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ABSTRAKT
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Nazev rigorozni prace: Méd’ chelatujici ucinky flavanont

M¢éd je zakladnim stopovym prvkem, ktery v naSem organismu hraje zasadni roli.
Jako soucast kuproenzymil se podili na mnoha fyziologickych procesech. Zaroven ale
predstavuje pro lidsky organismus i jisté riziko. Volna méd’ mé schopnost potencovat
tvorbu reaktivnich kyslikovych latek a tim podporovat oxidacni stres. Proto musi byt
homeostaza médi peclivé regulovana.

Flavanony patti do jedné zpodtiid flavonoidi. Tyto ptirodni latky jsou
z védeckého hlediska velmi zajimavé, a to diky svému moznému rozlicnému
farmakologickému pisobeni. V této praci jsme se zaméfili na jejich méd’-chelatacni
vlastnosti. Flavanony, u kterych ofekavame nizky potencidl nezadoucich ucinkt, by
mohly najit uplatnéni jako chelatory médi a rozsifit tak terapeutické moZnosti u nékterych
onemocnéni spojenych s dysbalanci médi (napt. Wilsonova choroba, nadory).

Ctyfi vybrané flavanony (hesperetin, hesperidin, naringenin a naringin) byly
testovany na schopnost chelatovat ionty médi za pomoci dvou spektrofotometrickych
indikétorti — hematoxylinu a disodné soli bathokuproindisulfonové kyseliny (BCS).

Screeningova hematoxylinovd metoda ukézala, ze vSechny testované flavanony
prokézaly schopnost chelatovat méd’naté ionty pii pH 5,5 — 7,5. Pfi pouziti indikatoru
BCS s vysokou afinitou k médnym iontim (silné kompetitivni prostfedi) nebyly ale
testované latky schopny vyznamné chelatovat ani méd’né ani méd’naté ionty. Ukazalo se,
ze se jednd o slabé chelatory. Strukturnim piedpokladem pro chelataci iontlh médi je
4-keto-5-hydroxyskupina, ktera se nachazi ve vSech testovanych flavanonech.

Ptestoze jsou tyto latky schopny chelatace, jejich chelatacni potencial je maly

a jejich uplatnéni v praxi je nepravdépodobné.
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Title of the Rigorous Thesis: Copper chelating properties of flavanones

Copper is an essential trace element playing an essential role in our body. As part
of couproenzymes, it is involved in many physiological processes. However, at the same
time, it also poses a certain risk to the human body. Free copper has the ability to
potentiate the formation of reactive oxygen species and thus to promote oxidative stress.
Therefore, copper homeostasis must be carefully regulated.

Flavanones belong to one of the subclasses of flavonoids. These natural
substances are very interesting from a scientific point of view due to their possible various
pharmacological effects. In this work, we focused on their copper-chelating properties.
Flavanones, which are expect to possess a low potential for side effects, could find
application as copper chelators and thus expand the current therapeutic modalities for
some diseases associated with copper imbalance (e.g. Wilson's disease, tumors).

Four selected flavanones (hesperetin, hesperidin, naringenin and naringin) were
tested for their ability to chelate copper ions using two spectrophotometric indicators -
hematoxylin and disodium salt of bathocuproindisulfonic acid (BCS).

The hematoxylin screening method showed that all tested flavanones
demonstrated the ability to chelate cupric ions at pH 5.5 - 7.5. Tested substances were not
however able to significantly chelate neither cuprous nor cupric ions using the BCS as
the indicator with high affinity for cupric ions (highly competitive environment). It can
be summed up that they are weak chelators. A structural prerequisite for the chelation of
copper ions is the 4-keto-5-hydroxy group, which is found in all tested flavanones.

Although these substances are capable of chelating, their chelating potential is

small and therapeutic use is unlikely.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATOXI1

ATP7A
ATP7B
BCS

BMI
CCSl1

COX
COX17

CTR1
CTR2
DMSO
HA
HEPES
LPH
MAO
MD
mRNA
RNS
ROS
SGLT1
SOD
WD

Chaperon zajist'ujici transport médi uvnit buiikky z angl. antioxidant 1
copper chaperone

Specifickd Cu-ATPaza, slouzici k pfenosu médi uvnitt buiky
Specifickd Cu-ATPaza, slouzici k prenosu médi uvnitt buiky

Disodna siil bathokuproindisulfonové kyseliny z angl.
bathocuproinedisulfate disodium salt

Index télesné hmotnosti z angl. body mass index

Chaperon zajiStujici transport médi uvniti bunky pro
superoxiddismutazu z angl. copper chaperone for superoxid dismutase 1
Cytochrom-c-oxidaza

Chaperon zajiStujici transport médi uvnitt buiiky pro COX z angl.
cytochrome c oxidase copper chaperone 17

Transportér médi s vysokou afinitou z angl. copper transporter 1
Transportér médi s nizkou afinitou z angl. copper transporter 2
Dimethylsulfoxid

Hydroxylamin hydrochlorid

HEPES pufr, N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonové kyselina
Laktaza-phlorizin hydrolaza

Monoaminooxidéza

Menkesova choroba z angl. Menkes disease

Mediatorova ribonukleova kyselina z angl. messenger ribonucleic acid
Reaktivni formy dusiku z angl. reactive nitrogen species

Reaktivni formy kysliku z angl. reactive oxygen species

Sodiko — glukézovy kotransportér z angl. sodium glucose cotransporter 1
Superoxiddismutaza

Wilsonova choroba z angl. Wilson’s disease



1. UVOD

Flavanony patii mezi flavonoidy, v ptirod¢ hojné rozsitené fenolické latky. Flavonoidy
muzeme nalézt v ovoci, zelenin€ a také v napojich pfipravenych z rostlin, zejména v ¢aji
nebo Cerveném ving. Jsou zkratka béznou soucasti nasi stravy.

Co je na flavonoidech z védeckého hlediska velmi zajimavé, je jejich rozlicné
farmakologické pisobeni. Mizeme zminit jejich protizanétlivé pisobeni, antivirovou
a antimykotickou aktivitu, vasodilata¢ni ptisobeni a v neposledni fadé i jejich schopnost
vychytavat volné radikaly, a to bud’ pfimo nebo inhibici jejich produkce. Také posiluji
ucinky jinych antioxidantii. VSechny tyto i dal$i vlastnosti flavonoidi mohou byt
podstatou jejich pro zdravi ¢loveka prospésného plisobeni.

I pfi normalnich metabolickych procesech se vytvaii malé mnozstvi volnych
radikali. Ty mohou, pokud jsou tvofeny v nadbytku, Skodit. Mohou zapfti¢init vznik
chorob a ucastni se procesu starnuti. Pro udrzeni fyziologické hladiny volnych radikali
vyvinul organismus Siroky soubor jak enzymatickych, tak neenzymatickych, télu
vlastnich antioxida¢nich obrannych systémd. Nicméné, v ptfipadé, ze dojde
k nadmérnému zvySeni tvorby volnych radikalti, jsou pravé v potravé obsazené
flavonoidy povazovany za dulezité k udrzeni homeostazy. Funkéni hydroxylové skupiny
ve flavonoidech zprostiedkovavaji své antioxidacni u€inky jak vychytdvanim volnych
radikalt, tak chelataci kovovych iontl. Ionty Zeleza a médi se totiz vyraznou meérou

podileji na tvorbé€ volnych radikald, které poskozuji cilové biomolekuly.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Flavonoidy

Flavonoidy ptedstavuji velkou skupinu fenolickych latek. V pfirod¢ jsou znaéné
rozsitené. Bylo jich popsano vice nez 4000. Vyskytuji se zejména v cévnatych rostlinach
a patfi k rostlinnym sekundarnim metabolitim. Jejich vSudyptitomnost v rostlinné fisi
a vysoky obsah zejména v ovoci a zelenin¢ z nich ¢ini béznou soucast lidské stravy.
Flavonoidy se vyskytuji jak volné (aglykony), tak ve formé glykosidti. Glykosidy jsou
latky hydrofilni a v rostlindich jsou rozpuSténé v bunécné §tavé vakuol. Naopak
methoxylované flavonoidy a flavonoidy chudé na kyslik jsou jako lipofilni latky soucasti
silic. Oxyflavony a oxyflavonoly pisobi v rostlin€ jako kvétni barviva (Minatik 1979,
Spilkova 2016).

Zajem o vyzkum flavonoidi neustile roste diky jejich moznym vSestrannym
zdravotnim piinostim, jez uvadéji rizné epidemiologické studie. Ukazuje se, Ze mnoho
flavonoidi ma antioxidacni aktivitu, tj. schopnost zachycovat volné radikaly,
a nékteré flavonoidy vykazuji 1 potencialné antivirovou aktivitu. V rostlinnych systémech
flavonoidy pomahaji v boji proti oxida¢nimu stresu a ptsobi jako regulatory rastu (Kumar
a Pandey 2013).

Antioxidacni aktivita flavonoidl zavisi na usporadani funkcnich skupin kolem
zakladni struktury. Konfigurace, substituce a celkovy pocet hydroxylovych skupin
podstatné ovliviluji nékolik mechanismil antioxidacni aktivity, jako je vychytavani
radikall a chelatace kovovych iontil (Bravo 1998). Hydroxylova konfigurace kruhu B je
forem dusiku (RNS), protoze daruje vodik a elektron hydroxylovym, peroxylovym
a peroxynitrilovym radikalim, stabilizuje je a vytvaii relativné stabilni flavonoidovy

radikal (Kumar a Pandey 2013).
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2.2. Struktura flavonoidu

Zakladni strukturou flavonoidi je flavanové jadro (Obr. 1) (Velisek 2002).

Obr. 1 Flavan — zakladni struktura flavonoidi. Pfevzato z VeliSek (2002).

Struktura flavanu se sklada z difenylpropanu, jehoz dvé benzenova jadra jsou spojena
ttemi uhliky, které spolecné s kyslikem formuji heterocyklus 2H-pyran (Bravo 1998).
Z chemického hlediska se tedy jedna o derivaty 2-fenylchromanu, které se déli
do né¢kolika zakladnich skupin, a to podle stupné oxidace pyranového kruhu. Jednotlivé
flavonoidy miizeme od sebe odlisit poctem a polohou substituentli na obou aromatickych
kruzich, pfitomnosti dvojné vazby nebo také napojenim cukernych zbytkl a organickych
kyselin (Spilkova 2016). Pti tvorbé glykosidi se glykosidickd vazba nachézi nejcastéji
v pozicich C3 nebo C7 a cukernou sloZkou miize byt L-rhamnéza, D-glukoza,

glukorhamnéza, galakt6za nebo arabindza (Kumar a Pandey 2013).

2.3. Déleni flavonoidu

RozliSujeme (Obr. 2):
* flavony
= flavonoly
= flavanony
» flavan-3-oly
» flavan-4-oly
= flavan-3,4-dioly

= flavanonoly,
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dale biogeneticky pifibuzné anthokyany a isoflavonoidy (derivaty 3—fenylchromanu).

(Spilkova 2016, Daidone et al. 2017).
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FLAVAN-32,4-DIOLY

Obr. 2 D¢leni flavonoidu. Pfevzato z Daidone et al. (2017).

Historie flavonoidl zacind v roce 1930, kdy byla z pomerancli izolovana nova
latka. V té dobé¢ se véfilo, Ze je ¢lenem nové tfidy vitamint a byla oznacena jako vitamin
P. Pozdé&ji se vSak ukazalo, Ze se jednalo o flavonoid rutin (Kumar a Pandey 2013). Jak
jiz bylo zminéno, dosud bylo identifikovano vice nez 4000 riiznych flavonoidl a jejich
seznam neustadle roste. Divodem je skuteCnost, ze primarni substituenty (jako
hydroxylova skupina) mohou byt a byvaji samy substituovany (tj. dodate¢né
glykosylovany nebo acylovany), coZz nékdy vede k wvelice sloZitym strukturdm

(D'Archivio et al. 2007).
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2.3.1. Flavony

Flavony maji dvojnou vazbu mezi uhliky C2 a C3 a co se vyskytu ty¢e, jsou méné Castymi
flavonoidy (ptiklady jsou uvedeny v Obr. 3). Jedinym dulezitym potravnim zdrojem
flavonu je petrzel a celer. Velké mnozstvi polymethoxylovanych flavonii je ale také
naptiklad v kife mandarinky, kde jejich obsah v éterickém mandarinkovém oleji Cini

az 6,5 g/l (D'Archivio et al. 2007).

R, R, R
Apigenin H OH H
Luteolin H OH OH
Baicalein OH
Chrysin H

Obr. 3 Chemicka struktura flavonti. Pfevzato z www stranek Oregon State University (2020).

2.3.2. Flavonoly

Piedstavuji jedny z nejhojnéji se vyskytujicich flavonoidl (piiklady v Obr. 4). Mezi
uhliky C2 a C3 maji dvojnou vazbu a substituentem v poloze C3 je hydroxylova skupina.
Nejvyznamnéj$im zastupcem flavonolt je slouc¢enina kvercetin. Jejich hlavnim zdrojem
je cibule (az do 1,2 g/kg), kadetava kapusta, porek, brokolice a bortivky. Také caj
(az 45 mg/l) a Cervené vino (az 30 mg/l) je obsahuji v hojném mnozstvi. Je dilezité
si uvédomit, Ze biosyntéza flavonolll je stimulovéana svétlem, takze se hromadi ve vnéjsi
tkdni ovoce. Zajimavé je, ze rozdily v koncentraci mohou v zavislosti na vystaveni
slune¢nimu zafeni existovat mezi plody stejného stromu, a dokonce i mezi riznymi

stranami jednoho kusu ovoce (D'Archivio et al. 2007).

R4 Ry

Isorhamnetin C}CH3 H
Kaempferol H H
Myricetin OH OH
Quercetin OH H

Obr. 4 Chemicka struktura flavonoll. Pfevzato z www stranek Oregon State University (2020).
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2.3.3. Flavanony

Pred né¢kolika desetiletimi byly flavanony povazovany pouze za minoritni flavonoidy
(ptiklady v Obr. 5-6). Béhem poslednich 20 let se vSak celkovy pocet znamych flavanonii
zvysil natolik, Ze jsou nyni povazovany za jednu z hlavnich tfid flavonoidi (Khan et al.
2014). Pro flavanony je typickd pfitomnost nasyceného tiiuhlikatého fetézce
a ketoskupiny v poloze C4. Vétsinou jsou glykosylovany disacharidem v poloze C7
(Obr. 5). Ve vysokych koncentracich jsou flavanony pfitomny pouze v citrusovych
plodech, méné¢ je jich v rajcatech a v nékterych aromatickych rostlinach, jako naptiklad
v maté. Hlavnimi aglykony jsou naringenin v grapefruitu, hesperetin v pomerancich
a eriodictyol v citronech. Pro piedstavu napt. pomerancova stdva obsahuje 470-761 mg
hesperidinu a 20-86 mg naringeninu na litr. Pevné ¢asti citrusovych plodd, a to zejména
bila houbovita ¢ast (albedo), maji velmi vysoky obsah flavanont, proto tedy celé ovoce

muZze obsahovat az pétkrat vice flavanont nez samotna st'ava (D'Archivio et al. 2007).

Ry
Rz Ry Ry
HO 0 o Eriodictyol OH OH
Hesperetin OH OCH,
Naringenin H OH
OH O

Obr. 5 Chemicka struktura flavanont. Pfevzato z www stranek Oregon State University (2020).
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Obr. 6 Flavanony - chemické struktury aglykont (naringenin a hesperetin) a glykosida (naringin

a hesperidin). Pfevzato a upraveno ze Su et al. (2017).

2.3.4. Flavanoly

Flavanoly, které jsou nejvice ze vSech flavonoidd obsazeny v lidské straveé, maji nasyceny
tifuhlikaty fetézec s hydroxylovou skupinou v poloze C3. Existuji ve form& monomeru
1 polymeru (katechiny, respektive proantokyanidiny). Na rozdil od jinych tfid flavonoida
nejsou flavanoly v potravinach glykosylované. Hlavnimi reprezentativnimi flavanoly
v ovoct jsou katechin a epikatechin, zatimco gallocatechin, epigallocatechin
a epigallocatechin gallate se nachéazeji zeyména v Caji (Obr. 7). Katechiny se nachazeji
v mnoha druzich ovoce. Pfikladem jsou meruiniky a tfesné, kde se vyskytuji az v mnoZzstvi
250 mg/kg Cerstvé hmotnosti. Zeleny ¢aj (do 800 mg/1) a ¢okoladda (do 600 mg/l) jsou
zdaleka nejbohatSimi zdroji katechint, které jsou pfitomny také v cCerveném viné

(do 300 mg/l) (D'Archivio et al. 2007).
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OH
R4 R,
(-}-epicatechin OH H o *gallate
(-)-epigallocatechin OH OH o OH
(-)-epicatechin gallate *gallate H
(-)-epigallocatechin gallate *gallate OH on

OH

Obr. 7 Chemicka struktura flavanold. Pfevzato z www stranek Oregon State University (2020).

2.3.5. Isoflavony

Tato skupina flavonoidli ma strukturdlni podobnost s estrogeny. Na pozicich C7 a C4¢
maji vazané hydroxylové skupiny, které ptipominaji estradiol. Diky tomu se mohou vazat
na estrogenni receptory a jsou tedy klasifikovany jako tzv. fytoestrogeny (D'Archivio
et al. 2007, Ktizova et al. 2019). Ty nachdzi uplatnéni zejména pfi terapii menopauzy.
Isoflavony jsou téméf vyluéné obsazeny v lusténindch. Hlavnim zdrojem je soja.
Obsahuje tfi hlavni molekuly — genistein, daidzein a glycitein (Obr. 8). Vyskytuji se bud’
jako aglykony nebo ¢astéji jako glykosidy, kde je cukernym zbytkem glukoza. Séjové
boby obsahuji mezi 140 a 1530 mg isoflavonti na kilogram Cerstvé hmotnosti a s6jové

mléko miize obsahovat mezi 12 a 130 mg/1 (D'Archivio et al. 2007).

Ry R,
Daidzein H H
Genistein OH H
Glycitein OCH,
Biochanin A OH CH,
Formononetin H CH

Obr. 8 Chemicka struktura isoflavont. Pfevzato z Oregon State University (2020).
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2.3.6. Anthokyany

Anthokyany jsou ve vodé rozpustné pigmenty, které jsou odpovédné za vétSinu Cervené,
modré a fialové barvy ovoce, zeleniny, kvétin a jinych rostlinnych tkani nebo produktti
(ptiklady viz. Obr. 9). Vyskytuji se primarné jako glykosidy jejich pfislusnych aglykont,
které se nazyvaji anthokyanidiny (Obr. 10), pficemz cukerna Cast je pfevazné piipojena
v poloze C3 na C-kruhu nebo v poloze C5, C7 na A-kruhu. Byla pozorovana také
glykosylace v poloze C3°, C4‘ a C5° na B-kruhu, i kdyz velmi vzacna. Cukerné skupiny
mohou byt také acylovany fadou aromatickych nebo alifatickych kyselin; nejbéznéjsim
acylaénim cinidlem jsou skoficové kyseliny. Anthokyany jsou v potravé hojné
zastoupeny, nachézeji se v ¢erveném ving, nékterych odridach obilovin a urcité zeleniné
(zeli, fazole, cibule, fedkvicky), ale nejvice se vyskytuji zejména v ovoci. Jejich obsah je
obecné Umérny intenzit¢ barvy a s dozravanim ovoce se zvySuje. Anthokyany
se nachazeji hlavné ve slupce, s vyjimkou nekterych Cervenych plodl (tfesni a jahod),
ve kterych se vyskytuji také v duzin€. Vino obsahuje az 350 mg anthokyani/l a tyto
anthokyany se béhem stafi vina transformuji do rznych slozitych struktur (D'Archivio

et al. 2007).

R, R, R,
OH Cyanidin OH H
@ O Delphinidin COH OH

HO N Ry Malvidin OCH,  OCH,
O on Pelargon!d!n H H
Peonidin OCH, H
OH Petunidin OCH,  OH

Obr. 9 Chemicka struktura anthokyanti. Pfevzato z www stranek Oregon State University (2020).

17



OH

(©)
HO 0]
S
O = OH
o o)
OH Hom
HO

cyanidin 3-glucoside

OH
OH

OH OH
OH OH
® ®
HO o] HO 0
O o OH O i OCHs
OH OH
= 0 0 & 9} 0
HO OH HO OH
OH
HO Sk HO
delphinidin 3-glucoside petunidin 3-glucoside
OCH,
OH
5[]
HO O,
= OCH; -
= OH
- 0 OH
OH HO OH
HO
malvidin 3-glucoside pelargonidin 3-glucoside

Obr. 10 Chemicka struktura anthokyanidinti. Pfevzato z Fornasaro et al. (2016).

2.4. Metabolismus flavonoidu

Absorpce dietnich flavonoidd, které se uvoliuji z potravy zvykanim, zavisi na jejich
fyzikéalné-chemickych vlastnostech, jako je velikost molekuly, konfigurace, lipofilita,
rozpustnost a pKa. Flavonoid miize byt absorbovan z tenkého stfeva nebo prochazi
az do stfeva tlustého, kde maze byt hydrolyzovan nebo jinak metabolizovan mikroflorou.
To muze zaviset na struktufe flavonoidu, tedy na tom, zda se jedna o glykosid nebo
aglykon. Aglykony mohou byt absorbovany v tenkém stieve, zatimco flavonoidni
glykosidy musi byt pravdépodobné pievedeny do formy aglykonu. Jak bylo uvedeno
vySe, vétSina flavonoidl, s vyjimkou katechinti, je v rostlindch pfitomna ve vazbé

na cukry (Kumar a Pandey 2013).

18



OH 0
Isoquercitrin Quercetin

Obr. 11 Struktura quercetinu a jeho 3 — glykosidu isoquercitrinu.
Pomoci B-glucosiddzy dochdzi k rozruSeni B-glykosidické vazby a glykosid se méni v aglykon.

Pfevzato a upraveno z Nam et al. (2012).

Neékteré hydrofilni flavonoidni glukosidy, jako je quercetin-3-glukosid
(isoquercitrin, Obr. 11), jsou transportovany pies tenké stfevo Na'/glukézovym
kotransportérem 1 (SGLTI1). Alternativni mechanismus naznacuje, ze flavonoidni
glukosidy jsou hydrolyzovany laktazou-phlorizin hydrolazou (LPH), f-glukosidazou
na vnéjsi stran€ okrajové membrany kartaCového lemu tenkého stieva. Uvolnény aglykon
muze byt nasledné absorbovan pies tenké stfevo. Substratova specificita tohoto LPH
enzymu se vyznamné liSi v Sirokém rozmezi glykosidl (glukosidl, galaktosidu,
arabinosidil, xylosidi a rhamnosidt) flavonoidt. Glykosidy (napf. rhamnosidy), které
nejsou substraty pro tyto enzymy, jsou transportovany az do stfeva tlustého. Tam bakterie
tyto flavonoidni glykosidy hydrolyzuji, v n€kterych piipadech ale souc¢asné uvolnéné
aglykony degraduji. ProtoZe absorpcni kapacita tlustého stfeva je mnohem mensi
nez absorpéni schopnost tenkého stieva, 1ze ocekavat nizsi absorpci téchto glykosidi
(Kumar a Pandey 2013).

Pii absorpci jsou flavonoidy konjugovany jiz v tenkém stievé nebo v jatrech
glukuronidaci, sulfataci ¢i methylaci. Diky t€émto konjuga¢nim reakcim je plazmaticka
hladina volnych flavonoidnich aglykonti nizkd. V zavislosti na zdroji potravy se
biologickéd dostupnost urcitych flavonoidli vyrazné 1isi; naptiklad absorpce kvercetinu
z cibule je Ctytikrat vySsi nez absorpce z jablek nebo caje. Diivodem je pravé pritomnost
ruznych glykosidu stejného aglykonu. Oligomerni flavonoidy mohou byt hydrolyzovany
na monomery a dimery vlivem kyselého prostiedi Zaludku. Cukerna ¢ast flavonoidnich
glykosidii je dilezitym determinantem jejich biologické dostupnosti. Ukazalo se,
ze dimerizace biologickou dostupnost snizuje. Ze vSech tfid flavonoida vykazuji nejvyssi

biologickou dostupnost isoflavony (Kumar a Pandey 2013).
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2.5. Biologické piisobeni flavonoidii

Zajem o vyzkum flavonoidi neustale roste diky jejich moznym zdravotnim piinostim,
jez uvadéji ruzné epidemiologické studie. Ukazuje se, ze mnoho flavonoidii ma
antioxidacni aktivitu, kterd zahrnuje schopnost piimo neutralizovat volné radikaly,
chelatovat volné kovy a v neposledni fad¢ také blokovat u¢inek enzymu produkujicich
ROS (Mladénka et al. 2010). Flavonoidy maji také kardio- a hepatoprotektivni,
pusobeni. V rostlinnych systémech flavonoidy pomahaji v boji proti oxida¢nimu stresu
a pisobi jako regulatory ristu. Také je znamo, Ze jsou syntetizovany rostlinami v reakci
na mikrobidalni infekci (Kumar a Pandey 2013).

Jejich ucinky jsou zéavislé na struktufe. Chemicka podstata flavonoidi zavisi
na jejich strukturni tfid¢, stupni hydroxylace, jinych substitucich, konjugacich a stupni
polymerace (Heim et al. 2002). Antioxida¢ni plsobeni a schopnost zachycovat volné
radikaly flavonoidy zprostfedkovavaji skrze své funkéni hydroxylové skupiny, diky
nékterym z nich jsou soucasné schopny i chelatovat kovové ionty (Kumar et al. 2013,
Mladénka et al. 2011).

Diive se predpokladalo, ze flavonoidni U€inky na lidské zdravi jsou
zprostfedkovany hlavné pfimym antioxidacnim pisobenim, které bylo prokazano jak
v systémech in vivo, tak in vitro (Rice-Evans et al. 1995). Dnes vime, ze hlavni u€inky
flavonoidl budou asi vice specifické. Radime sem piimou interferenci s nékterymi
prooxidacnimi enzymy, protizanétlivé ucinky, chelataci fyziologickych kovli nebo pifimy
vasodilata¢ni potencidl. Flavonoidy maji schopnost indukovat lidské ochranné enzymové
systémy. Rada studii naznaduje také ochranné uéinky flavonoidi proti mnoha infekénim
(bakteridlnim a virovym onemocnénim) a degenerativnim onemocnénim, vcetné
rakoviny a dal$ich vékoveé podminénych nemoci (Kumar a Pandey 2013, Mladénka et al.

2010).
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2.6. Méd’

Méd’ je zékladnim stopovym prvkem u lidi a zvitat. Jako kofaktor mnoha metaloenzymut
hraje v lidském organismu zédsadni roli. Podili se na velkém mnozstvi zivotn¢ dulezitych
metabolickych procest. Patii mezi né napiiklad bunééné dychani, biosyntéza
peptidovych hormont, neurotransmitera a jinych signalnich molekul (napt. tvorba ATP),
ochrana proti volnym radikalim, zesitovani elastinu, kolagenu a keratinu. Méd’ je také
nezbytnd pro homeostdzu Zzeleza, a tak nepifimo ovliviiuje krvetvorbu a podili se

na srazeni krve a angiogenezi (Lutsenko 2010, Bost et al. 2016).

2.6.1. Oxidaéni stupné médi

Existuji dva zakladni oxida¢ni stupné médi: médny (Cu") a méd’naty (Cu®") kation.
V biologickych systémech je méd pievazné piitomna v oxidované formé Cu?" iontu,
jelikoz v pritomnosti kysliku nebo jinych akceptori elektroni Cu” okamzité a snadno
oxiduje na Cu?" (Lutsenko 2010). Oxidace Cu je reverzibilni, protoze Cu®" miize
v redukénim prostfedi bun€k pfijimat elektron ze silnych redukénich cinidel, jako je
askorbat nebo redukovany glutathion (Galhardi et al. 2004). Jeji schopnost reverzibilné
pfijimat a darovat elektrony hraje hlavni roli pfi likvidaci volnych radikalti z organismu
(Lutsenko 2010). Na druhé¢ strané je stejna schopnost predpokladem pro jeji prooxidacni
pusobeni. Prostfednictvim Fentonovy reakce (Reakce 1) Cu® totiz transformuje peroxid
vodiku na hydroxylovy radikal (*OH) - jeden z nejreaktivnéjSich radikalii v ptirodé
(Pavelkova et al. 2018). Diky témto schopnostem a jednoduchosti pfechodu mezi t€émito
dvéma stavy je méd’ idealnim Gcastnikem redoxnich reakci. Zda dojde k prooxidacnimu
nebo antioxida¢nimu ptsobeni zévisi evidentné na vice faktorech (Arredondo a Nuiez

2005).

Cu" + H20, — Cu*" + OH ~ + -OH (Reakee 1)
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2.6.2. Fyziologicky vyznam médi

Studie prokazaly, ze méd’ je nutna pro rist kojencti, obranné¢ mechanismy hostitele, silu
kosti, zrani Cervenych a bilych krvinek, transport zeleza, metabolismus cholesterolu
a glukozy, srdecni kontraktilitu a vyvoj mozku (Olivares a Uauy 1996). Méd je
nezbytnou soucasti celé fady diilezitych enzymii, znamych jako kuproenzymy. Patii mezi
n¢ cytochrom-c-oxidaza, lysyloxiddza, feroxiddzy, superoxiddismutiza, tyrosinéaza,

dopamin-B-monooxygenaza, monoaminooxiddza a mnohé dalsi (Angelova et al. 2011).

Superoxiddismutaza (SOD)

Superoxiddismutaza patii do skupiny metaloenzymi a predstavuje velmi dulezitou
obranu proti oxida¢nimu stresu v téle. Enzym putsobi jako ochranny prostiedek proti
chorobam zprostfedkovanym ROS. Existuji tfi formy SOD: 1) Mn-SOD, 2) Cu/Zn-SOD,
ktera se nachazi ve vétsiné bunck organismu, vcetné Cervenych krvinek a 3) extracelularni
Cu/Zn — SOD, jez muzeme najit ve velkém mnozstvi v plicich a v nizkych hladinach
v plazmé. Tyto proteiny katalyzuji pfeménu superoxidovych volnych radikalii v peroxidu
vodiku, které mohou byt nasledn¢ redukovany na vodu jinymi antioxidacnimi enzymy.
Tato reakce je doprovazena alternativni oxidaci a redukei kovovych iontl pfitomnych

v aktivnim misté SOD (Angelova et al. 2011, Keller et al. 1991, Pavelkova et al. 2018).

Cytochrom-c-oxidaza (COX)

Cytochrom-c-oxidaza lezi uvnitt vnitfni mitochondridlni membrany a hraje zdsadni roli
v bunééné energii. Ucastni se bun&éného dychani a je koncovym akceptorem elektront
dychaciho fetézce. Jako katalyzator redukce molekuldrniho kysliku (O2) na vodu (H20)
generuje cytochrom-c-oxiddza elektricky gradient, ktery je vyuZzivan mitochondriemi
k vytvofeni vitalni energie pro organismus a je uloZzen v molekulach ATP (Angelova

et al. 2011, Pavelkova et al. 2018).

Lysyloxidaza
Lysyloxidéaza, se podili na sitovani kolagenu a elastinu, které tvofi pojivovou tkan.
Utinky lysyloxiddzy poméhaji udrzovat integritu a pruznost pojivové tkan& v srdci

a cévach, ale také hraji roli pii tvorbé kosti (Angelova et al. 2011).
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Ceruloplasmin

Ceruloplasmin (feroxiddza) je hlavnim transportnim proteinem médi v plazmé.
Je zodpovédny za dodavani médi do bunék a jeji vyluCovani z téla. Ma také zésadni roli
v metabolismu Zeleza. Oxiduje Fe? na Fe** a Zelezité kationty jsou nasledné zabudovany
do transferinu, transportniho proteinu zeleza, ktery je transportuje do ¢ervenych krvinek
(erytropoéza). Ceruloplasmin je jednim z pozitivnich proteinovych reaktanti akutni faze.
Béhem patologickych stavii, jako je zanét, infekce nebo poranéni dochazi ke zvyseni jeho
koncentrace v plazmé. Ceruloplasmin také funguje jako antioxidant. Méd’ a ionty Zeleza
jsou silnymi katalyzatory pfi neutralizaci volnych radikali. Ackoli aktivita feroxidazy
tohoto kuproenzymu stale neni zcela objasnéna, byl jasné prokazan fyziologicky vyznam

a ucast medi na metabolismu Zeleza (Angelova et al. 2011, Pavelkova et al. 2018).

Kuproenzymy katalyzuji mnoho enzymatickych reakci, které jsou nezbytné pro

spravné fungovani mozku a nervového systému:

Dopamin-f3-monooxygenaza
Dopamin-3-monooxygenaza katalyzuje pfeménu neurotransmiteru  dopaminu

na noradrenalin (Angelova et al. 2011).

Monoaminooxidaza (MAO)
Monoaminooxiddza hraje roli v metabolismu neurotransmitert noradrenalinu, adrenalinu
a dopaminu. MAO rozklada také dalsi neurotransmiter serotonin, coz odiivodiuje pouziti

inhibitorit MAO jako antidepresiv (Angelova et al. 2011).

Tyrosinaza
Tyrosinaza je nutna pro tvorbu melaninového pigmentu. Melanin, ktery je produkovan

melanocyty, hraje roli pfi pigmentaci vlasi, kiize a o¢i (Angelova et al. 2011).

Methalothioneiny

Jedné se o bun&cné bilkoviny, které vdzou dvojmocné kovy (kromée Zeleza), pokud jsou
pfitomny v nadmérném mnoZstvi. Touto vazbou ionty kovil izoluji v neSkodné formé
a znemoznuji tak jejich absorpci stfevnimi bunikami. Napiiklad Cd se hromadi

v methalothioneinovych komplexech (zejména v ledvindch) po cely Zivot.
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Prebytek médi se hromadi ve vazbé na methalothioneiny ve tkanich ovlivnénych
Wilsonovou chorobou. Expresi methalothioneinti zvySuji zejména hormony glukagon
a kortizol, jakoz i latky vyvoléavajici zanét a reakci v akutni fazi. Ackoli methalothioneiny
vazou hlavné ionty Zn, Cu a Cd, mohou také izolovat Hg, Ag nebo Ni. Cu je vSak vazana
nejtésnéji a mize tyto dalsi ionty z vazby na bilkoviny vytésnit. Jelikoz ionty Zn a Cd
nejsou tak reaktivni jako Cu, pokud jde o tvorbu kyslikovych radikali, je vazba médi
na methalothionein pro bunku ochranna. Navic se zda, ze komplex Cu — methalothionein
vykazuje urcitou aktivitu SOD a pii absenci SOD indukuje expresi téchto ochrannych

bilkovin oxidac¢ni stres (Angelova et al. 2011, Tapiero et al. 2003).

2.6.3. Pritomnost médi v potravé

Obsah médi v potravinach se 1i$i podle mistnich podminek. Jeji koncentrace v ptidé€ zavisi
na pouzivani hnojiv, baktericidt, fungicidii nebo také emisich médi z huti ¢i slévaren.
Tyto Cinnosti ¢lovéka ovliviiuji obsah médi v obilovinach, ovoci a zeleniné a v mensi
mife i v masnych a Zivo¢iSnych produktech (Bost et al. 2016).

Nejbohatsimi zdroji médi ve strave jsou vnitinosti, Ustfice a cokolada. Mléko neni
ptili§ dobrym zdrojem; mateiské mléko ma vSak vyssi obsah médi nez mléko kravské
(Lonnerdal 1989). Na druhé strané€ klesa koncentrace médi v matetském mléce s dobou
laktace, tzn. ze kolostrum a pirechodné mléko maji nejvyssi hodnoty. VétSina pocatecni
kojenecké vyzivy je doplnéna medi. Obsah médi v kojeneckych vyzivach se lisi
v zavislosti na potiebé ditéte (napt. pred¢asné narozené ma jiné potieby). Obsah médi
v pitné vodé je také velmi variabilni a je ovlivnén pfirozenym obsahem mineralli, pH
vody a vodovodnim systémem. Mé&kka, kyseld voda, zejména pokud je vedena pies
meédéné potrubi, ma vyssi koncentraci meédi. Kromé toho se v nékterych zemich
do potrubi piidavaji soli mé&di pro kontrolu riistu fas. Proto mize méd’ v pitné vodé
predstavovat dilezity zdroj médi pro dospélou populaci. To vysvétluje, pro¢ existuje jen
malo dikazli o nedostatku médi u dospélych, 1 kdyz je spotieba potravin bohatych
na méd’ nizkd. U kojenct mize byt podil vody na ptijmu médi vyssi, protoze kojenci
konzumuji proporcionéalné vice vody nez dospé€li (Olivares a Uauy 1996).

Cu je zakladni zivina. Kojenecké obdobi predstavuje jedno z nejkritic¢téjSich
obdobi v zivote, pokud jde o pozadavky na Cu, protoze rychly rist zvySuje naroky na Cu,

zatimco strava zaloZena na mléce poskytuje jen malé mnozstvi tohoto prvku. Ackoliv
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toxickych u€inki spojenych s neschopnosti zvladnout vyssi expozici Cu z diivodu nezralé

funkce jater (Arredondo a Nunez 2005).

Obecné l1ze za dobré zdroje médi povazovat potraviny, jako jsou vnitinosti,
ofechy, obiloviny, ovoce, zatimco mléko a mlééné vyrobky, jak bylo zminéno, obsahuji

jen malé mnozstvi viz. Tab. 1 (Bost et al. 2016).
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Tab. 1 Obsah médi ve vybranych potravinach

Potravina Obsah Cu (mg/kg)
MIlé¢né vyrobky

Mléko 0.1-0.88
Cerstvy syr 0.03
Taveny syr 0.025
Maso a vnitinosti

Jatra, hovézi 157
Ledviny, hovézi 2.1-4.3
Svalové maso, hovézi 0.1-1.8
Svalové maso, vepiové 0.1-9.1
Cerealni produkty

Kukufi¢né produkty 0.6-16.6
PSeni¢ny chléb 2.9
Celozrnny pSeni¢ny chléb 34
Celozrnné téstoviny 0.08-0.52
Zelenina

Brambora 0.48-16.0
Mrkev 0.37-0.62
Brokolice 0.68-0.87
Hrasek 1.9-2.4
Listovy salat 0.1-2.9
Rajce 0.1-3.4
Zeli 0.1-7.7
Plody mofte

Usttice 0.3-16.0
Tunak 0.1-1.2
Losos 0.5-0.8
Kreveta 2.0-2.9
Platys 0.1-2.5
Ovoce

Jablko 0.1-2.3
Banan 0.7-3.0
Pomeranc 0.8-0.9

Ptevzato a upraveno z Bost et al. (2016)
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2.6.4. Farmakokinetika médi

Absorpce

Osud médi v lidském téle je slozity a neni zcela pochopen. Normalni denni piijem médi
se pohybuje okolo 2 az 5 mg. Z tohoto mnozstvi se v zaludku a horni ¢asti duodena
vstieba asi 40-60 % (Silbernagl a Lang 2001).

Optimalni mnozstvi médi, které dospély ¢lovek denné potiebuje, je asi 0,9 mg.
Neexistuji zadné diikazy o tom, ze vysoky dietni pfijem médi je problémem pro lidské
zdravi (Angelova et al. 2011). Absorpce médi je totiz ovlivnéna pravé dietnim piijmem.
Pokud je jeji pfijem z potravy nizky, absorpce se zvysuje. Naopak pii vysokém piijmu
medi se absorpce snizuje nebo ustava (Collins et al. 2010).

Rychlost absorpce médi je ovlivnéna nékolika parametry, v€etné v€ku, pohlavi,
druhu potravy, mnozstvi Cu v potravé, a dokonce i peroralnich kontraceptiv. Tyto
parametry mohou zpusobit, Ze se mira absorpce pohybuje mezi 12 a 71 % (Bost et al.
2016). Vliv véku a pohlavi na absorpci Cu u dospé€lych byl popsan ve studii Johnson
et al. (1992). V ramci této studie bylo zjiSténo, Ze u Zen je absorpce Cu o 10 % vySsi
neZ u muzll, a to zejména vlivem uzivani zenskych hormonl. U Zen se také zvysuje
absorpce médi béhem téhotenstvi a kojeni. U mladych dospélych i seniort byla absorpce
podobna, zatimco u kojencti mnohem vyssi nez u dvou vyse zminénych vékovych skupin

(Angelova et al. 2011, Lutsenko 2010).

Distribuce

Po absorpci z traviciho ustroji je meéd’ transportovana do jater. V portalni zile se z 95 %
vaze na ceruloplasmin — jeji hlavni transportni protein. Zbylé ionty médi jsou vazany
na albumin nebo aminokyseliny. Celkovy obsah médi v téle je asi 70—-80 mg. Z toho
je 10 % distribuovéano v plazmé a krevnich elementech a 90 % v tkanich. Koncentrace
médi v krvi se 1i8i podle pohlavi; hodnoty pro muze se pohybuji od 0,614 do 0,970 mg/1,
u Zen od 0,694 do 1,030 mg/l. Zeny maji tedy vyznamné vyssi hladiny koncentrace médi
v krvi nez muzi. U zdravych muza koncentrace médi s vékem stoupd, kdezto u muzskych
kufakli se mnoZstvi médi v krvi vyznamné snizuje. Je zajimavé, Ze u Zen toto neplati.

Dale bylo zjisténo, Ze zvySena fyzicka aktivita snizuje koncentraci médi v séru. Silna
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pozitivni korelace existuje mezi hladinou médi v séru a indexem télesné hmotnosti (BMI).
To bylo prokazano u velkého vzorku 2233 subjekti ve véku 15-65 let. (Angelova et al.
2011, Lutsenko 2010).

Intracelularni kinetika

Kli¢ovou roli pfi absorpci médi do organismu hraje transportér s vysokou afinitou k médi
CTRI1. V bunkach se CTRI nachazi na dvou mistech: na plazmatické membrané
a v intracelulérnich vezikulach. Toto rozmisténi CTR1 je bunécné specifické. V jatrech,
ledvinach, placent¢ a mlécné Z7laze je dominantni umisténi CTRI1 v bazolateralni
plazmatické membrané. Zde dochdzi k transportu médi z ob&hu, a to, s nejvetsi
pravdépodobnosti, ziskanim médi ze specifického nosice. Ve stievé ma CTR1 dalsi
ulohu. Usnadiiuje jeji uvoliiovani z intracelularnich vezikul, ¢imz zajistuje dostupnost
medi ptijaté potravou pro jeji nasledné vyuziti. V souladu s touto roli je vyznamna ¢ast
CTRI1 v enterocytech intraceluldrni a nachazi se v blizkosti apikalni membrany. Transport
médi uvnitf enterocytl, stejné jako v jinych bunkach, je zajistén pomoci glutathionu
a n¢kolika chaperoni (ATOX1, COX17 a CCS1), s jejichz pomoci miize byt Cu také
zaClenéna do specidlnich méd’ obsahujicich proteint. Intracelularni distribuce CTR1
je dynamickd. ZvySeni koncentrace extracelularni médi indukuje endocytozu CTR1
do vezikul (¢imZ se sniZuje absorpce meédi pfes membranu), zatimco sniZeni
extracelularni médi obnovuje hladiny CTR1 na plazmatické membrané. Kromé akutni
modulace plazmatickych hladin CTR1 je celkové mnozstvi CTR1 regulovano na Grovni
mRNA v reakci na prodlouzené zmény stavu médi. Homeostatickd kontrola hladin
mRNA v ustdleném stavu je ilustrovana pozorovanim, Ze exprese exogenniho lidského
CTRI1 je doprovéazena poklesem mnozstvi mRNA pro tento protein. Méd vstupuje
do buniky, 1 kdyZ je CTR1 vyrazné sniZena, i kdyZ v tomto pfipad¢ je mnoZstvi vstupujici
médi nedostatecné, aby plné podporovalo aktivitu enzyml zavislych na médi. Ktery
protein nebo proces zprostiedkovava absorpci médi v neptitomnosti CTR1, neni jisté.
Transportér médi s nizkou afinitou CTR2 je pfevazné intracelularni a muZe
zprostfedkovavat uvoliiovani médi z lysozoml nebo lysozomovych kompartmenti pro
opctovné vyuziti. Mala ¢ast CTR2 je vSak detekovana na plazmatické membrané
a nadmérna exprese CTR2 je spojena se zvySenou absorpci médi. Za urcitych podminek

asi mize byt CTR2 inkorporovan do plazmatické membrany, aby se usnadnil influx médi.
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Zda je CTR2 vice pfitomen na plazmatické membrané, kdyz je CTR1 downregulovan,
zbyvé prozkoumat (Lutsenko 2010).

CTR1 pfijiméd méd’ z extracelularnich transportérii medi a pfendsi ji do cytosolu.
Chaperony pak méd’ distribuuji pro syntézu specifickych proteinti. CCS distribuuje méd’
pro syntézu SOD1 v cytosolu a mitochondriich, zatimco ATOX1 ptenasi méd’ k sekreci
a do jadra, zatimco soubor proteinti reguluje dodavani médi pro cytochrom-c-oxidazu
v mitochindrii. Méd transportujici ATPazy (Cu-ATPazy) transportuji méd
a zprosttedkovavaji vylucovani médi sekvestraci prebytecné médi ve vaccich, ¢imz
udrzuji hladinu intracelularni médi. Tento d¢€j je spojen s fosforylaci kinazou, ktera
se zvySuje v reakci na zvySeni hladiny médi. Aktivita Cu-ATPaz, jejich posttranslacni
modifikace a intracelularni lokalizace jsou recipro¢né¢ modulovany intracelularni médi.
Cu-ATPazy piijimaji méd’ z ATOXI1 a vyuzivaji energii hydrolyzy ATP k pfenosu médi

k dalsimu vyuziti jako je zabudovani do enzymii zavislych na médi (Obr. 12).

r Copper carriers
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Current Opinion in Chemical Biology

Obr. 12 Intracelularni kinetika médi.
CTRI1, transportér s vysokou afinitou k médi, pfijima meéd’ (zelené kulicky) z extracelularnich nosic¢ti médi
a intracelularnimi vezikulami. CTR2, pfenase¢ médi s nizkou afinitou, je pfevazné intracelularni, ale 1ze
jej nalézt i na plazmatické membrané. Méd’ tedy vstupuje do intracelularniho prostiedi, kde se o ni déli
jednotlivé chaperony (napf. ATOX1, CCS), které ji prerozdéluji jednotlivym organelam k dal§imu vyuziti;
CCS distribuuje méd’ do cytosolu a mitochondrii k tvorbé SOD1 (superoxiddismutazy), zatimco ATOX1
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prenasi meéd’ do jadra a na ATPazové prenaseCe. ATP7A a ATP7B zajistuji vstup médi do lumen Golgiho
aparatu, kde nasledn¢ dochazi k jejimu zabudovani do kuproenzymii. Soubor proteini reguluje dodavani
meédi do cytochrom-c-oxidazy (CCO) v mitochindrii. V pfipadé zvySené intracelularni hladiny médi
pfenase¢ ATP7A putuje ve vaccich k membrané a usnadiuje exkreci piebyteéné médi. Tento pohyb
Cu-ATPaz je spojen s fosforylaci kinazou (ozna¢enou hvézdami), ktera se aktivuje v reakci na zvySeni

hladiny médi. Pfevzato z Lutsenko (2010).

V reakci na zvySeni hladiny intracelularni médi prochazi Cu-ATPéazy kindzou
zprostfedkovanou fosforylaci a putuji s médi ve vezikulach do blizkosti bud’ bazolateralni
(ATP7A) nebo apikalni (ATP7B) membrany. Méd’ je nasledné z buiiky exportovana fuzi
zprostiedkovanou vezikulami. Metabolické faktory, které zvysuji absorpci médi, taktéz
zvySuji jeji transport Cu-ATPazami. Podobné jako u CTRI je regulace endogennich
Cu-ATPaz bunééné specificka. ATP7B je typicka pro jaterni, stfevnich a placentarni
buiky, na rozdil od bunék ledvin nebo vaje¢nikil, coz naznacuje, ze v téchto buikach
je ulohou ATP7B bud udrzovat nepfetrzity piisun médi do kuproenzymi, nebo
ji skladovat. V mnoha builkach jsou spolecné exprimovany obé dvé Cu-ATPazy.
Rozdéleni jejich specifickych roli je nezbytné pro lepsi pochopeni homeostazy médi

v lidském organismu (Lutsenko 2010).

Distribuce a exkrece

Pokud je méd’ ptitomna v nadbytku, mize byt detoxikovana vazbou s metalothioneinem
nebo transportovana do obéhu specifickym pienaSecem (ATP7A). Portalni Zilou je méd’
transportovana ve své oxidované formé, vazéna na albumin, oz-macroglobulin nebo
aminokyseliny. Tato mé&d’ je obecné oznacovana jako volna nebo slabé vazana. Pred
pijjetim do jater pfes transportér médi, CTR1, by méla byt méd’ znovu redukovana.
V jatrech mize byt bud’ zaclenéna do ceruloplasminu nebo vylou€ena do Zluci. Oba tyto
procesy jsou fizeny ATPazou (ATP7B). Ceruloplasmin vaze 6 atomli médi a jednou
z jeho roli je doddvat méd’ do perifernich tkani. Méd v ceruloplasminu je obecné
povaZovana za pevn€ vazanou. Mohou ji ale uvolnit nékteré patologické faktory,
napiiklad oxidaéni stres (Lutsenko et al. 2010, Jomova a Valko 2011).

Na zéklad¢ koncentrace Cu v riiznych gastrointestinalnich tekutinach bylo
odhadnuto, Ze ptiblizné€ 2,5 mg Cu je denn¢ vylu¢ovano biliarnim tokem a Ze ekvivalentni
mnozstvi se vylu€uje jinymi gastrointestinalnimi sekrety, véetné slin, Zaludecni §t'avy

nebo sekreci z pankreatu (Bost et al. 2016).
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ProtoZe studie zkoumajici homeostazu médi naznacuji, ze denni ztraty Cu stolici
jsou stejného fadu jako jeji pfijem potravou, Ize dojit k zavéru, ze vétSina endogenni medi
vyluCované do gastrointestindlniho lumen je reabsorbovéana pies stfevni epitel. Bylo
prokdzano, ze gastrointestindlni sekrece médi hraje hlavni roli pfi kontrole jeji
homeostazy (Bost et al. 2016, Turnlund et al. 1988, Turnlund et al. 2005). Ve srovnani
s fekdlnim vylucovanim meédi (0,45-2,46 mg/den), je jeji vyluCovani moci nizké
(10-25 pg/den). Prestoze byla popsana tubularni reabsorpce Cu zahrnujici ATP7 protein,
neexistuji dikazy o tom, ze by vylucovani médi moci hralo v kontrole homeostazy

vyznamnou roli (Bost et al. 2016).

2.6.5. Patologické stavy spojené s nadbytkem ¢i nedostatkem médi

Hladina médi musi byt peclivé regulovdna, protoze naruSeni homeostdzy médi
na systémové nebo mistni trovni méa rizné patofyziologické dusledky. Jako ptiklad
systémového naruSeni homeostidzy lze uvést genetické poruchy clov€ka, konkrétné
Wilsonovu a Menkesovu chorobu. Relativni (lokalni) porucha homeostdzy médi
je spojena s mnoha patologiemi, zejména s neurodegenerativnimi onemocnénimi, nadory,
zanétlivymi onemocnénimi nebo akutnim infarktem myokardu (Angelova et al. 2011,

Weiskirchen et al. 2019).

Nadbytek médi

Jedna se o potencialné velmi nebezpecny stav. Volna méd’ ma schopnost potencovat
tvorbu reaktivnich kyslikovych latek (ROS) a tim podporovat oxidacni stres (Jomova
a Valko 2011). Sérové hladiny médi jsou vyS$si naptiklad u pacienti s cholestazou,
pfi zvySeném ceruloplasminu v piipad¢ zanét, nadorli, lymfom, u jaterni cirhozy,

myeloidni leukemie nebo u vyse zminéné Wilsonovy choroby (Angelova et al. 2011).

Wilsonova choroba

Wilsonova choroba (WD, z angl. Wilson‘s disease), znama také jako hepatolentikularni
degenerace, je vzacnd autozomalné recesivni porucha (Obr. 13), pii které dochézi
k naruseni metabolismu médi. Prvnim, kdo v roce 1912 toto onemocnéni popsal byl

Kinnier Wilson. Dtisledkem tohoto patologického stavu je hromadéni medi a toxické
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poskozeni bun¢k predevsim v jatrech a mozkové tkani, ale také v ledvinach, ocich,
kloubech a jinych organech. V nékterych piipadech mize velké mnozstvi médi znicit
mnoho ¢ervenych krvinek, coZ vede k t€Zké anémii (Angelova et al. 2011, Crisponi et al.

2010).

Q Q " CHROMOSOMES |

Carrier Carrier

parent parent
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A baby receives ONE copy

f th from EACH t. Gene with
(o] € gene from C paren Wilsonh
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O

O O O
W 4§

Non-carrier Carrier Carrier Affected with
Wilson disease

| L_ 25% chance —!

© AboutKidsHealth.ca
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Obr. 13 Autozomilné recesivni porucha. WD trpi asi jeden ze 30 000 lidi. Nejcastéji se vyskytuje
u Vychodoevropanut, Sicilant a jiznich Itali. Pokud ma ¢lovek jednu kopii tohoto genu, je nositelem
nemoci. Tento gen nese asi jeden ze 100 lidi. K rozvoji onemocnéni se musi narodit dité se dvéma kopiemi
genu. Pokud gen pro WD nesou oba rodice, existuje 25 % pravdépodobnost, ze jejich dité onemocni. WD
se obvykle objevuje u lidi mladsich 20 let. U déti je diagnostikovana ziidka pied dosazenim véku Ctyt let.
Mladsi déti totiz malokdy vykazuji jakékoli pfiznaky. Pfevzato z www stranky iniciativy AboutKidsHealth
(2020).

Ptiznaky Wilsonovy choroby se obvykle objevuji ve véku 5-6 let. Vyznamnym
diagnostickym indikatorem hromadéni médi v oku je Kayserv-Fleischertiv prstenec

(Obr. 14).

Obr. 14 Kayseruv-Fleischeriiv prstenec. Pfevzato z www stranky Wilson’s Disease (2020).
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Neurologické ptiznaky provazejici toto onemocnéni zahrnuji abnormality
chovani, ties rukou, nejasnou fe¢ nebo vyraz masky v obliceji. Jakmile se ptiznaky objevi,
obvykle rychle postupuji. Diagn6za onemocnéni je potvrzena nizkymi hladinami proteinu
ceruloplasminu, zvySenym vyluc¢ovanim médi moc¢i, vysokymi hladinami médi v jatrech
nebo potvrzenim genetického defektu (Angelova et al. 2011).

Velky prulom v patogenezi WD se odehral v roce 1993, kdy védci objevili
spojitost mezi vznikem tohoto onemocnéni a mutaci genu kdédujiciho enzym ATP7B
na chromozomu 13. Enzym ATP7B (Wilsonova ATPaza) funguje jako transmembranovy
prenaseC atomlii médi. V jatrech, klicovém organu metabolismu médi, je ATP7B
exprimovan hlavné v Golgiho aparatu hepatocytd, kde zabudovava atomy médi
do kuproenzymti. ATP7B je také lokalizovan na zluCovém poélu hepatocytl,
coz usnadiuje vyluCovani médi do Zluc¢i. Vlivem mutace jsou tyto funkce ATP7B
omezeny. Méd’ se hromadi v jatrech, coz vede k chronické hepatitidé, a nakonec cirh6ze
jater. V dusledku toho mohou stoupat hladiny volné médi v séru, coz ma za nésledek
akumulaci médi v centralnim nervovém systému, v rohovce, v ledvinach a v dalSich
organech. Ztrata funkce proteinu ATP7B je zodpovédna za poruchu inkorporace atomt
médi do apoceruloplasminu, coZ ma za nasledek sniZeni hladiny ceruloplasminu v krvi
u vétSiny pacientit s WD. Nizké séroveé hladiny feroxidazy ceruloplasminu mohou navic
zpusobit zavazné zmény v metabolismu Zeleza (Crisponi et al. 2010, Pavelkova et al.
2018, Veldhuis et al. 2009, Weiskirchen et al. 2019).

V Bulharsku byla provedena retrospektivni studie, ktera analyzovala klinicky
a laboratorni profil 13 pacientit s WD po dobu 12 let. K nastupu klinickych ptiznaka
pattily pfevazné neurologické projevy (61,5 %). U 54 % pacientl existovaly klinické
a laboratorni diikazy o jaterni cirhoze. Kaysertv-Fleischertiv prstenec byl pozorovan
v 69 % pftipadl. Sérova koncentrace ceruloplazminu byla snizena u 92 % pacientt,
vyluc¢ovani médi moci bylo zvyseno u 92 % pacientli a volnd meéd’ v séru byla zvysena
u vSech pacientt. Bylo zjisténo, Ze hladina médi v jatrech u WD byla asi 25krat vyssi
nez u zdravych jedincii (Tankova et al. 2007).

Pokud je WD diagnostikovana v¢as, 1ze ji 1é¢it mnoha rliznymi zpiisoby (pouZitim
chelata¢nich ¢inidel, dietou s nizkym piijmem Cu a vysokym piijmem dopliikt zinku).
Lékem prvni volby u mirnych forem WD je zinek (ve formé ZnSO4 nebo (CH3COO),
Zn); ¢aste¢né blokuje absorpci Cu indukci methalothioneinu, ktery vaze Cu v buiikdch

sliznice, dokud nejsou deskvamovany a eliminovany. Zinek je navic netoxickd télu
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vlastni latka. Na druhou stranu vykazuje pfili§ pomaly ucinek, coZ je, zejména v akutni
fazi toxicity Cu s neurologickymi ptiznaky, nevyhovujici. Proto se v téchto ptipadech
pouzivaji chelatacni Cinidla D-penicilamin a trientin a zkousi se tetrathiomolybdenan.
Posledné€ jmenovany vytvaii komplexy s bilkovinami ve stravé a Cu, diky ¢emuz je Cu
netoxicka. Nasledné jsou pacienti 1é¢eni udrzovaci zinkovou terapii. Jsou nutna soub&ézna
dietni omezeni, naptiklad vyhybani se potravindm s vysokym obsahem médi (Cokolada,
ustfice, houby aj.). Diky vCasné diagnostice a 1€cb€ mohou pacienti s WD zit normalnim

zivotem (Pavelkova et al. 2018).

Idiopaticka Cu — toxikoza

Tato vzacna porucha je dédicné genetické onemocnéni metabolismu Cu, nazyvané také
indicka détska cirh6za. Vyznacuje se abnormalné vysokymi hladinami Cu v jatrech,
normdlnimi nebo zvySenymi plazmatickymi koncentracemi Cu a ceruloplasminu,
klinickym nastupem cirh6zy ve v€ku okolo 2 let a smrti do 5 let. V¢asné zahdjena 1écba
D-penicilaminem obnovi jaterni buiiky, ¢imz pfedchéazi fatdlnim nasledkiim (Pavelkova

et al. 2018).

Nedostatek médi

Nedostatek médi mize byt nasledkem vyjadieni dédi€né vady, jako je Menkesova
choroba. Klinickymi projevy nedostatku meédi jsou anémie, neutropenie a kostni
abnormality. Dal§imi méné Castymi projevy jsou hypopigmentace vlasl, hypotonie,
zhorSeny rust, zvyseny vyskyt infekci, kolisani fagocytarni kapacity neutrofilti, naruseni
metabolismu cholesterolu a glukdzy a kardiovaskularni alterace (Olivares a Uauy 1996).

V nékolika studiich autofi dospéli k zavéru, Ze mezi zdravotni stavy, ve kterych
se nachazi abnormaln& nizké koncentrace médi patii Parkinsonova choroba, zhorSena
sttevni resorpce, pacienti s parenteralni vyzivou, pacienti ztracejici bilkoviny (naptiklad

se syndromem nefrdzy, exsudativni enteropatie atd.) (Angelova et al. 2011).
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Menkesova choroba

Menkesova choroba (MD, zangl. Menkes disease) je vzacné onemocnéni spojené
s chromozomem X (Obr. 15), zplisobené mutaci genu kddujiciho enzym ATP7A
(Menkesovu ATPazu). Vyskytuje se hlavné u chlapcti a v raném détstvi je Casto smrtelna.
Celkovy vyskyt MD je uvadén jako jeden na 100 000-250 000 porodt (Angelova et al.
2011, Pavelkova et al. 2018, Caicedo-Herrera 2018).
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Obr. 15 Menkesova choroba. X-vazany recesivni vzor dédi¢nosti.
Onemocnéni je vazano na chromozom X. Pokud je otec nemocny a matka zdrava, jejich dcery budou
pfenasecky a synové zdravi. Tzn., Ze maji 50 % Sanci na zcela zdravého potomka a z 50 % potomka, ktery
sice nese chybny gen, ale onemocnénim sam trpét nebude. V pfipadé, Zze chybny gen nese matka,
pravdépodobnost, Ze budou mit nemocného syna, dceru pienasecku, zdravého syna nebo zdravou dceru je

ve vSech pripadech stejna, konkrétné 25 %. Prevzato z Blogu HealthJade (2020).

Typickymi pfiznaky jsou mentélni retardace, neurologické abnormality, slaby
svalovy tonus (Obr. 16), ochablé rysy obli¢eje a degenerace pojivové tkané (kvili
nedostatku nékolika enzymu zavislych na Cu potfebnych pro vyvoj mozku). Snizena
aktivita cytochrom-c-oxiddzy vede k zavazné neurologické poruSe. Nedostatek
tyrosinazy zpusobuje nedostatek melaninu, ktery se projevuje hypopigmentovanymi
vlasy s ocelovym vzhledem (Obr. 16). Kiehké a kudrnaté vlasy (,,syndrom kudrnatych
vlasti“) zplisobuje nedostatek neidentifikovaného kuproenzymu potfebného pro

zesitovani keratinu viz. Obr. 17. (Angelova et al. 2011, Pavelkova et al. 2018).
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(decreased
muscle tone)

Obr. 16 Slaby svalovy tonus u déti postizenych MD.
Ptevzato z www stranky University of Florida Health (2020).

Obr. 17 Menkesova choroba - ,,Syndrom kudrnatych vlasa®.

Prevzato z www stranky Indian Pediatrics (2020).

Lécba se provadi intraven6znim podanim komplexu Cu-histidin. V¢asna diagnoza
a denni injekce Cu-histidinu intraperitonedlné a intratekalné¢ do centralniho nervového
systému by vSak mohly zabranit neurodegeneraci a prodlouzit zivot (Angelova et al.
2011, Pavelkova et al. 2018).

K hodnoceni stavu médi se v souCasné dobé¢ pouziva méfeni koncentraci médi
a ceruloplazminu v séru. Tyto parametry jsou snizeny u tézkého az stfedniho nedostatku
médi; jsou vSak méné citlivé na hrani¢ni nedostatek médi. Faktory s mensi vypovédni
hodnotou pro hodnoceni mezniho deficitu médi jsou aktivita erytrocytarni

superoxiddismutazy nebo destickového cytochromu C (Olivares a Uauy 1996).
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Méd’ a dal§i neurodegenerativni choroby

Porucha homeostazy Cu vedouci k oxidacnimu stresu a tvorbé volnych radikalii ptispiva
k rozvoji Alzheimerovy a Creutzfeldt-Jakobovy choroby. Rovnéz je popsan vztah mezi
Cu, rozvojem Parkinsonovy a Huntingtonovy choroby. Pokud je dysregulace Cu pfi¢inou
nebo disledkem téchto neurodegenerativnich onemocnéni, mohla by se zde uplatnit nova

1é¢iva. (Pavelkova et al. 2018).

Méd’ a rakovina

U rakoviny jsou koncentrace Cu (a soucasné ceruloplasminu) téméi vzdy vyznamné
zvySeny (2—3krat), zatimco koncentrace zinku, Zeleza a selenu jsou vyznamné snizeny.
Koncentrace Cu v séru koreluji s vyvojem nadoru, jeho velikosti, vyskytem, progresi
a recidivou a lze fici, Ze maligni nadory maji €asto vyssi koncentrace Cu. Produkce ROS
a oxidacni stres jsou pravdépodobné hlavnimi mechanismy podilejicimi se na vyvoji
rakoviny. Kromé toho Cu indukuje proliferaci a migraci endotelovych bun¢k aktivaci
riznych angiogennich faktorti (napt. endotelialni ristovy faktor, zdkladni fibroblastovy
rustovy faktor, faktor nekrdzy nadoru a interleukin 1). Vysledkem je tvorba novych
krevnich cév, protoze nadory vyzaduji bohaty ptisun kysliku a zivin. Tvorbu nového
krevniho obéhu lze zvratit chelatacnimi ¢inidly, jako je D-penicilamin,
tetrathiomolybdenan, cliochinol a trientin. Tyto latky pak maji antiangiogenni Ucinky,

vvvvvv

(Pavelkova et al. 2018).
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3. CIL PRACE

Cilem této rigordzni prace bylo:

1) zjistit, zda jsou flavanony (konkrétné hesperidin, hesperetin, naringin

a naringenin) schopny chelatovat ionty médi

2) sledovat vztah chelatace k pH prostiedi, ve kterém testovani probiha. pH hodnoty

byly vybrany s ohledem na patofyziologické hodnoty v lidském organismu.
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4. METODIKA

4.1. Testované flavanony
* Hesperidin
= Hesperetin
= Naringin

= Naringenin, byly zakoupeny ze Sigma-Aldrich (USA).

4.2. Chemikalie

* Hematoxylin, Sigma-Aldrich (USA)

» Pentahydrat siranu méd’natého (CuSOy4 - 5 H20), Sigma-Aldrich (USA)

=  Dimethylsulfoxid (DMSO), Lach-Ner (CR)

* Disodna stl bathokuproindisulfonové kyseliny (BCS), Sigma-Aldrich (USA)

* Hydroxylamin hydrochlorid (HA), Sigma-Aldrich (USA)

= Acetatové pufry o pH 4,5 a 5,5 byly pfipraveny jako vodné roztoky octanu
sodného a kyseliny octové (15 mM), tj. 15 mM octanu sodného a 27,3 nebo 2,7
mM kyseliny octové, respektive. HEPES pufry o pH 6,8 a 7,5 byly pfipraveny
jako vodné roztoky HEPES 71,7 nebo 14,3 mM, respektive, a jeho sodné soli
(15 mM), chemikalie na jejich ptipravu byly opét od Sigma-Aldrich (USA).

4.3. Pomiucky
» Mikrotitracni desticky, Brand (Némecko)
= Automatické pipety riznych objemi, Brand (Néemecko)
» Vicekanalové pipety riznych objemt, Biohit (Finsko)

4.4. Pristroje
» Analytické vahy (KERN ABT120-5DM, Kern, Némecko)
= Spektrofotometr (SYNERGY HT Multi-detection microplate reader, BioTec
Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA4)
» Trepacka pro mikrotitraéni desticky (IKA® MS 3 digital; IKA-Werke GmbH
& Co. KG, Nemecko)
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» Trepacka na zkumavky (IKA® VORTEX GENIUS 3; IKA-Werke GmbH & Co.
KG, Némecko)
=  Ultrazvukova lazen (KRAINTEK® ; Kraintek Czech s.r.o., CR)

5. VLASTNI CHELATACNI METODIKA

5.1. Stanoveni chelatace iontii médi hematoxylinem

5.1.1. Piiprava zakladnich roztoki

* 5 mM roztok méd’natych ionti (Cu®*)
Roztok byl ptipraven rozpusténim pentahydratu siranu méd'natého (Mw = 249,69 g/mol)

v destilované vodé. Roztok je stabilni a byl uchovavan v lednici.

* 5 mM hematoxylin
Roztok byl ptipraven rozpusténim hematoxylinu (My = 302,28 g/mol) v DMSO. Tento

roztok byl pouzitelny maximalné 5 hodin.

5.1.2. Piiprava pracovnich roztokii a roztokii testované latky

* Testovana latka
Roztok testovanych flavanoni jsme pfipravili jejich rozpusténim v DMSO. Testované
latky byly nejdiive fedény na 10 mM koncentraci, pozdéji stejnym rozpoustédlem na nizsi

koncentrace.

= Roztok Cu?" iontt

Ptipravili jsme 250 uM roztok méd’natych iontd v destilované vodé.

* Hematoxylin
Ptipravili jsme 250 pM roztok v DMSO. Tento roztok se mohl pouZivat maximalné

90 min. Po uplynuti této doby jej bylo nutné znovu natedit.
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5.1.3. Stanoveni chelatace méd’natych ionti v pufru (pH 7,5; 6,8 a 5,5)

P#i tomto stanoveni jsme napipetovali ptisluiny pufr (100 pl) a roztok Cu?" ionté (50 pl,
250 uM) do vsech jamek mikrotitracni desticky (Obr.18). Jamky této desticky jsme si
rozdélili na jamky testovaci a jamky kontrolni. Do testovacich jsme ptidali roztok
testovaného flavanonu v riznych koncentracich a do kontrolnich rozpoustédlo DMSO.
Michali jsme 2 minuty. V dalSim kroku jsme do prvni poloviny jamek pfidali roztok
hematoxylinu (jamky s indikatorem, 50 pl, 250 uM) a do druhé poloviny rozpoustédlo
DMSO (50 pl, slepé vzorky). Nasledovalo opétovné michani, tentokrat po dobu 3 minut.
Poté jsme méfili absorbanci. Prvni méfeni se odehrdlo ihned po sejmuti ze tfepacky
(tzn. v ¢ase 3 min), druhé v ¢ase 7 min. Absorbanci jsme méfili pfi riznych vinovych
délkach, a to v zavislosti na pH pufru. Pfi 610 nm (pH 7,5), 590 nm (pH 6,8) a pfi
595 nm (pH 5,5) podle diive publikované metodiky Riha et al. (2013). Vysledky jsme

zaznamenali do tabulek a data vyhodnotili matematickou a statistickou analyzou.

C2 C3 Cx Co

<
<X

s indikatorem

Ci
jamky ?

slepé

vzorky

X
X

Obr. 18 Schematické znazornéni chelatacnich experimentd.
— testovaci jamky s roztoky testovanych flavanonti rizné koncentrace (ci, ¢z, €3, Cx)

Modré jamky — kontrolni jamky s rozpoustédlem (co = 0)

Kone¢ny obsah jamky:

100 pl pufr

50 ul roztok Cu?*

50 ul roztok testovaného flavanonu nebo rozpoustédlo (DMSO)
50 pl roztok hematoxylinu nebo DMSO
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5.2. Stanoveni chelatace iontu médi BCS

5.2.1. Priprava zakladnich roztoki

* 5 mM roztok méd’natych ionti (Cu®*)
Roztok byl ptipraven rozpusténim pentahydratu siranu méd’natého (Mw = 249,69 g/mol)

v destilované vodé. Roztok je stabilni a byl uchovavan v lednici.

* 5 mM roztok méd’nych ionti (Cu™)
Roztok byl ptipraven rozpusténim CuCl (Mw = 98,99 g/mol) nebo CuBr (M = 143,45
g/mol) ve vodném roztoku 0,1 M HCl a 1 M NaCl. Roztok je stabilni a byl uchovavan

v lednici.

* 100 mM hydroxylamin hydrochlorid (HA)
Roztok byl pfipraven rozpuSténim hydroxylamin hydrochloridu (Mw = 69,49 g/mol)

v destilované vodé. Roztok je stabilni a byl uchovavan v lednici.

* 5 mM disodna siil bathokuproindisulfonové kyseliny (BCS)
Roztok byl pfipraven rozpusténim BCS (My = 564,54 g/mol) v destilované vodé. Roztok

je stabilni a byl uchovéavan v lednici.

5.2.2. Piiprava pracovnich roztokii a roztokii testované latky

* Testovana latka
Roztok testovanych flavanoni jsme pfipravili jejich rozpusténim v DMSO. Testované
latky byly nejdiive fedény na 10 mM koncentraci, pozdé&ji stejnym rozpoustédlem na nizsi

koncentrace.
* Roztoky méd’nych (Cu*) a méd’natych ionti (Cu?*)

Piipravili jsme 250 puM roztoky Cu" a Cu?' iontli nafedénim jejich 5 mM zasobnich

roztokt v DMSO.
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5.2.3. Stanoveni chelatace Cu?* ionti v pufru (pH 7,5; 6,8; 5,5 a 4,5)

Pfi tomto stanoveni jsme do vSech jamek mikrotitraéni desticky napipetovali 100 pl
ptislusného pufru. Nasledné€ jsme do testovacich jamek ptidali 50 pl roztoku testovaného
flavanonu v riiznych koncentracich a do jamek kontrolnich 50 pul rozpoustédla (DMSO).
Poté jsme opét do viech jamek napipetovali 50 ul roztoku Cu?* iontfi (250 uM). Michali
jsme 2 minuty. Po skonceni michéni jsme piidali 50 ul roztoku HA — 1 mM (pH 7,5
a 6,8) nebo 10 mM (pH 5,5 a 4,5). Tento krok byl nezbytny ke zredukovani
nezreagovanych médnatych ionti na médné ionty. Opét jsme michali, tentokrat
1 minutu. V dal§im kroku jsme do prvni poloviny jamek napipetovali 50 pul 5 mM BCS
(jamky s indikatorem) a do druhé poloviny destilovanou vodu (50 pl, slepé vzorky).
Mé¢ftili jsme absorbanci pfi 484 nm ihned a po 5 minutdch. Schéma bylo stejné jako

v ptipad€ hematoxylinu (Obr.18), jen se lisil pouzity indikator.

Konecny obsah jamky:

100 pl pufr

50 ul roztok testovaného flavanonu nebo rozpoustédlo
50 pl roztok Cu?*

50 ul roztok HA

50 ul roztok BCS nebo voda
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5.2.4. Stanoveni chelatace Cu” ionti v pufru (pH 7,5; 6,8; 5,5 a 4,5)

Do vSech jamek mikrotitrani desticky jsme napipetovali 100 pl pfislusného pufru. Poté
jsme piidali 50 pl 1 mM (pH 6,8 a 7,5) nebo 10 mM (pH 4,5 a 5,5) roztoku HA. Nésledn¢
jsme napipetovali 50 pl roztoku Cu” iontd v DMSO (250 uM) a nechali michat 1 minutu,
aby byl zajistén redukovany stav méd’nych iontti. Po ukonfeni michani jsme piidali
do testovacich jamek 50 pl roztoku testovaného flavanonu piislusné koncentrace
a do kontrolnich jamek 50 pl rozpoustédla (DMSO). Michali jsme 2 minuty. Nakonec
jsme pfidali 50 pul 5 mM roztoku BCS do prvni poloviny jamek (jamky s indikatorem)
a 50 pl vody do druhé poloviny jamek (slepé vzorky). Méfili jsme absorbanci ihned
a po 5 minutidch pii 484 nm. Schéma se opét neliSilo od piedchozich experimentl

(Obr.18).

Konecny obsah jamky:

100 pl pufr

50 ul roztok HA

50 ul roztok Cu”

50 ul roztok testovaného flavanonu nebo rozpoustédlo
50 ul roztok BCS nebo voda
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6. MATEMATICKA A STATISTICKA ANALYZA

6.1. Vypocet ucinnosti chelatace

Chelata¢ni aktivita testovanych flavanont byla stanovena na zakladé¢ naméfené
absorbance (Ax). Nejdiive byla u kazdého vzorku odectena absorbance slepych vzorkt
(Rovnice 1), tedy vzorkli obsahujicich misto indikatoru pouze rozpoustédlo (v piipadé
BCS vodu, v piipadé hematoxylinu DMSQO). Absorbance slepych vzorka (Ascxi, Asix2)
byly zprimérovany.

AAx = Ax — [(AsLx1 + Asix2) / 2] (Rovnice 1)

Stejny postup byl aplikovan jak na zkouSené koncentrace testovanych latek, tak
na kazdou pozitivni kontrolu (AApk, Rovnice 2), tedy vzorky, kde misto testované latky

bylo podano jen rozpoustédlo DMSO.
AApk = Apk — [(AsLx1 + Asix2) /2] (Rovnice 2)

Mnozstvi zbylého (nezchelatovaného) kovu (% x) bylo pak stanoveno z poméru Cisté
absorbance testované latky (AAx) k priméru pozitivnich kontrol (AApki, AApkz,
Rovnice 3).

% x =100 {AAx / [(AApk1 + AApk2) / 2]}  (Rovnice 3)

Mnozstvi zchelatovaného kovu % CHEL bylo pak dopocitano do 100 % od mnoZstvi
zbylého kovu (Rovnice 4).

% CHEL =100 - % x (Rovnice 4)

Na zavér byly vysledky zprimérovany a jsou prezentovany jako prumér + smérodatna

odchylka vypoctena podle vzorce v rovnici 5.

> (- %)
SD = (n—1) (Rovnice 5)
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6.2. Vypocet stability chelatace

Vzhledem k malé chelataci naméfené metodikou BCS byl vypocet stability komplext
proveden jen u vysledkli hematoxylinové metody. Stabilita (ST) byla stanovena jako

pomeér chelatace po 7 minutach vs. chelatace po 3 minutach (Rovnice 6).

6.3. Statisticka analyza

Porovnani ucinnosti chelatace bylo provedeno pomoci 95 % konfidenc¢nich intervalt
sestrojenych v programu GraphPad Prism verze 8 (GraphPad Software, San Diego,
Kalifornie, USA).
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7. VYSLEDKY

Nejdiive jsme provedli screening chelatace iontli médi (Cu?*) za méné kompetitivnich
podminek, tj. za pouziti hematoxylinu. VSechny testované latky méd’ chelatovaly, ale
jejich chelata¢ni uCinky byly pomérné slabé. Pii poméru 1:1 dosahly vSechny latky
maximalné 25 % chelatace, a to jen pii pH 6,8. U ostatnich pH byla tato uc¢innost jeste
nizs$i. Vyznamna chelatace byla pozorovana teprve pii vyssich pomérech. VétSina latek

dosahla v poméru 100:1 prakticky kompletni chelatace (Obr. 19-20).
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Obr. 19 Chelatace Cu®" naringeninem (A) a naringinem (B) pii vSech testovanych pato/fyziologickych

pH za pouziti hematoxylinu jako indikatoru.
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Obr. 20 Chelatace Cu?" hesperetinem (A) a hesperidinem (B) pfi viech testovanych pato/fyziologickych

pH za pouziti hematoxylinu jako indikatoru.

Vzhledem ke zjevnym poklesim chelatace v méfeni po 7 minutach jsme jesté tyto
poklesy graficky zpracovali (Obr. 21-24). Pii pH 5,5 byly vzniklé komplexy velmi
stabilni s vyjimkou hesperetinu, kde byl zaznamenan urcity pokles. Pfi pH 6,8 byla
pozorovana u v§ech komplexti mirna nestabilita, a to zejména v nizSich pomérech. Pii pH
7,5 stabilita komplexi imérné klesala se snizujicim se pomérem flavanonu k médi,

a to u vSech testovanych latek.
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Obr. 21 Pokles chelatace Cu?* naringeninem pfi riiznych pato/fyziologickych pH mezi prvnim méfenim

a méfenim po 7 min za pouziti hematoxylinu jako indikatoru.
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Obr. 22 Pokles chelatace Cu?* naringinem pfi riiznych pato/fyziologickych pH mezi prvnim méfenim

a méfenim po 7 min za pouziti hematoxylinu jako indikatoru.
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Obr. 23 Pokles chelatace Cu?* hesperetinem pfi riiznych pato/fyziologickych pH mezi prvnim mé&fenim

a méfenim po 7 min za pouziti hematoxylinu jako indikatoru.
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Obr. 24 Pokles chelatace Cu*" hesperidinem pfi riiznych pato/fyziologickych pH mezi prvnim méfenim

a méfenim po 7 min za pouziti hematoxylinu jako indikatoru.
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V dal$im kroku jsme provedli porovnani vysledk chelatace po 7 minutidch
pomoci 95 % konfidenénich intervall. Pti vSech pH byly rozdily mezi aglykony a jejich
odpovidajicimi glykosidy (tj. naringenin vs. naringin a hesperetin vs. hesperidin), ale ne
mezi glykosidy (naringin vs. hesperidin) nebo aglykony (naringenin vs. hesperetin)

navzajem (Obr. 25-27).
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Obr. 25 Porovnani u¢innosti chelatace testovanych flavanont pti pH 5,5 u méfeni po 7 minutach. Graf zobrazuje 95 % konfidenc¢ni intervaly.

52



>

% chelatovaného Cu?*

@)

% chelatovaného Cu?*

1004 —— naringenin

- hesperetin

(=]
L

-1 0 1 2

log flavanon/Cu?®*

1004 -~ naringin
=~ naringenin
50+
0-

-1 0 1 2

log flavanon/Cu®*

vy

100+
-0~ naringin

-=- hesperidin

% chelatovaného Cu?*
(4, ]
e

-1 0 1 2

log flavanon/Cu?®*

O

100+ = -= hesperidin

-+ hesperetin

% chelatovaného Cu?*
[4,]
[=]

-1 0 1 2
log flavanon/Cu?*

Obr. 26 Porovnani ti¢innosti chelatace testovanych flavanond pfi pH 6,8 u méfeni po 7 minutach. Graf zobrazuje 95 % konfiden¢ni intervaly.
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Obr. 27 Porovnani u¢innosti chelatace testovanych flavanona pii pH 7,5 u méfeni po 7 minutach. Graf zobrazuje 95 % konfidencni intervaly.
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V poslednim kroku jsme ovéfili jejich G€inky ve velmi kompetitivnim prostiedi za pouziti
5 mM roztoku indikatoru BCS. Ukazalo se, Ze tyto latky jsou slabymi chelétory.
U aglykoni byla naméiena chelatace méd’natych iont, kterd nedosahovala vice
nez 25 % pii poméru 100:1. U glykosidl nebyla pozorovana prakticky zddné chelatace.

V piipadé¢ médnych ionth byla i u aglykonii pozorovana jen zanedbatelna chelatace
(Obr. 28-29).
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Obr. 28 Chelatace a) méd’nych iontil flavonoidnim aglykonem naringeninem, b) méd’nych iontll glykosidem naringinem, c) méd'natych iontd flavonoidnim aglykonem

naringeninem, d) méd’natych iontt glykosidem naringinem za pouziti BCS jako indikatoru. Udaje jsou z méfeni po 5 minutach.
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Obr. 29 Chelatace a) méd’nych iontl flavonoidnim aglykonem hesperetinem, b) méd’nych iontti glykosidem hesperidinem, ¢) méd’natych ionti flavonoidnim aglykonem

hesperetinem, d) méd'natych ionti glykosidem hesperidinem za pouziti BCS jako indikatoru. Udaje jsou z mé&feni po 5 minutach.
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8. DISKUSE

V této rigordzni praci jsme zkoumali, zda jsou flavanony schopny chelatovat ionty kovi,

konkrétné médi. Zjistili jsme, Ze vSechny zkoumané latky, jmenovité hesperidin,

hesperetin, naringin a naringenin vlastnost chelatovat méd’ maji. Jedna se vsak o slabé

chelatory. To je dobie vidét pii porovnani vysledkii z mirného chelatacniho prostiedi

(hematoxylin, Obr.19, 20) a velmi kompetitivniho prosttedi (BCS, Obr. 28, 29). Zatimco

v prvnim piipadé tyto latky chelatovaly 100 % médi, ve druhém piipadé¢ maximalné

10 %.

Diky své schopnosti chelatovat ionty kovt (méd’, zelezo atd.) inhibuji flavonoidy

tvorbu volnych radikali. Tyto vlastnosti podstatné ovliviiuje konfigurace, substituce

a celkovy pocet hydroxylovych skupin v jejich struktufe. Stopové kovy se vazou

na specifické pozice riznych kruht flavonoidnich struktur (Heim et al. 2002).

vvvvvv

a 3¢, 4*-dihydroxy tj. katecholovy kruh B viz. Obr. 30 (Kumar a Pandey 2013, Riha et al.
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Obr. 30 Vychytavani ROS (znazornény schematicky jako R°) flavonoidy (FI-OH) (a) a vazebna

chelataéni mista pro stopové kovy (b), kde Me™ znaéi ionty kovu. Pfevzato z Kumar a Pandey (2013).
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V naSem pfipad¢ pfichazi v uvahu jen pozice 4-keto-5-hydroxy, ktera ma podle
ptedchozich studii s Zelezem mensi potencial chelatovat kovové ionty (Mladénka et al.
2011). Navic vzhledem k velmi vyraznému rozdilu v chelataci hematoxylinem a BCS
je také moznost falesSné pozitivniho vysledku, ktery mize nékdy metodika
s hematoxylinem u antioxidancii poskytnout (Macadkova et al. 2019). Flavonoidy
s nenasycenou vazbou 2-3 v konjugaci s funkci 4-oxo jsou skute¢né ucinnymi
antioxidanty, a to dokonce vice nez flavonoidy bez téchto znakd, jelikoz vychytavani
volnych radikalt je pfitomnosti obou téchto funk¢nich skupin potencovano. Piedpoklada
se, ze hydroxylové skupiny kruhu B tvofi vodikové vazby s 3-OH skupinou. Diky této
intramolekularni vodikové vazbé je vliv 3-OH skupiny zvySen pfitomnosti
3',4'-katecholu, coz objasnuje silnou antioxidaéni aktivitu flavonoidu, které tyto skupiny
maji (Heim et al. 2002).

Je zajimavé, Ze hydroxylové skupiny v kruhu B mohou piedstavovat i nevyhodu,
ktera byla prokazana ve vysoce konkurencnim prostiedi s BCS. Katecholovy kruh
nezlepsil chelataci. Naopak spiSe schopnost chelatovat méd’ zhorsil. Pravdépodobné
vysvétleni tohoto negativniho u¢inku na chelataci spo¢iva v sou¢asné redukci Cu?* ionti.
V silné kompetitivnim prostiedi BCS nejsou flavonoidy s vysoce redukénimi vlastnostmi
schopny méd’ v komplexu zadrzet, jelikoz afinita indikatoru k méd’nym iontiim je vyssi.
Redukce médi je vysoce zavisla na po¢tu hydroxylovych skupin v kruhu B, ¢imz je
chelatace médi zasadn& ovlivnéna (Riha et al. 2014).

O-methylace hydroxylovych skupin flavonoidd, jako je v nasem piipadé
u testovanych flavanond, snizuje jejich schopnost vychytavat radikaly. Vyskyt, poloha,
struktura a celkovy pocet cukernych slozek ve flavonoidu (flavonoidni glykosidy) hraji
také dualezitou roli v antioxidacni aktivité. Aglykony jsou ucinnéj$i antioxidanty
neZ jejich odpovidajici glykosidy a ackoli jsou glykosidy obvykle slabSimi antioxidanty,
jejich biologicka dostupnost je nékdy zvySena glukozovou skupinou. Ve stravé
se flavonoidni glykosidické skupiny vyskytuji nejcastéji v poloze 3 nebo 7 (Heim et al.
2002).

Cukr na pozici 7 ve flavanonech vyrazné sniZzuje potencial chelatace médi.
Chelata¢ni schopnost klesa také se zvySujici se kyselosti prostiedi. S vyraznym poklesem
chelata¢ni aktivity je dale spojena substituce volné hydroxylové skupiny v poloze 3.
Naopak pfitomnost sousednich hydroxylovych skupin v kruhu A chelata¢ni ucinnost
zvysuje (Heim et al. 2002, Kumar a Pandey 2013, Riha et al. 2014). Tyto strukturni

modifikace ale nebyly v této praci testovany.
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V kazdém ptipadé jasny dlikaz o chelataci miiZze podat ptima spektrofotometrie —
zmeéna absorp¢niho spektra flavanont po pridavku médi. Tato metodika ale neni schopna
ukazat na afinitu chelatoru, tak jako zminéné kompetitivni metodiky. Dostupné studie ale
ukazuji, ze ptidavek médi k naringeninu vede ke zmén¢ absorp¢niho spektra a vysledky
ztéto studie jsou tedy potvrzeny (Celiz et al. 2019). Nejde o faleSnou pozitivitu,
ale testované latky jsou skute¢né schopny chelatovat méd’, piestoze se jednad o slabé

chelatory. Praktické vyuziti téchto latek jako chelatort je nepravdépodobné.
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9. ZAVER

Za pomoci spektrofotometrickych metod potvrdila tato rigorézni prace schopnost
testovanych flavanont chelatovat ionty médi. VSechny testované latky, at’ uz aglykony
¢1 glykosidy ionty médi bez vyjimky chelatovaly. Zjistili jsme, Ze se jedna o slabé
chelatory, které kovové ionty vazou diky své 4-keto-5-hydroxy skupiné.

Dale jsme prokazali, ze jsou aglykony ucinnéjSimi chelatory nez jejich
odpovidajici glykosidy, a to pfi vSech testovanych pato/fyziologicky vyznamnych
hodnotach pH.

I kdyz byly méd chelatujici vlastnosti flavanoni prokazany, je uplatnéni
testovanych latek jako chelatort médi v praxi vzhledem k jejich slab& chelataénim

vlastnostem nepravdépodobné.
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