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SEZNAM ZKRATEK

ATP - adenosintrifosfat

BAL - 2,3-dimerkaptopropanol

BCS - disodna sll bathokuproindisulfonové kyseliny
CNS - centralni nervova soustava

COX17 - cytochrom-c-oxidasa chaperon
DMF - dimethylformamid

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA - deoxyribonukleova kyselina

EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina
HA - hydroxylamin hydrochloridu

HEM - hematoxylin

MeOH - methanol

NMDA - N-methyl-D-asparagova kyselina
RNA - ribonukleova kyselina

THF - tetrahydrofuran



1 uvoD

Méd je stopovy prvek, ktery hraje nezastupitelnou roli v Zivych organismech. Je
dilezitym cinitelem pro spravny pribéh fyziologickych procesd. V lidském téle je
soucasti enzymu, které se ucastni mitochondridlniho dychéani, absorpce Zeleza,
vychytavani volnych radikall a tvorbé elastinu. Je vSak nezbytné, aby rovnovdha médi
v organismu zUlstala neporusena. Porucha homeostazy médi v organismu vede k rozvoji
Wilsonovy choroby, Menkesovy choroby, Alzheimerovy choroby, prionovému
onemocnéni nebo vyssi nachylnosti organismu k infekcim, zanétlim a rakoviné.

Chelatace se vyuzivad v mediciné pfi intoxikacich rdznymi kovy. Pfi této metodé
se na chelatacni ¢inidlo vaZou ionty kovl z postiZzenych tkani. Metoda chelatace médi se
v praxi zatim pouZziva jen pfi Wilsonové chorobé, kde se jako chelatac¢ni ¢inidlo vyuziva
trientin nebo D-penicilamin. Tyto latky vSak maji neblahé nezddouci ucinky. Proto se
hledaji dalsi slibné Iatky schopné chelatace médi.

Jako potencialné vhodné latky se jevi flavonolignany ziskavané z rostliny Silybum
marianum (L.) Gaertn. Flavonolignany jsou slozeny z lignanu a flavonoidu. Jedna se
o sekundarni metabolity rostlin. U flavonoidl jiz byla schopnost chelatace médi
prokdzana. Na zakladé podobnosti struktury flavonoidd s flavonolignany lze

predpokladat schopnost chelatace i u téchto sloucenin.



2 CiL PRACE

Cilem této rigordzni prace bylo provést in vitro stanoveni ucinnosti chelatace
médnatych a médnych iontd u Cistych latek ziskanych ze silymarinu a nékterych jejich
metabolitl (sulfatd) vznikajicich pfti jejich metabolismu v lidském organismu. Konkrétné
Slo o tyto latky: silybin A, silybin B, silybin A-20-sulfat, silybin B-20-sulfat,
2,3-dehydrosilybin A+B (racemat 2,3-dehydrosilybinu), 2,3-dehydrosilybin-20-O-sulfat,
2,3-dehydrosilybin-7,20-0O-disulfat, silychristin, silychristin-19-0O-sulfat,
2,3-dehydrosilychristin. Testovani probéhlo pfi hodnotach pH 4,5; 5,5; 6,8 a 7,5.
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TEORETICKA CAST

3.1 Méd' v lidském organismu

Méd' je chemicky prvek s protonovym cislem 29. Je to nejen vyznamny kov
anorganické chemie, ale také se Ucastni rady dulezitych proces( v Zivych organismech.
Radi se mezi prvky biogenni, tedy nepostradatelné pro lidsky organismus. Biogenni prvky
se dale déli na makrobiogenni's procentualnim obsahem v organismu vétsim nez 1 % (C,
O, H, N, Ca, P), mikrobiogeni s procentudlnim obsahem 0,05 az 1 % (S, K, Mg, Na, Cl) a
stopové prvky, jejichz procentudlni zastoupeni v Zivém organismu je mensi nez 0,05 %

(Cu, Zn, Mn, 1, Co, Fe, F, Al, tabulka 1). Mé&d' tedy fadime mezi stopové prvky. (12

Tabulka 1: Rozdéleni biogennich prvku

procentudlni obsah prvky
makrobiogenni >1% uhlik, kyslik, vodik, vapnik,
fosfor
mikrobiogenni 0,05-1% sira, draslik, sodik, chlér,
horcik
stopové prvky <0,05 % meéd, zinek, mangan, jod,
kobalt, Zelezo, fluor, hlinik

V lidském organismu se méd nachdzi ve dvou formdch, v redukované formé jako
médny a voxidované formé ve vétSiné pripadl jako médnaty kationt. Zatimco
redukovany stav ma afinitu k thiolové a thioletherové skupiné (napriklad aminokyselina
cystein a methionin), oxidovany stav ma afinitu ke kyslikové nebo imidazolové skupiné
(napriklad aminokyselina histidin a glutamova kyselina). Tyto ionty médi se ucastni
Sirokého spektra interakci s proteiny, ¢imz fidi rizné struktury a biochemické pochody.
V prabéhu premény mezi oxido-redukénimi stavy médi se mlze vytvorit hydroxylovy
radikal, ktery je vysoce reaktivni a je zodpovédny za peroxidaci lipidd v membranach,

pfimou oxidaci protein( a rozstépeni DNA a RNA molekul. MizZe tedy dojit k poSkozeni



genetické informace a bunécnych struktur, coz se poté projevi jako rakovina,
onemocnéni nervového systému anebo jako starnuti organismu. B4

Méd ma schopnost prijimat a odevzdavat elektrony a je tedy duilezitym Cinitelem
oxidacné-redukénich procesli a podili se na vychytavani nebezpecnych volnych radikald
z lidského organismu. Volné radikaly obsahuji neparovy elektron, diky ¢emuz jsou tyto
Castice velice reaktivni. Mezi typické zastupce fadime hydroxylovy radikal, superoxid a
oxid dusnaty. Tyto Castice maji negativni plUsobeni na organismus. Svou pfiliSnou
reaktivitou poskozuji bunééné struktury. (1

Méd' dokaze vytésnovat jiné kovy z jejich vazby v metaloproteinech. Typickym
pfikladem je zinek. To mlze mit za nasledek bud poskozeni spravné funkce proteinu
nebo inhibici enzymové aktivity proteinu. B

Mnozstvi médi v lidském organismu je velmi nizké, i presto se jedna o nezbytny
prvek pro spravnou funkci organismu. Jeji mnoiZstvi je ovlivnéno vékem, pohlavim a
slozenim potravy. Nachazi se témér v kazdé bunce lidského organismu, zejména
v mozku, centrdlni nervové soustavé, jatrech a srdci. MnoZstvi médi v organismu je
fizeno zejména jeji exkreci. °

Nedostatek médi u lidi je pomérné vzacna zalezitost. Metabolismus médi je
narusen pfi Wilsonové chorobé, Menkesové chorobé, pfi zanétu a v pribéhu
téhotenstvi. MuZe se také podilet na vzniku nékterych neurodegenerativnich
onemocnéni jako napfiklad Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba a
Huntingtonova choroba. [

V séru se nachdzeji dvé hlavni formy médi. Jedna forma se vaZe na ceruloplasmin
a druha forma je reverzibilné vazana na albuminy. Méd' obsahuji také kuproenzymy

cytochrom-c-oxidasa a monoaminooxidasa. ©!

3.1.1 Fyziologicka uloha médiv organismu

V bunkach je méd soucasti nékterych enzym(. Tyto enzymy se nazyvaji
kuproenzymy. Jsou to katalytické kofaktory mnoha enzymatickych reakci. Ucastni se
mitochondridlniho dychani, absorpce Zeleza, vychytavani volnych radikali a tvorby
elastinu. Patfi mezi né napfiklad cytochrom-c-oxidasa, 2-furoat-CoA dehydrogenasa,

tyrosinasa, superoxiddismutasa, atd. ©!
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Cytochrom-c-oxidasa

Cytochrom-c-oxidasa katalyzuje redukci molekularniho kysliku na vodu, ¢imz
generuje elektricky potencial, ze kterého mitochondrie vytvafi energii. Ta je skladovana
v molekulach ATP. Prendsi téZz proton zvnitini strany membrany na vnéjsi.
Cytochrom-c-oxidasa je umisténa v mitochondridlni membrané. Ma ctyfi redoxné

aktivni mista pro kov — dvé pro hem a dvé pro méd. [

Cu/Zn superoxiddismutasa

Tento enzym preménuje superoxid na peroxid pro dalsi vyuziti. Mutace genu
pro tento enzym pravdépodobné zpUsobuje amyotrofickou lateralni sklerézu. Jedna se

o dileZity antioxidant. (4l

Metallothionein

Metallothionein na sebe vaze bivalentni ionty kovl (kromé Zeleza). Stara se tak
o vychytavaniiontl kov( z bunék, které se tam vyskytuji v nadbytku. Zabranuji tak jejich
toxickym ucinklim na organismus. Vétsinou na sebe vaze zinek, méd a kadmium, méné
Casto rtut, stfibro a nikl. Nejpevnéji se vaze méd, kterd je schopna ostatni kovy z této

vazby vytésnit. (4]

Ceruloplasmin

Kromé transportu médi do bunék a jeji exkrece je ukolem tohoto polypeptidu
oxidace Zeleznatého kationtu na Zelezity. Jedna se tedy o feroxidasu. Zelezité ionty se
vazi na protein transferrin, ktery je nezbytny pro krvetvorbu. Pfi zavazném nedostatku
médi se v plasmé nenachazi zadny nebo témér zadny cerulopasmin potrebny pro tuto
pfeménu. Nedostatek aktivni feroxidasy zpuUsobuje hromadéni Zeleza v jatrech.

Koncentrace ceruloplasminu stoupa pfi zanétu nebo infekci.

Lysyloxidasa

Dalsi kuproenzym lysyloxidasa je dllezity pFi zesitovani kolagenu s elastinem, coz
pomdahd udriovat elasticitu a integritu pojivové tkdné v srdci a v cévnich sténach.
Pfi jeho nedostatku je také ohroZen vyvoj kostry. 4

Dalsimi kuproenzymy jsou dopamin-B-monooxidasa, ktera katalyzuje pfeménu
neurotransmiteru dopaminu na noradrenalin. Enzym tyrosinasa je potfebny pfi tvorbé

pigmentu melaninu. 1]
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Méd ma také dllezité antimikrobialni, antibakterialni a fungicidni ucinky. Bylo
prokdzano, Ze aktivované makrofagy dokazi akumulovat méd uvniti fagozomu, coz? je
intracelularni kompartment, ktery vychytava a znesSkodnuje Utocici mikroby. Za tuto
schopnost je zodpovédny protein ATP7A, coz je transmembranovy protein, ktery pfenasi

pfes membranu ionty médi. i3

3.1.2 Homeostdza médi v organismu

Lidské télo obsahuje pfiblizné 100 — 150 mg médi, nékteré zdroje uvadi mnozstvi
nizsi nez 100 mg. Homeostdza médi je fizena proteiny jako je glutathion,
metallothionein, ¢i méd transportujici P-typ ATPasy. Asi polovina ptijaté médi se uklada
v jatrech, kde se vaze na bilkoviny ceruloplasmin a albumin. Tyto bilkoviny transportuji
méd’ na cilové misto. Nejvice médi je obsazeno v kostech a svalech, zatimco nejvyssi
koncentrace je v jatrech, mozku, ledvindch a v srdci. Rozdil mezi fyziologickym a
toxickym mnozstvim médi v organismu je velice maly. Proto je d(lezZité, aby v téle byla
neustale udrzovdana homeostdza médi. To se déje hlavné prostfednictvim exkrece médi.
(7]

Hospodareni s médi a dalSimi kovy v téle fidi protein metallothionein. Jeho
produkce je zdvisla na pfijmu téchto kovli s potravou. Funkce tohoto proteinu spociva
v zabranéni absorpce kovl, pokud je jich v téle nadbytek, vazbou na svoji strukturu.

Chrani tak buriky pfed potencidlnim poskozenim témito kovy. &

3.1.3 Absorpce médi

Méd' se absorbuje do téla pres sliznici Zaludku a zejména pres sliznici tenkého
stfeva, odkud je portalni Zilou odvadéna do jater. 55 — 75 % médi je absorbovano a
aktivné recyklovano pres travici trakt. Transport pres kartacovity lem zahrnuje na energii
nezdvislé saturabilni pfenasele a difuzi. Ve slizniénich burikdch je méd' skladovana
v cytosolu vdzand na glutathion, metallothionein nebo proteiny podobnych velikosti.
Tyto proteiny chrani buniky pred toxicitou médi. V jatrech se vétSina médi vaze

na protein ceruloplasmin, ktery slouZi jako pfenasec do cilovych tkani. ©°!
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3.1.4 Transport médi v organismu

V plasmé portalni krve a ve stfevnich tekutinach jsou specidlni proteiny, které
maji vysokou specifickou afinitu vazat méd. Albuminy vazi méd pomoci tfi aminokyselin
a jejich N koncu. | kdyz albumin pfedstavuje nejéasté;jsi typ plasmatického proteinu, vaze
na sebe pouze 10 — 12 % médi. VétSinu vazeb s médi tvofi ceruloplasmin a
makroglobulin. Po vazbé na ceruloplamin v plasmé je méd pfipravena na prestup
do tkani. Albumin, transkuprein a Cu-dihistidin jsou také moZnymi prenasSeci médi

pro tkané. Ukézalo se v3ak, Ze tkdné preferuji méd vazanou na ceruloplasmin. [

3.1.5 Intracelularni distribuce a metabolismus médi

Volna méd' je transportovana do cilovych molekul pomoci specidlnich protein(
chaperond, se kterymi méd'tvori komplexy. Po prestupu pres kartacovity lem enterocyt
je vétSina médi dopravena do Golgiho apardtu na P-typ ATPasy (v enterocytu je to ATP7A
nebo MNK (protein, jehoz plvodni funkce je poSkozena pfi Menkesové chorobé),
v jatrech ATP7B nebo WND (protein, jehoz plivodni funkce je poSkozena pii Wilsonové
chorobé)). Chaperony transportuji méd na Cu/Zn superoxiddismutasu v cytoplasmé,
ktera chrani bunky pred volnymi radikdly, zatimco COX17 transportuje méd
do mitochondrii, kde je potfebna pro cytochrom-c-oxidasu, cozZ je terminalni enzym
dychaciho retézce. Glutathion prendsi méd pro metallothionein a nékteré dalsi enzymy.
Hlavnim prenaseCem médi v séru je protein ceruloplasmin, ktery je syntetizovan

v jatrech. U pacientd s aceruloplasminémii se méd véZe na transcuprein. !

3.1.6 Uvolfovani médi z bunék a jeji exkrece z téla

Vétsina médi se pred exkreci z téla musi vratit z tkani do jater. To se déje pomoci
plasmatickych prenasecd transcuprein, albumin a ceruloplasmin. Primarni draha

pro exkreci médi z téla pfes hepatocyty je Zluéi. Mald ¢ast je vyluéovana moci a potem.

[4]

3.1.7 Méd v potravinach a doporucend denni davka

U médi existuje malé rozmezi mezi optimalni davkou a davkou pro intoxikaci.

V Ceské republice byla doporu¢ena denni davka stanovena pro Zeny na 1,5 mg, pro muze
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a téhotné Zeny na 2 mg, pro déti 0,3 — 0,6 mg, nad 8 let 0,8 mg a u kojicich Zen
na 1,8 — 2,2 mg. Maximalni denni ddvka by neméla presdhnout 5 mg. Tyto hodnoty se
viak v jednotlivych statech svéta lisi. !

Méd' obsahuji bézné potraviny, napfiklad jatra, brambory, fazole, hrach, htiby,
Spenat, ovesné vlocky (tabulka 2). Doplriky stravy obsahuji méd ve formé oxidu nebo

siranu. Nejvy33i vstiebatelnosti dosahuje ve formé laktatu. ]

Tabulka 2: Vybrané potraviny s orientaénim obsahem médi (19

ug/g ug/g
Mofské ryby 2,0-3,0 Zelenina 0,3-3,0
Sladkovodni ryby 0,3-3,0 Ovoce 04-1,5
Dribez 0,5-3,0 Lusténiny 3,0-7,0
Jatra 4,6 -6,7 Bila mouka 0,6
Ofrisky 6,0-37,0 Obilky a semena 3,0-8,0
Otruby 15,0 Klicky 6,0
Sladka voda 0,001 -0,0001 Brambory 2,1

3.1.8 Patologické projevy nadbytku médi v organismu

Pfi predavkovani se nadbytek médi hromadi v jatrech a vyviji se cirhéza. Dale
nadbytek médi posSkozuje tubuly ledvin a dochdzi ke zvySenému vylucovani
aminokyselin, peptidl a glukosy. Pro ¢lovéka je prijem 1 g médi toxicky a projevuje se

nauzeou, pocenim, tfesem a tzkosti. ]

Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je multifaktorialni onemocnéni, které je podminéno
genetickymi faktory a faktory vnéjsiho prostredi. Jednd se o neurodegenerativni
onemocnéni mozku, pfi kterém se usazuji amyloidni plaky, ¢imz dochazi k poSkozeni
nervovych synapsi a axon(. | kdyZ neexistuje pfima souvislost mezi Alzheimerovou
chorobou a médi, vyskytuji se pfi tomto onemocnéni zvySené koncentrace médi a zinku
v extracelularnich placich a intracelularnich neurofibrilarnich klubkach. Pfi tomto

onemocnéni byly nalezeny zvy$ené koncentrace médi v mozkomi$nim moku. (11
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Menkesova choroba

Menkesova choroba je dédi¢né recesivni onemocnéni vdzané na chromosom X.
Jednd se o velice vzacnou poruchu metabolismu médi, kterd postihuje zhruba 1 ¢lovéka
z 250000, pricemz typickymi pacienty jsou déti muzského pohlavi. Pficinou je mutace
genu MNK kédujiciho ATP7A (transportujici Cu?*). Disledkem je porucha transportu
médi a hromadéni médi v bunkach, kterd vede k deficitu médi v tkdnich. Klinické projevy
jsou dany nedostatecnou aktivitou kuproenzym(. Mezi projevy patfi hypopigmentace,
abnormality vlas(, kosti, vaskularniho systému, volna kize, hypotermie, hypoglykémie,
mentalni retardace, snizeny svalovy tonus, potize s pfijmem potravy, anémie,
osteopordza. Vétsina pacientll umira do tfi let véku. Dodavani médi zmiriuje ptiznaky

v mozku, aviak biologicka dostupnost do pojivové tkané je nedostateénd. 14

Wilsonova choroba

Wilsonova choroba je autosomadlné recesivni dédicné onemocnéni, které se
projevuje jako porucha transportu médi. Dochdazi k hromadéni médi v jatrech a mozku a
snizeni jeji exkrece. Dochazi k poskozeni jaternich bunék, CNS a k hemolytické anémii.
Jedna se o defekt genu WND pro transportni protein ATP7B, ktery je za fyziologickych
podminek zodpovédny za vazbu médi na protein apoceruloplasmin a za jeji vylucovani
do zludi. V jatrech méd produkuje volné radikaly, které poskozuji hepatocyty a poté také
dalsi orgdny. Zminény defekt je dale zodpovédny za sniZzenou exkreci médi, coz ma
za nasledek jeji hromadéni v téle. Symptomy jsou nespecifické. Mohou se projevovat
jaternimi nebo neurologickymi zménami. VétSina nemocnych v obdobi dospivani
prichdzi s néjakou jaterni dysfunkci. Symptomy se vSak mliZou projevit az ve véku kolem
50 let. Tito nemocni maji tremor, psychické zmény, extrapyramidovy syndrom, anémii,
poruchu koagulace, cirhézu, portalni hypertenzi, jaterni selhani, hormonalni poruchy,
poruchy rudstu. Tyto priznaky jsou zpisobeny nahromadénim médi v bazalnich gangliich,
coz ma za nasledek degeneraci a ztrdtu neuron(. Typickym, lehce rozpoznatelnym
pfiznakem nemoci je hnédé zabarveni rohovky, které se nazyva Kaiser-Fleischerovy

prsteny. (111012]

Prionova onemocnéni

Mezi tato onemocnéni patfi Creutzfeld-Jakobova nemoc, kuru, Gertsmann-

Straussler-Scheinkerova nemoc a fatalni familiarni insomnie. Pri¢inou téchto
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onemocnéni je protein prion, ktery ma schopnost na sebe vazat méd. Bylo prokazano,
Ze takto navazana méd' stabilizuje prion a zplsobuje jeho zvySenou infekénost. Tento

protein se vyskytuje v neuronech a skeletdrnim svalstvu. 4l

Zanét, infekce, rakovina

Pfi téchto patologickych stavech bylo zjisténo, Ze koncentrace médi a
ceruloplasminu v séru stoupaji. Studiemi bylo dokdzdno, Ze snizenim biologické
dostupnosti médi zpomaluje rdst tumord, cozZ je pravdépodobné zplsobeno inhibici
angiogenese. 4

Méd' je taky spojovana se zvySenou Cetnosti agregace proteinu a-synukleinu

v Lewyovych bufikdch. Ddle méd taky podporuje agregaci zmnozenych CAG tripletd. B!

3.1.9 Zplsoby lécby nadbytku médi v organismu

Wilsonova choroba

Lécba Wilsonovy nemoci spociva v chelatacni terapii zamérenou na mobilizaci
médi z postizenych orgadnli a zvyseni jeji exkrece z téla modci. Prvnim pouzivanym
chelata¢nim cinidlem byl 2,3-dimerkaptopropanol. Klinické zlepSeni v3ak bylo
pozorovano az pfi dlouhodobém uzivani. Intramuskuldrni podani bylo velice bolestivé a
vyskytovaly se toxické nezadouci Ucinky. DalSim pouzivanym chelataénim ¢inidlem, které
se pouziva v terapii dodnes je D-penicilamin, ktery je mozné poddavat perordlné. Je vice
ucinny a ma méné nezddoucich ucinkl. Standardni davka pro dospélou osobu je 500 mg
dvakrat denné. Lécba je celozZivotni a dokdze zvysSit exkreci médi moci. U nékterych
pacientd mohou neurologické symptomy zcela vymizet a jaterni funkce jsou v normalu.
Mezi nezadouci Ucinky v pocatcich 1écby patfi horecka, nechutenstvi a mirné snizeni
poctu leukocytl. Pri dlouhodobém uzivani se mohou projevit nezadouci ucinky
na imunitni systém a v pojivové tkani. Pri |écbé neurologickych potizi se v pocatku I1é¢by
symptomy mohou zhorsit. V ptipadech, kdy se terapie D-penicilaminem neosvéddi a
rozviji se toxické ucinky této Ié€by, jsou alternativou dalsi chelataéni ¢inidla jako trientin,
tetrathiomolybdat. DalS$i mozZnosti je zinek, ktery na rozdil od chelatacnich cinidel
podporuje vyluéovani médi do stolice. Zinek ma schopnost indukovat syntézu proteinu
metallothioneinu, ktery ma vyssi afinitu k médi nez k zinku a napomaha tak vychytavat

nadbytecnou méd ztéla. Tento protein vdZe na sebe méd, a tak znemoini jeji
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vstiebavani ve strevé a vede ke zvysenému obsahu médi ve stolici u pacientl lécenych
zinkem. Vyhodou terapie zinkem je jeji nizka toxicita. Pro pacienty s akutnim jaternim

selhdnim je potfebnd transplantace jater. [121113]

Menkesova choroba

Jelikoz je pfi Menkesové chorobé vstfebdvani médi ze stfeva velice nizké, musi
byt lé¢ba téchto pacientld parenteralni. Méd muze byt podavana ve formé chloridu,
sulfatu, EDTA nebo albuminu. Nejlepsich ucink(i vSak dosahuje ve formé histidinu. Byla
pozorovana normalizace hladiny médi, ceruloplasminu, dopaminu a noradrenalinu

v séru po tiimé&si¢ni terapii. (1211131

Alzheimerova choroba

Alzheimerovu  chorobu je momentdlné moiné |éCit  inhibitory
acetylcholinesterasy jako je donepezil, rivastigmin, galantamin anebo memantin, coz je
antagonista receptort pro kyselinu N-methyl-D-aspartamovou (NMDA). Jednd se vSak
jen o symptomatickou lécbu, kterd neresi progresivni neurodegeneraci. Tato I1é¢ba ma
vliv jen na zlepSeni paméti a kognitivnich funkci. Volné radikdly jsou zodpovédné
za progresi této nemoci. Proto se vyzkum soustfedi na antioxidacni aktivity sloucenin

pouZitelnych v terapii. Jako standard se pouZiva trolox, co? je analog vitaminu E. (4]

3.1.10 Nedostatek médiv organismu

| nedostatek médi s sebou nese urcité patologické poruchy funkce organismu.
Pric¢ina tohoto nedostatku muze byt zplsobena nedostateénym prijmem médi z potravy.
Nedostatek pfijmu médi v prlibéhu téhotenstvi vede k strukturalnim malformacim
zarodku. Pokud nedojde k samovolnému potratu, ma dité poSkozeni nervové a imunitni
soustavy. Nedostatek médi ma za nasledek zvySeni mnozstvi volnych radikall, coz vede
ke zvySenému oxida¢nimu poskozovani lipidd, DNA a protein(l. Dale dochazi ke snizeni
aktivity cytochrom-c-oxidasy, coz mé za ndsledek snizenou tvorbu ATP, k poSkozeni
metabolismu glukosy, zvyseni cholesterolu a triglycerid(l v séru. Bylo také prokazano, ze

pti deficitu médi vznikd hypertroficka kardiomyopatie. (%]
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3.2 Chelatace kov( v terapii

Chelatace je proces, pfi kterém se vaze ligand na centralni atom, kterym je
nejcastéji kov, na dvou a vice mistech najednou. Vznika koordina¢né kovalentni vazba,
jejiz sila je zavisld na povaze zucastnénych prvk( a prostorovém usporadani. Takto
vzniklé slouéeniny se nazyvaji komplexni slou¢eniny. 29

Metoda chelatace je pouZivana v terapii pro odstranéni nadbyte¢ného mnozstvi
kovll z organismu. Tato chelatacni Cinidla jsou schopnd vazby s ionty kovl, mobilizuji
jejich presun ztkani do Zlu¢i nebo modéi a poté z téla ven. Ktomu je potieba, aby
chemicka afinita Cinidla k atomu kovu byla vyssi nez chemicka afinita kovu k molekuldm,
které jsou télu vlastni. Ddle je potfeba aby chelatacni ¢inidlo nebylo pro télo toxické a je
vhodné, aby k tvorbé vazby mezi kovem a cheldtorem doSlo dostatecné rychle a také
aby vylouceni tohoto komplexu z téla bylo co mozna nejrychlejsi. Metoda je pouzivdna
pfi otravach kovy, k |é¢bé revmatoidni artritidy, Wilsonovy nemoci nebo Menkesovy
choroby. [161(48]

Mezi prvni chelatacni Ccinidla, ktera se pouzZivala vterapii, patfi BAL
(2,3-dimerkaptopropanol) a EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina). Mezi nevyhody
téchto sloucenin patti parenterdlni podani, jejich vlastni toxicita a tendence redistribuce
toxickych kovl do mozku. Stéle jesté probiha hledani novych netoxickych chelatacénich
¢inidel. Nadéjnymi kandidaty jsou polyfenoly, naptiklad flavonoidy a flavonolignany,

jejichZ bohatym zdrojem je ostropestfec mariansky. (48]

33 Ostropestrec mariansky (Silybum marianum (L.) Gaertn.)

3.3.1 Zafazeni a popis rostliny

RiSe: Rostliny (Plantae)

Oddéleni: Krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida: Vyssi dvoudélozné (Rosopsida)

Rad: Hvézdnicotvaré (Asterales)

Celed: Hvézdnicovité (Asteraceae)

Rod: Ostropestrec (Silybum)

Druh: Ostropestfec mariansky (Silybum marianum) 1211
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Jedna se o jedno- i dvouletou bylinu, plivodem ze Stfedomofi, vyskytujici se
pfirozené v jizni Evropé. Pfirozené se vyskytuje na Uzemi Stfedomofi, na jihu Ruska,
na severu Afriky, v Malé a Pfedni Asii a na Kandrskych ostrovech. Péstuje se v Evropé,
Argenting, Ciné. Ostropestfec potfebuje pro sv(j rist teplé prostiedi a suchou padu.
MuzZe dorustat do vysky aZ tii metrd. Vétsinou viak dosahuje 0,9 a7 1,8 metru. [21[221(23]

Tento statny bodlak patfi do Celedi hvézdnicovité. Listy jsou stfidavé, objimavé,
tuhé sbilymi skvrnkami na Zilnatiné; spodni listy jsou v pfizemni rizici. Kvete
od Cervence do zafi, kvéty tvofi purpurové zbarvené vejcovité ubory. Listy a listeny
zakrovu maji Spic¢até Zluté bodliny. Plodem jsou lesklé, hnédé skvrnité, snadno opadajici
nazky, které nesou bily chmyr. Plody jsou obvykle 5 — 8 mm dlouhé a 2 — 3 mm Siroké.

V{ni maji po kakau, chut je nahotkla. U¢innou latkou jsou flavonolignany oznacované

jako silymarin (silymarinovy komplex). Minimalni obsah je 1,5 % silymarinu. [1°1211(22]123]

Obrazek 1: Silybum marianum (L). Gaertn. © [2%]
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3.3.2 Lékopisné vlastnosti

Cesky lékopis uvadi dvé oficinalni drogy — Silybi mariani extractum siccum
raffinatum et normatum (Ostropestiecovy extrakt suchy Cistény a standardizovany) a
Silybi mariani fructus (Plod ostropestfece marianského). 2!

Silybi mariani extractum siccum raffinatum et normatum je suchy Cistény a
standardizovany extrakt vyrobeny z drogy Silybi mariani fructus. Je to Zlutohnédy
amorfni prasek. Obsahuje 90 % az 110 % jmenovitého obsahu silymarinu, vyjadfeno jako
silibinin (CasH22010; Mr = 482,4). [25]

Silybi mariani fructus je chmyru zbaveny zraly plod druhu Silybum marianum (L.)
Gaertn. Obsahuje nejméné 1,5 % silymarinu, vyjadfeno jako silibinin (C2sH22010;

Mr = 482,4), potitano na vysusenou drogu. [2°!

3.3.3  Vyuiziti

Bylo provedeno nékolik klinickych studii, které prokdzaly Ucinek ostropestiece
v |é¢bé jaternich poruch zahrnujici akutni virovou hepatitidu, chronickou hepatitidu,
jaterni nemoci zplGsobené alkoholem, cirhézu a toxické poskozeni jater. Do vodného
extraktu prechazi jen velice malé mnozstvi silymarinu, proto ¢aje nemaji vyznam v [é¢bé
jaternich onemocnéni. PouZzivaji se pouze jako podplrna lécba pfi potizich s mocovym
méchyfem. [27]

Tradi¢né se droga uziva vrozdrcené formé na pripravu caje, dale se také
zpracovava do pevnych nebo tekutych forem pro peroralni podani. Terapeutickymi
indikacemi drogy jsou symptomatickd uleva od zazivacich obtizi, pocitu plnosti,
Spatného traveni, pro podporu jaternich funkci. Davkovani pro dospélého je 3 -5 g
rozdrcené drogy na 100 ml vafici vody 2 — 3 x denné pred jidlem. Pro praskovanou drogu
je to 300 — 600 mg 2 — 3 x denné a u suchého extraktu v 96% ethanolu je to 200 mg.
Podavani détem a mladistvym do 18 let se nedoporucuje pro nedostatek informaci.
Bezpecnost v pribéhu téhotenstvi a kojeni nebyla zkoumdana. Mezi nezadouci ucinky
s neznamou frekvenci projevu patfi lehké gastrointestindlni obtize jako sucho v Ustech,

nevolnost, Zaludeé&ni obtiZe, prijem, bolest hlavy, alergické reakce. [28!
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Obrazek 2: Silybi mariani fructus © 28

3.3.4 Flavonolignany

Lignany jsou latky, které maji spole¢né fenylpropanovou jednotku v jejich
molekule. Obecné maiji lignany obrannou roli, konkrétné antifungalni a antibakterialni
ucinky. Déli se do Etyf skupin na lignany, neolignany, ,oligomery“ a norlignany. Do této
skupiny sloucenin se také navic zahrnuiji lignoidy, nékdy nazyvané hybridni lignany. Pravé
sem patfi flavonolignany, které maji smiseny biosynteticky plvod, vznikaji spojenim
flavonoidu slignanem. Flavonolignany z ostropestfece marianského vznikajici
radikalovou reakci z taxifolinu a konyferylalkoholu maji hepatoprotektivni Uc¢inky. Droga
muze byt identifikovana mikroskopicky, dale pomoci TLC, spektrofotometricky nebo
pomoci HPLC. Existuji tfi strukturni typy flavonolignan(: 1,4-benzodioxanovy typ

(silybin), benzoxolanovy typ (silychristin) a modifikovany benzoxolanovy typ (silydianin).

[35](36]

3.3.5 Obsahové latky

Silymarin je extrakt z rostliny Silybum marianum (L.) Gaertn. (ostropestiec
mariansky). Hlavnimi sloZzkami jsou flavonolignany, které diky své polyhydroxylované
strukture a nizké biodostupnosti jsou schopné ovliviiovat kinetiku médi a Zeleza

v gastrointestindlnim traktu. Flavonolignany jsou sloZeny zlignanu a flavonoidu.
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Hlavnimi flavonolignany jsou silybin (syn. silibinin), isosilybin, silychristin a silydianin.
Kromé silydianinu existuji vSechny jako diastereoisomery. Silymarin také obsahuje
flavonoid taxifolin. Hlavni slozkou silymarinu je silybin, ktery je zastoupen v nejvétsi mire
a jeho izolace ze smési je nejjednodussi. Je mu (zfejmé nesprdvné) pfisuzovana vétsina
blahodarnych Ucinku silymarinu. Je to smés dvou diastereoisomerd, silybinu A a silybinu
B, které jsou obsazeny pfriblizné vekvimolarnim poméru. Zatim pouze
u 2,3-dehydrosilybinu byla prokdzana schopnost chelatovat méd a Zelezo. Silybin A,
silybin B a silychristin A mély tento ucinek nizsi az nulovy. Oba enantiomery
2,3-dehydrosilybinu vykazovaly tuto aktivitu stejné. DalSimi obsahovymi latkami jsou
lipidy (linolova, olejova a palmitova kyselina), steroly (cholesterol, kampesterol a
stigmasterol), slizy, cukry aminy a saponiny. (1811271

Systémova absorbce silymarinu je pouze kolem 1 %, a proto silymarin
pravdépodobné plsobi hlavné v gastrointestinalnim traktu. Pro schopnost interakce
slozek silymarinu s médi je nejprve pottfeba, aby doslo k redukci médi pred jeji absorbci
v tenkém stfevé anebo k tvorbé cheldtu. MoZznym mistem pro chelataci flavonolignant
je ¢ast molekul obsahujici 3-hydroxy-4-keto-5-hydroxy skupiny. Je ale velky rozdil mezi
planarni molekulou (nesaturovana 2,3 vazba) a neplanarni molekulou (saturovana
2,3 vazba), kde u saturované vazby nedochdzi jednodusSe kchelataci. Proto je
2,3-dehydrosilybin z dosud testovanych latek nejicinnéjsim cheldtorem médi. (18]

Po perordlnim podani podstupuje silybin enterohepatdlni cirkulaci. Polocas
biliarni eliminace je pfiblizné 3 — 4 hodiny. 3 — 8 % silybinu podaného peroralné je
vylou¢eno v nezménéné podobé moci, 80 % je glukuronidovano nebo sulfatovano a
vylouceno zludi. 20 — 40 % silybinu ze Zludi je reabsorbovano zpét a zbytek je vyloucen
z téla stolici. Studie ukazaly, Ze silybin inhibuje cytochromy CYP 2D6, CYP 2E1, CYP 3A4,
CYP 2C9 a CYP 2C8. In vitro bylo zjisténo, Ze silybin se metabolizuje pomoci CYP 2C8
na O-demethylovany silybin a mono- a dihydroxy-silybin. Béhem Il. faze
biotransformace silybinu se tvofi mono- a diglukuronidy silybinu a taky monosulfaty a
diglukuronidy sulfatu silybinu. Podle experimentu je silybin glukuronidovdn na trech
hydroxylovych skupinach (C-5, C-7 a C-20), kdezto v lidském organismu jen na C-7 a C-20.
Glukuronidy silybinu jsou poté transportovany Zluci do stfeva, kde bakteridlni enzymy

odstépi cukr z molekuly a uvolni aglykony silybinu, které mohou byt znova absorbovany.

[23][24]

22



Ucinek silymarinu je zejména déan jeho antioxidaéni aktivitou, kterou ma diky
tomu, Ze ovliviiuje aktivitu enzymu jako je superoxid dismutasa, katalasa, glutathion
peroxidasa a glutathion reduktasa. Jeho antioxidacni aktivita je dana i neenzymaticky.
ZvySuje hladinu a-tokoferolu, B-karotenu a askorbatu. Prokazano bylo snizeni
peroxidace lipidQ, kdy dochazi k poskozovani bunéénych membran volnymi radikaly.
Silymarin inhibuje tvorbu prozanétlivych latek jako jsou tumor nekrotizujici faktor a,
leukotrieny a prostaglandiny. Ddle bylo prokdzano, Ze silymarin stabilizuje membrany
jaternich bunék a zabranuje tak priniku toxickych latek do intracelularniho prostoru a
zéroven podporuje eliminaci toxin( z bunék. 19!

Silymarin ma mnoho blahodarnych ucink( na lidsky organismus. In vitro testy i
testy na zviratech potvrdily hepatoprotektivni ucinky silymarinu. In vitro byly potvrzeny
antikancerdzni ucinky proti rakoviné prostaty, prsu, délozniho Cipku, tlustého streva a
plic. Mezi dalsi ucinky silymarinu patfi antioxidacni ucinky, schopnost vychytavat volné
radikaly, regulovat obsah glutathionu v burikach. Také stabilizuje bunééné membrany a
reguluje permeabilitu bunécné stény. Dale se ucastni syntézy ribosomdlni RNA a
napomahd regeneraci jaternich bunék. Silymarin se jevi jako potencidlné vhodny
pro lécbu a prevenci metabolického syndromu, ktery zahrnuje inzulinovou rezistenci,
vysoky krevni tlak a vysoky cholesterol. [17130]

Studie prokazaly vliv silymarinu na plasmaticky cholesterol. Po perordlnim
podavani extraktu silymarinu doslo k signifikantnimu poklesu hladiny cholesterolu
v plasmé. Silybin inhibuje HMG-CoA reduktasu, podporuje vazbu LDL cholesterolu
na hepatocyty a sniZuje obsah cholesterolu v jatrech. 3134

Dle studii na potkanech silychristin A dokaze signifikantné snizovat hladinu
glukosy, dale zvySuje sekreci inzulinu a upravuje funkci B bunék Langerhansovych
ostravkl. Navic jesté silychristin A inhibuje a-glukosidasu, ktera Stépi disacharidy a
polysacharidy. 37

V pokusu na krélicich bylo prokazano, Ze silymarin ma protektivni ucinky proti
Sedému zakalu. B8

Ukazalo se, Ze silymarin mUze mit jisty potencial v Ié¢bé multiorgdnového selhani
pfi sepsi. Bylo zjisténo, Ze dokaze redukovat oxidacni poskozeni organu pfi sepsi, jelikoz
ma antioxidacni vlastnosti, dale inhibuje neutrofilni infiltraci a reguluje mediatory

zanétu. 139
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Dalsi slibné vyuZiti pro silymarin se naskyta pfi transplantacich. Se svymi
imunosupresivnimi Ucinky dokaze inhibovat proliferaci T-lymfocytl. Provedena studie
dokonce prokdzala, Ze silymarin v koncentraci 100 uM a 200 uM mél vyssi schopnost
inhibice T-bunék nez klinicky pouzivany rapamycin. Dal$i vyhodou silymarinu je jeho nizsi
toxicita nez ostatni latky pouZivané pro imunosupresi. %

In vitro a také in vivo studie prokdzaly moznost vyuZiti silybinu pfi [écbé rakoviny.
Podle provedenych testd ma silybin antineoplastické ucinky zahrnujici ucinek
na rakovinu klZe, prsu, prostaty, Cipku, plic, moCového méchyre, stfev a ledvin. Byly
popsany ucinky antikarcinogenni, protizanétlivé, byla pozorovana inhibice bunééné
proliferace, zvySena apoptdza, snizena angiogeneze, blokace regulator(i bunécného
cyklu, zvysena exprese inhibitori bunécného cyklu a inhibice transkripcnich faktor(
pfi velmi nizké toxicité. JelikoZ vétSina klinicky pouzZivanych latek v Ié¢bé rakoviny ma
pomérné vysokou toxicitu, jevi se silybin jako latka s vyznamnym potencidlem pro terapii
rakoviny. V testech byl zatim vyzkouSen v kombinaci s klinicky pouzivanymi latkami,
pfi¢em? tyto kombinace vykazovaly synergické G&inky. 4%

Byl studovan ucinek silymarinu na hepatoceluldrni karcinom. In vitro testy
prokazaly inhibici rlstu nadorovych bunék, zastaveni bunécného cyklu, podporu
apoptdzy, inhibici angiogeneze a snizeni invazivity. In vivo testy zkoumaiji Ucinek jak
preventivni tak i terapeuticky. Studie potvrzuji ochranny vliv silymarinu na jaterni buriky.
In vivo testy potvrdily, Ze silymarin sniZuje denzitu Zirnych bunék a hladiny
metaloproteindz v jatrech a mzZe tedy plsobit preventivné proti vzniku metastatického
$ifeni hepatoceluldrniho karcinomu. (9]

In vitro testy na rdznych liniich lidského adenokarcinomu prokdzaly snizeni
Zivotaschopnosti nadorovych bunék, zastaveni bunécného cyklu a navozeni apoptosy.
In vivo testy na potkanech prokazaly nizsi vyskyt prekancerotickych zmén v tlustém
stfevé a také sniZzenou incidenci a multiplicitu karcinomu po podavani silymarinu. (%!

Dale se ukazalo, Ze silymarin ma preventivni vliv na vznik karcinomu v ledvinach
vyvolaném in vivo podavanim nefrotoxické a kancerogenni latky mysim. Soucasné
poddavani silymarinu vedlo ke snizeni ¢etnosti zanétu ledvin. [°]

Zajimavé jsou studie vlivu silybinu na karcinom prsu. In vitro byla pozorovana
inhibice tvorby metaloproteinasy-9, VEGF, epidermalniho rlistového faktoru, inhibice

proliferace, podpora apoptdzy a snizeni rozvoje metastdz. Dale se ukazalo, Ze silybin
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senzitivizuje chemorezistentni maligni burnky k terapii doxorubicinem, paklitaxelem a
cisplatinou. 1]

In vitro testy na burnikdch karcinomu prostaty ukazaly, Ze diky silymarinu dochazi
k snizené novotvorbé cév. [*°]

Silymarin ma fotoprotektivni ucinky proti UVA. In vitro studie na lidskych
keratinocytech ozarenych UVA zafenim za soucasného podavani silymarinu ukazala
zvyseni zivotaschopnosti bunék, snizeni produkce reaktivnich forem kysliku a peroxidace
membranovych lipidd, sniZzeni aktivace kaspaz a mensi poSkozeni DNA. Studie prokazaly
ucinek silybinu proti poskozeni fibroblastl zplsobeného UVA zarenim. Dale i
2,3-dehydrosilybin a silychristin vykazovaly tyto ucinky. U ostatnich obsahovych latek
byla tato aktivita nizsi. 191321

Silymarin dale vykazuje neuroprotektivni Uc¢inky a to diky svym antioxidacnim
ucinkdm, kdy dochazi k inhibici oxidacniho stresu. Mlze byt tedy pouZit pro lécbu
neurodegenerativnich nemoci jako Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba nebo
mrtvice. Studie ukazaly, Ze silymarin upravuje hladinu dopaminu eliminaci apoptézy
v substantia nigra a chrani dopaminergni neurony. 33!

U silymarinu byly popsany nezadouci ucinky jako je bolest hlavy, zanét Zaludku a
stfeva, dermatologické obtize. Ve vyssich davkach se objevil prijem. Divodem je
zvySené vyluéovani Zluci. Popsany byly i alergické reakce a jeden anafylakticky Sok.
Silymarin mlze zvySovat toxicitu Iéku, které se konjuguji s uridin difosfoglukuronosyl

transferasou. 134

3.3.6 lzolace obsahovych latek

Flavonolignany byly poprvé objeveny v semenech ostropestfece marianského,
vyskytuji se vsak i v jinych rostlinach. Jako prvni z obsahovych latek ostropestrece byl
izolovan silybin, ktery je povazovan za hlavni slozku silymarinu. (42114311441

Pro izolaci silymarinu se semena nejprve vysusi a oCisti. Poté se pomelou i lisuji.
Z takto zpracovanych semen jsou v Soxhletové extraktoru odstranény tuky. Reziduum se
vysusi vzduchem a extrahuje methanolem, ethanolem, acetonem ¢i ethylacetdtem
v Soxhletové aparatu. Extrakt se odpafi do sucha a poté rekonstituuje v extrakénim
¢inidle. Vysledny produkt se prefiltruje a odpafi; vznikla sucha smés flavonolignani se
nazyva silymarin. [42145]
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Silybin se ziskdva ze silymarinu pomoci extrakce methanolem. Silymarin dale
obsahuje taxifolin, isosilybin A, isosilybin B a silydianin. V malé mife obsahuje silychristin
B a isosilychristin. Kromé téchto latek silymarin také obsahuje kolem 30 %
nedefinovanych polyfenolovych latek ¢asto nazyvanych jako polymericka frakce. Z bile
kvetouci variety Silybum marianum byl izolovan silandrin, isosilandrin, silymonin a
silyamandin. 42

Silybin se vyskytuje ve formé dvou diastereoizomeru, jejichZz chemicka reaktivita
je velice podobnd, a proto je jejich izolace velmi sloZitd. Prvni moZnou variantou
pro separaci téchto diastereoizomert je HPLC chromatografie. Jako reverzni faze se
pouzije oxid kremicity s mobilni fazi o sloZeni methanol/voda/kyselina mravenci
v poméru 45:55:0,1. Tyto diastereoizomery je mozné rozdélit také chemickou metodou
a to navazanim stericky naro¢ného substituentu v poloze sousedici se stereogennimi
centry C-10 a C-11 pro zvétsSeni sterického rozdilu mezi jednotlivymi diasterecizomery.
Poté se krozdéleni vyuzije flash chromatografie. Treti metodou pro rozliseni je
chemicko-enzymatickd metoda, kdy je silybin O-acetylovan na pozici C-23 Novozymem
435 v acetonu pomoci vinylacetdtu. Nasleduje alkoholyza, kterou vznikd silybin B a

23-O-acetylsilybin A. Produkty se rozdéli pomoci sloupcové chromatografie. 42

O oCH,OH

HoO O o OCH;,

OH OH

OH 0

Obrazek 3: Silybin A
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Obrazek 4: Silybin B

Prestoze silybin obsahuje nékolik hydrofilnich skupin, ma prevainé hydrofobni
charakter a jeho rozpustnost ve vodé je nizkd. Je téméf nerozpustny v polarnich
rozpoustédlech a nerozpustny v nepolarnich rozpoustédlech. Rozpustny je v polarnich
aprotickych rozpoustédlech (aceton, DMF, THF, DMSO). Silybin obsahuje pét
hydroxyskupin, které predstavuji hlavni cile pro tvorbu derivatd. Tri hydroxyskupiny jsou
fenolické, jedna primdrné a jedna sekundarné alkoholicka. Hydroxyskupina na pozici C-5
je silné vazana k sousedni oxo skupiné. Oxo skupina je v konjugaci s aromatickym
kruhem a vystupuje jako donor volného elektronového pdaru pro hydroxyskupinu v pozici
C-5. Primarné alkoholicka skupina na pozici C-23 muze byt esterifikovana a oxidovana
karboxylovou skupinou. Sekunddrné alkoholickd skupina na pozici C-3 muzZe byt

oxidovana na keton existujici v enol formé umozniujici vznik 2,3-dehydrosilybinu. 42

0 CH,OH

HO 0 OCH;

OH OH

OH 0

Obrazek 5: 2,3-Dehydrosilybin A+B
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Silybin A-20-sulfat a silybin B-20-sulfat byly ziskdny sulfataci silybinu pomoci
bunék E. coli, do jejichz DNA byl zakomponovan gen kdédujici potkani sulfotransferasu
AST IV. Tato metoda je v3ak velice zdlouhava, trva nékolik dni. 4311421

Vyrazné zkraceni ¢asové narocnosti bylo dosazeno dalsi metodou, pfi niz doslo
k sulfataci silybinu arylsulfotransferasou z bakterie Desulfitobacterium hafniense.
Vyslednymi produkty byl silybin A-20-O-sulfat a silybin B-20-O-sulfat. Cely proces byl

zkrdcen na 4 — 6 hodin. 43!

Obrazek 6: Silybin A-20-sulfat

OCH,

0503

Obrazek 7: Silybin B-20-sulfat
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Dehydrosilybin je nejdilezitéjsSim oxidacnim derivatem silybinu. Hydroxy skupina
na pozici C-3 silybinu jednoduse oxiduje na keto skupinu a nasleduje enolizace. 4%

Také 2,3-dehydrosilybin mlze byt sulfatovan pomoci arylsulfotransferasy
z Desulfitobacterium hafniense. Cely proces trva pfiblizné 18 hodin, pficemz sulfatace
2,3-dehydrosilybinu B je o néco rychlejsi nez u 2,3-dehydrosilybinu A. Vysledny produkt
tohoto procesu je 2,3-dehydrosilybin-7,20-O-disulfat a taky monosulfat dehydrosilybinu

v poloze 20. (431

0 CH,OH
HO 0 OCH,
O
OH 0503
OH Q)
Obrazek 8: 2,3-Dehydrosilybin-20-0-sulfat
O CH,OH
"0550 O OCH,
0
OH 0S0;

OH 0

Obrazek 9: 2,3-Dehydrosilybin-7,20-O-disulfat

Silychristin byl izolovan ze Silybum marianum (L.) Gaertn. pomoci LH-20 kolonové
chromatografie. Silychristin izolovany z pfirodniho materidlu se sklada ze dvou

diastereoizomer(, kde pfevlada silychristin A. 46!

29



H OCH,

O

OH
HO O

CH,OH
OH

OH O

Obrazek 10: Silychristin

Sulfatace silychristinu opét probiha za pfitomnosti enzymu arylsulfotransferasy
z Desulfitobacterium hafniense. Hlavnim produktem je silychristin-19-O-sulfat a

ve stopovém mnoZstvi vznika dale napfiklad 2,3-dehydrosilychristin a jeho sulfat. 43!

OH

OCH;

0505
HO

CH,OH

OH 8

Obrazek 11: Silychristin-19-0O-sulfat

Metodou pro ziskani 2,3-dehydrosilychristinu je oxidace silychristinu v DMSO

s pfidanim triethylaminu pfi 60 °C. 146!
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Obrazek 12: 2,3-Dehydrosilychristin

3.3.7 Aktudlni vyuZiti silymarinu ve farmakoterapii

Silymarin je hlavnim predstavitelem skupiny |é¢iv oznacovanych jako
hepatoprotektiva. V pokusech na zvifatech byl prokazan jeho hepatoprotektivni Gcinek,
pokud byl pouzivan profylakticky. Zmirnil poskozeni hepatocytll hepatotoxickymi
latkami a redukoval riziko prechodu postizeni do chronického stadia. Terapeuticka
ucinnost u jiz wvzniklého, predevsim chronického onemocnéni, nebyla jesté
kontrolovanymi klinickymi studiemi jednoznaéné prokazana. Pfiznivy Ucinek silymarinu
byl prokdzan u intoxikovanych pacientl muchomurkou zelenou (Amanita phalloides),
kdy se podava intravendzné primo silybin vdavce 20 mg/kg hmotnosti pacienta.
U pacientu s jaternim poskozenim zptisobenym nadmérnou konzumaci alkoholu vedlo
podavani silymarinu ke zlep$eni jaternich funkci a snizeni morbidity. 7]

Silymarin se poddava per os. Jeho koncentrace v jaternim parenchymu je vysoka,
aviak v ostatnich tkanich je nedostate¢na. Redenim je podavani silymarinu spole¢né

s fosfatidylcholinem, ktery jeho systémovou koncentraci zvysuje. 1%
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pomucky

Automatické pipety o rdzném objemu (Brand)
Vicekanalové pipety o rGzném objemu (Biohit)

Mikrotitraéni desti¢ky (Brand)

4.2 Pfistroje

Analytické vahy KERN ABT 120-5DM (KERN & Sohn GmbH, Balingen,
Germany)

Trepacka pro mikrotitracni desticky IKA MS 3 digital (IKA®-Werke GmbH
& Co.KG, Staufen, Germany)

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

Laboratorni ultrazvukovd vana K-2L (Kraintek, s. r. o., Podhdjska,
Slovensko)

Spektrofotometr pro mikrotitracni desticky SYNERGY HT Multi-Detection

Microplate Reader (BioTec Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA)

4.3 Chemikalie

Chlorid médny (CuCl, Sigma-Aldrich)

Kyselina chlorovodikova (HCI, Sigma-Aldrich)

Chlorid sodny (NaCl, Sigma-Adrich)

Pentahydrat siranu médnatého (CuSO4.5H,0, Sigma-Aldrich)
Hydroxylamin hydrochlorid (HA, Sigma-Aldrich)

Disodna sl kyseliny bathokuproindisulfonové (BCS, Sigma-Aldrich)
Hematoxylin (HEM, Sigma-Aldrich)

Dimethylsulfoxid (DMSO, Lach-Ner)

Ultracista voda (Milli-Q RG, Merck Millipore, Massachusetts, USA)

15 mM acetatové pufry o pH 4,5 a 5,5:
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Kyselina octova (CH3COOH, Penta)

Octan sodny bezvody (CH3COONa, Penta)

Ultracista voda (Milli-Q RG, Merck Millipore, Massachusetts,
USA)

e 15 mM HEPES pufry o pH 6,8 a 7,5:

-HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin ethansulfonova kyselina,
Sigma-Aldrich)

-HEPES sul (sodnd sul kyseliny 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin
ethansulfonové, Sigma-Aldrich)

-Ultracista voda (Milli-Q RG, Merck Millipore, Massachusetts,
USA)

Vsechny pouzivané latky byly v Cistoté p. a.

4.4 Testované latky

Silybin A

Silybin B

Silybin A-20-sulfat

Silybin B-20-sulfat

2,3-dehydrosilybin A+B (racemat 2,3-dehydrosilybinu)

2,3-dehydrosilybin-20-O-sulfat

2,3-dehydrosilybin-7,20-O-disulfat

Silychristin

Silychristin-19-0O-sulfat

2,3-dehydrosilychristin

Vsechny testované flavonolignany a jejich metabolity byly izolovany nebo
syntetizovany v Laboratofi biotransformaci Mikrobiologického Ustavu Akademie véd
Ceské republiky v Praze. Silybin byl izolovdn ze silymarinu (Liaoning Senrong
Pharmaceutical, Panjin, China, batch No. 120501) suspenzaci v methanolu a naslednou

filtraci za vzniku silybin A+B (49,8 % silybinu A a 48,0 % silybinu B). Tyto diastereoizomery
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byly oddéleny enzymaticky pomoci imobilizované lipasy B z Candida antarctica
(Novozym 435, Novo-Nordisk, Copenhagen, Denmark). Postupnou acetylaci a solvolyzou
byl ziskan silybin A (99,2 %) a silybin B (99,0 %). Silychristin byl izolovan ze silymarinu
LH-20 chromatografii. 2,3-dehydroderivaty byly pfipraveny oxidaci matecné slouceniny.
Sulfoderivaty byly pfipraveny pomoci aryl sulfotransferasy z bakterie Desulfitobacterium

hafniense.

4.5 Metodika

4.5.1 Priprava zakladnich roztoki

e Zakladni roztok disodné soli bathokuproindisulfonové kyseliny (BCS)
o koncentraci 5 mM

Pro pfipravu 5mM roztoku BCS bylo rozpusténo vypoctené mnoizstvi

disodné soli bathokuproindisulfonové kyseliny (M = 564,54 g/mol) v ultracisté

vodé.

e Zakladni roztok médnatych iontd (Cu?*) o koncentraci 5 mM
Pro pfipravu 5mM roztoku médnatych iontl bylo rozpusténo vypoctené
mnozZstvi pentahydrat siranu médnatého (CuS04.5H,0) (Mw = 249,69 g/mol)

v ultracisté vodé. Tento roztok je stabilni pfi uchovani v lednici.

e Zakladni roztok hydroxylamin hydrochloridu (HA) o koncentraci 100
mM
Pro pfipravu 100mM roztoku hydroxylamin hydrochloridu bylo

rozpusténo vypoctené mnozstvi HA (Myw = 69,49 g/mol) v ultradisté vodé.
e Zakladni roztok hydroxylamin hydrochloridu (HA) o koncentraci 10 mM

Pro pfipravu 10mM roztoku hydroxylamin hydrochloridu bylo rozpusténo

vypocétené mnozstvi HA (Myw = 69,49 g/mol) v ultracisté vodé.
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4.5.2

453

e Zakladni roztok hematoxylinu (HEM) o koncentraci 5 mM
Pro pfipravu 5mM roztoku hematoxylinu bylo rozpusténo vypoctené
mnoZstvi HEM (M, = 302,28 g/mol) v DMSO. Tento zasobni roztok se da pouZzit

po dobu cca 5 hodin.

e Zakladni roztok CuCl (Cu*) o koncentraci 5 mM
Pro pfipravu 5mM roztoku Cu* bylo rozpusténo vypoctené mnozstvi CuCl
(Mw = 98,99 g/mol) v 0,1M vodného roztoku HCl a 1M NaCl. K rozpusténi CuCl je

potfeba vyuzit ultrazvukovou lazen.

Ptiprava pracovnich roztokd

e Roztok mé&dnatych iontl (Cu %*) o koncentraci 250 uM
Pro pfipravu 250uM roztoku Cu?* bylo vypoétené mnoiZstvi zakladniho

roztoku Cu?*zfedéno ultradistou vodou.

e Roztok hematoxylinu o koncentraci 250 uM
Pro pfipravu 250uM roztoku hematoxylinu bylo vypoctené mnozstvi
zakladniho roztoku HEM zfedéno DMSO. Roztok je stabilni maximalné 90 minut,

poté je nutné ho pfipravit erstvy.

e Roztoky Cu?* a Cu* o koncentraci 250 uM
Pro pfipravu 250uM roztoku Cu?* a Cu* bylo smichdno vypoétené

mnozstvi Cu?* a Cu*a zfedéno DMSO.

Priprava vzorkl testovanych latek

Pro pfipravu roztok(i testovanych latek, obvykle v koncentraci 10mM, bylo

rozpusténo vypoctené mnoizstvi testované latky v DMSO. Dalsi koncentrace byly

nafedény podle potfeby jednotlivych méreni.
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4.5.4 Kontrolni zkouska roztokl iontd médi

Kontrolni zkouska roztokd iontd médi se provadi vidy po pfipravé zakladnich
roztokd, roztokd médnych a médnatych pred jejich prvnim pouzitim. Roztoky musi byt
stabilni, uchovavaji se v lednici a pred jejich dalsSim pouzitim jiz neni potfeba znovu
provadét kontrolu. Kontrola byla provedena v mikrotitracni destic¢ce, kdy bylo pod sebe
do dvou jamek pipetovano 150 pl pufru pH 7,5, pak 50 pl 1mM roztoku hydroxylaminu,
50 ul 0,25mM roztoku iontl médi. Vse se nechalo michat po dobu jedné minuty. Pak se
pfidalo 50 ul 5mM roztoku BCS. Po jedné minuté se zméfila absorbance pfi 484 nm.

Spravné pripraveny roztok ma mit absorbanci okolo 0,50 — 0,55.

4.5.5 Kalibrace médnatych iont(

Pro zhotoveni kalibracni krivky médnatych iontl zavislosti koncentrace
na absorbanci Cu?* byly nejprve pfipraveny zékladni roztoky potfebnych koncentraci
(5mM roztok BCS v ultradisté vodé, 5mM roztok Cu?* v ultradisté vodé a 10mM roztok
HA v ultracisté vodé). Poté byly pfipraveny vodné roztoky médnatych soli
o koncentracich 50, 100, 150, 200 a 250 uM. Do vSech uréenych jamek mikrotitraéni
desticky bylo napipetovdano 150 pl pufru o pH 6,8 a pfiddano 50 ul 1mM roztoku
hydroxylaminu hydrochloridu. Do testovacich jamek bylo pfidano 50 ul roztoku
médnatych iontl uréené koncentrace a 50 pl ultracisté vody do kontrolnich jamek.
Desticka byla ponechana michat 1 minutu v tfepacce pro mikrotitra¢ni desticky. Do prvni
poloviny jamek bylo priddno 50 pl roztoku BCS a 50 pl ultradisté vody do druhé poloviny
jamek. lhned poté byla zmérena absorbance ve spektrofotometru pti vinové délce
484 nm a podruhé v ¢ase 5 minut. Hodnoty absorbance A namérené pfi vinové délce A
byly vloZzeny do tabulky a z namérenych vysledkd byl vytvoren graf zavislosti absorbance

na koncentraci médnatych ionta.
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Kontrola— | ptidana pfidana pfidana pfidana pfidana
pfidand c(Cu?) = c(Cu®) = c(Cu?) = c(Cu®) = c(Cu®) =
c(Cu**)=0 | 50 uM 100 uM 150 uM 200 uM 250 uM
UM

Jamky s

indikatorem

slepé vzorky

E kontrolni jamka s ultradistou vodou bez iontll médi s indikatorem

I:l kontrolni jamka s ultracistou vodou bez indikatoru

X] testovaci jamka s indikatorem
S testovaci jamka bez indikatoru

4.5.6 Chelatace iontll médi hematoxylinem

Nejprve byly pfipraveny zdkladni roztoky — 5mM roztok CuS04.5H,0 (Cu?")
v ultracisté vodé a 5mM roztok hematoxylinu v DMSO. Poté byly pfipraveny pracovni
roztoky — 250 pM roztok Cu?* v ultradisté vodé a 250 uM roztok hematoxylinu v DMSO
a roztok testované latky — obvykle 10mM roztok testované latky v ultracisté vodé. Poté
se pfistoupilo kvlastnimu provedeni experimentu. Testovani probéhlo pfi trech
hodnotach pH (7,5; 6,8; 5,5). Nejprve bylo napipetovano do vSech pfedem urcenych
jamek mikrotitracni desticky 150 ul pfislusného pufru. Poté bylo do vSech jamek
s pufrem pFidano 50 pl 250uM roztoku Cu?*. Do testovacich jamek bylo pfidano 50 pl
roztoku testované latky a do kontrolnich jamek 50 ul rozpoustédla. Desti¢ka byla
ponechdna intenzivné promichat po dobu 2 minut v tfepadce. Béhem tohoto
protfepavani doslo v jamkach k tvorbé komplexu mezi Cu?* a molekulami testované
latky. Poté bylo pfidano 50 ul 250uM roztoku hematoxylinu do prvni poloviny jamek
mikrotitraéni desti¢ky (tj. jamky s indikdtorem nezreagované Cu?*) a 50 ul DMSO

do druhé poloviny jamek (tj. jamky se slepym vzorkem). Desticka byla ponechdna
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promichat na 3 minuty. Poté byla ihned, tzn. v ¢ase 3 min a potom v ¢ase 5 a 7 minut
zmérena ve spektrofotometru absorbance roztoku pfi 610 nm u pH 7,5; pfi 590 nm u pH

6,8 a pfi 595 nmu pH 5,5. Ziskané hodnoty byly zaznamendany do tabulky a z namérenych

hodnot vytvoren graf.

Roztok Roztok Roztok Roztok Kontrolni
testované | testované | testované | testované | jamky
latky c1 latky c2 latky c3 latky cx (c=0)
Jamky s
indikatorem

slepé vzorky

X] kontrolni jamka s rozpoustédlem bez testované latky, s indikatorem

I:l kontrolni jamka s rozpoustédlem bez testované latky, bez indikatoru

E testovaci jamka s testovanou latkou, s indikatorem

D testovaci jamka s testovanou latkou, bez indikatoru

Koneény obsah jamek:
e 150 ul pufru
e 50 pl roztoku Cu?*
e 50 ul roztoku testované latky nebo rozpoustédla

e 50 ul hematoxylinu nebo DMSO

4.5.7 Chelatace médnych iontl BCS

Nejprve byly pfipraveny zdkladni roztoky — 5mM roztok CuS04.5H,0 (Cu?)
v ultracisté vodé, 5mM roztok CuCl (Cu?*) v ultradisté vodé, 100mM roztok hydroxylamin
hydrochloridu v ultracisté vodé a 5mM roztok disodné soli bathrokuproindisulfonové
kyseliny v ultracisté vodé. Poté se preslo k vlastnimu provedeni experimentu. Testovani
probéhlo pfi ¢tyfech hodnotach pH (7,5; 6,8; 5,5; 4,5). Nejprve bylo napipetovano

do vSech pfedem urcenych jamek mikrotitraéni desti¢ky 100 ul pfislusného pufru. Poté
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bylo do prvni poloviny jamek s pufrem pridano 50 pul 1ImM HA a do druhé poloviny 10mM
HA. Pak bylo do vSech jamek pfiddano 50 pl 250uM roztoku Cu* iontd v DMSO. Desticka
byla ponechdna intenzivné michat po dobu 1 minuty v tfepacce. Do vSech testovanych
jamek bylo pfidano 50 ul roztoku testované latky pfislusné koncentrace nebo 50 ul
rozpoustédla do jamek kontrolnich. Desti¢ka byla ponechana promichat na dvé minuty
v tfepacce. Do poloviny jamek bylo pfiddano 50 pl 5mM roztoku disodné soli
bathokuproindisulfonové kyseliny (tj. jamky sindikatorem nezreagovaného Cu*) a
do druhé poloviny 50 pul ultracisté vody (tj. jamky se slepym vzorkem). Poté byla ihned a
znova po péti minutach zmérena absorbance ve spektrofotometru pfi vinové délce
484 nm. Ziskané hodnoty byly zaznamendny do tabulky a z naméfenych hodnot

vytvoren graf.

Roztok Roztok Roztok Roztok Kontrolni
testované | testované | testované | testované | jamky
latky c; latky c, latky cs latky cx (c=0)

Jamky s
indikatorem

slepé vzorky

X] kontrolni jamka s rozpoustédlem bez testované latky, s indikatorem
S kontrolni jamka s rozpoustédlem bez testované latky, bez indikatoru
E testovaci jamka s testovanou latkou, s indikatorem

I:l testovaci jamka s testovanou latkou, bez indikatoru

Konecny obsah jamek:
e 100 ul pufru
e 50 ul roztoku HA
e 50 ul roztoku Cu*
e 50 ul roztoku testované latky nebo rozpoustédla

e 50 ul BCS nebo voda
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4.5.8 Chelatace médnatych iontli BCS

Nejprve byly pfipraveny zdkladni roztoky — 5mM roztok CuS04.5H,0 (Cu??)
v ultradisté vodé, 5mM roztok CuCl (Cu?*) v ultracisté vodé, 100mM roztok hydroxylamin
hydrochloridu v ultracisté vodé a 5mM roztok disodné soli bathrokuproindisulfonové
kyseliny v ultracisté vodé. Poté se preslo k vlastnimu provedeni experimentu. Testovani
probéhlo pti ¢tyfech hodnotach pH (7,5; 6,8; 5,5; 4,5). Nejprve bylo napipetovano
do vSech predem urcenych jamek mikrotitracni desticky 100 pl prislusného pufru.
Do viech testovanych jamek bylo pfidano 50 ul roztoku testované latky pfislusné
koncentrace nebo 50 pl rozpoustédla do jamek kontrolnich. Pak bylo do vSech jamek
pfidano 50 pl 250uM roztoku Cu?* iontll v DMSO. Desti¢ka byla ponechana intenzivné
michat po dobu 2 minut v tfepacéce. Poté bylo do prvni poloviny jamek pfidano 50 pl
1mM HA (testovani pfi pH 7,5 a 6,8) a do druhé poloviny 10mM HA (testovani pti pH 5,5
a 4,5). Desticka byla ponechana promichat na jednu minutu v tfepacce. Do poloviny
jamek bylo ptiddano 50 ul 5mM roztoku disodné soli bathokuproindisulfonové kyseliny
(tj. jamky s indikatorem nezreagovaného Cu?*) a do druhé poloviny 50 pl ultraéisté vody
(tj. jamky se slepym vzorkem). Poté byla ihned a znova po péti minutdch zmérena
absorbance ve spektrofotometru pfi vinové délce 484 nm. Ziskané hodnoty byly

zaznamendany do tabulky a z namérenych hodnot byl vytvoren graf.
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Roztok Roztok Roztok Roztok Kontrolni
testované | testované | testované | testované | jamky
latky c1 latky c, latky c3 latky cx (c=0)

Jamky s
indikdtorem

slepé vzorky

ZI kontrolni jamka s rozpoustédlem bez testované latky, s indikatorem
D kontrolni jamka s rozpoustédlem bez testované latky, bez indikatoru
X] testovaci jamka s testovanou latkou, s indikatorem

I:l testovaci jamka s testovanou latkou, bez indikatoru

Konecny obsah jamek:
e 100 pl pufru
e 50 ul roztoku HA
e 50 pl roztoku Cu?*
e 50 ul roztoku testované latky nebo rozpoustédla

e 50 ul BCS nebo voda
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4,59 Statisticka analyza

K provedeni statistické analyzy mého méreni byl pouzit program GraphPad Prism
verze 7 pro Windows (GraphPad Software, USA). Vysledky byly zpracovany a vyjadieny

jako prlimér + smérodatna odchylka, ktera byla vypocitana podle vzorce

X je stfedni hodnota vzorku

n je velikost vzorku
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5 VYSLEDKOVA CAST

5.1 Kalibracni krivka

Z namérenych hodnot absorbanci pfi vinové délce 484 nm v ¢ase 5 minut a

pfi pH 6,8 byla sestrojena kalibracni kfivka, ve které je vyobrazena zavislost absorbance

na koncentraci médnatych iontl. Tato zdavislost je linearni. Pro sestrojeni kfivky byly

pouzity vodné roztoky médnatych iontli o koncentracich 50 uM, 100 uM, 150 uM, 200

UM a 250 uM.

Tabulka 3: Absorbance médnatych iontl v ¢ase 5 min

pH 6,8 5 min
zakladni ¢ [uM] 0 50 100 150 200 250
finalni c [uM] 0 8,333333|16,66667 |25 33,33333|41,66667

A + bathokuproin

0,036 0,145 0,265 0,371 0,499 0,582

0,038 0,149 0,269 0,359 0,485 0,606

A - bathokuproin

0,034 0,029 0,038 0,031 0,032 0,034

0,032 0,036 0,031 0,031 0,031 0,03

0,003 0,1125 |0,2305 (0,34 0,4675 |0,55

A rozdil
0,005 0,1165 0,2345 0,328 0,4535 0,574
prameér 0,004 0,1145 0,2325 0,334 0,4605 0,562
SD 0,001 0,002 0,002 0,006 0,007 0,012
Kalibracni kfivka Cu?*iontu
0,7
0,6
< 0,5
3
c 04
2
5 0,3
§ 0.2 y = 0,0135x + 0,0039
R? = 0,9994
0,1
O T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Koncentrace Cu?*iontd [uM]

Obrazek 13: Kalibracéni kfivka médnatych iontt
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5.2 Stanoveni chelatace médnatych iontl hematoxylinem

Obsahové latky Silybum marianum (L.) Gaernt. byly nejprve testovany in vitro
hematoxylinovou metodou. Testovani probihalo pti tfrech hodnotach pH (5,5; 6,8 a 7,5).
Z namérenych hodnot byly vytvofeny grafy. Osa X predstavuje pomér koncentraci
testované latky a Cu?* iont(l, osa Y vyjadfuje v procentech schopnost testované latky
chelatovat Cu?* ionty. Rizné hodnoty pH a ¢asy jsou graficky odlieny. Hematoxylinova
metoda se pouZiva pouze k pocate¢nimu orientaénimu ovéreni méd-chelatacéni aktivity.
Hematoxylin tvofi s médi méné stabilni komplexy a neni dobfe pouzitelny pfi nizSim pH.
Navic v ¢ase dochazi ke konformacnim zménam a hematoxylin se oxiduje na hematein.
Proto se nasledné jesté provadi testovani s bathrokuproinem, ktery ma vysokou afinitu
pro méd. Dalsi vyhodou je, Ze chelatuje méd' i pfi nizkych hodnotach pH a vznikly

komplex je v &ase stabilni. 49!

silybin A
100-

3 80 © pH 5.5 3 min
S + pH5.57 min
3:3 A pH 6.8 3 min
s %] + pH 6.8 7 min
B & pH 7.5 3 min
% 40 = pH 7.5 7 min
=

[&]

2

20 N
" 1:100 1:10 1:1 10:1 100:1

pomér silybin A:Cu?*
Obrazek 14: Grafické zobrazeni méd-chelatacni aktivity latky silybin A

(hematoxylinova metoda)
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silybin B

100-
3 % pH 5.5 3 min
5 + pH 5.5 7 min
L # pH 6.8 3 min
% 4 pH 6.8 7 min
S 2 pH 7.5 3 min
% ® pH 7.5 7 min
®
3
L
Q
0‘\0.

1110 1:1 10:1
pomér silybin B:Cu®*
Obrazek 15: Grafické zobrazeni méd-chelatacni aktivity latky silybin B

(hematoxylinova metoda)

silybin A-20-sulfat
100

=]

E 80
& © pH 5.5 3 min
‘:3 <+ pH 5.5 7 min
< 60- # pH 6.8 3 min
E 4 pH 6.8 7 min
§ 40- O pH 7.5 3 min
(3] 5
2 ® pH 7.5 7 min
=

Q

X 201

1:100 1:10 1:1 10:1 100:1

pomér silybin A-20-sulfat:Cu?*

Obrazek 16: Grafické zobrazeni méd-chelatacni aktivity latky silybin A-20-sulfat

(hematoxylinova metoda)
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silybin B-20-sulfat

100~
804 :
g ¢ pH 5.5 3 min
3 ¢ pH 5.5 7 min
§ 60- A pH 6.8 3 min
E, 4 pH6.87 min
g . o pH 7.5 3 min
e #pH 7.57 min
S
B

20
c I I 1 1 1
1:100 1:10 1:1 10:1 100:1

pomér silybin B-20-sulfat:Cu?*

Obrazek 17: Grafické zobrazeni méd-chelatacni aktivity latky silybin B-20-sulfat

(hematoxylinova metoda)

2,3-dehydrosilybin A+B

100-
E
_E 80
&3
o
S 60-
>
o
b 40- ¢ pH553 m!n
% <+ pH 5.57 min
52 # pH 6.8 3 min
20 A pH 6.8 7 min
B pH 7.5 3 min
® pH 7.5 7 min
0- % T T
1 1:1 10:1

pomér 2,3-dehydrosilybin A+B:Cu?*
Obrazek 18: Grafické zobrazeni méd-chelatacni aktivity racemické smési
2,3-dehydrosilybinu (hematoxylinova metoda)
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2,3-dehydrosilybin-20-0-sulfat

100-

2 804

2 % pH 5.5 3 min
&

3 60- + pH 5.5 7 min
g # pH 6.8 3 min
§ 4 pH 6.8 7 min
2 407 O pH 7.5 3 min
g ® pH 7.5 7 min
= 201
0 100 110 1 10:1 100:1

pomeér 2,3-dehydrosilybin-20-O-sulfat:C u?*

Obrazek 19: Grafické zobrazeni méd-chelatacni aktivity latky 2,3-dehydrosilybin-

20-0-sulfat (hematoxylinova metoda)

dehydrosilybin-7,20-0O-disulfat

100-

'-E 80-

2 < pH 5.5 3 min
& + pH 5.5 7 min
% 60- A pH 6.8 3 min
‘E:T %‘ 4 pH 6.8 7 min
3 )
2 40- O pH 7.5 3 min
s _ ® pH 7.5 7 min
K = '}

[¥]

= 204 % ;

G 1 Ll L] ]
1:100 1:10 1:1 10:1 100:1

pomér dehydrosilybin-7,20-O-disulfat:Cu®*

Obrazek 20: Grafické zobrazeni méd-chelatacni aktivity latky dehydrosilybin-

7,20-0O-disulfat (hematoxylinovd metoda)
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silychristin

100-
© pH 5.5 3 min
3 80
= <+ pH 557 min
:i; A pH 6.8 3 min
(&) 4 :
e 60 4 pH 6.8 7 min
E B pH 7.5 3 min
> » i
2 40- pH 7.5 7 min
k)
@
=
Q
2
204
1:100 1:10 ' 10:1 100:1

pomér silychristin:Cu?*
Obrazek 21: Grafické zobrazeni méd-chelatacni aktivity latky silychristin

(hematoxylinova metoda)

silychristin-19-O-sulfat

100-
o3 i
£ 80 .
=) ¢ pH 5.5 3 min
& + pH 5.5 7 min
S 60- A pH 6.8 3 min
Q
‘§ 4 pH6.87 min
3 40- O pH 7.5 3 min
©
% = pH 7.5 7 min
= 20-

1:100  1:10 1:1 10:1 100:1

pomeér silychristin-1 9-O-sulfat:Cu®*

Obrazek 22: Grafické zobrazeni méd=-chelatacni aktivity latky silychristin-19-0O-

sulfat (hematoxylinova metoda)
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2,3-dehydrosilychristin

1007

:E
S 801
&
=1
(&)
S 60
£ < pH 5.5 3 min
>
] 4+ pH 557 min
5 407 A pH 6.8 3 min
=
\2 4 pH 6.8 7 min
20 & pH 7.5 3 min
® pH7.57 min
== ¢ . :
1:10 1:1 10:1

pomér 2,3-dehydrosilychristin:Cu?*

Obrazek  23: Grafické  zobrazeni  méd-chelatacni  aktivity  latky

2,3-dehydrosilychristin (hematoxylinova metoda)

5.3 Stanoveni chelatace médnatych iontl bathokuproinem

Po hematoxylinové metodé se provedlo testovani bathokuproinem. Testovani
probihalo pfi ¢tyfech hodnotach pH (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5). Z naméfenych hodnot byly
vytvoreny grafy. Osa X predstavuje pomér koncentraci testované latky a iont(i médi, osa
Y vyjadfuje v procentech schopnost testované latky chelatovat ionty médi. Rizné
hodnoty pH a casy jsou graficky odliSeny. Tato metoda je vice kompetitivni, a proto
ukaze jen latky, které chelatuji méd' efektivnéji. Bathokuproin ma vysokou aktivitu
k médnym iontlm a tvofi s nimi stabilni komplexy v SirSim rozmezi pH nez hematoxylin
(tedy i pri pH 4,5). Bathokuproin se pouZiva primarné pro stanoveni médnych ionta.
Pokud chceme stanovit médnaté ionty, potfebujeme do reakce pfidat vhodné redukéni

ginidlo. V nasem ptipadé to byl hydroxylamin. 154!

49



100/
S 757
o
g 50
=
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0 Y
1:10 1:1 10:1
pomér silybin A:Cu*
=pH 7.5
100 3
- pH 6.8
~ pH 5.5
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% chelatovanych Cu?* jontd
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pomér silybin A: Cu?*

Obrazek 24: Grafické zobrazeni méd-chelatacni aktivity latky silybin A

(bathokuproinova metoda)
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pomér silybinB:Cu*
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P
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- pH 4.5
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1:10 1:1 10:1

pomér silybinB:Cu?*

Obrazek 25: Grafické zobrazeni méd-chelatacni aktivity latky silybin B

(bathokuproinova metoda)
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pomér silybin A-20-sulfat:Cu”

®pH75

-
(=
<

#+« pH 6.8

-.l
T

® pH 4.5

1]
<

N
g
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pomér silybin A-20-sulfat:Cu?*

Obrazek 26: Grafické zobrazeni méd-chelatacéni aktivity latky silybin A-20-sulfat

(bathokuproinovd metoda)
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% chelatovanych Cu* iont
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pomér silybin B-20-sulfat:Cu®*
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+ pH 6.8
50+

25+

% chelatovanych Cu?* iontii

1:1 10:1 100:1
pomér silybin B-20-sulfat:Cu®*

Obrazek 27: Grafické zobrazeni méd-chelatacni aktivity latky silybin B-20-sulfat

(bathokuproinovd metoda)
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pomér 2,3-dehydrosilybin A+B:Cu®*

Obrazek 28: Grafické zobrazeni méd-chelatacni aktivity racemické smési

2,3-dehydrosilybinu (bathokuproinova metoda)
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Obrazek 29: Grafické zobrazeni méd-chelatacni aktivity latky 2,3-dehydrosilybin-

20-0-sulfat (bathokuproinovd metoda)
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Obrazek 30: Grafické zobrazeni méd-chelatacni aktivity latky 2,3-dehydrosilybin-
7,20-0O-disulfat (bathokuproinova metoda)
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Obrazek 31: Grafické zobrazeni méd-chelatacni aktivity latky silychristin

(bathokuproinovd metoda)
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Obrazek 32: Grafické zobrazeni méd-chelataéni aktivity latky silychristin-19-0O-

sulfat (bathokuproinova metoda)
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Obrazek  33: Grafické zobrazeni  méd-chelatacni  aktivity  |atky

2,3-dehydrosilychristin (bathokuproinova metoda)
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6 DISKUZE

Zatimco chelatace Zeleza prirodnimi latkami jiz byla prostudovana nékolika
in vitro a také in vivo studiemi, méd' je teprve na pocatku. A to nejen jeji chelatace, ale
také presné pochody metabolismu v organismu. [P0I1152]

Moje prace se zabyvala studiem chelatacnich ucink( deseti latek ze skupiny
flavonolignand na médné a médnaté ionty. Cilem bylo zjistit, zda dané flavonolignany
chelatuji méd' a na zakladé toho urcit, které funkéni skupiny jsou schopné tento déj
ovliviovat.

Flavonolignany jsou v organismu metabolizovany sulfataci, glukuronidaci nebo
methylaci. Silybin A-20-sulfat, silybin B-20-sulfat, 2,3-dehydrosilybin-20-O-sulfat,
2,3-dehydrosilybin-7,20-O-disulfat, silychristin-19-O-sulfat jsou tedy potencidlnimi
metabolity v organismu, které jsou produkovany pfi metabolizaci latek ze silymarinu.
Tato hypotéza jiz byla prokazana na izolovanych lidskych hepatocytech. Proto je potieba
povaZovat tyto sulfatované slouceniny za autentické metabolity lidského organismu
po podani silymarinu, 131531

K testovani chelatacnich UcinkGh médi byly vtéto praci pouZity dvé
spektrofotometrické metody — pomoci indikatord hematoxylinu a bathokuproinu. Tyto
dvé latky tvori s médi komplexy, které lze poté detekovat spektrofotometricky dle
rozdila v absorbanci. Pfi stanoveni méd-chelatacnich Ucink( se vyuziva kompetice mezi
testovanou latkou a indikdtorem o ionty médi. (>4

Nejprve byly vyhodnoceny vysledky testovani s hematoxylinem, jelikoZ tato
metoda je méné kompetitivni a ukdze ndam i latky, které chelatuji méd méné efektivné.
Pfi pokusech bylo zjisténo, Ze vSechny testované flavonolignany a také jejich sulfaty
dokazi méd' chelatovat. V mém testovani se jako uc¢inné cheldtory médi ukazaly byt tyto
latky: silybin A (obr. 15), silybin B (obr. 16), racemat 2,3-dehydrosilybinu (obr. 19) a
2,3-dehydrosilychristin (obr. 24), kde kromé silybinu B (obr. 16) tyto latky chelatovaly
méd’ stoprocentné pfi jejich poméru s Cu?* 10:1. Jako nejefektivn&jsi chelator se jevi
racemat 2,3-dehydrosilybinu, ktery pfi poméru 1:1 chelatoval pfiblizné z 20 % pfi pH 5,5;
z 30 % pii pH 7,5 a z 50 % pfi pH 6,8 (obr. 19). Ostatni testované latky méd' také

chelatovaly, ale v podstatné mensi mire. Z vysledkl vyplyva, Ze méd byla nejlépe
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chelatovana pfi hodnoté pH 6,8. 2,3-dehydrosilybin-20-O-sulfat pii pH 5,5 méd
nechelatoval viibec (obr. 20).

Z vysledkll provedeného testovani vyplyva, Ze sulfatace schopnost chelatace
médi vyrazné snizuje, zatimco dehydroskupina v poloze 2,3 chelataci zvysuje.

Poté byla provedena metoda s bathokuproinem. Tato metoda je vice
kompetitivni, a proto ukaze jen latky, které chelatuji méd’ efektivnéji. Bathokuproin ma
vysokou aktivitu k médnym iontlim a tvofi s nimi stabilni komplexy v Sir§im rozmezi pH
nez hematoxylin (tedy i pfi pH 4,5). Bathokuproin se pouzivd primarné pro stanoveni
médnych iontl. Pokud chceme stanovit médnaté ionty, potfebujeme do reakce pridat
vhodné redukéni ¢inidlo. V naem ptipadé to byl hydroxylamin. [*°

Pfi testovani bathokuproinem byly efektivnimi cheladtory jen tyto latky: racemat
2,3-dehydrosilybinu  (obr. 29) a 2,3-dehydrosilychristin (obr. 34). Racemat
2,3-dehydrosilybinu chelatoval médné ionty az z75 % a médnaté ionty jen z50 %
(obr. 29), zatimco 2,3-dehydrosilychristin chelatoval jak médné, tak i médnaté ionty
z225% (obr. 34). Se zvySujicim se koncentraénim pomérem se zvySuje procento
chelatace. Ostatni latky chelatovaly méd podstatné méné. Silybin A a silybin B pouze
priblizné z5 % (obr. 25, obr. 26), 2,3-dehydrosilybin-20-O-sulfat a 2,3-dehydrosilybin-
7,20-O-disulfat chelatovaly médnaté ionty pouze v poméru 1:1 pfi pH 7,5 pfiblizné
220 % (obr. 30, obr. 31) a ostatni testované latky nechelatovaly vibec.

Testy s bathokuproinem potvrdily, Ze dvojna vazba v poloze 2,3 je nejdllezitéjsi
strukturou pro chelataci. ¢!

Je znamo, Ze dllezitym strukturnim prvkem flavonolignant pro chelataci médi je
3-hydroxy-4-keto-5-hydroxy skupina. Z mého testovani vyplyva, Ze pokud je vazba
2,3 nenasycend, dochazi k chelataci médi snadnéji. Navazani sulfoskupiny v misté
7 chromonu naopak chelataci snizuje. Navazani sulfoskupiny na hydroxyskupinu fenylu
v poloze 4 vedlo také ke sniZeni schopnosti chelatace. [

Jak jiz bylo dokdazano v dfivéjsSim pracich, sulfatace snizuje antioxidacni aktivitu
flavonolignan(. Stejné tak se snizuje i schopnost chelatace iontll médi, k c¢emuz dospély
vysledky moji prace. 431

Jak je z naSich ziskanych vysledkl patrné, je tfeba provést dalsi testovani latek,

které se jevi potencialné vyuZitelné.
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7  ZAVER

Moje rigordzni prace se zabyvala in vitro stanovenim méd-chelatacnich vlastnosti
deseti vybranych latek: 5 ze skupiny flavonolignant (silybin A, silybin B, racemat
2,3-dehydrosilybinu, silychristin a 2,3-dehydrosilychristin) a 5 jejich metabolitl (silybin
A-20-sulfat, silybin B-20-sulfat, 2,3-dehydrosilybin-20-0-sulfat, 2,3-dehydrosilybin-7,20-
O-disulfat, silychristin-19-O-sulfat). Flavonolignany byly izolovany ze silymarinu, ktery se
ziskava z rostliny Silybum marianum (L.) Gaertn. Celedi Asteraceae. Pro tato stanoveni
byla pouZita spektrofotometrickd metoda, ktera pfedstavuje rychlou a levhou metodu
méreni. Konkrétné byly pouzity dva zplsoby méfeni. Prvnim byla hematoxylinova
metoda, ktera je schopnd podat informaci, zda dana latka méd' chelatuje. Druhym
zplUsobem byla bathokuproinova metoda, ktera je prikaznéjsi nez prvni zminéna (jedna
se o vice kompetitivni metodu).

Nejprve byla provedena hematoxylinova metoda, kterou nelze pouZit pro kyselé
prostfedi (tedy vyuZity pufry 5,5; 6,8 a 7,5). VSechny testované flavonolignany prokazaly
schopnost chelatovat méd. Nejefektivnéjsimi cheldtory byly silybin A, silybin B, racemat
2,3-dehydrosilybinu a 2,3-dehydrosilychristin.

Poté byla provedena bathokuproinovd metoda, kterou Ize pouzit ve vSech nami
vyuzivanych pufrech (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5). Zde schopnost chelatace prokdazaly pouze
racemat 2,3-dehydrosilybinu a 2,3-dehydrosilychristin.

Dalezitym strukturnim prvkem pro schopnost chelatace médi je 3-hydroxy-4-
keto-5-hydroxy skupina. Je vsak velky rozdil mezi planarni molekulou (s nenasycenou
2,3 vazbou) a neplanadrni molekulou (s nasycenou 2,3 vazbou). Dle provedeného
testovani ma silnéjsi chelataéni vlastnosti planarni molekula s nenasycenou 2,3 vazbou.
[18]

Zadna z testovanych latek viak neprokdzala pfi testech s bathokuproinem vyssi
uginnost chelatace ne? klinicky pouzivany trientin. [

Testovani sulfatd nebylo prozatim témito metodami provadéno, je to pilotni

prazkum. Je nutné provést dalsi testy s jinymi koncentracemi.
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Nazev rigordzni prace:
In vitro stanoveni méd-chelatacnich vlastnosti Cistych latek izolovanych

ze silymarinu

Méd' patfi mezi mikroelementy. Je dulezitda vradé enzymatickych reakci,
ovliviiuje krvetvorbu, metabolizmus cukrt, tvorbu kostni hmoty a funkci nervového
systému. Porucha homeostazy médi v organismu vede k rozvoji Wilsonovy choroby,
Menkesovy choroby, Alzheimerovy choroby nebo prionovému onemocnéni. Chelatacni
¢inidla vazi na sebe nadbyte¢nou méd' z tkani pfi chelataci.

Pfedmétem této rigordzni prace bylo in vitro stanoveni Ucinnosti chelatace
médnatych a médnych iontld u vybranych Cistych latek ziskanych ze silymarinu a
nékterych sulfat vznikajicich jako metabolity v organismu. Testovani bylo provedeno
dvéma spektrofotometrickymi metodami — pomoci hematoxylinu (k orientacnimu
zjiSténi, zda je testovana latka schopnad chelatovat méd) a bathokuproinu (pfedstavuje
vice kompetitivni podminky pro chelataci médi) pfi riznych hodnotach pH.

U hematoxylinové metody chelatovaly médnaté a médné ionty vSechny
testované latky. U bathokuproinové metody vykdzaly nejvy$si chelataéni ucinek

2,3-dehydrosilybin A+B a 2,3-dehydrosilychristin.

Klicova slova: silymarin, flavonolignany, méd, chelatace, hematoxylin,

bathokuproin
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Title of Thesis:
In vitro assessment of copper-chelating properties of isolated pure

compounds from silymarin

Copper is a trace element. Copper is important in many enzymatic reactions, for
haemopoiesis, sugar metabolism, bone formation and for the nervous system. Disorder
of copper homeostasis in organism will lead to Wilson disease, Menkes disease,
Alzheimer’s disease or Prion disease. Chelation agent binds redundant copper from
tissues during chelation.

The subject of this thesis was to in vitro designate effectivity of chelation cupric
and cuprous ions by selected pure compounds isolated from silymarin and sulphates
which are arised in organism as a metabolite. | used two spectrophotometric methods
— hematoxylin method (to detect if the compound chelate copper) and bathocuproin
method (more competitive assay) at various pH levels.

All tested compounds chelated cupric and cuprous ions in hematoxylin method.
2,3-dehydrosilybin A+B and 2,3-dehydrosilychristin had the highest chelation effect in

bathocuproin method.

Keywords: silymarin, flavonolignans, copper, chelation, hematoxylin,

bathocuproin
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