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Nazov prace: Med’ — chelatacné ucinky derivatov xantén-3-6nov

Med’ ako biogénny prvok sa v 'udskom organizme i¢astni mnohych metabolickych
procesov, je sucastou viacerych enzymov a jej pritomnost’ je tak esencialna pre Zivot. Na
druhej strane, volné atdbmy medi zvySuju tvorbu volnych radikdlov, v désledku ¢oho sa
med’ stdva pre organizmus nebezpecna a toxicka. Preto v sucasnej dobe prebicha vyskum
viacerych latok, ktoré by boli schopné interagovat’ siénmi medi a ovplyvnit' tym jej
dyshomeostdzu v organizme. Zaujimavé sa javia polyfenolické xantony, ktoré okrem

tychto vlastnosti vykazuju aj d’alSie pozitivne U€inky.

Cielom tejto prace bolo zhodnotit’ med’-chelataénti aktivitu desiatich Strukturdlne
blizkych synteticky pripravenych derivatov xantén-3-6nov. Spektrofotometrické meranie

bolo prevedené in vitro za vyuzitia hematoxylinovej a batokuproinovej metody.

Ukézalo sa, ze derivaty 2,6,7-trihydroxyxantén-3-6nu st schopné chelatovat’ med’
pri vSetkych testovanych pH (5,5; 6,8 a 7,5). AvSak, vo viac kompetitivnom prostredi nie
st vzniknuté komplexy stabilné. V niektorych pripadoch bolo mozZné odhadnat
stechiometriu komplexu, ktord sa pohybovala od 1:1 cez 3:2 k 2:1, xantén: Cu**. Tieto
rozdiely ale neboli potvrdené Statistickym porovnanim, kedy substitiicia fenylového
zvySku v polohe 9 vyrazne neovplyvnila chelata¢né vlastnosti molekuly. Zda sa, Ze

chelatacnym miestom je 2-hydroxy, 3-keto skupina na zakladnom skelete xantonu.

Na zaver je dolezité zmienit’, Ze klinické pouzitie tychto latok ako chelatorov medi

nie je redlne.
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As abiogenic element, copper participates in many metabolic processes in the
human body, it is a part of several enzymes, and its presence is therefore essential for life.
On the other hand, free atoms of copper increase the formation of free radicals, and hence
copper can be toxic to the body. Therefore, current research has being testing several
substances that could be able to interact with copper ions and thus affect its
dyshomeostasis in the body. Polyphenolic xanthones seem interesting, as they possess in

addition to these properties also show other positive effects.

The aim of this work was to evaluate the copper-chelating activity of ten closely
structurally related synthetic derivates of xanthen-3-ones. The spectrophotometric

measurement was carried out in vitro using the hematoxylin and bathocuproine method.

2,6,7-trihydroxy-xanthene-3-one derivates were shown to be able to chelate copper
at all tested pH conditions (5.5; 6.8 and 7.5). However, in a more competitive environment,
the resulting complexes are unstable. In some cases, it was possible to estimate the
stoichiometry of the complex, which varied from 1:1 to 3:2 to 2:1, xanthone: Cu?’. These
differences were not confirmed by statistical comparison when the substitution of the
phenyl residue in position 9 did not significantly influence the chelating properties of the
molecule. The 2-hydroxy, 3-keto group on the xanthone backbone appears to be the

chelating site.

Finally, it is important to mention that clinical use of these substances as copper

chelators is not realistic.
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1 Uvod

Zastipenie medi v organizme je v porovnani sinymi prvkami mnohondsobne
nizsie, o to dolezitejSie je zabezpecenie rovnovazneho stavu. (Trojan et al., 2003) Je
popisanych mnozstvo patologickych stavov, ktoré suvisia s dysbalanciou medi, ako
napriklad Wilsonova a Menkesova choroba, neurodegenerativne, nadorové ¢i iné

metabolické ochorenia. (Chen et al., 2020)

Stavy spojené s nadbytkom medi su lieCené za pomoci chelatorov medi, ktoré su
schopné vytvorit’ s ionmi medi komplexy. V praxi mame len obmedzené mnozstvo tychto
latok aich pouzitie je kvdli ich neziaducim u¢inkom znacne limitované. Preto je snaha

o skumanie novych latok, ktoré by nasli svoje uplatnenie vo farmakol6gii a medicine.

Jednou skupinou potencidlne vyuzitelnych latok sa ukazuju byt xantony. Su to
polyfenolické zluceniny, ktorych Struktira méze byt r6zne obmeniovana, pricom cielom je
dosiahnut’ ¢o najvyhodnejSie vlastnosti a ¢o najniz$iu toxicitu. Svojou Struktirou sa
podobaju latkam, u ktorych bolo dokézané, ze st schopné chelatovat’ med’ a niektoré
vykazuju aj antioxidacné, protinddorové, antimikrobidlne, antimykotické, ¢i rdzne iné

ucinky. (Shagufta a Ahmad, 2016)



2 Teoreticka Cast’

2.1 Med’

Med’ svoj latinsky ndzov cuprum dostala podl'a ostrovu Cyprus (latinsky Cyprium),

kde sa t'azila v obdobi Rimskej rise.

Chemicky sa med radi medzi prechodné prvky. S protonovym cislom 29 ju
najdeme v periodickej tabul'ke v 4. periode, v skupine 1.B. Je to leskld, Cervenohneda,
pevna latka bez zapachu. Medzi jej fyzikédlne vlastnosti patri dobré elektricka a tepelna

vodivost, a vysokd odolnost’ voci korozii.

V prirode ju mdéZeme ndjst’ takmer vylu¢ne len vo forme zlucenin, v rydzej forme
sa skoro vobec nevyskytuje. NajCastejSie ju ndjdeme vo forme nerastov, ako napriklad
chalkopyrit, chalkozin, bornit, kovelin, burnonit (sulfidické rudy) alebo kuprit, malachit,
azurit, tenorit (kyslikaté rudy). V atmosfére sa med’ vyskytuje v koncentracii okolo 5 — 200
ng Cu/m>. Zname st aj zliatiny medi. Rozli§uju sa dve hlavné skupiny: mosadze (zliatiny
medi so zinkom a d’al$imi prvkami v minoritnom zastipeni) a bronzy (zliatiny medi

s cinom, hlinikom, olovom, pripadne s inymi prvkami). (Barceloux, 1999)

2.1.1 Med’ v Pudskom organizme

Ludske telo je zlozené z tzv. biogénnych prvkov, pricom hlavny podiel tvori uhlik,
vodik, kyslik a dusik. Neoddelite'nou sucast’ou su aj vapnik, fosfor, draslik, sodik, hor¢ik,
chlor. V mensich mnozstvach sa v 'udskom tele nachddza zelezo, jod, zinok, med’, selén,

kobalt, molybdén atd’. — tieto prvky oznacujeme aj ako stopové prvky.

Obsah medi v 'udskom tele je len priblizne 0,1 — 0,15 g. (Trojan et al., 2003) Jej
koncentracia je najvysSia hlavne v mozgu, peceni, ZI¢1, srdci, d’alej v oblickéach, Crevach,

plicach, slezine a v menSom mnoZstve sa nachadza aj v krvi. (Lech, 2007)

Hoci st stopové prvky v porovnani s biogénnymi prvkami v mnohondsobne nizSom
mnozstve, st rovnako dolezité pre spravne fungovanie procesov a metabolizmu v 'udskom

organizme. Preto musime zabezpecit' ich dostato¢ny prijem z potravy. (Trojan et al., 2003)



Tabul’ka ¢é. 1

HLAVNE ZDROJE MEDI V POTRAVE

Zdroj MnoZstvo ug/g
m;ls

Orechy 6 —37

Strukoviny 3-7

Pecen 4,6-6,2

Morské ryby 2-3

Sladkovodné ryby 0,3-3

Zemiaky 2,1

Hydina 0,5-3

Zelenina 03-3

Ovocie 04-1,5

Prevzaté a upravené podl'a Barceloux et al., 1999

Aby bolo zabezpecené adekvatne prijimanie jednotlivych Zzivin a prvkov, boli
vypracované viaceré odporucania. Obsah medi v potrave je zhrnuty v Tabulke ¢. 1. EFSA
(European Food Safety Authority) stanovuje doporuceny denny prijem medi pre dospelych
muzov 1,6 mg/den, prezeny 1,3 mg/den apre deti vzavislosti na veku.
(www.efsa.europa.eu) Detailnejsie odpora¢ania stanovuje Urad verejného zdravotnictva
Slovenskej republiky (UVZSR). Podl'a § 11 pism. o) Zakona &. 355/2007 Z. z. o ochrane,
podpore arozvoji verejného zdravia a o zmene a doplneni niektorych zdkonov v zneni
neskorSich predpisov vyhlasuje aktualizované Odporac¢ané vyzivové davky pre
obyvatel'stvo v Slovenskej republike. Tieto odporucania (zhrnuté v Tab. ¢. 2) vytvaraju
zakladny predpoklad na zabezpecenie zdravej vyZivy pre jednotlivé fyziologické skupiny
populacie a zohladnuju ich energetické a vyzivové poziadavky podla veku, pohlavia,
fyzického zataZzenia organizmu a fyziologického stavu organizmu tehotnych a dojc¢iacich

zien. (Wwww.uvzsr.sk )
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ODPORUCANE VYZIVOVE DAVKY PRE OBYVATELSTVO SLOVENSKE]

Tabulka €. 2

REPUBLIKY
Vekova kategoria Davka v ug
e —
0 — 6 mesiacov 200
Dojcata
7 — 12 mesiacov 500
Deti predskolského 1 -3 roky 600
veku 4 — 6 rokov 800
7 — 10 rokov 1000
Deti skolského veku 11 — 14 rokov Chlapci 1200
Dievcata 1300
15 — 18 rokov Studujuci 900
Dospievajuci chlapci
Zvys. fyzicka aktivita 950
15 — 18 rokov Studujuce 850
Dospievajuce dievcata
Zvys. fyzicka aktivita 900
19 — 34 rokov 1000 — 1400
Pracujuce Zeny
35 — 62 rokov 900 — 1200
5 Tehotné od Il.trimestra 1100
Zeny
Dojciace 1300
65(63) — 79 rokov 900
Nepracujlice Zeny
80 rokov a viac 900
19 — 34 rokov 1400 — 1800
Pracujtici muzi
35— 62 rokov 1200 — 1600
65(63) — 79 rokov 1200
Nepracujtici muzi
80 rokov a viac 1200

Prevzaté a upravené z www.uvzsr.sk (9. revizia)
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2.1.2 Kinetika medi v organizme

K absorpcii medi z potravy dochadza prevazne v hornych Castiach tenkého creva,
v dvandstniku. Su zndme dva prendsace medi DMT1 (divalent metal transporter 1) a CTR1
(copper transporter 1). Prostrednictvom DMT1 su Cu?" prenesené do bunky, aviak tieto
iony nemozu bunky priamo vyuzivat. Hlavna lohu pri transporte Cu'* z lumen tenkého
¢reva zohrava transportér CTR1 (Obr. ¢. 1), ku ktorému ma med vysoka afinitu. Je
lokalizovany na apikélnej strane enterocytov, ale zda sa, Ze sa mdze nachadzat aj na
bazolaterdlnej strane alebo aj wvnutri enterocytu. Jednd sa o transmembranovy
homotrimérny protein pozostavajici zo 190 aminokyselin, ktoré sa Clenia do troch casti,
ato extracelularnej, transmembranovej a intracelularnej Casti. NajdlhSia extracelularna
doména, tiez zndma ako N-koniec, je bohatd na metionin a histidin. Jej zaciatok tvori
trojica aminokyselinovych zvyskov Met-Asp-His (MDH sekvencia), ktora patri do motivu
ATCUN (amino terminal copper and nickel binding). Predpokladalo sa, Zze samotnému
transportu musi predchddzat redukcia mednatych i6nov na medné (Cu®*'—Cu'")
v extracelularnom priestore. No k redukcii moze dojst’ aj tesne pred naviazanim na N-
koniec za pomoci metaloreduktédz alebo az v okamihu ked’ je Cu®** naviazand na MDH
sekvenciu za ucasti ATCUN motivu. Samotny transport nie je energeticky zavisly na
hydrolyze ATP. Dochadza k nemu cez péry ktoré su lokalizované v transmembranovej
doméne. Po prechode medi cez membranové pory je med’ naviazand na intracelularnu ast,
oznacovanu ako C-koniec. Je najkratSia a nachddza sa tam hojné zastipenie histidinu
a cysteinu, ktoré vytvaraju kratke sekvencie His-Cys-His. (Bossak et al., 2018; De Feo et
al., 2007; Galler et al., 2020; Lee et al., 2001; Oghami, 2006; Shawki et al., 2015; Van
Campen et al., 1965; Zimnicka et al., 2007)
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Obrazok & 1: STRUKTURA TRANSPORTERU CTRI1. Prevzaté z Eisses et al.,
2002

Po absorpcii je med’ v bunke naviazana na proteiny, tzv. chaperony. Vyznacuju sa
pritomnostou aminokyselin metioninu a cysteinu s charakteristickym usporiadanim
MXCXXC, ktoré¢ im umoznuje viazat med’ a d’alej ju distribuovat’ po bunke. Okrem toho
su zodpovedné aj za ochranu bunky pred moznym katalytickym u¢inkom vol'nych atomov
medi na tvorbu volnych radikalov v intracelularnom priestore. Pokial’ v bunke napriek
tomu ddjde k zvySenému mnozstvu volnej medi, je viazana na metalotioneiny. Hlavné
prenaSace si ATOXI1 (antioxidant 1), CCS (copper chaperon for SOD) a COX17
(cytochrome c-oxidase copper chaperone) (viac vid’ Obr. €. 2). Prostrednictvom COX17 je
med’ transportovana do mitochondrii, kde sa stava sucastou cytochrom c oxidazy.
Pomocou CCS je med dopravena ku katalytickému miestu enzymu superoxiddismutazy.
ATOX1 prenasa med do Golgiho apardtu alebo zabezpecuje transport medi
k bazolaterdlnej membrane, kde dochadza za pomoci ATPazy ATP7A kefluxu
do portalnej Zily, atento dej je teda kluCovy pre absorpciu. V pefeni je za pomoci
chaperonov distribuovand do Golgiho aparatu, kde je védcSina, az 95%, zabudovand do
ceruloplazminu alebo inych kuproenzymov. ZvySok, respektive nadbytok, ATOXI1
prenesie k proteinu ATP7B anasledne dochddza na kanalikuldrnej strane hepatocytu
k vyla€eniu prebyto¢nej medi. Hlavny spdsob exkrécie medi z organizmu je ZzlCou.
Transport prostrednictvom ATP7A a ATP7B je viazany na spotrebu ATP. Podl'a narokov

organizmu je med krvou distribuovand do jednotlivych tkaniv a organov. V krvnom
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rieCisku prebieha transport za pomoci transportnych proteinov. Med je viazana na
ceruloplazmin, transkuprein, albumin alebo histidin. (Collins et al., 2010; Harrison et al.,

1999; Lutchenko et al., 2007; Nishito a Kambe, 2018)

Mitoch

Obrazok & 2: SCHEMATICKE ZNAZORNENIE METABLIZMU MEDI
V BUNKE. Prevzaté z Chen et al., 2020

Med’ je primarne transportovanda prostrednictvom CTRI, potom co bola
redukovand pomocou reduktdz. Cu?* moéze byt inkorporovand do bunky aj cez DMTI.
Absorbovana med' je pomocou chaperonov ATOX 1, CCS a COXI7 transportovand
a vyuzita na zabudovanie do superoxiddismutazy (SODI), cytochrom c oxidazy (CcO)
alebo prenesend do Golgiho aparitu (GA), zatial' ¢o volné iony medi su vychytavané
metalotioneinami 1 a 2 (MTI a MT2) kvoli ochrane bunky pred toxicitou. V GA dochadza
k syntéze kuproenzymov (CuPrs), ktoré su distribuované do bunky alebo dalsich organel.
V enterocytoch a hepatocytoch sa ATP74 a ATP7B premiestiuju k plazmatickej
membrane, aby distribuovali med’ do krvi alebo zlce. Zvysené hladiny medi vplyvaju na
syntézu transkripcnych faktorov MTF1 (Metal Regulatory Transcription Factor 1) a Nrf2
(Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) v jadre bunky.
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2.1.3 Funkcie medi v organizme

Pritomnost’ medi v lI'udskom organizme je aj napriek jej nizkemu obsahu
v porovnani s ostatnymi prvkami esencialna pre zivot. Je sucastou mnozstva enzymov, tiez
nazyvanych aj kupro- alebo metaloenzymy, ktoré sa podielaju na rade metabolickych
procesov v organizme. Zakladnym predpokladom je schopnost’ medi menit’ svoj oxidacny
stav z oxidovanej formy Cu?" na redukovani formu Cu!® anaopak, ateda prijimat
a odovzdavat’ elektrony. Med’ vystupuje v metaloenzymoch ako kofaktor typu prostetickej
skupiny. Taktiez je sufastou réznych proteinov, ktoré moézu ovplyviiovat homeostazu
inych prvkov alebo maji vplyv na zdravie organizmu. Proteiny, ktoré vo svojej Strukture

obsahuju atom medi st:

e Cu, Zn - superoxiddismutiaza ma antioxida¢nu aktivitu, eliminuje volné
superoxidové radikaly za vzniku peroxidu vodika.

e Cytochrom c oxidaza je sucastou dychacieho retazca v mitochondriach,
zabezpecuje oxidacno-redukcné reakcie.

e Tyrozinaza zabezpecuje produkciu melaninu atym ovplyviuje
pigmentaciu pokozky, poruchy funkcie tohto enzymu sposobuji albinizmus,
vitiligo.

e Lyzyloxidaza stabilizuje vldkna kolagénu, je potrebnd pri sietovani
kolagénu a elastinu. Poruchy tohto enzymu vedu ochoreniam spojivového
tkaniva, ako napr. osteoporéza, degenerativne ochorenia kibov, emfyzém,
petechie a iné.

e Ceruloplazmin zabezpecuje transport medi a posobi ako feroxidaza, tzn.
oxiduje Zeleznaté 16ny na zZelezité, ¢im zabezpecuje aj homeostazu Zeleza.

e Hephaestin sa podiel'a na transporte Zeleza z enterocytov do krvi, ato
vd’aka jeho ceruloplazminu — analogickej funkcii feroxidazy.

e Dopamin B-hydroxylaza je doleZita pre syntézu katecholaminov.

e Peptidylglycin a-amidujica monooxygenaza zabezpeCuje amidaciu

neuropetidov a peptidovych hormoénov.

(Inesi, 2016; Lutsenko et al., 2007; Mladénka et al., 2005; Muller et al., 2007; Shim
a Harris, 2003)

15



2.1.4 Poruchy homeostazy medi a patologické stavy

Stuhrn vsetkych procesov, ktoré sa podiel’aju na udrzovani normalnych hladin medi
v organizme, je dolezity pre fyzické a psychické zdravie, kedze med moéze byt pre
organizmus aj velmi toxickd a nebezpecnd. Vol'na med poOsobi ako katalyzator v tzv.
Haber-Weissovej reakcii (reakcia 1 a2), kedy vznikd hydroxylovy radikal, ktory moéze
priamo poskodit’ bunkové struktary. Preto je dolezité, aby absorpcia, distribucia, utilizacia
a exkrécia medi bola v organizme striktne regulovana pomocou Specifickych proteinov.

(Muller et al., 2007)
02"+ Cu?* — Oy + Cu'* (reakcia 1)
Cu'*+ H,0; — Cu*"+ OH" + OH" (reakcia 2)

Koncentraciu medi v tele ovplyviiuje mnozstvo faktorov. Uz na urovni absorpcie,
kedy pri znizenom mnozstve medi v bunke dochddza k vysSiemu vychytavaniu medi z
potravy. Lepsia absorpcia je aj v pritomnosti draselnych i6nov, histidinu alebo pri nizSom
extracelularnom pH. Naopak absorpciu zniZuje pritomnost’ striebornych idnov, Zelezo
alebo zinok. Pritomnost’ sodnych i6nov absorpciu medi neovplyviiuje (Collins et al., 2010;

Lee et al., 2001)

Dalsie ovplyvnenie homeostazy sa odohréva na urovni ATP4z. Pri nedostatku medi
v periférnych tkanivach dochadza k zvySenej expresii ATP7A v ¢reve a peCeni, tym sa
zabezpeCi lepSia distribicia a dostupnost’ medi v tele. Pri vysokych hladinach medi
v bunkéch dochéadza k translokacii ATP7B z Golgiho aparatu do membrany, ¢im dochadza
k vyli€eniu prebytocného mnozstva. Poruchy stvisiace s ATP4azovou aktivitou moézu byt
aj geneticky podmienené. Medzi najznamejSie ochorenia suvisiace s poruchou na Grovni
ATPaz st Menkesova choroba a Wilsonova choroba. (Chen et al., 2020; Kim et al., 2010;
Lutchenko et al., 2007) V Tabul’ke €. 3 je uvedeny strucny prehl'ad patologickych stavov,

ktoré vyplyvaji z poruchy homeostazy medi.
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Tabul’ka ¢. 3

PATOLOGICKE STAVY SPOJENE S PORUCHOU HOMEOSTAZY MEDI

Patologickz’ stav Szmpto'mz Zmenz Cu  Mechanizmus vzniku

Menkesova Neurodegenericia, Nedostatok  Primarne: mutacia génu pre
choroba abnormalne spojivové ATP7A sposobuje nedostatok Cu
tkanivo, poruchy Sekundarne: znizena aktivita
kolagénu a elastinu, niektorych enzymov
vaskulopatia, kuceravé
vlasy
Wilsonova choroba Poskodenie pecene a Nadbytok Mutacia génu pre ATP7B vedie
neurodegeneracia k zvysenej akumulacii Cu
v pe€eni a mozgu
Infantilna Novorodenecka smrt’ Nedostatok  Mutacia génu pre  SCO2
kardioencefalo- spdsobujuca nedostatok Cu pre
myopatia CcO, ktoré¢ vedie k smrti
novorodenca
Metabolicky Nealkoholicka steat6za Nedostatok ~ Znizenie =~ PDE3B  spdsobuje
syndrom pecene a obezita pokles cAMP  dependentnej

lipolyzy, atym ovplyvnenie
plazmatickej hladiny cholesterolu
a lipoproteinov

Anémia Hemolyticka anémia Nadbytok Vysoké hladiny volnych idénov
medi v krvi spdsobuje hemolyzu
Poruchy KVS Hypertenzia a Nadbytok Cu aktivuje LOX, IL-1a, FGFI
aterosklerdza atd., ¢im dochadza k podpore
rozvoja aterogenézy a

hypertenzie

Nedostatok  PoSkodenie SOD3 a zvysenie Oy

Rakovina Zhubna proliferacia a Nadbytok Cu  stimuluje  prolliferaciu,
metastdzovanie angiogenézu a metastazovanie
Neuro- Poskodenie kognitivnych Nespravna  Akumulacia medi s Ap, o-
degeneativne funkcii, paméte distribucia ~ synukleinom ai., ¢o vedie
poruchy a pohybového aparatu k zvySeniu  ROS  azaroven
dochadza k nedostatku medi v
DBH, PAM
Diabetes Inzulinova rezistenciaa  Nespravna  ZvySené hladiny Cu v peceni
hyperglykémia distribucia  a oblickach a nedostatocné
vychytavanie Skodlivého Oy
prostrednictvom vaskularnej
SOD3

Vysvetlivky: A (amyloid-f), cAMP (cyklicky adenozinmonofosfat), DBH (dopamin-
p-hydroxyldaza), FGF1 (fibroblastovy rastovy faktor), IL-lo. (interleukin la), LOX
(lyzyloxidaza), =~ PAM  (peptidyl-glycin  a-amidujuca  monooxygendaza), =~ PDE3B
(fosfodiesterdza 3B), SCO2 (gén pre syntézu CcQO), SOD3 (superoxiddismutaza 3).

Prevzaté z Chen et al., 2020
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2.1.5 Chelatacia medi
Z vyssie uvedeného vyplyva, Ze zvySend akumuldcia medi v organizme vedie
k zavaznym zdravotnym problémom. Riesenim tychto patologickych stavov je pouzitie

chelatorov medi.

Chelatacné cinidld su vo vSeobecnosti molekuly obsahujtce ligandy, ktoré maju
vysoku afinitu k uréitym kationom kovov a su schopné vytvarat’ s nimi koordinacnu vézbu.
Vznik tejto vézby je zakladnym predpokladom pre vytvorenie komplexov, coho nasledkom
je znizenie mnozstva volnych kationov. Prave tento sposob vyvdzovania vol'nych ionov sa
vyuziva pri intoxikacidch tazkymi kovmi a pri lieCbe patologickych stavov spojenych s ich

nadbytkom v organizme. (Cao et al., 2015; Flora a Pachauri, 2010; Kontoghiorghes, 2020)

2.1.5.1 Dimerkaprol

Dimerkaprol (Obr. €. 3) bol vyvinuty uz v roku 1940 ako antidotum, ktoré sa
pouzivalo pocas 2. svetovej vojny pri otrave lewisitom, chemickou zbranou obsahujucou
arzén. Odtial’ je tiez znamy jeho nazov British anti-Lewisite, BAL. Podéaval sa vo forme
intramuskularnych injekcii a mal vyrazné neziaduce uCinky. Preto sa v sucasnej dobe
dimerkaprol ako chelator medi v terapii nevyuziva. Chemicky sa jedna o 2,3-dimerkapto-
1-propanol. Je to alkohol s dvomi tiolovymi skupinami. (Aggarwal a Bhatt, 2018; Denny-
Brown a Porter, 1951; Peters, 1945)

SH

HO\)\/SH
Obrizok &. 3: STRUKTURA DIMERKAPROLU

2.1.5.2 D-penicilamin
Objavitelom penicilaminu je John Walshe, ktory vroku 1950 dokazal, Ze
penicilamin je G€inny a relativne bezpecny chelator medi s trvalym prinosom pre pacientov

s Wilsonovou chorobou. (Walshe, 2003)

Molekula je tvorena cysteinom, na ktorom su v polohe B naviazané dve metylové
skupiny (Obr. €. 4). Pre vizbu s med’ou je dblezitd pritomnost’ tiolovej skupiny. Ide ale

o relativne slaby chelator medi, ktory ale vyrazne zvysuje jej vylu€¢ovanie mo¢om. V praxi
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sa pouziva len D-izomér, pretoze L-izomér je toxickejsi. (Riha et al., 2013; Walshe, 1956;

Walshe, 2003)
0 SH
HO

NH,

Obrizok &. 4: STRUKTURA D-PENICILAMINU

V Ceskej a Slovenskej republike je D-penicilamin registrovany pod nazvom
Metalcaptase®, v sile 150 mg a 300 mg. Podava sa peroralne vo forme enterosolventnych
tabliet. Okrem liecby Wilsonovej choroby a otravy med’ou ma podl'a SPC schvalent
indikaciu aj na liecbu revmatoidnej artritidy; otravy olovom, ortutou a zinkom; cystinurie
sprevadzanou tvorbou mocovych kamenov (pokial’ recidive nebolo mozné zabranit’ napr.
diétou neobsahujicou metionin, hyperhydrataciou, alkalizdciou mocu); pri pokrocilom
Stadiu ochoreni a s nim spojenych zvlastnych rizik (napr. stav po nefrektomii); a na liecbu
sklerodermie. Medzi Casté neziaduce ucinky patria poruchy funkcie kostnej drene, kozné

prejavy alergického povodu, poruchy chuti, nauzea. (www.sukl.cz; www.sukl.sk)

2.1.5.3 Trientin
Ako jediny z chelata¢nych ¢inidiel medi nemé vo svojej Struktare tiolova skupinu
(Obr. €. 5). Chemicky sa jedna o trietyléntetramin a uz z nazvu vyplyva, Ze ligandami st

Styri atomy dusiku, ktoré s med’ou vytvaraju stabilny komplex. (Walshe 2009)

NH NH,

(

NH  NH,
—_/

Obriazok &. 5: STRUKTURA TRIENTINU

Trientin vykazuje lepSie chelataéné UCinky neZ penicilamin a dimerkaprol. Je
podavany peroralne a je vylucovany oblickami do mocu. V si¢asnosti je pouzivany ako
liek vol'by u symptomatickych aj asymptomatickych pacientov s Wilsonovou chorobou.

Moze byt tiez podavany tehotnym Zzendm. (Aggarwal a Bhatt, 2018; Riha et al., 2013)
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2.1.5.4 Tetratiomolybdenan

Tetratiomolybdenan (TTM, Obr. €. 6) ma viac mechanizmov ucinku. V krvi
vychytava atdmy medi, pricom vznikd komplex TTM-Cu-albumin. Pdsobi aj na urovni
absorpcii. Po perordlnom podani spolu s potravou takmer tplne blokuje vstrebavanie medi,
pretoze vytvara s ionmi medi komplexy, ktoré st nasledne vylicené stolicou. Zaroven sa
podiela na odstrafiovani medi z metalotioneinov v tkanivach, hlavne v hepatocytoch,
nasledkom ¢oho dochadza k zvySenému vyluCovaniu medi zl¢ou. Tetratiomolybdenan
ziskal od EMA (European medicines agency) vroku 2013 Statut sirotéieho lieku na
Wilsonovu chorobu (www.ema.europa.eu), americkd FDA (Food and drug administration)
ho ale zatial’ neschvalila. (www.drugs.com) Spociatku sa pouzivala améniova sol’ TTM,
ktord bola vSak nestabilna. Preto bola vyvinuta stabilnejSia forma s cholinom. V sti¢asnosti
stale prebiehaju klinické Studie, ale zd4 sa, Ze sol’ s cholinom je stabilnejSia a vykazuje

dobry bezpeény profil. (Moini et al., 2021)

Obrizok & 6: STRUKTURA TETRATIOMOLYBDENANU
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2.2 Derivaty xantén-3-6nov

Xantény su organické heterocyklické zluceniny. Ich oxidaciou vznikaju derivaty
xantony, pricom poloha ketoskupiny je urcujiica pre nazvoslovie. Tato praca je zamerana
na derivaty xantén-3-6nu. Molekularny vzorec je C13HgO; a zakladna Struktara je uvedena
na Obrazku ¢. 7. Po chemickej stranke je to plne konjugovany systém troch benzénovych

jadier, kde uhlik v polohe 10 je nahradeny atémom kysliku a ketoskupina sa nachadza

v polohe 3. (Das a Banik, 2020; Lauridsen et al., 2020)

Obrizok &. 7: ZAKLADNA STRUKTURA XATNTEN-3-ONOV

Zakladna Struktira moéze byt rézne substituovand, ¢im dochadza k ovplyvneniu
vlastnosti vyslednej molekuly ajej aktivity. V sucasnosti prebiecha extenzivny vyskum
mnohych derivatov xantén-3-6nu a ukazuje sa ich potencidlne vyuzitie v terapii. Vykazuju
cytotoxicky, antiproliferativny ucinok na nadorové bunky kolorektalneho, cervikdlneho
a adenokarcinomu. (Veljovi¢ et al., 2019; Zuki¢ et al., 2021) Niektoré derivaty 2,6,7-
trihydroxy-xantén-3-6nov su schopné chelatovat’ a redukovat’ Zelezo (Mladénka et al.,
2020), d’alsie derivaty xantonov dokazu vytvarat’ komplexy s idonmi hlinika, chromu, ortuti,
striebra alebo zinku. (Mabhai et al., 2019; Lee et al., 2018; Lv et al., 2017; Rao et al.,
2019) Svoje uplatnenie by mohli najst’ v terapii patologickych stavov spojenych
s nadbytkom tychto prvkov. Znamy je aj ich antiagregacny ucinok, ktory je zaloZeny na
antagonizovani u¢inku tromboxéanu. NajaktivnejSia zliCenina, 9-(4'-dimetylaminofenyl)-
2,6,7-trihydroxy-xantén-3-6n, dokonca vykazuje lepSiu protidoStickovl aktivitu nez

v praxi bezne pouzivana kyselina acetylsalicylova. (Applova et al., 2018)

Iné xantonové derivaty st skimané v stvislosti s u¢inkom na kardiovaskularny
systém, kde vykazuju vysoku afinitu k adrenergnym recptorom a maji antiarytmicky
a hypotenzny ué¢inok. (Marona et al., 2008b) Dalsie vykazuju baktericidny Géinok proti
Mycobacterium tuberculosis (Szkaradek et al., 2008) a antimykoticky ucinok proti

kmenom Candida species, Cryptococcus neoformans a dermatofytom. (Tocci et al., 2011)
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Uplatnenie by vd’aka inhibicnej aktivite voci acetylcholinesterdze mohli najst’ aj v lieCbe
Alzheimerovej choroby (Kou et al., 2020) alebo vd’aka antikonvulzivhemu ucinku pri
liecbe epilepsie. (Marona et al., 2008a) Ako antioxidanty st schopné vychytavat’ vol'né
radikaly a chranit’ bunky pred oxidativnym poSkodenim, niektoré derivaty vykazuji
inhibi¢ny Uc¢inok voci enzymom, ktorych vyssia aktivita stvisi so starnutim pokozky. (Lin

et al., 2014; Resende et al., 2020)
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3 Prakticka Cast

3.1 Ciel prace
Cielom tejto rigoroznej prace bolo zistit, ¢i st nami skimané derivaty 2,6,7-
trihydroxyxantén-3-6nu schopné interagovat’ s i6nmi medi. Pripadne z vysledkov odvodit’

mozné Strukturalne predpoklady tychto derivatov pre ich chelata¢n aktivitu.

3.2 Material a metodika

3.2.1 Chemikalie

Pentahydrat siranu mednatého (CuSO04.5H20), chlorid medny (CuCl), chlorid
sodny (NaCl), kyselina chlorovodikova (HCI), dimetylsulfoxid (DMSO), hematoxylin
(HEM, Obr. ¢. 8), disddna sol’ batokuproindisulfonovej kyseliny (BCS, Obr. ¢. 9),
hydroxylamin hydrochlorid (HA), 4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetansulféonovd kyselina
(HEPES), jej sodna sol’, kyselina octova a octan sodny, boli zakiipené od firmy Sigma-

Aldrich (Nemecko).

Acetatové tlmivé roztoky o pH 4,5 a 5,5 boli pripravené ako vodné roztoky octanu
sodného a kyseliny octovej (15 mM), tj. 15 mM octanu sodného a 27,3 respektive 2,7 mM
kyseliny octovej. HEPES pufry o pH 6,8 a 7,5 boli pripravené ako vodné roztoky HEPES
71,7 respektive 14,3 mM, a jeho sodnej soli (15 mM).

OH

HO O oH
HO O. ©

OH

Obrizok & 8: HEMATOXYLIN
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. XHQO

Obrizok & 9: DISODNA SOL BATOKUPROINDISULFONOVEJ KYSELINY

3.2.2 Testované latky
Testované latky, derivaty 2,6,7-trihydroxyxantén-3-6nu, boli syntetizované na

Univerzite v Sarajeve a su zhrnuté v Tabulke €. 4.

Tabulka & 4: TESTOVANE LATKY A ICH STRUKTURA

Zdkladna Struktiura Zlucenina R-

I ¢ 1 3', 4’-dihydroxy
¢.2 2'-hydroxy-3'-metoxy
¢.3 3', 5'-dimetoxy-4'-hydroxy
¢. 4 3'-metoxy-4'-hydroxy-5'-nitro
¢.5 4’-etoxy
¢.6 3'-brém
¢.7 2'-chlor-6'-fluor
¢. 8 4’-dimetylamino
¢.9 4'-trifludrmetyl
¢. 10 4’-acetamido

V tabulke su zhrnuté testované latky, tj. zluceniny ¢. 1 — 10. Zakladnou Strukturou
je 9-fenyl-2,6,7-trihydroxy-xantén-3-on, pricom fenylovy zvysok je dalej rozne
substituovany (R-), vid' treti stlpec.

3.2.3 Pristrojové vybavenie a pomocky

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

Nemecko)
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e Trepacka pre mikrotitraéné dosticky: IKA® MS 3 digital (IKA® - Werke
GmbH & Co. KG, Staufen, Nemecko)

e Trepacka pre skiamavky: IKA® VORTEX GENIUS 3 (IKA® - Werke
GmbH & Co. KG, Staufen, Nemecko)

e Mikrotitratné dosticky (Brand)

e Automatické pipety (Brand)

e Viackanalové pipety (Biohit)

3.2.4 Postup

3.2.4.1 Stanovenie chelatacie medi pomocou hematoxylinovej metody

3.2.4.1.1 Priprava zakladnvch roztokov

Zakladny roztok mednatych i6nov bol 5 mM roztok CuSO4.5H>0 v destilovanej
vode. Jeho molekularna hmotnost (Mw) je 249,69 g/mol a je uchovavany v chladnicke,

kde je stabilny.

Zakladny roztok hematoxylinu bol 5 mM roztok v DMSO, s Mw = 302,28 g/mol.

Jeho stabilita je nizka a da sa pouzit’ po dobu cca 5 hodin.

3.2.4.1.2 Priprava pracovnych roztokov a roztokov testovanej latky

Pracovné roztoky Cu®" a HEM boli pripravené z prislusnych zakladnych roztokov
riedenim na pozadovani koncentraciu 250 uM, pricom na riedenie Cu?’ bola pouzita
destilovana voda a na riedenie HEM bol pouzity DMSO. Pracovny roztok HEM je kvoli

nizkej stabilite nutné po 90 minttach znovu nariedit’.

Roztoky testovanych latok boli riedené pomocou DMSO zo zakladnych roztokov
(obvykle 10 mM roztoky danych zlucenin rozpustenych v DMSO) na poZadovanu

koncentraciu.

3.2.4.1.3 Vlastné prevedenie experimentu

Chelatacia med’natych ionov v tlmivom roztoku s pH 7,5; 6,8 a 5,5: do vSetkych
jamiek mikrotitratnej dosticky bolo pipetovanych 150 pl prislusného tlmivého roztoku.
Nasledne bolo do nich pridanych 50 pl 250 uM roztoku Cu?*. Do testovacich jamiek bolo
pridanych 50 pl roztoku testovanej latky (derivaty z Tab. €. 4) o prislusnej koncentracii,

pri¢om koncentracia smerom zl'ava doprava postupne klesala. Do kontrolnych jamiek bolo
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pridanych 50 pl rozpustadla (vid® Obr. €. 10). Nasledne sa dosticka nechala po dobu 2
minut trepat’, aby doslo k reakcii medzi testovanou latkou a med’natymi iénmi. Dalej bolo
do polovice jamiek pipetovanych 50 ul DMSO, tj. do tretej aStvrtej rady dosticky
(oznacené ako ,, ‘) a az potom bolo do prvej polovice jamiek, tj. do prvych dvoch rad
(oznacené ako ,,X*), pipetovanych 50 pl 250 pM roztoku hematoxylinu. HEM ako
indikator chelatuje nezreagované Cu®* idny za tvorby farebnych komplexov. Dosti¢ka bola
znovu mieSand 3 minuty a hned’ potom bola merand absorbancia (tzn. v Case 3 min)
a d’alSie meranie sa opakovalo po 4 minatach (tzn. v ase 7 min). Pre pH 7,5 sa

absorbancia merala pri 610 nm, pre pH 6,8 pri 590 nm a pre pH 5,5 pri 595 nm.

Roztok Roztok Roztok Roztok Kontrolné
testovanej  testovanej testovanej testovanej jamky
latky c, latky c; latky c;3 latky c« (c=0)
Jamky
s indikatorom(HEM)

Obrizok & 10: SCHEMATICKE ZNAZORNENIE MIKROTITRACNE]
DOSTICKY PRI HEMATOXYLINOVEJ METODE

3.2.4.2 Stanovenie chelatacie medi pomocou batokuproinovej metody

3.2.4.2.1 Priprava zakladnvch roztokov

Zakladny roztok pre med’naté i6ny bol pripraveny rovnako ako pri HEM metdde.

Zakladny roztok med’nych i6nov bol 5 mM roztok CuCl vo vodnom roztoku 0,1 M
HCl a 1 M NaCl. Jeho My, je 98,99 g/mol.

Zakladny roztok hydroxylaminu hydrochloridu bol 100 mM roztok HA
v destilovanej vode, s Mw = 69,49 g/mol.

Zakladny roztok disddnej soli batokuproindisulféonovejovej kyseliny bol 5 mM
roztok BCS v destilovanej vode, s Mw = 564,54 g/mol.
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Vsetky zakladné roztoky su pri uchovavani v chladnicke stabilné.

3.2.4.2.2 Priprava pracovnych roztokov a roztokov testovanej latky

Pracovné roztoky Cu® a Cu?" boli pripravené riedenim prislusnych zakladnych
roztokov na pozadovanu koncentraciu 250 uM za pouzitia DMSO (rozdiel oproti HEM

met6dy, kde boli Cu?* iény riedené destilovanou vodou).

Roztoky testovanych latok boli pripravené rovnako ako pri HEM metode.

3.2.4.2.3 Vlastné prevedenie experimentu

BCS je schopna chelatovat’ len medné i6ny, preto sa rozliSuju dva samostatné

ostupy pre stanovenie Cu’ a Cu?", vid’ niZsie.
9

Chelatacia med’'natych (Cu?*) iénov v tlmivom roztoku: do vsetkych jamiek
mikrotitracnej doSticky bolo pipetovanych 100 pl prislusného tlmivého roztoku. Do
testovacich jamiek bolo pridanych 50 pl roztoku testovanej latky o prisluSnej koncentracii
a do kontrolnych jamiek bolo pridanych 50 ul rozpustadla (vid’ Obr. €. 11). Nasledne bolo
do vietkych jamiek pridanych 50 pl 250 pM roztoku Cu** i6nov v DMSO a dosticka bola
po dobu 2 minut mieSand, aby doSlo k reakcii medzi testovanou latkou a mednatymi
ionmi. Potom bolo do vsetkych jamiek pridanych 50 pl roztoku HA, ktory zredukoval
nezreagované mednaté iony na medné. Bol pridavany v koncentracii 1 mM pre tlmivé
roztoky s pH 6,8 a 7,5 alebo v koncentracii 10 mM pre tlmivé roztoky s pH 4,5 a5,5.
Znovu bola doti¢ka 1 mintitu miesana. Dalej bolo do prvej polovice jamiek, tj. do prvych
dvoch rad (oznacené ako ,,X*), pipetovanych 50 ul 5 mM roztoku BCS a do druhej
polovice jamiek bolo pipetovanych 50 pl vody, tj. do tretej a Stvrtej rady doSticky
(oznacené ako ,, ). BCS chelatovala zredukované medné i6ny za vzniku farebnych
komplexov. Absorbancia bola merana pri 484 nm ihned po pridani BCS alebo vody,

a nasledne po 5 minutach.

Chelatacia med’nych (Cu®) iénov v tlmivom roztoku: do vsetkych jamiek
mikrotitracnej dosticky bolo pipetovanych 100 pl prislusného tlmivého roztoku. Nasledne
bolo do vSetkych jamiek pridanych 50 pul HA, pri¢om jeho koncentracia zavisela na pH
tlmivého roztoku, vid’ vyssie. Nésledne bolo do vSetkych jamiek pridanych 50 pl 250 uM
roztoku Cu’ idnov v DMSO a dosti¢ka bola 1 minitu mieSand. Do testovacich jamiek bolo
pridanych 50 pl roztoku testovanej latky o prislusnej koncentracii a do kontrolnych jamiek

bolo pridanych 50 pl rozptstadla (vid’ Obr. €. 11, schéma mikrotitracnej dosticky vyzera
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rovnako, rozdiel je v postupnosti pridavania jednotlivych zloziek). Nasledne bola dosticka
po dobu 2 minat mie$ana. Dalej bolo do prvej polovice jamiek (oznatené ako ,,.X“),
pipetovanych 50 pl 5 mM roztoku BCS a do druhej polovice jamiek (oznacené ako ,, ).

bolo pipetovanych 50 pl vody. Absorbancia bola merand pri 484 nm ihned’ a néasledne po 5

minutach.
Roztok Roztok Roztok Roztok Kontrolné
testovanej  testovanej testovanej testovanej jamky
latky c, latky c2 latky c;3 latky cx (c=0)
Jamky
s indikatorom(BCS)

Obrizok & 11: SCHEMATICKE ZNAZORNENIE MIKROTITRACNE]
DOSTICKY PRI BATOKUPROINOVEJ METODE

Konecny obsah jamiek pri chelatdcii Cu’" iénov: 100 ul tlmivého roztoku — 50 ul
roztoku testovanej latky alebo rozpustadla — 50 ul roztoku Cu’t — 50 ul roztoku HA —
50 ul roztoku BCS alebo vody.

Konecny obsah jamiek pri chelatacii Cu™ idnov: 100 ul tlmivého roztoku — 50 ul
roztoku HA — 50 ul roztoku Cu’* — 50 ul roztoku testovanej latky alebo rozpistadla —
50 ul roztoku BCS alebo vody.

3.2.5 Matematické spracovanie vysledkov

MnozZstvo nezchelatovanej medi bolo vypocitané ako rozdiel absorbancie testovanej
latky, tj. vzorka s indikatorom a jeho prislusnej slepej vzorky, tj. vzorka bez indikatora,
vydeleny rozdielom kontrolnej vzorky, tj. vzorka so zndmym mnozstvom medi bez

testovanej latky, a jej slepej vzorky.

Vysledky st vyjadrené ako priemer + smerodajna odchylka. Rozdiely chelataéného
potencidlu boli ziskané porovnanim 95% konfidenénych intervalov. Pri Statistickom
spracovani vysledkov bol pouzity program MS Excel a GraphPad Prism verzia 6 pre

Windows (GraphPad Software, USA).
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4 Vysledky

Najskor boli otestované vsetky latky na skriningovej hematoxylinovej metodike.
Vsetkych desat’ testovanych latok chelatovalo mednaté i6ny pri vSetkych zvolenych pH
(5,5 - 17,5), vid Obr. ¢. 12 — 16. Vsetky testované xantony sa podl'a tejto metodiky javia
ako ucinné chelatory. Pri pomere 1:1 chelatovali od 50 do 100% pritomnych mednatych
i6nov, ¢o naznacuje tvorbu komplexov 1:1 pri 100% alebo takmer 100% chelatacii, alebo
3:2 (chelaticia okolo 67%) alebo vynimo¢ne 2:1, xantén: Cu®’, ako je dobre vidiet
v pripade zluceniny 1 pri pH 5,5 (Obr. €. 12A) alebo zluceniny 3 pri pH 7,5 (Obr. €. 13A).
Komplexy vsetkych testovanych latok boli tiez stabilné, pretoze sa chelata¢nd G¢innost’

nezmenila pri merani po 3 a 7 minttach.
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Obrazok ¢& 12: CHELATACIA MEDNATYCH IONOV POMOCOU
HEMATOXYLINOVE] METODY ZLUCENINOU 1 (A) A ZLUCENINOU 2 (B) PRI
ROZNYCH HONOTACH pH

A: zlucenina ¢. 1 dokazala chelatovat' v pomere 1:1 pri pH 5,5 okolo 50% medi

(pravdepodobnda stechiometria 2:1, xanton: Cu*", pri pH 6,8 75% medi a pri pH 7,5 okolo

60% medi. V tychto vyssich pH nie je mozné jednoznacne urcit stechiometriu.

B: zlucenina ¢. 2 vykazovala najlepsiu chelatacnu aktivitu s pravdepodobnou

stechiometriou 1:1, (100% chelatdcia pri pH 5,5). Pri vyssich pH bola chelatacia nizsia.
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Obrizok ¢ 13: CHELATACIA MEDNATYCH IONOV POMOCOU
HEMATOXYLINOVEJ] METODY ZLUCENINOU 3 (A) A ZLUCENINOU 4 (B)

A: v koncentracnom pomere 1:1 sme pri pH 5,5 a pH 6,8 pozorovali priblizne 75%
chelataciu a pri pH 7,5 okolo 50%. Pri tomto najvyssom pH sa teda pravdepodobne tvoril

komplex 2:1, xantén: Cu*".

B: v pomere 1:1 bolo chelatované okolo 70%, a to pri vSetkych pH. Neda sa urcit

stechiometria komplexu.
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Obrizok ¢ 14: CHELATACIA MEDNATYCH IONOV POMOCOU
HEMATOXYLINOVEJ METODY ZLUCENINOU 5 (A) A ZLUCENINOU 6 (B)

evve

to bolo len okolo 50 — 60%. S vyssim pH sme pozorovali aj vyssiu chelataciu. K 100%
chelatdcii doslo v pomere 1:1 pri pH 6,8.

B: maximdlna chelatacna aktivita bola zretelne dosiahnutd uz v pomere 1:1 pri pH
6,8. Pri pH 5,5 bola lahko nizsia (80%), zatial ¢o pri pH 7,5 len okolo 60%. K 100%

chelatovanej medi pri pH 7,5 bola potrebna vyssia koncentracia testovanej latky.
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Obrizok ¢ 15: CHELATACIA MEDNATYCH IONOV POMOCOU
HEMATOXYLINOVEJ METODY ZLUCENINOU 7 (A) A ZLUCENINOU 8 (B)

A: vpomere 1:1 bolo pri vsetkych pH dosiahnutych okolo 70% chelatacie.

Stechiometria nie je tiplne jasnd, moze ist o komplex 3:2, xanton: Cu’*.

B: zlicenina 8 chelatovala velmi podobne ako zluicenina 7.
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Obrizok ¢ 16: CHELATACIA MEDNATYCH IONOV POMOCOU
HEMATOXYLINOVEJ METODY ZLUCENINOU 9 (A) A ZLUCENINOU 10 (B)

A: v pripade nizsich pH sme pozorovali pri pomere 1:1 100% kompletnu (pH 5,5)
alebo skoro kompletnu (pH 6,8) chelataciu mednatych ionov. Da sa teda predpokladat
stechiometria 1:1. Pri pH 7,5 to bolo len okolo 70%.

B: zlucenina ¢. 10 dokazala chelatovat’ med’ pri vsetkych hodnotach pH. K 100%
chelatacii doslo pri vSetkych pH v pomere 1:1. Opdt teda moZeme Spekulovat

o stechiometrii 1:1.
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Obrazok & 17: POROVNANIE CHELATACNEJ UCINNOSTI TESTOVANYCH LATOK PRI pH 7,5

Data zobrazuju meranie po 7 minutach vrdtane 95% konfidencnych intervalov. Medzi jednotlivymi testovanymi latkami neboli ndjdené

vyznamné rozdiely, pretoZe sa konfidencné intervaly vSetkych latok prekryvaju.
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Obrazok ¢&. 18: POROVNANIE CHELATACNEJ UCINNOSTI TESTOVANYCH LATOK PRI pH 6,8

Data zobrazuju meranie po 7 minutach vrdtane 95% konfidencnych intervalov. Medzi jednotlivymi testovanymi latkami neboli ndjdené

vyznamneé rozdiely, pretoze sa konfidencné intervaly vSetkych latok prekryvaju.
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Obrazok & 19: POROVNANIE CHELATACNEJ UCINNOSTI TESTOVANYCH LATOK PRI pH 5,5

Data zobrazuju meranie po 7 minutach vratane 95% konfidencnych intervalov. Medzi jednotlivymi testovanymi latkami neboli ndjdené

vyznamné rozdiely, pretozZe sa konfidencné intervaly vsetkych latok prekryvaju.
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Pri pouziti batokuproinovej metdody sme pozorovali ziadnu alebo len zanedbatel'nt
chelataénti aktivitu vo¢i Cu®" a aj Cu" i6nom, a to u vietkych testovanych zlGgenin (¢. 1 —

10) a pri kazdom pH (Obr. ¢. 20 — 23).

k 1004 : B 1004

E E : e pH45
E 5] = 75+ : pH5.5
[ :
8 s 504 v pHE8
2 504 2
= ® e pH75
- [
% 254 § 251

=~
q\a e

s ! 0 , — .
— ——— N 1 1:100 1:10 1:1 10:1
1:100001:1000 1:100 1:10 1:1  10:1

koncentraény pomer zluéenina 1 : Cu*

koncentraény pomer zliéenina 1 : Cu?*

C oy e D w

754

~
v
1

50

25

0 F.ﬂ_‘v:!-_? . O—LOH—\

1:100 1:10 1:1 10:1 1:100 1:10 1:1 10:1
koncentraény pomer zli€enina 2 : Cu koncentraény pomer zliéenina 2 : Cu?*

% chelatovanej medi
N (3
i <

% chelatovanej medi

F 1004

751

100+

-~
o
1

50

251

— ¥ 1
1:100 1:10 1:4 101 1:100 1:10 1:1 10:1
koncentraény pomer zlGéenina 3 : Cu koncentraény pomer zlticéenina 3 : cu®*

% chelatovanej medi
N (4]
(3] (=]
i i

% chelatovane] medi

0 = ¥ £
T v ¥ ¥

Obrazok ¢ 20: CHELATACIA MEDNYCH A MEDNATYCH IONOV
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F) PRIROZNYCH HONOTACH pH
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5 Diskusia

V sucasnej dobe sa venuje velka pozornost skiimaniu prirodnych latok, ktoré
vykazuji heterogénne vlastnosti, potencidlne vyuzitelné aj v oblasti farmakologie
amediciny. Zaujimavé sa vSak javia aj ich syntetické analdgy, u ktorych vhodna
Strukturdlna obmena moze priaznivo ovplyvnit' pozadovany uc¢inok. Jednou skupinou,

ktort posledné roky vedci skumaju kvoli ich moznému vyuzitiu v terapii, st xantony.

Této praca bola zamerand na skrining desiatich Strukturalne blizkych syntetickych
derivatov xantén-3-6nov, pricom ciel'om bolo zhodnotit’ ako interaguju s ibnmi medi. Hoci
prebicha extenzivny vyskum, tieto konkrétne latky nie su az tak prebadané.
V pociatocnych hypotézach a d’alSich porovnavaniach sme vychadzali z vysledkov prac

zaoberajucich sa inymi polyfenolickymi latkami.

Zli¢enina €. 10 sa javila ako najlepsi chelator. Dokazala pri pomere 1:1 chelatovat’
100% medi, a to vo vSetkych prostrediach pH, ¢o naznacuje tvorbu komplexu 1:1 (xantén:
Cu*"). Kedze ostatné zlugeniny nevykazovali markantné rozdiely, moézeme usudit, Ze
substituenty na fenylovom jadre v polohe 9 ani 6,7-dihydroxylové skupiny sa priamo
nepodielaji na chelatacii. Z toho vyplyva, Ze skimané derivaty maju len jedno chelatacné
miesto — je to hydroxylova skupina v polohe 2 a keto skupina v polohe 3 na zakladnej
Struktire xantoénu (Obr. €. 24). Toto tvrdenie je v sulade s vysledkami prace Kou et al.,

2020 a Mladénka et al., 2020.

Chelatac¢né miesto

Obrizok &. 24: CHELATACNE MIESTO V MOLEKULE XANTEN-3-ONU

Zaujimavé je, Ze substitucia fenylového zvySku v polohe 9 vécSinou vyrazne

neovplyvnila vyslednt aktivitu derivatov. Viaceré Stidie poukazuji na lepSiu chelatacnti
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aktivitu oxidovanych foriem xantonov — konkrétne, derivatov obsahujucich hydroxylové
skupiny (Cidade et al., 2017; Mladénka et al., 2011; Resende et al., 2020; Riha et al., 2014)
alebo derivatov obsahujucich halogénové prvky. (Riha et al., 2013) Zname chelatory medi,
penicilamin ¢i trientin, obsahuji vo svojej Strukture atom dusika, ktory je jednym
z ligandov. Zavedenie funk¢énych skupin obsahujucich dusik moduluje aktivitu vyslednej
zltiéeniny a zvysuje selektivitu pre vizbu s Cu?* (Chereddy et al., 2013), to sa v tejto praci
nepotvrdilo. Zd4 sa, ze rozne substituenty skor ovplyviiuji redukéné nez chelatacné
ucinky. (Karlickova et al., 2015; Mladénka et al., 2020) Je mozné, Ze substituenty na
fenylovom jadre len nepriamo ovplyviuju vyslednu aktivitu jednotlivych zlacenin. Jednym
z vysvetleni by mohol byt efekt pola, kedy moze dojst k ovplyvneniu polarizacie,
Struktiry a reaktivity molekuly priestorom, nie po vdzbach ako je to pri indukénom alebo
mezomérnom efekte. Tento efekt je relativne slaby a znizuje sa s rastlicou vzdialenostou
funkénych skupin. (Wheeler a Houk, 2009) Tym by substittcia fenylu v blizkosti hlavného
chelata¢ného miesta, t.j. v polohe C'2 a C'6, mohla ovplyvnit' 2-hydroxy alebo 3-keto
skupinu. (Mladénka et al., 2020)

Jednym z faktorov ovplyviiujuci priebeh reakcie je pH prostredie. Zo zistenych
vysledkov skimania nemozno jednoznaéne urcit’ zavislost’ na pH. Zd4 sa, ze pH 7,5 bolo
najmenej vhodné, pretoze k 100% chelatacii v tomto prostredi doslo pri pomere 1:1 len
u zlaceniny ¢. 10. Nizsie pH sa javili ako vhodnejsie, ¢o je zaujimavé, pretoze zistenia
inych $tadii poukazuju na klesajiicu chelata¢nu aktivitu v kyslejsom prostredi. (Riha et al.,
2013) U jednotlivych derivatov 2,6,7-trihydroxyxantén-3-6nu sme pozorovali len jemné
naopak najvysSiu aktivitu vykazovala zla¢enina €. 2 a €. 9. Pri pH 6,8 najlepsie chelatovala
zlucenina €. 5 a €. 6. Tieto rozdiely vSak nie su tak vyrazné, aby sa dali zovSeobecnit.
Naviac je nutné si uvedomit, Ze tieto rozdiely neboli signifikantné pri porovnani
konfiden¢nych intervalov (Obr. ¢. 17 — 19), tj. navrhnuté rozdiely v stechiometrii sa
vramci experimentalne] chyby danej meranim neprejavili v G€innosti chelatacie

hodnotenej Statistickou metddou.

Z vysledkov je zreyjmé, Ze vSetky zluCeniny boli schopné vytvorit komplexy
sionmi medi. AvSak pri pouziti batokuproinove; metddy, ktord predstavuje viac
kompetitivne prostredie, sa chelatacna aktivita nepreukézala. Z tejto skutocnosti vyplyva,
ze vytvorené¢ komplexy nie su stabilné a rozpadaju sa. Zda sa, ze afinita nami skimanych

derivatov 2,6,7-trihydroxyxantén-3-6nu k ionom medi nie je aZ tak vysoka v porovnani
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s ich afinitou k idbnom Zzeleza. T4 bola preukdzana a publikovana v komplexnej vedecke;j
praci prof. Mladénku v roku 2020, kde okrem iné¢ho boli publikované aj vysledky tejto
rigoroznej prace. K rovnakému vysledku doslo aj pri skimani flavanoénov, kde sa skimané
latky neprejavili ako vhodné chelatory medi. (Karlickova et al., 2015) V d’alSom skumani
tychto latok nasim pracoviskom bolo preukazané, ze st schopné silne redukovat’ med’naté
iony (Mladénka et al., 2020) amodzu teda potenciovat’ tvorbu volnych radikdlov
Fentonovou reakciou. (Sakihama et al., 2002) Takéto latky by teoreticky mohli byt

vyuziteI'né v terapii nadorov.

Na druhej strane je nutné povedat, ze i napriek nadejne vyzerajucim vysledkom
chelatacie zistenych pouzitim hematoxylinovej metodiky, ide o vel'mi slabé chelatory, ako
preukazala batokuproinova metodika. Ich chelatacny ucinok bude teda v klinickom
prostredi zanedbatelny. Je ale mozné, Ze urcitou derivatizaciou inych miest v molekule
tychto latok, mozeme zvysit chelataény uéinok. Specialne u latok, ktoré inhibuju aktivitu
acetylcholinesterdzy (Kou et al., 2020), by chelata¢ny uUc¢inok bol vyhodny, pretoze
v priebehu Alzheimerovej choroby dochédza i k nerovnovéhe hladin kovov v mozgu. (Li et

al., 2017)
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6 Zaver

Vsetky derivaty 2,6,7-trihydroxyxantén-3-6nu st schopné chelatovat’ ibny medi, ale
vzniknuté komplexy nie s stabilné. Substiticia fenylového jadra nema vplyv na
chelata¢nii ucinnost’ a ligandmi st 2-hydroxy a 3-keto skupiny na zakladnej Struktire
xantonu. Z vysledkov vyplyva, Ze xantén-3-6ny svoje vyuzitie v klinickej praxi nendjdu pri
lie¢be stavov s nadbytkom medi ako cheldtory. Nemusi vSak ist’ o slepl vyvojova vetvu,
ponuka sa modifikacia inych ¢asti molekuly vedica k zvySeniu chelatacnej aktivity alebo
sktiSanie tychto latok kvoli ich redukénym schopnostiam na modeloch nédorovych

ochoreni.
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7 Pouzité skratky

ATCUN — amino terminal copper and nickel binding
ATOX1 — prenasSac antioxidant 1

ATP — adenozintrifosfat

ATP7A — prenasa¢ ATPase copper transporting alpha
ATP7B — prenasa¢ ATPase copper transporting beta
BCS — batokuproindisulfonova kyselina

CcO — cytochréom c oxidéaza

CCS — copper chaperon for SOD

COX17 — cytochrome c-oxidase copper chaperone
CTRI1 — copper transporter 1

DMT1 — divalent metal transporter 1

DMSO - dimetylsulfoxid

EFSA — European food safety authority

EMA — European medicines agency

FDA — Food and drug administration

GA — Golgiho aparat

HA — hydroxylamin hydrochlorid

HEM — hematoxylin

HEPES — 4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetansulfonova kyselina
MDH sekvencia — sekvencia Met-Asp-His

SOD - superoxiddismutaza

TTM — tetratiomolybdenan

UVZSR — Urad verejného zdravotnictva Slovenskej republiky
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