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1 UvoD

Méd' je pro ¢lovéka esencidlnim prvkem, ktery se podili na mnoha bunéénych pochodech, napriklad
dychani, syntéza katecholamind, tvorba pojivovych tkani, dllezitych pro spravnou funkci a vyvoj
lidského téla. Schopnost odevzdavat a pfijimat elektron a ménit tak oxidacni stav molekuly je dulezita
pro funkci metaloenzymu. Jimi jsou mimo jiné antioxidacni enzym superoxiddismutasa, transportni
enzym ceruloplasmin a tyrosinasa tvofici barvivo melanin. Clovék se s médi v okolnim prostfedi mGze
setkat ve vodé, pfi vyrobé nastrojl a elektroniky ¢i v pldé, kde Casto zUstava jako reziduum pesticidd
a jinych odpadl vyprodukovanych clovékem. Stravou pfijimame méd v miligramovych mnoistvich
napf. diky ofechlim, obilnindam, jatriim, mékkysim nebo lusténindm. Pravidelny pfijem médi je pro
organismus duleZity a vychyleni hladin tohoto prvku vtélnich tkanich je spojené sfadou
onemocnéni.[1, 2] Nadbytek tohoto prvku ma vliv na ukladani a metabolismus lipid(, mlze vést i
k poskozeni DNA tvorbou komplexti s médnatymi ionty. Nékteré latky jsou schopné redukovat
médnaté ionty na médné, které reaguji s molekularnim kyslikem a tvofi Skodlivé kyslikové radikaly
Podil redukovanych iontd se snizuje pokud struktura vykazuje chelatacni aktivitu, kterd omezuje ptisun
iontd médi.[3] Chelatory diky své strukture selektivné vazi nezadouci volné ionty a tvofri s nimi stabilni
komplexy, které se jednoduse vylouci z organismu. S Iééebnym pouZitim cheldtord médi se mizeme
setkat zejména u Wilsonovy choroby, ktera dfive pfedstavovala smrtelné onemocnéni. VyuZiti nachazi

i v dalSich onemocnénich spojenych s nerovnovahou hladin médi.[4]

Chalkony a dihydrochalkony patfi mezi prekurzory v biosyntéze flavonoid( v rostlinach. Maji dvé
aromaticka jadra spojena pomoci triuhlikatého mastku, ktery je u dihydrochalkond saturovany a u
chalkond neni.[5] S témito latkami se mlzZeme setkat v béZné stravé obsahujici ¢asti rostlin, ovoce a
zeleninu, napf. jablka jsou vyznamnym zdrojem floretinu Ci florizinu.[6, 7] Latky, jako je neohesperidin
dihydrochalkon a naringin dihydrochalkon, jsou zndmé jako sladidla.[8] Chalkony maji mnoho

antimikrobialni, antidiabetické Gcinky a mnoho jinych.[9]

V této diplomové praci byla studovana schopnost nékterych chalkond a dihydrochalkoni chelatovat a
redukovat méd' v prostfedich o rozdilnych pH, kterd simuluji rGzné fyziologické a patofyziologické

pochody v téle. Tyto latky mohou byt potencialné vyuZity v budouci |é¢bé nékterych onemocnéni.



2 CiLPRACE

Cilem této diplomové prace je zméfit, zda vybrané latky ze skupin dihydrochalkonl (naringin
dihydrochalkon, neohesperidin dihydrochalkon, floretin, florizin) a chalkond (isoliquiritigenin,
likochalkon A) jsou schopné chelatovat ¢ redukovat méd (Cu*!, Cu*?) pfi pH 4,5; 5,5; 6,8 a 7,5,
simulujicich rlizné fyziologické i patofyziologické podminky v prostiedi lidského téla a urcit vztahy

struktur mérenych latek s jejich méd-chelataéni a méd-redukéni aktivitou.



3  TEORETICKA CAST
3.1 MED

3.1.1 Obecna charakteristika

Méd, charakteristickd nacervenalou barvou, se pro svou tepelnou a elektrickou vodivost vyuZiva
predev$im v elektrotechnice. Je lehce mechanicky zpracovatelna a nekoroduje.[10] Cistd méd' je pro
vétsinu zpracovani obvykle ptilis mékka, proto se ¢asto vyuziva ve slitiné s jinym kovem. Nejznaméjsi
je bronz (historicky prvni slitina) a mosaz. Bronz je smés s 25% podilem cinu. VyuZiva se k vyrobé
nastrojl, zbrani nebo nadob. Mosaz je oproti tomu slitina médi s 5-45 % zinku, v minulosti hojné
vyuzivana na vyrobu fimskych minci, konvic a jinych dekoraci.[11] V fadu milién0 tun se kaZzdorocné

pouziva k ochrané plodin v zemédélstvi jako soucast fungicidl, bakteriocidd a herbicid(i.[12]

V biologickych systémech mdGZe byt pfitomnd ve valenénich stavech Cu*! a Cu?, pfic¢em? prevaiuje
oxidovany stav Cu?*.[10, 13] Médnaté ionty maji uvnitf svych 3d orbital(l jeden nepérovy elektron.
Oproti tomu ionty médné maji orbitaly zaplnény Uplné (10 e ").[14] Hlavni vyuZiti tohoto prvku
predstavuji oxidaéné-redukéni reakce.[15] Standardni redukéni potencidl paru Cu?*/Cu*! je 0,153 V.
Schopnost prijmout dva odlisné redoxni stavy ¢ini méd velmi ddleZitym prvkem. Je nedilnou soucasti
metaloenzyml, redoxnich reakci v biologickych procesech atd. Redoxni vlastnosti médi jsou velmi
dllezité v procesech zprostfedkovavajicich prenos elektronu mezi biologickymi molekulami véetné
bunécné signalizace.[14] Jednomocné Cu* ionty byvaji Spatné aZ plné nerozpustné ve vodé. Oproti

tomu dvojmocné Cu? ionty jsou ve vodé veskrze dobfe rozpustné.[10]

3.1.2 Vyznam médi pro lidsky organismus

Méd' patii mezi takzvané esencialni, tedy télem nevytvofitelné, prvky. V lidském organismu cita
pfiblizné 100 mg.[16] Ackoliv je tento esencidlni kov bézné v burice pritomny ve stopovém mnozstvi,
jeho hladiny se mohou ménit podle prostredi, stravy ¢i obdobi Zivota. VétsSina médi v téle se nachazi
v organech s vysokou metabolickou aktivitou. Mezi né patfi jatra, srdce, ledviny a mozek. Asi 5 %
celkové médi se nachazi v séru, kde je z 95 % vazana na ceruloplasmin. Nevazana méd' se chova jako
potencialni oxidant, katalyzujici vznik vysoce reaktivnich hydroxylovych radikalt, které mohou byt pro
bunku toxické. Pfi extrémné vysokych koncentracich mlze zpUsobit spoustu nezadoucich Gcinki
vedoucich aZ k bunécné smrti. PFiciny nedostatku médi jsou oproti toxicité rlznorodéjsi. Mlize
vzniknout ndsledkem sniZzenych zasob médi pti narozeni, neadekvatniho pfijmu, Spatné absorpce,
zvySenych pozadavkl vyvolanych aktivnim rlstem nebo zvySenymi ztratami médi. Aby se zabranilo

nedostatku nebo toxicité tohoto kovu, je vétSina organisml vybavena nékolika molekularnimi a



bunécénymi mechanismy. Mezi tti hlavni patti snizeni absorpce, zvysené vyluCovdni a sekvestrace neboli

vyvazani kovu.[4, 17]

Jako prechodny kov je méd kofaktorem mnoha redoxnich enzym (kapitola 3.1.2.1). Ty katalyzuji velké
mnozstvi enzymatickych procest jako je bunécné dychani, biosyntéza neurotransmiter(l i peptidickych
hormond, ochrana proti volnym radikalim nebo zesitovani elastinu, kolagenu a keratinu. Déle hraje
dlleZitou roli v metabolismu Zeleza, ¢imz nepfimo ovliviiuje hematopoézu a Ucastni se i v procesu

krevni koagulace a angiogeneze.[16, 18]

Bohatym zdrojem médi jsou nékteré potraviny (Tabulka 1). Podle institutu Food and Nutrition Board
je dospélému clovéku doporuéeno denné prijmout 1,5-3 mg médi prostiednictvim stravy. Mezi
nejbohatsi zdroje médi patfi vnitfnosti (zejména jatra), nasledovany morskymi plody, ofechy a semeny.
Ve vodé je obsah médi vysoce proménlivy. Je z velké ¢asti ovlivnén reakci pH vody a potrubniho
systému. V nékterych pfipadech mohou za zvyseni hladin médi ve vodé napf¥. i fungicidy obsahujici

meéd uzivané v zemédélstvi.[19]

Tabulka 1: Priimérny obsah médi v potravindch, pidé, voddch a organismech. Prevzato[20]

Potravina Obsah Cu (pg/g)
Svalové maso 0,9-1,0
Mofské ryby 2-3
Sladkovodni ryby 0,3-3
Mékkysi 12-37
Drubez 0,5-3
Jatra 4,6-6,2
Orechy 6-37
Bilda mouka 0,6
Lusténiny 3-7
Zelenina 0,3-3
Ovoce 0,4-1,5
Brambory 2,1

3.1.2.1 Kuproenzymy
Méd' je esencidlni pro aktivitu nékolika enzymG. Ma roli kofaktoru, ale i alosterického moduldtoru
dllezZitého pro jejich funkci. SlouZi jako elektronovy prenase¢ a uskutec¢riuje tak redoxni reakce.

V tabulce (Tabulka 2) jsou uvedeni vyznamni zastupci kuproenzymu.[21]
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Tabulka 2: Role enzym(i zavislych na prijmu médi. Upraveno[21]

Enzym Funkce
Cytochrom c oxidasa Transport elektrond do mitochondrii
Cu/Zn-superoxiddismutasa (SOD) Detoxikace volnych radikald
Metallothionein Skladovani nadbyte¢ného Cu a jinych bivalentnich kovi

(kromé Fe?*), donor Cu pro rGzné apoproteiny.
Ceruloplasmin (extracelularni) Ferroxidasa, umoznujici tok Fe zjater do krve, zachytavac

ROS, protein akutni faze, transportér médi

Lysyloxidasa (lysin 6-oxidasa) Tvorba pti¢nych vazeb kolagenu a elastinu

Tyrosinasa (katechol oxidasa) Tvorba melaninu

Dopamin B-monooxygenasa Produkce katecholamin(

Aminooxidasa (extracelularni) Inaktivace histaminu, tyraminu, dopaminu, serotoninu?
Peptidylglicin monooxygenasa Bioaktivace peptidickych hormont

Hephaestin Ferroxidasa

Matrixovy glykoprotein chrupavky Ferroxidasa/aminooxidasa, homolog ceruloplasminu
(CMGP) (chondrocyty a ciliarni epitel v oku)

B-amyloidni prekurzorovy protein Normalni funkce momentdlné neznama

Prionovy protein (PrPC) Vazba médi a moind ochrana proti ROS, aktivita podobna

SOD, na synapsich maze vracet Cu do neuronu

S-adenosylhomocystein Metabolicka hydrolasa sirnych aminokyselin
Angiogenin Tvorba krevnich cév
Srazeci faktory V a VIII Srazeni krve

ROS- reaktivni formy kysliku

Cytochrom c oxidasa

Cytochrom c oxidasa je enzym na vnitfni mitochondridlni membrané, ktery ve své sloZité stavbé
obsahuje méd' v oxidacnich stavech +1 a +2. Tvofi komplex s cytochromy a a as. SlouZi k pfenosu
elektront na kyslik dychaciho fetézce a naslednému vytvoreni vody jeho redukci. Udrzuje elektronovy

gradient pumpovanim elektrond z vnitfni na vnéjsi stranu membrany.[18, 22]

Cu/Zn superoxid dismutasa

Cu/Zn superoxid dismutasa (Cu/Zn SOD) je nejhojnéji zastoupenym extraceluldrnim metaloenzymem.
Najdeme ho hlavné v mozku, jatrech a ledvinové kire. Ma za ukol odstranéni reaktivni formy kysliku
(tzv. superoxidovych radikall) a jejich preménu na peroxid vodiku sméfujici k likvidaci pomoci katalazy

a glutathionperoxidasy. Enzym se skldda ze dvou podjednotek. Kazdd obsahuje vazebné misto pro Cu
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a Zn. Zatimco ionty médi jsou vdzané na imidazolovych zbytcich histidinu, Zn slouzi ke stabilizaci

struktury proteinu.[18]

Ceruloplasmin

Transportni enzym ceruloplasmin, charakteristicky svou modrou barvou, byl poprvé popsan a izolovan
v roce 1948. Je to sérova ferroxidasa, ktera vaze vice nez 95 % médi nalezené v plazmé. Ve své molekule
obsahuje hned tfi typy vazebnych mist. Vazebné misto typu | se podili na procesu prenosu elektronu.
Praveé pfi navazani médi na siru v jeho cysteinovém ligandu vyzatuje charakteristickou modrou barvu.
Vazebné misto typu Il je v molekule pouze jedno a je tvofeno dusiky ¢tyf imidazolovych jader. Vyskytuje
se v tésné blizkosti lll. vazebného mista (v molekule 2x), kde dohromady tvofi tfijaderny shluk, kam se
mUZe pfi dalSich procesech navazat kyslik. Celkem tedy pojme az 6 molekul médi.[22, 23] Mistem jeho
tvorby jsou jaterni bunky, kde je pomoci ATPasy ATP7B méd' vlozena do struktury apoceruloplasminu.
Z néj se timto krokem stane ceruloplasmin, ktery je z jater uvolnén do krevniho recisté. Putuje po téle,
kde prendsi molekuly médi a jako enzym se zapojuje do metabolickych procesli, hlavné do
metabolismu Zeleza. Pokud se na apoceruloplasmin nepfipoji méd nebo ATPasa, dojde ve vétsiné
k jeho rozkladu. Do metabolismu Zeleza ceruloplasmin zasahuje svou schopnosti oxidovat Zeleznaté
ionty (Fe?*) na Zelezité (Fe®). Také napomaha pFipojeni Zeleza k trasportnimu proteinu transferrinu a
kontrole oxidace membranovych lipidd. Pfi nedostatku ceruloplasminu, které mlze nastat napf. u

dédi¢ného onemocnéni zvané aceruloplasminémie (kapitola 3.1.5), je homeostaza Fe v téle narusena

a dochazi k jeho hromadéni v tkanich.[24]

V pritomnosti superoxidu ceruloplasmin napomaha oxidaci LDL a mUZe vést aZ k tvorbé aterosklerdzy.
Jako protein akutni faze se Ucastni zanétlivych procesl nebo pfi poranéni bunék. Jeho hladiny mohou
byt pfirozené vyssi u Zen uZzivajicich perordlni kontraceptiva nebo u téhotnych, a to kvlli zvysenym

hladindm estrogen( i progesteron(l.[24]

Lysyloxidasa

Lysyloxidasa (lysin 6-oxidasa) je méd' obsahujici enzym ze skupiny aminooxidas, ktery se podili na
zpevnéni kolagennich fibril pfiénymi vazbami za oxidace s vyuzitim kysliku. Mechanismem deaminace
lysinovych zbytk( vzniknou na molekuladch dusiku dvé aldehydové skupiny, které spolu reaguji za
tvorby cyklické pyridiniové struktury podobné desmosinim elastinu. Diky pfiénym vazbam vznika
fibrila s vysokou pevnosti, ale malou roztaZitelnosti. Pficné vazby zarucuji pevnost napf. u Achillovy
Slachy. Pfi nedostatku médi se muiZe tvorba vazeb narusit. Na funkci lysyloxidasy maji vliv tzv.

latyrogeny (obsaZené v semenech hrachoru Lathyrus odoratus) blokujici jeji ¢innost.[22]
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Tyrosinasa

Tyrosinasa (neboli katechol oxidasa) je jednoretézcovy enzym potiebny k syntéze pigmentu melaninu.
Ten je dulleZity pti ochrané proti ultrafialovému zareni a dava odstin vlasim, o¢im i kdZi. Enzym
tyrosinasa je umistén v melanosomech koznich melanocytl. Syntéza melaninu vede pres hydroxylaci
monofenolu na o-difenol, ten se dale pfeméni na o-quinone a dalSimi reakcemi sméfuje az ke
konecnému melaninu. Aktivita enzymu muZe byt sniZovana zastupci polyfenolld (stilbenoidy,
flavonoidy), cheldtory médi a lapaci volnych radikal(i. Mutace v genu TYR pUsobi rozdilnou tvorbu

melaninu a nékteré typy albinismu zvySujici citlivost na ostré svétlo.[20, 25]

Dopamin B-monooxygenasa

Je klicovym enzymem v procesu vyroby katecholamin( v lidském téle. Ty jsou nesmirné dllezité pro
nervovy prenos, ale vyplavuji se také pfi stresovém podrazdéni nadledvinek. Enzym je ulozen
v granulech blizko synapsi a stejné tak i v nadledvinach. Ma stavbu tetramerniho homoproteinu a ve
vétsiné obsahuje 2 atomy médi na kazdé podjednotce. U&astni se napfiklad hydroxylace dopaminu na

norepinefrin.[20]

3.1.3 Metabolismus médi v lidském téle

Méd obsaZzena v potravinach je absorbovdna hlavné pomoci bunék tenkého stfeva, kde kompetuje se
zinkem. Pokud se mnoZstvi vstfebané médi zvysi, snizi se mnozstvi vstfebaného zinku a naopak.
Extracelularni Cu?* ionty mohou byt pfimo zaélenény pomoci transportéru pro dvojmocné kovy DMT1
nebo endocytézou. Nemohou vsak vtomto stavu byt vyuZity burikami. Proto se pomoci rGznych
reduktdz méni na Cu* a pak mohou byt inkorporovdny pomoci transportéru CTR1. Nékteré ionty médi
jsou cilené na rhGzné kuproproteiny pomoci chaperon (Coxi;, CCS, Cox,, Atox;) tfemi cestami:
cytosolickou, mitochondrialni a Golgiho cestou (Obrazek 1). Atox; preddva méd na dva druhy ATPas
prenasejicich méd pres membranu: ATP7A (ATPasa prenasejici méd a) vyskytujici se v mnoha tkanich
kromé jater, kde najdeme ATP7B (ATPasa prenasejici méd’ B). Ty jsou umistény bud’ na trans-golgiho
siti (pInéni médi do kuproproteinl) nebo na plazmatické membrané (systémova distribuce) a pumpuiji
médnaté ionty na druhou stranu membrany. Z plazmatické membrany jsou vylouceny do krevniho
recisté. Nadbytek Cu* iontd je zadrzen v cytosolu, vdzadn na glutathion, poté na metalothioneiny nebo
proteiny podobné velikosti. Velkd ¢ast médi z hepatocytll mifi golgiho cestou k navazani na
apoceruloplasmin. Dojde ke vzniku ceruloplasminu, ktery je uvolnén do krevni cirkulace. Dale se méd’

mUiZe v séru vazat na volné aminokyseliny (hlavné histidin), albumin nebo transkuprein.
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PFi zvySené hladiné médi v hepatocytech se pomoci ATP7B bud' presméruje tok z Golgiho aparatu do
lumen lysosomu, odkud se mlZe vyloudit do Zluci, nebo se do Zluci vylouci rovnou. Denné je z téla

vyloucéen asi 1 mg Cu.[21, 26—-28]
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Obradzek 1: Metabolismus médi v burice. Pfenasece DMTI1- divalentni transportér kovi 1; CCS, Cox17 a
Atox1- chaperony premistujici Cu* ionty na cilovd mista v burice; CcO- cytochrom c oxidasa;, MT1/2-
metalothioneiny; CuPr- kuproproteiny; ATP7A/B- méd’ prendsejici ATPasa a/B; MTF1 a Nrf2-transkripcni
faktory pro tvorbu MT1/2. Prevzato[28]

3.1.4 Patologie: nadbytek médi v lidském organismu

Akutni intoxikace

Po jednorazovém nebo opakovaném poZiti pitné vody se zvySenymi hladinami médi (obvykle nad 3-6
mg/l) se objevuji gastrointestinalni obtize, které pfi zméné zdroje pitné vody odezni. Nejcastéji se
setkame s nevolnosti, zvracenim a podrazdénim Zaludecni sliznice. Neni ale zfejmé, zda jsou symptomy

zpUsobeny spise akutnim podrazdénim sliznice nebo horkou kovovou pachuti.[1]

Chronicka expozice

Chronicka toxicita médi se v prvni fadé projevi na jaterni tkdni cirhézou, problémy s imunitnim
systémem a hemolyzou. Pfimé oxidaéni poskozeni membran spolu s poskozenim ledvinovych tubuld,
mozku a dalSich mizZe pfi dlouhodobé expozici vrcholit upadnutim do kématu, jaterni nekrézou,
kolapsem obéhu a smrti. Do rizikovych skupin spadaji pacienti dialyzovani pomoci zafizeni s Cu
trubicemi, pracovnici v kontaktu s pesticidy obsahujici méd, kojenci na dlouhodobé parenteralni vyzivé
¢i jedinci s chronickym onemocnénim jater. Nepfima toxicita z nadmérného pfijmu médi do organismu
se projevuje interakcemi s jinymi Zivinami. Jako priklad mize slouzit anémie zplsobena interferenci

médi s transportem Zeleza. Méd' v kontaktu s k(izi nevyvolava systémovou toxicitu, pouze muize u
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vhimavéjsich lidi zpUsobit alergické reakce. Otrava médi muzZe v ranych stadiich zplsobit ochablost,
letargii, anorexii, pozdéji erozi sliznice GITu, hepatocelularni nekrézu a tubularni nekrézu ledvin. Letalni

davky médi u nelécenych jedincl dosahuji 10-20 g.[18, 29]

Wilsonova choroba

Wilsonova choroba (WD) je metabolické onemocnéni, které ma v Evropé klinickou prevalenci 1,2 az 2
na 100 000 obyvatel. Genetickd prevalence je jesté vyssi a postihuje asi 1 ¢lovéka ze 7000. WD je
zpUsobena vice nez 700 druhy mutaci ovliviiujici gen ATP7B, jenZ se nachazi na kratkém raménku 13.
chromozomu. Tento gen kdéduje méd' transportni ATPasu umisténou zejména v jatrech, ale i v mozku.

Protein ATP7B je dlleZity pti udrzovani hladiny médi a v hepatocytech ma tyto funkce:

A) napomadha zaclenéni médi do apoceruloplasminu k vytvoreni ceruloplasminu, ktery se vylucuje do

krve
B) fyziologicky eliminuje méd' do Zluci k vylouceni stolici

Pri dysfunkci ATP7B (Obrazek 2) se méd kumuluje v krvi ve volné formé a je vylucovana spise modi. Po
vylouceni z jater se méd kumuluje nejcastéji v rohovce a mozku, kde zplsobuje oxidacni poskozeni a
apoptézu. Nemoc se tak z jater rozSifuje dale do téla. Protoze se jednd se o autozomalné recesivni
onemocnéni, je pro jeho projev nutné mit mutaci na obou alelach. Bud' se jedna o stejny typ mutace

(homozygot), nebo jiny (heterozygot).[30, 31]
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Obrazek 2: Jak probihad transport médi a) za fyziologickych podminek b) pokud je narusen protein ATP7B u
Wilsonovy choroby. ATP7B- membrdnovd ATPasa, Cu/Zn SOD1- Cu/Zn superoxiddismutasa, Cu-atomy médi,
COX- cytochrom oxidasa, CTR1- prenase¢ médi, MT- metallothionein, P- protein (napf. ceruloplasmin),
ostatni jsou metalochaperony. Prevzato[32]

Onemocnéni se mlzZe manifestovat v téchto nejc¢astéjsich formach &i jejich smisenych formach:

Jaterni postiZeni u Wilsonovy choroby se mize projevit v rdznych forméach asi v 1/3 pfipadd. |
kdy?Z je to spiSe chronické onemocnéni, mize se projevit akutni hepatitidou, a to zejména v obdobi

dospivani a v détském véku. Klinickymi ptiznaky (zvySené transamindzy, Unava a mirna Zloutenka, bez
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neurologickych ptiznak() se podoba hepatitiddm virové a autoimunitni etiologie. VétSinou akutni faze
odezni a prejde do chronické formy se zvétSenymi jatry i zvySenymi jaterni testy. Objevit se mizZe
jaterni fibréza aZ cirhdza a nekrotické zmény. V rlznych fazich mlze onemocnéni pfejit do tzv.
fulminantniho selhani, kdy dochazi k destrukci erytrocytll nahle uvolnénou masou Cu z jater, i kdyz

hladiny ceruloplasminu nejsou vyrazné vychylené z normy.

Neurologicka forma je ¢astéjSim typem vyskytujicim se poprvé az mezi 20. a 30. rokem Zivota.
Mezi charakteristické projevy patfi obtiZze s psanim, jemnou motorikou a tfesoucima se rukama. Pokud
neni zahdjena lécba, mlze choroba vyustit v poruchy feci, nadmérné mimovolni pohyby a stahy svall
az krece vedouci k deformaci koncetin. Vétsina nemocnych ma tzv. Keyser-Fleischer(iv prstenec

(Obrazek 3) na rohovce a snizené hodnoty ceruloplasminu.

V psychiatrické formé se projevuji vice psychické zmény. Zmény nalad, chovani, neschopnost

ucit se vedouci az ke staviim deprese a manie.[32, 33]

=

Obrdzek 3: Keyser-Fleischeriv prstenec u Wilsonovy choroby, zplisobeny patologickou kumulaci médi na
periferii rohovky. Prevzato[34]

vv v

Pti casném zachyceni miZe byt WD Uspésné farmakologicky lé¢ena a doba preZiti se nelisi od zdravych
jedinc(. Proto je tfeba provést screening nejblizsich pribuznych a zabyvat se diferencialni diagnostikou
pro spravnou lécbu pfi jinych onemocnénich jater. U nemocnych je tfeba vyhybat se potravindam
s vysokou koncentraci médi (Tabulka 1) a potencialné hepatotoxickym latkam (alkohol, I1éky, byliny). U
dobfe kompenzovanych pacientek, bez pokrocilé cirhdzy a portadlni hypertenze, je mozné Uspésné
téhotenstvi. Pacientky dostavaji snizené davky chelatorli béhem 1. a 2. trimestru. Ve 3. trimestru
mohou byt v zavislosti na jaternich funkcich davky jesté mensi. U soli zinku neni potfeba v téhotenstvi

davky ménit. Kojeni neni kvili prostupu Iéciv do mléka doporuceno.

Lécba je zprostfedkovana latkami, jez vytvareji negativni rovnovahu médi v téle. Kromé chelatord,

popsanych nize, se mohou pouzit zinkové soli, které brani samotné absorpci v travicim traktu. Dale se
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|é¢i symptomaticky a pti nevratném poskozené jater se nabizi mozZnost transplantace. V budoucnu by

se mohla objevit genova terapie a nové typy chelator(.[30]

Indicka détska cirhdza

Je onemocnéni postihujici déti z indického venkova ve véku od 6 mésici do 5 let véku. Do 70. let
minulého stoleti patfilo mezi béZznou pficinu Umrti, nyni je uz spiSe vzacné. Nejpravdépodobnéjsim
vysvétlenim je nadmérné poziti médi. Pfedpoklada se, Ze pocet nemocnych klesl v dlisledku omezeni
pouzivani mosaznych nadob na ukladani potravin. MlzZe se ale jednat o dédicnou metabolickou
poruchu, protoZe se objevily i pfipady nemocnych mimo tuto zemépisnou oblast. S nemoci je spojena
masivni akumulace médi v jatrech a snizeni aktivity katalazy vedouci ke zménam na hepatocytech.

Oproti WD se cholestaza objevuje v pozdéjsim stadiu nemoci. Steatdza se neobjevuje.[35]

3.1.5 Patologie: deficit médiv lidském organismu

Projevy nedostatku médi

Nedostatek médi muze byt dlisledkem podvyzZivy, vaznych prajma a parenteralni vyZivy dlouhodobého
charakteru bez nahrady médi. Projevuje se hypochromni normocytdrni anémii a poruchami kostniho
metabolismu z ddvodu sniZzené syntézy kolagenu.[27] Nizké hladiny Cu mohou byt spojeny i
s osteoporézou. Kuproenzym lysyloxidasa je potfebny k tvorbé pojivovych tkani a jeho nedostatek
vede ke ztraté kostni hmoty. Nizké hodnoty Cu byly naméfeny i u vdznych forem revmatoidni artritidy.
Nizky ptijem médi negativné ovliviiuje obranu organismu proti oxidaénimu poskozeni. To je zplsobeno
jeho dulezitou pozici v metabolismu antioxidacnich enzym( s dlirazem na superoxiddismutasu a
katalasu. Je mozZné, Ze substituce nizkych hladin médi pozitivné plsobi na proces starnuti bunék. Jeho
nadmérny prijem je vSak z hlediska antioxidacniho pulsobeni také nezddouci (kapitola 3.1.4). U
makuldrni degenerace (vedouci ke slepoté) spojené s vyssim vékem, vedlo podavani Cu a jinych

mikronutrientl ke sniZzeni progrese onemocnéni u 25 % lidi.[17]

Castillo-Duran se svym tymem ovéfil spojitost mezi zvySenou incidenci infekci a nedostatkem médi.[36]
Klinickym pfiznakem a moZnym vysvétlenim je neutropenie neboli stav charakterizovany nizkymi
koncentracemi neutrofild v krvi a sniZzenou imunitni odpovédi. Jiny efekt byl popsan u makrofagt a
jejich aktivace, ale na druhou stranu zdroj hovofii o zvySeni prozanétlivych reakci v disledku snizeného

ceruloplasminu.[17]

Sekundarni pficiny nedostatku médi
a) interakce s potravou: kompetice se Zinkem (Zn) diky stejnym fyzikalné chemickym vlastnostem
tvorba komplexd s Molybdenem (Mo)

zvySeny pfijem fruktosy
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b) [éciva chelatujici méd' (kapitola 3.3)

c) onemocnéni: diabetes, alkoholismus, hypertenze, chronicky prijem[37]

Nedostatek médi v téhotenstvi a kojeni

Hladiny médi v organismu lidi v plodném véku jsou obvykle niz$i nez adekvatné stanovené hladiny.
Vétsina téchto lidi ma vSak pouze mirny nedostatek médi. Fakt, Ze je spravna hladina médi v organismu
esencialni pro embryogenezi, byl ovéren na zvifatech. Byly odhaleny komplikace od retardace ristu a
teratogeneze az k potratu embrya/plodu. U lidi se pfi pozorovani objevila jista korelace nizkého obsahu
médi v pitné vodé a defektl na neurdlni trubici plodu vedouci k vrozenym vadam. Nedostatek médi
v téhotenstvi ve vétsiné pripadl neni zplsoben malym prijmem v potravé, ale spiSe sekundarné viz.
vySe. PFi uzivani chelatacnich cCinidel v téhotenstvi se rodily déti s abnormalitami: hyperflexibilni
klouby, kfehké cévy a zmény mékkych tkani. Otdzkou bylo, zda zmény nastaly kvili nedostatku Cu
v burikach plodu nebo spiSe v ndvaznosti na nedostatek médi v metabolismu enzym( matky zajistujici

vyvoj plodu. To je predmétem dalSich vyzkuma.[37]

Nedostatek médi je castéjsi u predcasné narozenych déti. Hlavné u téch s nizkou porodni vahou, a to
zdlvodu snizené zasoby médi pri narozeni vzhledem k mensi relativni velikosti jater a vy$sim
pozadavkim uréenym jejich vysokou mirou rdstu v porovnani s novorozenci.[13] Méd v materském
mléce ma podstatné vyssi biologickou dostupnost neZ v mléce kravském, proto jsou déti krmené

vyhradné kravskym mlékem nachylnéjsi k rozvoji nedostatku médi nez kojenci.[38, 39]

Menkesova choroba

Je geneticky podminéné onemocnéni zvané také trichopoliodystrophia nebo , kinky-hair” syndrom. Je
vazano na chromosom X, a proto jim trpi témér vyhradné muzské pohlavi. Onemocnéni je zplisobeno
mutaci genu slouZiciho pro tvorbu ATPasy transportujici Cu?* ionty. Konkrétné jde o enzym ATP7A,
ktery umoznuje prenos Cu do golgiho apardatu. Bunky stfevni sliznice tedy nedovedou prenést Cu skrz
bazolateralni membranu do krevniho recisté. Projevuje se u chlapeck jiz kratce po narozeni a postizeni
jedinci se doZivaji vétsinou maximalné tfi let. Hlavnim divodem je potfeba médi k tvorbé enzymu
lysyloxidasy. Enzym se podili na stavbé kolagennich a elastinovych vldken nezbytnych pro spravny rist
kosti a pevnost cév. Omezené tvorené jsou i dalsi enzymy jako cytochrom c oxidasa,
dopamin B-hydroxylasa a superoxiddismutasa, kde jeji nedostatek vede k neurodegeneraci a
demyelinizaci. Ta u mozkovych tkani Usti v mentdlni retardaci. DUsledkem jsou i rozdilné koncentrace
katecholaminid v plasmé a mozkomisnim moku. Byl stanoven index DOPA (dopamin a prekurzory) /
DHPG (dihydroxyfenylglykol) a jeho zvyseni je ukazatelem pfi diagnostice. Nedostatek enzymu

tyrosinasy zplsobuje nedostatek melaninu a postiZzeni jedinci byvaji charakteristicti kfehkymi
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kudrnatymi a malo pigmentovanymi vlasy ocelového vzhledu, mimo jiné i kvili nedostatku enzymu
dalezitého pro zesitovani keratinu. Méd' se pfi intravendzni aplikaci nemuze dostat do mozku. Proto
jsou moznosti léCby pti casné diagndze intraperitoneadlni a intrathekalni injekce Cu-histidinu provadéné

denné, aby se mohlo zabranit neurodegenerativnim pochoddm a prodlouZit Zivot nemocného.[18, 26]

Syndrom tylniho rohu

Mirnéjsi forma MD se nazyvd syndrom tylniho rohu (neboli Occipital horn syndrom). Je to také
genetické onemocnéni spojené s chromozomem X a naslednym sniZzenim tvorby ATP7A. Neurologické
symptomy vsak byvaji mirnéjsi. MlzZe byt pfitomna mirnd mentalni retardace. Charakteristické a
klinicky vyznamné jsou abnormality kostnich a pojivovych tkani zahrnujici kostni vyrlstek v tylni Casti

hlavy. Tento typ onemocnéni je vzacny.[40]

Aceruloplasminémie

Geneticky podminéna choroba (autosomalné recesivni dédi¢nost) zplsobend mutaci genu pro tvorbu
proteinu ceruloplasminu. Ackoliv ma ceruloplasmin mnoho funkci véetné transportu médi, u pacientd
s timto onemocnénim vede nedostatek aZz absence enzymu ceruloplasminu k akumulaci Zeleza
v mozku a jinych organech. Projevuje se vaznymi zdravotnimi obtiZzemi jiz ve 30 letech véku (diabetes

mellitus, retindIni degenerace, neurologické poruchy).[21, 41]
Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je progredujici neurodegenerativni onemocnéni spojené s nevratnym
poskozenim funkcnich neuronl postupné vedouci az k Uplné demenci. Jelikoz se nemoc kvdli
nedostatecnym znalostem mechanism( patogeneze zatim |é¢i pouze symptomaticky, pacienti se od
stanoveni diagnoézy doZivaji zhruba 8-10 let. V mozku pacienta s AD se odehravaji kromé jinych (zmény
na amyloidnich placich, objevuje se fosforylovany tau protein, zvySené oxidativni poskozeni, agregace
AP peptidu) i zmény v homeostdaze kovu (Fe, Zn, Mn, Ca, Mg). Z povahy diplomové prace se zaméfime
na roli homeostazy médi, ktera je zodpovédna za spravnou funkci kuproenzyma v rliznych ¢astech téla.
Podle nejnovéjsich poznatkd je hladina médi v mozku u pacient(l s AD nejcastéji snizena, pficemz jeji
hladiny v cerebrospinalni tekutiné mohou byt odlisné od sérovych hladin. Snizené hladiny mohou byt
spojené s neurofibrilarnimi shluky a zvySenou formaci AB plak( v pfitomnosti médi, které nasledné
vedou k naruseni pfenosu médi. Ta je transportovana ve vétsim mnozstvi do extracelularniho prostoru
a snizuje se jeji koncentrace v intraceluldrnim prostoru Tvorba AR plakll probihd Stépenim
membranového APP (protein amyloidnich prekursorll vazajici ve své strukture méd, je také
zodpovédny za detoxikaci médi in vivo) pomoci enzymu Stépiciho prekurzor proteinu amyloidu v B-

misté 1 (BACE1). Enzym BACE1 interaguje s chaperonem médi pro superoxiddismutasu (CCS), tedy
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proteinem dulezitym pro dodavani médi enzymu superoxiddismutase, a muiZe tak sniZovat jeji
schopnost likvidace reaktivnich forem kysliku. P¥i nadmérné expresi BACE1 se hodnoty CCS sniZuji, coz
vede ke snizeni hladin intracelularni médi.[42, 43]

Méd'je dlleZita pro normalni funkci a vyvoj mozku a jeji narusena homeostaza v centralnim nervovém
systému mulzZe plsobit i v patogenezi dalSich neurodegenerativnich onemocnéni. Kromé vyse
uvedenych mezi né patti Parkinsonova choroba, Amyotroficka lateralni skleréza, Huntingtonova

choroba a Prionova onemocnéni.[44]

3.2 CHALKONY A DIHYDROCHALKONY

3.2.1 Zakladni udaje

Chalkony i dihydrochalkony patfi mezi bicyklické slouceniny. Maji dva aromatické kruhy spojené
tfiuhlikatym mastkem. Ten je nenasyceny u chalkonl a u dihydrochalkon( nasyceny (Obrazek 4).[5]
Skupinou jim nadfazenou jsou flavonoidy patfici do skupiny sekundarnich metabolit( rostlin. Chalkony
mohou byt snadno syntetizovany napf. Claisen-Shmidtovou kondenzaci nebo spolu s dihydrochalkony
ziskdvany izolaci z rostlin.[6, 45, 46] Dihydrochalkony se mohou ziskavat i katalytickou hydrogenaci
v zasaditém prostredi z béznych flavonoid(l.[47]
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Obrdzek 4: Metabolické cesty v syntéze flavonoid( a zména Cislovdni struktury pfi uzavieni kruhu.
CHS- chalkonové syntdzy, FNS-flavonové syntdzy. Prevzato[48]
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3.2.2 Vlastnosti chalkon(, dihydrochalkond

Nejbohatsi zdroje téchto pfirodnich latek jsou rGzné druhy ovoce. V pfipadé dihydrochalkonl se jedna
vétSinou o jablka. Jejich pfitomnost v potravé vykazuje velké mnoizstvi pozitiv pro zdravi.
Dihydrochalkony maji protizanétlivé, antivirové, antibakteridlni, antioxidacni, antidiabetické,
neuroprotektivni vlastnosti a moduluji imunitu. U latek ze skupiny chalkonl byl popsan antioxidacni,

antibakteridlni, antitromboticky, protizanétlivy, protivirovy, imunosupresivni, antidiabeticky a

cytotoxicky potencidl. U obou skupin latek se zjistilo, Ze mohou potla¢ovat nddorova bujeni.[6, 7]

3.2.3 Metabolismus chalkonl

Pohled na metabolismus pouZitych latek je dlleZitym parametrem v souvislosti se zmérenymi
hodnotami chelatace ¢i redukce, protoZe zména struktury pfi metabolizaci mlzZe tyto vlastnosti
v prosttedi téla velmi ovlivnit. Znalost metabolizace latek pouzitych v této préci se v organismu u kazdé
struktury lisi. Je zndmo, Ze ordlné podand ddvka u isoliquiritigeninu je absorbovdna z92 %, ale
biodostupnost kvili znacné metabolizaci v tenkém strevé a jatrech cCini jen 11,8 %.[49] Zatimco u vice
prozkoumaného neohesperidinu DHC se zjistilo, Ze metabolismus v lidském téle probihd v nékolika
krocich. Prvnim je deglukosylace pomoci stfevni mikrobioty na hesperetin dihydrochalkon
4'-B-D-glukosid a nasledné na aglykon hesperetin dihydrochalkon. Ddle se tento produkt hydrolizuje

na kyselinu 3-(3-hydroxy-4-methoxyfenyl) propionovou a pravdépodobné na floroglucinol.[6]

Florizin a floretin maji spolecnou metabolickou cestu. Florizin je absorbovan v tenkém stfevé pomoci
sodno-glukézovych transportér(i (SGLT). Nasleduje deglykosylace florizin-laktat hydrolasou (B

glukosidasova aktivita) na floretin (Obrazek 5).

OH 0
B-glukosidasa o
stievo . HO OH Z o
floretin
+
florizin peroralni podani glukosa

Obrdzek 5: Hydrolyza florizinu 8-glucosidasou ve strevé. Prevzato[50]

Hlavnim enzymem metabolizujicim floretin ve strevé a jatrech je CYP3A4 jako podtyp cytochromu
P450. Nejcastéjsi oxidacni reakci na skeletu je hydroxylace uhliku fenylového kruhu na 3-OH

floretin.[51, 52] Floretin také inhibuje katalytickou aktivitu tohoto cytochromu, ktery je nezbytny pro
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metabolizaci majoritniho souboru léCivych latek. Jeho inhibice by tak mohla zplsobit vyznamné

nezadouci Ucinky a interakce s léCivy.[51]

3.2.4 Chalkony a dihydrochalkony pouzité v této praci

3.2.4.1 Isoliquiritigenin

HO OH

Obrdazek 6: Isoliquiritigenin. Pfevzato z SciFinder[53]

Isoliquiritigenin (ISL) (Obrazek 6) je izolovan z Iékofice druhl Glycyrrhiza uralensis Fisch., Glycyrrhiza
glabra L.[54] PUsobi jako fytoestrogen. VaZe se na lidsky estrogenni receptor a mulze uUcinkovat
v prevenci nemoci zplsobenych jeho nedostatkem. V dermatologickych studiich byla zjisténa jeho
mozna aktivita jako depigmentacniho Cinidla pomoci inhibice enzymu tyrosinasy. ISL demonstroval
svou antiproliferacni aktivitu hned u nékolika druht nador( jako je rakovina prsu, prostaty, plic, nebo
gastrointestinalniho traktu. UZite¢né mohou byt jeho relaxaéni G¢inky na cévy jako pfipadna prevence
mozkové ischemie.[55] MulZe plsobit neuroprotektivné, a to napf. potlacenim glutamatem
indukovanych reaktivnich forem kysliku, které poskozuji nervova vedeni. Plsobi i protizanétlivé,
hepatoprotektivné a kardioprotektivné. Zajimavy je i kladny vliv na anorexii spojenou se stafim diky
pusobeni na serotonin. Oproti liquiritigeninu prokazal ISL vyssi antimikrobidlni aktivitu v pfipadé
patogenl Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum a Prevotella intermedia, zpUsobujich
zanét ozubice (periodontitidu). Byl zkouman nadéjny zdsah ISL do enzymatického metabolismu
potifebného pro existenci Mycobacterium tuberculosis. V neposledni fadé je kandidatem k Iécbé
diabetu pro své ucinky na sniZeni glykémie ovérené in vivo a inhibicni plsobeni na enzym
aldosareduktasu.[54] Tento enzym je totiz zodpovédny za fadu chronickych komplikaci diabetu kvali
své schopnosti pfeménovat glukosu na sorbitol, ktery se nasledné uklada v tkanich nervd, sitnice i

jinych struktur, jejichz membrana neni fizena inzulinem, a méni tak osmoticky tlak v burikach.[56]
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3.2.4.2 Likochalkon A

CH
0 o~
|,
/
HO OH
. CH,
H
2N CH,

Obrdzek 7: Likochalkon A. Prevzato z SciFinder[57]

Likochalkon A (Obrazek 7) byl izolovan z kofen( 1ékofice (Glycyrrhiza inflata Batalin). Tato rostlina je
charakteristickd pritomnosti retrochalkonl, které se od béinych chalkonl odlisuji chybéjici
hydroxylovou funkéni skupinou na pozici 2’ a 6’. A kromé jiz zminéného likochalkonu A zde najdeme i

typ B, C, D a echinatin.[58]

Likochalkon A vykazuje estrogenni, antiprotozoalni aktivitu a pUsobi protizanétlivé vlivem inhibice
syntézy i nasledné aktivity COX-2. Diky svym vlastnostem mUze byt vyuZity pti |é¢bé rakoviny prostaty
i jinych nador. Likochalkon A také pUsobi antimikrobialné. In vitro byla prokazana jeho Ucéinnost i proti
Helicobacteru pylori.[55, 58, 59] Dale vylepsuje kognitivni schopnosti pomoci aktivace signaliza¢ni
drahy IL-17, zvysSuje proliferaci T a B bunék ve sleziné a nasledné v krevnim obéhu u mysi.[60] V jiné
studii na mysich bylo zjisténo, Ze likochalkon A dokaZe blokovat aktivaci mikroglii, potlacit uvolfiovani
zanétlivych i nekrotickych faktort bunék a ma tak potencial mirnit neuropatické bolesti.[61]

3.2.4.3  Naringin dihydrochalkon

OH
OH O

HO,,
HO : O OH OH

HO

o

Obrazek 8: Naringin dihydrochalkon. Prevzato z SciFinder[62]
Naringin dihydrochalkon (Naringin DHC) (Obrazek 8) je Siroce pouzivany derivat pfirodni slouceniny
zvané naringin. Samotny naringin se vyznacuje horkou chuti a mlzeme ho najit v nékterych
citrusech.[63] Dihydrochalkon, vyrobeny katalytickou hydrogenaci, je naopak velmi sladky.[8]
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Cukernou ¢ast v ném tvofi rhamnosa a glukosa pripojend pomoci o-glykosidického mustku na skelet
typicky pro chalkony.[8] Ma inhibi¢ni Ucinky na funkci nékterych isoforem cytochromu P450 a je
priblizné 500-700x sladsi nez sachardza. K jeho prednostem patfi pravé jeho vysoce sladka chut, malo
kalorii a bezpeénost. Diky jeho zvlastni slabé vani, ¢isté a dlouhotrvajici chuti je vyuZivan pfi vyrobé
|ékU Ci v potravinafstvi, zejména tucnych mrazenych potravin, Zvykacek nebo mlécnych vyrobk(.[64]
Studie zroku 2018 prokdzala, Ze antioxidacni potencidl naringinu DHC ma pfiznivé Ucinky v [éCbé
kognitivnich poruch. Dale byl schopen potlacit neurologické zdnéty a neurogenezi, proto je slibnym
kandidatem pro lécbu Alzheimerovy choroby.[65]

3.2.4.4  Neohesperidin dihydrochalkon

OH
OH

/,,'

HO : 0 OH 0
HO
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Obrdzek 9: Neohesperidin dihydrochalkon. Pfevzato z SciFinder[66]

Neohesperidin dihydrochalkon (Neohesperidin DHC) (Obrazek 9) patii k vysoce intenzivnim pfirodnim
sladidlim pouZivanym v EU. Je asi 1500-2000x sladsi neZ sachardza.[67] Tohoto zastupce
flavanonovych glykosidi mlizeme najit v citrusech. Nejcastéji se jedna o grapefruit (C. paradisi
Macfad.), citron (Citrus limon (L.) Osbeck), tangelo ¢i plod pomerancovniku hotkého (Citrus x
aurantium L.).[68] Vykazuje neuroprotektivni aktivitu a antiproliferaéni ucinky. V nedavné studii bylo
zjisténo, ze by mohl inhibovat bézné alergické reakce in vitro a in vivo, vykazuje také ochranné Gcinky
pfi progresivni plicni fibréze.[69] Inhibuje diferenciaci osteoklastd, kostni resorpci, genovou expresi
markerud pro osteoklasty, déle inhibuje ligand pro receptorovy aktivator nukledrniho faktoru kappa-B
(RANKL), dulezity pro spravnou funkci osteoklastu.[70]

3.2.4.5 Floretin
OH

HO OH OH
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Obradzek 10: Floretin. Pfevzato z SciFinder([71]

Floretin (Obrazek 10) a jeho derivaty jsou pfirozené vyskytujici se dihydrochalkony objevené v jablkach
(Malus spp., Celed Rosaceae), hruskach, jahodach, kumquatu, zeleniné, ale v mensi mife je najdeme i
u druhl Rhododendron spp. (Ericaceae), Ziziphus spp. (Rhamnaceae) aj. K izolaci floretinu se spise hodi
nezraly jable¢ny plod, slupka, listy, kofeny, ale latka je obsaZena i v produktech jako je jable¢ny dzus
nebo cider. Zakladem chemické struktury jsou dva fenolické kruhy spojené ttiuhlikatym retézcem, kde
OH skupiny na kruhu A vyrazné zvysuji jeho antioxidac¢ni aktivitu. Tou je mysleno ku ptikladu snizeni
hladin reaktivnich forem kysliku (superoxidovy anion, peroxynitrit, hydroxylovy radikal) a zvySeni
produkce glutathionu jako markeru oxidaéniho stresu. Dale byl popsan ucéinek na
glutathionperoxidasu, superoxiddismutasu, pokles peroxidace lipid( aj.[72] Experimentdlné byl
prokazan ucinek floretinu na snizeni hladin prozanétlivého PGE; a NO u aktivovanych makrofagu.
Efektivné redukoval hladiny IL-6 a TNF-a, které ve zvySenych mnozstvich mohou zpUsobit napfr.
sepse.[73] Vyznamné potlacuje rlst rakovinnych bunék, také zasahuje do procesu tvorby osteoklast(,
kde snizuje kostni resorpci mimo jiné i plisobenim na RANKL receptor. Ma antimikrobni potencial proti

methicillin-resistentni S.aureus a Salmonella typhimurium.[72, 74]

3.2.4.6  Florizin

HO OH OH

Obrdzek 11: Florizin. Prevzato z SciFinder[75]

Dihydrochalkon florizin (Obrazek 11) je B-D-glykosidem floretinu s glykosidickym mdustkem
v poloze 2.[76] Poprvé byl izolovan francouzskymi chemiky z kofenové kiry jabloné Malus domestica
Borkh. uz roku 1835. Jeho dllezitym zdrojem se stala jable¢na drt.[77] Ve stopovém mnozstvi byl

nalezen i v jahodach (Fragaria x ananassa Duchesne).[78]

V minulosti bylo zjisténo, Ze |écba u zvifat pomoci florizinu normalizovala plazmatickou glukdzu a
predchazela expresi IL-1B bunék, které se ucastni zanétlivého procesu pfi diabetu 2. typu. Tim [é¢ba
pfispéla k ochrané funkcnosti B bunék pankreatu a poukdzala na své moiné vyuziti pfi |écbé
diabetu.[79] Pozdéji bylo zjiSténo, Ze se jedna o neselektivni inhibitor SGLT zvysujici exkreci glukdzy v
ledvinach. Florizin a jiné ¢asné inhibitory jako sergliflozin a remogliflozin se pak zfejmé kvali nestabilité
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a jiz zminéné neselektivité dale nevyvijely.[80] Ve studii Hao Wanga vykazal florizin pozitivni efekt na
antioxidaéni mechanismy u kfeckl krmenych tuénou stravou. Dale signifikantné snizil hladiny
celkového cholesterolu a triglyceridd v plasmé a potvrdil své protektivni Ucinky na kardiovaskularni
systém.[81] Podobné jako dalsi polyfenoly vykazuje také antioxidacni vlastnosti a brani ristu nékterych
typl rakovinnych bunék.[51] Florizin mdZeme v lidském téle najit i jako soucast enzymu laktasy (celym
nazvem laktasy-florizin hydrolasy), kterd ve vodném prostiedi stfeva rozklada laktosu na mensi

jednotky glukosu a galaktosu.[82]

3.3 CHELATACE

3.3.1 Obecné

Chelatace je charakterizovana jako fyzikalné-chemicky proces, kdy se vytvofi vazby mezi vicevaznymi
kationty a organickymi slou¢eninami.[83] Jeji objev sahd do roku 1893, kdyZz Alfred Werner pfisel
s prilomovou myslenkou, za niz v roce 1913 ziskal Nobelovu cenu. Navrhl novou strukturu pro popis
atomd, které mohly existovat ve vice neZ jednom valenénim stavu a pfitom byt stabilni. Tyto teoretické
struktury nazval ,,komplexy”. K jejich ilustraci postavil do stfedu kovovy kation (v jeho ptipadé platinu)
a molekuly majici s nim vazbu (ligandy) rozmistil do rohl osmisténu. Zavedl souvisejici pojmy
koordinacni ¢islo a oxidacni Cislo, které molekulu charakterizuji. S pojmem chelatace pfisli az pozdéji
Morgan a Drew. Je odvozen od zplsobu, jakym se ligandy poutaji ke kationtu. Pfipominaji totiz klepeto,

v fectiné chelé.[84]

Chelata¢ni cinidla jsou vyuZivana jako vyZivové doplnky, k vyvijeni radiofarmak, jako pfidavné latky
v chemickém cisténi, kosmetice, zemédélskych hnojivech a k odstrafiovani Skodlivych latek z téla
(chelata¢ni terapie).[4] Nejcastéji chelatované jsou kovy, které se do téla dostanou z okolniho
prostredi: ze splaskd, pfi spalovani fosilnich paliv, tézbé, aplikaci pesticid( nebo odpadu z elektroniky.
Tézké kovy (As, Hg, Pb a Cd) jsou nebezpecné jiz pfi malych koncentracich (nedaji se biologicky
odbourat), ale esencialni kovy (Zn, Cu, Fe) aZ pfi prekroceni prahové hodnoty. Mohou se v nadbytku
vazat na rlzné télesné tkané vcéetné polysacharidli a proteind. Mnoho z nich je pfitom biologicky
aktivnich. Uastni se rozliénych fyziologickych a z naseho pohledu vyznamnéjsich patofyziologickych
télnich reakci. Zde prichazi na fadu chelatace. Jeji vyuziti v |écbé se zaklada na molekulach chelatoru
vstupujiciho do krevniho obéhu, kde cilené vaze ionty kov(. Proces vyZaduje, aby afinita chelatac¢niho
komplexu na kovovy ion byla vyssi nez afinita kovového iontu k télni strukture. Tim vytvofi komplex,
ktery zUstava v krevnim fecisti az do vylouceni jatry Ci filtrace ledvinami.[85—87] Idealni chelatac¢ni
¢inidlo by mélo byt dobfe rozpustné ve vodé. Mélo by byt schopné vstoupit i do buriky pres jeji
membranu, vykazovat afinitu k iontdm kovu v riznych oxidac¢nich stavech a tvofit s nim netoxické
komplexy. Je dllezité, aby si uchovalo své chelatacni schopnosti i v pH télnich tekutin (nizsi pH je
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charakteristické jak pro absorpci ve stfevé, tak pro patologicky stav zanétu). Jeho distribuce v téle by
méla byt co nejpodobnéjsi hledanym toxickym kovim. Pokud se toxické kovy ukladaji v mozku, je

k prekroceni HEB preferovdno Cinidlo s malou molekulou a vysokou lipofilitou.[46, 87, 88]

3.3.2 Vyuziti v mediciné

Toxicita z nadbytku médi stejné jako potize s jejim nedostatkem jsou spiSe vzacné a zpravidla byvaji
spojené s genetickou poruchou transportu médi. Pfikladem muzZe byt bud presyceni médi spojené s
Wilsonovou chorobou, nebo naopak nedostatek pfi Menkesové chorobé. Diky jejim funkcim
v organismu (kapitola 3.1.2) je schopna narusit homeostazu vedouci k nerovhomérné distribuci. Ta
muZe byt spojend hned s nékolika poruchami, u kterych probihaji klinické studie o mozném vyuziti
chelatac¢ni terapie. Jednim z nich je diabetes, avSak pfinos |écby se v klinickém testovani zatim
s jistotou neprokdzal. U neurodegenerativnich onemocnéni, jako jsou Alzheimerova a Parkinsonova
choroba, se kvlli limitovanym informacim o mechanismech patologie médi v mozku zatim nepodafilo
chelataci Uspésné poutzit. V pripadé nadorovych onemocnéni se diky selektivité cheldtoru k nadorovym

burikdm prokazalo sniZeni angiogeneze a schopnosti nddoru metastazovat.[4]

Pacienti s WD jsou Uspésné léceni rGznymi chelata¢nimi Cinidly zahrnujicimi D-penicillamin, trientin
hydrochlorid a tetrathiomolybdenat. Hlavnim cilem je prvotné vyloucit méd nahromadénou v tkanich

a poté zamezit jeji dal$i akumulaci.[4, 89]

D-penicillamin

D-penicillamin (DPA) (Obrazek 12) je demethylovany cystein pouzivany pti symptomatické 1écbé WD
od roku 1956. Ma schopnost mobilizovat zasoby médi z tkani a vylucuje je modi. Je rozpustny ve vodé
a méa schopnost prochdzet membranami. Jako jeden z mala cheldtort dokaZe odstranit jak Cu®*, tak
Cu*ionty diky schopnosti je redukovat a sou¢asné byt oxidovan na D-penicillamin disulfid. U 10-20 %
pacientl |é¢enych DPA se mUzZe na zacdtku lécby vyskytnout nezadouci ucinek v podobé nahlého
zhorgeni neurologickych pfiznakd. Zfejmé kvdli zvy$enym hladindm médi v mozku. Dal$imi NU mohou
byt nefropatie a kozni problémy. Pokud je Iék uzZivan na la¢no, jeho biodostupnost mize byt zvySena

az 0 50 %. Lécba DPA je povolena i v téhotenstvi.[4, 89, 90]
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Obrdzek 12: Chelatace médi pomoci D-penicillaminu. Upraveno[91]
Trientin

Trientin (TETA) neboli trientin dihydrochlorid je hygroskopické, liposolubilni chelatacni Cinidlo, které
podobné jako DPA prochdazi membranami a vylucuje méd moci. Svétu byl predstaven v roce 1982 jako
alternativa pro pacienty s vaznymi vedlejSimi ucinky zplsobenymi DPA. Na rozdil od DPA neni v
molekule TETA pfitomna sulfhydrilova skupina a z téla dokaze vyloudit pouze Cu®* ionty (Obréazek 13).
Misto ni pohlcuje méd kruhovy komplex tvofeny ctyfmi aminoskupinami. PouZivd se jak u
symptomatickych, tak i u asymptomatickych pacientd nevyjimaje téhotné. Zhorseni neurologickych
symptom se vyskytuje se stejnou pravdépodobnosti jako u DPA, avsak ostatni hypersenzitivni reakce
nejsou tak ¢asté. Kvali tvorbé toxickych komplexU by trientin nemél byt podavan soucasné s pripravky
obsahujicimi Zelezo. Vyskytlo se i nékolik hlaseni o trientinem indukované sideroblastické anemii.[89,

90, 92]
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Obrdzek 13: Chelatace médi pomoci TETA. Upraveno[93]
Tetrathiomolybdenan
Tetrathiomolybdenan (TTM) pUsobi na rozdil od pfedchozich chelatacnich cinidel i mechanismem

snizujicim absorpci médi ve stfevé. Délka terapie je doporuena pouze na par mésici. Ucinek
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samotného molybdenu byl dlouho zndm ve veterinarni mediciné pfi pastvé ovci na molybdenem
kontaminované pudé. Uz v roce 1940 se uvaZovalo o jeho vyuZiti u ¢lovéka, ale kvili rozdilu mezi
slozenym Zaludkem ovce (probihala redukce na TTM) a jednoduchym lidskym (redukce neprobihala)
to skoncilo nedspéchem. AZ vroce 1980 byla poprvé pouZita redukovand forma s nazvem TTM
(Obrazek 14). Mechanismus Uucinku se liSi podle toho, zda je TTM poddan sjidlem (tvofi
neabsorbovatelné komplexy s médi ve stfevé) nebo bez néj (absorbuje se ve stfevé a tvori komplexy
s volnou médi v séru). V onkologickych studiich byl zjistén inhibic¢ni vliv TTM na angiogenezi, fibrézu a
zanétlivé reakce spojené s cytokiny zavislymi na médi. Vedlejsi Gcinky jsou vSeobecné malo ¢asté. Mize
se vyskytnout reversibilni posSkozeni kostni dfené, akutni hepatitida, zachvaty, zvyseni hladin
cholesterolu, triglyceridld ¢i aminotranferas. Neurologické obtiZze jsou ve srovnani s DPA a TETA

mnohem méné c¢asté.[90, 93]
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Tetrathiomolybdenan (TTM) komplex TTM s médi

Obradzek 14: Chelatace médi pomoci TTM. Upraveno[93]
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3.4 REDUKCE

3.4.1 Obecné
Typicky pfendsenou ¢astici u oxidacné redukEnich reakci je elektron. Pfi oxidaci latka zvana oxidacéni
¢inidlo pftijima elektrony a redukuje se, zatimco latka oxidovana je poskytuje. Pfi redukci prvni latka
(neboli redukeni ¢inidlo) poskytuje elektrony jiné Iatce a sama podléhd oxidaci, zatimco latka pfijimajici
elektron se redukuje. JelikoZ je tfeba zachovat rovnovahu a odevzdany proton jinde pfijmout, musi byt
i oxidace vzdy spojena s redukci a vice versa. To znamena, Ze mnozstvi pfijatych a odevzdanych
elektrond se musi rovnat a je nezbytné, aby oxidace i redukce probihaly soucasné (Obrazek 15).
Zkracené se proto nazyvaji redoxni reakce.[94]
oxidace
| !
Me+ X —> Me™ + X™

| t

redukce

Obrdzek 15: Redoxni reakce, presun elektron( musi vZdy probihat soucasné. Upraveno[95]

3.4.2 Dusledky redukce na lidsky organismus

Diky velké redoxni aktivité mize méd prijimat i odevzdavat elektrony a ménit tak své oxidacni stavy.
Tato schopnost je klicova pro aktivitu mnoha vyznamnych enzymu (kapitola 3.1.2.1). Je pozoruhodné,
ze zadny jiny kov nemize méd funkéné nahradit v téchto tzv. kuproproteinech. Méd' je duleZita i pro
spravny metabolismus Zeleza, syntézu pojivové tkané, erytropoézu, tvorbu pigmentu, imunitni reakce
a predavani neurologickych signal(. Ackoliv je redoxni potencial médi nepostradatelny pro organismus,

v nékterych pripadech miize vést k potencionalni toxicité.[96]

Obecné nejpfijimanéjsi vysvétleni toxicity médi v burice se zaklada na predpokladu, Ze ionty médi maji
tendenci Ucastnit se tvorby reaktivnich forem kysliku (ROS). Médné a médnaté ionty se mohou Ucastnit
oxidaénich a redukénich reakci. Médnaté (Cu?*) ionty v pfitomnosti biologickych latek s redukénimi
schopnostmi jako je kyselina askorbova nebo GSH mohou byt redukovany na Cu'* ionty. Ty jsou pak
schopné katalyzovat tvorbu reaktivnich hydroxylovych radikalG (¢OH) rozkladem peroxidu vodiku

(H203) Fentonovou reakci (Reakce 1).[97, 98]
Cu(l) + H202> Cu(ll) + eOH + OH"

Reakce 1: Fentonova reakce pfemény oxidacniho stavu Cu z +I na +II a sou¢asném vzniku hydroxylového
radikdlu. Prevzato[97]

Vysoce reaktivni hydroxylovy radikal, s Zivotnosti nékolik nanosekund, miZe reagovat prakticky

s jakoukoliv biologickou molekulou v blizkém okoli a vytvofit naptiklad lipidovy radikal z nenasycenych
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mastnych kyselin. Oxidace lipoproteind o nizké hustoté (LDL) ma rGzné zdravotni disledky véetné
vyskytu aterogeneze. Kromé LDL ¢4stic jsou snadno oxidovatelné i lipoproteiny o vysoké hustoté (HDL).
To vyznamné ovliviiuje jejich kardioprotektivni plisobeni. Zd4 se, Ze HDL ¢astice jsou dokonce mnohem
nachylné;jsi k oxida¢nimu poskozeni v disledku plsobeni radikalu a-tokoferolu, ktery vznika v pribéhu

redukce médnatych iontd na médné pomoci a-tokoferolu.

Médi indukovana tvorba volnych radikall mGze vést k poskozeni DNA a oxidaci bazi, proto se méd

v cytosolu nemuZe volné vyskytovat, ale je neustale vazana pomoci komplex(.[14, 96]
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 POMUCKY

4.1.1 PouZité chemikalie

Pokud neni uvedeno jinak, vSechny pouZzité chemikdlie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich.

Dimethylsulfoxid (DMSO) Lachner 2 99,5%

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

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

Hydroxylamin hydrochlorid (HA) > 99,5%

Chlorid médny (CuCl) > 99%

Chlorid sodny (NaCl) > 99,5%

Kyselina chlorovodikova (HCl) > 32%

Kyselina octova (CH3COOH) Penta = 99%

Octan sodny (CH;COO'Na*) 2 99%

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

4.1.2 Pfistrojové vybaveni

Spektrofotometr pro mikrotitraéni desticky NEO2MALPHA Synergy 02 (BioTech, Praha)
Trepacka na mikrotitracni desticky IKA®MS 3 digital

Trepacka na zkumavky IKA®VORTEX GENIUS 3

Vahy analytické KERN ABT120-5DM

Ultrazvukova lazert KRAINTEK

4.1.3 Pouzity material

Automatické pipety o odlisSnych objemech (Brand)
Vicekanalové pipety o odliSnych objemech (Biohit)

Mikrotitracni desticky (Brand)
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4.1.4 Testovaneé latky

Isoliquiritigenin (= 98 %, Sigma-Aldrich)

Likochalkon A (2 96 %, Merck Germany)

Naringin dihydrochalkon (Cistota neuvedena, Sigma-Aldrich)
Neohesperidin dihydrochalkon (= 98 %, Sigma-Aldrich)
Floretin (= 97 %, Merck Germany)

Florizin (> 99 %, Sigma-Aldrich)

Struktury testovanych latek byly vytvoreny v programu ACD LABS 12.0 a jsou uvedeny v teoretické ¢asti
(Obrazek 6-11).

4.2 PRIPRAVA ROZTOKU

Roztok disodné soli kyseliny bathocuproindisulfonové (BCS) o koncentraci 5 mM

Roztok BCS byl zhotoven rozpusténim disodné soli kyseliny bathocuproindisulfonové (Mw = 564,54

g/mol) v destilované vodé na koncentraci 5 mM. Je stabilni v lednici.
Médnaté ionty v roztoku CuS0,4.5H,0 o koncentraci 5 mM

Roztok byl pfipraven rozpusténim pentahydratu siranu médnatého (CuSO4.5H,0 s My, = 249,69 g/mol)
v destilované vodé na koncentraci 5 mM. Vznikly zékladni roztok byl poté pro méfeni naredén na

koncentraci 250 UM pomoci:

a) DMSO (poutzitelné pro méreni pomoci BCS)

b) vodou (v pfipadé stanoveni pomoci HEM)
Roztoky jsou stabilni v lednici.
Médné ionty v roztoku CuCl o koncentaci 5 mM

Tento roztok byl pfipraven rozpusténim CuCl ve vodném roztoku 0,1M HCl a 1M NaCl (Mw = 98,99
g/mol) v nékolika krocich. Nejprve bylo pfichystano rozpoustédlo pro CuCl. V prvnim kroku jeho vyroby
byl pfipraven 0,1M roztok HCI (bylo napipetovano 442 ul 32% HCI do 44558 pl destilované vody) (Mw
=36,46 g/mol, 1 1= 1,16 kg). V druhém kroku v 0,1M roztoku HCI rozpusténo NaCl na 1M roztok (Mw

= 58,44 g/mol). Nakonec byl CuCl pomoci rozpoustédla rozpustén v ultrazvukové lazni. Vznikly zakladni

33



roztok byl poté pro méreni nafedén na koncentraci 250 UM pomoci DMSO pii méreni pomoci BCS.

Roztoky jsou stabilni v lednici.
Roztok hematoxylinu (HEM) o koncentraci 5 mM

Hematoxylin (Mw = 302,28 g/mol) byl nafedén pomoci DMSO na poZadovanou koncentraci 5 mM.

Takto vznikne zakladni roztok, ktery je mozné pouZit po dobu 5 hodin.
Hydroxylamin hydrochlorid (HA) zakladni roztok o koncentraci 100 mM

Roztok byl pfipraven rozpusténim latky hydroxylamin hydrochlorid (M, = 69,49 g/mol) v destilované
vodé tak, aby jeho koncentrace odpovidala 100 mM. Z tohoto zdkladniho roztoku byl fedén podle

potfeby na koncentrace 10 mM a 1 mM. Roztok je stabilni, uchovavat v lednici.
Roztoky pufri pro pH 4,5 a 5,5

Smisenim 15mM vodnych roztokl octanu sodného a kyseliny octové byl pfipraven acetatovy pufr, pH

bylo upraveno pomoci pH metru.
Roztoky pufri propH 6,8a 7,5

Smisenim 15mM vodnych roztok( HEPES sodné soli a HEPES kyseliny byl pfipraven HEPES pufr, pH bylo

upraveno pomoci pH metru.

4.3 STANDARDN{ OPERACNI POSTUPY

4.3.1 Postup pro kontrolu pripravenych zakladnich roztokd médi
Kontrola byla provedena vzdy po pfipravé (tzn. pred prvnim pouZitim) zédkladnich tedy 5mM roztokd
Cu® a Cu* iont(. PFipravené roztoky uchovavané v lednici jsou stabilni a neni tfeba pred daldim

pouzitim znovu provadét kontrolu.
Na mikrotitracni desticku byly do dvou sousedicich jamek postupné pipetovany tyto roztoky:

a) 150 ul pufruopH 7,5

b) 50 ul 1mM roztoku hydroxylaminu

c) 50 pl 0,25mM roztoku iontd médi (Cu?* nebo Cu*), ktery byl pfipraven smisenim 950 pl
supercisté vody a 50 pl zakladniho roztoku

d) mikrotitraéni desti¢ka byla vloZena na tfepacku a michana po dobu 1 minuty

e) 50 pl 5mM roztoku BCS

f) po 1 minuté od pfidani BCS byla zmérena absorbance pfi vinové délce 484 nm.
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Pokud byl zkouseny roztok spravné pfipraveny, méla by se jeho absorbance pohybovat okolo 0,50-

0,55.

4.3.2

a)

b)

Postup pro stanoveni kalibraéni kfivky médnatych iont(
Pfed mérenim byly ptipraveny zakladni reagencni roztoky:

e 5mM roztok BCS v destilované vodé (M, = 564,54 g/mol), stabilni v lednici

e  5mM roztok CuSO4.5H,0 v destilované vodé (M, = 249,6861 g/mol), stabilni v lednici
Ptipravy roztokl pred vlastnim pokusem:

e Byly pfipraveny vodné roztoky médnatych soli o koncentracich 50, 100, 150, 200 a

250uM.

V tomto bodu, kdy zapocal vlastni experiment, bylo do pfipravené mikrotitracni desticky
napipetovano 150 ul pufru o pH 6,8.
Do vsech jamek bylo pfidano 50 pl 1mM roztoku HA.
Poté byly (dle pfilozené tabulky) pridany Zzadané koncentrace médnatych iont( v objemu 50 pl
(pro c=0 bylo ptidano 50 ul destilované vody).
Desticka byla vloZzena na 1 minutu do tfepacky.
Do poloviny jamek bylo pfidano 50 ul roztoku BCS a do druhé poloviny 50 ul destilované vody
(Obrazek 16).
Absorbance byla méfena pfi vinové délce 484 nm ihned a poté v ¢ase 5 min (zacatek méreni
v ase 4 min 30 s).

Na zakladé zjisténych informaci byla sestavena kalibracéni krivka.
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slepé vzorky (destilovana voda)

Obrdzek 16: Schéma mikrotitracni desticky pfi kalibraci médnatych iontd.

4.3.3 Postup pro stanoveni chelatace iontll médi hematoxylinem
a) Pred mérenim byly pfipraveny zakladni reagencni roztoky:

5mM roztok CuSO4.5H,0 v destilované vodé (My = 249,69 g/mol), stabilni v lednici

roztok 5mM hematoxylinu v DMSO (M., = 302,28 g/mol), staly max. po dobu 5 hod.

[ ]
b) Pred vlastnim pokusem byly pfipraveny pracovni roztoky a roztoky testovanych latek:

Byl pfipraven zakladni 10mM roztok testované latky rozpusténé v DMSO, ktery byl

dale fedén pomoci DMSO dle potieby na nizsi koncentrace.

e Ddle byl ze zékladniho roztoku nafedén 250uM roztok Cu?* ve vodé.

Byl nafedén 250uM roztok hematoxylinu v DMSO (roztok je staly po dobu 90

minut).

c) Vtomto bodu, kdy zapocal vlastni experiment, bylo pipetovano do vsech jamek 150 pl pufru o

pH 7,5; 6,8 nebo 5,5.
d) Do viech jamek bylo pfidano 50 pl 250 uM roztoku Cu?* iontd.
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e) Dale bylo pfidano 50 pl roztoku testované latky o ptislusné koncentraci do oznacenych
testovacich jamek nebo rozpoustédla do kontrolnich jamek (Obrazek 17).

f) Mikrotitracni desti¢ka byla vloZena do tfepacky na 2 minuty.

V tomto kroku bylo pfidano 50 pl roztoku DMSO do spodnich dvou fad desticky a poté stejné
mnozstvi 250 uM hematoxylinu do vrchnich dvou fad desticky (Obrazek 17).

h) Mikrotitracni desticka byla vloZzena do tfepacky na 3 minuty.

i) Absorbance byla mérena pti vinové délce 610 nm (pfi pH 7,5)/590 nm (pH 6,8)/595 nm (pH

5,5) ihned (tedy v ¢ase 3 minuty od provedeni kroku g)) a poté v ¢ase 5 min a 7 minut.
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SloZzeni méreného roztoku:

jamky s testovanou latkou 150 ul  pufr
50 ul O Cu*

jamky kontrolni bez testované latky (DMSO)

50 ul Otestované
latky/rozpoustédla

slepé vzorky (DMSO) 50 ul © HEM/DMSO

jamky s indikatorem (HEM)

Obradzek 17: Schéma mikrotitracni desticky pfi stanoveni chelatace ionti médi hematoxylinem.

4.3.4 Stanoveni chelatace a redukce iontdl médi pomoci disodné soli kyseliny

bathocuproindisulfonové
Priprava zakladnich a pracovnich roztokl a roztokt testovanych latek:

Pro stanoveni chelatacni aktivity latek byly pfipraveny tyto roztoky:

e 5mM zakladni roztok Cu?*iontl a pracovni roztok 250uM Cu?* iont( v DMSO

e  5mM roztok Cu* iontl ve vodném roztoku 0,1M HCl a 1M NaCl a pracovni roztok 250uM Cu*

iontd v DMSO

e 10mMalmM HA
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4.3.4.1

5mM BCS

roztoky testovanych latek fredéné pomoci DMSO na pftislusnou koncentraci

Postup pro stanoveni chelatace médnych iontd v pufru (pH 4,5; 5,5, 6,5a 7,5)
Na mikrotitracni desticku bylo do vsech jamek pipetovano 100 ul Zadaného pufru.
Bylo pfidano 50 pl roztoku HA, pro pH 6,8 a 7,5 v koncentraci 1 mM nebo pro pH 4,5a 5,5 v
koncentraci 10 mM.
Dale bylo do vSech jamek pipetovano 50 pl 250 uM roztoku Cu* iontl v DMSO.
Mikrotitracni desticka byla vioZena do tfepacky na 1 minutu.
Poté bylo priddno 50 ul roztoku testované latky o prislusné koncentraci do testovacich jamek
nebo rozpoustédla do kontrolnich jamek (Obrazek 18).
Mikrotitracni desticka byla vlozena do tfepacky na 2 minuty.
Poslednim krokem bylo pfidani 50 ul 5mM roztoku BCS do hornich nebo stejné mnozstvi vody
do spodnich jamek (Obrazek 18).
Absorbance byla méfena pfi vinové délce 484 nm ihned po provedeni kroku g) a po 5 min.

(zacatek méreniv case 4 min 30's).
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SloZeni méfeného roztoku:

jamky s testovanou latkou 1004 pufr

jamky kontrolni bez testované latky (DMSO) 50 pl © HA

jamky s indikdtorem (BCS) 50 pl O Cu*

slepé vzorky (VODA) S0ul Otestované
latky/rozpoustédla

50 ul © BCS/VODA

Obrdzek 18: Schéma mikrotitracni desticky pri stanoveni chelatace Cu* iontd v pufru.
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4.3.4.2  Postup pro stanoveni chelatace médnatych iontt v pufru (pH 4,5, 5,5, 6,5a 7,5)

a)

b)

d)

e)

f)

h)

Na mikrotitracni desticku bylo do vsech jamek pipetovano 100 ul Zadaného pufru.

Poté bylo priddno 50 ul roztoku testované latky o ptislusné koncentraci do testovacich jamek
nebo rozpoustédla do kontrolnich jamek (Obrazek 19).

Dale bylo do v3ech jamek pipetovano 50 pl 250 uM roztoku Cu?* iontl v DMSO.

Mikrotitracni desticka byla viozena do tfepacky na 2 minuty.

Bylo pfidano 50 ul roztoku HA, pro pH 6,8 a 7,5 v koncentraci 1 mM nebo pro pH 4,5a 5,5 v
koncentraci 10 mM.

Mikrotitracni desticka byla vlozena do tfepacky na 1 minutu.

Poslednim krokem bylo pfidani 50 ul 5mM roztoku BCS do hornich nebo stejné mnozstvi vody
do spodnich jamek (Obrazek 19).

Absorbance byla méfena pfi vinové délce 484 nm ihned po provedeni kroku g) a po 5 min.

(zacatek méreniv case 4 min 30's).
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SloZeni méreného roztoku:

jamky s testovanou latkou 100 ul  pufr

jamky kontrolni bez testované latky (DMSO) 50 ul Otestované

. N latky/rozpoustédla
jamky s indikatorem (BCS) 50 ul o cu

slepé vzorky (VODA) 50 ul O HA

504 O BCS/VODA

Obrdzek 19: Schéma mikrotitracni desticky pri stanoveni chelatace Cu?* iontd v pufru.

4.3.4.3  Postup pro stanoveni chelatace médnych ionti v DMSO

a)

Bylo pipetovano 100 pl roztoku testované latky o dané koncentraci v DMSO do testovacich

jamek nebo rozpoustédla (DMSO) do kontrolnich jamek (Obrazek 20).
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b)

d)

e)

f)

Bylo pfidano 50 ul 1mM roztoku HA.

Dale bylo do vSech jamek pipetovano 50 pl 250 uM roztoku Cu* iontl v DMSO.

Mikrotitracni desticka byla viozena do tfepacky na 2 minuty.

Poslednim krokem bylo pfidani 50 pl 5mM roztoku BCS do hornich nebo stejné mnozstvi vody
do spodnich jamek (Obrazek 20).

Absorbance byla mérena pfi vinové délce 484 nm ihned po provedeni kroku e) a po 5 min.

(zacatek méreniv case 4 min 30's).
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SloZeni méreného roztoku:

jamky s testovanou latkou

J \ 100 ul  Otestované latky

jamky kontrolni bez testované latky (DMSO) v DMSO/DMSO
50 ul OHA

jamky s indikatorem (BCS)
50ul ocut

slepé vzorky (VODA)

50 ul © BCS/VODA

Obrdzek 20: Schéma mikrotitracni desticky pfi stanoveni chelatace Cu* iont(i v DMSO.

4.3.4.4  Postup pro stanoveni chelatace médnatych iont v DMSO

a)

b)
c)
d)
e)

f)

g)

Bylo pipetovano 100 ul roztoku testované latky o dané koncentraci v DMSO do testovacich
jamek nebo rozpoustédla (DMSO) do kontrolnich jamek (Obrazek 21).

Déle bylo do v3ech jamek pipetovano 50 pl 250 uM roztoku Cu?* iontl v DMSO.

Mikrotitracni desticka byla vioZena do tfepacky na 2 minuty.

Bylo pfidano 50 ul 1mM roztoku HA.

Mikrotitracni desticka byla vloZena do tfepacky na 1 minutu.

Poslednim krokem bylo pfidani 50 pl 5mM roztoku BCS do hornich nebo stejné mnozstvi vody
do spodnich jamek (Obrazek 21).

Absorbance byla mérena pfi vinové délce 484 nm ihned po provedeni kroku f) a po 5 min.

(zacatek méreni v ¢ase 4 min 30 s).
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Slozeni méfeného roztoku:

jamky s testovanou latkou
100yl Otestované latky

jamky kontrolni bez testované latky (DMSO) v DMSO/DMSO
50 ul O Cu*

50 ul OHA
50 ul © BCS/VODA

jamky s indikatorem (BCS)

slepé vzorky (VODA)

Obrdzek 21: Schéma mikrotitraéni desticky pfi stanoveni chelatace Cu®* ionti v DMSO.

4.3.4.5 Postup pro stanoveni redukce médnatych iontd v pufru (pH 4,5, 5,5, 6,5 a 7,5)

a) Na mikrotitracni desti¢ku bylo do vSech jamek pipetovano 100 pl Zddaného pufru.

b) Poté bylo pfidano 50 pl roztoku testované latky o pfislusné koncentraci/rozpoustédla do
testovacich jamek nebo 50 pul 1mM (u pH 6,8 a 7,5)/10mM (u pH 4,5 a 5,5) roztoku HA do
kontrolnich jamek (Obrazek 22).

c) Dale bylo do v3ech jamek pipetovano 50 pl 250 uM roztoku Cu?* iontl v DMSO.

d) Mikrotitracni destic¢ka byla vloZzena do tfepacky na 2 minuty.

e) Poslednim krokem bylo pridani 50 ul 5mM roztoku BCS do hornich nebo stejné mnozstvi vody
do spodnich jamek (Obrazek 22).

f) Absorbance byla méfena pfi vinové délce 484 nm ihned po provedeni kroku g) a po 5 min.

(zacatek méreni v ¢ase 4 min 30 s).
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Slozeni mérfeného roztoku:
jamky s testovanou latkou
Jamky 100 pl

pufr

jamky kontrolni bez testované latky (DMSO) 50 ul Otestované
latky/rozpoustédlo

, nebo © HA
slepé vzorky (VODA) 50 pl O Cu®

jamky s indikatorem (BCS)

50 ul © BCS/VODA

Obradzek 22: Schéma mikrotitraéni desticky pfi stanoveni redukce Cu?* iontd v pufru.

4.3.4.6  Postup pro stanoveni redukce médnatych iontt v DMSO

a) Bylo pipetovano 100 pl roztoku testované latky o dané koncentraci v DMSO nebo rozpoustédla
DMSO do testovacich jamek nebo 100 pl 1mM roztoku HA do kontrolnich jamek (Obrazek 23).

b) Ddle bylo do viech jamek pipetovano 50 pl 250 uM roztoku Cu?* iontd v DMSO.

c) Mikrotitracni desticka byla vloZena do tfepacky na 2 minuty.

d) Poslednim krokem bylo ptidani 50 pul 5mM roztoku BCS do hornich nebo stejné mnozstvi vody
do spodnich jamek (Obrazek 23).

e) Absorbance byla méfena pfi vinové délce 484 nm ihned po provedeni kroku d) a po 5 min.

(zacatek méreni v ¢ase 4 min 30 s).
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jamky (HA)

jamky s
indikdtorem

slepé vzorky
| | | |




jamky s testovanou latkou

jamky kontrolni bez testované latky (DMSO)

jamky s indikatorem (BCS)

slepé vzorky (VODA)

SloZzeni méreného roztoku:

100 4l Otestované latky v
DMSO/DMSO nebo HA
50 pl O Cu*

50 ul © BCS/VODA

Obrdzek 23: Schéma mikrotitracni desti¢ky pfi stanoveni redukce Cu?* ionti v DMSO.
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4.3.5 Statisticka analyza
Pro vypocet mnozstvi nezchelatovené ¢i redukované médi bylo tfeba stanovit rozdily absorbanci mezi

testovanou latkou (s indikatorem HEM/BCS) a slepym vzorkem (bez indikatoru HEM/BCS). Vysledek byl
déleny rozdilem kontrolniho vzorku a jeho slepého vzorku. Tim bylo zjisténo mnoZstvi nezchelatované

médi. Pro zjisténi mnoZstvi chelatované médi, byla hodnota nezchelatované médi odectena od 100 %.

Analyza chelatace byla provedena v programech MS Excel a GraphPad Prism verze 8 pro Windows

(GraphPad Software, USA). Z vysledkl zpracovanych dat byl stanoven prliimér + smérodatnd odchylka

—%)2
vypocitana dle vzorce Z(XT’C)

K porovnani u¢innosti jednotlivych chelatorl bylo nutné srovnat 95% konfidenéni (predikéni) intervaly

chelatacnich krivek.

K provedeni statistické analyzy a zpracovani vysledkl redukce byl vyuZit program MS Excel. Statisticka
analyza byla provedena pomoci t-testu, kde byly porovnany hodnoty oproti negativni kontrole
(spontanni redukce). Uéinky jednotlivych latek byly porovnany pomoci pfimek linearni regrese s 95%

konfiden¢nimi intervaly.

Grafy byly vytvofeny v programu GraphPad Prism verze 8 pro Windows.
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5  VYSLEDKY

5.1 Kalibra¢ni krivka

Z hodnot absorbanci ziskanych z provedenych méreni byla sestrojena kfivka zdvislosti namérené
absorbance na koncentraci (Obrazek 24). Na sestrojeni grafu byly pouzity médnaté ionty v koncentraci
50 uM, 100 pM, 150 pM, 200 uM a 250 puM. Sestrojena kalibra¢ni kfivka vykazuje linearni trend

zavislosti absorbance na koncentraci médnatych iontd.

0.6

0.5 5
R°= 0,9921
0.4
0.3

0.2+

absorbance

0.1+

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

koncentrace Cu®*

Obrazek 24: Kalibracni krivka médnatych ionta.

5.2 Chelatace iontd médi
Méreni chelatace iontd médi bylo provedeno rychlou a levnou metodou za pouziti
spektrofotometru.[92] K méfeni pomoci kompetitivni metody byly pouzity dva typy indikator(:
disodna sl kyseliny bathocuproindisulfonové (BCS) a hematoxylin (HEM). Zatimco pouziti HEM je
vhodné pro zakladni zjisténi schopnosti chelatace a ndvrh stechiometrie komplexu u aktivnich
chelator(, indikator BCS je mimo to i silnym cheldtorem médnych iontl a kompetuje se zkousenou

latkou pfi tvorbé komplexd. Diky tomu lIze posoudit stabilitu komplexd a tim i G¢innost chelatoru.[46]

5.2.1 Stanoveni chelatace médi pomoci hematoxylinu

Hematoxylin je méné kompetitivnim indikdtorem a reaguje pouze s Cu?* ionty. Tato metoda je
charakteristicka snizujici se afinitou HEM k médi se sniZujicim se pH a je nemozZné ji pouzit v prostredi
o pH 4,5. Pfi pH 7,5 tvofi stabilni komplexy s médi pouze velmi aktivni chelatory, protozZe afinita médi
k hematoxylinu je vysoka. Pfi pH 6,8 a 5,5 se afinita HEM k Cu?* sniZuje a lze méfit i méné aktivni

chelatory a stanovit stechiometrii chelatace.[46, 92]
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Nasledujici grafy zobrazuji chelatacni aktivitu jednotlivych latek stanovovanou pomoci hematoxylinu.

Na ose Y je procentudlné vyjadfena schopnost daného chalkonu/dihydrochalkonu chelatovat Cu?*

ionty a body na ose X zna&i poméry koncentraci chalkon(l/dihydrochalkond a Cu?* iont(. Latky

nafedéné do pfislusnych koncentraci byly méreny pti pH 5,5; 6,8 a 7,5 predstavujici rlzna prostiedi v

téle. Absorbance byla méfena ihned (v ¢ase 3 minuty) po pridani indikatoru/vody a poté v éase 5a 7

minut. Grafy zachycuji vysledky v ¢ase 7 min.

Chelatacni aktivitu vykazaly vSechny zkousSené latky (Obrazek 25-30). U nékterych latek s velmi nizkou

aktivitou (v pH 5,5) nebylo mozné vytvofit konfidencni intervaly.

% chelatované Cu?*

100
—— pH 5,5
50 —— pH 6,8
—— pH 7,5
0 % - ---~""'.".. | /I 1
1:10 121 10:1 100:1

pomér koncentraci (chalkon:Cu®")

Obrdzek 25: Grafické zndzornéni chelatace médnatych iontu isoliquiritigeninem metodou s vyuZitim

hematoxylinu.

46



1004
+
NS 80-
- —~— pH5,5
S 601
g —~ pH 86,8
9o
T —~ pH7,5
e
[&]
° 204

0l &= el Li * T + T * ]

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

pomér koncentraci (chalkon:Cu2+)

Obrazek 26: Grafické zndzornéni chelatace médnatych ionti likochalkonem A metodou s vyuZitim

hematoxylinu.
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Obrdzek 27: Grafické

pomér koncentraci (chalkon:Cu?*)

zndzornéni chelatace médnatych ionti naringinem DHC metodou s vyuZitim
hematoxylinu.
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Obrazek 28: Grafické zndzornéni chelatace médnatych ionti neohesperidinem DHC metodou s vyuZitim
hematoxylinu.
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Obrazek 29: Grafické zndzornéni chelatace médnatych iontu florizinem metodou s vyuZitim hematoxylinu.
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Obrdzek 30: Grafické zndzornéni chelatace médnatych ionti floretinem metodou s vyuZitim hematoxylinu.

5.2.2 Stanoveni chelatace médi pomoci BCS

Dalsi metodou bylo stanoveni chelatace chalkont/dihydrochalkoni pomoci vice kompetitivhiho
indikatoru BCS. V pfipadé méreni BCS byl oproti HEM pfidavan hydroxylamin (HA). Pfi méreni médnych
iontd byl HA pridavan pred roztoky médi, aby méd udrzel v redukovaném stavu. U stanoveni
médnatych iontl byl HA pfidan aZ po roztoku médi, za Gcelem redukce nezreagovanych médnatych

iont(.[46]

Nasledujici grafy zobrazuji chelataéni aktivitu jednotlivych latek stanovovanou pomoci BCS. Na ose Y je
procentualné vyjadfenad schopnost daného chalkonu/dihydrochalkonu chelatovat Cu*/Cu?* ionty a
body na ose X znaéi poméry koncentraci chalkon(/dihydrochalkon( a Cu*/Cu?* iontd. Latky nafedéné
do pfislusnych koncentraci byly méreny pfi pH 4,5; 5,5; 6,8 a 7,5 predstavujici riznd prostredi v téle a
také v nepufrovaném prostfedi DMSO. Absorbance byla mérena ihned po ptidani indikatoru/vody a po

5 minutach.

Chelataéni aktivita v prostfedi BCS (Obrazek 31-34) u Cu* i Cu?* iont0 byla zjisténa u likochalkonu A ve
viech pufrech i v prostfedi DMSO. Déle byla naméfena nizka chelataéni aktivita v pfipadé Cu?* iontdi u
isoliquiritigeninu (pfi pH 7,5 a 6,8) a floretinu (pouze u pH 7,5). V ptipadé floretinu nebylo mozné

z namérenych hodnot sestrojit konfidencni interval.
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Obradzek 31: Grafické zndzornéni chelatace médnych iontt likochalkonem A metodou s vyuZitim BCS.
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Obrazek 32: Grafické zndzornéni chelatace médnatych iontu likochalkonem A metodou s vyuZitim BCS.
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Obrdzek 33: Grafické zndzornéni chelatace médnatych iontu isoliquiritigeninem metodou s vyuZitim BCS.
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Obrdzek 34: Grafické zndzornéni chelatace médnatych iontu floretinem metodou s vyuZitim BCS.

5.3 Redukce iontll médi
U dvou latek ze skupiny chalkonl a ¢tyr ze skupiny dihydrochalkond bylo déle provedeno stanoveni
redukénich schopnosti pomoci BCS. ProtoZe jsou ionty médi v oxidovaném stavu Cu?*, neni moznd
jejich interakce s indikatorem (BCS tvofi komplexy pouze s Cu* ionty). Testovana latka proto musi byt
schopna médnaté ionty redukovat na médné, které jsou schopné s indikatorem rychle utvofit barevny
komplex méfitelny spektrofotometricky.[99] Jako pozitivni kontrola slouZi jamky, kde na misto

zkousené latky pipetujeme hydroxylamin, jenz zarucuje 100% redukci iontd médi.[100]
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Nasledujici grafy zobrazuji redukéni aktivitu jednotlivych latek stanovovanou pomoci BCS. Na ose Y je
procentualné vyjadfena schopnost daného chalkonu/dihydrochalkonu redukovat Cu?* ionty a body na
ose X znadi poméry koncentraci chalkon(/dihydrochalkon(i a Cu?* iont(. Latky nafedéné do pFislusnych
koncentraci byly méreny pti pH 4,5; 5,5; 6,8 a 7,5 simulujicich fyziologické a patofyziologické télni
pochody a vnepufrovaném prostiedi DMSO. Absorbance byla mérena ihned po pfidani
indikatoru/vody a po 5 minutach. Sipky oznaéuji hodnoty, které se statisticky vyznamné (p<0,05) lisi

od negativni kontroly (spontanni redukce).

Méfitelnd redukéni aktivita v prostfedi BCS s Cu?* ionty byla zjisténa u viech zkoumanych latek

(Obrazek 35-40).
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0- T T T T | b DMSOQO - 5 min
DMSO 1:100 1:10 1:1 10:1 100:1

pomeér koncentraci (chalkon:Cu2+)

Obrdzek 35: Grafické zndzornéni redukce médnatych iontl pomoci isoliquiritigeninu.
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Obrdzek 36: Grafické zndzornéni redukce médnatych iont pomoci likochalkonu A.
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Obrdzek 37:Grafické zndzornéni redukce médnatych iont pomoci naringinu DHC.
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Obrazek 38: Grafické zndzornéni redukce médnatych iontt pomoci neohesperidinu DHC.
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Obrdzek 39: Grafické zndzornéni redukce médnatych iontl pomoci floretinu.
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Obrdzek 40: Grafické zndzornéni redukce médnatych iont pomoci florizinu.

55



6 DISKUSE

Cilem této prace bylo stanovit chelataéni a redukéni aktivitu 6 latek ze skupiny flavonoidi s otevienym
kruhem C. Glykosidy naringin dihydrochalkon, neohesperidin dihydrochalkon, florizin a aglykon floretin
patfi do skupiny dihydrochalkont, kde je fetézec spojujici kruhy A a B nasyceny. Testovany byly i
isoliquiritigenin a likochalkon A zastupujici skupinu chalkont, které se vyznacuji dvojnou vazbou na

spojovacim fetézci. Kromé téchto zakladnich rozdild se lisi i jinymi substituenty.

Nejprve byla ovéfovana schopnost chelatace v méné kompetitivnim prostiedi hematoxylinu. Jak uz
bylo zminéno vyse, tato metoda se na rozdil od BCS hodi k navrZeni stechiometrie komplexu a zjisténi
chelataéniho plsobeni i pfi tvorbé nestabilnich komplexd.[46] Mezi struktury spojené s vyznamnou
chelataci médi u flavonoidl patfi 5,6,7-trihydroxyl nebo 6,7-dihydroxyl, 3°,4’-dihydroxyl,
3-hydroxyl-4-keto nebo 5-hydroxy-4-keto skupina.[46] Pfi porovnani aktivity chalkon( a flavonoidu je
tfeba vzit v Gvahu odligné &islovani struktur (Obrazek 41). Zadna z testovanych latek nema ve své
strukture hydroxylové skupiny v poloze ortho, které jsou u flavonoidl spojovany s vyznamnéjsi

aktivitou, coz miZe byt divodem nizké aktivity testovanych latek.
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5 6
6 . 4 T a4
|8 5 & 1J e J
___a_ D 1 L a 4 - g :\ ‘--_.__DH _.-'". ‘\""'_\_f# 3
T - N3 “ A J 2
& &A | c : ? = 1x d
N3 : 1
5 4 ]
ohecné Eislovéni flavonoidi tislovéni dihydro/chalkond

Obrdzek 41: Rozdil v Cislovdni struktur s uzavienym a otevienym kruhem C. Upraveno[101]

Vsechny testované latky vykdzaly chelataéni aktivitu a vétSina z nich dosahovala nejvyssi chelatace pfi
pH 6,8, pfi pH 5,5 nevykazaly latky Zddnou nebo jen velmi nizkou chelataéni aktivitu. Vyjimku tvofil
florizin, ktery byl nejucinné;jsi pfi pH 7,5 a neohesperidin DHC s likochalkonem A, kde se chelatace pfi
pH 6,8 a 7,5 vyznamné nelisila (Obrazek 42 a 43). Pti pH 7,5 nejvyssich hodnot dosahoval likochalkon
A, ktery mél pfi poméru latka:Cu®* ionty 10:1 chelataci okolo 50 % a florizin se srovnatelnymi
hodnotami. Ostatni latky chelatovaly pfi poméru 10:1 z30 % ¢i méné. Prevedeme-li strukturni
pozadavky pro chelataci znamé u flavonoidl s uzavienym kruhem C na latky s kruhem otevienym
testované v této praci, tak preferovana vazebna mista pro chelataci médi zahrnuji keto skupinu na
fetezci spojujicim jadra A a B spolu s 2°-OH skupinou na kruhu A.[46, 102] S ohledem na tyto strukturni

pozadavky je prekvapujici, Ze nejvyssich hodnot chelatace dosahovaly struktury, které jako jediné
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nemaji 2°-OH volnou (glykosidova vazba florizinu) ¢i ji nemaji vibec (likochalkon A). | v literature
najdeme tvrzeni, Ze chelatacni aktivita je sniZzena, pokud je keto skupina v molekule bez pfitomnosti
2’-0H.[103] Pro zjisténi vazebnych mist u téchto latek by bylo tfeba provést dalsi pokusy. Srovname-li
aktivitu naringinu DHC a florizinu, které se lisi polohou a velikosti glykosidové vazané cukerné slozky,
zda se, Ze o-glykosilace v poloze 2’ (florizin) vede k mirné vyssi chelataci oproti poloze 4’ (naringin DHC).
Flavanony (naringin, hesperidin a jejich glykosidy), které nemaji 2,3-dvojnou vazbu a hydroxy-skupinu
v poloze 3, maji ve srovnani s ostatnimi flavonoidy nizkou chelatacni aktivitu, coz plati i pro analogické

chalkony (naringin DHC, neohesperidin DHC, floretin a florizin).[46]
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Obrazek 42: Porovndvaci graf chelatace pri pH 7,5 v prostiedi hematoxylinu.
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Obrazek 43: Porovndvaci graf chelatace pri pH 6,8 v prostiedi hematoxylinu.
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P¥i méreni chelatace v kompetitivnim prostredi indikatoru BCS, ktery je mimo to i cheldtorem médi,
svou aktivitu mohly dokazat pouze silné chelatory, které tvofily stabilni komplexy s médi.[46] Pfi pH
7,5 vykazaly méfitelnou chelataéni aktivitu vic¢i médnatym iontim likochalkon A, isoliquiritigenin a
floretin (Obrdzek 32-34). Isoliquiritigenin i likochalkon A strukturné patfi mezi chalkony s dvojnou
vazbou. Jelikoz je dvojna vazba v literatufe povaZovana za prvek zvysujici planaritu zdsahem do it
elektronového systému a umoznujici tvorbu stabilnich komplexi, mGzeme ji povazovat za dullezZity
prvek pro reaktivitu v kompetitivnim prostfedi BCS.[46] Isoliquiritigenin a floretin pfi nejvyssim pH
(pomér 10:1) jevily chelatacéni aktivitu do 10 %. PFi nizsich pH pak chelatoval pouze likochalkon A, stejné
jako v pripadé chelatace médnych iontl (Obrazek 31) a pfi pH 6,8 vykazal mirnou chelatacni aktivitu
vUc¢i médnatym iontlim isoliquiritigenin.

Porovname-li hodnoty chelatace u jednotlivych latek v kompetitivnim prostfedi BCS (Obrazek 44 a 45),
nejlepsim cheldtorem je jednoznaéné likochalkon A, ktery jako jediny dokazal chelatovat Cu?* i Cu*
ionty. Pfi méreni chelatace médnych iontl likochalkonem A pti vSech pH i v nepufrovaném prostiedi
rozpoustédla DMSO v poméru 10:1 nevykazuji hodnoty chelatace v téchto prostredich statisticky
vyznamny rozdil (Obrazek 31). V pripadé mérfeni chelatace likochalkonu A s médnatymiionty v poméru
10:1 ale byl nalezen rozdil mezi mérenim v pH 6,8 a 7,5 (hodnoty dosahovaly 90 %) a kyselejsim
prostifedim opH 4,5 a 5,5 (hodnoty dosahovaly pfriblizné 55 %). V rozpoustédle DMSO byla

zaznamenana chelatace do 10 % (Obrazek 32).
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Obrazek 44: Porovndvaci graf chelatace pri pH 7,5 v prostredi BCS.
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Obrdzek 45: Porovndvaci graf chelatace pri pH 6,8 v prostredi BCS.

V prostiedi BCS latky obvykle vykazuji nizsi aktivitu v porovnani s prostfedim HEM, protoZze v
kompetitivnim prostfedi BCS jsou méreny pouze stabilni komplexy latky s kovem. Je tedy zvlastni, Ze

likochalkon A vykazoval v prostredi BCS aktivitu vyssi neZ v prostfedi HEM (Obrazek 46). Pro objasnéni

této situace je tfeba provést dalsi experimenty.
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Obrdzek 46: Porovndvaci graf chelatace likochalkonu A v prostredi HEM a BCS pfi pH 7,5.

Redukéni schopnost chalkonli a dihydrochalkond byla stanovena pomoci indikatoru BCS. Tento

indikator ma schopnost tvorit komplexy pouze s redukovanymi Cu* ionty. Vzniklé barevné komplexy

jsou méreny spektrofotometricky.[46, 92] Ve vSech studiich zabyvajicich se redukéni aktivitou

flavonoidl byla prokazana vyssi redukéni schopnost vici médnatym iontim nez vici iontdim Zelezitym.
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Tento fakt je spojen s niz$i hodnotou standardniho redukéniho potencidlu paru Cu**/Cu* s hodnotou
+0.15 V oproti Fe**/Fe?* s hodnotou + 0.77 V.[102] Podle provedenych vyzkumu na rdiznych skupinach

flavonoidl reduk¢ni vlastnosti nejvice ovliviiuje pocet a usporadani hydroxylovych skupin.[104, 105]

Vsechny testované latky byly schopny redukovat médnaté ionty (Obrazek 35-40). U likochalkonu A,
neohesperidinu DHC a florizinu nedoslo k statisticky vyznamnym rozdillim v redukci pfi méfeni
v prostredich o rlizném pH ¢i v prostfedi DMSO. U isoliquiritigeninu v poméru 10:1 bylo pozorovatelné
snizeni aktivity pfi pH 4,5 oproti ostatnim pH i v prostfedi DMSO (Obrazek 35). V pfipadé naringinu se
pfi pH 4,5 (Obrazek 37). Floretin redukoval médnaté ionty méné pfi pH 4,5 oproti ostatnim pH a DMSO
(Obrazek 39). Jak bylo zjisténo drive, pfi vSech podminkach stacilo na vytvofeni komplex( 5 min., poté
uz zmény nenastaly. Nejvy$si hodnoty redukce proto miZeme obvykle ¢ekat pravé po uplynuti této
doby.[92] Likochalkon A dosahoval k maximalnim hodnotdm redukce témér ve vSech prostredich,
pricemz redukce se po dosazeni maxima zacala opét snizovat. Dlvodem je vztah mezi redukci a
chelataci. Flavonoidy redukuji ionty kovu a ty se podileji na prooxidacnich reakcich a vzniku reaktivnich
forem kysliku. Kdyz je kov flavonoidem chelatovany, stava se tak neaktivnim pro redukci. Proto snizeni

redukce po dosazeni maxima napovida tomu, Ze ¢ast iontl byla chelatovana.[102]

Pti pH 7,5 (Obrazek 47) za pouiiti konfidencnich intervall bylo zjisténo, Ze do koncentrace 1:1 se
v tomto prostfedi rozdily ve struktute pfi redukci vyrazné neprojevily. Pfi koncentraci vyssi nez 1:1 se
odliSily podobné hodnoty redukce isoliquiritigeninu a florizinu oproti vyraznéji redukujicimu

likochalkonu a floretinu.
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Obradzek 47: Porovnadvaci graf redukce pri pH 7,5 v prostredi BCS.
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V prostredi o pH 6,8 nejvyssich hodnot dosahoval glykosid neohesperidin DHC a vyznamné se lisila jeho
redukcni aktivita oproti glykosidu naringinu DHC a glykosidu florizinu se srovnatelnymi hodnotami
redukce (Obrazek 48). Hydroxylové skupiny v poloze 3 a 4 kruhu B tvofi tzv. katecholovou strukturu,
kterda ma velky redukéni potencidl.[102] U neohesperidinu DHC sice tato struktura neni (jedna
hydroxylovd skupina je methylovand), nicméné i stericky branéné katecholové usporadani ziejmé

zvysuje aktivitu neohesperidinu DHC oproti ostatnim glykosidGim. PFi nizsich pH je rozdil Iépe patrny.
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Obradzek 48: Porovndvaci graf redukce pri pH 6,8 v prostredi BCS.

Neohesperidin DHC opét patfil mezi vyznamné chelatujici latky pfi pH 5,5 spolu s likochalkonem A
(Obrazek 49). Zretelné nizsi aktivity mél isoliquiritigenin, florizin a naringin. Floretin se strukturné lisi
od naringinu DHC a florizinu pouze absenci o-glykosilace. V literatufe je zminéno, Ze blokace
hydroxylovych skupin pomoci navazani cukru snizuje redukéni potencidl.[99] Pravdépodobné je to

dlvod proc glykosidy naringin DHC a florizin byly schopné redukovat kov az pfi vyssich koncentracich.
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Obradzek 49: Porovndvaci graf redukce pri pH 5,5 v prostredi BCS.
Pfi pH 4,5 byly nejvice redukujicimi strukturami neohesperidin DHC a likochalkon A. Aktivita
neohesperidinu DHC je vtéchto podminkach vyrazné vyssi nez u ostatnich dihydrochalkond.
Likochalkon A opraoti isoliquiritigeninu ze stejné skupiny mél viditelné vyssi redukéni aktivitu. Floretin

v tomto prostredi redukuje viditelné méné nez v jinych podminkach.
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Obrdzek 50: Porovndvaci graf redukce pri pH 4,5 v prostredi BCS.

V nepufrovaném prostiedi DMSO byla zaznamenana velmi podobna aktivita likochalkonu A a
neohesperidinu DHC, ac tyto dvé latky maji mnoho strukturnich odliSnosti. Statisticky vyznamné rozdily
v redukci latek byly nalezeny aZ pfi koncentraci 1:1. Tam muUZeme rozlisit vyssi aktivitu neohesperidinu

DHC a podobné redukujiciho floretinu v porovnani s nizSimi hodnotami florizinu a naringinu DHC
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(Obrazek 51). Zde floretin opét dokazuje, Ze glykosilace snizuje redukéni Ucinek. Isoliquiritigenin mél

podobné nizkou aktivitu jako florizin a naringin DHC.
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Obradzek 51: Porovndvaci graf redukce v nepufrovaném prostredi DMSO s indikdtorem BCS.

Naringin a florizin se ve své strukture lisi pouze polohou o-glykosilace a navdazanym cukrem. Z méreni
je mozZno usoudit, Ze mezi polohou glykosilace 4’-OH (florizin) a 2°-OH (naringin DHC) na kruhu A neni

z hlediska redukéni aktivity v rdznych prostfedich statisticky vyznamny rozdil.

V literature jsou dostupné poznatky, Ze dvojna vazba v strukture flavonoidd neni pro ovlivnéni aktivity
nijak dalezita.[102] Vysoké hodnoty redukénich aktivit chalkonl i dihydrochalkond naznacuji, Ze ani
pfitomnost dvojné vazby na spojovacim fetézci, odliSujici tyto dvé skupiny latek, zfejmé redukci
neovliviiuje. Zajimavé je, Ze isoliquiritigenin postradajici 6'-OH skupinu jako jediny nedosahuje 100 %
redukce ani v jednom prostredi. Je tedy zvlastni, Ze likochalkon A, ktery postrada obé hydroxylové
skupiny v polohach 27,6, se jevi jako nejsilnéji redukujici struktura z prezentovanych. Mohlo by to byt
zpUsobeno methoxylovou skupinou ve spolecnosti hydroxylové skupiny na kruhu B a stericky branicim

rozvétvenym alkylem.

Pti absorpci polyfenolickych latek v travicim systému ¢lovéka hraje velkou roli pocet a druh pfipojenych
cukernych molekul. Struktury obsahujici glukosovy glykosid (florizin), jsou vstfebavany v tenkém strevé
cytosolickou B-glukosidasou laktasa florizin hydrolasou ¢i pomoci specifickych pfenasecu. Latky majici
v molekule rhamnosu (naringin DHC a neohesperidin DHC) nemohou byt absorbovany v tenkém
stfevé. Jsou degradovdny rhamnosidasou, ktera je produkovana stfevnim mikrobiotem. Vyssi davky
pfijimany jen v mnoZzstvi miligramd ve zfedénych davkach, pokud ale pfijem dosadhne farmakologické

davky, je mozné najit jejich volnou formu v krvi. Pfi metabolizaci jsou fenolické latky hydrolyzovany do
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formy aglykon( a poté se Ucastni konjugace.[106] Neohesperidin DHC, ktery vykazuje nejvyssi hodnoty
redukce je metabolizovan pres hesperetin dihydrochalkon az na kyselinu
3-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)propionovou a floroglucinol.[6] Hesperetin DHC je velmi podobny
molekule floretinu obohacené o methoxyskupinu v poloze 4, proto je mozné, Zze diky odblokovani
skupiny 4" bude mit tento metabolit v prosttedi lidského téla zvySenou redukéni aktivitu oproti témto
mérenim. Nicméné v literatufe neni zminka o jeho chelatacni ¢i redukéni aktivité. Spole¢nym
metabolitem florizinu a floretinu je 3-OH floretin, ktery mda na kruhu B dvé hydroxylové skupiny
v poloze ortho.[51] V odbornych zdrojich nebyla hodnocena aktivita tohoto metabolitu, ale jak bylo
receno vyse, toto usporadani zvysuje chelataéni aktivitu. Zaroven nové vznikla skupina by zvysila
celkovy pocet hydroxylovych skupin na 5 a pravdépodobné by to mélo pfiznivy ucinek na redukéni
aktivitu. Mezi metabolity isoliquiritigeninu patfi liquiritigenin, isoliquiritigenin glukuronat a
liquiritigenin glukuronat. Jeho biodostupnost je vsak jen 11,8 %.[49] Nebyly nalezeny zdznamy o jejich
redukéni ¢i chelataéni aktivité. Likochalkon A ma mnoho metabolitd, jejichZ vlastnosti nejsou zatim

popsané.[107] Metabolity naringin dihydrochalkonu jsou dosud nezjisténé.
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7 ZAVER

V této praci byla mérena chelatacéni a redukéni aktivita vybranych Iatek dvou strukturné blizkych skupin
s otevienym kruhem C s ionty médi. Ze skupiny dihydrochalkoni to byl aglykon floretin a glykosidy
naringin dihydrochalkon, neohesperidin dihydrochalkon a florizin. Druhym typem latek byly chalkony,
které na rozdil od dihydrochalkon( disponuji dvojnou vazbou ve spojovacim fetézci. Z nich byly pro
méreni vybrany isoliquiritigenin a likochalkon A. Pfi méreni se pomoci pufrd (pH 4,5; 5,5; 6,8 a 7,5)
simulovala prostfedi, se kterymi se mérené latky potencialné mohou v lidském téle setkat a zjistoval

se vliv na jejich aktivitu.

Chelatacni aktivita byla zméfena u vsSech testovanych latek, ale jen floretin, isoliquiritigenin a
likochalkon A tvofily stabilni komplexy s ionty médi. Nejvice komplex( se tvorilov pH 7,5 a 6,8. S dalsim
poklesem pH se sniZovala i aktivita cheldtorl. Likochalkon A se ukazal byt nejsilnéjsim chelatorem. Ale
protoze je strukturné odlisSny od zbytku sloucenin v této diplomové préci, nelze s jistotou tvrdit, jaké
substituenty toto chovani zpUlsobuji. Likochalkon paradoxné prokazal vyssi chelatacni aktivitu
v kompetitivnéjsim prostredi BCS. Dvojna vazba sice nema vliv na vysi chelatacni aktivity, ale molekulu

stabilizuje a tim i komplexy které tvoti s kovem.

Efektivita redukce v danych prostiedich vykazovala stejny trend jako u chelatace. Dulezita je
pfitomnost volnych hydroxylovych skupin. Nejsilnéji redukujici latkou byl neohesperidin DHC.
Pravdépodobnym didvodem je pfitomnost stericky branéné katecholové skupiny v jeho molekule. Dalsi
vyznamné redukujici latkou byl likochalkon A, ktery ve své strukture neobsahoval Zadny z dolozenych
redukci podporujicich substituent(l a je tfeba jeho aktivitu dolozit dalSimi experimenty. Bylo zjiSténo,
Ze pritomnost o-glykosilace v molekule snizuje redukéni aktivitu, ale jeji poloha neni dileZitad a rovnéz

ani dvojna vazba ve spojovacim fetézci nema vliv na hodnoty redukce.
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9.3 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A ZNACEK

AD (= Alzheimer's disease) Alzheimerova choroba

Atox; antioxida¢ni chaperon médi 1

ATPasa adenosintrifosfatasa

ATP7A adenosintrifosfatasa prenasejici Cu, kddovand genem ATP7A

ATP7B adenosintrifosfatasa prenasejici Cu, kédovand genem ATP7B

BACE 1 enzym Stépici prekurzor proteinu amyloidu v B-misté 1

BCS disodna sl kyseliny bathocuproindisulfonové

CCS (= copper chaperone for SOD1) méd obsahujici chaperon pro enzym

superoxiddismutasu

CMGP (= cartilage matrix glycoprotein) matrixovy glykoprotein chrupavky
COX-2 cyklooxygenasa 2

Coxi7 chaperon médi pro cytochrom c oxidasu COX 17

Coxz chaperon médi pro cytochrom c oxidasu COX 2

CTR1 (= copper transporter 1) transportni protein médi

Cu/Zn SOD superoxiddismutasa 1

DHPG dihydroxyfenylglykol

DMSO dimethylsulfoxid

DMT1 (= divalent metal transporter 1) divalentni transportér kova 1
DOPA prekurzor dopaminu

DPA D-penicillamin

GIT gastrointestinalni trakt

GSH glutathion

HA hydroxylamin hydrochlorid

HDL (= high density lipoproteins) lipoproteiny o vysoké hustoté
HEPES kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin ethansulfonova
HEB hematoencefalickd bariéra

HEM hematoxylin

IL-1B cytokin interleukin 1

IL-6 cytokin interleukin 6

ISL isoliquiritigenin

LDL (=low density lipoproteins) lipoproteiny o nizké hustoté
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NO
NU
PGE,
pH
RANKL
ROS
SGLT
TETA
TNF-a
TT™M
WD

oxid dusnaty

nezadouci ucinky

prostaglandin E2

potential of hydrogen (potencidl vodiku)

ligand pro receptorovy aktivator nukledrniho faktoru kappa-B
(=reactive oxygen species) reaktivni formy kysliku

(= sodium glucose transport proteins) prenasece glukdzy v burice
trientin

tumor nekrotizujici faktor a

tetrathiomolybdenan

(= Wilson's disease) Wilsonova choroba

symbol pro roztok
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Nazev diplomové préce: Interakce chalkonl s pfechodnymi kovy II.

Meéd' patfi mezi esencialni prvky lidského téla, ktery se podili na fungovani mnoha enzymi a
metabolickych drah. | kdyz se v téle objevuje ve stopovém mnozstvi, jeho funkce je nezastupitelna.
Hladina iontl vSak musi byt udrZovana v rovnovaze rdznymi télnimi mechanismy. Pokud je méd’

v téle v nadbytku ¢i nedostatku, mlze tento stav vést k vyvoji zdravotnich problémd.

Chalkony jsou latky patfici ke skupiné flavonoid(. Jejich polyfenolicka struktura nema uzavreny

kruh C. Studie popisuji jejich protirakovinné, protizanétlivé, protivirové, antidiabetické,

antibakterialni, antioxidacni, imunosupresivni a jiné vlastnosti.

V této diplomové praci byly testovany vybrané latky ze skupin dihydrochalkond (naringin
dihydrochalkon, neohesperidin dihydrochalkon, floretin, florizin) a chalkond (isoliquiritigenin,
likochalkon A) pro jejich schopnost chelatovat ¢i redukovat ionty médi. Aktivita byla méfena pfi
raznych pH prostfedi (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5) a v prostiedi DMSO spektrofotometricky za poufziti
indikatori hematoxylinu a disodné soli kyseliny bathocuproindisulfonové. Na zakladé vysledkd

byly odvozeny vztahy mezi strukturou a ucinkem.

Nejsilnéji chelatujici latkou byl likochalkon A. Dulezity podil na vzniku stabilnich komplexd ma
dvojna vazba. Pro redukéni aktivitu byla dileZitd pritomnost volnych hydroxylovych skupin.
Nejsilnéji redukujici latkou byl neohesperidin DHC zfejmé kvUli pfitomnosti stericky branéné
katecholové skupiny. DalSi vyznamné redukujici |atkou byl likochalkon A, ktery ve své strukture
neobsahoval Zadny z doloZzenych redukci podporujicich substituentl a je tfeba jeho aktivitu dolozZit

dalsimi experimenty.

Kli¢ova slova: chalkony, dihydrochalkony, méd, chelatace, redukce



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Phramacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Botany

Candidate: Martina Sulcova

Supervisor: Assoc. Prof. Ing. Katefina Macakova, Ph.D.
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Copper is one of the essencial elements in human body which is involved in the functioning of
many enzymes and metabolic pathways. Although it appears in trace amounts in the body, its
functions are irreplaceable. However, the ion level must be kept in balance by the various
mechanisms of the body. If there is an excess or deficiency of copper in the body, this condition

can lead to the development of health issues.

Chalcones are substances belonging to the group of flavonoids. Their polyphenolic structure does
not have a closed ring C. Studies describe their anticancer, anti-inflammatory, antiviral,

antidiabetic, antibacterial, antioxidant, immunosuppressive and other properties.

Chosen substances in the group of dihydrochalcones (naringin dihydrochalcone, neohesperidin
dihydrochalcone, phloretin, phlorizin) and chalcones (isoliquiritigenin, licochalcone A) were tested
for their chelation and reduction activity of the copper ions in this diploma thesis. The activity was
measured at different pH environments (7.5; 6.8; 5.5 and 4.5) and in DMSO environment
spectrophotometrically using hematoxylin and bathocuproinedisulfonic acid disodium salt

indicators. Based on the results, relationships between structure and effect were derived.

The strongest chelating agent was licochalcone A. The double bond plays an important role in the
formation of stable complexes. The presence of free hydroxyl groups was important for the
reducing activity. The strongest reducing agent was neohesperidin DHC. This happens probably
due to the presence of a sterically hindered catechol group in its molecule. Another significantly
reducing substance was licochalcone A, which in its structure did not contain any of the
documented reduction-promoting substituents and its activity needs to be documented by further

experiments.

Key words: chalcones, dihydrochalcones, copper, chelation, reduction



