek. ¢. 1: Transport médi v téle pomoci ceruloplasminu?*

Superoxid dismutaza

Enzymem zodpovédnym za odstrafiovani aniont(l superoxidu, patficiho
mezi vysoce toxické reaktivni formy kysliku a jeho ndaslednou preménu
na peroxid vodiku je SOD. Chrani tak bunky pfed oxidaénim stresem a také
ma kli¢ovou roli v bunééné signalizaci prostrfednictvim lokalni produkce
H,0,. U lidi jsou vyznamné pfedevsim SOD obsahujici méd' a zinek.?> Prvni
takovou izoformou SOD je extracelularni superoxid dismutdza (ECSOD)
o hmotnosti 135kDa, kterd je tetramernim proteinem.®?® ECSOD byla
poprvé objevena Marklundem v roce 1982.2° Dal3i humanni izoformou SOD
je CuZnSOD, typicky zndma jako superoxid dismutaza 1 (SOD1). Je to vysoce
stabilni enzym s molekulovou hmotnosti 32 kDa, ktery je sloZen ze dvou
podjednotek. Kazda podjednotka ma aktivni misto obsahujici iont médi
a zinku. lont médi je vaktivnim misté vazdn na Ctyfi imidazolinové

histidinové zbytky. Zinek stabilizuje strukturu proteinu. Nejvyssi hladiny
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SOD1 nalezneme v mozku, jatrech a ledvinové kife.?® SOD1 byla objevena
roku 1969 MCCordem a Fridovichem jako metaloprotein s pevné vazanym
iontem médi pfitomny v bovinnich erytrocytech. Nedlouho poté byl
v tomto kuproproteinu detekovan také zinek ?> U lidi jsou mutatni verze
SOD1 spojeny s dédi¢nou formou amyotrofické latelarni sklerdzy.®

Vyznamnou schopnosti tohoto kuproenzymu je disproporcionace
superoxidu na molekuldrni kyslik a peroxid vodiku. Jedna
se o dvoustupriovou oxidac¢né-redukéni reakci, kterd zahrnuje cyklovani
atomu médi v SOD1 z Cu?* na Cu* a poté zpét na Cu?* (Obr. €. 2). Zinek

se této reakce neucastni, ale je nezbytny pro strukturu aktivniho mista.?’

+0," —-»w+02
B

l_l_ 2'+2H+

Obrazek. ¢. 2: Dismutace superoxidu?’
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Vznikly H,0, se v pfitomnosti Fe?* ¢ Cu* redukuje a dochazi ke vzniku
vysoce aktivniho toxického hydroxylového radikdlu. Tento jev je nazyvan
Fentonovou reakci:?®

Cu* + Hy0; > Cu?* + OH ™ + OH*®

Reakce ¢. 1: Fentonova reakce?®
U nedonoSenych déti je SOD produkovdna ve velmi malém mnoZstvi,
a proto je u téchto novorozencl citlivost na kyslik vysoka.”
Cytochrom c-oxidaza
Tento enzym se nachdzi uprostfted mitochondridlni membrany,
je termindlnim enzymem elektronového transportniho retézce a redukuje
02 na vodu. Pfenos elektronl z cytochromu ¢ na kyslik je zprostifedkovan
Ctyfmi redoxnimi centry, dvéma hemy a a a3 a centry obsahujici méd
Cuaa Cus, kterd jsou soucasti sloZité struktury enzymu® Hem a a centrum
obasujici Cua prendsi elektrony a vazii cytochrom ¢, hem a3 a centrum
obsahujici Cug maji za ukol navdzat mezi sebe O; a zajistit pfeneseni ¢ty
elektrond na tuto molekulu. Vznika tak nestaly anion kysliku a ihned
dochdzi k vytvofeni vody.” Kromé toho dochazi k éerpani protond z vnitfni
strany membrany na vnéjSi stranu. Oxidaci cytochromu c¢ dochazi
k vytvareni energie, ktera je vyuzita k produkci protonového gradientu pres
membranu.?!
Lysyl oxidaza
| tento metaloprotein vyZzaduje pro svou aktivitu méd. Je nedilnou soucasti
extraceluldrni matrix organ( a tkani v téle. Hraje klicovou roli pti tvorbé,
zrani a stabilizaci pojivové tkané. Zesiténi elastinovych a kolagenovych
vldken katalyzuje kofaktor lysyl tyrosyl chinon, ktery je souéasti aktivniho

mista enzymu.?!
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Dopamin 8-hydroxylaza

Pti tvorbé katecholamin(, které jsou zapojeny do nervového prenosu,
slouzi jako klicovy enzym DBH. Enzym je spojen s noradrenergnimi
neurony, které jsou koncentrovany v locus coeruleus, mozkovém kmeni
a zadnim hypothalamu.® Katalyzuje pfeménu dopaminu na noradrenalin
za pomoci kyseliny askorbové, ktera zde slouzi jako koenzym prenosu
kysliku.?8

Tyrozinaza

Jednd se o transmembranovy kuproenzym, ktery je katalyzatorem oxidacni
premény tyrosinu, kterd vede az k syntéze melaninového pigmentu. Slouzi
také jako obranny mechanismus pfed ultrafialovym zafenim.®
Metalothionein

Protein obsahujici mnoho aminokyselin-cystein, pomoci kterych dochazi
k vazbé dvojmocnych pfechodnych kov( Zn?*, Cd?*, Cu?*. Funguje jako
ulozisté prebytkll téchto stopovych prvkl a vyznacuje se také
detoxikaénimi ucinky.®

Tabulka. €. 1: Vybrané enzymy obsahujici méd2®

Kuproenzymy Molekulovd | Katalyzovana | Tkanova distribuce
hmotnost reakce
(kDa)
SOD1 32 Superoxid -> Nejvice v mozku,
H20; jatrech, ledvinové
kare
ECSOD 135 Superoxid -> Extracelularni
H,0; matrix a tekutiny
Cytochrom 90 O+ ADP > Mitochondrie
c-oxidaza H,O + ATP
Lysyl oxidaza 32 Lysin -> Pojivova tkan
aminoadipicky
semialdehyd
Dopamin 290 Dopamin -> Sympatikus,
B-hydroxylaza noradrenalin nadledvinky
Ceruloplasmin 135 FeZ* -> Fe3* Sérum
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3.3 Metabolismus médi

3.3.1 Absorpce

Méd, kterou pfijimame ze stravy je absorbovana predevsim slizni¢nimi
burikami, které lemuji sténu tenkého stfeva, z mensi ¢asti pak ze Zaludku.?!
Absorpce zavisi na mnoha faktorech, mezi které patfi chemickd forma
médi, strava Ci interakce s jinymi kovy. ZvySené koncentrace zinku v téle
zvySuji tvorbu stfevniho metalothioneinu, ktery blokuje absorpci médi tim,
Ze s ni vytvari komplexy.! Naopak zvy$ena hladina proteinu v téle (pfijem
nad 100 g/den) zvySuje biodostupnost médi.?°

Méd' absorbovand ze stfeva je nasledné transportovana krvi, kde se vaze
na rGzné bilkoviny.3° Absorpce médi v tenkém stfevé probiha bud’ difizi,
anebo pouzitim transportnich protein(i napf. transportéru 1 divalentniho
kovu (DMT1) nebo specifického transportéru 1 pro méd (CTR1). CTR1
vyZaduje jako substrat Cu*. Vétsina médi se vyskytuje ve formé Cu?*, co?
vyZaduje pfitomnost reduktazy na jeji pfeménu.3! U lidi s normalnim
pfijmem se 55-75 % médi vstfebava a aktivné recykluje mezi zaZivacim
traktem, télnimi tekutinami a tkdnémi (zejména jatry).>®

3.3.2 Distribuce

Po absorpci médi bunkami Zaludku a tenkého stfeva dochazi k vazbé médi
na krevni prenasece. Pfi vstupu do intersticialni tekutiny a krevni plasmy
je méd' vazdna na proteiny albumin a transkuprein. Dalsim vyznamnym
proteinem vazajicim méd je kuproenzym CP. Od albuminu a transkupreinu
se lisi tim, Ze k zabudovani médi do jeho struktury dochazi jiz béhem
syntézy v jatrech, nikoli aZ v krevni plasmé. CP je schopen navazat nejvétsi
mnozstvi médi. Albumin, pfestoZe je povazovan za hlavni transportni
protein médi vplasmé, je ve skuteénosti schopen vazat pouze
cca 180 pg Cu/L. Nejméné médi je pak vazano transkupreinem (cca 12 %).°
Poté, co je méd krvi transportovana jednim z prenasecl a nasledné pomoci

CTR1 prenesena do bunécného prostiedi (hepatocyty), je dale
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distribuovana pomoci chaperont.3? Mezi chaperony fadime chaperon
pro SOD1 (CCS1), chaperon médi pro cytochrom c-oxiddzu COX17 (COX17)
a antioxidaéni chaperon (ATOX1).3® Mezi funkce CCS1 patfi zaclefiovani
médi do SOD1 a dodavani médi mitochondriim pro aktivaci cytochrom
c-oxidazy.3® CCS1 je rozpustny chaperon sloZeny ze t¥i odlisnych domén
s prevazujici  lokalizaci v cytosolu. COX17 je protein sloZeny
z 62 aminokyselinovych zbytk(. Hraje dllezitou roli pti prenosu médi
na cytochrom c-oxidazu (Obr. €. 3). Nedavné studie odhalily fascinujici
schopnost COX17 prenaset méd na dalsi chaperony, které jsou dllezZité pro
vznik cytochrom c-oxidazy, mezi které patti napriklad chaperon médi pro
cytochrom c-oxiddzu COX11 (COX11), chaperon syntetizujici cytochrom

c-oxidazu 1 (Sco1l) a chaperon syntetizujici cytochrom c-oxidazu 2 (Sco2).3*

Cytosol
Cox17 .

Inter-membrane
space

Matrix @ @ °

Labil |
@ @ abile Cu poo

Obrazek &. 3: PFenos médi chaperonem COX173*

Chaperon COX17 prenadsi méd (zelenad kulicka) do mezimembranového
prostoru mitochondrie. Z COX17 je méd' prenesena na COX11, ktera hraje
dllezitou roli pfi vzniku cytochrom c-oxidazy. DUlezitd je také aktivita Scol
a Sco2. Sco2 pusobi jako oxidoreduktaza pro Scol. Kromé médi vazané

na proteiny nalezneme v matrixu i volné se vyskytujici méd.3*
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Tretim chaperonem je ATOX1, coz je maly cytosolicky protein, ktery
existuje v roztoku jako monomer, v pfitomnosti kovl muze tvofit dimery.
Jeho funkci je preddvat méd na N-konec Cu-transportujicich
adenosintrifosfatdz kddovanych geny ATP7A a ATP7B (ATP7A, ATP7B) pro
jejich transport vsekreéni draze. Tyto ATPazy prenaseji méd pres
membranu pomoci energie ziskané hydrolyzou adenosintrifosfatu (ATP).34
Kromé transportni funkce chrani ATOX1 neuronadlni buriky pfed oxidacnim

stresem.3
3.3.3 Eliminace

V lidském organismu je hlavni cestou vyluovani médi biliarni exkrece,
kterd se podili na udrZovani homeostazy médi.! Touto cestou je vyluéovano
cca 80 % médi opoustéjici jatra.3> Urinarni exkreci je eliminovdno pouze
minimalni mnoZstvi absorbované médi.! Ustfedni roli pfi vylu€ovani
Zlu€ovymi cestami hraje protein ATP7B, ktery je exprimovdn predevsim
v jatrech a patfi mezi ATP4azy typu P. Je nutny pro Cu transport z cytosolu
do trans Golgiho sité, kde je za normalnich fyziologickych podminek
lokalizovan. V pfipadé zvySenych koncentracich Cu v téle je tento stopovy
prvek pomoci ATP7B preveden ztrans Golgiho sité do vezikuldrnich
struktur, kde dochazi k biliarni exkreci. Za hlavni zdroj biliarni médi jsou
povazovany lysozomy. Plsobi v hepatocytu jako ulozZisté prebytku médi,
nasledné svUj obsah uvoliuji pfimo do Zluci (Obr. €. 4). DalSim vyznamnym
proteinem v eliminaci Cu ztéla je ATOX1, ktery méd predava ATP7B.
Asociace mezi témito dvéma proteiny je nezbytnd pro efektivni transport

Cu 33
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Obrazek &. 4: Znazornéni metabolismu médi v hepatocytu3?

Méd' (¢erné kulicky) vstupuje do bunky pres CTR1, dale je transportovana
tfemi rliznymi cestami vazbou na chaperony ATOX1, CCS a COX17. ATP7B
je nezbytny pro dodavani médi do CP, ktery je vyluCovan do plazmy.
Dojde-li ke zvySeni koncentrace médi, ATP7B ji prfevede do vezikularnich
struktur, ¢imzZ dojde k biliarni exkreci. MURR1, téZ COMMDL1 je protein
metabolismu médi obsahujici MURR1 doménu. Jedna se o bilkovinu dosud
neznamé funkce, vyzkum naznacuje jeji vyznamnou ulohu v biliarni

exkreci.33
3.4 Patologické stavy zptisobené médi

Prestoze je méd pouze stopovym prvkem, pro nase télo je velice potfebna.
Patfi mezi zakladni nutricni elementy, je pfitomna ve vsech lidskych
burikdch a tkanich a potfebujeme ji predevSim pro spravnou funkci
bunééného metabolismu.?® Projevy nedostatku médi zahrnuji napfiklad
srdecni dysfunkce, zvysenou hladinu lipoprotein( s nizkou hustotou (LDL)
a snizenou hladinu lipoproteind s vysokou hustotou (HDL), snizeni SOD1
asnizenou clearance glukézy. Nadmérné hladiny médi inhibuji
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sulfyhydrylové skupiny na enzymech glukéza-6-fosfataza
a glutathionreduktdza, které chrani burniky pred poskozenim volnymi
radikaly. Inhibice glukdza-6-fosfatazy vede k hemolyze. Akutni otrava médi
zplUsobuje erozi epitelidlni vystelky gastrointestinalniho traktu spolu
s centrilobularni nekrézou jater a akutni tubuldrni nekrézu v ledvinach.
MuzZe také dochazet ke zméné odstinu vlasu, ztraté pokozky, nazelenalé
barvé kaze ¢i respiraCnim obtizim. PFi akutni toxicité napomaha jiz
zminovany kuproenzym metalothionein. Ve spojeni s akutni toxicitou médi
se mlUzZeme setkat také s vyskytem systémovych ucinku, kterymi mohou
byt letargie, kdma, rhabdomyolyza, mize dojit také k vyskytu hemolytické
anémie, rendlnimu selhdni, arytmiim a také k tézkym poruchdm nervové

soustavy.!
3.4.1 Nadbytek médi v téle

3.4.1.1 Alzheimerova a Parkinsonova choroba

Mnoho studii prokdzalo, Ze pficinou nevyvazené homeostazy médi mohou
byt Alzheimerova choroba (AD) a Parkinsonova choroba (PD), které se radi
mezi neurodegenerativni onemocnéni. PfestoZe jsou to nemoci zcela
odlisné, vykazuji urcité podobnosti. U obou onemocnéni hraje dlilezitou
roli CP. U pacientl s AD i PD jsou za hlavni depo médi (nenavazané na CP)
povazovany astrocyty. Astrocyty pfi  nadmérné neurotoxicité
zprostifedkované médi nejsou schopny chranit neurony a oxidacni stres tak
vede kneurodegeneraci a vzniku kognitivnich a neuromuskularnich
poruch.3® Oxidaéni stres poskozuje buriky pomoci toxickych reaktivnich
forem  kysliku vznikajicich  Fentonovou reakci®” (Rce ¢ 1).
Neuropatologickym znakem pacientl s PD jsou Lewyho téliska vyskytujici
se v mozkovém kmeni. Na jejich vzniku se podili protein a-synuklein.3® Tato
téliska souviseji se vznikem demence, avsak u PD se takové stadium vibec
nemusi vyskytnout. U samotné demence s Lewyho télisky (DLB) se této

dudevni nemoci nevyhneme.?® U lidi s onemocnénim PD déle dochazi
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v dUsledku mutace genu pro CP k ubytku feroxidazové aktivity CP, ¢imz
dochdzi k hromadéni Zeleza v substantia nigra a ndsledné vzniku
extrapyramidovych pfiznak(.3°

AD fadime mezi choroby s pozdnim nastupem. Méd je spoustécem
,amyloidni kaskady”. V pfipadé AD dochdzi ke Stépeni amyloidového
prekurzorového proteinu (APP) B8-sekretdzou a dale y-sekretdzou,
vysledkem je B-amyloid, jehoz nahromadénim vznikaji senilni plaky,
ve kterych byly také pozorovéany vysoké koncentrace médi.*° Hladiny médi
v plazmé a séru se ve stafi zvy3uji.* Existuje mnoho dikaz(, Ze v patogenezi
AD maji vyznamnou ulohu cévni onemocnéni. Cerebrovaskuldarni amyloidni
angiopatie se ukazala jako jeden z klicovych patogenickych procesl nejen
pti AD, ale i pfi vzniku vaskularni demence. Existuji také didkazy o znacné
akumulaci konecnych produktl pokrocilé glykace (AGEs) v mozkové
vaskulature pfi AD. Pacienti trpici touto chorobou maiji zvySené plazmatické
hladiny celkové médi, médi, ktera neni vdzdna na CP a médi vazané
Cervenymi krvinkami. Nékteré klinické studie prokazuji, Ze by urcité latky
vazajici méd’ napf. slouceniny odvozené od 8-hydroxychinolinu mohly byt
ucinné pfri l1écbé AD, avsak zUstava nejasné, zda terapeuticka ucinnost
téchto |ékd spodivd v jejich chelatagnich vlastnostech.*!

3.4.1.2 Aceruloplasminémie

Tato vzdcna autosomalné recesivni genetickd porucha je zplsobena
mutacemi v CP alele na chromozomu 3q, vysledkem je Uplna absence
CPvkrvi* Méd véazand na CP je nezbytnd pro odvod Zeleza
z retikuloendotelidlniho systému, jelikoZ se podili na pfeméné z Fe?* na Fe3*
v plazmé, coz je nezbytna forma pro vazbu transferinu a transportu Zeleza.
Absence CP neplisobi zmény v metabolismu médi, méni pouze
metabolismus Zeleza, coZ u téchto pacientd naznacCuje vyuZiti
alternativnich proteintd vazajicich méd. Dochazi k hromadéni Zeleza

v jatrech, slinivce, sitnici a centradlnim nervovém systému (CNS). UlozZeni
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Zeleza v CNS je jedine¢nym znakem aceruloplasminémie. Symptomaticky
se u pacientll objevuji neurologické symptomy, diabetes mellitus
a degenerace sitnice. Mezi neurologické priznaky zahrnujeme nejcastéji
cerebralni ataxii, kognitivni poruchy a kraniofacialni dyskinezi. Zrakové
symptomy nejsou navzdory degeneraci sitnice béiné hlaseny. Toto
onemocnéni je také prokazatelné vysokou hodnotou feritinu, nizkou
hladinou médi a Zeleza v séru a nizkou saturaci transferinu. MiZeme zde
pozorovat mirnou anémii.*?

3.4.1.3 Diabetes mellitus

Soucdsti triady onemocnéni u jedincl trpicich aceruloplasminémii
je diabetes mellitus. V soucasné dobé se predpokladd, Ze je tato choroba
nepfiznivym dasledkem kumulace Fe v pankreatu. Dochazi k naruseni
metabolismu médi a jeji kumulaci v organismu. Pfitomnost iontd médi
v krvi mlZe zvySovat pfitomnost AGEs, které jsou spojeny se vznikem
sekunddarnich komplikaci u diabetu, mezi které fadime retinopatii,
hypertenzi a mikrovaskularni onemocnéni.* Diabetes je zpUsoben
pretizenim organismu médi a nasledné vyvolanym oxidacnim stresem,
ktery vede k poskozeni organt (sekundarni komplikace). Lécba vysoce
selektivnim cheldtorem médi je nova experimentalni terapie pro |écbu
diabetu, ktera jesté musi projit dalSimi klinickymi studiemi. Diabetes je Uzce
spojen s AD a vaskularni demenci, s kterymi sdili patologické mechanismy
jako jsou poruchy regulace médi, zvySeny oxidacni stres a vaskulopatie
s akumulaci AGEs ve sténach cév. DalSimi pFi¢inami vzniku vaskulopatii jsou
zmény v homeostéze lipoproteind a lipidd, nikoliv hyperglykémie.*!
3.4.1.4 Idiopaticka toxik6za médi

Tento syndrom se vyskytoval v mnoha ¢astech svéta, predevsim u kojencl
a malych déti ve véku od 6 mésict do 5 let.! Je obvykle spojovén s vysokou
hladinou jaterni médi, ktera je zpUsobena vysokymi koncentracemi médi

v pitné vodé a potravinach.* V letech 1900-1980 zemfelo v Némecku, Itélii
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a na zapadé Rakouska asi 138 déti kvali této nemoci. Podobné tomu bylo
v Indii, kde do sedmdesatych let bylo toto onemocnéni spolecnou pticinou
umrti vétsiny déti a kojencll. Nyni se toto onemocnéni vyskytuje vzacné.
Snizenym pouzivanim meédénych a mosaznych nddob k uchovavani
potravin a mléka se snizil také vyskyt této nemoci. Nemoc vznika zvySenou
hladinou médi, bez sniZeni hladiny CP. Idiopatickd toxikza médi nebo-li
indicka détska cirhdéza je charakterizovana akumulaci Malloryho télisek
v hepatocytech a nedostate¢nou regeneraci uzlin bez chronického
Zlu¢ového onemocnéni. Jedna se o mikronodularni cirhdzu.?

3.4.1.5 Prionové onemocnéni

lonty médi jsou zapojeny do patologickych jevia rlznych chorob, mezi které
patfi i prionové onemocnéni. Toto vzacné onemocnéni vykazuje symptomy
kognitivni i motorické dysfunkce, vakuolizaci Sedé hmoty v CNS, ztratu
neuronl a astrogliozu. Zmény v homeostdze vyvolané onemocnénim
mohou pfispét k progresi patologie budto zménou konformace proteint
nebo jejich zvySenou agregaci. Pro rozvoj onemocnéni je zasadni chybné
sklddani extraceluldarniho membranové kotveného lidského prionového
proteinu (HuPrPC) do patogenni formy lidského prionového proteinu
(HuPrPSC), coz vede ktvorbé fibrildrni struktury.*> HuPrPC muze vézat
a7 &tyfi ionty Cu?'. Je-li koncentrace Cu?* zvy$end, u HuPrPC dojde
ke konformacni zméné na B-sklddany list (HuPrPSC), ktery vykazuje
rezistenci vi¢i protedzdm, co? jsou enzymy $tépici proteiny.** Nasledkem
toho dochazi k hromadéni v bunikach a naslednému poskozeni CNS.
HuUPrPC je exprimovan v celém téle. PrestozZe jeho fyziologickd role neni
stdle jasna, mlze se zapojit do vyvoje neuronll, bunécéné adheze,
apoptotickych pfihod i bunééné signalizace v CNS.** Uvadi se, Ze jeho
aktivita je zavisld na médi.*> lonty médi se vaZi na N-konec HuPrPC in vivo.*?
Prvni funkci médi vazané na N-konec je stimulace endocytézy HuPrPC,

druhd je spojena s bunécnou signalizaci. Vyssi dostupnost médi v téle muze
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vyvolat urcity druh oxidacnich stresovych podminek, které zvysSuji hladinu
HuPrPC, ¢imz muzZe dojit ke zvyseni infekénosti HUPrPC.* Mezi prionova
onemocnéni u ¢lovéka radime Creuzfeldt-Jakobovu chorobu, ktera se déli
na 4 formy: sporadickou, genetickou, ziskanou a variantni, dale do téchto
onemocnéni radime fatalni familiarni insomnii, kuru a GerstmannQv
Strausslerav-Scheinker(v syndrom.%®

3.4.1.6 Nadorova onemocnéni

Dikazy ziskané v prlbéhu let ukazaly, Ze rakovinné burky pro jejich rast
a metabolismus obecné vyZaduji vice médi oproti normdlnim zdravym
burikdm. Vysoké hladiny médi v séru a tkanich byly nalezeny u pacientt
s rlznymi typy nador(, jako jsou napf. HodgkinGv lymfom, leukémie,
sarkom, nador na mozku, plicich, prsu, dale pak rakovina délozniho Cipku
a rakovina jater. Bylo také prokazano, Zze koncentrace médi v séru byla pfi
remisi onemocnéni nebo odstranéni nadoru sniZzena zpét na fyziologické
hodnoty. Angiogeneze je proces, ktery je nezbytny pro rist nddoru, invaze
a metastazy. In vitro studie dokazuji, Ze méd' stimuluje proliferaci a migraci
endotelovych bunék?, a pisobi jako kofaktor angiogennich faktord, kterymi
jsou napt. tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-a), vaskularni endotelidlni
rastovy faktor (VEGF), bazicky fibroblastovy rlstovy faktor (bFGF),
interleukin (IL). Vazbou médi na CP dojde k ziskani angiogenni aktivity
a nasledné stimulaci endotelovych bunék.*’” Na druhou stranu muZe byt
méd' vyuzita i pfi [éCbé rakoviny. Hepatocelularni karcinom je celosvétové
patym nejcastéjSim typem nddoru. Timto onemocnénim trpi asi 75-80 %
pacientd s hepatitidou B a C a dalSimi rizikovymi faktory jako jsou diabetes,
pozivani alkoholu, koufeni atd. Bylo prokdzano, Zze méd u této nemoci
muizZe slouZit jako radiofarmakum. ®4CuCl; a ®’CuCl, lze vyuiit pro
radionuklidovou terapii hepatocelularniho karcinomu a ablaci

extrahepatickych metastdz.*®
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3.4.1.7 Wilsonova choroba

Mutace v genech zapojenych do homeostdzy médi zpUsobuji poruchy
metabolismu médi u lidi. Nejzndméjsi lidskou toxikézou je WD, ktera
je zplisobena mutaci genu ATP7B.*° Jednd se o autosomdalné recesivni
poruchu, kterda se projevuje jako hepatolentikuldarni degenerace
s akumulaci médi v jatrech a dalSich organech.>® Dal$im charakteristickym
rysem WD jsou abnormalné nizké hladiny CP.°! ATP7B je dllezity
predeviim pro bilidrni exkreci (Obr. €. 4), nachazi se predevsim
v membranach bunék.>?> Obsahuje 6 vazebnych mist pro atomy médi.>!
Existuje mnoho mutaci tohoto genu. V dlsledku vysoké variability genu
mohou byt podoby klinického obrazu WD odlisné. Napf. mutace, u kterych
dojde kroztfisténi genu je provazena vyskytem tohoto onemocnéni
u mladsich pacientl. ATP7B je velmi podobny genu ATP7A, coz je gen pro
Menkesovu chorobu. Identita obou genl je cca 62 %, coz predpoklada
spoleé¢ny molekularni zéklad téchto onemocnéni.>?

Tato choroba postihuje ¢astéji muze nez Zeny, vyskytuje se predevsim mezi
4. a 50. rokem Zivota, nejvice u mladistvych. Jak uz jsem zminovala, klinicky
obraz WD u jednotlivych pacientd je velmi pestry a odlisny. Lisi
se predevsim v postizeni orgdn( a ve formach manifestace. WD se zacina
vyvijet asymptomatickou formou, pti které dochazi k hromadéni médi
v organech bez jakykoliv pfiznak(l. Jedna se o obdobi pfed manifestaci WD.
Obdobi, kdy dochazi k manifestaci choroby oznacujeme jako formu
symptomatickou, kterd mlze byt hepatdlni, neurologicka a psychiatricka.
VzacnéjSimi formami manifestace mohou byt hemolytické ataky, renalni
poskozeni, kostni, kloubni, oéni a endokrinni zmény, postiZzeni srdce,
cholelitidza.>> U pacientd sjaterni formou WD mlZe dochazet
k manifestaci akutni hepatitidy, fulminantniho selhani jater nebo
progresivniho chronického onemocnéni jater ve formé aktivni hepatitidy

nebo cirhdzy jater. Stupen postiZzeni jater je variabilni. Pfidruzenymi
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symptomy mohou byt Zloutenka, ascites, ddle hemateméza ¢i meléna,
které jsou zplUsobeny portdlni hypertenzi.>®> Neurologickd forma
se vyznacuje ztuhlym oblicejem, potizemi s feci a polykanim, slintanim,
dystonii koncetin, mohou se vyskytovat i parkinsonské projevy, kterymi
jsou tres, nestabilita chlize a extrapyramidové ptiznaky. U neurologické
a psychiatrické formy je typickym ptiznakem také Kayser(v-Fleischerlv
prstenec, ktery lékafi mohou pozorovat na prechodu rohovky v bélimu.
Vzhledem k pestrému klinickému obrazu dochdzi vétSinou k diagnostice
onemocnéni az v momenté, kdy uZ jsou organy irreverzibilné zménény.
Ke spravné diagnéze WD nam pomahaji biochemicka vysSetfeni, ktera
prokazuji snizenou hladinu CPvséru, zvySeny obsah médi v moci
a v jatrech.”?

Prvni latkou, kterou byla WD I[éfena byl jiZz vroce 1948
2,3 dimerkaptopropranolol, ktery zvySoval vyluéovani médi modi,
u pacientll vSak nebyly pozorovany zadné klinické zmény, a tak se jiz dnes
k terapii nepouziva. V soucasné dobé je k Ié¢bé WD vyuzivan penicilamin,
ktery zvySuje exkreci médi moci a jehoZ Ucinek je vysvétlovan reaktivaci
enzymU a tvorbou cheldtu s médi.>? Obvykla davka je 1 g denné, mél by byt
podavan s odstupem od pfijmu potravy.>* Penicilamin kontroluje toxicitu
médi zvySenim hodnot metalothioneinu (predevsim v jatrech) na ktery
je méd’ vazana. Jak je vSeobecné znamo, vazana méd' je netoxickd, volné
ionty médi jsou naopak toxické. Dalsi [atkou, ktera zvysSuje vylucovani médi
modi je trietyléntetramin, ktery se oproti penicilaminu vyznacuje nizSim
vyskytem vedlejsich reakci.”? K terapii WD maZeme déle vyuzit zinek, ktery
indukuje stfevni bunky k syntéze metalothioneinu a inhibuje veSkerou
absorpci médi. Davka 150 mg/d je rozdélena do tfi dennich davek, podava
se alespori v hodinovém odstupu od potravin.>* Resorpci médi zabrariuje
i amonium tetrathiomolybdenat, ktery mlze byt také pouzit v [é¢bé WD.

Terapii WD mlZeme podpofit snizenim obsahu médi v pfijimané stravé
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vhodnou dietou. Mezi zcela nevhodné potraviny pfi tomto onemocnéni
mlzZeme zaradit napf. jatra, ovesné vlocky, cokoladu, kufe, lusténiny.
Potravinami, které by mél pacient pozivat pouze v malém mnozstvi jsou
napt. hovézi, skopové, teleci a krali¢i maso, makrela, pérek, hlavkovy salat,
Spenat, banany, angrest, béiné pecivo. Malé mnoiZstvi médi obsahuje
sardinky, losos, mléko, eidam, vejce, cukr, med, dyné, varena ryze, broskve
atd.>?

3.4.1.8 Kardiovaskularni onemocnéni

CP je dulezitym kuproenzymem, ktery se mulZe podilet na vzniku
kardiovaskuldrnich onemocnéni. ZvySené hladiny CP a médi byly nalezeny
u pacientl s diabetem mellitem obou typl a pacientd s metabolickym
syndromem, coz? jsou rizikové faktory pro vznik kardiovaskuldrnich chorob.
Dalsim velice rizikovym faktorem je ateroskleréza. Jednd se o chronicky
zanét, pfi kterém byvaji zvySené hladiny CP, ktery je reaktantem akutni
faze. Méd obsaZzena v CP je schopna oxidovat LDL, oxidovany LDL je pak
soucasti aterogenniho procesu. Mezi rizikové faktory patfi také
homocystein, ktery interaguje s médi a spoleéné vytvareji oxidaéni stres.>
3.4.2 Nedostatek médi v téle

3.4.2.1 Kardiovaskularni onemocnéni

Srdce je organem, ktery je zvlasté citlivy na nedostatek médi. Pfi nizkych
hladindach médi v organismu muiZeme pozorovat elektrokardiografické
abnormality a zhor$ené kontraktilni a mitochondridlni respiraéni funkce.*
Dochazi také k poskozeni cév, pravdépodobné v disledku nedostatku
kuproenzym, jako je napf. lysyl oxidaza, ktera hraje roli pfi zesiténi
kolagenu a SOD, kterd funguje jako antioxidant. Nedostatek médi mlze

vést také kanémii, jelikoz pro tvorbu krve je potreba

cytochrom c-oxidaza.>>
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3.4.2.2 Menkesova choroba

Tato choroba je vzacnym dédiénym onemocnénim, které se nejcastéji
vyskytuje u chlapct a byva fatélni v raném détstvi.>? Postihuje pfiblizné
jednoho 2200000 novorozencl. Jednd se o0 nemoc vazanou
na X-chromozom (Xq13), kterda je zplsobena mutaci genu kddujiciho
ATP7A.>® ATP7A je C&asto oznalovdn jako Menkesiv protein, ktery
je zodpovédny za transport Cu do kuproenzym( a absorpci médi do obéhu,
jejiz naruseni hraje kli¢ovou roli u tohoto syndromu.®” Vzhledem k tomu,
Zzevzaludku atenkém strevé byvaji vysoké koncentrace médi
se predpokladd, Ze dochdzi k poruse transportu médi z mukdznich bunék
do obéhu a nésledné k nedostatku médi v celém organismu.>? Typickymi
symptomy tohoto onemocnéni jsou neurologické abnormality, ke kterym
dochazi v dusledku snizené aktivity cytochrom c-oxidazy, degenerace
pojivové tkané a zlomeniny kosti, aneuryzma aorty, mentdlni retardace
a zména barvy vlast.3! Mnoho déti umira do tfi let od jejich narozeni, kdy
jesté nemdme moznost pozorovat depigmentaci vlasl, coz
je nejndpadnéjsi symptom této choroby, ktery vznikd nasledkem
nedostatku tyrozindzy. Snizené jsou ihladiny CP v organismu. Lécba
je mozna pfi vcCasné diagndza, ato predevsim u pacientd, u kterych
je choroba souéasti rodinné anamnézy.>> Lécba se provadi nejéastéji
komplexem Cu-histidin, ktery je kazdodenné poddavan intratekalné
a intraperitonedlné do CNS. Poddvani Cu intravendzné nevede
k jejimu transportu do mozku. Vcasna diagndza a |écba komplexem

Cu-histidin vedou k zabrdnéni neurodegenerace a prodlouZeni Zivota.3!
3.5 Chelatace médi

Komplexotvornd reakce pri které vznikaji chelaty se nazyva chelatace.
Chelaty vznikaji koordinacni vazbou mezi donory (ligandy) a akceptory
(centralni atom). Koordinac¢ni ¢islo odpovida poctu ligandl, jedna-li
se o monodonorové ligandy. Chelaty jsou tvofeny polydonorovymi ligandy,
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které jsou navazané na iont kovu a jsou ve srovndni s monodonorovymi
ligandy stabilnéjsi, jedna se o tzv. cheldtovy efekt. Podle znamého
Chugaeva jsou nejstabilnéjsi péti¢lenné a Sesti¢lenné cheldtové prstence.®
Chelatace médi je ¢asto vyuzivano v ptipadé pretizeni organismu médi.
V klinickych studiich a pfi lé¢bé rliznych onemocnéni se vyuzivaji chelatory
médi. Terapeutické aplikace cheldtor( jsou zaméreny na odstranéni médi
nebo omezeni biologické dostupnosti meédi vorganovém systému.
Uspé&sné lécby pomoci cheldtord je dosahovdano napf. u Wilsonovy
choroby, kde se vyuzivd penicilamin, trietyléntetramin a amonium
tetrathiomolybdenat. Chelatory slouZi také k transportu médi mezi organy.
Dosahuji toho tim, Ze mohou ménit oxidaéni stav médi z Cu?>* na Cu*.
V lidském organismu se nachdazi mnoho rliznych proteint, nékteré se vazi
na Cu?*, jiné na Cu*. Chelatory odstrani Cu?* z jednoho proteinu vazajiciho
méd, pfevedou Cu?* na Cu* a poté pfenesou Cu* na jiny protein. Mezi
proteiny vazajici Cu?* Fadime napf. bathocuproin, neocuproin, které patfi
mezi kuprizonové cheldtory.>® S chelataci médi se miZeme setkat také
u radiofarmak. Chelatace radionuklidu ®*Cu je potfebna pro jeho zvy$enou

absorpci v poZadované tkéni ¢ organu.®°
3.6 Redukce médi

Soucdsti zakladni chemie médi je snadné uvolnéni a absorpce jednoho
elektronu, coz je podstatou oxidacné-redukénich reakci. Redukce probiha
soucasné s oxidaci, jedna se opacné déje. Pfi redukci dochdzi k snizeni
oxidacniho disla, u oxidace se toto cislo naopak zvysuje. V biologickych
systémech se méd vyskytuje prevainé jako Cu?*. V pfitomnosti kysliku
¢i jinych akceptor( elektron(i dochazi ke snadné oxidaci Cu* na Cu?*, této
premény je vyuzZito pfi Fentonové reakci, kdy dochazi pomoci
Cu* k transformaci H,0, na hydroxylovy radikdl (Rce ¢. 1). Oxidace
Cu je reverzibilni, jelikoz v pfitomnosti superoxidového aniontového
radikdlu nebo silnych redukénich cinidel (kyselina askorbova, glutathion)
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muiZe dochdzet k redukci Cu?* na Cu* (Rce €. 2).1® Glutathion mazZe potladit
toxicitu médi jejim udrZovanim vredukovaném stavu a zabrani tak
redoxnimu cyklovani médi. Je dualeZitym bunécnym antioxidantem
plsobicim proti toxicité médi. Deplece glutathionu umoznuje, aby byl kov
vice katalyticky aktivni, ¢imZz dochazi k zvyseni hladin reaktivnich forem
kysliku, které plsobi cytotoxicky.®?
Cu**+0,¢->Cu*+0;
Reakce €. 2: Redukce médnatych iontd v pfitomnosti superoxidového
aniontového radikalu®!
Schopnosti redukovat méd se vyznaluji také proteiny pribuzné
neurodegenerativnim onemocnénim, kterymi jsou B-amyloid, APP
a prionovy protein. Pfedpokladd se, Ze v nepfiznivych podminkach, kterymi
je mysleno napf. abnormalni zvySeni APP ¢i akumulace 6-amyloidu
do amyloidnich fibril dochazi ke zvyseni redukce médi, naslednému zvyseni
hladin Cu* a volnych radikal(, které zplsobi oxidativni poSkozeni.®?
Redukce médi je vyuzivano pfti rdznych mechanismech v lidském téle,
jednim z nich je absorpce, kdy je nutnd pfeména Cu?* na Cu* pomoci

reduktdz pro vazbu na CTR1, ktery véZe pouze Cu*.®
3.7 Isochinolinové alkaloidy

Alkaloidy patfi k nejrozmanitéjsSim skupinam sekundarnich metabolitd
vyskytujicich se vZivém organismu. Jednotlivé alkaloidy se Ilisi
ve farmakologické aktivité, biosyntetickych drahach a také ve strukture.
Alkaloidy jsou tradi¢né ziskavany prevaziné z rostlin, vyskytuji se viak také
u hmyzu, morskych bezobratlych a mikroorganismu. Alkaloidy jsou jiz fadu
let vyuzivany v mediciné, nékteré z nich jsou stdle prominentnimi léky.%3
zejména isochinolinové alkaloidy.®* V3echny alkaloidy jsou odvozené
od aminokyselin, isochinolinové alkaloidy (s vyjimkou naftylisochinolin()
jsou odvozeny od tyrosinu, ktery se hojné vyskytuje v Zivém organismu.
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Isochinolinové alkaloidy mizeme dale rozdélit podle struktury a zptsobu
jejich tvorby v rostlindch na rGzné podskupiny napf. benzylisochinoliny,
bisbenzylisochinoliny, morfinové alkaloidy, kulariny, aporfinové alkaloidy,
B-fenylethylaminy, emetin a pfribuzné alkaloidy atd. VSechny podskupiny
obsahuji aromatickd jadra nesouci jako substituenty methoxyl,
methylendioxyhydroxy nebo aryloxy skupinu a nasycené ¢i nenasycené
postranni uhlikové fetézce.®> Ve své préaci jsem se zabyvala alkaloidy
protoberberinového a protopinového typu, které jsou také podskupinami
isochinolinovych alkaloidd.

3.7.1 Alkaloidy protoberberinového typu

VétsSina alkaloid( protoberberinového typu existuje v pfirodé bud' jako
tetrahydroprotoberberiny nebo jako kvarterni protoberberinové soli,
v malém mnoiZstvi se vyskytuji i jako dihydroberberiny. Jsou Siroce
distribuovany v mnoha celedich rostlin, kterymi jsou napf. Papaveraceae,
Berberidaceae, Menispermaceae, Ranunculaceae, Rutaceae,
Annonaceae.®® Protoberberiny vykazuji velké mnoZstvi biologickych
a farmakologickych ucinku, které zahrnuji inhibici syntézy DNA, biosyntézu
proteinu, inhibici propustnosti membrany, mohou také fungovat
v dychacim tetézci jako odpojovace oxidace od fosforylace. Tyto procesy
pravdépodobné pfispivaji k toxickym ucinklm pozorovanym proti
bakteriim, houbam, hmyzu, obratlovcim ¢i jinym rostlinam. K inhibici vird
a fagt pravdépodobné pfispivaji inhibici reverzni transkripce.®’

3.7.1.1 Berberin-chlorid

V ¢inské mediciné jsou k |é¢bé gastroenteritidy, prijmovych onemocnéni
a bolesti bficha pouzivany Coptidis rhizoma a Phellodendri cortex, jejichz
hlavni slozkou je berberin-chlorid (Obr. ¢&. 5).%8 Berberin-chlorid
se vyznacCuje antibakteridlnimi, antiprotozodlnimi a protizanétlivymi
ucéinky, pusobi také proti puvodci cholery.?4%8 MGzZeme ho také najit napf.
vrostliné Hydrastis canadensis (L.).%8 Invitro je aktivni proti
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mykobakteriim, ma tedy potencidlni vyznam jako antituberkuldzni l1ék.
Alkaloid tvofi komplex sDNA, kde pravdépodobné dochazi
ke konfiguracnim zménam. U berberin-chloridu byla dale prokazana
pfechodna hypotenzni aktivita u potkanu, ktera muize byt prodlouzena
substituci C-9 O-methyl skupinou s O-n-CsHg nebo O-n-CsH11.%6 Dalsi studie
ukazuji neuroprotektivni Ucinky berberin-chloridu napf. u Alzheimerovy
choroby, diabetické neuropatie, Parkinsonovy choroby, ischemie pfedniho
mozku, mentalni deprese a uzkosti. PUsobenim proti oxida¢nimu stresu
a inhibici mitochondridlni apoptézy chrani mozek pred ischemickym
poranénim. Berberin-chlorid je povazovan za terapeutické ¢inidlo pro |é¢bu
neurodegenerativnich poruch véetné chronické cerebrdlni hypoperfuze.
Je schopen inhibovat acetylcholiesterazu (AChE) a také chranit cholinergni
neurony Vv hipokampu. Aktivaci cholinacetyltransferdazy (ChAT) spolu
sinhibici AChE zvySuje hladiny acetycholinu v mozcich pacientd

s Alzheimerovou chorobou.®?

H3CO

OCH;

Obrazek ¢. 5: Struktura berberin-chloridu
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3.7.1.2 Kanadin

Oddenek a kofeny Hydrastis canadensis (L.) jsou ¢asto pouzivany k |écbé
mirnych patologickych stav(i, kterymi jsou nachlazeni a chfipka. Kromé
toho maiji také relaxacni ucinky, na kterych se podili kanadin (Obr. €. 6)
s berberinem-chloridem a dalSimi alkaloidy obsaZené v této rostliné.
Schopnost 8-blokatoru timololu antagonizovat relaxaéni Ucinek extraktu
kanadinu prokazaly mozny Gcinek kanadinu na B8-adrenergni receptory.”®
Kanadin mlzZeme pfipravit Mannichovou kondenzaci benzylisochinolinu,
ktery reaguje s formaldehydem v pfitomnosti kyseliny. Kanadin vznika

v malém mnozstvi, hlavnim produktem je izomerni

O\

0]

tetrahydropseudoberberin.®®

H3CO

OCHj,

Obrazek €. 6: Struktura kanadinu
3.7.1.3 Korydalin
Hliza, koten Corydalis yanhusuo (Y. H. Chou & Chu C. Hsu) W. T. Wang
exZ.Y. Su & C. Y. Wu se jiz dlouho pouziva jako bylinny lék diky svym
analgetickym a protiviedovym ucinkim. Na ucincich se podili predevsim
korydalin. Byly u néj prokdzany také inhibi¢ni uUc¢inky na AChE, ucinky
antialergické a antinociceptivni. Mlze také plsobit jako antispasmodikum.

Déle ho mdZeme najit nap¥. v rostliné Corydalis turtschaninovii Besser.”*
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OCH,

lie)
I
w

H5CO

OCHj

Obrazek €.7: Struktura korydalinu

3.7.1.4 Skulerin

Skulerin  (Obr. ¢ 8) je dllezitym meziproduktem v biosyntéze
isochinolinovych alkaloid(i. Tvofi se zretikulinu a slouZi jako prekurzor
v biosyntetické draze dalSich protoberberinovych alkaloidli napf.
berberin-chloridu,  stylopinu, protopinu, sanginarinu.”>  Skulerin
je alkaloidem vykazujicim slabou antibakteridlni a protizanétlivou aktivitu,
je také inhibitorem AChE. M{zZeme ho najit napt. v rostliné Corydalis dubia
Prain.”® Biologickou studii byla prokdzédna i jeho vyznamnd in vitro
antiplasmodialni aktivita proti P. falciparum, ktera ale nespliiuje kritéria
stanovena v ramci lécivych pripravkl pro [é¢bu malarie. U skulerinu byly
dale zjistény ucinky antiemetické, antitusické a také afinita k receptorim
kyseliny gama-aminomaselné (GABA). Skulerin by mohl mit v budoucnu
vyznam i pro |écbu AD jako aktivni inhibitor 8-amyloidu nebo by mohl byt

uziteény jeho cytostaticky efekt pfi 1é¢bé rakoviny.”?
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OH

OCH;

H5CO

OH

Obrazek €. 8: Struktura skulerinu

3.7.1.5 Sinaktin

Sinaktin (Obr. €. 9) je alkaloid, ktery obsahuje tetrahydroberberinovy skelet
a jehoz sumarni vzorec je CyoH2104N. Obsahuje dvé methoxy skupiny
a jednu methylendioxy skupinu. Sinaktin se zavedenou strukturou byl
izolovan z nékolika druhi rostlin, jedna se o Z-tetrahydroepiberberin, coz
znamend, Ze polohy methyledioxy skupiny a dvou methoxyskupin
se vyskytuji v opaénych polohéch, neZ je tomu u tetrahydroberberinu.”
Sinaktin jako pfirodni produkt byl poprvé izolovan z Corydalis meifolia Wall.

Muazeme ho najit napf. v ¢eledi Papaveraceae.””

OCH;

OCHj

o)

\_

Obrazek €. 9: Struktura sinaktinu
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3.7.1.6 Stylopin

U stylopinu (Obr. ¢. 10) byla prokazana antimalaricka aktivita proti
P. falciparum’® ataké stfedni cytotoxickd aktivita proti lidskému
karcinomu.”” 7”MdZeme ho najit naptiklad v rostlindch Galanthus trojanus
A.P. Davis & N. Ozhatay’® a Chelidonium majus (L.).”” Pro jeho syntézu
je dulezitd preména retikulinu na skulerin, ktery se ddle pres cheilanthifolin
méni na stylopin. Ze stylopinu vznikda postupnymi kroky sanguinarin.
VSechny pfemény alkaloidl jsou katalyzovdny, pfeména chelianthifolinu
na stylopin je katalyzovdna P450-dependentnimi monooxygenazami
a cDNA koédujici stylopin syntdzou (Cyp719A2 a Cyp719A3). Cyp719A2
konvertuje pouze cheilanthifolin na stylopin, zatimco Cyp719A3 také

pFijima slouéeniny bez methylendioxy mustku.”®

Q] ==

Obrazek €.10: Struktura stylopinu

3.7.1.7 Tetrahydropalmatin

Rhizoma Corydalis (yanhusuo), susend hliza Corydalis yanhusuo (Y. H. Chou
& Chu C. Hsu) W. T. Wang ex Z. Y. Su & C. Y. Wu byla mnoho let pouzivana
pro lécbu bolesti na hrudi, v epigastriu, pfidysmenorrhee a pfi
traumatickych otocich. Tetrahydropalmatin (Obr.¢.11) je jednou
z uCinnych latek izolovanych ze susené hlizy. Byly prokazany jeho
hypnotické a analgetické vlastnosti, které vsak nezplsobuji zdavislost
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na drogach. Dale byly hlaseny ucinky hypotenzni, antiarytmické
a antitrombotické. Tetrahydropalmatin obsahuje asymetricky uhlik,

klinicky se pouZiva jako racemickd smés.”®

OCHj

-ll|||||I

OCH;

Obrazek €. 11: Struktura tetrahydropalmatinu

3.7.2 Alkaloidy protopinového typu

Protopinové alkaloidy nezahrnuji isochinolinovy systém. Vyznacuji
se pritomnosti deseti¢lenného kruhu, ktery obsahuje tercidarni atom dusiku
a ketonovou skupinu na C-14. Jelikoz jsou biogeneticky odvozeny
od tetrahydroprotoberberinovych  prekurzori, jsou fazeny mezi
isochinolinové alkaloidy. Protopin patfi mezi nejrozsirenéjsi isochinolinové
akaloidy. Alkaloidy protopinového typu zpomaluji srdec¢ni rytmus a maji
antifibrilacni vlastnosti. Zvysuji také pritok krve korondrnimi tepnami.
Protopin a kryptopin stimuluji délohu, ale G¢inek je kratky.%®

3.7.2.1 Allokryptopin

Allokryptopin (Obr. €. 12) se nejvice vyskytuje v Celedich Papaveraceae,
Berberidaceae, Ranunculaceae, Rutaceae a Sapindaceae. Konkrétné
ho mlGzZeme najit napf. vrostlindch Macleaya cordata (Willd.) R. Br,,
Fumaria officinalis (L.) a Papaver somniferum (L.). Byly u néj zjiStény
antiarytmické acinky, které byly pravdépodobné vyvolany blokaci

draslikového proudu v myocytech. Dale byly u allokryptopinu prokazany
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relaxacni UCinky naileum inhibici fosfodiestrerazy a kontraktilni ucinky
na mocovy méchyr, které byly vyvolany ovlivnénim a-adrenergnich
receptorll. Allokryptopin vykazoval také vyznamnou nematocidni aktivitu,

byl tedy navrZen jako potencidlné Géinné anthelmintikum.

CH;

OCHj

OCH;

Obrazek €. 12: Struktura allokryptopinu

3.7.2.2 Protopin

Tento isochinolinovy alkaloid mlZeme obvykle nalézt v rostlinach
vyskytujicich se severovychodni Asii.8! Protopin (Obr. . 13) se stejné jako
allokryptopin vyskytuje nejvice v Celedich Papaveraceae, Berberidaceae,
Ranunculaceae, Rutaceae a Sapindaceae. Konkrétné ho muZeme najit
napf. v rostlinach Macleaya cordata (Willd.) R. Br., Chelidonium majus (L.),
Sanguinaria canadensis (L.)%, Hypecoum erectum (L.) atd. Bylo u néj
prokazano velké mnozstvi farmakologickych aktivit jako je snizeni
intracelularniho toku vapniku, inhibice syntézy tromboxanu A2, ¢imz
zabranuje agregaci krevnich desticek, dale inhibice cyklooxygenazy
2 (COX2), ¢imz dochdzi ke snizeni tvorby prostaglandinu E2 (PGEy)
z kyseliny arachidonové, Diky své vyznamné inhibici produkce
prozanétlivych cytokinl z aktivovanych makrofagu, by protopin mohl byt
potenciondlnim kandiddtem pro |é¢bu zanétlivych onemocnéni.8!

Vyznacuje se mnohocetnymi ucinky na kardiovaskuldrni systém vcetné
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antiarytmickych, antihypertenznich, negativné inotropnich
a vazodilataénich® a také ucinky antibakteridlnimi, antihistaminovymi
a anticholinergnimi.®! Kromé toho pusobi také proti P. falciparum.®?
U potkand byl prokdzan hepatoprotektivni efekt protopinu, ktery
se projevil  snizenim  sérovych hladin  aspartdtaminotransferazy,
alaninaminotransferdzy, alkalické fosfatazy a bilirubinu. Bylo zjisténo,
Ze protopin v davkach 10 a 20 mg podany peroralné je stejné Gcinny jako
Ié¢ivo silymarin. Terapeutické vyuZiti ma i pfi lé¢bé psychiatrickych poruch

nebo poruch nervového systému.®

Obrazek €. 13: Struktura protopinu

3.7.2.3 Korykavamin

U korykavaminu (Obr. ¢. 14) byla prokdzdna inhibice izoforem
cytochromu P450 (CYP). Enzymy CYP tvori nadrodinu monooxygenaz
obsahujicich hem, které katalyzuji oxidativni metabolismus Siroké skaly
xenobiotik, vcetné |ékid. CYP se pak déli na jednotlivé rodiny
CYP1, CYP2 a CYP3. Jednotlivé enzymy CYP vtéchto rodindch jsou
odpovédné za metabolismus cca 70-80 % vSech v soucasnosti uzivanych
[éCiv. Enzymy CYP hraji také klicovou roli voxidaénich reakcich
v sekundarnim metabolismu rostlin. Fluorometrické vysoce uU¢inné
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inhibi¢ni testy enzym( CYP jsou Siroce pouzivany pro screening lékovych
interakci, zejména béhem predklinickych fazich objevovani |éCiv. Inhibici
téchto enzym( mUZe dochazet ke zvySeni plazmatickych hladin IéCiv, kterd
jsou témito enzymy metabolizovdna. Korykavamin nejsilnéji inhibuje
izoformu CYP2D6, ndsledné pak CYP3A4 a CYP2C19, zatimco CYP1A2,
CYP2B6 a CYP2C8 inhibuje méné. Ve srovndni s kryptopinem,
allokryptopinem a protopinem inhibuje nejvice izoforem. MUZeme ho najit
napft. v rostlindch Macleaya cordata (Willd.) R. Br. a Meconopsis cambrica
(L.).8 Korykavamin je schopen sniZovat krevni tlak a zpomalovat srde¢ni

frekvenci.®44

Obrazek €. 14: Struktura korykavaminu

3.7.2.4 Kryptopin

Strukturni vzorec kryptopinu (Obr. €. 15) je C21H230sN, byl poprvé izolovan
vroce 1867. Je opticky inaktivni, miZeme ho nalézt v opiu.?® Déle
ho mizZeme najit také v rostliné Fagara coco (Gillies ex Hook. & Arn.) Engl.
Byly u néj zjistény negativni ucinky na srdce v podobé snizeni tlakové
amplitudy, coz je rozdil mezi systolickym a diastolickym tlakem, dale
dilatac¢ni ucinky na koronarni tepny, mulzZe zpUsobovat také srdecni
arytmie.®> Stimulaéné plsobi na délohu, avsak Gcéinek je kratky. Chemie
kryptopinu Uzce souvisi s chemii protopinu, pro jehoz strukturalni

objasnéni byly pouZity nékteré stejné degradacni postupy. Kryptopin
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s protopinem patfi mezi prvni alkaloidy protopinového typu, které byly

chemicky zkoumany.%®

H,CO
CH;

HsCO

Obrazek €. 15: Struktura kryptopinu
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4 Experimentalni cast
4.1 Pouzivané pristroje

Analytické vahy Kern ABT 120-5DM

Ultrazvukova lazen Kraintek

Trepacka pro zkumavky a mikrozkumavky IKA vortex Genius 3
Trepacka pro mikrotitracni desticky IKA MS3 digital
Spektrofotometr pro mikrotitraéni desticky Synergy

HT multidetection microplate reader BioTec

4.2 Pracovni pomucky

96 jamkové mikrotitracni desticky s plochym dnem (Brand)
Automatické pipety rtznych objema (Brand)
Vicekanalové pipety rliznych objemu (Biohit)

Zkumavky, mikrozkumavky

4.3 Pouzivané chemikalie

Vsechny pouzité chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma - Aldrich,

pokud neni uvedeno jinak.

Dimethylsulfoxid (DMSO) Lachner > 99,5%

Disodna sll kyseliny bathocuproindisulfonové (BCS) Cdistota
neuvedena

Hematoxylin (HEM) certifikovano Biological Stain Commission
HEPES (kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin ethansulfonovad)
>99,5%

HEPES sodnad sul >99,5%

Hydroxylamin hydrochlorid (HA) > 99,5%

Chlorid médny (CuCl) =2 99%

Chlorid sodny (NaCl) = 99,5%

Kyselina chlorovodikova (HCl) = 32%
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e Kyselina octova (CH3COOH) Penta > 99%
e Octan sodny (CH3COO™H*) 2 99%
e Pentahydrat siranu médnatého (CuS04.5H,0) > 99%

4.4 Testované latky

Cistota u izolovanych latek je > 98 %. Testované latky byly izolovany v ramci
fytochemického vyzkumu rostlin z celedi Papaveraceae na Katedre
Farmaceutické botaniky (Faf UK), neni-li uvedeno jinak.
e berberin-chlorid (Sigma-Aldrich)
e kanadin, tetrahydropalmatin, korykavamin a korydalin byly
izolovany z Corydalis cava (L.) Schweigg a Korte® (Papaveraceae)
e sinaktin a kryptopin byly izolovadny z Fumaria officinalis (L.)%”
(Papaveraceae)
e skulerin — izolovdn z Eschscholzia  californica  Cham.8®
(Papaveraceae)
e stylopin, allokryptopin a protopin byly izolovany z Chelidonium

majus (L.)® (Papaveraceae)

4.5 Priprava pouzivanych roztoki

e Roztok disodné soli kyseliny bathocuproindisulfonové

(BCS) 5mM
- roztok byl pfipraven rozpusténim BCS (Mw = 564,54 g/mol)
v destilované vodé
e Zdasobni roztok hematoxylinu (HEM)
- navaienim HEM a jeho naslednym rozpusténim v DMSO vznikl
5mM roztok
- pro dalsi testovani byl roztok zfredén DMSO v ¢as potieby na
250uM
- molekulovd hmotnost HEM: 302,28 g/mol

45



Pouzitelnost 5mM roztoku hematoxylinu v DMSO byla 5 hodin a 250 uM

roztok hematoxylinu v DMSO se dal pouZit po dobu cca 90 minut.

e Zdsobni roztok hydroxylamin hydrochloridu (HA)
- vychozi roztok o koncentraci 10mM byl zhotoven natedénim
100 mM roztoku HA destilovanou vodou
- pro dalsi testovani byl roztok zfedén na 1mM destilovanou vodou
- molekulovd hmotnost NH,OH.HCI: 69,49 g/mol
e Zdsobni roztok médnatych iontii
- nejprve byl pfipraven roztok o koncentraci 5 mM rozpusténim
pentahydratu siranu médnatého v destilované vodé
- ndasledné byl roztok ziedén DMSO v ¢as potieby na 250uM
- molekulovd hmotnost CuSO4.H,0: 249,69 g/mol
e Zdsobni roztok médnych ionti
- navazenim médnych iontdl a naslednym  rozpusténi
v 0,1M HCl a 1M NaCl byl pfipraven 5mM roztok dané koncentrace
- ndsledné byl roztok ziedén DMSO na 250uM
- molekulovd hmotnost NaCl: 98,99 g/mol
e Roztoky pufri pro pH 4,5a 5,5
- smisenim 15mM vodnych roztok(i octanu sodného a kyseliny
octové byl pfipraven acetatovy pufr, pH bylo upraveno pomoci
pH metru
e Roztoky pufri propH 6,8a 7,5
- smisenim 15mM vodnych roztok(h HEPES sodné soli a HEPES
kyseliny byl pfipraven HEPES pufr, pH bylo upraveno pomoci
pH metr
e Roztoky testovanych latek

- alkaloidy byly rozpustény DMSO na koncentraci 10 mM

- koncentracni rfady byly pfipraveny s pouzitim DMSO
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4.6 Kalibracni kfivka médnatych iont(

Pro sestrojeni kalibraéni kfivky byly pfipraveny zasobni roztoky Zadanych
koncentraci, které byly pouzity k vlastnimu méreni. Méreni bylo provadéno
pfi konstantni vinové délce (A). Po ukonéeni méreni byl vytvoren graf
zavislosti absorbance na koncentraci médnatych iont(i a byla sestrojena
kalibra¢ni krivka.

Priprava zakladnich reagencnich roztoki:

e vodné roztoky Cu?* soli o koncentracich 50 uM, 100 uM, 150 pM,
200 pM, 250 pM.

e BCS5mM

e HAImM

Provedeni experimentu:

1. Bylo napipetovdno 150 ul pufru o pH 6.8 do vSech uréenych jamek
v mikrotitracni desticce.

2. Nasledné bylo pfidano 50 pl 1mM roztoku HA.

3. Do testovacich jamek bylo napipetovdno 50 pl roztoku Cu?* iont(
zadané koncentrace a do jamek kontrolnich 50 pl destilované vody
(Obr. &. 16).

4. Mikrotitraéni desticka byla premisténa na tfepacku a doba michani
trvala 1 minutu.

5. Do 3 fad jamek bylo pipetovano 50 ul roztoku BCS a do dalsich 3 fad
jamek 50 ul destilované vody (Obr. €. 16).

6. Po dokoncéeni pipetovani byla ihned zméfena absorbance
pfi konstantni vinové délce (A) 484 nm, dale pak v ¢ase 5 min.

7. Pomoci namérenych hodnot byla sestrojena kalibracni kfivka.
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:

Jamky s BCS

Slepé vzorky s destilovanou vodou

Testované jamky s rozdilnymi koncentracemi Cu?* iontd

- Kontralni jamky bez Cu®* ionth

Obrazek ¢. 16: Schéma mikrotitracni desti¢ky pti kalibraci Cu?*

jontd
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4.7 Kontrola vychozich roztokt médi

Kontrola ptipravenych zakladnich roztokd médi byla provddéna vidy

po pfFipravé 5mM i 0,25mM roztok( Cu* a Cu?*, pfed vlastnim méfenim.

Pipetovani bylo provadéno do dvou jamek mikrotitracni desticky pod sebe.

Absorbance spravné pripraveného roztoku se pohybovala vrozmezi

0,50-0,55.

Vlastni postup:

1. 150 pl pufru pH 7.5 bylo pipetovano do obou jamek.

2. Nasledné bylo pfiddno 50 upl 1mM roztoku hydroxylaminu
hydrochloridu.

3. Poté bylo pipetovano 50 pl 0,25mM roztoku iontd médi.

4. Mikrotitraéni desticka byla vloZzena na tfepacku a byla 1 minutu
michana.

5. Bylo pfidano 50 pl 5mM roztoku BCS.

6. Absorbance pfi vinové délce 484 nm byla mérena po jedné minuté od

pridani roztoku BCS.

4.8 Postup stanoveni chelatace iontd médi

hematoxylinem

Pfiprava zakladnich a pracovnich roztoki a roztokl testovanych latek:
Pro stanoveni chelataéni aktivity latek byly pfipraveny tyto roztoky:
5mM a 250uM roztok Cu?* iontll, 5mM a 250uM roztok hematoxylinu,

roztoky testovanych latek v DMSO nejcastéji v koncentracich 10 mM, 1 mM

a 0,1 mM - dalsi fedéni dle potreby.
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Vlastni provedeni experimentu — chelatace médnatych iontl v pufru

(pH 7.5, 6.8, 5.5)

1.
2.
3.

Do vsech jamek bylo pipetovdno 150 pl prislusného pufru.

Do kazdé z nich bylo nasledné pfidano 50 pl 250uM roztoku Cu?*iontd
50 pl roztoku testované latky dané koncentrace bylo pipetovano
do testovacich jamek a do jamek kontrolnich bylo ptiddno
50 ul rozpoustédla (Obr. ¢. 17).

Obsah mikrotitracni desticky byl michan na tfepacce 2 minuty.

Do 2 fad jamek bylo pipetovano DMSO a do dalSich 2 fad jamek 50 pl
250uM roztoku hematoxylinu (Obr. €. 17).

Mikrotitracni desti¢ka byla 3 minuty michana na tfepacce.

Absorbance byla mérena pfi rGznych vinovych délkach v zavislosti
na pH pufru (pfi pufru s pH 7.5 pfi vinové délce 610 nm, u pufru, ktery
ma pH 6.8 pfi vinové délce 590 nm a pii pouziti pufru pH 5.5 pfi

595 nm), ihned (v ¢ase 3 min), dale v ¢ase 5 min a 7 min.

50



:0]

roztok testované latky

cl
roztok testované latky

c2
roztok testované latky

c3
roztok testované latky

cX

kontrolni jamky (c

Jamky s indikatorem

Slepé vzorky

Jamky s 250pM hematoxylinem

Slepé vzorky s DMSO

Kontrolni jamky bez testovane latky

- Jamky s testovanou latkou

Obrazek €. 17: Schéma mikrotitracni desticky pfi stanoveni

chelatace iontl médi s hematoxylinem

4.9 Stanoveni chelatace a redukce ionti médi pomoci

disodné soli kyseliny bathocuproindisulfonové

Pfiprava zakladnich a pracovnich roztoki a roztokt testovanych latek:

Pro stanoveni chelataéni aktivity latek byly pfipraveny tyto roztoky:

5mM roztok Cu?* a 250uM roztok Cu?* vDMSO, 5mM roztok
Cu* ve vodném roztoku 0,1M HCl a 1M NaCl, 250uM roztok Cu*v DMSO,

10mM a 1mM HA, 5mM BCS, roztoky testovanych latek, které byly

pomoci DMSO fedény na pfislusnou koncentraci.
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4.9.1 Chelatace médnatych (Cu?*) ionti v pufru

U tohoto experimentu bylo nejprve provadéno vlastni méreni s pufrem,

ktery mél pH 7.5, ndsledné pak s pufry o pH 6.8, 5.5 a 4.5.

Provedeni experimentu:

1.
2.

Bylo pipetovano 100 pl pufru o urcitém pH.

Do testovacich jamek bylo pipetovano 50 ul roztoku testované latky
pfislusné koncentrace a do jamek kontrolnich 50 pl rozpoustédla
(Obr. ¢. 18).

Bylo pfidano 50 pl 0,25mM roztoku Cu?*iontd v DMSO do vech jamek.
Mikrotitracni desticka byla vloZzena na tfepacku a byla tfepana po dobu
2 minut.

Byl-li pouZivan pufr o pH 7.5 a 6.8 bylo pfidano 50 ul roztoku
hydroxylaminu hydrochloridu 1mM, v pfipadé pouZivani pufru
spH5.5a 4.5 bylo pipetovdno 50 pl roztoku hydroxylaminu
hydrochloridu 10mM.

Destic¢ka byla michana 1 minutu.

Do 2 fad jamek bylo napipetovano 50 pl destilované vody a do dalSich
2 fad jamek 5mM roztoku BCS (Obr. €. 18).

Nakonec byla ihned mérena absorbance pfi vinové délce 484 nm a déle

pak v ¢ase 5 min.
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rozpoustédlo (DMSQO)
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Obrazek €. 18: Znazornéni mikrotitraéni desticky pfi stanoveni

chelatace médnatych (Cu?*) iont( v pufru

4.9.2 Chelatace médnych (Cu*) iontd v pufru
Vlastni méreni bylo provadéno s pufry o pH 7.5, pH 6.8, pH 5.5 a pH 4.5.
Vlastni postup méreni:

1. Do vsech jamek bylo pipetovano 100 ul pfislusného pufru.
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Pfi pouziti pufru s pH 6.8 a 7.5 bylo pfiddno 50 ul roztoku HA 1mM,
u pufrQ s pH 4.5 a 5.5 bylo pipetovano 50 ul roztoku HA 10mM.

Do vsech jamek bylo pfidano 50 pl 250uM roztoku Cu* iontt v DMSO.
Destic¢ka byla vloZena na tfepacku a byla michana 1 minutu.

Do testovacich jamek bylo napipetovadno 50 ul roztoku zkoumané latky
o dané koncentraci, do jamek kontrolnich bylo pfidano
50 ul rozpoustédla (Obr. ¢. 19).

2 minuty probihalo michani.

Nakonec bylo pfiddno 50 pl 5mM roztoku disodné soli
bathocuproidisulfonové kyseliny nebo vody (Obr. €. 19).

Ihned byla méfena absorbance pfi vinové délce 484 nm addle

po 5 minutach.
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- Kontrolni jamky bez testované latky
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Obrazek €. 19: Schéma mikrotitracni desti¢ky pfi stanoveni

chelatace médnych (Cu*) iont( v pufru
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4.9.3 Chelatace médnatych (Cu?*) ionti v DMSO

Tento experiment byl provadén bez pfitomnosti pufru.

Postup méreni:

1. Do jamek testovacich bylo pipetovano 100 pl roztoku, ktery byl sloZzen
z prislusné koncentrace testované latky rozpusténé v DMSO a do jamek
kontrolnich 100 pl rozpoustédla, kterym byl stejné jako v predchozich
experimentech dimethylsulfoxid (Obr. €. 20).

2. Poté bylo pfidano 50 pl 250 pM roztoku Cu?*iontt v DMSO do v3ech

jamek.

2 minuty byla desticka michana na tfepacce.

Bylo pipetovano 50 pl 1mM roztoku HA.

Mikrotitracni destic¢ka byla michdna 1 minutu.

o v & W

Do 2 fad jamek bylo pfidano 50 pl 5mM roztoku BCS a do dalSich 2 fad
bylo pipetovano misto BCS stejné mnoistvi destilované vody
(Obr. ¢. 20).

7. Absorbance byla mérena ihned a v ¢ase 5 min pfi vinové délce 484 nm
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Obrazek €. 20: Zobrazeni mikrotitraéni desticky pfi provadéni

chelatace médnatych (Cu?*) iontl v DMSO

4.9.4 Chelatace médnych (Cu*) iontd v DMSO

Pfi provadéni tohoto méreni nebyly pouzivany pufry.

Vlastni postup méreni:

1. Do testovacich jamek mikrotitracni desticky bylo pipetovédno
100 ul testované latky dané koncentrace v DMSO ado jamek
kontrolnich bylo pridano misto latek 100 pl rozpoustédla (Obr. €. 21).

2. Bylo pipetovano 50 pl 1ImM HA.

3. Dadle bylo do jamek ptidano 50 pl 250uM roztoku Cu*iontd
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Destic¢ka byla michana 2 minuty.

Pipetovani bylo zakonéeno pridanim 50 ul roztoku BCS do 2 fad jamek
mikrotitracni desticky nebo vody do dalSich 2 fad jamek (Obr. ¢. 21).
Ihned po napipetovani poslednich sloZzek (BCS a vody) byla méfrena

absorbance pfi vinové délce 484 nm a dale po 5 minutdach.
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roztok testované latky

cl
roztok testované latky

c2
roztok testované latky

c3
roztok testované latky

cX

kontrolni jamky (c

lamky s indikatorem

I S < < ><><
s SIS

Jamky s BCS

Slepé vzorky obsahujici destilovanou vodu

Kontrolni jamky

- Testované jamky

Obrazek €. 21: Schéma mikrotitracni desti¢ky pfi stanoveni

chelatace Cu* iontd v DMSO
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4.9.5 Redukce méd'natych (Cu?*) iontd v pufru

Tento experiment byl méren s pufrem o pH 4.5, pH 5.5, pH 6.8 a pH 7.5.

Postup provadéni experimentu:

1.
2.

Do vsech jamek bylo pipetovano 100 ul daného pufru.

Do testovacich jamek bylo pfidano 50 pl roztoku testované latky urcité
koncentrace nebo rozpoustédla (DMSO) (Obr. ¢. 22), dojamek
kontrolnich bylo pipetovano 50 ul 1mM HA (v pfipadé uZiti pufru
o pH 6.8 a 7.5) ¢i 50 pul 10mM HA (u pufrd s pH 4.5, 5.5).

50 pl 250uM roztoku Cu?* iontl bylo pfidano do vsech jamek
mikrotitracni desticky.

Desticka byla umisténa na tfepacku a byla zde ponechdna po dobu
2 minut.

Bylo pfiddano 50 pl 5mM rozoku BCS a 50 pl destilované vody
(Obr. €. 22).

Ihned byla métena absorbance pfi 484 nm a v ¢ase 5 min.
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Obrazek €. 22: Zobrazeni mikrotitracni desticky pfi stanoveni

redukce médnatych Cu?* iontd v pufru
4.9.6 Redukce médnatych (Cu?*) iontd v DMSO

Tento experiment byl proveden bez pfitomnosti pufrd.

Postup:

1. Bylo pipetovano 100 pl roztoku testované latky urcité koncentrace
rozpusténé v DMSO nebo samotného DMSO bez latky do testovacich
jamek, dale bylo pfiddano 100 pl 1mM roztoku HA do jamek kontrolnich
(Obr. €. 23).
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N

Bylo pipetovano 50 pl 250uM roztoku Cu?* iontd v DMSO do viech
jamek.

Desticka byla uloZzena na tfepacku a byla tam ponechdna 2 minuty.

Do 2 fad jamek bylo pfidano 50 pl 5mM roztoku BCS a do dalSich 2 fad
jamek 50 ul vody (Obr. €. 23).

V poslednim kroku byla méfena absorbance pfti vinové délce 484 nm,

méreni probihalo ihned a ddle v ¢ase 5 min.
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Kontrolni jamky
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Obrazek €. 23: Schéma mikrotitraéni destic¢ky pfi stanoveni

redukce médnatych (Cu?*) iontl v DMSO
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5 Vysledky
5.1 Kalibracni krivka

Z hodnot namérenych absorbanci (Tab. ¢. 2) byl sestrojen graf kalibraéni
kfivky (Obr. €. 24). Zakladnimi pouZitymi koncentracemi médnatych iont
byly 50uM, 100uM, 150uM, 200uM a 250uM. Ze sestrojené kalibraéni
kfivky je zfejmé, Ze zavislost absorbance na koncentraci médnatych iont(

je linearni.

Koncentrace Cu®* 0 50 100 150 200 250
Absorbance
(prameér) 0,009333|0,120333 0,21| 0,348|0,445333|0,517667

Tabulka ¢. 2: Namérené hodnoty potfebné pro sestrojeni grafu kalibrac¢ni

krivky

0.6

0.5

0.4 R’=0.9895

0.3

absorbance

0.2

0.1

0.0 I I I I |
0 50 100 150 200 250

koncentrace Cu?"

Obrazek €. 24: Kalibracéni kfivka
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5.2 Chelatacni ucinky alkaloidu

5.2.1 Stanoveni chelatace médi pomoci hematoxylinu

Touto metodou byly zméreny vSechny latky. Méreni probihalo v prostiedi
pufrd (pH 7.5, 6.8, 5.5). Ze vSech promérenych alkaloid(
protoberberinového i protopinového typu Zzadna latka nevykazala
chelatacni aktivitu.

5.2.2 Stanoveni chelatace médi pomoci BCS

Po zméreni vSech alkaloidd nebyla prokdzana Zadna chelatace médnych
ani médnatych iont(. Vyjimkou jsou nékteré protopinové alkaloidy, které
pfi stanoveni chelatace médnatych iontli v DMSO vykazovaly chelatacni
aktivitu (Obr. ¢. 25-27). Mezi tyto alkaloidy patti allokryptopin,

korykavamin a protopin.

1004

P D o]
o o o
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% chelatované Cu?*
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0 - T T |
1:1 10:1 100:1

pomér koncentraci (alkaloid:Cu2+)

Obrazek €. 25: Chelatacni aktivita allokryptopinu pfi stanoveni

chelatace médnatych iontd v DMSO
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Obrazek ¢. 26: Chelatacni aktivita korykavaminu pfi stanoveni

chelatace médnatych iontl v DMSO

-

S o2} © o

o = o =)
] ] ] ]

% chelatované Cu®*
N
(]
L

0 &

| |
il 10:1 100:1

pomer koncentraci (aIkanid:Cu2+)

Obrazek €. 27: Chelatacni aktivita protopinu pfi stanoveni chelatace

médnatych iontd v DMSO
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5.3 Méd"-redukujici ucinky alkaloidti

Na obrazcich €. 28-37 jsou znazornény méd-redukujici uc¢inky jednotlivych
alkaloidd pfi rozdilnych hodnotach pH a v prostfedi DMSO vzdy
v ¢asech 0 min a 5 min.

5.3.1 Alkaloidy protoberberinového typu

pH 4.5 - 0 min

% i —— pH4.5-5min
‘::J 80 pH 5.5 - 0 min
% B —— pH5.5-5min
g o pH6.8-0 m?n
.8 —— pH 6.8 -5min
a; 50 pH 7.5 - 0 min
—— pH7.5-5min

0+

DMSO 1100 110 11 104 1004~ DMSO-0min

pomér koncentraci (alkaloid:Cu?*) == D=0 =5 min

Obrazek ¢. 28: Méd-redukujici ucinky berberin-chloridu pfi riznych

hodnotach pH a v prostfedi DMSO v ¢asech 0 min a 5 min

—— pH4.5-5min

100
- pH 4.5 - 0 min
“:3 80- pH 5.5 - 0 min
‘% 604 —— pH5.5-5min
& pH 6.8 - 0 min
S 40
= ' —— pH6.8-5min
[0
e 904 3 pH 7.5 - 0 min
S :
H —— pH7.5-5min
0

T T T T T 1 )
DMSO 1:100 110 11 1041 100:1 =~ DMSO-0min
pomér koncentraci (alkaloid:Cu2+) —=— DMSO - 5 min

Obrazek €. 29: Méd-redukujici ucinky kanadinu pfi riznych hodnotach

pH a v prostfedi DMSO v ¢asech 0 min a 5 min
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pH 4.5 - 0 min

100 o pH 4.5-5min
& pH 5.5 - 0 min
s
O 804 :
O —— pH 5.5-5 min
c
g 60+ —— pH 6.8 -0 min
X — s i
3 40- M pH 6.8 - 5 min
o H % —F ~— pH7.5-0min
S —
o -
e - — — "rfg'f_ff_hi'_“_r';'{'ffj‘“’_‘i b= pH 7.5-5min
H z
0 = . . — T — DMSO - 0 min
DMSO 1:100 1:10 11 10:1 100:1

. i ] —=— DMSO -5 min
pomér koncentraci (aIkaI0|d:Cu2+)

Obrazek €. 30: Méd-redukujici ucinky korydalinu pfi riznych hodnotdach

pH a v prostfedi DMSO v ¢asech 0 min a 5 min

pH 4.5 -0 min

. 100+ —— pH 4.5 -5 min
c:g 80 pH 5.5 - 0 min
= —— pH5.5-5min
g 007 —— pH 6.8 - 0 min
§ 40 —— pH 6.8 - 5 min
° 20- *— pH 7.5-0 min
B —— pH 7.5-5min

T 1 T T T 1 .
DMSO 1:100 1:10 1:1 10:1  100:1 DMSO - 0 min
pomér koncentraci (alkaloid:Cu®*) —=— DMSO - 5 min

Obrazek €. 31: Méd-redukujici ucinky skulerinu pfi riznych hodnotach

pH a v prostfedi DMSO v ¢asech 0 min a 5 min
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pH 6.8 - 5 min
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pH7.5-5min
DMSO - 0 min
DMSO - 5 min

Obrazek €. 32: Méd-redukujici ucinky sinaktinu pfi rznych hodnotach

pH a v prostfedi DMSO v ¢asech 0 min a 5 min
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N
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P ]

DMSO 1:100 110 11 10:1
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100:1

—

pH 4.5 -0 min
pH 4.5 -5 min
pH 5.5 -0 min
pH 5.5 -5 min

- pH 6.8 - 0 min

pH 6.8 - 5 min
pH 7.5 -0 min
pH 7.5 -5 min
DMSO - 0 min
DMSO - 5 min

Obrazek €. 33: Méd-redukujici ucinky stylopinu pfi riznych hodnotach

pH a v prostfedi DMSO v ¢asech 0 min a 5 min
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pH 4.5 - 0 min

100+
+ —— pH4.5-5 min

S 80-
O pH 5.5-0 min

N}

% 60- —— pH 5.5-5min
3 pH 6.8 - 0 min

= 401
8 —— pH 6.8 -5 min
x 201 pH 7.5 -0 min
0 —— pH7.5-5min

DNIISO 1:I100 1:I10 1;1 10]:1 106:1 DMSO - 0 min
pomeér koncentraci (aIkanid:Cu2+) —=— DMSO - 5 min

Obrdzek ¢. 34: Méd-redukujici ucinky tetrahydropalmatinu pfi rdznych

hodnotach pH a v prostfedi DMSO v ¢asech 0 min a 5 min

5.3.2 Alkaloidy protopinového typu

U protopinovych alkaloidli je redukce velmi nizka. Allokryptopin

nevykazuje Zadnou redukéni aktivitu (redukce mensi nez 5 % za vSech

podminek i pfi nejvyssim koncentracnim poméru), proto zde jeho graf neni

uveden.
pH 4.5 -0 min
100+
& —— pH4.5-5min
S
O 804 pH 5.5 - 0 min
o)
g 604 —— pH5.5-5min
>
£ pH 6.8 - 0 min
5 A
g G —— pH6.8-5min
2 204 DMSO - 0 min
. = —=— DMSO - 5 min
S |

DMSO 1400 110 11 104 100:1
pomeér koncentraci (aIkanid:Cu2+)
Obrazek €. 35: Méd-redukujici ucinky protopinu pfi riznych hodnotach

pH a v prostfedi DMSO v ¢asech 0 min a 5 min
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pH 4.5 - 0 min

- —— pH 4.5 - 5 min
”3 80- pH 5.5 - 0 min
= —— pH5.5-5min
g % *— pH 6.8 -0 min
}]3:; il —— pH 6.8 - 5 min
< 20- ) | — pH7.5-0min
x — —— pH7.5-5min

= DMSO 1400 110 1 101 100:1 DMSO - 0 min
pomér koncentraci (alkaloid:Cu®*) —=— DMSO - 5 min

Obrazek €. 36: Méd-redukujici ucinky koryavaminu pfi riznych hodnotach

pH a v prostifedi DMSO v ¢asech 0 min a 5 min

pH 4.5 -0 min
100- —— pH4.5-5min
& pH 5.5 - 0 min
>
O 80+ ]
“© —— pH5.5-5min
e
g 60 —— pH 6.8-0min
- —— 2 i
3 40 "’/ pH 6.8 - S min
o " e . —F « pH 7.5 -0 min
(=] Hl + T
& o - ——— ____;/___-::i,_j - pH 7.5 -5 min
i Fi 3
0 f T T- - T — T - 1 DMSO - 0 min
DMSO  1:100 1:10 1:1 10:1 100:1

. ) _ —=— DMSO - 5 min
pomer koncentraci (alka|0|d:Cu2+)

Obrazek ¢. 37: Méd-redukujici ucinky kryptopinu pfi rliznych hodnotach

pH a v prostfedi DMSO v ¢asech 0 min a 5 min
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6 Diskuze

Isochinolinové alkaloidy jsou jednou z nejpocetnéjSich skupin alkaloid(l
zastoupenych v rostlinné fiSi a mnoho z nich je biologicky aktivnich. Mezi
nejznaméjsi  latky, vyuZivané vterapii, patfi morfin, kodein
a galanthamin.%%9? Na katedre farmaceutické botaniky
fadu let izolacni prace zamérené zejména na isochinolinové alkaloidy, které
by mohly byt vyuZity v terapii rliznych onemocnéni. Zvysené hladiny iont
pfechodnych kovli, zejména Zeleza a médi, jsou popisovany u rady
onemocnéni jako je AD a PD, diabetes mellitus, nddorové onemocnéni,
aterosklerdza.*? Stanoveni chelataénich a redukénich Géinkd tak pfispiva
k poznani dalSich vlastnosti latek, které by mohly byt prospésné pfi lécbé
nékterych z téchto onemocnéni.

Ze Siroké Skaly izolovanych alkaloidd byly vybrany takové, které byly
dostupné v dostatecném mnozstvi. Bylo vybrano 7 protoberberinovych
alkaloidd a 4 alkaloidy protopinového typu. VSechny alkaloidy byly
testovany kompetitivnimi metodami na méd-chelatacéni aktivitu pomoci
dvou rGznych detekénich ¢inidel. Pro stanoveni chelatace médnatych iontu
byl jako prvni vyuzit HEM, ktery tvofi s médi méné stabilni komplexy, nez
je tomu u BCS, jejiz komplexy s médnymi ionty jsou stabilnéjsi a je tedy
silné kompetitivni. Indikator BCS byl také pouzit ke stanoveni redukujicich

vlastnosti latek.
6.1 Chelatacni aktivita

HEM tvofi s médnatymi ionty modry komplex, ktery je stanovovan
spektrofotometricky. Metoda je standardizovdna pro méreni chelatacnich
ucéinkl latek v prostiedi pufrii o pH 5.5, 6.8 a 7.5.%% Za téchto podminek byly
otestovany viechny alkaloidy. Zadny z alkaloidd viak nevykdzal chelataéni
aktivitu. Vzhledem k tomu, Ze se jednd o slabé kompetitivni indikator, nelze
ocCekavat, Ze by latky vykazaly méritelnou chelatacni aktivitu pfi pouziti BCS
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jako indikatoru. Z predchozich méfeni zelezo-chelatac¢nich ucinka alkaloidt
vsak vyplyva, Ze i alkaloidy, které nevykazuji Zadnou chelatacni aktivitu
v prostfedi pufrd, mohou mit chelataéni schopnosti v prostfedi DMSO.*3
ProtoZe hematoxylinovd metoda neni vyuzitelna v téchto podminkach, byly
vSechny alkaloidy zméreny také pomoci BCS. BCS je indikator, ktery tvofri
komplexy s médnymi ionty, a proto muiZe byt vyuZit pro stanoveni
Cu* chelataéni aktivity a pro redukci Cu?* iontd HA i pro stanoveni
chelataénich G¢inkd vaci iontdim médnatym. Zadny z protoberberinovych
alkaloidt nevykdzal Cu* a Cu?* chelatadni Ucinky. Slabou chelataéni aktivitu
vaci médnatym iontim v prostiredi DMSO vykazaly pouze nékteré
protopinové alkaloidy (allokryptopin, korykavamin a protopin). Kryptopin
byl zcela neaktivni. Nejvy33i schopnost chelatovat Cu?* v prostfedi DMSO
byla prokdzdna u allokryptopinu. Statisticky vyznamné rozdily mezi
jednotlivymi alkaloidy jsou pouze pfi velmi vysokém koncentracnim
poméru (alkaloid : Cu?*), jak je vidét na obrazku &. 38. PFi nizsich pomérech
pak nejsou mezi latkami vyznamné rozdily. Stejné jako protoberberinové
alkaloidy ani Zadny protopinovy alkaloid nechelatoval médné ionty.
Vzhledem k tomu, Ze nebyly v literature nalezeny Zadné udaje o chelatacni
aktivité téchto alkaloid, nelze s nimi nase vysledky porovnat. V porovnani
s chelataéni aktivitou trientinu®?, cheldtoru médi vyuzivaného pfi WD, jsou

ucinky ndmi testovanych latek nevyznamné.
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Obrazek ¢. 38: Porovnani méd-chelatacni aktivity protopinovych alkaloidd

v prostfedi DMSO

6.2 Redukce médnatych iontt

Redukci médi mlze dochazet ke zvysSené tvorbé hydroxylového radikalu,
coz muze byt pro lidské télo velice nebezpeéné>® (Rce ¢. 1). Daldim cilem
této prace proto bylo zjistit, jaké alkaloidy jsou schopny redukovat
Cu?* a tim tedy napomahat k produkci volnych radikald. Redukéni aktivita
vybranych alkaloidd byla méfena in vitro pti rozdilnych hodnotach
pH a rozdilnych koncentracich. Z namérenych hodnot redukénich aktivit
alkaloidd byly sestaveny grafy. Na obrazcich ¢. 28-37 jsou vidét
méd-redukujici ucinky protoberberinovych a nékterych protopinovych
alkaloidt pfi odlisnych pH a v prostfedi DMSO. V grafech jsou znazornény
alkaloidy, které vykazovaly alesport minimalni redukéni aktivitu. Z grafd
je ztetelné, Ze je redukce médi zavisla na case (0 min vs. 5 min).
Pro porovnani aktivity jednotlivych protoberberinovych alkaloidl byly
sestrojeny pfimky linedrni regrese s95% konfidencnimi intervaly
(Obr. €. 39-43). V téchto grafech jsou u jednotlivych pH a v prostifedi DMSO
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vyobrazeny pouze alkaloidy, u kterych bylo za danych podminek pfimku
linearni regrese mozné sestavit. Pfi pH 4.5 vykazaly méfitelnou aktivitu
pouze berberin-chlorid, skulerin a stylopin (Obr. ¢. 39). Porovname-li
aktivitu téchto tfi alkaloidd, je zfejmé, Ze je zde velky vliv poctu
hydroxylovych skupin ve strukture. Jediny skulerin ma ve své strukture dvé
hydroxylové skupiny a jeho aktivita je vyrazné vyssi neZ u ostatnich
protoberberinovych alkaloidd. V souboru testovanych latek neni bohuzel
zadnd dalsi latka s obsahem hydroxylovych skupin, takze neni moziné
porovnat aktivitu latek se dvéma a jednou hydroxylovou skupinou ani vliv
jejich polohy.

Pti vysSich pH a v prostfedi DMSO vykazaly métitelnou redukéni aktivitu
vSechny protoberberinové alkaloidy kromé korydalinu (Obr. ¢. 40-43).
| za téchto podminek je vidét velky vliv hydroxylovych skupin, kde
nejvyraznéjsi redukcni aktivitu vykdzal opét skulerin se dvémi

hydroxylovymi skupinami.

100+

—— berberin
—=— skulerin
—— stylopin

% redukované Cu®*
()]
o
1

I 1 1 I 1
1:100 1:10 14 10:1 100:1

pomér koncentraci (alkaloid:Cu2+)

Obrazek €. 39: Porovnani méd-redukujicich ucink( protoberberinovych

alkaloidl pfi pH 4.5
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pomé&r koncentraci (alkaloid:Cu®")

Obrazek €. 40: Porovnani méd-redukujicich ucink( protoberberinovych

alkaloidl pfi pH 5.5
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—— kanadin
- sinaktin
—=— skulerin
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—— tetrahydropalmatin

% redukované Cu®*
(8,]
o
1

Ll
1:100 1:10 1:1 10:1 100:1
pomér koncentraci (alkaloid:Cu2+)

Obrazek €. 41: Porovnani méd-redukujicich uc¢ink( protoberberinovych

alkaloidl pfi pH 6.8
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Obrazek €. 42: Porovnani méd-redukujicich ucink( protoberberinovych

alkaloidd pfi pH 7.5

100+ —— berberin

—— kanadin
sinaktin
—=— skulerin
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—— tetrahydropalmatin

% redukované Cu®*
g
1

O T T T 1 1
1:100 1:10 11 10:1 100:1

pomer koncentraci (alkaloid:Cu2+)

Obrazek ¢. 43: Porovnani méd-redukujicich ucinkd protoberberinovych

alkaloidl v prostfedi DMSO
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U vSech nami mérenych protopinovych alkaloidl je redukce velmi nizka
(Obr. €. 35-37), nelze tedy sestrojit piimky linearni regrese, které by mohly
byt porovnany. Mezi korykavaminem, kryptopinem a protopinem nejsou
statisticky vyznamné rozdily. Allokryptopin redukéni aktivitu nevykazuje.
Vzhledem k velmi nizké aktivité ostatnich protopinovych alkaloid(, neni
statisticky vyznamny rozdil ani mezi allokryptopinem a dalSimi latkami.
Obecné byla u protoberberinovych alkaloid( prokdzana mnohem vétsi
redukéni aktivita oproti protopinovym alkaloid(im. Stejné jako u chelatace
médnych a médnatych iontl ani reduk¢ni aktivita ndmi testovanych
alkaloidd nebyla doposud mérena, a tak ji nelze porovnat s nasimi vysledky.
Jedinym nami testovanym alkaloidem, ktery vykazoval vyznamnou
reduk¢ni aktivitu za vSech podminek, byl protoberberinovy alkaloid
skulerin, ktery ma ve své strukture dvé hydroxylové skupiny. U tohoto
alkaloidu bylo v minulosti prokdzéno potladeni ristu nddorovych bunék.”?
U nékterych latek napf. genisteinu, je redukce médnatych iont(
s naslednou zvysenou tvorbou volnych radikdli uvaddéna jako jeden
z mechanism0 Ucinku latek proti nddorovym burikdm.®* Skulerin ovliviiuje
strukturu mikrotubuld, inhibuje proliferaci a zpomaluje bunécny cyklus
nadorovych bunék. Jeho redukéni schopnosti tak mohou pfispivat k jeho

cytotoxickym ucinkam.”?
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7 Zaveér

Cilem mé diplomové prace bylo zméfit méd-chelatacni a méd-redukéni
aktivitu vybranych protoberberinovych (berberin-chlorid, kanadin,
korydalin, skulerin, sinaktin, stylopin, tetrahydropalmatin) a protopinovych
(allokryptopin, protopin, korykavamin, kryptopin) alkaloidli a porovnat
tuto aktivitu s jejich strukturou. Chelata¢ni aktivitu vykazovaly pouze
protopinové alkaloidy allokryptopin, korykavamin a protopin. Nejvyssi
schopnost chelatovat Cu?* v prostfedi DMSO byla prokazana
u allokryptopinu.  Redukéni  aktivita byla  prokdazana u obou
u protopinovych alkaloidd a u korydalinu. Schopnosti redukovat Cu?*
se nejvice vyznacuje skulerin, ktery se svymi ucinky vyrazné lisi od ostatnich
alkaloidd. Vysoka redukéni aktivita skulerinu pravdépodobné souvisi

s vyskytem hydroxylovych skupin v jeho molekule.
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Nazev diplomové prace: Interakce alkaloidl s pfechodnymi kovy Il

Méd' je dllezitou slozkou lidského organismu. Podili se na spravné funkci
organovych soustav a je také soucasti mnoha pro télo vyznamnych enzyma.
Vtéle je tfeba udriovat vyvaiené mnozstvi médi, aby nedochdzelo k
jejimu nadbytku ¢i nedostatku, coz muze vést ke vzniku rdznych chorob.
Cilem této diplomové prace bylo zjistit méd-chelata¢ni a méd-redukujici
ucinky isochinolinovych alkaloid berberin-chloridu, kanadinu, korydalinu,
skulerinu, sinaktinu, stylopinu, tetrahydropalmatinu, allokryptopinu,
protopinu, korykavaminu a kryptopinu. Pfi experimentdlnim méreni bylo
provedeno stanoveni chelatace iontd médi hematoxylinem a stanoveni
chelatace a redukce iontd médi pomoci disodné soli kyseliny
bathocuproindisulfonové. Nejvyssi redukéni aktivitu vykazoval skulerin,
v jehoZz struktufe se oproti ostatnim alkaloidim vyskytuji hydroxylové
skupiny a u kterého byl v minulosti prokazan ucinek na potlaceni rlstu
nadorovych  bunék. Nejniz§i redukéni aktivita byla zméfena
u protopinovych alkaloidi a u korydalinu. Redukéni a chelatacni aktivita
zavisi na chemické strukture a prostredi, ve kterém se dany experiment

provadi.

Klicova slova: méd, redukce, chelatace, isochinolinové alkaloidy, skulerin
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Copper is an important component of the human body. It is involved in the
right functioning of organ systems and is also a part of many important
body enzymes. It is necessary to maintain a balanced amount of copper in
the body in order to avoid excess or deficiency, which can lead to various
diseases.

The aim of this diploma thesis was to determine the copper chelating and
copper reducing effects of isoquinoline alkaloids berberine chloride,
canadine, corydaline, sculering, sinactine, stylopine, tetrahydropalmatine,
allocryptopine, protopine, corycavamine and cryptopine. In experimental
measurements the determination of chelation of copper ions with
hemytoxyline and the determination of chelation and reduction of copper
ions using disodium salt of bathocuproindisulfonic acid was performed.
The highest reducing activity was exhibited by scoulerine, whose structure
in comparison with other alkaloids contains hydroxyl groups and which has
been exhibited in the past to inhibit the growth of tumour cell. The lowest
reducing activity was measured for protopine alkaloids and corydaline. The
reducing and chelating activity depends on the chemical structure and

conditions in which the experiment is performed.

Key words: copper, reduction, chelation, isoquinoline alkaloids, scoulerine
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