UNIVERZITA KARLOVA

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Med’-redukéné ucinky derivatov xantén-3-6nov

Rigorozna praca

Veduci rigordznej prace: doc. PharmDr. Pfemysl Mladénka, Ph.D.

Hradec Kralové 2020 Mgr. Nikola Kopkova



Prehlasenie

,Prehlasujem, ze tato praca je mojim povodnym autorskym dielom. Pouzitd literatura a
d’alSie zdroje, z ktorych som pri spracovani prace Cerpala, st uvedené v zozname pouzitej
literatary a v préci riadne citované. Tato praca nebola pouzitd k ziskaniu iného, ¢i

rovnakého titulu®.

DAtUIMN: s



Pod’akovanie

Moje pod’akovanie patri doc. PharmDr. Premyslovi Mladénkovi, Ph.D., ktory ma trpezlivo
viedol pri spracovavani rigor6éznej prace a som mu vd’acnd za metodické vedenie a cenné

rady, Ustretovost’ a laskavost’.



ABSTRAKT
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Med je ako stopovy prvok pritomny vo vSetkych tkanivich aje nevyhnuty
pri bunkovom dychani, biosyntéze neurotransmiterov, pri vychytavani reaktivnych foriem
kyslika, a taktieZ je kofaktorom pre rézne druhy enzymov. NaruSenie homeostazy medi
moze viest' k poskodeniu pecene, CNS a tvorbe nadorov. Typickym prikladom poruchy
rovnovahy medi st Wilsonova a Menkesova choroba.

Derivaty xanténov su biologicky aktivne =zli¢eniny s moznym Sirokym
terapeutickym spektrom. Niektoré z tychto derivatov maji antitumorové, antipyreticke,
imunomodulac¢né, antioxidacné a iné pozitivne biologické aktivity.

Cielom tejto prace bolo zistit, ¢i derivaty 2,6,7-trihydroxyxantén-3-6nov maju
schopnost’ redukovat’ kationy medi a pripadne zistit’ vplyv réznych substituentov na tuto
schopnost’. Ako metodika bola pouzita spektrofotometricka metéda vyuzivajuca
batokuproindisulfonovu kyselinu ako indikator. Testovanych bolo 10 zlacenin pri roznych
hodnotach pH. Ukézalo sa, ze vSetky testované zluCeniny maja v drvivej vacSine
schopnost’ redukovat’ med’naté iony a to pri vSetkych hodnotach pH uz pri pomere menSom
ako 1:1 (xantén: med). NajvysSia schopnost’ redukcie medi bola pozorovana v pripade
derivatu 4'-trifluorometylu. Vplyv dalSich substituentov bol variabilny a tiez zavisel
na pH prostredi.

Zaverom mozno povedat, ze vSetky derivaty 2,6,7-trihydroxyxantén-3-6nov
redukovali med. Tato schopnost bola do urcitej miery modifikovand vplyvom

substituentov na benzénovom kruhu v polohe 9.
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Copper is present as a trace element in all tissues and is essential in cellular
respiration, in the biosynthesis of neurotransmitters, for the scavening of reactive oxygen
species, and is also a cofactor for various enzymes. Disruption of homeostasis can lead
to liver and CNS damage, and tumor formation. Typical examples of an imbalance
in copper homeostasis represents Wilson and Menkes disease.

Xanthene derivatives are biologically active compounds with a possible broad
therapeutic spectrum. Some of these derivatives have antitumor, antipyretic,
immunomodulatory, antioxidant and other positive biological activities.

The aim of this work was to determine whether 2,6,7-trihydroxyxanthen-3-one
derivatives have the ability to reduce cupric ions and possibly to detect the effect
of various substituents on this ability. As a methodology, a spectrophotometric method
based on bathocuproindisulfonic acid as an indicator was used. Ten compounds were
tested at different pH values. All tested compounds have been shown to have the ability
to reduce copper ions and most of them even at a ratio of less than 1: 1 (xanthene: copper)
at all pH. The highest copper reduction ability was observed in the case
of the 4'-trifluoromethyl derivative. The influence of other substituents was variable and
also dependent at pH of the environment.

In conclusion, all 2,6,7-trihydroxyxanthen-3-one derivatives reduced copper. This

ability was modified to some extent by substituents on the benzene ring in position 9.
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Zoznam skratiek

AA —kyselina arachidonova

ALS — amyotropna laterdlna skler6za

ATP7a — med’ transportujuci protein; . Menkesov protein”

ATP7b — med’ transportujici protein; . Wilsonov protein”

BCS — disodna sol’ batokuproindisulfonovej kyseliny

COX — cyklooxygenaza

CTR1 — selektivny transportér medi (z anglického copper transporter 1)
DMSO — dimetylsulfoxid

HA — hydroxylamin hydrochlorid

SOD - superoxiddismutaza

TxA, — tromboxan A,



1 Uvod

Med’ je zakladny stopovy prvok, ktorého funkcia v zivych systémoch je zalozena
predovsetkym na jeho schopnosti menit’ sa medzi dvoma oxida¢no-redukénymi stavmi,
mednym a mednatym. Enzymy, ktoré ich obsahuju, tzv. kuproenzymy, sa podielaju
na mnohych zivotne ddlezitych procesoch, ako je napriklad dychanie buniek, eliminécia
reaktivnych foriem kyslika a biosyntéza neurotransmitérov a spojivového tkaniva (Riha
et al. 2014). Metabolizmus medi v I'udskom tele je zlozity a nie je Uplne objasneny. Jej
homeostaza je vSak starostlivo regulovand, pretoze neviazané i0ny medi sa podiel’aju na
tvorbe kyslikatych radikédlov, ktoré nasledne spdsobuju poskodenie rdéznych biologickych
Struktar. Typickym prikladom poruchy homeostazy medi je Wilsonova choroba. NaruSenie
homeostazy medi je spojené tiez s rdznymi patologickymi stavmi vratane
neurodegenerativnych chor6b a nadorov.

Stadiom prirodnych a syntetickych derivatov xanténov sa vedci zaoberaju
uz niekol’ko rokov. Ich pozoruhodny biologicky potencidl je dovodom syntézy mnohych
novych derivatov, ktoré mdéZu mat vyuzitie v modernej terapii niektorych ochoreni.
Derivaty xanténu st biologicky aktivne zliceniny so Sirokym terapeutickym spektrom.
Niektoré z tychto derivaitov maji antitumorové, antipyretické, imunomodulacné,
antioxidacné a iné pozitivne biologické aktivity. V poslednych rokoch sa o tieto zluceniny

prejavil zvySeny zaujem hlavne pri lieCbe niektorych zriedkavych chorob.



2 Med’ a jej funkcie v organizme

Med’, ako stopovy prvok, tvori len 0,007 % zemskej kory v organizme dospelého
Cloveka sa nachadza 1,4-2,1 mg/kg medi. Aj preto je med’ nenahraditel'nym katalytickym
a Strukturdlnym kofaktorom, ktory pohana Siroké spektrum dolezitych biochemickych
procesov, ktoré st nevyhnutné pre zivot (Kim et al. 2008).

V biologickych systémoch sa i6ny medi vyskytuji v dvoch redoxnych stavoch:
Cu'" (redukovany) a Cu®*" (oxidovany) (Maksymiec, 1996). Tato redoxna aktivita je
kl'aicCova pre mnohé enzymatické reakcie, ktoré st dolezit¢é nie len v rdznych
biochemickych bunkovych procesoch, ale aj vregulaénych funkciach a v roéznych
organizmoch od mikrobov cez rastliny az po cicavce (Kim et al. 2008).

Med’ zohrava dolezitu tlohu aj v l'udskej fyziologii. Nerovnovaha medi ovplyviiuje
vyvoj srdca, CNS, funkciu peCene, metabolizmus lipidov, imunitu a rezistenciu voci
chemoterapeutickym liecivam (Lutesenko, 2010). Je nevyhnutnd pre normalny rast
a vyvoj, pretoze je potrebna pre mnohé biologické procesy vratane bunkového dychania.
NavySe mnohé l'udské patologie ako napriklad Alzheimerova choroba, neutropénia,
kardiomyopatia a rakovina, su Uzko spojené s defektom metabolizmu medi. Existuje
tiez niekol’ko monogénnych poruch spdsobenych poruchami metabolizmu medi
napr. Menkesova a Wilsonova choroba (Medina et al. 2019). Pacienti s tymito chorobami
maju tazké zdravotné komplikacie, Casto so smrtelnymi ndsledkami (Frisk et al. 2017).

V priebehu vyvoja vSetky organizmy vyuzivali redoxné vlastnosti medi a zeleza
ako kofaktora alebo Strukturdlneho determinantu proteinov. Biochémia medi umoznuje
fotosyntetickym organizmom vyuzit' slne¢nu energiu a premenit’ ju na organicku energiu
a kyslik, ktory umoznuje existenciu vSetkych nefotosyntetickych foriem zivota. Energia
organického pdvodu, ktora sa uvoltiuje v procese bunkového dychania pocas metabolizmu
cukrov, aminokyselin a mastnych kyselin sa ukladd vo forme ATP. Tato energia
sa  nasledne pouziva na riadenie nespocetnych  biologickych  procesov,

ako su napr. enzymom katalyzované biosyntetické procesy (Nevitt et al. 2012).



2.1. Kinetika medi v organizme

Medzi najbohatSie zdroje medi v potrave patria mékkySe a morské zivocichy,
a rozne druhy orechov. Do rastlin moéze med vstupit cez korefiovl suUstavu
alebo cez listy. Jedinym spdsobom akym med moze vstupovat’ do I'udského organizmu
je cez traviaci trakt. Vynimkou je prechod medi pokozkou cicavcov, ktory je mozny
pri aplikéacii masti obsahujicich vysoké koncentracie jej kationov (Linder a Azam, 2019).
Ako bolo spomenuté vysSie, med’ je nevyhnutny prechodny kov potrebny na aktivitu

viacerych enzymov cicavcov (Tab. 1).

Tabul’ka 1 Proteiny zavislé od medi

Enzym Funkcia

Cu,Zn- superoxiddismutaza (SOD) Antioxidant

Cytochrom c-oxidaza Mitochondrialne dychanie

Tyrozinaza Produkcia melaninu

Lyzyloxidaza Zosietovanie kolagénu a elastinu
Ceruloplazmin Ferooxidaza

Hepaestin Vylu€ovanie Zeleza z ¢reva

Dopamin B-hydroxylaza Produkcia katecholaminov
Peptidylglycin-o-amidujuca Spracovanie neuropeptidov a peptidovych
monooxygenaza (PAM) horménov

Zdroj: Vlastné spracovanie podla Shim a Harris, 2003

Superoxiddismutdza obsahujuca med’ a zinok (Cu,Zn-SOD, tiez SOD-1) je enzym
s antioxidacnym tuc¢inkom sliziaci na odstranenie superoxidovych radikalov za vzniku
peroxidu vodika. Cu,Zn-SOD predstavuje 1 % z celkovych bielkovin bunky. Je zaujimaveé,
ze genetické defekty tohto enzymu moZzu byt spojené s amyotropnou laterdlnou skler6zou
(ALS). Oxidaza cytochromu c je nevyhnutnd na mitochondridlne dychanie. Tyrozindza
je potrebnd na vyrobu melaninu. Nedostatok lyzyloxiddzy sa prejavuje laxnostou
kolagénu aj pokozky, a odrdza poruchu zosietovania kolagénu a elastinu. Oxidazy
ceruloplazmin a hepaestin su proteiny obsahujuce med’, ktoré reguluju ti€¢innost’ transportu
zeleza. Dopamin B-hydroxylaza je dolezita pri syntéze katecholaminov. Peptidylglycin-a-
amidujica monooxygenaza (PAM) je potrebnd pri spracovani neuropeptidov

a peptidovych horménov (Shim a Harris, 2003).
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Med sa zpotravy lahko absorbuje a jej dominantnym skladovacim organom
je pecent. Prebytocna med’ je vylucena zICou a eliminovana stolicou. Volné kationy medi
sa zriedka vyskytuji in vivo, pretoze by sa mohli podielat na tvorbe kyslikovych
radikalov. Med je obsiahnutd vo viacerych Specifickych vnutrobunkovych chaperénoch,
ktoré zabezpecuju transportnu funkciu medzi jednotlivymi ¢astami buniek. Dodnes nebol
identifikovany ziaden Specificky chaperon, ktory je zodpovedny za transport medi
z traviaceho traktu do pecene. Predpokladd sa, Ze mednaté kationy interaguji
s molekulami albuminu resp. histidinu a néasledné su prostrednictvom krvného rie€iska
transportované do prisluSnych tkaniv alebo sa ukladaji v peceni (Shim a Harris, 2003).

Stadiom kvasiniek boli prvykrat identifikované $pecifické gény, ktoré
st zodpovedné za kddovanie proteinov regulujucich prijem medi. Proteiny CTR1 a CTR2,
ktoré¢ vykazuji vysoku afinitu k vychytavaniu i6nov medi boli po prvykrat izolované
z pivnej kvasinky (Saccharomyces cerevisiae) (Turski a Thiele, 2009). Nasledne sa zistila
pritomnost CTR1 u mysi a u Cloveka. U cicavcov zabezpecuju proteiny CTR1 a CTR2
primarne transport medi do c¢riev, pricom CTRI1 sa podiel'a predovsetkym na transporte
medi z prijatej potravy (Gutfilen et al. 2018).

Transportér CTR1 zohrava kla¢ovu tlohu pri naviazani medi. V bunkach sa CTRI1
nachadza v plazmatickej membrane a vo vnuatrobunkovych vezikulach. V peceni,
oblickach, placente a mliecnej ZlI'aze sa nachadza predovSetkym na bazolateralnej strane
plazmatickej membrany (Lutsenko, 2010).

CTRI1 moze ovplyviovat’ koncentraciu medi v sére. Fyziologické stavy, ktoré zvySuju
metabolické naroky medi, mozu zvysit upregulaciu proteinu CTRI1. V niektorych
bunkovych linidch naznacuje intracelularna vezikularna distribicia CTRI1, Ze tento
transportér nielenze transportuje med’ do bunky, ale taktiez sa podiel'a na intracelularnej
distribacii tohto prechodného kovu. Akonahle je med intracelularna, zuacastiuje
sa na jednom zo Styroch moZnych metabolickych procesov (vid’ Obr. 1):

l. naviazanie sa na tionein (protein lokalizovany na Golgiho aparate, so schopnostou
viazat’ tazké kovy)

2. presun do mitochondrie na inkorpordciu do cytochromovej oxidazy
prostrednictvom chaperonu medi COX17

3. vézba na CCS (chaper6én medi pre SOD) na dodanie do vznikajucej Cu,Zn-SOD

4. dodanie medi do jednej z ATPaz (ATP7a/ATP7b) pomocou proteinu HAHI
(presun do ATPazy Wilsonovej choroby typu P), ktoré transportuji med’ do novo

syntetizovanych kuproproteinov a na export z bunky.
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Lokalizacné studie ATPazy Wilsonovej choroby typu P ukazuju redistribuciu
ATPazy z Golgiho aparatu do vezikularneho kompartmentu, ktory v prostredi s vysokou
koncentraciou medi, migruje von smerom k zl¢ovému epitelu. Tento proces umoziuje

vylucovanie prebytocnej medi prostrednictvom zl¢e (Shim a Harris, 2003).

Ceruloplasmin

Obrazok 1 Model vyuzitia medi v hepatocyte (Zdroj: Vlastné spracovanie podl'a Shim
a Harris, 2003).

Med’ vstupuje do hepatocytu viazaného na albumin alebo histidin a prechadza bunkou
cez transportny protein medi CTR1, ktory sa nachddza na plazmatickej membrane a taktieZ
je pritomny v samostatnom intracelularnom vezikuldrnom kompartmente. Akondhle
je med’ vo vnutri hepatocytu, zicastiuje sa jedné¢ho zo Styroch moznych procesov, zatial

¢o prebytocna med’ sa vyluci zZI¢ou.
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2.2 Choroby spoésobené med’ou

Pre spravne fungovanie 'udského organizmu su nevyhnutné optimdlne regulacné
prostriedky na udrzanie homeostazy medi (Turnlund, 1998). Odhaduje sa, ze optimalny
denny prijem medi u zdravého dospelého ¢loveka sa pohybuje v rozmedzi 0,6-1,6 mg.
Narusenie homeostdzy medi bolo pozorované u niektorych pacientov s rakovinou, avsak
poruchy suvisiace sjej nespravnym metabolizmom moézu byt nielen ziskané,
ale aj zdedené (Gutfilen et al. 2018).

Deficit kationov medi v organizme modZe viest k metabolickym abnormalitam,
ktoré su sposobené predovietkym stratou funkcii proteinov obsahujicich Cu™. Nadbytok
medi mozZe viest' k neregulovanej oxidécii proteinov, lipidov a inych bunkovych zlozZiek,
¢oho dosledkom moéze byt degradacia roznych tkaniv. V uplynulom desatro¢i bol
na zaklade dedi¢nych portich metabolizmu medi objasneny pdvod viacerych genetickych
ochoreni. Zdedené poruchy metabolizmu medi, spdsobujice jej nedostatok alebo nadbytok
v mozgu, mozu ovplyviiovat’ spravne fungovanie centralneho nervového systému (Madsen
a Gitlin, 2007).

Med’ je pritomna v celom mozgu, priCom najvyraznejSie je zastiipena v bazdlnych
gangliach, hipokampe, mozocku v synaptickych membranach a v bunkédch kortikdlného
pyramidalneho systému. Enzymy v centradlnom nervovom systéme, pre ktorych funkciu
si kationy medi esencidlne st tyrozinaza, ceruloplazmin, dopamin p-hydroxyldza
a cytochromova oxiddza. Med moéze byt preto priamo alebo nepriamo zapojena
v patogenéze  pocetnych neurologickych ochoreni, vratane Alzheimerovej choroby,
amyotrofickej lateralnej sklerézy, Huntingtovej choroby, Menkesovej choroby,
Parkinsonovej choroby, Wilsonovej choroby, prionovej choroby a syndromu okcipitdlneho

laloku (Desai a Kaler, 2018).
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Tabul’ka 2 Neurologické ochorenia zahfnajice metabolizmus medi

Choroba

Charakteristika

Neuronovy efekt

Alzheimerova choroba

Mutécie v amyloidnom pre-
kurzorovom proteine spdso-
buju geneticky tito chorobu.
Starecka demencia a zmeny
spravania. NajCastejSie vo

Akumulacia  amyloidného
plaku.Samoagregac¢né plaky
a neurofibrilarne spletence.
Suvisi s bunkovym oxidac-
nym stresom.

veku 65 rokov.
Amyotroficka  lateralna | Narast mutacii v Cu/Zn | Degeneracia hornych a dol-
skleréza superoxidoch sposobuje | nych motorickych neuro-
malé percento pripadov. | nov. Smrt’” v dosledku

Progresivna svalova slabost’
na zaciatku dospelosti.

zlyhania dychania.

Huntingtova choroba

dominantné
ochorenie.

Autozomalne
dedicné
Dospievajtci alebo dospeli.
Zavazna porucha pohybu.

Polyglutaminovy triplet
v proteine huntingtinu. Pro-
oxidacné aktivity. Nigro-
striatalna neurodegeneracia.

Menkesova choroba X-viazany recesivny gén. | Progresivna cerebralna
Nespravna absorbcia a dis- | atrofia. Dysmyeliniza-
tribucia medi. Problémy so | cia.  Abnormality intra-
spojivovymi tkanivami. kranialnych ciev.

Parkisonova choroba Primarna pohybova | Smrt’ dopaminergnych
porucha. Bradykinéza/ | neurénov. Akumula-
akinéza. Svalova rigidita/ | cia intracelularnych  in-
tremor. klazii.

Wilsonova choroba Autozomalne recesivne. | Predispozicia  akumulacie

Frekvencia nosi¢ov 1 z 90.
Klinicka prezentacia. Hepa-
tické verzus neurologické.
Ovplyvnené vekom.

medi v bazalnych gangliach.
Strata neurénov a degene-
récia dutiny.

Prionova choroba

Transmisivna neurodegene-
rativna  choroba.  Spon-
giformna encefalopatia.

Vysledok modifikovanych
PrP: PrPSc a PrPM.
Mozna neziadiuca metalacia
PrP s Mn namiesto Cu.

Syndrém
laloku

okcipitalneho

Mierny alelicky  variant
Menkesovej choroby. Sym-
ptomy disautondmie. Pro-
blémy so  spojivovymi
tkanivami.

Mierna mozgova atrofia.

Mierne myelinizacie.

Zdroj: vlastné spracovanie podla Desai a Kaler, 2018
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2.2.1 Menkesova choroba

Nizka sérovd med’ povodne naznacila, Ze ochorenie Menkes je jednoduchym
syndromom nedostatku medi v sekundarnom $tadiu intestindlnej malabsorpcie medi.
Avsak akumuldcia medi v tkanivach, ktoré nie st v peceni, poukazala na zlozitejSie
vysvetlenie pozorovaného nedostatku medi. Priznaky zévaznej nedostatocnosti,
st vacsinou mozgového povodu, a spijaju sa s pocetnymi systémovymi poruchami.
V mozgu sa nachddza niekol’ko dolezitych enzymov, ktoré vyzaduji med
a su nepostacujiice kvoli zlej absorbcii medi a v klinickom obraze klasickej Menkesovej
choroby dominuju neurologické priznaky (Horn et al. 2018).

Menkesova choroba je neurogenetické ochorenie sposobené muticiou génu
X, ktora sa prejavuje spomalenim rastu, krehkymi vlasmi, hypopigmentaciou a neurénovou
degeneraciou v dosledku straty funkcie génu kodujuceho ATP7a (Madsen a Gitlin, 2007).
Tento gén koduje ATP-dzu P-typu transportujicu med’, ktory tvori kovalentne
fosforylovany medziprodukt z prenosu gama-fosfitu ATP na Specificky aspartatovy
zvySok v katalytickom mieste proteinu (Desai a Kaler, 2018).

Nedostatok génového produktu ATP7a-4zy vedie k abnormalnej bunkove;j
transportacii medi a znizenej aktivite mnohych enzymov, ktoré¢ su zavislé od medi (Ahmed
a Hussain, 2017). Vzhl'adom na zna¢nu klinicku heterogenitu je tazké predpovedat
priebeh Menkesovej choroby. V¢asnd molekuldrna diagnostika a vyhodnotenie vzt'ahov
genotyp-fenotyp modze pomdct vyhodnotit” progndézu pre novorodenca s Menkesovou
chorobou a pomoct” odhadnat’ lieCbu. Malé mnozstva funkéného proteinu ATP7a mozu
umoznit’ miernej$i Menkesov fenotyp a lepsiu prognozu liecby (Horn et al. 2018).

Ludia s Menkesovou chorobou maji naruSeny transport medi skrz placentu,
gastrointestinalny trakt a mozog. Cirkulujace koncentracie medi a ceruloplazminu st nizke
a neurochemické koncentracie ovplyvnené enzymom medi (dopamin-hydroxylazou),
st abnormalne (Gubler et al. 1953). ZniZena aktivita enzymov zavislych od medi je
pravdepodobne hlavnym faktorom poskodenia mozgu pri Menkesovej chorobe. Kedze
med’ je nekompetetivny antagonista N-metyl-D-aspartatového receptora moéze plnit’ Glohu
pri reguldcii draZzdivosti neurdénov. Synapticka aktivacia N-metyl-D-aspartatového
receptora vedie k rychlemu a reverzibilnému obsadeniu ATP7a, ¢oho dosledkom je
spojenie medzi homeostdzou medi a aktivaciou neurénov v mozgu. Napriek zavaznému
nedostatku medi maji pacienti s Menkesovou chorobou len zriedkavo hematologické

prejavy. ATP7a zohrava doleziti ulohu pri vyvoji centrdlnej nervovej sustavy, ktoré
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mozeme pozorovat u pacientov Menkesovej choroby taktiez moéze dojst k poruchdm
spravania a k neurologickym a vyvojovym abnormalitdm.

Neurologické prvky st pritomné uz v rannom detstve. ATP7a sluzi ako transportér
medi vo vaskularnych endotelidlnych bunkéch, v epiteli sietnicového pigmentu
formujicich hematoencefalicku bariéru a preto je dolezity pri distribicii medi do mozgu.
Pacienti s Menkesovou chorobou vykazuju progresivnu cerebralnu atrofiu a oneskorenu
myelinizaciu, ktoré je mozné pozorovat’ na magnetickej rezonancii mozgu (Obr. 2) (Desai

a Kaler, 2018).

Obrazok 2 Radiologické nalezy (Zdroj: Caicedo-Herrera et al. 2018).

Obrazok A: difizna mozgova atrofia, B: skrtenie mozgovych krvnych ciev

U pacientov s Menkesovou chorobou je systémova aplikdacia medi neucinna,
pretoze transport medi do mozgu je zavisly na ATP7a (Madsen a Gitlin, 2007).
Ako najicinnejSie sa ukazalo podavanie komplexu medi a histidinu, ktory zvySuje
koncentraciu medi v krvi ¢im sa pacienti dozivaju vysSieho veku. Na druhej strane,
nelieceni pacienti va¢Sinou umieraju v priebehu 3 rokov od diagnostikovania tejto choroby

(Desai a Kaler, 2018).
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2.2.2 Wilsonova choroba

Wilsonova choroba je autozomalna recesivna porucha veduca k cirhéze pecene
a progresivnej degenerdcii bazalnych ganglii v dosledku zmeny funkcie génu ATP7b.
Pri tejto chorobe dochadza k strate funkcii ATP7b (Madsen a Gitlin, 2007; Obr. 3). Hoci
sa uskuto¢nilo niekolko pokusov vyskum koreldcie genotyp-fenotyp u pacientov
s Wilsonovou chorobou neviedol k jasnej asocidcii medzi genotypom a klinickou
prezentaciou. Na rozdiel od Menkesovej choroby, kde je u kazdého pacienta identifikovana
len jedna mutéacia, vo viacSine pripadov pacientov postihnutych Wilsonovou chorobou
si heterozygoty, dve rézne mutacie na kazdej alele, co komplikuje prognézu genotyp-
fenotypu Wilsonovej choroby. Studia na dénskej kohorte Wilsonovej choroby (in§pirovana
uspesnou  genotypovo-fenotypovou  korelaciou), u pacientov s nedostatkom
fenylalaninhydroxylazy naznacila, Ze mutacia ATP7b by mohla byt’ funkéne dominantnou

(Horn et al. 2018).

Hepatocviy

Zdra‘,ia' bunka Wilsonova choroba
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Obrazok 3 Patogenéza Wilsonovej choroby (Zdroj: Vlastné spracovanie podla Madsen

a Gitlin, 2007).

Teoretické porovnanie zdravej bunky a bunky s Wilsonovou chorobou. Transport medi

k trans-Golgiho sieti (TGN) je znazorneny ako proces vnutrobunkovej homeostazy
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ATP7b. Vysledkom dysfunkcie je akumuldcia medi v cytozole s pridruzenym bunkovym
poskodenim.

Hoci ATP7b sa nachadza vo viacerych oblastiach mozgu, pri Wilsonovej chorobe
dochddza k akumuldcii medi v extrahepatalnych a hepatalnych tkanivach, ktory
je sposobeny jej nadmernou akumulaciou z plazmy (Madsen a Gitlin, 2007). Strata ATP7b
vedie k produkcii apoceruloplazminu, ktory sa vplazme rychlo degraduje,
¢o ma za nasledok znizenu kapacitu prenosu medi (Desai a Kaler, 2018). Ceruloplazmin
je feroxidaza, ktora obsahuje viac ako 95 % medi pritomnej v plazme. Tento protein
je syntetizovany v hepatocytoch a vyluCovany do plazmy. ZniZena sérova koncentracia
ceruloplazminu je charakteristickym indikatorom pri Wilsonovej chorobe (Madsen
a Gitlin, 2007).

Stucasne dochadza k znizenému vyluCovaniu medi do ZI¢e, to vedie k akumulécii
medi a poSkodeniu pecene, a v kone¢nom dosledku k pretazeniu extrahepatalnych tkaniv
med’ou (Desai a Kaler, 2018).

Takmer polovica pacientov trpiacich Wilsonovou chorobou ma priznaky
neuropsychiatrického ochorenia. Hoci tieto neurologické priznaky mézu byt na zaciatku
nepatrné, bez spoluprace pacientov mézu viest k vaznym parkinsonovym priznakom
v dosledku nahromadenia medi v bazalnych ganglidch. Neurodegeneracia Wilsonovej
choroby vychadza priamo zakumuldcie medi, no presné mechanizmy bunkového
poskodenia nie st zname. Pozorované boli bezné psychiatrick¢é symptomy od problémov
spravania az po psychozy (Madsen a Gitlin, 2007).

V pripade Wilsonovej choroby sa okrem peCene a mozgu moze med’ akumulovat’
aj v oku. Patologicky znak, Kayserov-Fleischerov kruh, je prstencovd sedimentacia medi
na okraji rohovky (Obr. 4). Med’ sa moze hromadit’ aj v SoSovke a spdsobit’ ,,slnecnicovy*
Sedy zékal. U priblizne 95 % pacientov s neurologickymi priznakmi sa prejavil Kayser-
Fleischerov kruh, zatial ¢o poSkodenie pecene sa prejavilo u 65 % pacientov (Desai

a Kaler, 2018).
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Obrazok 4 Akumulacia medi v oku, pritomny aj Kayserov-Fleischerov kruh (Zdroj:
Madsen a Gitlin, 2007).

Tieto abnormality bez neuropatickych korelacii st vysledkom akumuldcie medi
v mozgu. Peroralne chelatacné c¢inidld medi su ucinné na obnovenie homeostazy

medi u mnohych pacientov s Wilsonovou chorobou (Madsen a Gitlin, 2007).

2.2.3 Huntingtonova choroba

Huntingtonova  choroba je  neurodegenerativna  geneticka porucha
na 4. chromozome DNA. Genetickou mutdciou vznikd tzv. huntingtinovy protein.
Ochorenie je charakteristické poruchou pohybu, psychiatrickymi priznakmi a kognitivnou
dysfunkciou (Xiao a Fan, 2013). Pribuzni pacientov s touto genetickou poruchou trpia
velkou zéatazou, pretoZze pacienti maju zmenené socidlne spravanie a dochadza
aj k zhorSeniu medziludskych vztahov. Dochddza k poSkodeniu neurénov, k zmenseniu

a zniZzeniu funkcie mozgu, ako aj k degenerativnym zmendm v mozgovej kore (Obr. 5).

Normal Basal Ganglia V4. HD Bazal Ganglia
T g g

Obrazok 5 Vplyv Huntingtonovej choroby na bazalne ganglia (Zdroj: Liou, 2010).

19



Bazédlne ganglia l'udského mozgu a vplyv Huntingtonovej choroby na jeho
Struktaru. Mozog postihnuty Huntingtonovou chorobou mé zvicsené mozgové komory
v porovnani so zdravym mozgom v dosledku nekrozy nervovych buniek.

Priebeh ochorenia sa u pacientov li§i a méze mat niekol’ko stadii:

1. stadium: pacient je bez zmeny spravania sa vztahu k praci ako aj v rodinnom Zivote
. Stadium: pacient je schopny vykonavat’ kazdodenné ¢innosti
. Stadium: pacient potrebuje pomoc pri kazdodennej ¢innosti a nie je schopny pracovat

. Stadium: pacient je schopny Zit' v domacom prostredi, ale je nesamostatny

[V, T S US B S

. Stadium: pacient je odkazany na pomoc odbornikov.

Na diagnézu Huntingtonovej choroby sa vyuZiva priamy geneticky test, najcastejSie
polymerazovou retazovou reakciou merajucou diZku repeticii génu pre huntingtinovy
protein na kazdej alele (Necpal a Patardk, 2013).

Akumulécia medi v striate pacientov s Huntigtonovou chorobou je zndma niekol'ko
rokov, ale pri¢ina eSte nebola objasnend. Hromadenie medi v mozgu by mohlo mat’
za nasledok interakciu s vizobnymi miestami s nizkou afinitou r6znych biomolekul. Zistilo
sa, ze interakcie medi s proteinmi sa podielaji aj na patogenéze Alzheimerovej choroby
a Parkinsonovej choroby. V pripade polyglutaminovych chordb vratane Huntingtonove;j
choroby sa takéto interakcie neuvadzaju. Pritomnost’ medi by vSak mohla vyvolat’ zmenu
konformacie mutantné¢ho huntingtinu, agregaciu a/alebo redoxnu aktivitu, ¢o by bolo
podobné ako interakcie beta-amyloidu s medou, ktora indukuje beta-amyloidovia
oligomerizaciu, o ktorej sa predpoklada, ze prispieva k patogenéze Alzheimerovej choroby

(Fox et al. 2007).
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2.3 Derivaty xantén-3-0nov

Prirodné a syntetické derivaty xanténov su zname biologickou aktivitou vratane
antitumorovej,  antipyretickej,  antimalaritickej, = antimikrobidlnej,  antioxidacnej
a hepatoprotektivnej (Zavrsnik et al. 2013). V doésledku rozmanitej Struktury a moznému
terapeutickému vyuzitiu v medicine si derivaty xantén-3-6nov ziskali pozornost’ odborne;j
verejnosti a mnohych vyskumnych skupin po celom svete (Xiong et al. 2018). Je zname, ze
oxidacny stres priamo suvisi s niektorymi chorobami (ateroskler6za, Alzheimerova
choroba, rakovina, proces starnutia, degeneracia centrdlneho nervového systému), pri
ktorych sa antioxida¢né zliceniny, akymi st xantény, mézu stat’ délezitymi v prevencii
alebo liecbe tychto ochoreni (Veljovi¢ et al. 2015).

V studii Applovej et al. (2018) je popisana syntéza niekol’kych derivatov xantén-3-
onov s protidostiCkovou aktivitou. Najvyssia biologicka aktivita bola pozorovana v pripade
9-(4'-dimetylaminofenyl)-2,6,7-trihydroxy-xantén-3-6n (1, Obr. 6), ktoré¢ho protidosti-
¢kova aktivita bola zaloZzend na antagonizme na receptoroch tromboxanu A,. Ukazalo sa,
7ze 1 spolu so zluceninou 9-(2'-hydroxy-5'-bromofenyl)-2,6,7-trihydroxy-xantén-3-6nom
(2) boli aktivne aj pri agregacii indukovanej kolagénom (Obr. 6).

R
1: 4'- dimetylamino

2: 2'-hydroxy-5'-bromo

5 10 4

Obrazok 6 Chemicka Struktira dvoch najaktivnejSich derivatov xantén 3-6nov (Zdroj:

Vlastné spracovanie podl'a Applova et al. 2018).

V pripade agregacie indukovanej kolagénom vykazovala vyssiu aktivitu zlucenina 1, zatial
¢o zlafenina 2 bola aktivnejSia pri inhibicii agregicie indukovanej AA. Kolagénom
indukovana drdha je spojend s TxA,, preto je pravdepodobné, Ze liek antagonizujuci
ucinok TxA, by mohol blokovat' agregaciu indukovani kolagénom. Doteraz nebola
objasnend silnejSia inhibicia aktivacie krvnych dosti¢iek AA zli€eninou 2 v porovnani so
zliceninou 1 aj napriek jej vysSiemu antagonickému efektu na tromboxanovych
receptoroch. Zlu¢enina 1 vykazovala porovnatelny alebo dokonca lepsi ucinok ako

klinicky pouzivana kyselina acetylsalicylovd s odliSnym mechanizmom u¢inku.
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Protidostickova lieCba je zamerand okrem iného na inhibiciu agregacie krvnych dosticiek.
Ked'Ze pacienti s ischemickou chorobou srdca maju pri akutnom infarkte myokardu
zvySené mnozstvo tromboxanovych A, receptorov, tato potenciondlna zlicenina pdsobiaca

ako antagonista tychto tromboxanovych receptorov by mohla byt potencionalnym lieckom.

ASA
B Zlicenina 1

-@®- Zlucenina 2

| o ICs > 300pM

Agregacia (%)

Koncentracia (M)

Obrazok 7 Vplyv zltcenin na agregaciu krvnych dostic¢iek indukovanu kolagénom (Zdroj:
Applova et al. 2018). Krivky zavislosti koncentracie dvoch najaktivnejSich zltcenin 1,2.

Udaje st uvedené ako priemer + SD.

Viaceré xantén-3-6ny vykazuju potencial pre vyvoj novych lie¢iv. Dalsim
vyznamnym derivatom xantén-3-6nom, ktory je podrobovany protinddorovym klinickym
skaskam je psorospermin (Obr. 8-1). Ide o antileukemické Cinidlo izolované z korenov
a kory tropickej africkej rastliny Psorospermum febrifugum a kyselina dimetylxantenon-4-
octovd (DMXAA, Obr. 8-2), ktora spdsobuje rychly vaskularny kolaps a nekrézu nadorov.
Psorospermin bol objaveny pri §tadii vztahu medzi Struktirou a G¢inkom analogov
kyseliny flavonovej a kyseliny octovej. Prirodné dehydroxantony (artobiloxantéon
a xantony), ako je gaudichaudion A, st tiez GCinnymi antileukémickymi cinidlami.
Vyznamné protinddorové vlastnosti dehydrofuranoxanton psorosperminu a alkaloidu
akronycinu (linearne tricyklické kruhové systémy so Stvrtym okyslicenym kruhom),
povzbudili vyskum izosterickych derivatov xantéonu akronycin, ktoré boli dokonca
ucinnejSie ako samotny akronycin. Zistilo sa, Ze derivaty akronycinu (Obr. 8-3)
s metoxyskupinou v polohe 1 st vysoko nerozpustné a nezlepSuju celkovu aktivitu

(Palmeira et al. 2010).
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Obrazok 8 Chemicka Struktura derivatov xantéonov (Zdroj: vlastné spracovanie podla
Palmeira et al. 2010). 1: psorospermin 2: kyselina dimetylxantenén-4-octova (DMXAA)

3: alkaloid akronycin

Xantony s prenylovymi jednotkami, spojenymi v kruhu alebo ako funkéna skupina
s otvorenym ret'azcom sprostredkiivaju délezité biologické Cinnosti tykajuce sa velkého
mnozstva cielov s terapeutickou hodnotou. Zistilo sa, ze v niektorych pripadoch
pritomnost  prenylovych postrannych retazcov zvySila aktivitu v  porovnani
s ich neprenylovanymi analégmi (Palmeira et al. 2010).

Mnoho prirodnych produktov zohrdva doleziti ulohu antioxidantov a predstavuju
prekurzory pre vyvoj novych latok. Najmd polyfenoly st dlhodobo uznavané pre svoje
schopnosti zachytavat’ vol'né radikaly v bunkdch (Ndhlala et al. 2010).

Ukazalo sa, ze aj derivaty xantonov pdsobia ako chelatory kovov, zachytavace
vol'nych radikalov a inhibitory peroxidacie lipidov (Cidade et al. 2017). V tejto praci bola
zdoraznena antioxidacna aktivita jednoduchych okysli¢enych xantonov akymi st vicinalne
dioly. Potrebny je d’alsi vyskum na posudenie potencialu 1 , 2-dihydroxyxantonov.

Prirodné glykozidy flavonoidov a xantéonov su zname biologickou aktivitou,
pri ktorej zohrava dolezitu tlohu gykozidicka funkéna skupina (Alves et al. 2019). Bolo
preukédzang, Ze acetylovany flavonoidovy glykozid pripraveny syntézou ma silny inhibi¢ny
u¢inok na rast gliomovych buniek. Na zaklade tychto poznatkov sa predpoklada,
7ze acetylované¢ xantonové glykozidy by mohli pdsobit’ ako silné inhibitory rastu
gliomovych buniek a zaclenené do prolipozomov by mohli umoZznit' prienik
do hematoencefalickej bariéry, ¢im by sa zabranilo hydrolyze esterdzami. V zavere bolo
potvrdené, Ze xantdn (3,6-bis(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-glukopyranozyl xanton) sa spesne
vélenil do lipozémov, priCom bola zachovanéd inhibi¢néd aktivita proti bunkovym liniam
glioblastomu. Tento vysledok potvrdil, Ze xantony mézu byt v budicnosti potencionalnym
liekom pri liecbe niektorych typov nadorov.

Je tiez dolezité zdoraznit’, Ze protidosStickové ucinky moézu zvysit' protinadorovy

ucinok. Je dobre zname, ze nadorové bunky potrebuju vicSie mnozstvo Zeleza a medi
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a preto su citlivejsie na u¢inok chelata¢nych ¢inidiel. Obzvlast redukcia medi alebo Zeleza
mozu viest' k zvySeniu protinadorového ucinku. Z tohto doévodu bol Studovany vplyv

tychto zlu¢enin na redukciu medi (Mladénka et al. 2020).
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3 Experimentalna ¢ast’

3.1 Ciel’ prace

Cielom rigordéznej prace bol stadium interakcii syntetickych derivatov
2,6,7-trihydroxyxantén-3-6nov s med’natymi iénmi pri réznych hodnotach pH (4,5; 5,5;
6,8; 7,5). Okrem zistenej miery schopnosti redukovat’ med’, d’al§$im cielom bol aj vplyv

chemickej Struktiry na redukciu tychto i6nov pri r6znych hodnotach pH.
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3.2 Materialy a metodika

3.2.1 Pouiité chemikdlie

Pentahydrat siranu mednatého (CuSO4.5H;0), chlorid medny (CuCl),
dimetylsulfoxid (DMSO), hydroxylamin  hydrochlorid (HA), disodna sol’
batokuproindisulfénovej kyseliny (BCS), acetatové tlmivé roztoky o pH 4,5 a5,5
(vytvorené z kyseliny octovej a octanu sodného v ultracistej vode, koncentracie soli boli
15 mM, koncentracie volnej kyseliny boli dopocitané pre odpovedajuce pH), tlmivé
roztoky opH 6,8 a7,5 boli pripravené z kyseliny 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-
yl]etansulfonovej (HEPES) ajej sodnej soli, koncentracie soli boli 15 mM. Pouzité
chemikalie boli zakupené¢ od Sigma-Aldrich (Nemecko). Testované latky - derivaty
2,6,7- trihydroxyxantén-3-6nov (vid’ Obr. 9) boli pripravené synteticky na Univerzite v

Sarajeve (Prof. Kemal Duric).

Obrazok 9 Zakladna Strukttra derivatov 2,6,7-trihydroxyxantén-3-6nov.

: 3',4'-dihydroxy

: 2'-hydroxy-3'-metoxy

: 3',5'-dimetoxy-4'-hydroxy

: 3'-metoxy-5'-nitro-4'-hydroxy

1

2

3

4

5: 4'-etoxy
6: 3'-bromo

7: 2'-chloro-6'-fluoro
8: 4'-dimetylamino
9: 4'-trifluorometyl

10: 4'-acetylamino
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3.2.2 Pristroje

Spektrofotometer na meranie absorbancie SYNERGY HT Multi-Detection
Microplate Reader (BioTec Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA)
Analytické vahy KERN ABT120-5DM (KERN & Sohn GmbH, Balingen,
Germany)

Trepacka pre skimavky IKA® VORTEX GENIUS 3 (IKA® - Werke GmbH & Co.
KG, Staufen, Germany)

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

3.3 Postup

3.3.1 Priprava zasobnych roztokov

5 mM roztok med’natych i6nov (Cu®") boli pripravené rozpustenim pentahydratu
siranu med’natého (CuSO4.5H,0 My, = 249,69 g/mol) v ultracistej vode

5 mM roztok chloridu medného (CuCl) bol pripraveny rozpustenim CuCl (Mw=
98,99 g/mol) vo vodnom roztoku 0,1 M HCl a 1 M NaCl. Najprv bolo pripravené
rozpuStadlo zmieSanim 442 pl 32% HCl (My= 36,46 g/mol, 1 liter= 1,16 kg)
a 44558 pl ultracistej vody. Nasledne sme v 0,1 M HCl rozpustili NaCl (M,,= 58,44
g/mol) na 1 M roztok. CuCl sme rozpustili v pripravenom rozpustadle
v ultrazvukovom kupeli.

100 mM roztok hydroxylaminu hydrochloridu (HA) bol pripraveny rozpustenim
hydroxylaminu (My= 69,49 g/mol) v ultraistej vode andasledne zriedeny
na koncentraciu 10 mM ultracistou vodou.

5 mM roztok BCS bol pripraveny rozpustenim disodnej  soli
batokuproindisulfénovej kyseliny (Mw= 564,54 g/mol) v ultracistej vode.

3.3.2 Priprava testovanych roztokov

Zakladné roztoky testovanych zli€enin boli pripravené rozpustenim v DMSO

(zvyCajne 10 mM) anésledné riedené v DMSO podla potreby na pozadovani

koncentraciu.
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3.3.3 Meranie kalibracnej krivky (Tab. 3)

Do vsetkych testovanych jamiek mikrotitracnej dosticky bolo pipetou pridané
150 pl timivého roztoku.

Nasledne bolo do vsetkych jamiek pridanych 50 pul 1 mM roztoku HA.

Do testovacich jamiek bolo pridané 50 pl roztoku mednatych idnov prislusnej
koncentracie a do kontrolnych jamiek bolo pridané 50 pl vody.

Dosticka bola 1 minatu na trepacke.

Nasledne bolo do prvej polovice jamiek pridanych 50 pl  roztoku
BCS (x) a do druhej polovice jamiek bolo pridanych 50 pl vody (x).

Absorbancia pri vinovej dizke 484 nm vola merana okamzite a po 5 minutéch.

Z nameranych hodnot bola zostrojena kalibra¢na krivka.

Tabul’ka 3 Kalibra¢na krivka med’natych ionov

¢ (Cu™)

0 uM 50uM | 100puM | 150pM | 200 pM | 250 pM

Jamky

s indikatorom

Slepé vzorky

3.3.4 Vlastny eperiment - redukcia med’natych (Cu**) iénov pri roznych hodnotiach pH

Do mikrotitra¢nej dosticky bolo pridanych 100 pl prislusného tlmivého roztoku
(pH 4,5; 5,5; 6,8 alebo 7,5)

Do testovanych jamiek bolo pridané 50 ul roztoku testovanej latky v roznych
koncentraciach, rozptustadlo (DMSO) a do kontrolnych jamiek bolo pridané 50 pl
1 mM roztoku HA (pH 6,8, 7,5). V pripade pH 4,5 a 5,5 to bol 10 mM roztok HA.
Do vietkych jamiek bolo pridané 50 pl 250 uM roztoku Cu®" iénov.

Mikrotitracnd dosticka bola mieSana 2 minuty.

Nésledne bolo pridané 50 pl 5 mM roztoku disodnej soli batocuproindisulfonove;
kyseliny (BCS) do jamiek (x) a vody do jamiek (x) (vid'. Tab. 4).

Absorbancia pri vlnovej dizke 484 nm bola merana okamzite a po 5 mintitach.
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Tabul’ka 4 redukcia med’natych ionov

Roztok Roztok Roztok
_ ' ‘ Kontrolné
testovane] testovane;j testovanej | Rozpustadlo |
jamky (HA)
latky c, latky c, latky cx
Jamky s
indikatorom
Slepé vzorky

3.4 Matematicko — Statistickd analyza
Namerané vysledky boli spracované ako priemer + smerodajnd odchylka, ktora

bola vypocitana na zaklade vztahu

9= V&1 =X)+ (x2=X)++(xn— X)?
- n-1

kde 9 je smerodajnd odchylka, x je priemernd hodnota, x; je hodnota prvej polozky,
X2 je hodnota druhej poloZky, X, je hodnota poslednej polozky, n je pocet poloziek. Cim
je hodnota smerodajnej odchylky nizSia, tym blizSie st namerané hodnoty okolo stredne;j
hodnoty. Naopak, ¢im je hodnota smerodajnej odchylky vysSia, tym st odklony
od priemeru vyraznejSie. Rozdiely redukénych potencialov sa porovnali pripravou
redukénych priamok s95 9% konfidencnymi intervalmi. Pri stanoveni Statistickych
postupov bol pouzity MS Excel a GraphPad Prism verzia 6 pre Windows (GraphPad
Software, USA).
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4 Vysledky

Na obrazkoch 10-14 st zndzornené redukéné krivky testovanych latok.
Vo vsetkych pripadoch sa ukézalo, ze doslo k redukcii med’natych i6nov a navySe tato
redukcia bola aj kompletnd, tzn. zredukované bolo 100 % medi. Na obrazkoch 15-18
je znazornené porovnanie med-redukénej u€innosti pri roznych hodnotach pH. Grafické

zhrnutie vysledkov je na obrazku 19.

30



-¢- pH45
pH 5.5
= pHG6.8
E e pHT7.5
£
@
c
m
3
-
=
=]
g
=
0 (dmso) 1:100 1:10 11 10:1 100:1
pomer zla&enina &.1: Cu®*
100+ oon, FT *,_I
o 8%
HO OH ' s :
801 HO o o ; ”I
£ i' ;
'g 807 ." ; 0.0
g { L E 37 e
2 8 I »
3 40 . 2 :
E J— i J'! : >
2 J 5 p<0.05
20 !,-ttr
’_-"‘ . : b‘ p":ﬂos
o :
0 l_ T 1 l T 1
0(dmso)  1:100 1:10 1:1 10:1 100:1

pomer zlG&enina &.2: Cu®*

Obrazok 10 Redukcia medi derivatmi xantén-3-6nov

1: 3',4'-dihydroxy derivat pri hodnotach pH 6,8 a 7,5 redukoval med uz pri nizSich
pomeroch, pricom prakticky kompletna redukcia medi bola dosiahnuta uz pri pomere 1:10.

Pri hodnotach pH 4,5 a 5,5 pri pomere 1:10 bolo zredukovanych priblizne 70 % medi, ale

kompletna redukcia bola dosiahnuta pri vyssich pomeroch.

2: 2'-hydroxy-3'-metoxy derivat redukoval med’ v pomere 1:1 pri hodnotach pH 5,5-7,5
prakticky tplne. Pri hodnote pH 4,5 bolo v pomere 1:1 zredukovanych cca 85 % medi.
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Obrazok 11 Redukcia medi derivatmi xantén-3-6nov

1: 3',5'-dimetoxy-4'-hydroxy derivat redukoval med’ na 100 % pri vSetkych hodnotach

pH pri pomere nizSom ako 1:1.

2: 3'-metoxy-5'-nitro-4'-hydroxy tento derivat zredukoval 100 % medi v pomere 1:1

pri vSetkych hodnotéach pH.
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Obrazok 12 Redukcia medi derivatmi xantén-3-6nov

1: 4'-etoxy derivat preukdzal 100 % ucinnost’ redukovat’ mednaté idny pri vsetkych

hodnotéach pH pri pomere 1:1.

2: 3'-bromo derivat bol schopny zredukovat’ vSetky med’naté kationy uz pri pomere 1:10

pri vSetkych hodnotéch pH.
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Obrazok 13 Redukcia medi derivatmi xantén-3-6nov

1: 2'-chloro-6'-fluoro derivat redukoval med’ pri pomere 1:1 pri hodnotach pH 5,5 a 4,5
uplne. Pri hodnote pH 4,5 bolo 100 % medi zredukovanych aj pri niz§ej koncentracii.
2: 4'-dimetylamino derivat preukézal tiez vysoku schopnost’ redukovat’ med’naté kationy.

Uz pri pomeroch vyrazne niz§ich ako 1:1 bola redukovand vSetkd med.
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Obrazok 14 Redukcia medi derivatmi xantén-3-6nov

1: 4'-trifluorometyl derivat G¢inne redukoval kationy medi pri vSetkych hodnotach pH.

Pri vSetkych hodnotach pH doSlo prakticky ku kompletnej redukcii pri pomere nizSom

ako 1:10.

2: 4'-acetylamino derivat najicinnejSie redukoval med’ pri hodnote pH 7,5, ale aj pri

OH

- pH4.5

- pHTS5

pH 5.5
pH 6.8

nizSich pH doslo ku kompletnej redukcii medi, aj ked’ pri vyssich pomeroch.
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Obrazok 15 Porovnanie derivatov xantén-3-6nov redukovat’ med’ pri hodnote pH 4,5. Graf

zobrazuje priamky zavislosti redukcie medi na pomere testovanej latky k nej vyznacenymi

95 % konfidenénymi intervalmi.

: 3',4'-dihydroxy

: 2'-hydroxy-3'-metoxy

: 3',5"-dimetoxy-4'-hydroxy

: 3'-metoxy-5"-nitro-4'-hydroxy

1

2

3

4

5: 4'-etoxy
6: 3'-bromo

7: 2'-chloro-6'-fluoro
8: 4'-dimetylamino
9: 4'-trifluorometyl

10: 4'-acetylamino

100 % ucinnost’ redukcie med'natych kationov pri hodnote pH 4,5 v pomere 1:10 bola
pozorovand v pripade derivatu 4'-trifluorometylu. ZvySné derivaty boli schopné redukovat
Cu”" i6ny pri vyssich koncentraciach. Uplna redukcia bola dosiahnuta v pripade derivatov

3',5'-dimetoxy-4'-hydroxy; 3'-bromo; 2'-chloro-6'-fluoro a 4'-dimetylamino.
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Obrazok 16 Porovnanie derivatov xantén-3-6nov redukovat’ med’ pri hodnote pH 5,5. Graf
zobrazuje priamky zévislosti redukcie medi na pomere testovanej latky k nej vyzna¢enymi
95 % konfidenénymi intervalmi.

Legenda odpoveda Obr. 15.

Pri hodnote pH 5,5 sa vicSina testovanych zlucenin ukéazali ako U¢inné a dokdzali

redukovat’ med’naté kationy tiplne (cca 90-100 %).
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Obrazok 17 Porovnanie derivatov xantén-3-6nov redukovat’ med’ pri hodnote pH 6,8. Graf
zobrazuje priamky zavislosti redukcie medi na pomere testovanej latky k nej vyzna¢enymi
95 % konfidenénymi intervalmi.

Legenda odpoveda Obr. 15.

Pri hodnote pH 6,8 vykazoval najvys$iu G€innost’ pri redukeii Cu’" katidnov derivat

4'-trifluorometyl.
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Obrazok 18 Porovnanie derivatov xantén-3-6nov redukovat’ med’ pri hodnote pH 7,5. Graf
zobrazuje priamky zavislosti redukcie medi na pomere testovanej latky k nej vyzna¢enymi

95 % konfidenénymi intervalmi.

Legenda odpoveda Obr. 15.

Pri hodnote pH 7,5 vykazovali najvy$Siu ucinnost, redukcie kationov medi

4'-trifluorometyl a 4'-acetylamino.
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Obrazok 19 Sthrn rozdielov redukcie medi testovanymi zla¢eninami

Smer $ipok znazoriuje aktivnej$i derivat. Cisla pri $ipkach predstavujii hodnoty pH, pri

ktorych boli rozdiely pozorované.
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5 Diskusia

Derivaty xantén-3-6nov sa do predmetu zaujmu dostali nedavno pre svoju
biologicku aktivitu a vplyv na ludsky organizmus. Doposial bolo zistené, Zze rdzne
substituenty zohravaju v aktivite tychto zlic¢enin vel'mi dolezit ulohu.

Izoflavonoidy, ktoré maji podobmi Struktiru ako Studované derivaty xantén-3-
onov, ukézali velmi dobri schopnost redukovat mednaté kationy pri hodnotach
pH od 4,5-7,5. Reduk¢né schopnosti izoflavonoidov zavisia od koncentracie, tzn. narast
ucinnosti s rasticou koncentraciou. Pritomnost’ volnej 4’-hydroxylovej skupiny
na B-kruhu bola ddlezitym faktorom pri redukcii mednatych katidnov. Samostatna
metoxy- skupina pravdepodobne znizila redukény potencidl, ale dve susedné metoxy-
skupiny mali vys$i redukény ucinok. Pritomnost volnej 7-hydroxylovej skupiny
na A-kruhu nemala vo vSeobecnosti ziaden, alebo mala vel'mi nizky potencial redukovat’
med’. Pritomnost’ 6-metoxylovej a 7-hydroxylovej skupiny na A-kruhu moéze za urcitych
podmienok mierne zvysit’ redukény potencidl. Pritomnost’ vol'nej 5-hydroxylovej skupiny
nesuvisel s redukciou medi, ale naopak s jej chelataciou. Taktiez aj hodnota pH mala vplyv
na redukciu medi, ¢im vysSia hodnota pH tym vécsia redukénd schopnost’ (Karlickova
et al. 2015).

Rozdiely v schopnosti redukovat’ izoflavonoidy v porovnani s nasimi testovanymi
latkami st vyrazné. Izoflavonoidy schopné chelatdcie med'natych i6nov sice redukovali
med’, ale neboli schopné kvantitativne redukovat’ med’ pritomnu v roztoku (Karlickova
et al. 2015). V nasom pripade boli xantén-3-6ny vo vsetkych pripadoch a za vSetkych
Studovanych hodnotach pH schopné redukovat’ prakticky vzdy vSetku med (Obr. 10-14)
a to za vSetkych studovanych podmienok uz v pomere 1:1, alebo aj pri nizsich pomeroch
(tzn. menej chelatorov bolo schopné chelatovat’ vyssie mnozstvo medi). Z vysledkov méze
vyplyvat’: 1) vybrané izoflavonoidy st silnejSimi chelatormi medi, pretoze neumoziuju
redukovat’ vSetku med’, 2) izoflavonoidy st slabsimi redukénymi ¢inidlami v porovnani
snami Studovanou skupinou xantén-3-6nov. Vysledky a zistenia ztejto prace ako aj
rozsirujiceho vyskumu boli publikované v Mladénka et al. 2020. Nové experimenty
ukdzali, ze derivaty xantén-3-6nov st slabymi cheldtormi. Zistilo sa, Ze chelatuji med’
v pritomnosti mierne kompetetivného prostredia hematoxylinu, no nie su schopné
chelatacie v silne kompetetivnom prostredi BCS. Na druhej strane je vhodné uviest,

7e podobne sa spravaju aj izoflavonoidy (Karlickova et al. 2015).
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Na zaklade naSich zisteni mozno konStatovat, Ze substiticia fenylového jadra
ma vplyv na redukciu medi. Ako vhodna sa javi poloha meta. Zistilo sa, ze pritomnost’
elektron donorového substituentu v meta- polohe fenylového jadra zvySuje schopnost’
redukovat’ med’naté kationy. VéacSina substituentov sa vyznacuje kladnym mezomérnym
efektom okrem derivatov ¢. 4,7,9, v ktorych -NO; skupina, -F skupina a —CF; skupina
vykazuju zaporny mezomérny efekt. Indukény efekt je u vsetkych substituentov zaporny.
4'-trifluorometyl bol pri optimadlnom pH schopny zredukovat med najefektivnejSie
ato aj pri nizkej koncentracii na 100 % (Obr. 14). Ako najmenej vyhodnd sa javi
substiticia fenylového jadra v polohe para a orto. Zatial nie je objasneny vplyv
mezomerného efektu a polohy jednotlivych substituentov na redukciu medi. Ide o pomerne
nové zlaceniny, ktoré eSte nie su dobré preStudované. Napriek tomu mozno povedat’,
ze tieto zliCeniny sa vyznacuji dobrou schopnostou redukovat’ med’ a mozu byt preto
pouzité pri lieCbe niektorych ochoreni.

Zvysené hladiny medi boli pozorované pri r6znych druhov rakoviny (prsnika, kic¢ka
maternice, vajeCnikov, pluc, prostaty, zalidka a leukémie). Zistilo sa, ze zvySena
koncentracia medi v sére suvisi s liekovou rezistenciu pri liecbe rakoviny. Pacienti,
u ktorych bola liecba liekmi neefektivna mali o 130-160 % viac medi v sére, ako pacienti
s uspeSnou liecbou (Kalinowski et al. 2016). Antiproliferativny uc¢inok bol zisteny aj
u derivatov xantén-3-6nov (Lemos et al. 1975). Antiproliferativny uc¢inok sa znizil ak
derivaty xantén-3-6nov obsahovali hydroxy- alebo metoxy- skupinu. Naopak pritomnost’
halogénovych substituentov (chlér, fluér a brom) zvySila antiprolierativny uc¢inok
(Veljovi¢ et al. 2019). Vyssie uvedené vysledky skupiny Mladénka et al. 2020 poukézali
na zaujimavy paradox: napriek tomu, ze nami Studované zlicCeniny st silné redukcné
¢inidla med’natych i6nov, vplyv najuc¢innejSicho z nich (trifluormetyl derivat) na nadorové
bunky v pritomnosti toxickych koncentracii medi bol paradoxne ochranny. Vyuzitie tejto
zliCeniny v terapii nadorov nie je pravdepodobné. Pozornost mdze byt zamerana
na Stadium chordb spojenych s poruchou homeostdzy medi, ¢i uz lokalne (vyssSie uvedené

neurodegenerativne choroby) alebo systémovo (Wilsonova choroba).
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6 Zaver

Predmetom  rigoréznej prace  bolo  Studium  schopnosti  derivatov
2,6,7-trihydroxyxantén-3-6nov redukovat’ kationy medi. Zistilo sa, ze redukénu aktivitu
vykazuji vsetky testované zluceniny a boli medzi nimi pozorované urcité rozdiely. Ako
najidinnej$i redukovat’ Cu®" katiény sa ukazal derivat 4'-trifluorometyl, ktory pri nizkej

koncentrécii redukoval med’ iplne a to za vSetkych pH podmienok.
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