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Abstrakt

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické botaniky

Kandidat: Radka Rzepecka
Skolitel: Ing. Katefina Macdakova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Interakce alkaloid( s pfechodnymi kovy |.

Méd' je jednim ze zakladnich stopovych prvk(, ktery je nezbytny pro spravnou funkci
organismu. Méd je v lidském téle soucdsti mnoha enzymi, které ovliviiuji nejrizné;jsi
metabolické procesy. Je daleZité, aby hladina médi v téle byla regulovana, nebot jeji deficit

nebo naopak nadbytek vede k nejriznéjsim patologickym staviim.

Alkaloidy jsou sekundarni metabolity rostlin, které se vyznacuji ¢etnymi biologickymi
aktivitami. V této diplomové praci byla promérena méd-chelatacni a méd-redukéni aktivita
jedendcti isochinolinovych alkaloidd: boldinu, isokorydinu, (+)-bulbokapninu, (+)-korydinu,
glaucinu, (-)-sinoakutinu, (-)-kalifornidinu, (-)-escholtzinu, platycerinu, (-)-fumaricinu, a (+)-
parfuminu. Aktivita alkaloidl byla promérena pfi ¢tyfech (pato)fyziologickych hodnotach pH
ovérenou spektrofotometrickou metodou s pouzitim dvou indikatord: disodné soli kyseliny
bathocuproindisulfonové a hematoxylinu. Na zakladé vysledk( byly odvozeny vztahy mezi

strukturou a ucinkem.

Z namérenych vysledk( vyplyva, Ze ani jedna z testovanych latek nevykazovala méd-
chelatujici Ucinky. Naopak méd-redukujici aktivitu vykazovaly vSechny testované latky.
Ze vztahu meazi strukturou a aktivitou vyplyva, Ze s rostoucim pocétem hydroxylovych skupin
ve skeletu alkaloidu méd-redukujici aktivita roste. Nejvyssi aktivitu vykazoval alkaloid boldin,

evvs

alkaloidy, které hydroxylovou skupinu v molekule postradaji (kalifornidin, escholtzin, glaucin).

Klicova slova: alkaloidy, méd, chelatace, redukce
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Abstract

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Botany

Candidate: Radka Rzepecka
Supervisor: Ing. Katefina Macakova, Ph.D.

Title of Thesis: Interactions of alkaloids with transition metals I.

Copper is one of the essential trace elements that are necessary for the proper
functioning of the organism. Copper is a significant component of many enzymes that affect
various metabolic processes in the human body. It is important that the level of copper in the

body is regulated because its deficit or excess lead to a variety of pathological conditions.

Alkaloids are secondary plant metabolites that are distinguished by numerous
biological activities. In this thesis the copper-chelating and copper-reducing activity of eleven
isoquinoline alkaloids was measured: boldine, isocorydine, (+)-bulbocapnine, (+)-corydine,
glaucine, (-)-sinoacutine, (-)-californidine, (-)-escholtzine, platycerine, (-)-fumaricine, and (+)-
parfumine. Alkaloid activity was measured at four (patho) physiological pH values by a verified
spectrophotometric method using two indicators: bathocuproinedisulfonic acid disodium salt

and hematoxylin. Based on the results, structure-effect relationships were derived.

The results show that none of the tested substances was able to chelate copper ions.
In contrast, all the alkaloids show copper reducing activity. The structure-activity relationship
suggests that as the number of hydroxyl groups in the alkaloid skeleton increases, its reducing
activity increases. The highest activity shows alkaloid boldin, which contains two hydroxyl
groups in the structure. On the other hand, the lowest activity show alkaloids which lack the

hydroxyl group in the molecule (californidine, escholtzin, glaucin.)

Key words: alkaloids, copper, chelation, reduction



1. Pouzité zkratky

AD Alzheimerova choroba (z angl. Alzeimer’s disease)

AChE Acetylcholinesteraza

AIDS Z anglického Acquired Immune Deficiency Syndrome

ATP Adenosintrifosfat

ATP7A Gen kédujici adenosintrifosfatazu typu A u Menkesovy choroby
ATP7B Gen kédujici adenosintrifosfatazu typu B u Wilsonovy choroby
BCS Disodna sul kyseliny bathocuproindisulfonové

CNS Centralni nervovy systém

CTR1 Transportni protein (z angl. copper transporter 1)

CYP Cytochrom

DM Diabetes mellitus

DMSO Dimethylsulfoxid

DMT1 Transportni protein (z angl. divalent metal transporter 1)

DNA Kyselina deoxyribonukleova (z angl. deoxyribonucleic acid)
DTPA Kyselina diethylentriaminpentaoctova

D1 Dopaminovy receptor 1

D2 Dopaminovy receptor 2

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova

GABA Kyselina gama-aminomaselna

HA Hydroxylamin hydrochlorid

HDL Lipoproteiny o vysoké hustoté (z angl. high density lipoprotein)

HEM Hematoxylin



LDL

MAO-B

MD

PD

ROS

SOD

TEPA

WD

Lipoproteiny o nizké hustoté (z angl. low density lipoprotein)
Monoaminooxiddza B

Menkesova choroba (z angl. Menkes disease)

Parkinsonova choroba (z angl Parkinson’s disease)

Reaktivni formy kysliku (z angl. reactive oxygen species)
Superoxiddismutdza

Tetraethylenpentamin

Wilsonova choroba (z angl. Wilson’s disease)
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2. Uvod

Méd' je jednim ze zakladnich stopovych prvk(, ktery mizZzeme nalézt v lidském téle.
se v lidském téle nachazi v nepatrném mnozstvi (desitky mg), je zcela nezbytnd pro spravnou
funkci vSech fyziologickych a biochemickych procesd v lidském organismu. Je kofaktorem
mnoha metaloenzym( jako napf. monoaminooxiddzy, superoxiddismutazy, feroxidazy,
lysyloxidazy, cytochrom-c-oxidazy a dalSich, které v téle zaujimaji velmi dulezZitou roli. Tyto
metaloenzymy vykondvaji v organismu nejrznéjsi funkce, mezi které muZeme zaradit
antioxidac¢ni aktivitu, ucast pfi bunéném dychdni, biosyntézu neurotransmitert, spravnou

pigmentaci, zesiténi kolagenu a keratinu, ovlivnéni hematopoézy a srazeni krve. [1]

Pro spravnou funkci organismu je dllezité, aby byl zajistén pravidelny a dostatecny
prijem médiv potravé. Stejné jako i u ostatnich prvkd je dalezita regulace hladiny médi, nebot
nerovnovaha muze vést k zavaznym zdravotnim komplikacim. Nedostatek médi neni tak casty,
avSak pokud nastane, dochdzi ke sniZeni aktivity kuproenzymu. [1] M(Zeme se setkat také
s vrozenou poruchou spojenou s deficitem médi, tzv. Menkesova choroba. Na druhou stranu
se mOzeme setkat i s vyssi koncentraci médi v organismu, kterad se v téle uklada a plsobi
toxicky, nebot katalyzuje vznik volnych kyslikovych radikal(, které poskozuji organismus
vlivem oxidacniho stresu. Stejné tak existuje i vrozené onemocnéni spojené s nadbytkem
médi, tzv. Wilsonova choroba. Méd hraje roli i v dalSich onemocnénich, napf. ma vyznam
u rakoviny, diabetu, kardiovaskuldrnich onemocnénich a v neposledni radé
u neurodegenerativnich onemocnénich, jako je Alzheimerova choroba a Parkinsonova
choroba. U pacientl s Alzheimerovou chorobou byla zjisténa zvySena koncentrace médi
v mozku, kterd se podili na vzniku oxida¢niho stresu a tvorbé volnych radikal( prostfednictvim
Fentonovy reakce, predevsim hydroxylového radikalu, ktery je vysoce toxicky a zplsobuje
dalsi poskozeni neurond, coz vede k zhorSovani nemoci. Podobné u Parkinsonovy choroby
méd' potencuje tvorbu volnych radikalli, které poté interaguji s proteiny a nukleovymi
kyselinami a vytvari komplex s a-synukleinem, ¢imzZ dochdzi k tvorbé tzv. Lewyho télisek
v mozku. Vzhledem k patologii obou onemocnéni, jsou predmétem vyzkumu slouéeniny, které
by vykazovaly aktivitu antioxidacni, tzn. zhasely singletové kysliky a aktivitu chelatacni,
tzn. vytvarely by s médi pevné komplexy, které by byly vylouceny z organismu a tim by doslo

ke snizeni hladiny médi v organismu. Z tohoto dlvodu se tato diplomova prace zabyva
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vybranou skupinou alkaloid(, u kterych byla promérena jejich méd-chelata¢ni a méd-redukéni

aktivita, jakoZto potencidlni moznost v |écbé danych onemocnéni. [1, 2]
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3. Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo zméfit méd-redukujici Gcinky a chelataci médnych
a médnatych iont(l u vybranych alkaloid(l. Konkrétné se jednalo o isochinolinové alkaloidy Ctyf
podskupin — aporfinové (boldin, isokorydin, bulbokapnin, korydin, glaucin), morfinanové
(sinoakutin), pavinanové (kalifornidin, escholtzin, platycerin) a spirobenzylisochinolinové
(fumaricin a parfumin). Alkaloidy byly proméfovany ve ctyfech prostfedich s rozdilnymi
hodnotami pH (4.5, 5.5, 6.5 a 7.5). Na zakladé zjisténych vysledkl a sestavenych graft bylo

cilem odvodit vztahy mezi strukturou latek a jejich aktivitou.
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4. Teoreticka cast

4.1. Méd’

Méd je jednim zbiogennich prvkl, které muiZeme nalézt v lidském organismu.

Pritomnost médi je v organismu nezbytna pro spravnou funkci fyziologickych procesu.

4.1.1. Méd' jako chemicky prvek

Méd je jednim z uslechtilych kovovych prvki, které nalezneme v periodické tabulce
prvkd. Chemicka znacka médi je Cu, latinsky Cuprum. Patti do skupiny pfechodnych prvkd
4. periody a |. B skupiny. Elektronova konfigurace médi je [Ar] 3d'° 4sl. Méd se muze
vyskytovat v Siroké $kale oxidaénich stavd (Cu*, Cu®*, Cu3*). [3] Nejéastéji se jedna o sloudeniny
s oxidaénim stavem Cu* nebo Cu?*. [4] Ryzi méd se v pfirodé nachazi jen velmi vzacné.
Nachazime ji pfevazné ve slouceninach, nejcastéji se jedna o sulfidy (napt. chalkopyrit), oxidy
(napf. kuprit) a uhli¢itany (napf. malachit). [5] Méd nachazime také v organismech zvirat

a také v lidském téle, proto se fadi mezi biogenni prvky.

Jednd se o uslechtily kov ¢ervenohnédé barvy, ktery je mékky, kujny a tazny. Vyznacuje
se vysokou elektrickou a tepelnou vodivosti. [6] Hustota médi je 8,94 g/cm?3. Na stupni tvrdosti
podle Mohsovy stupnice ma méd tvrdost 3. Je relativné dobfe odolna vici korozi na vzduchu.
[3] Vlivem kysliku, oxidu uhli¢itého a vzdusné vlhkosti se pokryva tenkou vrstvou zeleného
uhli¢itanu médnatého CuCOs.Cu(OH),, ktery je zndmy pod nazvem médénka, kterd vytvari

ochrannou vrstvu proti dalSim procesim koroze. [5]

4.1.2. Méd jako stopovy prvek

Méd' je jednim z esencidlnich stopovych prvkl, které nalezneme v lidském téle. [7]
Mé&d' v lidském téle miZeme nalézt ve dvou oxidaénich formach (Cu* a Cu?*). Vétsina médi
se nachazi v druhém oxidaénim stavu Cu?*. [2] Stopové prvky, které a¢ nejsou nositeli energie,
jsou nezbytnou sloZzkou nasi stravy. Stopové prvky tvofi v organismu jen 0,01 % vsech atoma.
[8] Nedostatek minerall nebo stopovych prvki mize vtéle vést k poruse zakladnich
fyziologickych procesl a funkci. Nedostatek nemusi byt nezbytné spojovan s nedostatecnou
vyzivou, ale mlzZe se jednat o poruchu fyziologickych procesli v organismu, napf. Spatné

vstiebavani v dlsledku poruchy motility gastrointestinalniho traktu. [9]
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Nejzastoupenéjsim stopovy prvkem v lidském organismu je Zelezo, na druhém misté
je zinek a méd svou Cetnosti zaujima treti misto. [7] JelikoZ se jednd o esencidlni prvek,
tzn. lidské télo si jej neumi vytvofrit, je nutné méd’ do téla doddvat pomoci vhodné potravy.
Potraviny obvykle obsahuji malé mnoZstvi médi, vyssi mnoZstvi mizeme najit ve vybranych
potravinach. V potravindch najdeme méd vétSinou navdzanou do organickych komplexq,
nejcastéji se vyskytuje ve vazbé na aminokyseliny, peptidy a organické kyseliny. [10] Hlavnimi
zdroji médi v potravé jsou jatra a jiné vnitfnosti, maso, morské plody, ofechy, kakao, hrozny,
pomerance, jahody, maliny, borGvky, ovesné vlocky, brambory, lusténiny, Spendt apod. [7, 10,

11] (Tabulka 1)

Tabulka 1- Primérny obsah Cu ve vybranych potravinach (v mg/kg) - prevzato z [20]

Potravina Primérny obsah médi v mg/kg
Mléko plnotucné 0,3
Syr emental 1,3
Vejce 0,3
Fazole 10
Hrach 9
Kukufi¢né zrno 2
Brambory 11
Hovézi a veprové maso 1,5
Jatra hovézi 36
Mrkev a Spenat 0,8a5
Kapusta a rajcata 0,7a0,9
Mouka zitna 6
Mouka psSeni¢na hruba 2
Ovesné vliocky 7
HFiby 10
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Primérné mnoizstvi médi v organismu se pohybuje v rozmezi 80-100 mg. Pfiblizné
90 % médi se nachazi v tkanich a zbylych 10 % v plasmé a krevnich elementech. Koncentrace
médi v lidském organismu neni stald. Zavisi na véku, pohlavi, demografickych podminkach.
Vyssi hladiny nalezneme u Zen a nizsi u muzd. Koncentrace se také zvySuje u muzl s rostoucim
vékem, ale k tomuto déji u Zen nedochazi. U muzd, kteti kouti naopak dochazi k snizovani
koncentrace meédi. U muzl se koncentrace médi v krvi pohybuje vrozmezi 0,614
az 0,970 mg/l. U Zen se pohybuje v rozmezi 0,694 az 1,030 mg/I. [1] Demografické rozdily jsou
zpUsobeny rozdilnym obsahem médi v padé a potravinach. Také se lisi obsah v jednotlivych
organech a tkanich. Nejvyssi koncentrace méd’ dosahuje v jatrech, kterd slouZi jako depotni

organ, ddle v mozku, centralni nervové soustaveé, v ledvinach a srdci. [10, 12]

Denni spotifeba médi se pro dité uvadi 0,3 - 0,6 mg. U Zen kolem 1,5 mg a u muzd kolem
2 mg. ZvySend spotieba médi je u téhotnych a kojicich Zen, kde denni spotfeba je kolem 2 mg.
Vtomto obdobi v nékterych pripadech nelze poziadované davky dosahnout jen médi

z potravy, proto se méd dopliuje poddvanim nutri¢nich doplikd s vy$sim obsahem médi. [10]

4.2. Funkce médi v lidském téle

Méd nachazime v kazdé burice lidského téla. Jedna se o prvek, ktery je zcela nezbytny
pro spravnou funkci mnoha fyziologickych a biochemickych pochodu, které probihaji v lidském
organismu. Jeji nedostatek nebo naopak nadbytek vede k poruchdam zakladnich funkci a Usti
vrlizna onemocnéni. Méd hraje dullezitou roli v metabolickych procesech ¢lovéka,
a to predevsim jako kofaktor celé fady metaloenzymu. Pro fadu metaloenzymi je pfitomnost
médi zcela nezbytnd, u jinych metaloenzym( je nepfitomnost médi dlisledkem snizeni jejich
aktivity. Podili se na katalyze celé rady Zivotné dllezZitych enzymatickych proces(i — bunécné
dychani, biosyntéza neurotransmiterl a peptidovych hormontl, ochrana proti volnym
radikalim, zesiténi kolagenu a keratinu. Ddle je jeji pritomnost nezbytna pro homeostazu
Zeleza, kde ovliviiuje hematopoézu a podili se na srazeni krve. Podili se také na angiogenezi,
ma vyznam pfi tvorbé vlasd, pigmentu, termoregulaci, Ucastni se imunitnich reakci a na drovni

CNS se podili na tvorbé myelinu v nervové tkani. [1, 2]

Priklady kuproenzym(, u kterych je méd funkéni komponentou, jsou cytochrom

c oxidaza, lysyl oxidaza, ferroxidaza, superoxid dismutaza, tyrosindza, dopamin beta-
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monooxygenaza, 2-furoat-CoA dehydrogendza, diaminooxidaza, katechol oxiddza, D-
galaktozooxiddza, L-ascorbatoxiddza, peptidylglycine monooxygendza, flavonol-2,4-
dioxygendza, peptidylglycine monooxygendza a mnoho dalSich. [2] V nasledujicim prehledu

je uveden prehled vybranych kuproenzym a jejich charakteristika a funkce.

Cytochrom c oxidaza

Jednd se o enzymaticky transmembranovy komplex se sloZitou stavbou. Strukturné
se sklada z 8-13 podjednotek, které obsahujicich hem a médnaté ionty jako prostetické
skupiny, které slouzi jako tzv. redoxni centra. Prostetickymi skupinami jsou zde dva hemy (a
a az) a dvé médnatd centra (Cua a Cug). [13] Cytochrom c oxidaza je lokalizovana na vnitini
strané membrany mitochondrii. Svoji vyznamnou funkci pIni na konci dychaciho retézce, kde
dochadzi k redukci molekularniho kysliku O; na vodu H,O. [1] Dalsi funkci cytochrom c oxidazy
je vytvédreni elektrochemického potencidlu, ktery je vyuZivan mitochondriemi k vytvoreni

energie, ktera je poté skladovéna ve formé ATP. [2]

Predpoklada se, Zze cytochrom a a prvni atom médi Cua slouzi k prenosu elektrond,
které jsou uvolnéné pfi oxidaci Zeleza z cytochromu c z oxidaéniho stavu Fe?* na Fe®*.
Cytochrom a a prvni atom médi Cua jsou soucdsti vazebného mista cytochrom c oxidazy
pro cytochrom c. Ukolem cytochromu a3 a druhého atomu médi Cus je mezi sebe pFipoutat
molekulu kysliku a prenést na ni postupné Ctyfi uvolnéné elektrony. Molekula kysliku
se do mitochondrie dostane difuzi z cytosolu. Vznikly anion kysliku 0% je velmi nestabilni

a okamzité dochazi ke vzniku vody pomoci okolnich protonu. [14]

Lysyl monoaminooxidaza

Lysyl monoaminooxidaza je klicovym enzymem, ktery se podili na zesitovani protein(
pojiva. Je dllezity pro tvorbu a fetézeni kolagenu a elastinu. [1] Lysyl monoaminooxiddza
je enzym, ktery oxiduje substrat za zapojeni kysliku. Jako prvni dochazi k deaminaci dvou
lysinovych zbytk(, kde na misté dusikd vzniknou dvé aldehydové skupiny a ty poté spolu
reaguji. Pfes rfadu slozitych reakci vznikne cyklicka pyridinova struktura podobna desmosinim
elastinu. Tim, Ze dochazi k vzniku pricnych vazeb, ziska kolagenni fibrila vysokou pevnost.

Pomdha udrzovat integritu a pruznost pojivové tkané v srdci a cévnim systému. Podili se pfi
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vystavbé kosti, mineralizaci kosti. Ma dulezity vyznam pro pevnost, pruznost a ohebnost

vlaknitych bilkovin pojivové tkané. [2, 14]

Ferroxidazy

Do této skupiny jsou fazeny dva enzymy obsahujici méd, ceruloplasmin (feroxidaza I)
a feroxidaza Il, které katalyzuji oxidaci Zeleznatych iont Fe?* na ionty Zelezité Fe3*. Tyto dva
enzymy jsou napojeny na protein transferin, ktery je zodpovédny za transport Cervenych

krvinek a za tvorbu krve. [2]

Ceruloplasmin je ai-glykoprotein o velikosti cca 130 kDa, ktery obsahuje Sest atom
médi. [15] Jde o metaloprotein modré barvy, ktery slouZi jako transportni protein médi v krvi.
Prenasi az 90 % cirkulujici médi. Je zodpovédny za dodavani médi do bunék a vylu¢ovani médi
z téla. [1] Fyziologicka hodnota ceruloplasminu je 0,2 — 0,4 g/l (u téhotnych Zen az 0,85 g/l).
[16] Je syntetizovany predevsim v jatrech, v mensi mite v makrofazich a lymfocytech. Jeho
syntéza je ovlivnéna hormony. ZvySend estrogenni aktivita vede ke zvySené hladiné
ceruloplasminu. V téhotenstvi mize hodnota stoupnout aZ na trojndsobek. Zvyseny je také

u Zen uzivajici hormondlni antikoncepci. [15]

Dulezitou funkci ceruloplasmin plni v metabolismu Zeleza a pfi jeho vazbé
na transferin. Jde o jeho oxiddzovou aktivitu, kdy katalyzuje oxidaci Zeleznatych iontd Fe®*
na ionty Zelezité Fe3*. Diky této funkci spolupracuje s transferinem, ktery mize pfendset ionty
Zeleza pouze v této formé. [2] Ceruloplasmin je také jednim z pozitivnich reaktantd akutni
faze. PUsobi pravdépodobné jako ochranny faktor, ktery inhibuje tUcinek sérové histaminazy.
[15, 17] Zvysend hladina ceruloplasminu se vyskytuje béhem patologickych stavd, jako je napf.
zanétlivy proces, nékteré infekce, neoplazie, leukémie a Hodgkinliv lymfom. SniZzené hladiny
se naopak vyskytuji béhem nefrotického syndromu, exudativni enteropatie a pfi malabsorpci.
[16, 17, 18] Ceruloplasmin funguje také jako antioxidant. U¢astni se likvidace volnych radikald

z téla tim, Ze usnadnuje katalytické oxidacni procesy pfi odstranovani volnych radikald. [2]
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Superoxid dismutaza (SOD)

Superoxid dismutdza, zndma také pod nazvem hemokuprein nebo erytrokuprein,
je kuproenzym, ktery plsobi jako antioxidant. Katalyzuje pfreménu superoxidovych radikald
na méné toxicky peroxid vodiku, ¢imz se podili na ochrané organismu. Jedna se o nejcastéji
se objevujici radikaly v organismech. [1, 2] Superoxidové radikdly vznikaji jednoelektronovou
redukci kysliku. Vznikaji pfi autooxidaci napf. flavin(, hydrochinond, katecholamin(, thiold,
tetrahydropterin a hemoproteind. K jejich vzniku také dochazi pfi mnohych enzymatickych
reakcich, které probihaji vorganismu, napf. katalytickym Gcéinkem xanthinoxidazy,
lipoxygenazy, cyklooxygendzy a také pfi fotosyntéze v chloroplastech. Superoxidy samy o sobé
prilis reaktivni a Skodlivé nejsou, ale jejich nebezpedi spociva v tom, Ze z nich mohou vznikat
jiné mnohem SkodlivéjSi a reaktivnéjsi formy kysliku, jako napf. hydroxylovy radikal,
peroxynitrit a dalsi. Peroxid vodiku, ktery vznikd musi byt dale také odstranén. Je redukovan

jinymi antioxidacnimi enzymy (kataldzou a peroxidazami) na vodu. [19]

Existuji tfi formy SOD, které se mezi sebou lisi kofaktorem. Kofaktorem je vidy atom

kovu podilejici se na katalytickém ucinku enzymu.

1) Mn?* SOD, jednd se o formu SOD, kterd ma podjednotky o molekulové hmotnosti
23 kDa. Vyskytuje se ve formé dimeru nebo tetrametu. Kazda podjednotka na sebe
vaze jeden atom kovu. [19]

2) Fe’* SOD, jednad se o formu SOD, kterd ma podjednotky o molekulové hmotnosti

23 kDA podobné jako forma Mn?* SOD. Vyskytuje se v dimerické formé. Kazda
podjednotka na sebe vaze jeden atom kovu. [19]

3) Cu?*/Zn** SOD, jednd se o formu SOD, kterd ma celkovou molekulovou hmotnost
32 kDa. Vyskytuje se ve formé dimeru. Struktura se zcela odliduje od struktur Mn2* SOD
¢i Fe?* SOD, které si jsou velmi podobné. Kazda podjednotka obsahuje oba atomy kov(.

Méd slouzi jako redoxni centrum a zinek vykazuje strukturni dlohu. [19]

Vlastni reakéni mechanismus probiha podle uvedeného schématu (Reakce 1):

E—CuZ* +20;,™- > E-Cu* + 0,

(Arg-)E=Cu* + HO2- + 2H* > (Arg-)E—Cu?* + H,0,

Reakce 1- Pfeména superoxidovych radikal na peroxid vodiku — pfevzato z [19]
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Atom Cu?* je v molekule redukovan prvni molekulou superoxidu na Cu*. Dal$i molekula
superoxidu je pak v protonizované formé (proton ziska z argininu v blizkosti aktivniho centra)
schopna znovu zoxidovat Cu* na Cu?* a regenerovat tak plvodni formu enzymu. V této druhé

reakci dochazi ke vzniku molekuly peroxidu vodiku. [19]

Aktivita toho enzymu je pro spravny chod organismu zcela zasadni. Snizenda aktiva
Cu?*/Zn?* SOD vede k téZkému postizeni motorickych neuroni v mozkové kife, mise a vede
k onemocnéni, které je znamo pod nazvem amyotroficka lateralni skler6za. Naopak zvysena
aktivita Cu?*/Zn?* SOD je dUsledkem celé Fady tzv. onemocnéni z volnych radikal(, kdy zvy$end
tvorba superoxidu vede k zvySeni syntézy enzymu. Ktomu dochazi napf. u nemocnych

se sklerotickym postizenim cév, revmatoidni artritidou, Alzheimerovou chorobou apod. [19]

Tyrosindza

Tyrosindza je transmembranovy kuproenzym, ktery je potieba k tvorbé melaninového
pigmentu. [1] Melanin hraje roli v pigmentaci vlast, o¢i a klZe. [2] Je to smés nerozpustnych
eumelaninG a feomelanind, které jsou spolecné s bilkovinou uzavieny v melanocytech, které
lezi mezi bunkami bazalni vrstvy epidermis. V cytoplazmé maji melanozomy, které tvofi
pigment melanin. Tyrosinové metabolity jsou vychozimi zdroji k tvorbé kozniho a ocniho
pigmentu melaninu. Syntéza melaninu zaéind hydroxylaci tyrosinu, ktery je vytvoren
z aminokyseliny fenylalaninu, na dopu a dale oxidaci na dopachinon. Oba tyto kroky katalyzuje

enzym tyrosindza. [20, 21]

Nizka aktivita tyrosindzy vede k nedostatec¢né tvorbé melaninu, ktera je typicka
pro albinismus. Naopak vainym onemocnénim zplsobené nadprodukci melaninu

je melanoblastom. [20, 21]
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Dopamin - B — monooxygenaza

Dopamin - B - monooxygenaza je kuproenzym, ktery je nepostradatelny pfi syntéze
noradrenalinu a adrenalinu z neurotransmiteru dopaminu, ktery je jejich prekurzorem. [2]
K této preméné dochazi v nadledvinkach. Aby tato preména probéhla, je nutnd pritomnost
Ctyr zakladnich substratl: dopaminu, dopamin - B - monooxygenazy, kyseliny askorbové

a kysliku O,. [1] (Reakce 2)

dopamine norepinephrine
OH
HO HO
dopamine 3-monooxygenase

mHz P P yosnase NH,

HO T o - HO
0, H,0,

ascorbic acid dehydroascorbic acid

Reakce 2- Syntéza noradrenalinu (norepinefrinu) z dopaminu — prevzato z [22]

Krevni srazeci faktory V, VIII

Krevni srazeci faktor V, nazyvany také proakcelerin nebo labilni faktor, je protein
koagula¢niho systému, ktery neni enzymaticky aktivni, ale funguje jako kofaktor. [23] Vlivem
plUsobeni trombinu je faktor V nejdfive aktivovan a po delsi expozici opét inaktivovan.
Aktivovany faktor V (faktor Va) je kofaktorem faktoru Xa a spolu s vdpenatymi ionty Ca?*
a fosfolipidy aktivuji faktor Il (protrombin) na trombin (faktor Ila). Trombin poté stépi

cirkulujici fibrinogen na fibrinové monomery, které spolu polymerizuji a vytvareji krevni

srazeninu. [15]

Nedostatek faktoru V vede ke krvacivym staviim, které zplsobuji zvySeny sklon
k trombdze. Mutace faktoru V, tzv. Leidenskd mutace, je geneticky podminénd zdmeéna

aminokyseliny argininu za glutamin v pozici 506 faktoru V. [15]

Krevni srazeci faktor VIII, nazyvany také antihemofilicky faktor A, je protein
koagula¢niho systému, ktery je stejné jako faktor V enzymaticky neaktivni a funguje jako
kofaktor. Je syntetizovany v jatrech a v krvi cirkuluje v komplexu s Von Willebrandovym

faktorem. Z této vazby se faktor VIII uvolni pti kontaktu s negativné nabitymi fosfolipidovymi

21



povrchy a faktor VIII je aktivovan na faktor Vllla plisobenim trombinu (faktor Ila) nebo faktoru
Xa. Aktivovany faktor Vllla tvori komplex s faktorem IXa. Poté v kombinaci s membranovymi

fosfolipidy a vdpenatymi ionty Ca?* aktivuje faktor X na faktor Xa. [15, 23]

Dysfunkce faktoru VIII nebo jeho nedostatek se klinicky projevuje jako hemofilie A.
Pro spravny chod hemostdzy je potiebna alespori 25% koncentrace faktoru VIII. Jestlize
hladina klesne pod 5 %, objevuiji se klinické priznaky (krvaceni po leh¢im poranéni). U pacientl
s hladinou mezi 1-5 % ma choroba mirnéjsi priibéh, u pacientt s hladinou pod 1 % ma choroba
prabéh tézky. [15] Existuje také urcita souvislost s hladinou faktoru VIl a krevnim skupinovym
systémem ABO. U jedincl s krevni skupinou 0 nalezneme nizsi hladiny faktoru VIl nez u jedincl

s krevni skupinou A, B nebo AB. [23]

4.3. Metabolismus médi

Metabolismus médi je pfrisné koordinovany proces, ktery probihda na intraceluldrni
i interceluldrni Urovni. Zahrnuje procesy intestinalni absorpce, distribuce, eflux z bunék a jeho

vylucovani Zlu¢ovymi cestami. [1]

Denni pfijem médi se pohybuje okolo 2 — 5 mg. [2] U¢innost vstfebavani se pohybuje
vrozmezi 12 — 50 % z obsahu médi v potravé. [7] Absorpce médi zavisi na chemické formé,
ve které se méd vyskytuje. Jestlize se nachazi ve vysoce rozpustnych slou¢enindch médi, poté
se vstiebdvd snadno. Naopak jestlize jsou pfritomny faktory, které inhibuji absorpci médi
na urovni stfevniho lumen, dochazi k snizeni jeji celkové biologické dostupnosti, a to vede
k snizeni jeji intraluminarni rozpustnosti nebo dochazi ke kompetitivni interakci
s transportnim proteinem médi pres sliznici. [1] Mezi slozky, které negativné ovliviiuji absorpci
médi patfi: vldknina, fytat, vitamin C, fruktdza, Zelezo, zinek, kadmium. Posledni dva uvedeni
zastupci patfi mezi nejsilnéjsi kompetitivni inhibitory médi. Tyto slozky ovliviuji absorpci jen
kdyzZ jsou prijimany ve vysokych davkach (vldknina >50 g/den, vitamin C > 1500 mg/den).
Pfi pfijmu normalniho mnozstvi neni vstiebavani médi ovlivnéno. Naopak pfi ptijmu vysokého

mnozstvi bilkovin (> 100 g/den) se biologickd dostupnost médi zvysuje. [1, 7]

Méd je vstfebavana hlavné v horni ¢asti duodena a z mensi ¢asti v Zaludku. V této casti
je vstiebano 10 — 50 % médi. [7] Vstrebavani v tenkém stievé probiha bud difuzi nebo pomoci
transportnich proteind 1-DMT1 nebo 1-CTR1. Protein 1-DMT1 je bivalentni kovovy
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transportér, ktery vaze Zelezo a jiné bivalentni kovy, mezi které patfi napf. méd a mangan.
Afinita médi k tomuto transportéru je relativné nizkd. Protein 1-CTR1 je specificky transportér
pro Cu?*ionty a hraje klicovou roli v procesu absorpce. [1] Po vstupu médi do buriky stfevni
sliznice se vaZze na bilkovinu metalothionein, kterd reguluje rychlost transportu médi z bunék
do vnitfniho prostredi. [7] O vazbu na tuto bilkovinu méd soutézi se zinkem a jestlize
je na bilkovinu navazana, je transportovana do krve. V krvi je méd' vazana na krevni bilkoviny,
predevsim na albumin, kde je vdzdna pres aminodusik a imidazolovy dusik histidinu. Dale mize
byt vazana na transkuprein a nizkomolekularni ligandy. Takto vazand méd je rychle
vychytavdna jatry a v mensi mife ledvinami. [7] V jatrech je bud zabudovana do jaternich
enzyml, nebo je zabudovana do ferroxidazy ceruloplasminu. Méd, kterd je vazana
na ceruloplasmin je uvolfiovana do krve a prenasena k bunkam, které na svém povrchu
obsahuji specifické receptory pro ceruloplasmin. Po navdazani na tyto specifické receptory
je méd'z vazby uvolnéna a vstupuje do bunék. [7] Ceruloplasmin uvolfiovany do krevni plazmy
oxiduje plazmatické Zeleznaté ionty Fe?* na ionty Zelezité Fe3*. Ceruloplasmin vaZe pfiblizné
93 % plazmatické médi. Do tkani je z ceruloplasminu uvolfiovdno jen malé mnozZstvi médi.
Ceruloplasmin, ktery je jiz opotfebovany je v jatrech odbouran a plisobenim P-typu ATPazy
ATP7B je méd pevné navdzdna na proteiny a je vyluCovana predevsim Zluci
do gastrointestinalniho traktu (70 %) a poté odchazi stolici ven z téla. Zlu¢i se vyluduje
ve formé Spatné vstrebatelnych komplext. Zbylych 30 % je bud neabsorbovand méd nebo
méd' z deskvamacnich slizni¢nich bunék. Mensi mnozstvi médi mlze byt znovu reabsorbovano
ve stfevé. Denné se stolici vyloudi pfiblizné 1,2 mg médi. Mensi ¢ast je vylouc¢ena modi,

kdy je vylouceno pouze 1 —2 % absorbované médi. [1, 7, 24, 25, 26]

4.4. Toxicita médi

Prestoze je méd nepostradatelnym esencialnim prvkem lidského organismu, mGze byt
také potencidlné nebezpecna a jeji nerovnovaha mze vést k celé fadé zdravotnich problému.
S akutni a chronickou intoxikaci se setkavame relativné zridka, jde hlavné o disledky nehody,

pracovniho Urazu, znecisténi Zivotniho prostfedi nebo vrozené metabolické poruchy. [1]
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Akutni expozice

Denni ptijem médi se pohybuje okolo 2 — 5 mg, coz nékolikanasobné prevysuje
doporucenou denni davku. [2] Takovd davka médi vSak neni pro télo toxicka a télo se s ni
dokdaze vyporadat. Problém muze nastat, kdyz je méd' prijimand ve velmi vysokém mnozstvi,
napft. pfi poZiti nad 250 mg médi soucasné, poté se méd projevuje jako tzv. kovovy jed, ktery
vyvoldva vaziné zdravotni problémy, podobné jako jiné tézké kovy (rtut, olovo). Tato davka
nevratné zastavuje plsobeni jinak prospésnych a dullezitych enzym(. [27] K akutni otravé
meédi mUZe dojit také pfi piti vétSiho mnozstvi pitné vody, kterd je kontaminovana vysokym
obsahem médi (3 — 6 mg/l) nebo pfi vdechovani médi ve formé aerosolu nebo jemného
prachu. [1, 7] Je vSak dllezZité si uvédomit, Ze kazdy ¢lovék je individudlni a hranice mnozstvi
prijaté médi se u kazdého muze liSit. U nékterych citlivéjSich jedincl, maze byt funkce
nenavratné poskozena i pfi davce 10 mg. [27] Svétova zdravotnicka organizace WHO dospéla
k zavéru, Ze smrtelnd perordlné podana davka soli médi je pfiblizné 200 mg médi na kilogram

télesné hmotnosti. [28]

Nadbytek médi se projevuje zvracenim, prlijmy, podrazdénim Zaludku, nevolnosti,
krecemi, bolestmi hlavy, tachykardii, respira¢nimi obtizemi, hemolytickou anémii, masivnim
gastrointestinalnim krvacenim. Nejvice jsou posSkozeny jatra a ledviny, kde mizZe dojit

k nendvratnému poskozeni. [1, 27]

Chronicka expozice

Chronickd otrava muizZe byt vyvolana pitim pitné vody s vysokym obsahem médi
(médéné vodovodni potrubi) nebo jidlem pfipravovanym v médéném nddobi. Chronicky
nadmérny pfisun médi se v prvni fadé projevuje iritaci zazivaciho traktu se zvracenim
a prtjmy. Nasledné vysoké koncentrace mohou vést azZ k jaterni cirhdze s epizodami hemolyzy
a poruchami imunitniho systému. [7] Mezi doprovodné pfiznaky chronické intoxikace patii
poskozeni rendlnich tubull, mozku a dalSich organu. Poskozeni mlzZe byt az v takové mife,
Ze postupuje az do kdomatu, jaterni nekrdzy, cirkulacniho kolapsu az k smrti. [1] K ukladani
médi dochazi, jestlize dieta dlouhodobé obsahuje 200 — 500x vice médi, nez je jeji doporucena

denni davka. [7]

Existuje také genetickd porucha metabolismu médi, tzv. Wilsonova choroba, pfi které

se v téle vyskytuje nadbytek médi (viz. kapitola 4.6.).
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4.5. Deficit médi

S klinicky zavaznym nedostatkem médi se u Clovéka setkdavdme velmi zfidka. Pestra
strava, kterou clovék pfijima, zcela pokryje denni potfebu. Pficina nedostatku muze byt bud’
v nedostatec¢ném dietnim prijmu médi (tzv. primarni nedostatek médi) nebo z nedostatecné
absorpce pfijaté médi (tzv. sekunddrni nedostatek médi). [1] Jak jiz bylo vySe zminéno, existuji
nékteré slozky potravin, které mohou absorpci médi snizit tim, Ze soutézi s vazebnym mistem
na proteinu (zinek, kadmium, vitamin C atd.) Existuji skupiny lidi, u kterych se s potencialnim
rizikem nedostatku médi mizeme setkat. Mezi takové skupiny patfi napf. novorozenci
s nizkou porodni vdhou, kojenci vyZivovani nevhodnou umélou vyZivou (napf. kravskym
mlékem), podvyZivené déti, téhotné a kojici matky, pacienti odkazani na totalni parenteralni
podavani vyZivy, jedinci s poruchou vstfebavani Zivin nejraznéjsiho plvodu (napf. syndrom

malabsorpce), diabetici, alkoholici, pacienti s AIDS, vegetariani a vegani. [1, 5, 26]

Mezi pfiznaky nedostatku médi v organismu patfi poruchy srdecniho rytmu, tézka
Unava, maldtnost, vysoky krevni tlak, tfesavka, horecka, bolesti hlavy, anémie, leukopenie,
neutropenie, abnormality kostni difené, osteoporéza, ldmavé vlasy a kosti, zvySena hladina
LDL-cholesterolu (naopak hladina HDL-cholesterolu je snizend), poruchy pigmentace, poruchy
chuti, poruchy mozkovych funkci, zpomaleni mentdlniho vyvoje, poruchy rustu, zvySena
nachylnost k infekcim, snizena tvorba inzulinu a porucha glukozové tolerance. [1, 7, 27] Deficit
médi v téhotenstvi muize vést kzavainym strukturdlnim malformacim, neurologickym

a imunologickym abnormalitdam u potomku. [1]

Existuje také vrozena porucha metabolismu médi, tzv. Menkesova choroba

(viz. kapitola 4.7.).
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4.6. Nemoci spojené s nadbytkem médi

Mezi vrozené poruchy, které jsou spojené s nadbytkem médi patfi Wilsonova choroba
(WD). Wilsonova choroba neboli hepatolentikularni degenerace je dédi¢nd, autozomalné
recesivni porucha zplsobena mutaci genu ATP7B v oblasti 13. chromozomu (13q14.3), ktery
je zodpovédny za zménu v transportu médi, za poruchu exkrece médi Zluci a za inkorporaci
médi do ceruloplasminu. [16, 29] Dochazi k snizenému vylu¢ovani médi do Zluci a v dasledku
toho se volnd méd hromadi primarné v jatrech a sekundarné v mozku, ledvinach. [16, 29]
K manifestaci onemocnéni dochazi pfedevsim v obdobi pozdni adolescence a ¢asné dospélosti
(mezi 15. - 25. rokem Zivota). Incidence nemoci se odhaduje na 1/30 000. [29] Existuje nékolik
forem nemoci. Nejc¢astéjsi je neurologicka forma, jaterni forma a vzacné psychiatricka forma.
[30] Projevy se lisi dle jednotlivych forem. Mezi projevy mlzZeme zaradit akutni hepatitidu,
jaterni cirhdézu, zmény chovani, zmény osobnosti, poruchy ndlad, Gzkosti, maniodeprese, tfes,
zhorseni reci. Mezi dalsi pfiznaky choroby mizeme zaradit ledvinové kameny, hemolytickou
anémii, endokrinologické poruchy, osteopordzu, kataraktu a Kayser-Fleischertv prstenec. [16,
29, 30] Kayser-Fleischeriv prstenec je typickym projevem ukladani médi v rohovce.

Jde o hnédozlaty nesouvisly prstenec, ktery je téZko pozorovatelny pouhym okem. [29]

MozZnosti, které se vyuZivaji pti |é¢bé Wilsonovy choroby je vice. V terapii se uziva
medikamentdzni lécba, kterd vede ke zvySenému vyluéovani médi moci nebo stolici.
Farmakoterapie musi byt podavana trvale a nesmi byt prerusena. [29] Prvni latkou, kterd
se vyuziva je penicilamin. Penicilamin je chelatacni inidlo, které pomoci tvorby chelatu s médi
odstranuje reverzibilni depozita médi z tkani. Nevyhodou penicilaminu je c&asty vyskyt
vedlejSich ucinkd. Alternativou pri lé¢eni Wilsonovy choroby je podavani zinku. Zinek
v burikdch strevni sliznice indukuje syntézu metalothioneinu, ktery s vysokou afinitou vaze
méd. Dochazi ke snizeni resorpce médi ze stfeva a zvySenému vylucovani médi stolici. [29]
V porovnani s penicilaminem je zinek lépe sndsen a minimalné se objevuji zavazné vedlejsi
ucinky. [29, 31] Dalsi moZnosti, ktera se vyuziva v [éCbé je chirurgicka |é¢ba transplantaci jater.
DulezZitou soucasti l1écby je také snizeni obsahu médi v potravinach a pitné vodé. [29] Diky

ucinné terapii je progndza pacientl dobra. [29, 31]
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4.7. Nemoci spojené s nedostatkem médi

vaevys

nemoci Menkesova choroba (MD) a jeji nejmirné;jsi forma tzv. occipital horn syndrome. [32]
Vétsina pacientl vykazuje klasickou zdvaznou formu nemoci, u 10 - 15 % pacientl jsou
pozorovany mirnéjsi fenotypy. [31] Incidence této vzacné poruchy je priblizné 1/300 000. [32]
Menkesova choroba, znama také pod nazvy trichopoliodystrophia, , kinky-hair“ syndrom,
je recesivné dédicna, multisystémova, letalni choroba, ktera je vazana na chromozém X. [16]
Je narusen metabolismus médi, ktery je zpisoben mutaci genu ATP7A. [32] Mutace vede
k neschopnosti stfevnich bunék prenaset méd’ pres serézni membranu do krevni cirkulace
a v dlsledku toho se do enzym inkorporuje pouze malé mnozstvi médi. Mezi enzymy, které
jsou postizeny patfi napf. dopamin — B — hydroxyldza, cytochrom c oxidaza, ceruloplasmin,
superoxid dismutaza, tyrosindza atd. [16] Klinické projevy jsou dlsledkem sniZené aktivity
téchto enzym, ve kterych méd hraje dUlezitou roli. Onemocnéni je charakterizovano tézce
opozdénym mentalnim vyvojem a rlstem, skorbutickymi zménami na kostech, zvracenim,
prajmy, snizenym svalovym tonusem, suchou kuizi se Supinatou seboreickou dermatitidou.
[16, 32] Charakteristickym znakem jsou vlasy, které maji vzhled tzv. pili torti (Obrazek 1). Vlasy
jsou depigmentované, maji vzhled jako ocelova vina a vlasova pochva je zkroucena (,kinky”

nebo ,steely hair”). [30]

Obrazek 1 - Charakteristické vlasy u pacientl s Menkesovou chorobou — prevzato z [32]



Occipital horn syndrom, je charakterizovan predevsim odchylkami v tkanich
s minimalnim vlivem na neuropsychomotoricky vyvoj. Projevuje se postizenim kosti,
deformitami a exostézami, které se objevuji predevSim v oblasti okcipitalnich Gpon(

paraspinalnich svall (odtud pojmenovani occipital horn). [31, 32]

Progndza nemoci je vesmés nepfizniva, jelikoZ neexistuje 1écba, ktera by nemoc zcela
vylécila. Lécba je predevSim symptomatickd a spocivd v parenterdlnim podavani médi.

Postizeni umiraji obvykle do tfi let od narozeni. [31]

4.8. Neurodegenerativni onemocnéni spojené s médi

Nerovnovaha nékterych kovovych iontli (zejména Zn, Cu a Fe), hraje dllezitou roli
v progresi neurodegenerativnich onemocnénich, jako je Alzheimerova choroba, Parkinsonova
choroba, multisystémova atrofie, amyotrofickd lateralni skleréza a Creutzfeldt — Jakobova
nemoc. Alzheimerova a Parkinsonova choroba jsou nejcastéjSimi svékem souvisejici
neurodegenerativni onemocnéni, které souvisi s poruchou homeostazy zine€natych

Zn?* a médnatych Cu?* iontd. [33]
Alzheimerova choroba (AD)

Alzheimerova choroba je neurodegenerativni onemocnéni, které je charakterizovano
progredujicimi poruchami kognitivnich funkci, které jdou doprovazeny degeneraci synapsi
a znaénymi ztratami neurond v mozkové kife a cholinergnich bazalnich jadrech. [33]
V patologii této nemoci najdeme dvé zakladni charakteristiky. Dochazi k vytvareni senilnich
amyloidnich plak(, okolo kterych dochazi k postupnému odumirani neuron(. Jednd
se o loZiska, kde doslo k vysraZzeni B-amyloidu. V téchto amyloidnich placich byly naméreny
zvySené koncentrace Cu, Zn, Fe. Dochazi zde kinterakci téchto kovl s B-amyloidnim
proteinem, coZ ma za nasledek zvySenou akumulaci a toxicitu tohoto peptidu. Druhou zménou
jsou neurofibrilarni klubka, kde dochazi k vzniku abnormalniho hyperfosforylovaného t-

proteinu. [33, 34, 35]

Pro pacienty s alzheimerovou chorobou je charakteristickd snizend hladina médi
v mozku oproti zdravym jedinclim, a naopak vyssi hladina médi vséru (méd v plazmé

nevazand na ceruloplasmin). Zvysené riziko vzniku alzheimerovy choroby je v pfitomnosti
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mutace genu ATP7B, podobné jako u Wilsonovy choroby. Pokud by to tak bylo, mohly
by se k |écbé Alzheimerovy choroby pouZivat chelata¢ni latky, jako u Wilsonovy choroby.
V minulosti se testovala Ié¢ba penicilaminem, ktery vytvari s médi komplexy, které jsou poté
vylouc¢eny moci z téla ven. P¥i |éCbé bylo béhem 24 hodin vylouceno vice nez 200 pg médi,
coZ je pétindsobné vyssi hodnota nez pfi normalnim vyucovani. AvSak u nékterych pacientd
dochazelo kiatrogennimu zhorSeni s neurologickymi pfiznaky, které vznikly v dasledku
redistribuce médi a jeji zvySené hladiny v mozku a krvi. Z tohoto divodu byla Ié¢ba pferusena.

[36]

Na chelatory, které by se v Iécbé daly pouZit jsou kladeny velmi vysoké poZadavky,
napr. jejich schopnost prochazet mozkovou bariérou, nizkd toxicita, jejich specificita. [37]
V soucasnosti se vyzkum soustifedi na vyvoj specifickych chelatord, u kterych by se omezily
toxické vedlejsi ucinky. Mezi cheldtory muUZeme zaradit napf. pyrolidin-dithiokarbamat,
pyridinové derivaty, derivaty redukované Schiffovy baze, bis(hydrazid),
bis(thiosemikarbazon), kliochinol a dalsi derivaty 8-hydroxychinolinu. Ze studie vyplyva,
Ze selektivita pro chelataci médi se zvySuje pfi pouziti tetradentat 2,2 -bis (8-aminochinolinu)
ve srovndani s bidentatem 8-OH-chinoliny. V soucasné dobé se vterapii AD vyuZivaji
4 inhibitory acetylcholinesterdzy (AChE) a Memantin, coZ je antagonista N-methyl-D-

aspartatového receptoru. [37]
Parkinsonova choroba (PD)

Parkinsonova choroba je druha nejéastéji se objevujici neurodegenerativni porucha,
ktera je spojena s rostoucim vékem. [33] Je spojena s ubytkem nervovych bunék v substantia
nigra, které jsou zodpovédné za produkci dopaminu. Klinicky je charakterizovana ¢tyrmi
zakladnimi priznaky, kterymi jsou klidovy tfes, svalova rigidita, pomaly pohyb (bradykineze,
akineze) a poruchami vdrZeni téla (nestabilita). Kromé vySe zminénych ptiznakd pacienti
vykazuji autonomni dysfunkce, kognitivni abnormality, poruchy spdnku, nalady. [38]
V pokrocilejsi fazi se pacienti stdvaji zavislymi na pomoci ostatnich pfi kazdodennich
¢innostech, jako je oblékani, krmeni apod. Etiologie nemoci neni pfesné znama, ale podle
nejnovéjsich studii hraji médnaté a Zelezité ionty v jeji etiologii urcitou roli. U Parkinsonovy
choroby ma méd dvé role. Jako prvni je volnd méd spojena se schopnosti iniciovat nebo
dokonce potencovat tvorbu volnych radikald, jako katalyzator ve Fentonové reakci, pfi které
se relativné stabilni peroxid vodiku pfeméni na vysoce reaktivni hydroxylovy radikal, ktery

29



poté reaguje s proteiny anukleovymi kyselinami. [39] Pro prlibéh Fentonovy reakce
je dllezité, aby méd fungovala jako katalyzator musi se vyskytovat v oxida¢nim stavu +l a musi
byt volnd. [38] Méd se také Ucasti oligomerace a-synukleinu a tvorby tzv. Lewyho télisek, kde
se predpoklada, Ze dochazi k tvorbé komplexu mezi ionty médi a cytosolickym proteinem a-
synukleinem. [38, 40] Za druhé je méd kofaktorem dulezitych antioxidacnich enzym(, napfr.
Cu?*/Zn?* SOD, ktera oxidaéni stres redukuje. [39] U pacient( s Parkinsonovou chorobou jsou
hladiny médi v substantia nigra a jadru caudete sniZzené, a naopak je zde zvySeny obsah Zeleza.

(38]

Soucasna terapie, kterd spocivd v poddvani dopaminového prekurzoru levodopy,
agonistll dopaminu (napf. pramipexol, bromokriptin), inhibitord MAO B (selegilin) poskytuji
pouze symptomatickou ulevu. Nyni neexistuje zadnd lécba, kterd by chorobu modifikovala.

[38]

4.9. DalSi onemocnéni spojené s médi

Vzhledem ktomu, Ze méd, jak jiz bylo vySe zminéno se Ucastni oxidacniho stresu
v organismu, da se predpokladat jeji vliv v mnoha rlznych patologickych onemocnéni, mezi
kterd muUzeme zaradit kardiovaskuldarni onemocnéni, rakovinu, diabetes mellitus a také

nemoci zminéné jiz vyse. [41]

Mezi jednu z hlavnich pficin kardiovaskuldrnich onemocnéni je fazena aterosklerdza,
coz je multifaktorialni onemocnéni cévni stény, pfi kterém dochazi k ukladani lipidovych plat(
v subendotelidlnim prostoru cévy. Jelikoz méd se podili na oxidacnim stresu organismu
vyvolaném reaktivnimi radikaly, hraje také dulezitou roli v kardiovaskularnich onemocnénich,
mezi které mlGzeme zaradit pravé aterosklerdzu, ischemickou chorobu srdecni, hypertenzi,
kardiomyopatii, srde¢ni hypertrofii a méstnavé srdecni selhdni. Je silnym katalyzatorem
oxidace LDL cholesterolu a muzZe byt zapojena do modifikace LDL v aterogenni formu.
U pacientl s hypertenzi byly nalezeny zvySené hodnoty superoxidového radikalu a peroxidu
vodiku, coZ odpovida teorii, Ze oxidacni stres vyvolany reaktivnimi radikaly hraje zasadni roli

v patogenezi hypertenze. [41]

Méd ma cytotoxické a genotoxické ucinky na lidské bunky, je tedy schopna produkovat
reaktivni radikdly, které mizeme spojit s tvorbou tumord na rlizné drovni. Reaktivni radikaly

mohou zpuUsobit jednovlaknové nebo dvouvldknové zlomy, modifikace na purinovych,
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pyrimidinovych a deoxyribosovych bazich. Takové poskozeni DNA muzZe vést k rlznym
abnormalitam, které mohou byt spojeny s karcinogenezi. Méd' je tedy kofaktorem zdakladnich
procesll, které mohou vést k angiogenezi tumoru. [41] U mnoha typl lidskych tumor( byly
v rakovinné tkdni nalezeny extrémné zvySené hladiny médi, jako priklad mliZeme uvést
lymfom, bronchogenni a hrtanové skvamoceluldrni karcinomy, karcinom délozniho hrdla,
prsu, Zaludku a také karcinom plic. [42, 43] ZvySend hladina médi v séru také korelovala
se stadiem a progresi nemoci u pacientt s kolorektalnim karcinomem a karcinomem prsu. [43]
Existuje hypotéza, Ze hladina médi v séru m(ze slouzit jako biomarker recidivy karcinomu
a mUZe na ni byt méfena ucinnost |éCby. Naproti tomu, hladiny zinku, Zeleza a selenu jsou
u pacientl s rakovinou c¢asto nizsi. [43] Nicméné prokazatelnd souvislost mezi zvySenou

hladinou médi a vyskytem rakoviny nebyla nikdy potvrzena.

Diabetes mellitus (DM) je heterogenni chronické metabolické onemocnéni, které
se projevuje predevsim hyperglykémii a glykosurii. DM mlzZeme rozdélit do tfi zdkladnich
skupin: gestacni diabetes, ktery zjistime poprvé v pribéhu téhotenstvi, DM 1. typu, ktery
je imunitniho pavodu a DM 2. typu, na jehoZ vzniku se podili mnoho faktor(, mezi které
mUlzZeme zaradit nezdravy Zivotni styl, nedostatek fyzické aktivity, koureni atd. [44] Dalsi
moznou pficinou jeho vzniku je nedostatek nebo nevyvazenost zakladnich stopovych prvka,
které se Ucastni zdkladnich enzymatickych procesi a mohou zplsobit zhrouceni
antioxidacniho systému a glukdzovou intoleranci. MGzZeme mezi né zaradit méd, chrom, selen,
vanad, zinek. [44] Oxidacni stres v organismu pusobi na mnoha Urovnich a muzZe také poskodit
B-buniky pankreatu. Jedna se o buriky slinivky bfisni produkujici hormon inzulin, ktery snizuje
obsah glukdzy v krvi. Nedostatek inzulinu, nebo jeho nedostatecny uUcinek vede k DM. B-buriky
jsou vysoce citlivé na reaktivni formy kysliku a dusiku, které mohou interagovat se substraty,
které jsou zapojeny do inzulinové rezistence. [41] Mezi substraty mlzeme zaradit napfr.
dekarboxylazu kyseliny glutdmové, coz je hlavni antioxidant B-bunék, ddle AMP-aktivovana
protein kinaza a dalsi signalni molekuly. Aktivace signalnich molekul mdze inhibovat transport
glukdzy, coz vede k vzniku inzulinové rezistence. [45] Studie, které hodnotily enzymatické
a neenzymatické markery oxidacniho stresu vsouvislosti s diabetem ukazaly, Ze aktivita
superoxid dismutazy a peroxidace lipida byla vyssi u diabetik(l oproti zdravym pacientim.

Celkové u pacientl s DM byly naméreny vyssi hladiny médi oproti zdravym kontrolam. [41]
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5. Chelatace médi

Chelatace je fyzikalné chemicky proces, pfi kterém dochazi k tvorbé vazeb mezi dvéma
a vice samostatnymi vazebnymi misty ligandu a jednim centralnim atomem. [46] Nejcasté;i
jde o vazbu organické slouceniny na kationt kovu (méd, Zelezo, vapnik, atd). Pfi chelataci
v lidském organismu dochazi k tvorbé komplexu, ktery je poté z organismu vyloucen. [47]

Termin je odvozen z feckého vyrazu chelé, které znamena klepeto. [46]

Chelatacni latky jsou vyuZivané v Siroké Skdle oboru. Pro nas je dllezity jejich vyznam
v mediciné, kde se vyuZivaji ke zlepSeni stav(, pfi kterych je organismus pretizen médi nebo
kdy dochazi k akumulaci médi v organismu. Klinicky pouZivané cheldtory se zaméruji
na odstranéni médi nebo omezeni jeji biologické dostupnosti. [48] Pfikladem onemocnéni,
kde bylo vyuziti chelatord médi uspésné, je Wilsonova choroba, pti které dochazi k ukladani
médi v organismu. [48] DalSim prikladem poutZiti cheldtorli médi je pfi 1écbé Alzheimerovy
choroby. U pacientl s Alzheimerovou chorobou nachdazime vyssi hladiny médi v plazmé a nizsi
hladiny v mozku. Distribuce médi v mozku je nevyvazena, protoze v amyloidnich placich
se naopak vyskytuje zvysené mnozstvi médi. K [écbé se vyuziva kliochinol, ktery odstranuje
méd' a zinek z amyloidnich plakd. [49, 50] Chelatacni terapie se také uZiva pfi otravach
toxickymi kovovymi ionty (napf. olovem). Chelatory vdZou toxické kovové ionty k sobé
a vznikaji slozité struktury, které se snadno vylucuji z téla (prikladem cheldtoru je 2,3-
dimerkaprol). [47,48] Dale se chelatacni latky vyuZivaji pfi odstranéni Zeleza

pfi hemochromatdzach. [48]

Chelatacni latky vyuzivané v terapii musi spliovat urcitd kritéria. Musi mit vysokou
afinitu pro toxicky kov, nizkou afinitu k zakladnim kovim, minimalni toxicitu, musi byt
rozpustné v lipidech a musi byt dobfe absorbovatelné z gastrointestinalniho traktu. Zatim
neexistuje Zadné chelatacni Cinidlo, které by vSechna poZadovana kritéria splfiovalo. [47]
Slouceniny, které jsou zkoumany pro chelatacni aktivitu, musi byt navrzeny tak, aby tvofily
stabilni komplexy s ionty kovu (médi). Je potfeba znat jejich chemickou strukturu. Znalost
struktury vede k analyze interakce meziligandem a médi. Podle toho jsou vybirany slouceniny,
které jsou vyuzity k chelatacni terapii. Napf. ionty médi preferuji rizné vazebné strukturalni
skupiny podle toho v jakém oxidaénim stavu se vyskytuji. Méd' v oxidaénim stavu Cu* tvofi
komplexy s tetrahedralni, trigonalni nebo linedrni geometrickou strukturou. Méd'v oxidac¢nim

stavu Cu?* tvofi komplexy s étvercové-rovinnymi, trigonalnimi a étvercovymi pyramidami. [49]
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Existuji také chelatory médi, které jsou schopné zménit oxida¢ni stav médi z Cu?* na Cu*. Jak
jiz bylo popsano vyse, proteiny, které se vazi na Cu?* se lisi od protein(, které vazi Cu*. Jednim
z potencidlnich G¢ink( cheldtoru médi je odstranit protein médi Cu?* z jednoho mista, prevést
ho na stav Cu* a poté ho pfenést na protein, ktery tento oxidacni stav médi vaze. Prikladem

takového cheldtoru je napt. neocuproin, bathocuproin. [49]

Piiklady vyuZivanych cheldtor médi, které maji vysokou afinitu k Cu?*, jsou kyselina
ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Obrazek 2) a kyselina diethylentriaminpentaoctova (DTPA)
(Obrazek 3). DalSimi latkami jsou trientin, tetraethylenpentamin (TEPA), D-penicilamin,

tetrathiomolybdenan, kliochinolin, neocuproin, bathocuproin a dalsi. [49]
o]
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Obrazek 2- Vzorec kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA)

H
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Obrazek 3- Vzorec kyseliny diethylentriaminpentaoctové (DTPA)
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6. Redukce médi

Redoxni reakce neboli oxidaéné-redukcni reakce jsou zakladnimi reakcemi mnoha
biochemickych cest v lidském organismu. Oxidace je chemicka reakce, pfi které dochazi
ke ztraté elektronl a ke zvySovani oxidac¢niho cisla. Redukce je naopak reakce, pti které
dochazi k ziskani elektronl a ke sniZovani oxidac¢niho &isla. Oxida¢nim cinidlem je chemicka
sloucenina, kterd muze pfijmout elektron. Redukénim cinidlem je chemicka sloucenina, ktera
elektrony daruje. Oxidace a redukce probihaji vidy soucasné, jeden prvek se redukuje

za oxidace prvku druhého. [51]

Priblizné 90 % médi se v organismu vyskytuje ve formé vazané na proteiny nebo
peptidy (ceruloplasmin, sérovy albumin). [1] Zbyld méd' se vyskytuje jako volnd a mizeme
ji nalézt ve dvou zakladnich oxidac¢nich stavech. Vétsina se nachazi ve formé médnatym iontu
Cu?*, protoze v pfitomnosti kysliku se nestabilni méd' v oxidaénim stavu Cu* snadno oxiduje
na ionty médnaté Cu?". [52] Oxidace médi je reverzibilni, protoZe v pfitomnosti silnych
redukcnich Cinidel se mlze redukovat zpét na médné ionty. Mezi takova redukéni Cinidla,
ktera jsou schopna médnaté ionty redukovat na médné miZeme zaradit askorbat a sniZzené
hladiny glutathionu. [52] Redukované médné ionty jsou schopny katalyzovat tvorbu volnych
radikdll a tim zvySovat riziko oxidacniho stresu a tvorbu vysoce reaktivnich forem kysliku
(ROS) prostrednictvim Fentonovy reakce (Reakce 3). BEhem Fentonovy reakce Zeleznaté ionty
Fe?* nebo médné ionty Cu* transformuji slaby peroxid vodiku na hydroxylovy radikal OH-. [52,
53] Peroxid vodiku se v bunkich vyskytuje jako vedlejsi produkt metabolismu kysliku
a je relativné nesSkodny, jelikoZz se vyskytuje v mikromolarnich koncentracich. [53] Vznikly
hydroxylovy radikal patfi mezi jeden z nejreaktivnéjsich radikali a mlzZe reagovat se vsemi
bunéénymi kompartmenty. Muize bunky poskodit napf. oxidaci proteind, lipidd, mastnych
kyselin a nukleovych kyselin, ¢imz se podili na patogenezi starnuti, karcinogenezi, na vzniku

neurodegenerativnich, autoimunitnich, kardiovaskuldrnich a jinych onemocnénich. [53, 54]

Cu(l) + H,0; ¢ Cu(ll) + OH™ + OH-

Reakce 3- Fentonova reakce
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7. Alkaloidy

Alkaloidy jsou sekundarni metabolity, které se vyskytuji v rostlinach. Jsou to pfirodni
bioaktivni |atky zdsadité povahy, které ve své struktufe obsahuji atom dusiku, ktery je bud’
alifaticky nebo zabudovan ve struktufe heterocyklu. V organismu se transformuji na aktivni
metabolity, které se vyznacuji jistymi biologickymi aktivitami. Alkaloidy ve vysSich davkach
pUsobi na organismus toxicky, ale pfi nizkych koncentracich se mohou vyuzit k Iécbé
nejriznéjSich onemocnéni. Ve vétsiné pripadu plni ochrannou funkci. [55] V experimentalni

Casti prace byly pouzity isochinolinové alkaloidy ¢ty podskupin:
APORFINOVE ALKALOIDY - boldin, isokorydin, (+)-bulbokapnin, (+)-korydin, glaucin

BOLDIN

Obrazek 4 - Vzorec boldinu

Boldin je jednim z vyznamnych aporfinovych alkaloid(, nebot jeho vyuZiti je diky
Sirokému spektru ucinkd nesporné. [56] Mezi jeden z hlavnich biologickych ucinkd boldinu
patfi jeho antioxidacni aktivita. Brani peroxidaci lipid(, poskozeni proteind a puUsobi jako
scavenger volnych radikal(. [56, 57] PlUsobi také hepatoprotektivné na lidské jaterni burky,
které chrani proti mikrosomdlni peroxidaci lipidd. In vitro inhibuje oxidaci LDL,
u experimentalnich zvirat in vivo zpomaluje nastup aterosklerdzy, vyvoj diabetu a zpomaluje
patogenezi tohoto onemocnéni. [56, 57] Mezi dalsi ucinky boldinu patfi schopnost branit
rozsiteni Zivych organismu do lidského téla (virt, bakterii, prvokd, ¢ervl) a rozsifeni metastaz
zhoubnych nadora po lidském téle. [56] Uplatriuje se tedy jako antitumorové agens, napf.
je silné specificky cytotoxicky na karcinom lidského hrtanu (HEp-2). [56, 57] Dale boldin hraje

vyznamnou roli v zanétlivych procesech, kde pUsobi protizanétlivé, antipyreticky a je schopen
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inhibovat ROS. [56, 57] Boldin ovliviiuje také serotoninovy systém (5HT,a receptory),
kde v zavislosti na podminkdach pusobi jako agonista nebo antagonista. [56] /n vivo vykazuje
dopaminergni  aktivitu. Je znamo, Ze boldin inhibuje acetylcholinesterazu
a butylcholinesterdazu, ¢imz stimuluje cholinergni systém a ma potencial v 1é¢bé Alzheimerovy
choroby. [56, 58] V dusledku interakce s adrenergnimi receptory ma urcité neuroleptické,
antikonvulzivni a antinociceptivni ucinky. [56] Dale blokuje vapnikové kanaly na a-1
receptorech, kde plsobi jako kompetitivni antagonista. [56] Boldin ovliviiuje kardiovaskularni
systém tim, Ze inhibuje tvorbu tromboxanu (TXA2), ¢imz navozuje antitrombocytarni ucinek.
[56] Ma vliv také na trdvici soustavu organismu, kde zvySuje sekreci Zluci,
ma hepatoprotektivni ucinky, chrani Zalude¢ni mukdzu pred posSkozenim a ma urcity
prokineticky ucinek. [56] Dale ma antihyperglykemicky ucinek. [58] Na zakladné inhibi¢ni
aktivity boldinu vUci tyrosindze, Ize boldin povaZovat za potencidlni pfirodni antipigmentacni
l[atku. [59] Zakladem vSech Ucink( boldinu je hlavné jeho scavengerova a antioxidacni aktivita,

od kterych se odviji dalsi ucinky. [56]

ISOKORYDIN

Obrdazek 5 - Vzorec isokorydinu

Isokorydin se vyznacuje Sirokou Skalou biologické aktivity. Mezi jeho ucinky miZeme
zaradit ucinky vazodilatacni, antiarytmické a antihypoxické. Dale se uziva pro své analgeticko-
spazmolytické ucinky v IéCbé bolesti, ktera je zpusobena krecemi Zaludku, stfeva, Zlucniku
¢i pankreatu. Isokorydin ma také schopnost cilit na bunky, které se vyskytuji v lidském
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hepatoceluldarnim karcinomu a inhibovat jeho rust tim, Ze indukuje zastavu bunécného cyklu
v G2/M fazi a indukuje apoptdzu. Diky tomu se predpokladd, Ze isokorydin by mohl byt

potencialnim chemoterapeutickym ¢inidlem pro lé¢bu karcinomu jater. [60]

BULBOKAPNIN

Obrazek 6 — Vzorec bulbokapninu

Mezi vlastnosti bulbokapninu mlzZeme zaradit vyznamnou schopnost inhibice
acetylcholinesterdzy a butyrylcholinesterdzy, kterd je zavisla na davce. [61] Bulbokapnin je
také inhibitorem cytochromu CYP 3A4 a inhibitorem tyrosinhydroxylazy. [62, 63] V neposledni
fadé je inhibitorem biosyntézy dopaminu, kde plsobi jako antagonista na D1 receptorech.
[63] Vykazuje také antiperoxidacni, neuroleptickou, antikonvulzivni a analgetickou aktivitu.

[64]

KORYDIN

| 1T TTTH

Obrazek 7 - Vzorec korydinu
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Korydin pusobi inhibicné na butyrylcholinesterdzu, ale vici acetylcholinesterdze
je neaktivni. [61] Dale se ukazalo, Ze korydin ma inhibi¢ni Ucinky proti nékolika nadorovym
onemocnénim, napf. proti leukémii P388 a L1210, melanomu B16, rakoviné mocového
méchyie MBC2, adenokarcinomu tlustého stfeva Colon C26 a potlacuje proliferaci lymfocytu

vyvolanou mitogenem. [65]

GLAUCIN

Obrazek 8 - Vzorec glaucinu

Stejné jako boldin vykazuje i glaucin antioxida¢ni aktivitu, tim Ze inhibuje
neenzymatickou peroxidaci lipidi (je schopen se oxidovat na dehydroaporfin nebo
oxoaporfin). [56] Své uplatnéni nachazi také jako antitumorové agens. [56] Ma neuroleptické,
antikonvulzivni a antinociceptivni Gc¢inky v disledku interakce s adrenergnimi receptory. [56]
Dale ma schopnost sniZzovat glykémii. [56] Pusobi také bronchodilatacné, jelikoz glaucin
je selektivni inhibitor fosfodiesterazy 4 v lidskych bronsich, sniZuje spontanni i histaminem
vyvolané napéti bronch( a plsobi jako antagonista na Ca?* kanalech, &imZ je zodpovédny
za relaxaci bronchl. [66] Glaucin vykazuje také antitusické ucinky stejné jako kodein
a dextrometorfan. [67] PUsobi také antifungalné (proti Microsporum gypseum, Microsporum
canis, Trichophyton mentagrophytes a Epidermophyton floccosum). [68] Plsobi slabou
antidopaminergni aktivitou na D1 a D2 receptory a pusobi také jako inhibitor

acetylcholinesterazy. [69, 70]
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MORFINANOVY ALKALOID - (-)-sinoakutin

SINOAKUTIN
0
/ ‘
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KCI I
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Obrazek 9 - Vzorec sinoakutinu

Sinoakutin je prekurzorem morfinu, puasobi jako parcidlni agonista kyseliny y-
aminomaselné a p-opioidniho receptoru aktivovaného G-proteinem a také jako parcialni
agonista na GABA/benzodiazepinovém receptorovém komplexu. [71, 72] Sinoakutin se také
vyznacuje cytoprotektivni antioxidacni aktivitou, nebot chrani buriky pred poskozenim

zpUsobenym peroxidem vodiku. [73]
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PAVINANOVE ALKALOIDY — (-)-kalifornidin, (-)-escholtzin, platycerin

KALIFORNIDIN

O
o
o

Obréazek 10 - Vzorec kalifornidinu

Kalifornidin vykazuje dobrou inhibi¢ni aktivitu vici enzymu acetylcholinesterdze, ktera
byla izolovana z elektrického Uhote. Byly provedeny studie, kdy inhibi¢ni aktivita kalifornidinu
byla testovdna na erytrocytarni acetylcholinesteraze, kde také vykazoval pfiznivou inhibi¢ni
aktivitu, avsak limitujicim faktorem k jeho pouziti je jeho charakter molekuly. Jelikoz se jedna
o kvartérni bazi, jeho prechod pres hematoencefalickou bariéru v mozku je omezeny, proto
se nepovazuje za perspektivni IéCivo k terapii Alzheimerovy choroby. [74] Plsobi také jako
inhibitor prolyl oligopeptidazy, ktera je spojena se schizofrenii, bipolarni afektni poruchou
a souvisejicimi neuropsychiatrickymi onemocnénimi. Z toho dlivodu se kalifornidin zda byt
perspektivni latkou pro vyvoj nového léciva k |écbé neuropsychickych onemocnéni, coz
je predmétem pro dalsi studie. Kalifornidin se vyznacuje také sedativnimi, anxiolytickymi

a mirné analgetickymi ucinky. [74, 75, 76]

ESCHOLTZIN

O 0
O O

Obrazek 11 - Vzorec escholtzinu

Escholtzin stejné jako kalifornidin vykazuje sedativni, anxiolytické a mirné analgetické
ucinky. [74, 75] Escholtzin plsobi také jako silny inhibitor cytochromu CYP 3A4 in vitro. [74]
Z tohoto dlvodu je dilezita opatrnost pfi jeho soucasném pouzivani a léciv, které jsou

metabolizovany pravé pres CYP 3A4, nebot zde mlze dochazet k interakci. Escholtzin vykazuje
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pouze velmi malou aZ Zadnou na ddvce zdvislou inhibi¢ni aktivitu v{ci acetylcholinesteraze
a butyrylcholinesterdze oproti standardu galanthaminu a proto escholtzin nelze povaZzovat
za potencialné vyuzitelny k terapii Alzheimerovy choroby. Escholtzin nevykazuje také Zadnou

antioxidacni aktivitu. [77]

PLATYCERIN

Obrazek 12 - Vzorec platycerinu

Platycerin byl testovan na inhibi¢ni aktivitu v0¢i  acetylcholinesteraze,
butyrylcholinesteraze a prolyl oligopeptiddze. Ve vsech studiich bylo prokazano, ze proti

enzymOm vykazuje velmi slabou inhibi¢ni aktivitu. [76, 78]
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SPIROBENZYLISOCHINOLINOVE ALKALOIDY - (-)-fumaricin, (+)-parfumin

FUMARICIN

Obréazek 13 - Vzorec fumaricinu

Fumaricin byl testovan na inhibi¢ni aktivitu acetylcholinesterazy, butyrylcholinesterazy
a prolyl oligopeptidazy, ale ve vSech pfipadech byla jeho inhibi¢ni aktivita zanedbatelnd. [79]

Fumaricin vykazuje také antioxidac¢ni aktivitu. [80]

PARFUMIN

Obrazek 14 - Vzorec parfuminu
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Parfumin plsobi jako selektivni inhibitor CYP 3A4 a nepatrné inhibuje také CYP 2D6.
[62] Déle plsobi relaxacné na izolované mysi ileum a sniZuje srdecni frekvenci u izolovaného
perfundovaného srdce potkana. Ma mirné pozitivni inotropni ucinky, ale pfi vysSich
koncentracich plsobi Gcinkem negativné inotropnim. [81] Parfumin vykazuje také

antioxidacni a antibakteridlni aktivitu. [82]
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8. Experimentalni cast

8.1. Material

8.1.1. Pouzivané pristroje

Analytické vahy Kern ABT 120-5DM

Ultrazvukova lazen Kraintek

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

Spektrofotometr pro mikrotitraéni desticky Synergy HT multidetection microplate reader

BioTec

8.1.2. Pracovni pomticky

96 jamkové mikrotitrac¢ni desticky s plochym dnem (Brand)
Automatické pipety rlznych objem( (Brand)

Vicekanalové pipety rlznych objem (Biohit)

Zkumavky

Mikrozkumavky

8.1.3. Pouzivané chemikalie

Pokud neni uvedeno jinak, vSechny pouZité chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich.
Dimethylsulfoxid (DMSO) Lachner = 99,5%

Disodna sul kyseliny bathocuproindisulfonové (BCS) Cistota neuvedena
Hematoxylin (HEM) certifikovdno Biological Stain Commission

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin ethansulfonova kyselina) > 99,5%
HEPES sodna sul =2 99,5%

Hydroxylamin hydrochlorid (HA) = 99,5%
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Chlorid médny (CuCl) 2 99%

Chlorid sodny (NaCl) = 99,5%

Kyselina chlorovodikova (HCI) > 32%
Kyselina octova (CH3COOH) Penta 2 99%
Octan sodny (CHsCOO'H*) > 99%

Pentahydrat siranu médnatého (CuSO4.5H,0) = 99%

8.1.4. Testované latky

Vsechny testované Ilatky byly izolovdany na katedfe farmaceutické botaniky
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Pouze dvé latky, boldin a isokorydin, byly komeréni
a byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (Praha, Ceskd republika). Cistota viech latek byla
>98 %. V experimentalni casti byly pouzity isochinolinové alkaloidy ¢tyf podskupin

(aporfinové, morfinanové, pavinanové a spirobenzylisochinolinové):

Prvni testovanou skupinou byly alkaloidy aporfinové. Tato skupina obsahovala
5 zastupcl. (+)-Bulbokapnin a (+)korydin byly izolovany ze suSenych hliz dymnivky duté
(Corydalis cava, Papaveraceae). [83] Boldin a isokorydin byly komeréni. Poslednim zastupcem
byl glaucin, ktery byl izolovan ze dreva liliovniku tulipanokvétého (Liriodendron tulipifera,
Magnoliaceae). [84] Jednd se o alkaloidy, které se béiné wvyskytuji u rostlin z Celedi

Papaveraceae.

Druhou skupinou byly alkaloidy morfinanové. Jedinym morfinanovym zastupcem,
ktery byl pouZit v experimentalni ¢asti byl (-)-sinoakutin. Jedna se o alkaloid, ktery se bézné
vyskytuje u rostlin z ¢eledi Papaveraceae. Sinoakutin byl izolovan ze susenych hliz dymnivky

duté (Corydalis cava, Papaveraceae). [83]

Treti skupinou byly alkaloidy pavinanové, které byly zastoupeny 3 latkami. Prvnim
zastupcem byl (-)-kalifornidin, druhym zastupcem byl (-)-escholtzin. Oba alkaloidy byly
izolovany ze susenych nadzemnich casti a kofenl sluncovky kalifornské (Eschscholzia
californica, Papaveraceae). [85] Posledni zastupce platycerin, byl izolovan z nadzemnich ¢asti

a korenU pleskanky (Argemnone platyceras, Papaveraceae). [86]
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Posledni  testovanou skupinou byly alkaloidy spirobenzylischoninolinové.
V experimentalni ¢asti prace byly pouzity 2 zastupci. Prvnim zastupcem byl (-)-fumaricin
a druhym zastupcem byl (+)-parfumin. Spirobenzylisochinolinové alkaloidy byly izolovany

ze suSenych nadzemnich ¢asti zemédymu lékarského (Fumaria officinalis, Papaveraceae). [87]
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8.2. Metody

8.2.1. Priprava zakladnich roztoku

Roztok médnatych iontd 5mM

Roztok byl pfipraven rozpusténim pentahydratu siranu médnatého CuSO4.5H,0 v destilované

vodé. Molekulova hmotnost CuSO4.5H,0: 249,69 g/mol.
Tento roztok byl ddle zfredén na koncentraci 250uM v DMSO.

Roztok médnych iontd 5mM

Roztok byl pfipraven rozpusténim CuCl ve vodném roztoku 0,1M HCl a 1M NacCl. Molekulova

hmotnost CuCl: 98,99 g/mol.

Rozpoustédlo pro CuCl bylo pfipraveno pomoci 0,1M roztoku HCI, ve kterém byl rozpustén
NaCl na 1M roztok. 0,1M roztok HCI byl pfipraven rozpusténim 442 pl 32% HCl v 44558 pl

destilované vody.
Molekulova hmotnost HCI: 36,46 g/mol. Molekulovd hmotnost NaCl:58,44 g/mol.
Tento roztok byl ddle zfredén na koncentraci 250uM v DMSO.

Roztok hydroxylamin hydrochloridu 100mM

Roztok byl pfipraven rozpusténim hydroxylamin hydrochloridu NH;OH.HCl v destilované vodé.

Molekulova hmotnost NH,OH.HCI: 69,49 g/mol.

Roztok hydroxylamin hydrochloridu 10mM a 1mM

Roztok byl pfipraven nafedénim zasobniho roztoku hydroxylamin hydrochloridu 10mM.

Roztok disodné soli kyseliny bathocuproindisulfonové 5mM

Roztok byl pfipraven rozpusténim disodné soli kyseliny bathocuproindisulfonové

v destilované vodé. Molekulova hmotnost BCS: 564,54 g/mol.

Roztok hematoxylinu 5mM

Roztok byl pfipraven rozpusténim hematoxylinu v DMSO. Molekulovd hmotnost

hematoxylinu: 302,28 g/mol. Tento roztok je pouzitelny po dobu cca 5 hodin.
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Tento roztok byl dale zfedén na koncentraci 250uM v DMSO. Zfedény roztok je pouzitelny

po dobu 90 minut.

Roztok testované latky

Roztok byl pfipraven rozpusténim testované latky v DMSO. Vychozi koncentrace obvykle byla

10mM. Déle byl roztok o koncentraci 10mM fedén v DMSO na poZadované koncentrace podle

potieby.

8.2.2. Kontrola pfipravenych zakladnich roztokt médi

Kontrola zakladnich roztok médi o koncentraci 5mM Cu?* a Cu* se provadi jako dikaz

spravnosti pripravy téchto roztok(. Vlastni kontrola roztokd se provadi ve dvou jamkdach

mikrotitra¢ni desticky.

Postup kontroly zakladnich roztok( Cu?*:

1)
2)
3)

4)
5)
6)
7)

Do jamek mikrotitracni desti¢ky bylo napipetovano 150 ul pufru o pH 7.5.

Do testovacich jamek bylo napipetovano 50 pl 1mM roztoku hydroxylaminu.
Nasledné bylo napipetovano 50 pl 0,25mM roztoku Cu?*. Tento roztok byl ziskdn
zfedénim 50 pl zakladniho roztoku médnatych iontd 950 pl superdcisté vody.

Poté byla mikrotitracni desticka 1 minutu michana na tfepacce.

Do testovacich jamek bylo pfidano 50 ul 5mM roztoku BCS.

Pfed vlastnim mérenim absorbance bylo vy¢kano alespon 1 minutu.

Mikrotitracni desticka byla vloZzena do spektrofotometru a byla zméfena absorbance

pfi 484 nm. Roztok, ktery byl spravné pfipraveny mél absorbanci okolo 0,50 —0,55.

Postup kontroly zdkladnich roztokt Cu*:

1)
2)
3)

4)
5)
6)

Do jamek mikrotitracni destic¢ky bylo napipetovano 150 ul pufru o pH 7.5.

Do testovacich jamek bylo napipetovano 50 pl 1mM roztoku hydroxylaminu.
Nasledné bylo napipetovano 50 ul 0,25mM roztoku Cu*. Tento roztok byl ziskan
zfedénim 50 pl zakladniho roztoku médnatych iontd 950 pl superdcisté vody.

Poté byla mikrotitracni desticka 1 minutu michana na tfepacce.

Do testovacich jamek bylo pfidano 50 pul 5mM roztoku BCS.

Pfed vlastnim mérenim absorbance bylo vy¢kano alespon 1 minutu.
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7)

8.2.3.

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

8)

Mikrotitracni desticka byla vloZzena do spektrofotometru a byla zmérena absorbance

pfi 484 nm. Roztok, ktery byl spravné pfipraveny mél absorbanci okolo 0,50 —0,55.

Kalibrace médnatych iontt
Vlastni provedeni experimentu probihalo podle nize uvedeného schématu
(Obrazek 15), kde pro kazdou koncentraci médnatych iontd bylo vyuZito 6 jamek. T¥i
vrchni  jamky  obsahovaly indikdtor  (roztok  disodné soli  kyseliny
bathocuproindisulfonové). Spodni tti jamky, oznacované jako slepé, obsahovaly vodu.
Kontrolni jamky neobsahovaly roztok médnatych iontl dané koncentrace, ale
destilovanou vodu.
Do vsech jamek bylo napipetovéano 150 ul pufru o pH 6.8.
Nasledné bylo do vSech jamek pfiddano 50 pl 1mM roztoku hydroxylamin
hydrochloridu.
Dale bylo pridano 50 pl roztoku médnatych iontll dané koncentrace do jamek
testovacich. Do jamek kontrolnich bylo pfidano 50 ul destilované vody.
Mikrotitracni destic¢ka byla michdna 1 minutu na trepacce.
Do prvni poloviny jamek (tzn. prvni tfi fady) bylo pfidano 50 pl roztoku disodné soli
kyseliny bathocuproindisulfonové. Do druhé poloviny jamek bylo ptfiddno 50 ul
destilované vody.
Mikrotitracni desticka byla vloZzena do spektrofotometru a ihned byla zmérena
absorbance pfi 484 nm. Absorbance byla znovu zméfena po 5 minutdch (tzn. méreni
zacalo v ¢ase 4 minuty a 30 sekund).

Z namérenych hodnot byla sestavena kalibrac¢ni kfivka.
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Roztok médnatych iontd c= 50 uM

Roztok médnatych iontl c= 100 uM
Roztok médnatych iontd c= 150 uM
Roztok médnatych iontd c= 200 uM
Roztok médnatych iontd c= 250 uM

Kontrolni jamky

Jamky s

indikatorem

Slepé

vzorky

Jamky testovaci

Jamky kontrolni

8.2.4.

1)

2)
3)

Jamky s indikatorem

Slepé vzorky

Obrazek 15- Schéma mikrotitraéni desticky pfi kalibraci médnatych iont(

Chelatace médnatych iontti v pufru
Vlastni provedeni experimentu probihalo podle nize uvedeného schématu
(Obrazek 16), kde pro kazdou koncentraci testované latky byly vyuzity 4 jamky. Dvé
vrchni  jamky  obsahovaly indikdtor  (roztok  disodné soli  kyseliny
bathocuproindisulfonové). Spodni dvé jamky, oznaCované jako slepé, obsahovaly
vodu. Kontrolni jamky neobsahovaly roztok testované latky, ale rozpoustédio.
Do viech jamek bylo napipetovano 100 pl ptislusného pufru (7.5, 6.8, 5.5, 4.5).
Nasledné bylo pfiddano 50 pl roztoku testované latky prislusné koncentrace do jamek

testovacich. Do jamek kontrolnich bylo pfidano 50 ul rozpoustédla.
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4)
5)
6)

7)
8)

9)

Poté bylo do viech jamek pfidano 50 pl 250uM roztoku Cu?* iontd v DMSO.
Mikrotitracni desti¢ka byla michana 2 minuty na tfepacce.

Dale bylo do vSech jamek pfidano 50 pl 1mM roztoku hydroxylamin hydrochloridu pfi
pH 6.8 a pH 7.5. Pti pH 4.5 a pH 5.5 bylo do vSech jamek pfidano 50 ul 10mM roztoku
hydroxylamin hydrochloridu.

Mikrotitracni desti¢ka byla michana 1 minutu na tfepacce.

Do prvni poloviny jamek (tzn. prvni dvé fady) bylo pfidano 50 pl 5mM roztoku disodné
soli kyseliny bathocuproindisulfonové. Do druhé poloviny jamek bylo pfidano 50 pl
vody.

Mikrotitracni desticka byla vloZzena do spektrofotometru a ihned byla zméfena
absorbance pfi 484 nm. Absorbance byla znovu zméfena po 5 minutdch (tzn. méreni

zaCalo v ¢ase 4 minuty a 30 sekund).

Roztok testované latky C;
Roztok testované latky C;
Roztok testované latky Cs
Roztok testované latky Cx

Kontrolni jamky

Jamky s

indikatorem

Slepé

vzorky

Jamky testovaci

Jamky kontrolni

Jamky s indikatorem

Slepé vzorky

Obrazek 16- Schéma mikrotitraéni desticky pfi chelataci médnatych iontd v pufru
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8.2.5.

1)

2)
3)

4)
5)
6)

7)
8)

9)

Konecny obsah jamky:

100 pl pufru (7.5, 6.8, 5.5, 4.5)

50 pl roztoku testované latky nebo rozpoustédla
50 pl roztoku Cu?* iontd

50 pl roztoku HA

50 pl roztoku BCS nebo vody

Chelatace médnych iontd v pufru
Vlastni provedeni experimentu probihalo podle nize uvedeného schématu
(Obrazek 17), kde pro kazdou koncentraci testované latky byly vyuzity 4 jamky. Dvé
vrchni  jamky  obsahovaly indikdtor (roztok disodné soli  kyseliny
bathocuproindisulfonové). Spodni dvé jamky, oznacované jako slepé, obsahovaly
vodu. Kontrolni jamky neobsahovaly roztok testované latky, ale rozpoustédlo.
Do vsech jamek bylo napipetovédno 100 ul ptislusného pufru (7.5, 6.8, 5.5, 4.5).
Dale bylo do vSech jamek pfidano 50 pl 1ImM roztoku hydroxylamin hydrochloridu pfi
pH 6.8 a pH 7.5. Pfi pH 4.5 a 4.5 bylo do vSech jamek pfiddano 50 pl 10mM roztoku
hydroxylamin hydrochloridu.
Nasledné bylo do vSech jamek pridano 50 pl 250uM roztoku Cu* iontd v DMSO.
Mikrotitracni desti¢ka byla michana 1 minutu na tfepacce.
Poté bylo pridano 50 ul roztoku testované latky ptislusné koncentrace do jamek
testovacich. Do jamek kontrolnich bylo pfidano 50 ul rozpoustédla.
Mikrotitracni destic¢ka byla michdna 2 minuty na tfepacce.
Do prvni poloviny jamek (tzn. prvni dvé fady) bylo pfidano 50 pl 5mM roztoku disodné
soli kyseliny bathocuproindisulfonové. Do druhé poloviny jamek bylo pfidano 50 pl
vody.
Mikrotitracni desticka byla vioZzena do spektrofotometru a ihned byla zméfena
absorbance pri 484 nm. Absorbance byla znovu zméfena po 5 minutdch (tzn. méreni

zacalo v ¢ase 4 minuty a 30 sekund).
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8.2.6.
1)

Roztok testované latky C1
Roztok testované latky C;
Roztok testované latky Cs
Roztok testované latky Cx

Kontrolni jamky

Jamky s

indikatorem

Slepé

vzorky

Jamky testovaci

Jamky kontrolni

Jamky s indikatorem

Slepé vzorky

Obrazek 17- Schéma mikrotitracni desticky pfi chelataci médnych iontl v pufru

Konecny obsah jamky:

100 pl pufru (7.5, 6.8, 5.5, 4.5)

50 pl roztoku HA

50 ul roztoku Cu* iontl

50 pl roztoku testované latky nebo rozpoustédla

50 pl roztoku BCS nebo vody

Chelatace médnatych ionti v DMSO

Vlastni provedeni experimentu probihalo podle nize uvedeného schématu
(Obrazek 18), kde pro kazdou koncentraci testované latky byly vyuzity 4 jamky. Dvé
vrchni  jamky  obsahovaly indikdtor (roztok  disodné soli  kyseliny
bathocuproindisulfonové). Spodni dvé jamky, oznacované jako slepé, obsahovaly

vodu. Kontrolni jamky neobsahovaly roztok testované latky, ale rozpoustédio.
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2)

3)
4)
5)
6)
7)

8)

Bylo napipetovano 100 pl roztoku testované latky pfislusné koncentrace v DMSO do
testovacich jamek. Do jamek kontrolnich bylo napipetovano 100 ul rozpoustédia.
Ndsledné bylo do viech jamek pfiddno 50 pl 250uM roztoku Cu?* iontd v DMSO.
Mikrotitracni desti¢ka byla michana 2 minuty na tfepacce.

Poté bylo pfidano 50 pl 1mM roztoku hydroxylamin hydrochloridu.

Mikrotitracni desti¢ka byla michana 1 minutu na tfepacce.

Do prvni poloviny jamek (tzn. prvni dvé fady) bylo napipetovdno 50 pl 5mM roztoku
disodné soli kyseliny bathocuproindisulfonové. Do druhé poloviny jamek
bylo napipetovano 50 ul vody.

Mikrotitracni desticka byla vloZzena do spektrofotometru a ihned byla zméfena
absorbance pfi 484 nm. Absorbance byla znovu zméfena po 5 minutdch (tzn. méreni

zaCalo v ¢ase 4 minuty a 30 sekund).
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Jamky s
indikatorem
Slepé
vzorky

Jamky testovaci

Jamky kontrolni

Jamky s indikatorem

Slepé vzorky

Obrazek 18- Schéma mikrotitracni desticky pfi chelataci médnatych iontld v DMSO
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8.2.7.

1)

2)

3)
4)
5)
6)

7)

Konecny obsah jamky:

100 pl roztoku testované latky v DMSO nebo DMSO
50 pl roztoku Cu?* iontd
50 pl roztoku HA

50 pl roztoku BCS nebo vody

Chelatace médnych ionti v DMSO
Vlastni provedeni experimentu probihalo podle nize uvedeného schématu
(Obrazek 19), kde pro kazdou koncentraci testované latky byly vyuzity 4 jamky. Dvé
vrchni  jamky  obsahovaly indikdtor  (roztok  disodné soli  kyseliny
bathocuproindisulfonové). Spodni dvé jamky, oznacované jako slepé, obsahovaly
vodu. Kontrolni jamky neobsahovaly roztok testované latky, ale rozpoustédlo.
Bylo napipetovano 100 pl roztoku testované latky pfislusné koncentrace v DMSO do
testovacich jamek. Do jamek kontrolnich bylo napipetovano 100 ul rozpoustédia.
Nasledné bylo ptiddano 50 pl 1mM roztoku hydroxylamin hydrochloridu.
Poté bylo do viech jamek pfiddno 50 pl 250uM roztoku Cu?*iontd.
Mikrotitracni desti¢ka byla michana 2 minuty na tfepacce.
Do prvni poloviny jamek (tzn. prvni dvé fady) bylo napipetovano 50 pl 5mM roztoku
disodné soli kyseliny bathocuproindisulfonové. Do druhé poloviny jamek bylo
napipetovano 50 pl vody.
Mikrotitracni desticka byla vioZzena do spektrofotometru a ihned byla zméfena
absorbance pri 484 nm. Absorbance byla znovu zméfena po 5 minutdch (tzn. méreni

zacalo v ¢ase 4 minuty a 30 sekund).
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Roztok testované latky C;
Roztok testované latky C;
Roztok testované latky Cs
Roztok testované latky Cx
Kontrolni jamky (HA)

Jamky s

indikatorem

Slepé

vzorky

Jamky testovaci

Jamky kontrolni

Jamky s indikatorem

Slepé vzorky

Obrazek 19 - Schéma mikrotitracni destic¢ky pfi chelataci médnych iontld v DMSO

Konecny obsah jamky:

100 ul roztoku testované latky v DMSO nebo DMSO
50 pl roztoku HA
50 ul roztoku Cu* iont(

50 pl roztoku BCS nebo vody

8.2.8. Chelatace médnatych iontli hematoxylinem v pufru

Chelatace hematoxylinem se provadi u médnatych iontd v pufru o pH 7.5, 6.8 a 5.5.

1) Vlastni provedeni experimentu probihalo podle nize uvedeného schématu
(Obrazek 20), kde pro kazdou koncentraci testované latky byly vyuzity 4 jamky. Dvé
vrchni jamy obsahovaly indikdtor (roztok hematoxylinu). Spodni dvé jamky,
oznacované jako slepé, obsahovaly misto hematoxylinu DMSO. Kontrolni jamky

neobsahovaly roztok testované latky, ale rozpoustédlo.
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2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)

Do jamek mikrotitracni desticky bylo napipetovdno 150 pul pfislusného pufru (7.5, 6.8,
5.5).

Nasledné bylo do viech jamek napipetovéno 50 pl 250uM roztoku Cu?*iont(.

Do testovacich jamek bylo napipetovdno 50 ul roztoku testované Ilatky prislusné
koncentrace. Do jamek kontrolnich bylo napipetovano 50 ul rozpoustédla.

Poté byla mikrotitracni desticka michana 2 minuty na tfepacce.

Do prvni poloviny jamek (tzn. prvni dvé fady) bylo napipetovano 50 ul 250uM roztoku
hematoxylinu. Do druhé poloviny jamek bylo napipetovano 50 ul DMSO. DMSO do
druhé poloviny jamek bylo pipetovano jako prvni.

Pfed vlastnim mérenim absorbance byla mikrotitra¢ni desticka michana 3 minuty na
tfepacce.

Mikrotitracni desticka byla vloZzena do spektrofotometru a ihned byla zmérena

absorbance pfi 610 nm v pH 7.5/ 590 nm v pH 6.8/ 595 nm v pH 5.5a ddlev ¢ase5a 7

minut.
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Jamky s
indikatorem
Slepé
vzorky

Jamky testovaci

Jamky kontrolni

Jamky s indikatorem

Slepé vzorky

Obrazek 20- Schéma mikrotitracni desticky pti chelataci médnatych iontd v pufru hematoxylinem

57



8.2.9.

1)

2)
3)

4)
5)
6)

7)

Konecny obsah jamky:

150 pl pufru (7.5, 6.8, 5.5)
50 pl roztoku Cu?*iont(
50 ul roztoku testované latky nebo rozpoustédla

50 ul roztoku hematoxylinu nebo DMSO

Redukce médnatych iontl v pufru
Vlastni provedeni experimentu probihalo podle nize uvedeného schématu
(Obrazek 21), kde pro kazdou koncentraci testované latky byly vyuzity 4 jamky. Dvé
vrchni  jamky  obsahovaly indikdtor  (roztok  disodné soli  kyseliny
bathocuproindisulfonové). Spodni dvé jamky, oznacované jako slepé, obsahovaly
vodu. Kontrolni jamky neobsahovaly roztok testované latky, ale rozpoustédlo.
Do vsech jamek bylo napipetovédno 100 ul ptislusného pufru (7.5, 6.8, 5.5, 4.5).
Nasledné bylo pfiddno 50 ul roztoku testované latky ptislusné koncentrace nebo
rozpoustédla do jamek testovacich. Do jamek kontrolnich bylo pfidano 5 pl 1mM
hydroxylamin hydrochloridu pfi pH 6.8 a pH 7.5. Pti pH 4.5 a pH 5.5 bylo do kontrolnich
jamek pfidano 5 pl 10mM hydroxylamin hydrochloridu.
Poté bylo do viech jamek pfiddno 50 pl 250uM roztoku CuZ*iontd.
Mikrotitraéni destic¢ka byla michana 2 minuty na tfepacce.
Do prvni poloviny jamek (tzn. prvni dvé fady) bylo pfidano 50 pl 5mM roztoku disodné
soli kyseliny bathocuproindisulfonové. Do druhé poloviny jamek bylo pfidano 50 pl
vody.
Mikrotitracni desticka byla vioZzena do spektrofotometru a ihned byla zméfena
absorbance pfi 484 nm. Absorbance byla znovu zméfena po 5 minutdch (tzn. méreni

zacalo v ¢ase 4 minuty a 30 sekund).
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Roztok testované latky Cx
Kontrolni jamky (HA)

Roztok testované latky C;
Roztok testované latky C;
Rozpoustédlo

Jamky s

indikatorem

Slepé

vzorky

Jamky testovaci

Jamky kontrolni

Jamky s indikatorem

Slepé vzorky

Obrazek 21- Schéma mikrotitracni desticky pri redukci médnatych iontl v pufru

Konecény obsah jamky:

100 wl pufru (7.5, 6.8, 5.5, 4.5)
50 pl roztoku testované latky, rozpoustédla nebo roztoku HA
50 pl roztoku Cu?*iont(

50 pl roztoku BCS nebo vody

8.2.10. Redukce médnatych iontli v DMSO
1) Vlastni provedeni experimentu probihalo podle nize uvedeného schématu
(Obrazek 22), kde pro kazdou koncentraci testované latky byly vyuzity 4 jamky. Dvé
vrchni  jamky  obsahovaly indikdtor  (roztok  disodné soli  kyseliny
bathocuproindisulfonové). Spodni dvé jamky, oznacované jako slepé, obsahovaly

vodu. Kontrolni jamky neobsahovaly roztok testované latky, ale rozpoustédlo.
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2)

3)
4)
5)

6)

Bylo napipetovano 100 pl roztoku testované latky prislusné koncentrace v DMSO/
DMSO do testovacich jamek. Do jamek kontrolnich bylo napipetovdno 100 pl 1mM
roztoku hydroxylamin hydrochloridu.

Nasledné bylo do vsech jamek pfidano 50 pl 250uM roztoku Cu?* iontd v DMSO.
Mikrotitracni destic¢ka byla michdna 2 minuty na tfepacce.

Do prvni poloviny jamek (tzn. prvni dvé fady) bylo napipetovano 50 pl 5mM roztoku
disodné soli kyseliny bathocuproindisulfonové. Do druhé poloviny jamek bylo
napipetovano 50 pl vody.

Mikrotitracni desticka byla vloZzena do spektrofotometru a ihned byla zméfena
absorbance pfi 484 nm. Absorbance byla znovu zméfena po 5 minutdch (tzn. méfeni

zacalo v ¢ase 4 minuty a 30 sekund).

Roztok testované latky C;
Roztok testované latky C;
Roztok testované latky Cx
Kontrolni jamky (HA)

Rozpoustédlo

Jamky s

indikatorem

Slepé

vzorky

Jamky testovaci

Jamky kontrolni

Jamky s indikatorem

Slepé vzorky

Obrazek 22 - Schéma mikrotitracni destic¢ky pfi redukci médnatych iontt v DMSO
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Konecny obsah jamky:

100 pl roztoku testované latky v DMSO, DMSO nebo roztoku HA
50 pl roztoku Cu?*iont(

50 pl roztoku BCS nebo vody
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9. Vysledky

9.1. Kalibracni krivka

Graf kalibracni kfivky (Obrazek 23) byl sestrojen z hodnot namérenych absorbanci
(Tabulka 2). Pro sestrojeni grafu byly pouZzity zakladni koncentrace médnatych iont(: 50 uM,
100 puM, 150 uM, 200 uM, 250 uM. Ze sestavené kalibracni kfivky je patrné, Ze se zvysujici
se koncentraci médnatych iontl se zvySovala i hodnota namérené absorbance. Absorbance

je tedy linedrné zavisla na koncentraci médnatych ionta.

Tabulka 2- Namérené hodnoty absorbanci potifebné pro sestaveni kalibracni krivky

Zakladni koncentrace
0 50 100 150 200 250
médnatych iontd (uM)

Primérna absorbance | 0,0073333 | 0,113 | 0,252 | 0,3876667 | 0,4746667 | 0,622333

0.7
0.6
0.5 ,
R?=0.9940
0.4

0.3

absorbance

0.2
0.1 ¢

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

koncentrace Cu®*

Obrézek 23- Kalibraéni kiivka médnatych iontd Cu?*

62



9.2. Meéd-chelatujici ucinky alkaloidd
Méd-chelatujici ucinky alkaloidd byly stanoveny pomoci dvou metod s indikatory

hematoxylinem (HEM) a disodnou soli kyseliny bathocuproindisulfonové (BCS).

9.2.1. Stanoveni chelatace médi pomoci HEM
Pomoci této metody byly zméreny vSechny testované latky. Méreni s hematoxylinem
probihalo v prostfedich pufrii o pH 5.5, 6.8 a 7.5. Zadnd z testovanych latek aporfinového,
morfinanového, pavinanového a spirobenzylisochinolinového typu vtéchto prostfedich

chelataéni aktivitu médnatych Cu?* iont nevykazala.

9.2.2 Stanoveni chelatace médi pomoci BCS
Touto metodou byly zméreny vSechny testované latky. Méreni s BCS probihalo
v prostfedich pufrl o pH 4.5, 5.5, 6.5, 7.5 a v prostfedi DMSO. Z4adna z testovanych latek
aporfinového, morfinanového, pavinanového a spirobenzylisochinolinového typu v téchto

prostiedich chelataéni aktivitu médnych Cu* a médnatych Cu?* iont nevykazala.
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9.3.

Méd-redukujici uci

ve

nky alkaloidt

Méd-redukujici ucinky alkaloidd byly stanoveny pomoci metody s indikdtorem

disodnou

soli

kyseliny bathocuproindisulfonové (BCS).

Méd-redukujici

Ucinky ndmi

testovanych latek jsou zaneseny na obrazcich €. 24-34. V grafu jsou zaneseny aktivity alkaloidU

pfi rznych hodnotach pH prostfedi a v prostifedi DMSO, vidy v ¢asech 0 min a 5 min.

9.3.1.

Alkaloidy aporfinového typu

100+

% redukované Cu?*
(@) ]
=

I I 1 I 1 I

DMSO 1:1000 1:100 110 111 10:1
pomeér koncentraci (aIkanid:Cu2+)

100:1

pH 4.5 -0 min
pH 4.5 -5 min
pH 5.5 -0 min
pH 5.5 - 5 min
pH 6.8 - 0 min
pH 6.8 - 5 min
pH 7.5-0 min

pH 7.5 -5 min
DMSO - 5 min

DMSO - 0 min

Obrazek 25 - Méd-redukujici ucinky boldinu pfi rznych hodnotach pH a v prostfedi DMSO v ¢asech 0 min

a5 min

100

% redukované Cu®*
(4)]
i

DMSO 1:100 1:10 11 10:1
pomer koncentraci (alkaloid:Cu2+)

100:1

pH 4.5 -5 min
pH 4.5 - 0 min
pH 5.5 -5 min
pH 5.5 -0 min
pH 6.8 - 0 min
pH 6.8 - 5 min
pH 7.5 -0 min
pH 7.5 -5 min
DMSO - 5 min
DMSO - 0 min

Obrazek 24 - Méd-redukujici ucinky isokorydinu pfi rdznych hodnotach pH a v prostfedi DMSO v ¢asech 0

min a5 min
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—— pH4.5-5min

100- ?-EEA pH 4.5 - 0 min

—— pH 5.5-5min

pH 5.5-0 min

— pH 6.8 -0 min
—— pH 6.8 -5min
—— pH7.5-5min
—— pH7.5-0min
—=— DMSO - 5 min
DMSO - 0 min

% redukované Cu?*
()]
=

DMSO 1:1000 1:100 1:10 11 10:1 100:1
pomeér koncentraci (alkaloid:Cu2+)

Obrazek 26 - Méd-redukujici ucinky (+)-bulbokapninu pfi rGznych hodnotach pH a v prostredi DMSO v
¢asech 0 min a 5 min

—— pH4.5-5min

=z pH 4.5 - 0 min
7« —— pH 5.5-5min
pH 5.5-0 min
— pH 6.8 -0 min

100+

—— pH 6.8 -5min
pH 7.5-0min

% redukované Cu®*
()]
=

—— pH7.5-5min

T T T T T 1 —=— DMSO - 5 min
DMSO 1:100 1:10 1:1 10:1 100:1 )
DMSO - 0 min

pomeér koncentraci (alkaloid:Cu2+)

Obrazek 27 - Méd-redukujici ucinky (+)-korydinu pfi rdznych hodnotach pH a v prostfedi DMSO v ¢asech
0O min a5 min
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100+

80+

60+

40-

% redukované Cu?*

20+

I—]H e

| I I | I 1 |
DMSO1:1000 1:100 1:10 1:1  10:1 100:1
pomér koncentraci (alkaloid:Cu?")

pH 4.5 -0 min
pH 4.5 -5 min
pH 5.5 -0 min
pH 5.5 -5 min
pH 6.8 - 0 min
pH 6.8 - 5 min
pH 7.5 -0 min
pH 7.5 -5 min
DMSO - 0 min
DMSO - 5 min

Obrazek 28 - Méd-redukujici ucinky glaucinu pfi riznych hodnotach pH a v prostfedi DMSO v ¢asech

0O mina5min

9.3.2 Alkaloid morfinanového typu
—— pH4.5-5min
—— pH5.5-5min
pH 5.5 -0 min
~— pHB6.8-0min

% redukované Cu?*
(&)
=

DMSO 1:100 1:10 2 10:1
pomeér koncentraci (alkaloid:Cu2+)

100:1

—— pH6.8-5min
—— pH7.5-5min

pH 7.5-0 min

—=— DMSO - 5 min

DMSO - 0 min

Obrazek 29 - Méd-redukujici ucinky (-)-sinoakutinu pfi riznych hodnotach pH a v prostfedi DMSO v
¢asech 0 min a 5 min
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9.3.3 Alkaloidy pavinanového typu

pH4.5-0 min
100 ,
p —— pH4.5-5min
3 687 pH 5.5 -0 min
;m g _ X
C 6o pH 5.5-5min
3 pH 6.8 - 0 min
S 40
3 - —— pH 6.8 - 5 min
2 204 AR pH 7.5 - 0 min
N e
DMSO 1:1000 1:100 1:10 11 10:1 100:1 DMSO - 0 min
pomér koncentraci (alkaloid:Cu2+) —— DMSO -5 min

Obrazek 30 - Méd-redukujici ucinky (-)-kalifornidinu pfi rGznych hodnotach pH a v prostfedi DMSO v
¢asech 0 min a 5 min

pH 4.5 -0 min
1004
N —— pH4.5-5min
'3 80 pH 5.5 - 0 min
\(D —_—— - i
< 60- pH 5.5 -5 min
3 pH 6.8 - 0 min
S 407
3 ; —— pH 6.8 -5 min
;\; 209 . pH 7.5 - 0 min
5 = —— pH7.5-5min
DMSO 1:1000 1:100 1:10 11 10:1 100:1 DMSO - 0 min
pomér koncentraci (alkaloid:Cu®*) —= DMSO - 5 min

Obrazek 31 - Méd-redukujici ucinky (-)-escholtzinu pfi riznych hodnotach pH a v prostiedi DMSO v
¢asech 0 min a 5 min
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pH 4.5 - 0 min

100+ —~— pH4.5-5min
f\s 80- pH 5.5 -0 min
£ 60- —— pH5.5-5min
3 pH 6.8 - 0 min

= 40- .
3 —— pH6.8-5min
< 20- pH 7.5 - 0 min
0 —— pH7.5-5min

DMSO 1:1000 1:100 1:10  1:1 10:1 100:1 DMSO - 0 min
pomeér koncentraci (aIkanid:Cu2+) —=— DMSO -5 min

Obrazek 32 - Méd-redukujici ucinky platycerinu pfi riznych hodnotach pH a v prostfedi DMSO v ¢asech
0 min a5 min

9.3.4 Alkaloidy spirobenzylisochinolinového typu

—— pH4.5-5min

pH 4.5 -0 min
—— pH5.5-5min
pH 5.5 -0 min

100+

pH 6.8 - 0 min
pH 6.8 - 5 min
I —— pH 7.5-5min
pH 7.5 - 0 min
—=— DMSO - 5 min
DMSO - 0 min

% redukované Cu?*
[8)]
v

— -

DMSO 1:10 11 10:1 100:1
pomer koncentraci (alkaloid:Cu2+)

Obrazek 33 - Méd-redukujici ucinky (-)-fumaricinu pfi riznych hodnotach pH a v prostfedi DMSO v
¢asech 0 min a 5 min
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—— pH4.5-5min
100+ pH 4.5 - 0 min
—— pH5.5-5min

pH 5.5 - 0 min
pH 6.8 - 0 min
—— pH 6.8 -5 min
—— pH7.5-5min

% redukované Cu?*
(@)]
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Obrazek 34 - Méd-redukujici ucinky (+)-parfuminu pfi rdznych hodnotach pH a v prostiedi DMSO v ¢asech
0 min a5 min
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10.Diskuze

Isochinolinové alkaloidy jsou hned po indolovych alkaloidech druhou nejvétsi skupinou
alkaloidu, které nalezneme ve vyssich rostlinach. Alkaloidy se vyznacuji fadou aktivit a jejich
vyznam je nepochybny. [56] Mezi isochinolinové alkaloidy mlzeme zahrnout nékolik
strukturnich typl, napf. aporfinové, morfinanové, pavinanové, spirobenzylisochinolinové
a dalsi. Pravé témito strukturnimi typy se nase prace zabyvala. Méd' je v lidském organismu
dllezita, ale existuje mnoho patologickych stav(, u kterych jsou popisovany zvySené hladiny
meédi vorganismu. Mezi takovda onemocnéni muUZeme zaradit neurodegenerativni
onemocnéni (AD a PD), aterosklerézu, nadorova onemocnéni a dalsi. [33, 41] Pravé pochopeni
patogeneze takovych onemocnéni je dllezité k vyvoji novych latek, které by byly vyuzitelné
v terapii téchto onemocnéni. U novych potencidlnich latek se vyzkum zabyva napft. zjisténim
jejich  méd-chelataéni a méd-redukujici aktivity. Katedra farmaceutické botaniky
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy, se jiz mnoho let zabyva testovanim
pravé isochinolinovych alkaloidl, jakoZzto potencidlnich latek v lé¢bé nékterych ztéchto

onemochéni.

Cilem mé diplomové prace bylo stanovit méd-chelata¢ni a méd-redukujici aktivitu
u vybranych alkaloidid. Bylo vybrano 5 aporfinovych alkaloidd, 1 morfinanovy alkaloid,
3 pavinanové alkaloidy a 2 spirobenzylisochinolinové alkaloidy. Pro stanoveni takovych aktivit
in vitro existuje vice metod. K mému méreni bylo pouzito spektrofotometrické méreni, které
je rychlé, relativné levné a ovérené. Kzjisténi méd-chelatacni aktivity byly pouZity dvé
kompetitivni metody, zaloZené na dvou rGznych indikdtorech (HEM, BCS). Prvni metodou byla
metoda hematoxylinova, u které se pouziva indikator hematoxylin. HEM chelatuje médnaté
ionty Cu?*, se kterymi vytvaFi stabilni komplexy. Tyto komplexy jsou vSak v porovnani
s komplexy, které tvori BCS méné stabilni. Druhou metodou byla metoda bathocuproinova,
u které pouzivany indikator BCS chelatuje médné Cu* ionty, se kterymi poté vytvari vice
stabilni komplexy. BCS je tedy silné kompetitivni indikator. BCS se vyuZiva také
ke stanové chelataéni aktivity médnatych iontd Cu?*, které pfed vlastnim stanovenim musi byt
redukovany HA. [88] Druha zminéna metoda byla pouzita také pro stanoveni méd-redukujici
aktivity vybranych alkaloidd. Principem této metody je pridani indikatoru BCS k médnatym

iontdim Cu?*, které s nim normalné nereaguji. Pokud dojde k tvorbé& médnych iontt Cu*, tedy
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dojde-li k redukci, vytvori BCS s médnymi Cu* ionty komplex, ktery vykazuje urcitou hodnotu

absorbance, ktera je spektrofotometricky zmérena.

10.1. Méd-chelatacni aktivita

Prvni metodou, kterou byla méfena méd-chelatacni aktivita, byla metoda
hematoxylinovd. Hematoxylin vytvafi s médnatymi ionty Cu?* komplexy v prostfedich o pH
5.5, 6.8 a 7.5. Tyto komplexy poté vykazuji urcitou hodnotu absorbance a jsou proto
stanovovany pomoci spektrofotometrickych metod. Vzhledem ktomu, Ze HEM je slabé
kompetitivni indikator, vytvari s ionty médi méné stabilni komplexy v porovnanis BCS. Afinita
HEM k médi klesa se snizujicim se pH, a proto neni toto Cinidlo vhodné pro méreni pfi nizkych
hodnotach pH. [95] Proto vSechna méfeni s nim byla provadénd pouze v prostfedich o vyse
zminéném pH. Vtéchto podminkdch Zadny z alkaloidl chelata¢ni aktivitu nevykazoval.
Na zakladé predchozich studii, které se zabyvaly méfenim Zelezo-chelatacni aktivity alkaloidt
vyplyva, Ze chelatacni aktivitu mohou v prostfedi DMSO vykazovat i alkaloidy, které chelatacni
aktivitu v prostredi pufri nevykazaly. [89] Vzhledem k tomu, Ze HEM neni za téchto podminek
pouzitelny, byla k mérfeni méd-chelatacni aktivity pouzita také druhd bathocuproinova
metoda. V této metodé je pouzivan vysoce specificky BCS. Tento chelator se vyuziva k méreni
méd-chelatacni aktivity médnych iontd Cu®, se kterymi vytvari stabilnéjsi komplexy v SirSim
rozmezi pH (4.5, 5.5, 6.8 a 7.5). MlzZe se vyuZit také pro méreni méd-chelatacni aktivity
médnatych iontl Cu?*, které vsak pfed vlastnim stanovenim musi byt redukovény HA, jelikoZ
BCS chelatuje pouze médné ionty. Touto metodou byla promérena chelataéni aktivita u vSech
testovanych alkaloid(, ale ani tady Zadny alkaloid nevykazoval vyznamnou schopnost
chelatace. Nase vysledky méreni nemuizeme s Zzadnymi vysledky z dostupnych publikaci

porovnat, jelikoz studie na méd=-chelatacni aktivitu nasich alkaloid( dosud nebyly provedeny.

71



10.2. Méd-redukujici aktivita

Vétsina médi v lidském organismu se vyskytuje ve formé médnatych ionti Cu?*, které
se vlivem silného redukéniho cinidla mohou redukovat na ionty médné Cu*. Ty jsou
zodpovédné za tvorbu volnych kyslikovych radikald napf. hydroxylového radikalu, ktery
je pro télo nebezpecny. [53] V rdmci této prace bylo cilem zjistit, jakou maji vybrané alkaloidy
schopnost redukovat médnaté ionty na ionty médné. Méd-redukujici aktivita byla
stanovovana in vitro v prostfedich o raznych pH (4.5, 5.5, 6.8, 7.5) a pfi rlznych koncentracich.
Ze ziskanych hodnot méd-redukujicich aktivit jednotlivych alkaloid( byly sestrojeny grafy (Obr.
¢. 24-34), které znazornuji méd-redukujici aktivitu alkaloidd v prostfedich o rlzném pH
a v prostredi DMSO. Z grafl je patrné, ze méd-redukujici aktivita je zavisla na ¢ase (0 min vs.
5 min). Aby bylo moZné porovnat aktivitu jednotlivych alkaloid( z urcité strukturni skupiny
(alkaloidy aporfinové, pavinanové, spirobenzylisochinolinové), byly sestrojeny primky linedrni
regrese s 95% konfidenénimi intervaly, které jsou viditelné na obrdzcich ¢. 35-49. Na téchto
grafech jsou zaneseny alkaloidy pfti jednotlivych prostfedich pH (4.5, 5.5, 6.5 a 7.8)
a v prostfedi DMSO. Graf morfinanového alkaloidu (-)-sinoakutinu nebyl vytvoren, jelikoZ byl
jedinym zdstupcem a jeho aktivita nema byt s ¢im porovnana. Porovname-li viak jeho aktivitu
(Obr. ¢. 29) s dalsimi latkami ostatnich strukturnich typud, pak jsou jeho redukéni ucinky
srovnatelné s latkami, které maji ve své strukture jednu hydroxylovou skupinu, stejné jako (-)-
sinoakutin, s vyjimkou spirobenzylisochinolinového alkaloidu fumaricinu, ktery vykazuje

vyznamné nizsi aktivitu (Obr. €. 33).

VSechny nami testované aporfinové alkaloidy vykazovaly ve vSech prostfedich
méritelnou meéd-redukujici aktivitu (Obr. 35-39). Porovnanim aktivit jednotlivych alkaloid(
je patrné, Ze na méd-redukujici aktivitu ma velky vliv pocet hydroxylovych skupin ve strukture.
muzZe byt vysvétleno absenci hydroxylové skupiny ve strukture. Ostatni testované alkaloidy
ve své struktufe obsahuji minimalné jednu hydroxylovou skupinu. Nejvyssi aktivitu naopak
vykazoval boldin v prostredich o pH 6.8 a 7.5 (Obr. 37, 38). V prostfedich o pH 4.5, 5.5
(Obr. 35, 36) a v prostiedi DMSO (Obr. 39) vykazoval srovnatelnou aktivitu jako ostatni
alkaloidy (bulbokapnin, korydin a isokorydin). Nejvyssi aktivita boldinu maze byt vysvétlena
pfitomnosti dvou hydroxylovych skupin ve struktufe molekuly. Bulbokapnin, korydin

a isokorydin vykazovaly navzajem podobnou aktivitu, kterd muze byt vysvétlena pritomnosti
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jedné hydroxylové skupiny ve strukture alkaloidu. Ackoliv je znamo, Ze nejen pocet, ale také
poloha hydroxylovych skupin maze mit velky vliv na redukéni ucinky latek [90], v pfipadé ndmi
testovanych aporfinovych alkaloidl se zdd, Ze poloha hydroxylové skupiny nema na jejich

redukéni ucinky vliv.
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Obrazek 35 - Porovnani méd-redukujici aktivity aporfinovych alkaloid( pfi pH 4.5
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Obrazek 36 - Porovnani méd-redukujici aktivity aporfinovych alkaloidl pfi pH 5.5
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Obrazek 37 - Porovnani méd-redukujici aktivity aporfinovych alkaloid( pfi pH 6.8
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Obrazek 38 - Porovnani méd-redukujici aktivity aporfinovych alkaloidd pfi pH 7.5
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Obrazek 39 - Porovnani méd-redukujici aktivity aporfinovych alkaloidd v prostfedi DMSO

VSechny ndmi testované pavinanové alkaloidy vykazovaly ve vsSech prostfedich
méfitelnou méd-redukujici aktivitu (Obr. 40-44). Stejné jako u prechozi skupiny alkaloidu
je patrné, Zze na méd-redukujici aktivitu ma velky vliv pocet hydroxylovych skupin ve strukture.
kalifornidin. Jejich nizka aktivita muGzZe byt vysvétlena absenci hydroxylové skupiny
ve strukture. Nejvyssi aktivitu ve vSech prostredich vykazoval platycerin, ktery ve své strukture

obsahuje jednu hydroxylovou skupinu.
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Obrazek 40 - Porovnani méd-redukujici aktivity pavinanovych alkaloid{ pfi pH 4.5
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Obrazek 41 - Porovnani méd-redukujici aktivity pavinanovych alkaloidl pfi pH 5.5
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Obrazek 42 - Porovnani méd-redukujici aktivity pavinanovych alkaloidd pti pH 6.8
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Obrazek 43 - Porovnani méd-redukujici aktivity pavinanovych alkaloidl pfi pH 7.5
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Obrazek 44 - Porovnani méd-redukujici aktivity pavinanovych alkaloidd v prostfedi DMSO

Z alkaloid spirobenzylisochinolinového typu vykazoval pfi pH 4.5 (Obr. 45) méfitelnou
méd-redukujici aktivitu pouze parfumin. V ostatnich prostfedich vykazovaly méfitelnou
aktivitu oba testované alkaloidy (Obr. 46-49). Méd-redukujici aktivita je vyssi u parfuminu ve
vSech prostfedich v porovnani s fumaricinem. Oba testované alkaloidy obsahuji ve své
strukture jednu hydroxylovou skupinu, je tedy zfejmé, Ze na aktivitu latek této skupiny ma
také vliv poloha hydroxylové skupiny, jak je tomu i u jinych typa latek [90]. U parfuminu
je hydroxylova skupina navazana ptfimo na isochinolinovém skeletu. U fumaricinu
je hydroxylova skupina navazana na cyklopentanovém kruhu, ktery je na isochinolinovy skelet
pfipojen. Je tedy zfejmé, Ze alkaloidy s hydroxylovou skupinou na isochinolinovém skeletu
vykazuji vétsi méritelnou méd-redukujici aktivitu v porovnani s alkaloidy, ktery hydroxylovou

skupinu maji navdzanou na jiné ¢asti molekuly.
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Obrazek 45 - Porovnani méd-redukujici aktivity spirobenzylisochinolinovych alkaloidi pfi pH 4.5
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Obrazek 46 - Porovnani méd-redukujici aktivity spirobenzylisochinolinovych alkaloidi pfi pH 5.5

79



100+

—— fumaricin

—=— parfumin

% redukované Cu?*
(8)]
<

1:100 1:10 1:1 10:1 100:1
pomeér koncentraci (aIkanid:Cu2+)

Obrazek 47 - Porovnani méd-redukujici aktivity spirobenzylisochinolinovych alkaloid( pti pH 6.8
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Obrazek 48 - Porovnani méd-redukujici aktivity spirobenzylisochinolinovych alkaloidd pfi pH 7.5
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Obrazek 49 - Porovnani méd-redukujici aktivity spirobenzylisochinolinovych alkaloid(i v prostfedi DMSO
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11.Zaveér

Na zakladé jednoduchého spektrofotometrického mérfeni a dvou metod
(hematoxylinova a bathocuproinovd) byly kvantifikovany méd-chelatujici a méd-redukujici
ucinky u Ctyf strukturnich typa isochinolinovych alkaloid(i: aporfinovych (boldinu, isokorydinu,
bulbokapninu, korydinu, glaucinu), morfinanového (sinoakutinu), pavinanovych
(kalifornidinu, escholtzinu, platycerinu) a u spirobenzylisochinolinovych (fumaricinu,
parfuminu). Cilem této diplomové prace bylo zméfit jejich aktivitu a poté porovnat jejich
aktivitu se strukturou. Chelatacni aktivitu nevykazoval ani jeden z nami testovanych alkaloid(.
Redukéni aktivitu vykazovaly vSechny testované strukturni typy. Nejvyssi méfitelnou méd-
redukujici aktivitu ze vSech testovanych alkaloid( vykazoval aporfinovy alkaloid boldin. Boldin
jako jediny zastupce ze vSech obsahuje ve své struktufe dvé hydroxylové skupiny, které jsou
pravdépodobné dlivodem jeho nejvyssi redukéni aktivity. Druhou nejvyssi méfitelnou aktivitu

vykazovaly alkaloidy, které ve své strukture obsahovaly jednu hydroxylovou skupinu. Alkaloidy

evvs
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