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M¢Ed’ je esencialni stopovy prvek, ktery mé pro nd$ organismus zasadni roli. Podili se
na mnoha fyziologickych procesech. Na druhé strané, volnda méd muze byt pro
organismus toxickd, proto musi byt homeostaza médi peclivé regulovana. Chelatory
médi piedstavuji slibnou soucast lé¢ebnych strategii nejen u absolutniho, ale také u
relativniho (lokalniho) nadbytku meédi. Specidlné latky, u kterych se ocekava nizky
potencial nezadoucich ucinki, jako jsou isoflavonoidy, by mohly najit uplatnéni nejen u
Wilsonovy choroby, ale i v terapii neurodegenerativnich nebo nadorovych onemocnéni.

Isoflavonoidy patii do jedné z podtiid flavonoidi. Maji pomérné rozsahlé¢ biologické

rrrrr

V této diplomové praci byly otestovany chelatacni vlastnosti dostupné skupiny deseti
isoflavonoidiit pomoci dvou indikatort — hematoxylinu a bathocuproinu. Ke stanoveni
chelatacnich vlastnosti bylo pouzito spektrofotometrické méteni, které je oveéfenou a
rychlou metodou. Ze vSech testovanych latek prokazaly chelataci méd’natych iontd
pouze ¢tyfi - biochanin A, genistein, genistin a prunetin. Tyto latky obsahuji stejné
chelata¢ni misto, ale 1i8i se dalSimi substituenty, které ovliuji miru chelatace.
Nejvyznamnéjsi chelatace dosahly pti pH 6.8. Pfi niz§im i vyS$S§im pH byly jejich
chelata¢ni Gc¢inky slabsi. Za ptitomnosti silného indikatoru bathocuproinu tyto latky ale
nebyly schopny vyznamné chelatovat ani médnaté ani médné ionty pii Zadném

Z testovanych pH.

Bylo potvrzeno, ze strukturnim piedpokladem pro chelataci iontdi meédi je u
isoflavonoidii 4-keto-5-hydroxyskupina. Pfestoze jsou tyto latky schopny chelatace,

jejich chelatacni potencidl je relativn€ maly.
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Copper is an essential trace element that plays a crucial role in our organism. It is
involved in many physiological processes. On the other hand, free copper may be toxic
for the organism and therefore copper homeostasis must be carefully controlled. Copper
chelators represent a promising component of therapeutic strategies not only in absolute
but also in relative (local) excess of copper. Especially substances which are expected to
have a lower risk for side effects, such as isoflavones, may be beneficial in the treatment
of Wilson's disease as well as neurodegenerative diseases or cancer. Isoflavones belong
to one of the subclasses of flavonoids. Their biological effects are quite large - anti-

inflammatory, antioxidant, cardio- and neuroprotective and anti-tumor.

In this diploma thesis chelating properties of a group of ten isoflavones were tested
by two indicators - hematoxylin and bathocuproin. In order to determine the chelating
properties, a spectrophotometric measurement was used. It is a precise and rapid
method. From the tested compounds, only four showed the chelation of cupric ions -
biochanin A, genistein, genistin and prunetin. These chelating agents contain the same
chelating place, but they have different additional substituents that affected the efficacy
of copper chelation. The most significant chelation was reached at pH 6.8. When
comparing with lower and higher pH, the chelating effects were weaker. In the presence
of a strong indicator bathocuproin, these compounds were not able to significantly

chelate cupric or cuprous ions at any tested pH.

It was confirmed that the structural assumption for chelation of copper ions is the 4-
keto-5-hydroxy group in isoflavones. Although these substances are capable of

chelation, the chelating potential is relatively small.
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1. Seznam zkratek

AB
AK
APP
ATOX1
BCS
CCO
CCS
CP
CTR1
DDD
D-pen
GSH
HA
HEM
Hcy
HDL
LDL
MAO
MD
MT
OHS
ROS
SOD
TGN
TT™M
WD

Amyloid — B peptid

Aminokyselina

Amyloidovy prekurzorovy protein

Cu — chaperon, antioxida¢ni protein vazajici méd’
Disodna stil bathocuproindisulfonové kyseliny
Cytochrom c oxidasa

Cu - chaperon pro SOD

Ceruloplasmin

Selektivni transportér pro méd’

Doporucend denni davka

D-penicilamin

Glutathion

Hydroxylamin

Hematoxylin

Homocystein

Lipoproteiny o vysoké hustoté

Lipoproteiny o nizké hustoté
Monoaminooxidasa

Menkesova choroba (z angl. Menkes disease)
Metalothionein

Syndrom okcipitalniho rohu (z angl. Occipital Horn Syndrom)
Reaktivni formy kysliku

Superoxid dismutasa

Trans-Golgiho sit’ (z angl. trans—Golgi network)
Tetrathiomolybdenan

Wilsonova choroba (z angl. Wilson's disease)



2. Uvod

Meéd je esencialni stopovy prvek, ktery ma zéasadni roli v lidském organismu. Je
soucasti kuproenzymu ucastnicich se mnoha zivotné¢ dulezitych procest, jako je
bunééné dychani, biosyntéza neurotransmiterd a tvorba pojivové tkané. Hladiny médi
jsou peclivé regulovany, protoze naruseni jejich homeostazy vede ke vzniku
patologickych stavii. Mezi nejznaméjsi patii Wilsonova a Menkesova choroba.
Nadbytek médi je pro télo vysoce toxicky. Zpusobuje poskozeni riznych biomolekul
diky nadmérné tvorbé€ reaktivnich forem kysliku, které narusi antioxida¢ni ochranu téla.
Oxidativni stres je soucasti mnoha onemocnéni zahrnujicich rakovinu, kardiovaskularni

choroby, diabetes, nerurologicka onemocnéni, chronické zanéty a dalsi.

Isoflavonoidy jsou podtiidou vSudypfitomnych flavonoidi. Maji antivirové,

protizanétlivé, antioxida¢ni a protinadorove vlastnosti.

V soucasnosti je uplatnéni chelatori médi v praxi omezeno zejména na lécbu
Wilsonovy choroby, pii které je hladina médi zvySena. Nadbytek médi je odstraiiovan
z téla vytvorenim komplexti s D-penicilaminem nebo trientinem. Perspektivni moznosti
pro terapii Alzheimerovy choroby miize byt kliochinol, ktery zastavuje agregaci a
neurotoxicitu zptisobenou komplexy A - Cu. Dalsi oblasti, ve které by se mohlo vyuzit

snizeni hladin médi pomoci chelatora, je antineoplaticka strategie.

Cilem mé prace je ovéieni Cu - chelatacnich vlastnosti isoflavonoidii pomoci dvou
metod in vitro. Experimentalni ¢ast je zaloZena na spektrofotometrickém méteni, které
je jednoduchou, rychlou a piesnou metodou, vhodnou pro stanoveni chelatace iontl
médi pomoci dvou indikatorit — hematoxylinu a disodné soli bathocuproindisulfonové
kyseliny. Vysledkem jednotlivych méfeni je mnoZstvi médi chelatované zkouSenym
isoflavonoidem, které spolecné vytvaieji komplex — chelat v zavislosti na pouzité
koncentraci isoflavonoidu a iontl médi za stanovenych podminek (pH, doba méfteni,

pouzita vinova délka).



3. Teoreticka ¢ast

3.1 Eyziologie médi v lidském organismu

Meéd’ je po zeleze a zinku tfetim nejhojnéji se vyskytujicim stopovym prvkem v
lidském organismu. Organismus dospélého ¢lovéka obsahuje praimérné 100 — 150 mg

médi (Angelova et al. 2011).

Ackoli je méd za fyziologickych podminek nepostradatelna, vzhledem k jejim
chemickym vlastnostem se muze stat vysoce toxickym kovem. Méd’ v téle existuje ve
dvou oxidagnich stavech, jako redukovand Cu® a oxidovana Cu®*. Jedinedna
elektronova struktura médi dovoluje, aby mohla slouzit jako kofaktor redoxnich
enzymatickych reakci, nezbytnych pro normalni rist a vyvoj (Gupte a Mumper 2008,
Timer a Mgller 2010).

3.1.1 Kuproenzymy

M¢Ed’ je potfebna pro rozmanité procesy v lidském organismu. Jako funk¢ni slozka
kuproenzymii se ucastni bunééného dychani a tvorby tepla, regulace piijmu Zeleza,
transportu kysliku, bunéné odpovédi na stres, antioxida¢ni ochrany, biosyntézy
melaninu, metabolismu dopaminu, vzniku pojivové tkané a nékolika dalSich procesi
(Ding et al. 2011).



Piehled hlavnich kuproenzym s jejich biologickou aktivitou je uveden v nasledujici
tabulce (Tab. 1).

TABULKA 1. PREHLED KUPROENZYMU.

KUPROENZYM BIOLOGICKA AKTIVITA
Cytochrom c oxidasa Bunééné dychani

Superoxid dismutasa Zhaseni volnych radikalt
Lysyl — monoaminooxidasa Zesitovani kolagenu a elastinu
Ceruloplasmin Transport Cu a Fe
Dopamin-f-monooxygenasa a monoaminooxidasa Biosyntéza neurotransmiteri
Tyrosinasa Produkce melaninu
Koagulacni faktor fVIII Hemokoagula¢ni kaskada

Upraveno podle: Tiimer a Moller (2010)

Cytochrom ¢ oxidasa (CCO) je terminalni enzym dychaciho fetézce mitochondrii.
Katalyzuje pifenos elektroni na molekularni kyslik a pfispiva k tvorbé

elektrochemického potencialu, ktery je vyuzit pro syntézu ATP (Lutsenko et al. 2010).

Superoxid dismutasa (SOD) funguje jako antioxidant. Katalyzuje pfeménu
superoxidovych radikalt, tj. volnych radikalti, na peroxid vodiku, ktery miize byt
nasledné redukovan na vodu pomoci dalSich antioxida¢nich enzymt. SOD obsahujici
Cu se vyskytuje ve dvou formach: 1) Cu/Zn SOD, kterd je soucasti vétSiny bunék
organismu, vcetn¢ erytrocytli, a 2) extracelularni SOD, ktera se nachazi ve vétSim

mnozstvi v plicich, v plazmé nalezneme hladiny nizs$i (Angelova 2011).

Lysyl — monoaminooxidasase ucastni katalytické oxidace postranniho fetézce AK
lysinu pfi procesu zesitovani, ktery je dulezity pro vytvoreni kolagenu a elastinu. Toto
zesitovani je nezbytné pro formaci a prestavbu extracelularni matrix béhem tkanového
vyvoje, pro udrZeni integrity a elasticity pojivové tkané€ v srdci, krevnich cévach a pro

tvorbu kosti (Angelova et al. 2011, Lutsenko et al. 2010).



Ceruloplasmin (CP) je kuproenzym s feroxidazovou aktivitou, tj. oxiduje zeleznaté
ionty na zelezité. Skladad se z 1046 aminokyselin. Strukturné¢ se jednd o globuldrni
protein, tvofeny tfemi jednotkami, které jsou dulezité nejen pro katalytickou aktivitu
ceruloplasminu, ale i pro jeho strukturni stabilitu. A¢koli m&d’ neovliviiuje sekreci ani
syntézu ceruloplasminu, neschopnost vélenit tento kov béhem CP syntézy do
apoceruloplasminu v jatrech, vede k vytvofeni nestabilni formy CP, ktera postrada
feroxidazovou aktivitu. Funk¢ni CP je katalyzatorem i nékolika dalSich reakci. Ma NO-
oxidasovou a glutathion-peroxidasovou aktivitu. ProtoZe je Cu?* povazovéna za méng
toxickou pro organismus, Cu-oxidasova aktivita CP ma dulezitou roli v detoxifikaci
médi. Nizkovalentni formy redoxné aktivnich kovi napf. Cu’, se chovaji jako
prooxidanty, které se ti¢astni pienosu elektronu pii redukénich reakcich, diky kterym
vznikaji potencialné kodlivé radikaly. Tato Cu-oxidasova aktivita CP udrzuje Cu’
ionty Vv ustaleném stavu s ohledem na jejich prooxida¢ni aktivitu a potlacuje vznik
toxicity médi zptisobené akumulaci Cu®. CP je schopny oxidovat rozsahlou skupinu
organickych substratl, které zahrnuji jak xenobiotické (organické aminy), tak i
ptislusné fyziologické substraty (biogenni aminy, v¢etné hormond - adrenalinu a
noradrenalinu, a neurotransmitert — serotoninu a dopaminu). Ceruoplasmin vaze 6
atomid meédi (Obr. 1). Vazebna mista jsou tvofena zaminokyselin (AK) cysteinu,
methioninu a dvou histidinti. CP se nachazi ve dvou isoformach — glykosylované a
volné. Prvni jmenovand isoforma syntetizovana jako glykofoftatidylinositol je
membranove vazana. Pfesna funkce této isoformy neni znama, ale mohla by se u¢astnit
oxidace a mobilizace Zeleza na hematoencefalické a hematotestikuldrni bariéte.
Feroxiddzova aktivita glykosylované isoformy CP je nezbytnd pro uvolnéni zeleza
Z hepatocyti a jeho nasledné navazani na transferin. VéEtSina Zeleza poté putuje do
kostni dien¢€, kde je tvofen hemoglobin, ¢imz se podili na udrzeni homeostazy Zeleza.
Druhé isoforma CP je volna a jako hlavni pfenase¢ médi vaze 70 — 90% médi v krevni
plazmég. Vznikd v jatrech, po uvolnéni slouzi jako zasobarna médi pro tkané. Celkova
regulace CP je velmi slozitd. Hormon estradiol zvySuje syntézu mnoha hepatickych
proteintl, véetné¢ CP. B&hem t€hotenstvi se koncentrace CP zvysi tiikrat aZ Ctyrikrat, pii
kojeni je také vyssi. ZvySené hladiny volného CP jsou spojené i s kardiovaskularnimi
chorobami, pravdépodobné odrazi akutni zanétlivou povahu tohoto onemocnéni.
Hladiny CP byly zvySeny i u rGznych typl rakoviny (lymfomu, rakoviny prsu a
gastrointestindlniho traktu), kde je CP oznacovan za angiogenni stimulator vyuZivany

rakovinnymi buiikami pro tvorbu novych cév. Naopak nedostatek CP je oznacovan jako



acerulopasminemie. Jednd se o autozomalné recesivni poruchu zptisobenou mutacemi
ceruloplasminového genu. U pacientt vznikd masivni kumulace Zeleza V rtiznych
tkanich vcetné jater, pankreatu a mozku. Dlouhodoba akumulace zeleza vede ke vzniku
diabetu, degeneraci retiny a neurologickym symptomim, které jsou vysvétlovany
toxicitou Zeleza a naslednym poskozenim tkani volnymi radikaly (Collins et al. 2010,
Gupte a Mumper 2009, Hellman a Gitlin 2002, Lutsenko et al. 2010, Stoj a Kosman
2003, Vaschenko a MacGillivray 2013).

OBRAZEK 1. STRUKTURA CERULOPLASMINU.
Barevné kulicky zobrazuji Sest vazebnych mist pro atomy médi.

Prevzato z: Bento et al. (2006)

Dopamin - B - monooxygenasa a monoaminooxidasa (MAO) jsou nezbytné pro
spravnou funkci mozku a nervového systému. Dopamin —  — monooxidasa katalyzuje
pfeménu neurotransmiteru dopaminu hydroxylaci na noradrenalin. Monoaminooxidasa
se ucastni metabolismu neurotransmiterd noradrenalinu, adrenalinu a dopaminu. Navic

rozkladé neurotransmiter serotonin (Angelova et al. 2011).

Kuroenzym tyrosinasa je dualezity pro tvorbu melaninového pigmentu. Melanin je

produkovanv melanocytech. Ovliviluje pigmentaci vlasi, pokozky a o¢i (Angelova et al.

2011).

Poslednim kuproenzymem, o kterém se zminim, je antihemofilicky faktor fVIII, ktery
ma vyraznou strukturni homologii s CP, ale 1i8i se funkci a vlastnostmi. Faktor fVIII je

soucasti vnitini cesty hemokoagulacni kaskady (Lutsenko et al. 2010).



3.1.2 Homeostaza médi v organismu a jeji regulace

Hlavnim zdrojem médi pro lidsky organismus je potrava (2 — 5 mg denn¢). Absorpce
médi probihd v zaludku a duodenu. Poté je méd’ transportovana skrz portalni zilu do
jater, ktera jsou organem zodpovédnym za udrzovani homeostazy médi v lidském
organismu. Jeji biodostupnost z potravy je okolo 65-70 % a odrazi faktory zahrnujici
chemickou formu médi, interakce s ostatnimi kovy a slozkami potravy. Biologicky
polocas médi prijaté z potravy je 13 az 33 dni. Vylouceni médi probihd prevazné

hepatobiliarni cestou (Ala et al. 2007, Barceloux 1999).

V nasledujici tabulce (Tab. 2) jsou uvedeny praimérné koncentrace médi v pfijimané
potravé (ug/g). Vysoky obsah médi nalezneme v houbach, suseném ovoci, lusténinach,
celozrnnych produktech, burdkovém masle, ofiSkach a motskych plodech. Doporucena
denni davka (DDD) pro dospélé je 0,9 mg/den. Potfeba médi je béhem téhotenstvi a
laktace vyssi, pokud ji nelze dosdhnout pfijimanou dietou, zeny mohou vyuzit mnoho
doplnku stravy obsahujici méd’ (Barceloux 1999, Collins et al. 2010, Gupte a Mumper
2009).

TABULKA 2. POTRAVINY OBSAHUJICI MED (uglg).

Morské ryby 20-3,0 Ovoce 0,4 -15,0
Sladkovodni ryby 0,3-3,0 Zelenina 0,3-3,0
Driibez 0,5-3,0 Lusténiny 3,0-7,0
Jatra 46 —-6,7 Brambory 2,1
Orisky 6,0 -37,0 Bila mouka 0,6
Obilky a semena 3,0-8,0 Klicky 6,0
Otruby 15,0 Sladka voda 0,001-0,0001

Upraveno podle: Barceloux (1999)



Méd’ piijimand potravou musi byt redukovana (z Cu?* na Cu®), aby mohla byt
transportovana pies apikalni membranu enterocyt, odkud putuje do intersticidlni
tekutiny a nasledn¢ do portalni krve. V tomto vicestupfiovém procesu jsou vyuzivany
nespecifické transportery pro kovy, ATP7A a CTR1 (Collins et al. 2010, Timer a
Meller 2010).

Zkrve je méd transportovana pievazné do jater, v men$im mnozstvi do ledvin a
ostatnich tkani véetné mozku. Jatra jsou hlavni zasobarnou médi v organismu a podileji
se na udrzovani jeji homeostazy. Méd’ navazana na CP je z jater transportovana do krve
nebo do Zlu€e. Oba procesy jsou kontrolovany proteinovym transportérem ATP7B.
Hlavni cestou exkrece médi je zlu¢ (okolo 98 %), ztrata moci je zanedbatelna(Timer a

Meller 2010, Wijmenga a Klomp 2004).

Volna méd’ se v organismu prakticky nevyskytuje, jeji koncentrace je odhadovana na
10™ mol/l vkrvi. Zdeje m&d’ navézana pievazné na CP, albumin a histidin.CP je
hlavnim proteinem transportujicim méd’ v krvi. Mnozstvi médi vazané na albumin a na
aminokyseliny je v rovnovaze. Tyto dvé formy zfejmé vytvareji pufrovaci systém, ktery
zabezpeCuje nejen dostupnost médi pro tkané, ale i ochranu pied jejimi toxickymi

ucinky (Timer a Moller 2010).

Intracelularni transport médi probiha pomoci glutathionu (GSH) nebo malych
cytosolickych proteind, které jsou znamé jako chaperony — ATOX1, COX17 a CCS
(viz. dalsi kapitola). GSH vytvari s ionty médi komplex, ktery slouzi jako prostiednik
pro doruc¢eni médi k metalothioneinim. Ty funguji jako slozky zabranujici vzniku
oxidacniho stresu uvnitt bunky. Jejich hlavnim ukolem je detoxikace nadbytecnych

kovovovych ionti (Gupte a Mumper 2009).

Kli¢ové proteiny, podilejici se na homeostaze médi v perifernich tkdnich vcetné
mozku, miZzeme rozdélit do tfi hlavnich skupin. 1) Méd’ vychytavajici transportery,
které prenaseji m&d do cytosolu. 2) Chaperony usnadnujici distribuci médi na
intracelularni cilové proteiny. 3) Cu-transportujici ATPasy, které buiky zbavuji
nadbytku médi jeho vyloucenim z intestinalnich nebo jaternich bun¢k (Lutsenko et al.
2010, Wang a Guo 2006).

Porusenim homeostazy médi vznika jeji nadbytek nebo nedostatek v organismu.
Prehled jednotlivych zdravotnich stavli, které charakterizuji nizké nebo zvySené

koncentrace médi, jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tab. 3).



TABULKA 3. PROJEVY NEDOSATKU NEBO NADBYTKU MEDI V ORGANISMU.

SNiZENA KONCENTRACE Cu

ZVYSENA KONCENTRACE Cu

Menkesova choroba
Parkinsonova choroba
Parenteralni vyziva

Ztrata proteint (nefroticky syndrom,

exsudativni enteropatie)
Poskozena sttevni resorpce
Kardiovaskularni onemocnéni

ZvySena hladina LDL a sniZzena HDL

Cholestaza

Zvysena hladina ceruloplasminu (zanét,

nadory, jaterni cirhdza, lymfom)
Wilsonova choroba

Hyperkupremie — akutni a chronické
infekce a malignity (leukemie,

Hodgkinova choroba, infarkt myokardu)

Uzivani kontraceptiv nebo estrogent

Upraveno podle: Angelova et al. (2011)
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3.1.3 Homeostaza médi v buiice
Vstup médi do buriky

Med vstupuje do hepatocytu pies plazmatickou membranu pomoci selektivniho
transportéru pro méd (CTR1)(Obr. 2). Tento ptestup médi neni zavisly na dodavce
energie nebo ko-transportu jiného iontu. Funkce CTR1 je esencialni pro rdst a vyvoj
organismu. U savcl odpovida mnozstvi proteinu CTR1 hladiné mRNA, s vys$Sim
vyskytem v plexus choroideus a endotelialnich buiikach hladké svaloviny cév (Lutsenko

et al. 2010).

Copper carriers

Cuproenzymes

OBRAZEK 2. DISTRIBUCE MEDI UVNITR BUNKY.

Med' (zelené kulicky) vstupuje do bunky pres transportér CTRI, ktery je zabudovan v
plazmatické membrané. Uvniti buniky je méd vazana na cytosolické chaperony CCS a ATOXI,
které usnadnuji jeji doruceni k SOD1 nebo Cu-ATPasam ATP7A a ATP7B, které prendseji méd’
do lumen trans-Golgiho sité (TGN), kde je zabudovana do kuproenzymiai.

Prevzato z: Lutsenko et al. (2010)
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Protein CTR1 je poskladan ze 190 AK zbytkt (Obr. 3). Struktura je tvofena ¢tyfmi
doménami. Prvni doménou je glykosylovany N — konec skladajici se z 66 AK zbytk,
které jsou orientovany extracelularné. Tato glykosylace chrani CTR1 proti proteolyze.
Druh4 doména je tvofena tfemi transmembranovymi segmenty. Mezi prvnim a druhym
transmembranovym segmentem se nachdzi tfeti doména - intramembranova smycka,
ktera je poskladana ze 46 AK zbytki. Posledni, ¢tvrtou doménou je relativné kratky C -
konec, ktery se sklada pouze z 15 AK zbytku a je zakon¢eny sekvenci His — Cys - His.
V transmembranové doméné existuje nekolik tésnych vazebnych mist pro méd’, které
pravdépodobné vytvareji ur€ity typ poru, kterym mize méd vstupovat dovnitt bunky

(Eises a Kaplan 2005, Maryon et al. 2006).

AMINO TERMINUS

ég;)j@@@@@owoo@o: SO
J
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OBRAZEK 3. STRUKTURA PROTEINU CTR1.
Na obrazku jsou zobrazeny jednotlivé domény CTRI1. N — konec je na 15 AK glykosylovan.
Prevzato z: Maryon et al. (2007)

Mechanismus transportu médi funguje na principu péru. Cu* je dodana transportnim
proteinem (CP nebo albuminem) k extracelularni N — koncové doméné CTR1, ktera je
oblasti bohatou na methioninové a histidinové zbytky. Po navazani Cu® dochéazi ke
konforma¢ni zméné v oblasti intracelularni smycky a otevie se transmembranovy por. C
— konec a intracelularni smycka, interaguji se zatim neidentifikovanymi akceptory médi,
které zajist'uji distribuci Cu™ uvnit¥ butiky. Ackoli detailni mechanismus, kterym CTR1
transportuje Cu® zfistdva nejasny, doslo k ur¢itym pokrokéim. Bylo dokazano, Ze
transport Cu” je silng inhibovan Ag*, zatimco multivalentni ionty kovii jako jsou Fe*",
Fe**, Zn** nebo Cd?** tento transport neinhibovaly, coZ naznacuje, Ze je CTR1 specificky

pro monovalentni ionty (Maryon et al. 2007, Wang a Guo 2006).
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Transport médi uvniti buiky

Po vstupu do buiky je méd vcytoplazmé vazana malymi proteiny -—
metalothioneinem (MT) a glutathionem (GSH) nebo specifickymi proteinovymi
prenaseci pro méd’ - chaperony, ¢imz je bunka chranéna pted toxickymi ucinky volnych
ionttl. T¥i zndmé chaperony CCS, ATOX1 a COX17 vazi Cu * a ptenaseji do riiznych
casti bunky. Tak je zajisténo jeji efektivni doruceni k Cu-dependentnim enzymiim

(Ttmer a Meller 2010).

CCS (Cu — chaperon pro SOD) ma dvé hlavni funkce: 1) umozfiuje vytvoieni
nezbytné disulfidické vazby na svém cilovém proteinu — superoxiddismutasel (SOD1) a
2) pienasi Cu’ na katalytické misto SOD1 (Obr. 4). CCS je hydrofilni protein, ktery se
nachdzi pfedevsim v cytosolu. Struktura se sklada z 274 AK zbytku, které jsou
poskladany do t¥i riznych domén. Doména I obsahuje vazebné misto pro Cu® a je
strukturné stejna s chaperonem ATOXI1. Doména II je podobna SODI1, zodpovida za
heterodimerizaci CCS a SOD1 b&hem pienosu Cu’. Doména III je mala s rozsifenou
smyckou a je nutna pro ob¢ funkce CCS. Mnozstvi CCS v buiice je ovlivnéno hladinou
médi. ZvySena hladina CCS je jednou z nejvyraznéjsich reakci na snizené mnozstvi
médi v bunce. Mala frakce CCS se nachdzi 1 VvV mitochondriich a peroxisomech

(Lutsenko et al. 2010, Prohaska a Gybina 2004).

CTR1 — @

R
6]

OBRAZEK 4. CCS CYTOSOLICKY CHAPERON MEDI.

CCS prenasi med v cytosolu na katalytické misto SODI. Na obrdazku jsou zobrazeny
Jjednotlivé strukturni domény (D I— D IlI).

Prevzato z: Lutsenko et al. (2010)
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COX17 méa dbleZitou tlohu v ptenosu Cu’ do mitochondrii, kde je pomoci dalsich
membranovych proteind (COX11, SCO1 a SCO2) nasledné¢ zabudovana do CCO.
COX17 je maly protein strukturou podobny vldsence, slozeny z 62 AK zbytkti. Ma
jedno vazebné misto pro Cu®, které je tvofeno po sobé jdoucimi zbytky AK cysteinu
(Lutsenko et al. 2010, Prohaska a Gybina 2004).

ATOX1 (Obr. 5) je maly cytosolicky protein, slozeny z 68 AK zbytku. Jeho
struktura je poskladdna do kompaktni ferredoxinové struktury. Po vstupu do bunky se
Cu” navaze na povrch vystavené smycky ATOX1, ktera spojuje prvni p-vldkno a prvni
a-vlakno. Smycka se sklada ze dvou cysteinii koordinujicich méd’, zatimco methionin je
schovan v hydrofobnim jadru ATOXI1 a stabilizuje proteinovou strukturu. Po navazani
Cu” na ATOX1 nedochazi ke zméné proteinové struktury, Stane se pouze vice rigidni.
ATOXI1 prenasi navazanou Cu’ k ATPasam (ATP7A a ATP7B) do Golgiho aparatu,
kde ptimo interaguje s N — koncem Cu-ATPas. Nadbytek médi stimuluje translokaci
ATP7B z Golgiho sité¢ do kanalikularni membrany hepatocyti a usnadiuje vylouceni
médi zlu¢i. Kromé prenasece ma ATOXI1 i funkci antioxidantu a regulatoru transkripce
pii ristu a proliferaci bunky. ATOX1 funguje jako bunécny sensor, ktery kontroluje
spravny prenos Cu’ sekrednimi drahami bunék (Collins et al. 2010, Lutsenko et al.
2010, Prohaska a Gybina 2004).

ADP

Cytosol @ %

OBRAZEK 5. CHAPERON ATOX1.

ATOXI prendsi med’ (zelené kulicky) na N - konec Cu-transportujicich ATPas ATP7A4 a
ATP7B. Tento transport vyuzivad pro prenos médi energii z hydrolyzy ATP.

Prevzato z: Lutsenko et al. (2010)
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Odstranéni médi 7 buriky

Za eliminaci médi z buniky jsou zodpovédné dvé homologni, transmembranové Cu—
ATPasy ATP7A a ATP7B, které patii do veliké rodiny ATPas P-typu. Oznaceni ,,P-
typ* si tato rodina ATPas zaslouzila diky tvorbé fosforylovaného meziproduktu béhem
transportu kationtd pfes membranu. ATP7A a ATP7B maji Vv buiice nasledujici dve
funkce: 1) transportuji Cu” ke kuproenzymim a 2) zajistuji eflux médi z bunék do
portalni krve. K transportu Cu® z cytosolu do trans — Golgiho sité, kde je za¢lenéna jako
kofaktor riznych kuproenzymi (napf. CP), vyuzivaji energii z hydrolyzy ATP. Tento
proces zahrnuje domény specifické pro navazani a hydrolyzu ATP, které jsou podobné
u vSech ATPas P-typu. ATPasy jsou tvofeny témito doménami: N — koncova doména
(6 vazebnych mist pro Cu®); nukleotid vazajici doména, ktera defosforyluje ATP; P —
doména s neménnym Asp (misto katalytické¢ fosforylace); A — doména (aktivacni
doména, regulujici konformacni ptechody) a C — konec, ktery je potfebny pro stabilitu a
transport Cu®. Pienos a translokace médi dale vyzaduje specifické motivy (obsahuji
zbytky AK Cys) a struktury pro rozpoznani, navazani a presun Cu’ pfes membranu

(Lutsenko et al. 2010, Timer a Meller 2010).

ATP7A nalezneme ve vét$in€ organi s vyjimkou jater, kde se nachazi ATP7B. Proto
je m&d’ vélenéna do CP pomoci ATP7B v hepatocytech, zatimco ATP7A transportuje
Cu" kostatnim buiikdm tkani, které potiebuji méd. S ohledem na lokalizaci
jednotlivych ATPas si muZzeme odavodnit, pro¢ je Menkesovo onemocnéni (MD)
systémovou chorobou zatimco Wilsonova choroba (WD) je charakterizovana piedev§im
poskozenim jater. MD je onemocnéni metabolismu médi, ktery je zptisoben poskozenou
absorpci médi ve stievech. Dysfunkce ATP7A vede k selhani pfenosu Cu® ze stfevnich
bunék a zpusobuje nedostatek médi v krevnim ob&hu. WD vede naopak k akumulaci
médi v jatrech, diky poskozeni biliarni exkrece Cu” (Tiimer a Meller 2010, Wang a Guo
2006).

Ob¢ ATPasy umi rychle reagovat na zménéné hladiny médi v bunice. Pokud se
intracelularni hladiny Cu® zvys$i, ATP7A je rozptylena vV malych veziklech od TGN,
které sméfuji k basolateraIni (sinusoidalni) membrané hepatocytti. Oproti tomu, ATP7B
je premisténa z trans-Golgiho sité¢ ve vétSich veziklech smérem k apikélni (kanalkové)
membrané hepatocyti. Tato na médi zavisla relokalizace nevyzaduje de novo syntézu
proteinti a je reverzibilni, protoZe nasledné vycerpani Cu” vede K rychlému navraceni

transportéri zpét (Lutsenko et al. 2010, Wijmenga a Klomp 2004).
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3.2 Patofyziologie médi v lidském organismu

3.2.1 Wilsonova choroba

Wilsonova choroba (WD), ktera je znama také jako hepatolentikularni degenerace,

byla poprvé popsana americkym neurologem Kinnear Wilsonem v roce 1912.

Jedna se o vzacné dédicné autozomalné recesivni onemocnéni jaterniho metabolismu
médi. Pfi¢ina onemocnéni byla odhalena v roce 1993. Tehdy byl objeven abnormalni
gen ATP7B zodpovédny za Wilsonovu chorobu, lokalizovany na chromosomu 13. Jak
bylo uvedeno vySe, hlavni fyziologicka tloha ATP7B je v jatrech, kde slouzi jako
jaterni transportér médi z cytosolu do Golgiho aparatu. Zde je méd’ postranslaéné
zaclenovana do kuproenzymt, véetné CP. Dochazi ke snizené exkreci médi zluéi, coz
ma za nasledek akumulaci médi v jatrech a jejich poskozeni. Nakonec je m&d’ uvolnéna
do krevniho fecisté€ a ukladana v extrahepatdlnich organech, zejména mozku, ledvinach
a rohovce. Snizena hladina CP vkrvi je jednim z diagnostickych znakii tohoto
onemocnéni (Burkhead et al. 2011, Roberts a Schilsky 2008).

3.2.1.1 Klinicky obraz onemocnéni

Wilsonova choroba se mlize projevit riznymi klinickymi stavy. Nejcastéji se jedna o
onemocnéni jater a neuropsychiatrickou poruchou. Zadny z klinickych p¥iznak neni
pro onemocnéni typicky a nepomaha tedy ke snadné diagnoze. Jednim z nejvice
charakteristickych rysia Wilsonovy choroby je, ze zadny ze dvou pacientti, 1 kdyby se
jednalo o rodinné ptislusniky, nema zcela stejny projev onemocnéni. Se zvySujicim se
povédomim o WD, jsou pacienti diagnostikovani diive a pozdni ndsledky onemocnéni,
jako jsou Kayserovy-Fleischerovy prstence nebo zavazné neurologické symptomy se
objevuji méné cCasto. Diky v€asnému zahdjeni 1écby jim totiz dokdZeme ptedchéazet

(Ferenci 2003).

Wilsonova choroba se vyskytuje po celém svété s primérnou prevalenci asi 30
postizenych jedincti na milion obyvatel. Pocatek klinickych projevii onemocnéni je
obvykle mezi 5. az 35. rokem Zzivota. Ale WD je stale Castéji diagnostikovana i u déti
mladsich péti let s atypickymi nalezy u déti mladsich dvou let, cirhozou u tfiletych a
akutnim jaternim selhanim u pétiletych déti. Mezi nejstar§i nové diagnostikované

pacienty s potvrzenou WD miizeme zafadit i dospélé starSi 70 let. Pfestoze je horni



16

hranice véku pro zvazeni WD obecné méné nez 40 let, pokud se u starSich jedinct
objevi neurologické nebo psychiatrické symptomy a histologické nebo biochemické
nalezy, které naznacuji tuto poruchu, je dulezité provést dalsi vySetfeni (Roberts a

Schilsky 2008).

Spektrum onemocnéni WD miizeme rozdélit do 4 zéakladnich skupin klinickych
ptiznakt — hepatické, neurologické a psychiatrické a o¢ni. V praxi se bézn¢ setkdvame s

jejich vzajemnymi kombinacemi (Tab. 4).
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TABULKA 4. KLINICKE PRIZNAKY WILSONOVY CHORORBY.

FORMA PRIZNAKY ONEMOCNENI

Asymptomatické hepatomegalie

Izolovana splenomegalie

Trvale zvysené sérové aminotransferazy
JATERNI Jaterni steatoza

Akutni hepatitida

Cirhoza — kompenzovand nebo dekompenzovana

Akutni selhani jater

Pohybové poruchy — ties, mimovoini pohyby
Dysautonomie

Migrenozni bolesti hiavy
NEUROLOGICKA Insomnie

Zachvaty

Slintani, dysartrie

Deprese

Neuroticke chovani

PSYCHIATRICKA Zmény osobnosti
Psychozy
Kayserovy-Fleischerovy prstence
OCNI Slunecnicové katarakty
Kozni priznaky — xeroza, hyperpigmentace, vitiligo
Renalni abnormality — aminoacidurie a nefrolithiasa
, Kardiovaskuldrni priznaky — kardiomyopatie, arytmie
NESPECIFICKA P K4 Yo 4

Pankreatitida
Nepravidelna menstruace, neplodnost, opakované potraty

Skeletalni abnormality — predcasna osteoporoza a artritida

Upraveno podle: Roberts a Schilsky (2008)
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Jaterni forma Wilsonovy choroby

U vétsiny pacienti s WD, bez ohledu na jejich klinické ptiznaky, mizeme nalézt
urity stupen jaterniho poskozeni. Nejcastéjsi veék, kdy se toto poSkozeni projevi, je
mezi 8. az 18. rokem. Jaterni forma WD se mize podobat vSem typim bé&Zzného
jaterniho onemocnéni, vcetné akutni nebo chronické hepatitidy, vazného jaterniho

selhani a cirh6zy (Ferenci 2003).

Typ jaterniho onemocnéni mize byt vysoce variabilni. Od asymptomatickych stadii
S biochemickymi abnormalitami, které jsou detekovatelné pouze na biochemické urovni

az k akutnimu jaternimu selhani (Roberts a Schilsky 2008).

U asymptomatické formy Se nejcastéji setkdvame s abnormalnimi hladinami
aminotransferaz v séru nebo se splenomegalii. Duvodem je klinicky nepatrna cirhdza
jater s portalni hypertenzi. V pocate¢nich stadiich je hromadéni médi detekovatelné
pouze imunohistochemicky. Tato akumulace je spojena s makrosteatozou,
mikrosteatozou a ukladanim glykogenu v hepatocytech, které vSak miizeme pozorovat i

u dalSich poruch, napt. u nealkoholické steatohepatitidy (Ala et al. 2007).

U pacienti v pokrocilejSich stadiich se miizeme setkat s nckolika dalSimi typy

klinickych obrazt (Ala et al. 2007, Ferenci 2003, Roberts a Schilsky 2008).

Akutni hepatitida — K nerozeznani od ostatnich akutnich forem (virovych nebo
toxickych) jaterniho onemocnéni. Velmi rychle mize dojit ke zhorseni, které se podoba

fulminantnimu jaternimu selhani.

Fulminantni jaterni selhani — ma rychly rozvoj, nastavd po uvolnéni velkého
mnozstvi médi ulozené v nekrotickych hepatocytech, nésledované zavaznou
hemolytickou anémii. U pacientli pfevazuje apoptdza parenchymdlnich bun€k, nekroza
a kolaps, Casto na pozadi cirhdzy jater. BéZna je koagulopatie neodpovidajici na
parenteralni podani vitaminu K. Az 12 % téchto pacientl je zatazeno na ¢ekaci listinu

pro transplantaci jater. Rychlé ur¢eni diagnozy byva obtizné.

Chronicka hepatitida a cirhoza — Xlinické znaky zahrnuji névus araneus
(pavouckovy névus), splenomegalii, portalni hypertenzi, ascites a ikterus. Bez 1écby

dochazi u pacientli k progresivnimu zhorSeni aZ jaternimu selhani.

Hepatocelularni karcinom — miZe se objevit spole¢né s cirh6zou a chronickym

zangtem jater u dlouhodobé 1é¢enych pacienti. Vzacna forma jaterniho onemocnéni.



19

Autoimunitni hepatitida — pokud se objevila u détskych nebo dospélych pacientd,
ktefi nereagovali na terapii, mélo by byt peclivé posouzeno, zda se nejedna o WD.
Zvysené¢ imunoglobuliny v séru a detekovatelné nespecifické protilatky mohou byt

ptitomné jak u autoimunitni hepatitidy, tak i u WD.

Neurologicka a psychiatricka forma Wilsonovy choroby

Neurologické symptomy se objevuji nejcastéji u dospivajicich zhruba dvacetiletych
pacientl, ale jsou zdokumentované piipady i starSich pacienti okolo padesati let.
Pti¢inou této formy WD je akumulace médi v mozku a nervové soustave. Onemocnéni
se nejprve projevuje pouze drobnymi naznaky u pediatrickych pacienti - zmény
chovani, zhorSeni ve Skole, neschopnost provést aktivity vyzadujici dobrou koordinaci
oko-ruka. Charakteristickym znakem neurologické formy WD je neustale se
prohlubujici porucha pohybu (dysartrie, dysfagie, tremor, rigidita) oznaCovana jako
juvenilni forma Parkinsonovy choroby. Muze dojit ke zhorSeni rukopisu a zmenseni
pismen (mikrografie) podobné jako u Parkinsonovy choroby. Dal§imi projevy jsou
ztrata motorické koordinace, slintdni, dystonie a spasticita. Nebezpe¢i predstavuje
pseudobulbarni syndrom s poruchou polykani a rizikem uduSeni. Pacienti s
neurologickou formou mohou mit i jaterni cirhozu, ale Castéji jsou bez symptomu
jaterniho onemocnéni (Ala et al. 2007, Ferenci 2003, Oder et al. 1991, Roberts a
Schilsky 2008).

Psychiatricka forma WD se projevuje migrénou, bolesti hlavy, ¢astou podrazdénosti
a nespavosti. Spolu se zménami osobnosti a chovani se objevuje deprese, anxieta a
emocni labilita, zhorSeni soustfedéni a schizofrenie. Pokud neni tato forma
diagnostikovana a 1é¢ena vcas, nezadrzitelné postupuje a konéi fatalné (Ala et al. 2007,
Goodman et al. 2005).
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O¢ni forma Wilsonovy choroby

Kayserovy-Fleischerovy prstence predstavuji ukladani zrnitych depozit médi
v Descemetové membrané rohovky. Nejvice patrné jsou na periferii rohovky. Mohou
byt viditeIné béznym okem jako zlatohnédé prstence (Obr. 6). Pro jejich potvrzeni je
nezbytné vySetieni Stérbinovou lampou. Prstence nejsou pro Wilsonovu chorobu zcela
specifické. Mohou byt pfitomny i u pacientti s chronickou cholestatickou hepatitidou
nebo u déti s neonatalni cholestazou (Ala et al. 2007, Roberts a Schilsky 2008).

1} e S

OBRAZEK 6. KAYSEROVY-FLEISCHEROVY PRSTENCE.

Na periferii rohovky jsou patrné zlatohnédé prstence, které jsou tvoreny depozity medi
V Descemetove membrané.

Prevzato z: Ala et al. (2007)

Sluneénicové katarakty jsou mnohobarevné skvrny, které piedstavuji depozita médi
v rohovce. Jsou viditelné pouze pii vySetfeni Stérbinovou lampou. Nezhor$uji vidéni. Se
zahajenim 1écby nebo po transplantaci jater postupné mizi stejné jako Kayserovy-
Fleischerovy prstence. Vypovidaji tak o compliance pacienta (Ala et al. 2007, Roberts a
Schilsky 2008).
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3.2.1.2 Diagnostika

Ke stanoveni diagnézy WD neexistuje pouze jediny test. Symptomy jsou casto
nespecifické a onemocnéni ovlivituje mnoho odlisnych orgénii, coz mtize vést k zdméné

WD s jinymi chorobami (Ala et al. 2007).

Pro usnadnéni diagnostiky WD jsou v praxi vyuzivana 3 zakladni kritéria - cirh6za,
neurologické ptiznaky a Kayserovy-Fleischerovy prstence. Nicméné asi u poloviny
pacientil s ptiznaky jaterniho onemocnéni, nejsou ptitomné ani dvé z téchto tii kritérii, a
proto piedstavuji slozitéj$i ptipady pro stanoveni diagnozy. Stejné jako u jinych
jaternich onemocnéni mohou pacienti vyhledat 1ékatskou pééi S pomerné mirnymi

klinickymi pfiznaky (Ala et al. 2007, Ferenci et al. 2003, Roberts a Schilsky 2008).

Diky stale rozvinutéjSimu oboru molekularni diagnostiky dokéZeme urcit vzor
holotypi nebo polymorfismi DNA v okoli ATP7B. To je uzite¢né pro identifikaci
nejblizSich piibuznych u nové diagnostikovanych pacientt nebo k pfimému vysetieni
specifickych mutaci ATP7B typickych pro WD na obou alelach 13. chromosomu
(Roberts a Schilsky 2008).

Ke zjednoduseni diagnostickych postupii a nasazeni spravné 1écby byly vytvoreny
aktualni ,,guideliny* se specifickymi doporucenimi, které shrnuji predchozi zkuSenosti a
vyzkumné prace pro péci 0 pediatrické a dospélé pacienty s WD (Roberts a Schilsky
2008).

Diagnostika je obvykle provedena na zaklad¢ klinickych ndlezii a laboratornich

abnormalit (Tab. 5).

TABULKA 5. PREHLED TESTU POUZIVANYCH KE STANOVENI DIAGNOZY WD.

TEST TYPICKY NALEZ NORMALNI HODNOTY

Sérovy CP niz8i nez 0,2 g/l rozmezi 0,2 — 0,5 g/l

Stanoveni médi v moci
(zndmd jako ,,volna“ méd, 100 pg/24 hod 40 pg/24 hod
nevazana na CP)

Obsah médi v jatrech 250 pg/g suché hmotnosti <55 pg/g suché hmotnosti

Prevzato z: Ferenci (2003)
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3.2.1.3 Terapie

Z hlediska terapie mtizeme pacienty rozd¢lit do tii skupin: 1) Symptomaticti pacienti
S jaterni nebo neurologickou formou WD. Zde se snazime ke stabilizovani nebo
zmirnéni jejich symptomitl. 2) Pro skupinu pacientd, ktefi ptekonali akutni fazi a nyni se
nachazeji v klidovém stadiu onemocnéni, je vhodna udrzovaci terapie. 3) Skupina
nesymptomatickych pacienti, tvofena predevsim sourozenci nebo détmi pacienti, ktefi
byli identifikovani pfi rodinném screeningu. U druhé a tieti skupiny pacientl usilujeme

o prevenci vzniku symptomui nebo piedchazime jejich navratu (Schilsky 2001).

WD byla progresivnim a fatdlnim onemocnénim aZz do roku 1951, kdy byl
intramuskularné podan dimerkaprol. O nékolik let pozdéji, v roce 1956, John Walsh
piredstavil prvni peroralné podavany chelator médi D—penicilamin (D-pen) a zputsobil
pirevrat v terapii. Pro pacienty, ktefi 1é¢bu D-pen netolerovali, byl v roce 1969 do praxe
zaveden trientin, jako alternativa s niz§im vyskytem nezadoucich G¢inkt. Posledni dva
jmenované chelatory jsou stale zakladem chelatacni 1écby u WD. Tetrathiomolybdenan
(TTM) je dalsim chelatorem, ktery miize najit své misto u pacientt, kterym nevyhovuje
tradicnéj$i 1é¢ba. Pro kombinaéni a udrzovaci terapii je vyhrazen zinek (Ala et al. 2007,

Sarkar 1999, Roberts a Schilsky 2008).

Struktura D-penicilaminu je tvofena z cysteinu, ktery je substituovan dvéma
methylovymi skupinami, tedy jako B,B-dimethylcystein (Obr. 7). Pro chelataci je
nezbytna thiolova skupina. Po navazani médi a vytvofeni stabilniho komplexu je
nasledn¢ vylouc¢en moci. D-pen mize indukovat u€inek metalothioneinu, ktery funguje
jako endogenni chelator kovi. Ucastni se procesu zesiténi kolagenu. Jeho
imunosupresivni u¢inky jsou vyuzity v terapii revmatoidni artritidy. Terapie D-pen je
spojena s mnoha nezadoucimi G¢inky. Nékteré z nich (toxicita kostni diené, proteinurie,
anafylaxe) vedou k okamzitému pieruseni 1é¢by (Ala et al. 2007, Ding et al. 2010,
Roberts a Schilsky 2008, Ferenci 2004).
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OBRAZEK 7. STRUKTURA D-PENICILAMINU.
Prevzato z: Ding et al. (2011)
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Trientin neboli 2,2,2-triethylentetraaminje tvofen polyaminovym uspofadanim, diky
kterému je méd’ chelatovana a vytvari stabilni komplex se ¢tyfmi skupinami dusiku
(Obr. 8). Podobn¢ jako D-pen podporuje vylu¢ovani médi ledvinami, které vSak klesa
rychleji. Trientin chelatuje nejen ionty médi, ale i zeleza. Proto bychom se méli vyhnout
jejich spoleénému podavani, které muze vyvolat sideroblastickou anémii (Ala et al.

2007, Ferenci 2003, Roberts a Schilsky 2008).

_— HN NH,—
— | N/ ,'
HoN NH_ '. cu®* |
) + Cux —— '\\ yd \\ /”
H,N NH;
H;N NH \ i
~ L
Trientine Trientine-copper complex

OBRAZEK 8. TRIENTIN A TVORBA CHELATACNIHO KOMPLEXU.
Prevzato z: Kodama et al. (2012)

Tetrathiomolybdenan (TTM) je novou perspektivni latkou ze skupiny chelatora
pouzivanych pro 1é¢bu pacientt s WD. Pfi reakci s médi vytvari komplexy diky Mo-S-
Cu klastraim (Obr. 9). Pasobi dvéma mechanismy. Pokud je podan s jidlem, vytvari
komplex s médi pochazejici z potravy, ktery je nevstiebatelny. Jestlize je podan mezi
jidly, 1écivo je vsttebano a vytvari komplexy s médi a albuminem v krvi, které jsou
nasledn¢ metabolizovany jatry a vylouCeny zlu¢i. Je vhodny pro zahdjeni l1écby u

pacientd s neurologickou formou onemocnéni (Ala et al. 2007, Ding et al.).
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Tetrathiomolybdate Tetrathiomolybdate-copper complex

OBRAZEK 9. TETRATHIOMOLYBDENAT A TVORBA CHELATACNIHO KOMPLEXU.
Prevzato z: Kodama et al. (2012)
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Jednotliva 1éCiva spolu se zakladnimi informacemi a nezadoucimi ucinky jsou

uvedeny V nasledujici tabulce (Tab. 6).

TABULKA 6. FARMAKOLOGICKA TERAPIE WILSONOVY CHOROBY.

LECIVO

MECHANISMUS UCINKU

NEZADOUCI UCINKY

D-penicilamin

Trientin

Tetrathiomolybdenan
amonny

Zinek

redukce a chelatace médi

navozeni kupriurézy

chelator médi

zvysuje kupriurézu

chelator médi

blokuje absorpci médi

kompetice s Cu o stievni transporter,
snizeni stfevni absorpce médi
aktivace syntézy metalothioneinu v

enterocytech

Casné — horecka, vyrazka,
neutropenie, trombocytopenie

pozdni — proteinurie,
poskozeni kostni dien¢,
degenerativni zmény kiize,
lupus-like syndrom

velmi pozdni — nefrotoxicita,
anafylaxe, deprese, ztrata
chuti, myasthenia gravis

gastritida

vzacné aplasticka anemie
reversibilni sideroblasticka
anemie

anémie; neutropenie
hepatotoxicita

dyspepsie
hromadéni zinku
imunosuprese

Upraveno podle: Roberts a Schilsky (2008)

Farmakologicka terapie neni jedinou moznosti pro lécbu WD. Transplantace jater ma

v zachrané¢ Zzivota pacientd nezastupitelnou roli. Je preferovana piedev§im u

Vv

Za dopliikkovou terapii miizeme oznacit podavani antioxidantl, hlavné vitaminu E, ktery

zlepSuje symptomy WD. Soucasti nefarmakologického opatieni je i dieta, pii které jsou

omezeny potraviny s vysokym obsahem médi. (Schilsky 2001, Roberts a Schilsky

2008).
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3.2.2 Menkesova choroba

Menkesova choroba (MD) je X-vazané smrtelné onemocnéni intracelularniho
transportu médi. Defektivnim genem u tohoto onemocnéni je ATP7A kodujici
stejnojmenny protein. ATP7A je na energii zavisly transmembranovy protein, ktery se
ucastni prenosu meédi k sekretovanym kuproenzymiim a exportu piebyte¢né medi
z bun¢k. U pacientti pozorujeme velmi zavazné klinické piiznaky, a proto pacienti ¢asto

umiraji v raném détstvi (Timer a Mgller 2010).

3.2.2.1 Klinicky obraz onemocnéni

Existuji dvé variabilni formy — klasickd Menkesova choroba (MD) a syndrom
okcipitalniho rohu (OHS).

Klasickda Menkesova choroba
progresivni neurodegenerace a vyrazna dysfunkce pojivové tkan¢. Pacienti umiraji pred
ttetim rokem Zivota (Timer a Mealler 2010).

Té&hotenstvi probiha bez komplikaci. Muze vSak dojit k pfedéasnému porodu. Pii
narozeni Se objevuji spontanni fraktury a cefalohematomy. U novorozenci Se
setkavame s prolongovanou zloutenkou, hypotermii, hypoglykemii a problémy
S piijmem potravy. Prvnim ptiznakem MD, ktery pozorujeme u déti starych 1 — 2
mésice, jsou Fidké vlasky bez lesku a pigmentace. Déti maji bledou pokozku, buclaté
tvare, byvaji bez vyrazu. Okolo Sest¢ho mésice véku dochazi k postupnému zpomaleni
celkového psychomotorického vyvoje. Déti neprospivaji, mivaji priijem nebo casto
zvraci. Postizeni pojivové tkané se projevuje jako spasticita, motoricka dysfunkce a
svalova slabost. Pozdnimi projevy onemocnéni jsou slepota, subdurdlni hematom a
selhdni dechu. Vé&tSina pacienti umird na nasledky infekce nebo vaskularnich

komplikaci jako je nahlé a masivni krvaceni do mozku (Timer a Meoller 2010).
Syndrom okcipitalniho rohu

OHS je mirngj$i formou MD. RozliSeni téchto dvou forem MD je mozZzné pii
radiografickém vysetteni, kde jsou pfitomny charakteristické okcipitalni rohy (Tiimer a
Mgller 2010).

Klinické priznaky jsou podobné klasické formé¢ MD, ale nejsou tolik zavazné. Vyvoj

motoriky je opozdén diky svalové hypotonii a je spojen s neobvyklou nemotornosti.
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Vyska bava normalni, ale typicka je mirna disproporce trupu, uzky hrudnik a ramena.
Klinicky priubéh je charakterizovan chronickym prijmem, casto se opakujicimi
infekcemi mocovych cest, kloubni nestabilitou a ortostatickou synkopou. Primérna
délka Zivota je vyssi nez u klasické formy MD. Néktefi pacienti se dozili i padesati let

(Ttmer a Megller 2010).

3.2.2.2 Diagnostika

K pocate¢ni diagnostice poslouzi klinické ptiznaky (zvlasté typické zmény vlast)
doplnéné 0 laboratorni vysetieni, které odhali snizenou hladinu médi a CP v krvi. Mezi
dalsi pomocna vySetfeni patéi cystouretrografie, arteriografie, CT a zobrazeni

magnetickou rezonanci (Tiimer a Mgller 2010).

Rentgenové snimky pacientl s klasickou formou MD ukazuji mnoho specifickych
abnormalit. Tyto zmény zahrnuji generalizovanou osteoporozu s ¢astymi zlomeninami a
kostni ostruhy. K diagnostice OHS muze piispét i vySetieni vlasi pod mikroskopem.
Vlas je stoc¢en kolem své vlastni osy (pili torti) s ménicim se primérem (monilethrix) a

polamany v pravidelnych intervalech (trichorrhexis nodosa)(Timer a Meller 2010).

3.2.2.3 Terapie

Lécba MD je pievazné symptomaticka. Snazime se zajistit dostate¢né mnozstvi médi
pro tkan¢ a kuproenzymy. Pfi 1é€bé komplexem méd’-histidin jsou dilezité dva faktory:
1) Podana davka by méla udrZet normalni hladiny médi a ceruloplasminu v séru. 2)
Pokud MD snizuje vstiebavani médi, mél by byt tento komplex aplikovan v subkutanni
formé. U¢innost 1¢by je zalozena na véasném zahajeni a piitomnosti alespoii &asteéné
funkéni ATP7A. Stale vSak pietrvava poskozeni pojivové tkané (Sarkar 1999, Timer a
Mgller 2010).
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3.2.3 NaruSeni homeostazy médi a jeji disledky

Naruseni homeostdzy kovovych iontth mize vést k oxidativnimu stresu. Stav, ktery je
charakterizovany zvySenou tvorbou reaktivnich forem kysliku (ROS), narusi
antioxidacni ochranu téla a nasledné¢ vyvold posSkozeni DNA, peroxidaci lipida a
modifikaci proteint, které jsou typické pro mnoho onemocnéni zahrnujicich rakovinu,
kardiovaskuldrni choroby, diabetes, aterosklerosu, neurologickda onemocnéni
(Alzheimerovu a Parkinsonovu chorobu), chronické zanéty a dalsi (Jomova a Valko
2011).

3.2.3.1 Méd’ a oxidativni stres

Méd” mize vyvolat oxidativni stres dvéma mechanismy: 1) Tvorbou ROS piimou
katalyzou médi ve Fentonové reakci. 2) Vystavenim organismu zvySenym hladindm
meédi, které vyznamné snizi mnozstvi glutationu (GSH), ktery se chova jako antioxidant

(Jomova a Valko 2011).

Médné a médnaté ionty se ucastni oxidacnich i redukCnich reakci v lidském
organismu (Reakce 1 a 2). Mé&d'naty ion (Cu**) miiZe byt v pritomnosti superoxidu nebo
biologickych redukénich ¢inidel (napf. askorbova kyselina nebo GSH) redukovan na
médny ion(Cu’), ktery je schopny katalyzovat vytvofeni reaktivniho hydroxylového
radikalu rozkladem peroxidu vodiku Fentonovou reakci (Aruoma et al. 1991, Prousek
1995, Barbusinski 2009).

Cu** + 0,"—>Cu* + 0, (Reakce 1)
Cu'* + H,0,—~Cu* +'OH + OH"  (Fentonova reakce) (Reakce 2)

Hydroxylovy radikal je extrémné reaktivni a mize reagovat s prakticky jakoukoli
biologickou molekulou v blizkém okoli (napt. vytvoii lipidovy radikal z nenasycenych
mastnych kyselin). Méd’ je také schopna poskodit vlakna DNA zlomy a oxidaci bazi
diky ROS (Jomova a Valko 2011).

Glutathion (GSH) je substratem nékolika enzymu, které odstranuji ROS. Sam je
silnym buné&nym antioxidantem. M& mnoho funkci v intracelularnim metabolismu a
detoxikaci médi. Toxicitu médi potlacuje ptimo jeji chelataci a tak ji udrzuje v nizkych

hladinach. Vycerpani GSH zvysuje cytotoxicky efekt ROS. (Jomova a Valko 2011).
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3.2.3.2 Méd’ a rakovina

Role médi v etiologii i1 ristu nadori byla rozsdhle studovana pied vice jak dvéma
dekadami. Studie se zabyvaly nejen médi, ale také stanovenim koncentrace zinku,
zeleza a selenu. Je zajimavé, ze zatimco koncentrace zinku, Zeleza a selenu byla u
pacientii s rakovinou snizena, koncentrace médi byla zvySend nebo vyznamné zvySena v
porovnani s hodnotami zdravych jedinci (Gupte a Mumper 2009, Jomova a Valko
2011).

Vyssi hladiny médi byly pozorovany u pacientd s rakovinou prsu, vaje¢niki, plic,
prostaty, zaludku, retikuloendotelidlniho systému a u pacientt s leukemii. Ve studiich
byly zahrnuty rozdilné v€kové kategorie pacientti, obé pohlavi a lidé z riznych
geografickych lokalit. Namétené koncentrace médi nejvice koreluji se stadiem rakoviny

a/nebo jeji progresi (Gupte a Mumper 2009).

O médi je zndmo, ze podporuje oxidativni stres a zanét. ZvySené markery oxida¢niho
stresu byly popsany u raznych nadort. Tyto tdaje dale potvrzuji doménku, Ze vyssi

hladiny médi mohou mit ddlezitou roli v rozvoji rakoviny (Roberts et al. 2010).
Angiogeneze

Angiogeneze je definovana jako proces tvorby novych krevnich cév. Roli, kterou ma
angiogeneze v rustu tumord, poprvé nalezl Judah Folkman pied vice nez 40 lety. Pokud
nedochazi k angiogenezi, solidni tumor pfijima kyslik a Zziviny pouze difuzi, coz
omezuje jeho rust na 1-2 mm. U zdravych bun¢k zahrnuje tvorba novych krevnich cév
slozité interakce a udrzovani rovnovahy mezi endogennimi stimulatory a inhibitory
tohoto procesu. Rakovinné buiiky si mohou syntetizovat své vlastni angiogenni
stimulatory nebo stimulovat endotelialni buiky K jejich syntéze. Mezi endogenni
stimuldatory angiogeneze patii vaskularni endotelidlni rastovy faktor (VEGF),
angiogenin, fibroblasticky rustovy faktor (FGF), tumor nekrotizujici faktor o (TNF-a),
epidermalni ristovy faktor (EGF), cytokiny jako jsou interleukiny (IL) 1, 6 a 8, ale také
stopové prvky jako je méd. K endogennim inhibitorim angigeneze muzeme piitadit
cytokiny IL 10 a 12, modulatory angiotensin, endostatin a angiopoetin-2 (Folkman a
Klagsbrun 1987, Gupte a Mumper 2009).

Méd” muze prispivat k angiogenezi nckolika zplisoby. Pokud se navaze na

angiogenni ristové faktory, zvySuje jejich afinitu pro endotelidlni buniky.Tento zplsob
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byl dok4zan u angiogeninu. Dal$i moznosti je kontrola sekrece angiogennich cytokint a

navozeni exprese angiogenniho rustového faktoru VEGF médi (Goodman et al. 2005).
Chelatory médi jako antiangiogenni latky

V soucasnosti je intenzivné zkoumana moznost vyuziti snizeni hladin médi v
antineoplastické strategii. U chelatori mé&di D-peniciliaminu, tetrathiomolybdatu,
kliochinolu a trientinu byla prokazana schopnost inhibovat angiogezi v podminkach in
vitro i in vivo. Tetrathiomolybdat spolu s doxorubicinem pusobi synergicky proti ristu
nadorti, ma vice cytostatické nez cytotoxické u¢inky. Kombinace tetrathiomolybdatu
s radioterapii redukovala hmotnost tumoru u mysiho modelu rakoviny plic. Trientin
omezil rist nadoru 1 produkci endogenniho stimulatoru angiogeneze IL 8 u mySiho
modelu hepatocelularniho karcinomu. Kombinaci D-penicilaminu a diety s nizkym
obsahem médi se snizila nejen hmotnost nadoru, ale i jeho cévni hustota (Goodman et
al. 2005, Gupte a Mumper 2009).

3.2.3.3 Méd’ a Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je progresivni neurodegenerativni onemocnéni, které
piedstavuje nejcastéjsi typ demence u starnouci populace. AD je spojena s progresivni
ztratou paméti a posSkozenim kognitivnich funkci nasledkem neuronalniho
morfologicky-funkéniho poskozeni. Délka Zivota pacientd s diagnostikovanou AD je
okolo 8-10 let. Bohuzel zadna 1é¢ba nedokaze zastavit nebo zvratit neurodegeneraci.

Dostupna 1é¢iva pouze zmirfiuji symptomy (Squitti a Zito 2009).

Patologické zmény v mozku s AD zahrnuji ztratu neurond, tvorbu amyloidnich plakt
a neurofibrilarnich klubek. Tyto zmény jsou spojeny s poruSenim homeostazy
biologicky dulezitych kovili a oxidativnim stresem. Konkrétné nerovnovaha médi, zeleza
a zinku uvnitt amyloidnich plakije pro mozek pacienti s AD typicka. Zvysena tvorba
amyloidu B (AP) z amyloidového prekurzorového proteinu (APP) a jeho akumulace
v mozku vede k oxidativnimu stresu a naslednému odumirani neurond. P¥i pokusech in
vitro doslo k oxidaci cholesterolu komplexem AB-Cu za vzniku 4-cholesten-3-onu. U
pacientii s AD bylo témef o 100 % vice cholesten-3-onu v mozkové tkéni nez u
kontrolni skupiny stejné¢ starych pacientli. Pro vysvétleni patogeneze abnormélnich

behavioralnich a kognitivnich zmén jsou popsané zmény velmi dulezité. Ptipadné
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mohou dokreslit klinické ptiznaky syndromu demence (Crouch et al. 2007, Lutsenko
2010, Rajendran et al. 2009, Squitti a Zito 2009).

Slouceniny, které mohou pozménit homeostdzu médi v mozku, jsou perspektivni
moznosti pro terapilAD. Touto slou¢eninou mize byt i chelator kliochinol, ktery dokaze
prostoupit hematoencefalickou bariérou a rozpustit AP plaky odebiranim jejich
kovového obsahu. Kliochinol zastavuje agregaci a oxidativni neurotoxicitu komplexu
AB-Cu (Price et al. 2007).

3.2.3.4 Méd’ a kardiovaskularni onemocnéni

Esencialni role Cu v kardiovaskularnim systému byla dokdzdna mnoha klinickymi a
experimentalnimi studiemi. VétSina z nich poukdzala na souvislost mezi nizkymi
koncentracemi Cu a incidenci kardiovaskularnich onemocnéni. Zvyseny vyskyt srde¢ni
piithody je spojovan snizkym piisunem Cu. Srdce starSich pacienti ma nizsi
koncentraci Cu. Nedostatek Cu navozuje koncentrickou hypertrofii srdce s
charakteristickymi zménami ve struktufe myokardu. Tato hypertrofie srdce vede k
meéstnavému srdeénimu selhani. Naopak vysoka koncentrace Cu v krvi je brana jako
nezavisly rizikovy faktor pro ischemickou chorobu srde¢ni, infarkt myokardu nebo
aterosklerozu. Vzhledem k tomu, ze se prakticky zadnda méd nevyskytuje
Vv biologickych systémech voln¢, skodlivy vliv nadbytku Cu je zprostiedkovan
molekulami, které s ni vzajemné interaguji a méni tak jeji redoxni stav nebo biologické
funkce. Avsak vétsina molekul, které méd’ vazi nebo S ni interaguji, jsou pro bunéény

metabolismus a funkci prospés$né, s vyjimkou homocysteinu (Kang 2011).

Homocystein (Hcy) je neesencialni aminokyselina a vedlejsi produkt metabolismu
methioninu. Za uréitych podminek sam Hey nema nebo ma mirny skodlivy efekt a Cu je
prospésna nebo je bez negativniho UCinku. Ale jejich vzdjemnd kombinace je pro
kardiovaskularni systém Skodliva. Pokud je hladina Hcy v krvi zvySena, byva spojena s
rizikem ischemické choroby srde¢ni a tromboembolismu vcetné cévni mozkové
ptihody. Hyperhomocysteinemie je spojovana i s ateroskler6zou z divodu piimého
toxického plisobeni Hey na endotelialni buiky, a také kvili interakci Hey se sraZecimi

faktory a/nebo oxidaci lipoproteind o nizké hustoté (LDL)(Kang 2011, Selhub 2006).

Diky zjisténi soucasné zvySené hladiny Cu a Hcy u pacientli s kardiovaskuldrnim

onemocnénim, se vytvoril vétsi zajem o studium interakce Cu s Hcy a o jeji vysledek.
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Jednotlivé studie spolecné potvrdily rozhodujici roli interakce Cu s Hcy u
kardiovaskularnich chorob: 1) Hyperhomocysteinemie byla trvale pozorovana ve
spojeni s vysokymi koncentracemi Cu a CP v Krvi. 2) Chelator médi D-pen snizuje
ucinky vyvolané hyperhomocysteinemii na kardiovaskularni systém. 3) Po pfidani
malého mnozstvi Cu se vyznamné zvysil inhibi¢ni G¢inek Hey na endotelidlni funkce a
na angiogenezi v isolované kultufe endotelidlnich bunék. 4) Komplex Cu-Hcy ma
zvySenou redoxni aktivitu, diky které je Cu dostupnéjsi pro cilové molekuly a vede
k oxidativnimu poskozeni, které se mize vztahovat ke schopnosti Hcy redukovat Cu?®
na Cu’. To mize souviset i s vlivem médi na aterosklerézu. Pravdépodobné se
v disledku interakce Cu s Hey tvoifi ROS. LDL jsou nasledkem toho oxidovany. Nejen
LDL, ale i lipoproteiny o vysoké hustoté (HDL) jsou nachylné na oxidaci, ktera mize
vyznamné ovlivnit jejich kardioprotektivni vlastnosti. HDL jsou citlivéj$i na oxidaci

vyvolanou médi nez LDL (Jomova a Valko 2011, Kang 2011).

Efektivnim ptistupem K odstranéni pisobeni komplexu Cu-Hcy by bylo selektivni
odstranéni Hcy bez chelatace a eliminace Cu. Tato selektivni modulace koordinace Cu a
Hcy vyzaduje dalsi pochopeni specifik Cu a jeji regulace v krvi a organech. Mnoho
studii bude nezbytnych pro pochopeni zménéného metabolismu Cu v piitomnosti

vysoké hladiny Hcy (Kang 2011).
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3.3 Chelatace médi

Termin chelatace je odvozen ze slova feckého puvodu chelé, oznacujici Klepeto.
Chelatacni ¢inidla jsou organické nebo anorganické slouceniny, které maji schopnost
navazat kationty a vytvoftit strukturu kruhového komplexu — chelatu. Soucasti struktury
chelata¢nich ¢inidel jsou ligandy, které vazi kationt koordina¢né-kovalentni vazbou.
Pouziti chelatort ma za nasledek odstranéni kovi z tkani ve formé komplexu a jeho

nasledné vylou¢eni mo¢i nebo zlu¢i (Flora a Pachauri 2010, Sears 2013).

Chelatac¢ni terapie je pouzivana k 1é¢bé akutni nebo chronické intoxikace tézkymi
kovy. Toxicita zptisobena tézkymi kovy je vazny stav, ktery mize zpusobit mnoho
komplikaci v€etné zavazného poSkozeni organti a mozku. Chelata¢ni terapie je v tomto
piipadé nezbytna k navdzani kovovych iontl, které jsou pritomné v toxickych
koncentracich, a jejich naslednému vylouceni z téla, pfedevs§im moci (Jomova a Valko

2011, Rogan et al. 2001).

Ackoli probihd v oblasti klinického vyuziti chelatoriit médi intenzivni vyzkum, jejich
pouziti je omezeno zejména na Wilsonovu chorobu- viz. kapitola 3.2.1. Wilsonova
choroba — Terapie (Riha et al. 2013).

Vyzkum novych chelatori médi, které by mohly v budoucnosti najit uplatnéni v
terapii riznych onemocnéni, musi zohlednit nasledujici kritéria: 1) afinitu chelatoru k
médnym a médnatym iontim a jejich moznou redukci; 2) stabilitu vytvoieného
komplexu; 3) tvorbu chelatu v odlisném pH, které charakterizuje fyziologické 1
patofyziologické podminky Vv organismu; 4) specificnost k chelataci jinych iontid
(hlavné iontd Zeleza a zinku) a 5) lipofilitu, ktera ovlivituje pranik do bunék a

centralniho nervového systému (Riha et al. 2013, Riha et al. 2014).
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3.4 Isoflavonoidy

Isoflavonoidy tvofi podtiidu vSudypfitomnych flavonoidii. Charakteristickymi rysy
ptirodnich isoflavonoidi jsou 4-ketoskupina a zejména kruh B v poloze 3 (Obr. 10).
Nejcastéji zminovanym zdrojem isoflavonoidi jsou lusténiny pattici do ¢eledi Fabaceae
(bobovité). Avsak isoflavonoidy mizeme nalézt i v n€kolika desitkach dalSich Celedi,
které patii do jedné ze Ctyf tfid mnohobunécnych rostlin, jmenovité — Bryopsida
(mechy), Pinopsida (jehli¢nany), Magnoliopsida (dvoudé€lozné rostliny) a Liliopsida
(jednod€lozné rostliny). Isoflavonoidy se nenachazeji pouze v rostlinach, ale i v jejich
produktech jako je pivo nebo bourbon (Dowling et al. 2010, Ho et al. 2003, Lapc¢ik
2007, Mackova et al. 2006).

.

N

OBRAZEK 10. CHEMICKA STRUKTURA ISOFLAVONOIDU.

Zakladni isoflavonoidni struktura pro genistein (R; = OH, R, = OH a R; = OH), biochanin
A (Ry = OH, R, = OH a R; = OCHB3), a daidzein (R; = OH, R, = H a R3 = OH).

Prevzato z: Dowling et al. (2010)

Rostlinné polyfenoly, mezi které fadime i isoflavonoidy, jsou dilezitou slozkou
lidské potravy. U ftady z nich pfedpokladdme protirakovinné vlastnosti.
Epidemiologické studie naznacuji nizsi riziko vzniku rakoviny prsu, prostaty a tlustého
stteva u populace s vysokym piijmem isoflavonoidi. Sojové boby jsou bohatym a
jedineénym zdrojem dvou isoflavonoidd daidzeinu a genisteinu. U genisteinu byly
prokazany protirakovinné ucinky Vv testech in vitro i in vivo. Soucasti struktury
genisteinu je skupina chromen-4-on, diky které puasobi jako inhibitor enzymu

tyrosinkinasy. Tato inhibice mize byt potencialnim prostiedkem pro lé¢bu hormonalné
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dependentnich nddorti prsu a prostaty. U derivatu genisteinu biochaninu A, ktery je
hlavni isoflavonoidni slozkou jetele, byly také prokazané -cytotoxické ucinky

nanadorové bunky (Barve et al. 2006, Ullah et al. 2009, Ullah et al. 2011).

Fytoestrogeny jsou slouceniny rostlinného ptivodu, které jsou strukturalné¢ podobné
estrogenu. Miizeme je rozdélit na dve hlavni skupiny: lignany (vysoky obsah ve Inénych
semincich) a pravé isoflavonoidy (zdrojem jsou piedevsim s6jové boby). Fytoestrogeny
mohou pusobit na estrogenové receptory jako agonisté i antagonisté. Po navazani
isoflavonoidu na estrogenové receptory nas mohou chranit pied rozvojem aterosklerozy,
podobné jako jejich agonisté. U premenopauzalnich Zen mohou byt tyto receptory
obsazené estradiolem ve vétsi mife nez u Zen postmenopauzalnich, u kterych dochazi
k poklesu tohoto hormonu. Proto ma pfijem isoflavonoidd u postmenopalzalni Zen vétsi
vyznam. Studie tykajici se postmenopauzalnich zen odhalily vyznamné niz$i riziko
vyskytu Alzheimerovy choroby. Tyto vysledky naznacuji neuroprotektivni piisobeni
isoflavonoidil diky jejich estrogennimu Gc¢inku, nebot estradiol je nezbytny pro udrZeni
spravné funkce neuronu (Del Rio et al. 2013, Ho et al. 2003, Kokubo et al. 2007, Nestel
et al. 1997).

Isoflavonoidy maji i kardioprotektivni G¢inky. Konzumace séji je prospéSna pro
zdravi kardiovaskularniho systému diky vysokému obsahu polynenasycenych tukd,
vlaknin€, vitaminim a minerdlnim latkdm. Nahrada ZivociSného proteinu séjovym
snizuje nejen hladinu cholesterolu v krvi, ale také riziko vzniku kardiovaskularniho
onemocnéni. Pfi této nahrad¢ vyznamné poklesla hladina celkového cholesterolu, LDL
cholesterolu a triacylglyceroli bez souc¢asného ovlivnéni hladiny HDL (Kokubo et al.
2007, Sacks et al. 2006).
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo zjisténi, zda mohou isoflavonidy chelatovat ionty

meédi a jaké strukturni ptedpoklady jsou pro to nezbytné.

4.2 Material a pomucky

4.2.1 Chemikalie

Dimethylsulfoxid (DMSO), disodna stl bathocuproindisulfonové kyseliny (BCS),
hematoxylin (HEM), hydroxylamin hydrochlorid (HA), chlorid médny (CuCl), chlorid
sodny (NaCl), kyselina chlorovodikova (HCI), pentahydrat siranu meédnatého
(CuS04.5H,0) byly zakoupeny od firmy Sigma (Némecko).

Testované isoflavonoidy byly pofizeny od nasledujicich firem — biochanin A
(Extrasynthese, Francie), cladrin (Phytolab, Némecko), daidzein (Sigma), formononetin
(Extrasynthese), genistein (Sigma), genistin (Extrasynthese), glycitein (Extrasynthese),

isoformononetin (PhytoLab), ononin (Extrasynthese) a prunetin (Extrasynthese).

VSechna méfeni byla provedena v 15 mM pufrech. V acetatovém pro pH 4.5a 5.5 a
pro pH 6.8 a 7.5 byly pouzity HEPES pufry.

4.2.2 Pristroje a pomicky

e Mikrotitra¢ni desticky (Brand)

e Automatické pipety pro rizné objemy (Brand)

e Vicekandlové pipety pro rtizné objemy (Biohit)

e Spektrofotometr pro mikrotitra¢ni desticky SYNERGY HT Multi-Detection
Microplate Reader (BioTech Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA)

e Analytické vahy KERN ABT120-5DM (Némecko)

e Trepacka pro mikrotitraéni desticky IKA® MS 3 digital

e Trepacka pro zkumavky IKA® Vortex GENIUS 3
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4.3 Priprava zakladnich a pracovnich roztoku

4.3.1 Priprava zidkladnich a pracovnich roztoki pro zkousku HEM

Zakladnim zasobnim roztokem Cu®" iontéi byl 5 mM vodny roztok CuSO4.5H;0 (M,
= 249,69 g/mol). Tento roztok je stabilni i po dlouhou dobu pii uchovavani okolo 4 °C.
Pfi piipravé pracovnich roztokéi Cu®* iontd byl tento zakladni zasobni roztok natedén

destilovanou vodou na pozadovanou koncentraci 250 pM.

Zéakladnim zasobnim roztokem pro hematoxylin (HEM, M,, = 302,28 g/mol) byl 5
mM roztok v DMSO. Tento zékladni roztok nema ale idealni stabilitu a podle
zkuSenosti se dd pouZit po dobu cca 5 hodin. Pracovni roztoky byly pfipraveny ze
zakladniho roztoku nafedénim pomoci DMSO na vyslednou koncentraci 250 uM. Po 90

minutach jej bylo nutné znovu nafedit kvili nizké stabilité.

Vzorky testovanych isoflavonoidi byly fedény na pozadované koncentrace pomoci

DMSO.

4.3.2 Priprava zakladnich a pracovnich roztoki pro zkousku BCS

Zakladni zasobni roztok Cu®* iontd byl stejny jako ve zkouSce HEM. Ale pracovni

roztok Cu®* iontt 0 koncentraci 250 pM byl pfipraven nafedénim pomoci DMSO.

Zékladnim roztokem Cu" iontd byl 5 mM roztok CuCl (M, = 98,99 g/mol) ve
vodném roztoku 0,1 M HCl a 1 M NaCl. Pracovni roztok vznikl stejné jako u Cu®* iontd

nafedénim pomoci DMSO na pozadovanou koncentraci 250 pM.

Hydroxylamin hydrochlorid (HA, My, = 69,49 g/mol) byl rozpustén v destilované

vodé za vzniku zakladniho roztoku HA o koncentraci 100 mM.

Zikladnim roztokem pro BCS byl 5 mM roztok disodné soli
bathocuproindisulfonové kyseliny (My = 564,54 g/mol) v destilované vodé.

Stejné jako v predchozim piipadé byly vzorky testovanych isoflavonoidii nafedény

na pozadované koncentrace pomoci DMSO.
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4.4 Metodicky postup

4.4.1 Stanoveni chelatace iontd médi HEM metodou

Do vsech jamek mikrotitra¢ni desticky jsme nejprve napipetovali 150 pl ptislusného
pufru (pH 7.5, 6.8, 5.5). Nasledné jsme do stejnych jamek ptidali 50 ul 250 uM roztoku
Cu® jontii. Do testovacich jamek jsme poté piidali 50 pl testované latky (isoflavonoidu)
Vv klesajici koncentraci (C; — Cx). Do kontrolnich jamek jsme napipetovali 50 pl
rozpoustédla (Obr. 11). Desticku jsme nechali 2 minuty protiepat. V testovacich
jamkach se Vv pfipadé aktivniho isoflavonoidu vytvofily komplexy mezi testovanou
latkou a Cu?* ionty. Do prvni poloviny jamek (tj. do prvnich dvou tfad) jsme ptidali 50
ul indikatoru, tj. 250 uM roztoku hematoxylinu. Indikator hematoxylin reaguje
S nezchelatovanymi ionty Cu?, jejichz koncentrace je nasledné zmétena. Do druhé
poloviny jamek jsme pfidali 50 ul DMSO. Tyto jamky slouzi jako slepé vzorky. Po
dokonceni tfepani, které trvalo 3 minuty, se testovaci desticka ihned vlozila (tzn. v Case
3 minut) do spektrofotometru a byla zmétena absorbance. Méfeni jsme opakovali za

dal$i 4 minuty (tzn. v ¢ase 7 minut).

Nastaveni vlnové délky spektrofotometru, ktery meétil absorbanci jednotlivych
vzorkl, jsme ménili v zavislosti na testovaném pH. Pro pH 7.5 vlnova délka odpovidala
610 nm, pro pH 6.8 590 nm a pro pH 5.5 595 nm podle pfedchozich experimentt (Riha
et al. 2013).
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OBRAZEK 11. SCHEMA MIKROTITRACNI DESTICKY PRI STANOVENI CHELATACE
IONTU MEDI HEM METODOU.

Ve viech jamkdch je 150 ul pFislusného pufiu a 50 ul Cu** iontii. Do bylo
napipetovano 50 ul testovaného isoflavonoidu v klesajicich koncentracich (c; — ¢y), do
kontrolnich jamek bylo pridano 50 ul rozpoustédla. Nezreagovand méd je spektrofotometricky
stanovena pomoci indikatoru hematoxylinu (50 ul) v prvnich dvou vaddch (%). Do druhych dvou
7ad bylo priddano 50 ul rozpoustédia ().
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4.4.2 Stanoveni chelatace ionti médi BCS

Pti vlastnim provedeni experimentu chelatace ionti médi postupujeme dle typu

kationtu médi.
Stanoveni chelatace méd’natych iontiit BCS

Do jamek na mikrotitraéni desticce jsme nejprve napipetovali 100 pl prislusného
pufru (4.5, 5.5, 6.8, 7.5). Poté jsme do testovacich jamek ptidali 50 pl roztoku testované
latky pfislusné koncentrace a do jamek kontrolnich 50 pl rozpoustédla (Obr. 12).
Nasledng jsme do viech jamek pridali 50 ul 250 uM roztoku Cu®* iontd v DMSO a
nechali 2 minuty michat. Po promichani jsme do vSech jamek napipetovali 50 pl HA,
ktery zredukoval nezchelatované médnaté ionty. Koncentrace HA se lisila dle pH
pouzitého pufiu, pro pH 6.8 a7.51 mM a pro pH 4.5 a 5.5 10 mM podle piedchozich
publikovanych experimentii (Riha et al. 2013). Desti¢ku jsme nechali michat 1 minutu,
aby redukce probéhla kompletné. Do dvou poslednich fad jsme pfidali 50 pl destilované
vody. Ionty médi v prvnich dvou fadach jsme obarvili ptidanim 50 pl 5mM roztoku

BCS. Absorbance byla méfena pii vinové délce 484 nm ihned a po 5 minutach.
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OBRAZEK 12. SCHEMA MIKROTITRACNI DESTICKY PRI STANOVENI CHELATACE
Cu?* BCS.

Ve viech jamkach je 100 ul prislusného pufiu, 50 ul Cu®* iontii a 50 ul HA. Do
bylo napipetovano 50 ul testovaného isoflavonoidu v klesajicich koncentracich (cy — Cy),
do kontrolnich jamek bylo pridino 50 ul rozpoustédla. Nezchelatované Cu®* ionty jsou
zredukovany pridanim HA a obarveny pomoci 50 ul indikatoru BCS v prvnich dvou Faddch (¥).
Do druhych dvou rad bylo pridano 50 ul destilované vody ().
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Stanoveni chelatace méd’nych iontiit BCS

Do jamek jsme napipetovali opét 100 pl pfislusného pufru (4.5, 5.5, 6.8, 7.5). Poté
jsme do vSech jamek piidali 50 pl roztoku HA ve stejnych koncentracich jako
v ptedchozim ptipadé (Obr. 13). HA byl ptidan pfed roztokem méd’nych iontd, aby je
udrzel v jejich redukovaném stavu. Dale jsme do vSech jamek mikrotitracni desticky
pridali 50 pl 250 pM roztoku Cu® v DMSO a nechali michat 1 minutu. Potom jsme do
testovaci jamek napipetovali 50 upl zkouSeného chelatoru opét v klesajicich
koncentracich (c1 — Cx). Do kontrolnich jamek jsme ptidali 50 ul DMSO. Desticku jsme
nechali 2 minuty tfepat a obdobné jako u ptfedchoziho stanoveni, jsme do poslednich
dvou fad pridali 50 pl destilované vody a do prvnich dvou tad 50 ul BCS. Absorbance

byla métena pti vinové délce 484 nm ihned a po 5 minutach.

jamky
s indikatorem
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OBRAZEK 13. SCHEMA MIKROTITRACNI DESTICKY PRI STANOVENI CHELATACE
Cu* BCS.

Ve vsech jamkdch je 100 ul prislusného pufiru, 50 ul HA a 50 ul Cu” iontii. Do
bylo napipetovino 50 ul testovaného isoflavonoidu v klesajicich koncentracich (cy — Cy),
do kontrolnich jamek bylo piiddno 50 ul rozpoustédla. Nezchelatované Cu® ionty jsou
zredukovany pridanim HA a obarveny pomoci 50 ul indikatoru BCS v prvnich dvou raddch (%).
Do druhych dvou rad bylo pridano 50 ul destilované vody ().
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4.4.3 Statisticka analyza

Vysledky jsou vyjadieny jako primér + smérodatna odchylka, ktera se spocita podle

2
vzorce /@

Rozdily v chelataci u jednotlivych isoflavonoidi byly sledovany pomoci 95 %
konfiden¢nich intervalii, které byly pfipraveny pomoci programu GraphPad Prism verze

6 pro Windows (GraphPad Software, USA).
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4.5 Vysledky

Nejprve jsme ovéfili schopnost chelatovat ionty médi u 10 testovanych isoflavonoidu
(Obr. 14) pomoci metody HEM. Tato metoda je méné¢ kompetitivni nez metoda
vyuzivajici ke stanoveni chelatace indikator bathocuproin, a proto mize byt pouzita

k odhaleni i méné u¢innych chelatort médi (Riha et al. 2013).

isoflavonoidy Rs Rs R, Rs R; R,
biochanin A OH H OH H H O-CH;
cladrin H H OH H | O-CH; | O-CH,
daidzein H OH H H OH
formononetin H H OH H H O-CH;
genistein OH H OH H H OH
genistin OH H O-Glc | H H OH
glycitein H | O-CH; | OH H H OH
isoformononetin H O-CH; | H H OH
ononin H H O-Glc | H H O-CH;
prunetin OH H O-CH; | H H OH

OBRAZEK 14. CHEMICKA STRUKTURA TESTOVANYCH ISOFLAVONOIDU.

U ctyf z 10 testovanych latek byla prokazana schopnost chelatace Cu? pomoci
metodiky zaloZzené na hematoxylinu. U zbylych Sesti byly chelata¢ni schopnosti
zanedbatelné (Obr. 15 A - F). Isoflavonoidy biochanin A, genistein, genistin a prunetin,
u kterych byly potvrzeny chelata¢ni vlastnosti, chelatovaly okolo 25 % ionti médi
v poméru 1:1, isoflavonoid:Cu, pii pH 6.8. Pfi vy$§im i niz§im pH byly jejich chelata¢ni
ucinky nizsi. V poméru 10:1 pti pH 6.8 chelatoval genistein kolem 50 % iontd médi,
ostatni tfi i¢inné isoflaovonoidy zhruba 75 %. Pii ostatnich testovanych pH a poméru

10:1 v8echny ¢tyfi uc¢inné isoflavonoidy chelatovaly okolo 50 % ionti meédi (Obr. 16).
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OBRAZEK 15. NECHELATUJICI NEBO ZANEDBATELNE CHELATUJICI

ISOFLAVONOIDY.

Vysledky zobrazuji chelataci médnatnych iontit pomoci h

ematoxylinu.
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OBRAZEK 16. CHELATACE Cu®" IONTU AKTIVNIMI ISOFLAVONOIDY ZMERENA HEM
METODOU.
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Chelatujici isoflavonoidy maji ve své struktuie 4-keto-5-hydroxyskupinu, ale lisi se
pritomnosti dalSich strukturnich charakteristik, které vyznamné ovliviiuji schopnost
chelatace, jak je patrné z konfidencnich intervali (Obr. 17). Nejvyrazngjsi rozdil v
chelataci jsme pozorovali pti pH 7.5, kde ma nejvétsi potencial chelatace isoflavonoid
prunetin, nasledovany biochaninem A. Chelatace médnatych iontG isoflavonoidy
genisteinem a genistinem byla stejna az do poméru 10:1, isoflavonoid:Cu. Pii vyssich
pomérech byla pozorovana mirna tendence k vyssi Gcinnosti genistinu (Obr. 17). Pfi
pH 6.8 nebyly rozdily v chelataci tolik vyrazné. Prunetin, biochanin A a genistin mély
statisticky stejny Gcinek, ale prokazaly lep$i chelatacni vlastnosti nez genistein (Obr.
18). Méteni pii pH 5.5 prokazalo minimalni rozdily mezi testovanymi isoflavonoidy,

ale prunetin, biochanin A a genistein byly o néco u¢ingjsimi nez genistin (Obr. 19).

100+ .
©- genistein

- genistin

~
o
L

-+ biochanin A

-¥ prunetin

% chelatovaného Cu?*
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1:10 1:1 10:1
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OBRAZEK 17. POROVNANI  CHELATACNI  AKTIVITY  TESTOVANYCH
ISOFLAVONOIDU PRO IONTY Cu** POMOCI 95 % KONFIDENCNICH INTERVALU PRI
pH 7.5.



46

100+

::.= : © genistein
o -
° 75 -%- genistin
S
c -+ biochanin A
©
= 504
"3 =¥ prunetin
2
S 25-
S

(1} == T

1:10 1:1 10:1

isoflavonoid/Cu?*

OBRAZEK 18. POROVNANI  CHELATACNI  AKTIVITY  TESTOVANYCH
ISOFLAVONOIDU PRO IONTY Cu** POMOCI 95 % KONFIDENCNICH INTERVALU PRI
pH 6.8.
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OBRAZEK 19. POROVNANI  CHELATACNI  AKTIVITY  TESTOVANYCH
ISOFLAVONOIDU PRO IONTY Cu** POMOCI 95 % KONFIDENCNICH INTERVALU PRI

pH 5.5.

Abychom ovéftili chelatacni vlastnosti isoflavonoidll ve vice kompetitivnim prostiedi,
pouzili jsme BCS metodu, ve které slouzi bathocuproin jako indikator. Zadny
z testovanych isoflavonoidii nebyl schopny chelatovat vice nez 10 % médnych a
médnatych iontd v poméru 10:1, isoflavonoid:Cu Vv jakémkoli z testovanych pH, tj. 4.5

a7 7.5 (Obr. 20. A— C a Obr. 21. D — F).
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5. Diskuze

Ke stanoveni méd’ — chelatujicich vlastnosti isoflavonoidti bylo v mé praci pouzito
10 latek ztéto skupiny — biochanin A, cladrin, daidzein, formononetin, genistein,
genistin, glycitein, isoformononetin, ononin a prunetin, které se vzajemné li8i

jednotlivymi substituenty zakladni struktury.

Cilem bylo ovéfit jejich chelataéni vlastnosti in vitro a charakterizovat funkéni
skupiny, které jsou zodpoveédné za chelataci iontii médi. Pro stanoveni iontii médi bylo
vyuzito spektrofotometrické méteni, které je nejen rychlou, ale i levnou alternativou

(Hashem et al. 2011).

Pro tuto praci byly K testovani chelata¢nich G¢inkti pouzity dvé metody, které jsou
zalozeny na kompetici testovaného isoflavonoidu se zndmymi chelatory m&di Cu?
(HEM) a Cu® (BCS), které mohou slouzit i jako indikatory. S médi vytvéieji komplexy,
které maji odliSnou absorbanci. Pti stanoveni méd’ — chelatujicich vlastnosti pomoci
téchto indikatorit dochdzi ke kompetici testované latky s danym indikatorem o ionty
meédi. Tato stanoveni jsou tedy lepSim ditkazem chelata¢niho potencialu isoflavonoidu
nez pouhé spektrofotometrické stanoveni v nekompetitivnim prostiedi, kde se nachazi

pouze kovovy iont s testovanym isoflavonoidem.

Nejprve jsme stanovili chelataci iontt médi pomoci hematoxylinu, ktery jako
indikator netvoii s ionty m&di stabilni komplex a neni vhodny pro nizka pH (Riha et al.
2013). Vzhledem k omezenim spojenym s hematoxylinem slouzila tato metoda pouze k
ovéfeni chelatacnich vlastnosti testovanych isoflavonoidi. U Sesti ze zkouSenych latek

nebyla nalezana vyznamna chelatace.

Druhou metodou bylo ovéteni chelatace ionth médi pomoci specifického indikatoru
disodné soli bathocuproindisulfonové kyseliny. BCS je vhodnym indikatorem, ktery
chelatuje méd'né ionty s vysokou afinitou a tvofi s nimi stabilni komplexy v Sirokém
rozmezi pH. Tento indik4tor mize byt pouzit i pro stanoveni méd’'natych iontd, pokud je
doplnén o vhodné redukéni €inidlo — hydroxylamin. Navic, pokud je testovana latka

silnym chelatorem, miizeme stanovit i stechiometrii celého komplexu (Riha et al. 2013).

Z namétenych hodnot a sestavenych grafli uvedenych vySe vyplyva, Ze pouze Ctyii

isoflavonoidy vykazuji chelata¢ni u¢inky na ionty médi, a to — biochanin A, genistein,
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genistin a prunetin. Pti stanoveni HEM metodou chelatovaly vice nez 25 % iontt medi
vpoméru 1:1, chelator:Cu. S postupné nartstajici koncentraci daného isoflavonoidu
vzristala i procenta chelatovanych Cu?* ionti, a to az k 75 % pii poméru 10:1. Béhem
porovnavani chelataéni aktivity U testovanych isoflavonoidi jsme pozorovali
nejvyraznéj$i rozdily v chelataci pfi pH 7.5, kde se jako nejsilnéj$i chelator jevi
prunetin, nasledovany biochaninem A. U zbyvajicich pH 6.8 a 5.5 nebyly rozdily tak
vyrazné, coz odpovida schopnosti hematoxylinu chelatovat predev§im pii vyssich
hodnotach pH. K bliz§imu posouzeni chelatac¢nich vlastnosti isoflavonoidi jsme pouzili
BCS metodu, ale zadny z testovanych isoflavonoidi nechelatoval vice nez 10 %

méd'nych a méd’natych iontd v poméru 10:1, isoflavonoid:Cu, v jakémkoli pH.

Z vysledku jednotlivych méfeni je jasné, Ze isoflavonoidy tvoii komplexy s ionty
médi, ale jejich chelata¢ni vlastnosti jsou v porovnani s uc¢innymi flavonoidy jako je
baicalein nebo v porovani chelatorem trientinem pouzivanym v praxi nizsi (Riha et al.

2014).

Bylo potvrzeno, ze isoflavonoidy maji schopnost chelatace ionti médi diky
piitomnosti 4-keto-5-hydroxyskupiny v jejich struktuie. AvSak jejich chelatace zavisi
nejen na pritomnosti téchto skupin, ale také na typu rozpoustédla a podminkach pH

(Chen et al. 2010, Mladénka et al. 2011, Riha et al. 2014).

Z clankt tykajicich se chelatacnich vlastnosti isoflavonoidil stoji za zminku vysledky
publikované Chen et al. (2010), ktefi objevili u biochaninu A schopnost chelatace dvou
prechodnych kovii Cu®" a Ni?*. O dokézani chelatace iontii Cu®* a Fe** isoflavonoidy
daidzeinem a genisteinem se pokouSeli Mira et al. (2002), ktefi vSak chelataci
neprokazali. Studie, ktera rozsitila naSe povédomi o dalsi isoflavonoidy, které mohou
chelatovat pfechodné kovy, byla publikovana Dowlingem et al. (2010), kteti jako prvni
prinesli diikaz o chelataci iontd Cu®* genisteinem a Cu®* spolu s Fe** biochaninem A.
Soucasti studie bylo ovéfeni chelacnich vlastnosti isoflavonoidu daidzeinu, které se
vsak u zadného ze zkousenych iontii nepotvrdilo. Pokud je nam znamo, tak toto je prvni

studie, kterd komplexné shodnotila méd’ a Zelezo chelata¢ni u¢inky isoflavonoidu.

Zajimavym zjisténim je, Ze i n€které dalsi substituenty mohou docela vyrazné
ovlivnit chelataci. Rozdily ve struktufe mezi jednotlivymi G¢innymi isoflavonoidy
biochaninem A, genisteinem, genistinem a prunetinem jsou definovany odlisnymi

substituenty. V poloze sedm heterocyklu chromen-4-onu maji biochanin A a genistein
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hydroxyskupinu, u genistinu je ve stejné poloze navazana pres kyslik molekula glukozy
a u prunetinu methoxyskupina. Druhou odli$nosti je methoxyskupina v pozici ¢tyfi na
fenylovém jadfe struktury biochaninu A. Zbyvajici tfi isoflavonoidy maji misto

methoxyskupiny skupinu hydroxylovou.

Dtivod rozdilné chelatace vzhledem k variabilnimu potadi substituentli pfi riznych
pH neni Upln€ jasny, ale redukce ionti médi muze hrdt vyznamnou ulohu. Podle
dalsich, zatim nepublikovanych vysledkt z nasi laboratofe, jsou nékteré isoflavonoidy
silnymi redukénimi Cinidly, tj. mohou redukovat méd’naté ionty na médné a tim
zvy$ovat u BCS metodiky nabidku Cu® tomuto indikatoru, ktery k nim ma vysokou
afinitu (Mira et al. 2002, Riha et al. 2013, Riha et al. 2014). Z tohoto divodu je patrné,

7e isoflavonoidy nejsou schopny chelatovat Cu” ionty.
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Tato diplomova prace potvrdila pomoci spektrofotometrické metody schopnost
chelatace ionti médi u téch isoflavonoidi, které maji ve své struktuie 4-keto-5-

hydroxyskupinu, jmenovité biochanin A, genistein, genistin a prunetin.

Z deseti testovanych latek vykazovaly chelacni aktivitu pouze tyto Ctyfi
isoflavonoidy. Nejpatrnéjs$i rozdily byly naméteny pii pH 7.5, kde byl nejsilnéjSim
chelatorem meédi prunetin, ndsledovany biochaninem A. U zbyvajicich dvou
isoflavonoidil genisteinu a genistinu byla chelatace témét stejnd. Méfeni pi1 pH 6.8 a
5.5 prokazalo minimalni rozdily mezi jednotlivymi cheldtory. Pro ovéfeni téchto
chelataénim vlastnosti bylo provedeno méfeni za pomoci BCS metody. Zadny
Z testovanych isoflavonoidti v§ak nebyl schopen chelatovat vice nez 10 % iontd médi v
jakémkoli z testovanych pH. Isoflavonoidy jsou tedy schopny mirné chelatace

méd’natych iontd, ale jejich mira chelatace med’nych iontil je zanedbatelna.
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