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1 UVOD

Med je zadkladnim stopovym prvkem lidského organismu. Spole¢né se zinkem
a zelezem se tadi mezi tfi nejdulezitéjsi mikroprvky [1]. Ackoliv je v téle ¢lovéka ve velmi
malém mnozstvi (mg), mé nezastupitelnou roli pro spravné fungovani vsech fyziologickych
a biochemickych procest lidského téla. Je soucasti mnoha kuproenzymi, napt. ceruloplazminu,
cytochrom c oxidazy, superoxiddismutazy a dalSich. Tyto enzymy se ucastni antioxidacni
ochrany, bunééného dychani, sitovani pojivovych tkani, syntézy neurotransmiterti, srazeni krve
a jinych dulezitych funkci [2].

M¢Ed’ by méla byt piijiména v potravé v dostateném mnozstvi. Jeji hladina je pfisné
regulovana, nebot pfi jejim nadbytku ¢i deficitu v organismu muze dochazet k riznym
patologickym staviim. Menkesovo onemocnéni je dédi€na choroba s vrozenym nedostatkem
medi [3]. Naopak Wilsonova choroba je charakterizovana nadmérnym hromadénim médi v téle
[4]. ZvySena koncentrace médi je pro organismus toxicky. Nadmérna tvorba vysoce reaktivnich
forem kysliku naruSuje antioxidaéni ochranu téla. Tento oxidativni stres muze pfispivat
k dals$im onemocnénim, jako jsou onkologickd onemocnéni, kardiovaskularni choroby,
onemocnéni nervoveé soustavy, diabetes a dalsi [5].

V réamci této diplomové prace byla zkoumana méd’-chelata¢ni a méd’-redukcni aktivita
vybranych isochinolinovych alkaloida, které by mohly byt potencidlné prospésné v 1écbé

nekterych onemocnéni.



2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo zméfit chelataci méd’nych a méd’natych iontl a méd’-
redukujici G¢inky u vybranych alkaloidii. Konkrétné se jednalo o isochinolinové alkaloidy tti
podskupin: protoberberinové (korypalmin, thaliktrikavin, 8-oxoberberin),
spirobenzylisochinolinovy (fumarilin) a aporfinové (norisokorydin, (+)-laurotetanin). Tyto
alkaloidy byly prométovany v prostiedi o riznych pH (4,5; 5,5; 6,5 a 7,5). Na zékladé
zjisténych vysledkl bylo cilem odvodit vztahy mezi jejich strukturou a méd’-chelatacni a méd’-

redukéni aktivitou.



3 TEORETICKA CAST

3.1 MED

3.1.1 Méd’ jako chemicky prvek

Meéd’, kovovy prvek s latinskym nazvem Cuprum a chemickou znackou Cu, ma
hnédocervenou barvu a spolu se zlatem a stiibrem je fazena mezi uslechtilé kovy. S protonovym
Cislem 29 zaujima v periodické soustavé prvklt misto ve 4. periodé a [.B skupiné. Jeji
elektronova konfigurace je [Ar] 3d'? 4s'. V piirodg ji Ize nalézt v podobé dvou izotopd, a to
izotop Cu a izotop **Cu, déle existuje dalsich 22 radioaktivnich izotopti s nukleonovymi &isly
57 az 80, ty byly vytvoreny uméle [6]. M&d’ se nejcasteji vyskytuje ve tfech oxidacnich stavech,
a to jako ryzi kov (Cu®), Cu' a Cu"" [7]. Vlivem vlhkého vzduchu se na jejim povrchu vytvafi
vrstva zelené barvy, tato vrstva zasaditych uhlicitant ji chrani pted korozi [6]. Méd’ se bézné
vyskytuje v rudach, jako jsou napiiklad chalkopyrit (CuFeS,), kuprit (Cu2O) ¢i malachit
(Cu2(OH)2CO3) [7].

Mezi jeji chemické vlastnosti patii mékkost, taznost, kujnost, tepelna i elektricka
vodivost a odolnost proti korozi. Vyuziva se zejména v elektrotechnice, stavebnictvi, k vyrob¢
zafizeni v potravindiském primyslu (pivovary) ¢i v prumyslovych strojich. Tradi¢né se méd’
vyuzivala k vyrobé minci (spolu se zlatem a sttibrem) [8, 9]. V pramyslu jsou vyznamné
1 slitiny médi: mosaz (Cu + Zn), bronz (Cu + Sn) ¢i alpaka (Cu + Ni) [9]. Vyuziti médi spada
také do oblasti gynekologie, kdy je méd’ obsazena v nitrodéloznich téliskach, ktera se pouzivaji

k zabranéni neplanovaného oté¢hotnéni [10].

3.1.2 Meéd’ jako esenciilni stopovy prvek

Pro organismus ¢lovéka je méd’ esencidlnim prvkem, ktery si neumi sdm vytvofit. Na
rozdil od ostatnich slozek potravin neni méd’ spolu s vitaminy nositelkou energie, ale 1 presto
je nutné méd’ do organismu pfijimat [1]. Tento mikroelement je obsazen v potravinach jako
jsou maso a vnitfnosti, korysi, lusténiny, ofechy a semena [2]. Dalsi potraviny, ve kterych lze

meéd’ nalézt jsou uvedeny v nasledujici tabulce (viz Tabulka 1).
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Tabulka 1 Obsah médi ve vybranych potravinach, prevzato [11]

Potravina

Obsah Cu (mg/kg)

Miéko a mlééné produkty
mléko

cerstvy syr
zpracovany syr

Maso a droby

jatra, hovézi

ledviny, hovézi
svalové maso, hovézi
svalové maso, veproveé
Obilné vyrobky
kukufi€né vyrobky
pSeni¢ny chléb
celozrnny pSeni¢ny chléb
celozrnné téstoviny
Zelenina

brambory

mrkev

brokolice

hrasek

hlavkovy salat

rajce

zeli

Morské plody

ustfice

tunak

losos

krevety

Ovoce

jablka

banany

pomerance

11

0,1-0,88
0,03
0,025

157

2,143
0,1-1,8
0,1-9,1

0,6-16,6
2,9

3,4
0,08-0,52

0,48-16,0
0,37-0,62
0,68-0,87
1,9-2,4
0,1-2,9
0,1-3,4
0,1-7,7

0,3-16,0
0,1-1,2
0,5-0,8
2,0-2,9

0,1-2,3
0,7-3,0
0,8-0,9



Meéd’ je nezbytnd pro funkci vSech bun€k organismu. Je nedilnou soucéasti mnoha
enzymi a bilkovin, které budou popsany v nasledujicich kapitolach. Tento prvek zasahuje do
metabolismu Zeleza, syntézy neurotransmiterd, hraje roli pifi tvorbé pojivové tkané,
energetickém metabolismu ¢i pii antioxida¢ni ochrané. Déle je méd’ zapojena zfejmé do role
v imunitnim systému, pii srazeni krve ¢i pti tvorbé myelinu v centralni nervové soustavé (CNS)
[2].

Lidsky organismus obsahuje ptiblizné 80—-100 mg médi [ 12]. Mezi ostatnimi stopovymi
prvky zaujima svym mnozstvim v téle tieti misto hned po Zelezu (4-7 g) a zinku (2—4 g) [1].
Sérova koncentrace u muze se pohybuje v rozmezi 0,614-0,970 mg/l, u zen je to 0,694—1,030
mg/l [13]. Zeny, které uZivaji kontraceptiva na bazi estrogentl, maji hladinu médi v séru
zvySenou a u zen v pozdnim stadiu tehotenstvi se koncentrace zvySuje nejvice (aZ na
trojnasobek) [14]. Nejvyssi koncentrace médi ve tkanich se vyskytuje v jatrech, mozku, krvi,
kostte a kosternim svalu [15].

V biologickych systémech je m&d’ pfevazné piitomna v oxidaénim stavu Cu'. Jeji
schopnost reverzibilné pfijimat a darovat elektrony hraje hlavni roli pfi odstranovani volnych

radikala z organismu [13].

3.1.3 Kuproenzymy
Soucasti aktivnich center mnoha enzymu byvaji médnaté ionty, tyto enzymy jsou
souhrnné nazyvany kuproenzymy. Par vybranych enzymi spolu s funkci a disledkem deficitu

jsou uvedeny v nasledujici tabulce (viz Tabulka 2).
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Tabulka 2 Funkce enzymui zavislych na médi, prevzato [16]

Enzym Funkce Diisledek deficitu

ceruloplazmin transport zeleza a médi snizend hladina cirkulujici

médi, nedostatek zeleza

cytochrom c¢ oxidaza mitochondrialni dychani hypotermie, svalova slabost

dopamin B-hydroxylaza produkce katecholaminu hypotermie,  neurologické
defekty

lysyloxidaza tvorba pojivové tkané drazdivost kiize a kloubti

peptidylglycine a-amidujici | amidace peptida neuroendokrinni defekty

monooxygenaza

superoxiddismutaza antioxida¢ni ochrana snizend  ochrana  proti

oxida¢nimu stresu

tyrozinaza tvorba pigmentu hypopigmentace vlast a klize

3.1.3.1 Ceruloplazmin

Ceruloplazmin jinak nazyvany ferroxiddza je plazmaticky alfa-2-glykoprotein
s molekulovou hmotnosti okolo 132 kD. Jedna molekula ceruloplazminu vaze 6—7 atomii médi,
proto byva nazyvén jako modry protein [17]. V ceruloplazminu je vazano 90 % plazmatické
medi [18].

Je nezbytny pro oxidaci Fe*" na Fe**, tim brani vzniku nebezpecného hydroxylového

radikalu (viz Rovnice 1), pisobi tedy antioxidacné [18].

Rovnice 1 Fentonova reakce se zelezem [19]

H,0, + Fe** > OH" + «OH + Fe?*

Ceruloplazmin je také protein akutni faze, tzv. pozitivni reaktant akutni faze. Tyto
proteiny se v téle ¢loveka zvysuji pii celé fad€ negativnich vlivli na organismus jako jsou
bakteridlni ¢i virové infekce, traumata, chirurgické zakroky, nadorové onemocnéni a jiné [19].
ZvySeni lze pozorovat i béhem téhotenstvi a pfi uZivani peroralnich kontraceptiv. SniZena

koncentrace ceruloplazminu se vyskytuje u osob postiznych Wilsonovou chorobou [17].
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3.1.3.2 Cytochrom c oxidaza

Cytochrom ¢ oxiddza je enzym, jenz se nachdzi na vnitfni strané mitochondrialni
membrany. Je soucasti mitochondridlniho dychaciho fetézce, tim se podili na produkci energie
[20]. Jeji hlavni funkci je prenaset elektrony na kyslik a vytvaret vodu [21].

Tento enzym u savci obsahuje 13 podjednotek, znichz 3 jsou kodovany
mitochondridlnimi geny. Dalsi dilezitou slozkou jsou dva hemy (a, a3) a dvé méd’nata centra
(Cu*" A, Cu** B). Cytochrom a a atom médi Cu®" A slouzi k pfenosu elektronti a jsou i sou¢asti
vazebného mista pro cytochrom c. Cytochrom a3 a atom médi Cu®** B mezi sebe pfipoutaji
molekulu kysliku a pfenesou na ni 4 elektrony. Vznikne nestdly anion kysliku O?, ktery
okamzité s okolnimi protony vytvaii vodu [21, 22]. Studie ukdzaly, Ze aktivita tohoto enzymu

byla snizena v reakci s vyCerpanim medi [20].

3.1.3.3 Metalothioneiny

Metalothioneiny jsou nizkomolekularni, na cystein bohaté, proteiny vazici kovy. Mezi
jejich biologické role patii detoxikace kovovych iont ¢i skladovani esencialnich
mikroelementi. Metalothioneiny vazi ionty zinku, kadmia a médi. Pravé méd’ je vazana
nejpevneji a muze ostatni ionty vytlacit. Tyto enzymy jsou indukovany pii deficitu médi, aby

se udrzela aktivita intracelularnich kuproenzymi (napt. cytochrom ¢ oxidaza) [20].

3.1.3.4 Lysyloxidaza

Lysyloxidaza je klicovy enzym pii cross-linking (sitovani) pojivovych tkani. Tento
extracelularni enzym katalyzuje oxidaci lysylovych a hydroxylysylovych fetézcii elastinu
a kolagenu. Kondenzaci vzniklych aldolovych skupin vznikaji konfigurace, které ptemost’uji
polypeptidické fetézce. Lysyloxiddza ma tedy vyznam pro pevnost, pruznost a ohebnost

pojivove tkang [14].

3.1.3.5 Superoxiddismutaza

Superoxiddismutdza (SOD) téZ znama jako erytrokuprein ¢i hemokuprein je enzym,
jehoz vyznamnost pro lidsky organismus tkvi v schopnosti katalyzovat pifeménu
superoxidovych radikald na méné toxicky peroxid vodiku a vodu (viz Rovnice 2). Tim ptsobi

jako antioxidant [23]. Skodlivost superoxidi spodiva v tom, Ze se mohou pfeméiovat na
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¢i kyselinu chlornou [24].

Rovnice 2 Mechanismus piisobeni superoxiddismutdzy

Oy + O + 2H" > H>O, + O

Existuji 3 typy tohoto enzymu liSici se kofaktorem:

e Cu*'/Zn*" SOD je dimericka forma enzymu, ktera se sklada ze dvou podjednotek, z toho
jedna obsahuje atom meédi a druhd atom zinku. Molekulova hmotnost ¢ini 32 kDa.
Nachazi se ve vSech bunkéch organismu [25].

e Mn?" SOD je dimerick4 nebo tetramerickd forma enzymu, jejiz molekulovd hmotnost
ma hodnotu 23 kDa. Kazd4 podjednotka na sebe vaze jeden atom kovu [26].

e Fe? SOD se vyskytuje v dimerické formé a stejné jako Mn?" ma molekulovou hmotnost
23 kDa, ma i podobnou strukturu. Také u této formy se na kazdou podjednotku véaze

jeden atom kovu [26].

3.1.4 Metabolismus médi

Denné je pfijato pfiblizné 2—5 mg médi, z tohoto mnoZstvi je vstiebano 40—60 % [27].
Absorpce médi je vyrazné ovlivnéna mnozstvim médi ve straveé. Absorbované mnozstvi se
zvysuje se zvySujicim se mnozstvim ve strave, ale vstifebavani je mnohem ucinnéjsi, pokud je
piijem médi nizky [28]. Z potravy se absorbuje v tenkém stieve [4]. Pro transport médi apikalni
membranou enterocytu je tieba, aby byla redukovana na formu Cu’. Po redukci je pfenesena
do enterocytu transportérem CTR1. Poté putuje do intersticialni tekutiny a dale se dostava do
krve [29]. V portalni cirkulaci, kde se vdZe na nosné proteiny (pfedev§im albumin), peptidy
a aminokyseliny, je transportovana do jater, s menSim mnozstvim vstupujicim do ledvin [29,
30].

Jakmile se méd’ dostane do hepatocytu, cytoplazmatické chaperony médi (napf.
chaperon médi pro cytochrom ¢ oxidazu COX17, antioxida¢ni chaperon ATOXI1, chaperon
médi pro superoxiddismutazu CCS) distribuuji kov do specifickych bunéénych kompartmentt
pro jeho zaclenéni do proteinli vazajicich méd’ [30].

Vylucovani endogenni médi je vyrazné ovlivnéno pifijmem meédi v potravé. Pokud je
pfijem médi z potravy nizky, vyluCuje se méalo endogenni médi. Se zvySujicim se mnozstvim

ve strave se zvySuje endogenni vylu¢ovani médi. Obrat médi v organismu je pomaly, pokud je
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ptijem z potravy nizky a rychly, kdyz je pfijem vysoky. Regulace absorpce a endogenni exkrece
fidi mnozstvi médi zadrzené v téle a chrani pied nedostatkem a toxicitou médi [28].

Med’ se vylucuje do GIT bud’ Zluci nebo jako neabsorbovana méd’. Pouze 10-15 % médi
ve zlu¢i je reabsorbovano. Prebytek médi se vylucuje ve stolici, a to jak ve formé
absorbovanych, tak neabsorbovanych kovovych iontl. V priméru je denni exkrece médi zluci
0,5-1,3 mg. Malé¢ mnozstvi je vylouc¢eno také v moci, slinach a potu [20]. Metabolismus médi

je shrnut na obrazku (viz Obrazek 1).

|

Dietary Cu = 1.56 mg/d > Fecal Cu = 1.5 mg/d
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R —— i E ’ i I Sweat & desquamation
i M E E | E =0.04 mg/d
MuscleCu | | Lvercu=10mg |
E =28 mg i ! i
i S ‘F i ceruloplasmin E
i | '_ Skeletal Cu :: I T
| IR\ =26 mg | PlasmaCu=1pg/mL  _ 1 ___  Urinary Cu=0.02 mg/d
E | 4—— 60-90% as ceruloplasmin
S —

A

Obrazek 1 Metabolismus médi, prevzato [13]

3.1.5 Patofyziologie médi v lidském organismu

3.1.5.1 Alzheimerova choroba
Alzheimerova choroba (AD) je neurodegenerativni onemocnéni, které se projevuje

syndromem demence. Je nejcastéjsi ze vSech demenci. Pfedstavuje asi 50-75 % vSech demenci
a dalSich 10-20 % demenci smiSené formy. AD patii mezi 5 nejcastéjSich ptic¢in smrti [31, 32].
Nemoc se d¢€li na 2 formy:

e s casnym zacatkem — piiznaky se objevuji do 65 let véku jedince a je pomérné

vzéacna, napt. familiarni formy
e s pozdnim zacatkem — tzv. senilni, pfiznaky se objevuji ve v€ku 65 a vyse [33]
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Hlavnim neovlivnitelnym rizikovym faktorem vzniku choroby je tedy prave vék. Mira
prevalence AD roste s vékem exponencidlné a po 65 letech se vyrazné zvysuje [34]. Po véku je
dal$im dilezitym rizikovym faktorem je pfitomnost apolipoproteinu E4 a dale i vyskyt AD
nebo vyskyt Downova syndromu v rodin€ [32]. Se zvySenym rizikem AD je spojovano velké
mnozstvi faktortl jako napft. diabetes, hypertenze, koufeni, obezita, dislipidémie ¢i Grazy hlavy.
Naopak mezi tzv. ochranné faktory, které snizuji riziko AD patii vyssi vzdélani, které poskytuje
kognitivni rezervu, intelektudlni volnocasové aktivity, ,sttedomoiska strava“ nebo fyzicka
aktivita [34].

Patogeneze vzniku choroby neni zatim zcela objasnéna. U tohoto onemocnéni dochézi
k degeneraci urcitych mozkovych proteinti a ke vzniku proteini, které jsou patologické. Ziejme
stézejnim mechanismem je tvorba a uklddani beta-amyloidu, ktery tvofi zaklad lozisek
neurodegenerace, tzv. plaku [32, 33]. V placich pacientd s AD se vyskytuje ve vysokych
koncentracich pravé méd’, dale i zinek a Zelezo. Tyto kovy interaguji s beta-amyloidem a tim
dochazi ke tvorb¢ volnych radikalt, které se podileji na poSkozovani neuront [35].

Beta-amyloid vznikd z transmembranového amyloidového prekurzorového proteinu
(APP), ktery se vyskytuje ptirozené. Tento protein je za fyziologickych podminek Stépen
enzymem alfa-sekretdzou na kratké fragmenty dlouhé 40 aminokyselin. Tyto fragmenty maji
své fyziologické role (zajistuji neuronovou plasticitu a pravdépodobné plisobi
1 neuroprotektivné). Pfi AD se ale uplatiiuji 1 enzymy beta- a gama-sekretazy, které stépi APP
jinde nez alfa-sekretazy a vznikaji tak delsi fragmenty aminokyselin. Beta-peptid oligomeruje
(vzniklé molekuly jsou neurotoxické), tvofi se patologicky beta-amyloid a z ného potom jiz
zminény plak. Dalsi patologickou zménou v mozkové tkani je nadmérna forforylace tau-

proteinu [31-33].

3.1.5.2 Aceruloplazminémie

Aceruloplazminémie je autosomalné¢ recesivné dédi¢né onemocnéni [36]. Je fazena do
neurodegenerativnich poruch s akumulaci Zeleza v mozku, dale potom i v jatrech a pankreatu.
Choroba je zptisobena v disledku zdédéné mutace v genu ceruloplazminu. Ceruloplazmin vaze
méd’, ale plisobi 1 jako ferroxidaza. Ztrata ferroxidazové aktivity vede ke hromadéni Zeleza v jiz
zminénych orgénech [37].

Klinicky se u pacientli aceruloplazminémie projevuje charakteristickou triddou, a to
degeneraci sitnice, diabetem mellitem a neurologickymi pfiznaky (ataxie, nedobrovolné

pohyby, chorea, tfes, kognitivni disfunkce) [30]. Diagndza je stanovovana geneticky, ale dé se

17



prokézat i nepfitomnosti celuroplazminu a niz$imi hladinami médi a zeleza v krvi a dale vyssi

hladinou ferritinu [36].

3.1.5.3 Menkesovo onemocnéni

Menkesovo onemocnéni (MD), jinak zvané ,kinky hair syndrom®, je dédi¢né
onemocnéni vazané na X chromozom, které se projevuje jiz v pocatcich zivota u muzského
pohlavi a tito postizeni jedinci vétSinou do 3 let od narozeni umiraji [4].

Tato choroba je charakterizovana poruchou resorpce, transportu a utilizace médi [3].
Onemocnéni je zpiisobeno mutacemi genu ATP7A. Pfevazna Cast mutaci je intragenni mutace
nebo cCasteCné genoveé delece. Ztrata aktivity ATP7A mé za nasledek nedostatek médi
v perifernich orgénech z divodu neschopnosti médi opustit enterocyty. Pacienti mivaji obvykle
nizké plazmatické koncentrace ceruloplazminu a snizené koncentrace médi v jatrech a mozku.
PostiZeni jedinci maji neobvyklou texturu vlast (viz Obrazek 2) [7, 38]. Vlasy vypadaji fidce
bez lesku s rota¢nimi zékruty ,,pili torti, texturou podobné kiehké vin¢ ovci. Frekvence
onemocnéni je asi 1 ze 100 000-250 000 narozenych, ale napt. v Australii je vyskyt mnohem

vy&si nez kdekoliv jinde (1:50 000100 000) [39].

Existuji 2 formy onemocnéni:

e Kklasicka — Je nejzavazngj$si formou, mezi charakteristické znaky patii
progresivni neurodegenerace a vyrazna dysfunkce pojivové tkané. Pfi narozeni
se mohou objevit cefalohematomy a spontanni zlomeniny. Novorozenec muize
mit zloutenku, hypoglykémii, hypotermii a také problémy s pfijmem potravy.
Do 2.—4. mésice veku se dité vyviji normalné, kolem 6. mésice se vSak celkovy
psychomotoricky vyvoj zpomali. Mezi dal§i projevy patii zvraceni, prijem,
snizeny svalovy tonus, ospalost, letargie [40].

e syndrom occipital horn — Je mirngj$i formou nemoci, kterd méa podobné klinické
ptiznaky jako klasické forma, ale nejsou tolik zavazné. Pfi narozeni se miiZze zdat
kize pomackand, mohou byt pfitomny pupecni nebo tfiselné kyly. Béhem
nékolika dnli se mize vyvinout podchlazeni, Zloutenka, hypotonie a problémy
s krmenim. Motoricky vyvoj je zpoZdén z diivodu svalové hypotonie a je spojen
s neobvyklou nemotornosti. Diagn6za OHS je ¢asto zpozdéna az do 5.—10. véku
ditéte v disledku mirngjsich a jemnéjSich symptomu. Pacienti mohou zlstat

nazivu az do dospélosti [39].
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Normal hair

Pili torti

Obrazek 2 Abnormalni vzhled viasii u pacienta s MD, prevzato [39]

3.1.5.4 Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba (PD) je progresivni neurologickd porucha definovana
charakteristickym klinickym syndromem bradykineze, tfesu, rigidity a posturalni nestability
[41]. Je to druhé nejCastejsi neurodegenerativni onemocnéni (po Alzheimerové chorob¢) [42].

Jednd se o nemoc prevazné starSich lidi (kolem 60-ti let), mize se ale vyvinout
1 v mladSim v€ku. Rozdily mezi muzi a Zenami souvisejici s vyskytem PD se projevuji
v poméru 3:2 (muZi:Zeny), u Zen s opozdénym ndstupem diky neuroprotektivnim u¢inkiim
estrogenu na nigrostriatalni dopaminergni systém. PD je spojeno s mnoZstvim rizikovych
faktorli a genetickych mutaci. Mezi rizikové faktory onemocnéni patii oxidacni stres, tvorba
volnych radikdlti a fada toxind prostfedi [43]. DalSim rizikovym faktorem je expozice
pfechodnym kovlim, zejména Zelezu a mé&di [39].

Onemocnéni je zplsobeno degeneraci nigrostriatalniho dopaminergniho systému se
ztratou neurond a reaktivni gliézou v substantia nigra nalezené pfi pitve. Pii PD jsou pfitomny
neurondlni inkluze, slozené z a-synukleinu, tzv. Lewyho tcliska [41].

I pres dulezitost zeleza pro fyziologické procesy v mozku, byla fadou studii dokézana
jeho role v patofyziologii PD, kdy byly hlaSeny jeho neurotoxické ucinky. Obsah Zeleza
v mozku pii PD je vyssi, nez se oéekavalo pfi normalnim starnuti. Zeleznaté ionty mohou vést

k poskozeni neuronti v disledku oxida¢niho stresu prostfednictvim Fentonovy reakce
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s peroxidem vodiku. Méd’naté ionty mohou mit jak toxicky, tak ochranny ucinek. Ochranny
ucinek byl pozorovan na poskozenych neuronech, zatimco toxicky ucinek na perifernich
tkanich. Pacienti s PD maji v substantia nigra hladinu médi snizenou a naopak zvySenou

v retikularni formaci [44].

3.1.5.5 Wilsonova choroba

Wilsonova choroba (WD) neboli hepatolentikularni degenerace je dédi¢né autosomalné
recesivni onemocnéni, charakterizovdno nadmémym hromadénim médi v jatrech, rohovce,
bazélnich gangliich CNS ¢i renélnich tubulech, které zptisobuje jejich poskozovani (cirhoza,
neurologické poruchy, Kaysertiv-Fleischeriiv prstenec na rohovce) [4, 45]. Pfi¢ina nemoci tkvi
v mutaci genu ATP7B, ktery je lokalizovan na chromozomu 13q14. Gen kéduje ATPazu P-
typu transportujici méd’. Bylo identifikovdno vice nez 500 mutaci genu ATP7B, z nichZ bylo
nalezeno vice nez 300 mutaci asociovanych s WD. Nejb€znéjsi formou mutace ATP7B je
missense mutace. K mutacim miize dojit v kterékoliv poloze genu, vcetné exont, intrond
1 promotorové oblasti genu [46].

U lidi postizenych chorobou nalézdme typicky vyrazné snizené az nulové hodnoty
ceruloplazminu. Sérova koncentrace medi je vétSinou také snizena, pokud je ovSem zjiSténa
hodnota normalni ¢i zvySend, jedna se o tzv. volnou, na ceruloplazmin nevdzanou méd’, ktera
je toxicka. V moci byva obsah médi zvySeny a ve stolici je naopak snizeny, nebot’ je sniZzena
jeji exkrece zluci [19].

Hlavni 1écbou WD je chelatacni terapie médi penicilaminem, trientinem nebo solemi
zinku. Pacienti by m¢li dodrzovat dietu, kdy by méli ptijimat potraviny s nizkym obsahem médi

[47].

3.1.6 Deficit médi

Nutri¢né¢ podminény deficit médi je spiSe vzacny, nebot’ je méd’ obsaZena v béZné
konzumovanych potravinach. Zdroje mé&di jsem jiz uvedla v tabulce v jiné kapitole (viz Tabulka
1). Nedostatek médi se ale miize objevit u kojencli s umélou vyzivou, u osob s realimentaci
malnutricnich stavll s nedostatecnym piivodem stopovych prvkl ¢i v pribéhu dlouhodobé
nedostatecné balancované parenteralni vyzivy.

Cast&ji se nedostatek médi vyskytuje v rAmci enteropatii a malabsorpce nejriizngjsiho

puvodu. Existuje i onemocnéni spojené s poruchou metabolismu médi, a to Menkesovo
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onemocnéni, které je blize rozebrano v kapitole 3.1.5.3. [19]. Deficit mize vzniknout
i nadbyteCnym ptivodem zinku, kdy je zinek dlouhodobé pfijimén prostiednictvim doplika
stravy [48].

Mezi piiznaky deficitu médi patii mikrocytarni hypochromni anémie, leukopenie, kostni
zmény a osteopordza. Anémie nereaguje na privod zeleza. Ve vlasech je snizeny obsah médi,
klesa vylucovani médi moci. V détstvi je zpomalen mentalni vyvoj, zpozd'uje se rist i rust kosti

a vyviji se osteopordza. Klesa tvorba katecholaminii a myelinu a nervové tkani [3].

3.1.7 Toxicita médi

Akutni intoxikace mé&di miZe byt zptisobena jednorazovym nebo vicendsobnym poZitim
pitné vody se zvySenym obsahem meédi (3—6 mg/l). Mezi projevy patii nauzea, zvraceni,
prijmy, bolest v nadbtisku, jako vaznéjsi projevy mohou vzniknout tachykardie, hemolyticka
anémie, hematurie, masivni krvaceni do gastrointestindlniho traktu. To muze vést k Soku
organismu, dale pak k selhani jater a ledvin (pii poziti vysokych koncentracich soli médi) [13,
18]. Dalsi pricinou akutni intoxikace mize byt vdechovani médi ve formé aerosolu nebo
jemného prachu, jedna o tzv. ,horecku z koviu“. Projevuje se kaslem, tfesavkou, teplotou,
malatnosti a bolesti hlavy [3].

Rizikovymi skupinami pro vyvoj chronické intoxikace medi jsou dialyzacni pacienti,
u kterych jsou pouzita zafizeni s hadickami z médi, pracovnici pouzivajici pesticidy obsahujici
med’ ¢i kojenci béhem dlouhodobé intravendzni totalni parenteralni vyzivy. Chronicka toxicita
se projevuje predevSim na jatrech (cirh6za) s epizodami hemolyzy a poruchami imunitniho
systému. Mohou se objevit doprovodné piiznaky jako jsou poskozeni ledvinovych kanalki,

mozku a nekréza jater [13].

3.1.8 Chelatace médi

Termin chelatace ma sviij ptivod v feckém slové chele, které znamena klepeto humra.
Chelata¢ni ¢inidla jsou organické nebo anorganické slouc¢eniny schopné vazat kovové ionty za
vzniku komplexni prstencové struktury zvané ,chelaty”. Tyto komplexy ¢ini toxické kovy
fyziologicky neaktivni a zvySuje se jejich vyluovani moc¢i. Tato Cinidla jsou vyuZivana

k chelataéni terapii pii otravé tézkymi kovy [49, 50].
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Ideélni chelator by mél mit vysokou rozpustnost ve vod¢, odolnost viici biotransformaci,
schopnost dosdhnout mista ukladani kovu, udrzet chelata¢ni schopnost pii pH télesnych tekutin
a schopnost vytvaret kovové komplexy, které¢ jsou méné toxické nez iont volné¢ho kovu [49].

Med’ je stopovy prvek, jehoz funkce v organismu je zaloZena predev§im na schopnosti
oxidovat ¢i redukovat se. Je potfeba regulovat homeostazu médi, nebot’ se volné ionty médi
podileji na tvorbé ROS, které zptisobuji poskozeni riznych biologickych struktur [51]. I pfes
intenzivni vyzkum v této oblasti je klinické pouziti chelatori médi omezeno hlavné na
Wilsonovu chorobu. Soucasnym pfistupem k 1é€bé tohoto onemocnéni je celoZivotni
farmakologicka terapie chelatory m&di D-penicilaminem, trientinem (triethylenetetraminem)
nebo tetrathiomolybdenanem. D-penicilamin byl poprvé pouzit k 1é¢bé WD v roce 1957. Jeho
uzivani ovSem vytvaii vyznamné vedlejsi uCinky tykajici se zejména imunitniho systému,
pojivové tkané a ledvin a dale 1 relativné vysoké riziko pocate¢niho zhorSeni neurologickych
ptfiznaki u pacientil s neurologickym poSkozenim. Trientin, dal§i méd’-chelata¢ni €inidlo, byl
piedstaven v roce 1982 jako alternativa pro pacienty, kteti maji intoleranci na D-penicilamin
[52]. S ohledem na rtizné patofyziologie by vyzkum novych cheldtort médi mél zdaraznit jejich
ruzné vlastnosti, a to napf-.:

a) afinitu chelatori k médnym nebo médnatym iontiim a také redukci médnatych

iontil

b) stabilitu komplexu s moznou ucasti na produkci ROS

¢) chelataci za raznych podminek pH

d) specifi¢nost k chelataci dalSich iontll (zejména Zeleza a zinku)

e) lipofilitu, kterd ovliviiuje pronikani do bun¢k a CNS [53].

3.1.9 Redukce médi

Redoxni neboli oxida¢né-redukeni reakce jsou reakce, pii kterych se méni oxidacni ¢isla
atoml. Kazdou redoxni reakci tvofi dvé navzdjem provazané reakce, a to oxidace a redukce.
Tyto dva déje probihaji vZdy soucasné, kdy se jeden prvek oxiduje a druhy redukuje. Redukce
je chemicka reakce, pti které dochazi ke snizovani oxida¢niho ¢isla prvku a k ziskani elektront.
Naopak oxidace je chemicka reakce, pfi které dochazi ke zvySovani oxida¢niho ¢isla prvku a ke
ztraté elektrond.

Volnou méd’, vyskytujici se v organismu, lze nalézt ve dvou oxidacnich stavech, a to
Cu** a Cu’. V biologickych systémech se m&éd’ nachazi zejména ve stavu Cu?’, protoze se Cu*

v piitomnosti kysliku nebo jinych elektronovych akceptort snadno oxiduje na Cu?*. Oxidace
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médi je reverzibilni, protoze Cu®" miiZe pfijimat elektrony od silnych redukénich ¢inidel (napf.
askorbat a redukovany glutathion) [54].

Prostfednictvim Fentonovy reakce reaguji médné ionty médi (Cu®) (viz Rovnice 3)
nebo Zeleznaté ionty (Fe?") (viz Rovnice 1) s jinak stabilnim peroxidem vodiku za vzniku velmi
reaktivniho hydroxylového radikalu. Hydroxylovy radikal se povazuje za faktor, ktery startuje

oxida¢ni poskozeni biomolekul organismu [54, 55].

Rovnice 3 Fentonova reakce s medi [56]

Cu(I) + H202 & Cu(Il) + *OH + OH-
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3.2 ALKALOIDY

Alkaloidy jsou bezpochyby nejucinnéj$imi terapeutickymi slouceninami piirodniho
puvodu, které Casto maji vyznamné farmakologické Gcinky na lidi a zvirata [57]. Jsou to
zasadité latky, které ve své molekule obsahuji dusik zpravidla vazany v heterocyklické
struktufe. Existuje mnoho strukturnich typt alkaloid, napf. pyrolidinové, tropanové,
chinolinové, piperidinové, indolové, isochinolinové, kterymi se zabyva tato prace a mnoho
(lilkovite), Liliaceae (liliovité) a Ranunculaceae (pryskyinikovité).

Isochinolinové alkaloidy patii do velké skupiny dusikatych sloucenin. Jejich biologické
ucinky zahrnuji antimalaridlni, anti-HIV, protinadorové a antimikrobialni aktivity [57]. Tyto
alkaloidy jsou odvozeny od tyrosinu (kromé naftylisochinolint) [58]. Isochinolinové alkaloidy
jsou rozdéleny do n€kolika riiznych strukturnich tfid, napt. protopinové, ftalidizochinolinové,
morfinanové, pavinanové a dalsi.

Moje diplomova prace se zabyva protoberberinovymi, spirobenzylisochinolinovymi
a aporfinovymi alkaloidy, které rovnéz patii do skupiny isochinolinovych alkaloidi. Mezi
hlavni celedi s obsahem téchto alkaloidi patii Papaveraceae (makovité), Berberidaceae
(dristalovité),  Menispermaceae  (lunoplodovité),  Amaryllidaceae ~ (amarylkovité)

a Ranunculaceae (pryskytnikovité) [59].

PROTOBERBERINOVE ALKALOIDY

Vétsina alkaloidii  protoberberinového typu existuje v pfirod¢ bud jako
tetrahydroprotoberberiny nebo jako kvarterni protoberberinové soli. Dale se v malém mnozstvi
vyskytuji i jako dihydroberberiny. Protoberberinové alkaloidy se vyskytuji v mnoha rostlinnych
celedich, napi. Papaveraceae, Berberidaceae, Menispermaceae, Ranunculaceae, Rutaceae,
Annonaceae [60]. Zaklad tvofi benzylisochinolinovy skelet, kde mezi dusikem a uhlikem C 8
je pfitomen berberinovy most [61]. Tyto alkaloidy vykazuji mnoho biologickych
a farmakologickych ucinkl, mezi které patii inhibice syntézy DNA, biosyntéza proteinti ¢i
inhibice propustnosti membrany. Dale mohou fungovat jako odpojovace oxidace od fosforylace
v dychacim fetézci. Tyto procesy pravdépodobné prispivaji k toxickym G€¢inkiim pozorovanym
proti bakteriim, houbam, rostlindAm, hmyzu a obratlovclim. Za inhibici fagii a dalSich virt je

zodpovédna interakce s DNA a inhibice reverzni transkripce [60].
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3.2.1 Korypalmin
OCHs

OH

HsCO

OCH,
Obrazek 3 Vzorec korypalminu

Korypalmin (viz Obrazek 3) byl izolovan z dymnivky duté (Corydalis cava), dale
1z Corydalis chaerophylla, Celed Papaveraceae. Je fazen do skupiny protoberberinovych
alkaloidii [62]. Muze inhibovat prolyl oligopeptiddzu, enzym, ktery hydrolyzuje proliny
obsahujici peptidy na karboxylovém konci prolinovych zbytkl. To bylo spojeno se schizofrenii,
bipolarni afektivni poruchou a souvisejicimi neuropsychiatrickymi poruchami [63].
Korypalmin vykazuje inhibi¢ni aktivitu na kli¢eni spor nékterych patogennich a saprofytickych
hub (napt. Alternaria solani, Curvularia pallescens, Curvularisa sp., Colletotrichum sp.,
Helminthosporium speciferum, Heterosporium sp., Penicillum sp., Ustilago cynodontis a jiné)

[64].

3.2.2 Thaliktrikavin

OCH,

Obrazek 4 Vzorec thaliktrikavinu
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Thaliktrikavin (viz Obrazek 4) byl izolovan znadzemnich casti dymnivky duté
(Corydalis cava (L.), celed Papaveraceae. Byla studovana schopnost tohoto
protoberberinového  alkaloidu  inhibovat  aktivitu = lidské  acetylcholinesterazy
a butyrylcholinesterazy. Ve studii bylo zjisténo, ze thaliktrikavin ma slibnou a selektivni
inhibici lidské acetylcholinesterazy. Dale byla analyzovana prostupnost thaliktrikavinu pies
hematoencefalickou bariéru, pticemz se zjistilo, Ze pasivni prostupnost je omezend. Nicméné
i pfes tuto skutecnost se tento alkaloid jevi jako potencialni droga pro 1éCbu Alzheimerovy

choroby [65].

3.2.3 8-oxoberberin

7\

H,CO

OCHs 0
Obrazek 5 Vzorec 8-oxoberberinu

8-oxoberberin (viz Obrazek 5) byl izolovan z dtist’alu obecného (Berberis vulgaris L.),
celed’ Berberidaceae Juss.. Tento protoberberinovy alkaloid, byl testovan na antidiabetickou
aktivitu proti PTP 1B (Protein Tyrosine Phospthatase 1B), kdy byl vyznamné aktivni. Déle byla
zkouména antimikrobialni aktivita proti ¢tyfem mikrobidlnim kmenlim, a to Mycobacterium
marinum, MRSA (methicillin-resistant Staphylococcus aureus), EMRSA (Epidemic
methicillin-resistant Staphylococcus aureus) a Escherichia coli. Tento alkaloid vykazoval
vysokou selektivitu a dobrou aktivitu proti M. marinum, naopak proti ostatnim zminiovanym

kmeniim byl net¢inny [66]. Dale 8-oxoberberin inhibuje cholinesterasy [67].
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SPIROBENZYLISOCHINOLINOVE ALKALOIDY
Spirobenzylisochinolinové alkoloidy jsou charakteristické zvlasté pro rody Fumaria
a Corydalis. V rostlindch vznikaji z protoberberinovych alkaloidi. Skelet, ktery je spolecny pro

celou skupinu, se miize byt nazyvan jako ochotensinovy systém. [61, 68, 69].

3.2.4 Fumarilin

O
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Obrazek 6 Vzorec fumarilinu

Fumarilin (viz Obrazek 6) byl izolovan ze zemédymu I¢kaiského (Fumaria officinalis
L.). Jedna se o spirobenzylisochinolinovy alkaloid [70]. U tohoto alkaloidu byla testovana
inhibi¢ni aktivita vGa¢i lidské erytrocytarni acetylcholinesterdze a lidské sérové

butyrylcholinesteraze, ale vyznamna inhibi¢ni aktivita zjisténa nebyla [69].

APORFINOVE ALKALOIDY

Aporfinové alkaloidy tvofi velkou skupinu izochinolinovych alkaloidi, které obsahuji
vice nez 700 sloucenin [71]. Jsou druhou nejvétsi skupinou po benzylisochinolinovych
alkaloidech [69]. Lze je nalézt v rostlinnych celedich Annonaceae, Berberidaceae, Lauraceae,
Magnoliaceae, Menispermaceae, Monimiaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae, a Rhamnaceae
[72]. Jejich struktura je odvozena od struktury aporfinu. Tato struktura vznika parovanim
aromatickych jader benzylisochinolinti [61]. Mnoho vyzkumii ukazalo, ze aporfinové alkaloidy
a jejich derivaty mély cytotoxické ucinky, anthelmintické aktivity, antibakteridlni Gcinky,

antioxidacni funkce, antiprotozodlni aktivity [72].
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3.2.5 Norisokorydin
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Obrazek 7 Vzorec norisokorydinu

Norisokorydin (viz Obrazek 7) byl izolovan z boldovniku vonného (Peumus boldus
Mol., Celed Monimiaceae) [67], dale z Retanilla ephedra (Celed Rhamnaceae) a Discaria
serratifolia (Celed Rhamnaceae) [72]. Je tfazen do skupiny aporfinovych alkaloidi [73].
Alkaloid pi1 zkouméni vykazoval antiplasmodidlni aktivitu proti Plasmodium falciparum.
Antioxidacni vlastnosti testovaného norisokorydinu odhalily, ze kromé antiplasmodidlni
aktivity mtze také zabranit oxidacnimu poskozeni hostitele zptisobené P. falciparum. Uvedené
vlastnosti jsou tedy vyhodné pfi zlepSovani potlaceni infekce malarii [74]. Dale norisokorydin

vykazuje antinociceptivni a antioxidacni ucinky [67].

3.2.6 (+)-Laurotetanin

H;CO
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Obrazek 8 Vzorec (+)-laurotetaninu

(+)-Laurotetanin (viz Obrazek 8) byl izolovan z boldovniku vonného (Peumus boldus
Mol., celed Monimiaceae) [67]. Nalezi do skupiny aporfinovych alkaloidd [70]. Byla

uskute¢néna studie, ve které se zkoumaly antiastmatické vlastnosti a mechanismus U¢inku
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laurotetaninu u alergickych astmatickych krys vyvolanych ovalbuminem. V této studii
laurotetanin potlacil IgE a histamin v séru astmatickych potkant, coz naznacuje, ze laurotetanin
ma potencidlni antiastmatickou vlastnost. Tato zjisténi tedy podporuji dalsi vyvoj laurotetaninu
jako kandidatniho 1é¢iva pro 1éCbu alergického astmatu [75]. Je inhibitorem

acetylcholinesterazy a vykazuje antioxidac¢ni aktivitu [67].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pomiicky

4.1.1 PouZivany material
e Mikrotitracni desticky (Brand)
e Automatické pipety riznych objemil (Brand)

e Vicekanalové pipety riznych objemt (Biohit)

4.1.2 Pouzivané chemikalie
Pokud neni uvedeno jinak, vSechny pouzit¢ chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma-
Aldrich.
e Dimethylsulfoxid (DMSO) Lachner > 99,5%
e Disodna sil kyseliny bathocuproindisulfonové (BCS) Cistota neuvedena
e Hematoxylin (HEM) certifikovano Biological Stain Commission
e HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin ethansulfonova kyselina) > 99,5%
e HEPES sodna sul > 99,5%
e Hydroxylamin hydrochlorid (HA) > 99,5%
e Chlorid méd'ny (CuCl) > 99%
e Chlorid sodny (NaCl) > 99,5%
e Kyselina chlorovodikova (HCI) > 32%
e Kyselina octovd (CH3COOH) Penta > 99%
e Octan sodny (CH3COO-H") > 99%
e Pentahydrat siranu méd’natého (CuSO4.5H20) > 99%

4.1.3 Testované latky
Cistota viech testovanych latek byla > 98 %.
e Korypalmin byl izolovan z Corydalis cava [76].
e Thaliktrikavin byl izolovan z nadzemnich ¢asti Corydalis cava [57].
e §-oxoberberin byl izolovan z Berberis vulgaris L. [67].
e Fumarilin byl izolovan z Fumaria officinalis L. [77].

e Norisokorydin a (+)-laurotetanin byly izolovany z Peumus boldus Mol. [67].

30



4.1.4 Pristrojové vybaveni

e Analytické vahy KERN ABT120-5DM

e Spektrofotometr pro mikrotitra¢ni desticky SYNERGY HIT MultiDetection Microplate
Reader (BioTec Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA)

e Spektrofotometr pro mikrotitracni desticky NEO2MALPHA Synergy 02 (BioTech,
Praha)

e Ttepacka pro mikrotitracni desticky IKA®MS 3 digital

e Ttepacka pro zkumavky IKA®VORTEX GENIUS 3

e Ultrazvukova lazen KRAINTEK

4.2 Priprava roztoki

4.2.1 Priprava zakladnich roztoku
¢ Roztok méd’natych ionti o koncentraci 5 mM
5 mM roztok médnatych iontd byl pfipraven rozpusténim pentahydratu siranu
médnatého (CuS04.5H>0, My, = 249,69 g/mol) v potfebném mnozstvi destilované vody. Tento

roztok byl stabilni pfi uchovavani v lednici.

e Roztok hematoxylinu (HEM) o koncentraci 5 mM
Roztok hematoxylinu byl zhotoven jeho rozpuSténim v DMSO na pozadovanou
koncentraci 5 mM (My = 302,28 g/mol). Protoze tento roztok neni stabilni, da pouzit po dobu

cca 5 hodin.

e Roztok chloridu méd’ného (CuCl) (méd’nych ionti Cu®) o koncentraci 5 mM
Tento roztok byl nachystan rozpusténim CuCl ve vodném roztoku 0,1M HCl
a 1M NaCl (Mw(CuCl) = 98,99 g/mol). Nejprve bylo nutno piipravit rozpoustédlo. Prvnim
krokem pfi ptipraveé rozpoustédla byla ptiprava 0,1M roztoku HCI (bylo napipetovano 442 ul
32% HCI do 44558 pl destilované vody) (Mw = 36,46 g/mol, 1 1= 1,16 kg). Druhym krokem
bylo v 0,1M roztoku HCI rozpustit NaCl na 1M roztok (My = 58,44 g/mol). V poslednim kroku

byl rozpustén CuCl v ultrazvukové lazni.

e Roztok hydroxylaminu hydrochloridu (HA) o koncentraci 100 mM
Roztok byl pfipraven rozpusténim hydroxylaminu (Mw = 69,49 g/mol) v destilované
vodé na pozadovanou koncentraci 100 mM a poté byl roztok nafedén na koncentraci 10 mM

anebo na koncentraci 1 mM.
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¢ Roztok disodné soli bathocuproindisulfonové kyseliny (BCS) o koncentraci 5 mM

Roztok BCS byl zhotoven rozpusténim disodné soli bathocuproindisulfonové kyseliny

(My = 564,54 g/mol) v destilované vode¢.

4.2.2 Priprava pracovnich roztoku
e Roztok testovanych latek
Roztoky zkoumanych alkaloida byly nachystany jejich rozpusténim v DMSO. Vychozi
koncentrace byla obvykle 10 mM. Dalsi potiebné fedéni bylo provedeno pomoci DMSO.

¢ Roztok méd’natych ionti o koncentraci 250 pM
Tento roztok byl pfipraven rozpuSténim pentahydratu siranu méd'natého (CuS0O4.5H>0,

M., = 249,69 g/mol) v potifebném mnozstvi vody.

e Roztok hematoxylinu o koncentraci 250 pM
Roztok byl zhotoven nafedénim zakladniho SmM roztoku v DMSO. Po 90 minutach

bylo nutné jej znovu natedit.

e Roztoky méd’nych (Cu? a méd’natych (Cu?") iont o koncentraci 250 pM v DMSO
Roztoky byly nachystany rozpusténim danych iontd v DMSO.

4.3 Standardni operacni postupy

4.3.1 Kontrola pripravenych zakladnich roztoki médi
Tato kontrola byla provedena po pfipravé zékladnich, tj. SmM roztokdi Cu®>" a Cu™.
Zkouska se provadi pted jejich prvnim pouzitim. Roztoky jsou stabilni, uchovévaji se v lednici,

pted jejich dal$im pouzitim neni tfeba kontrolu znovu provadeét.

a) Nejdiive byla piipravena mikrotitracni desticka. Bylo pipetovédno pod sebe do dvou
jamek mikrotitracni desticky.

b) Bylo napipetovano 150 pl pufru o pH 7,5.

c) Poté bylo pfidano 50 pl ImM roztoku HA.

d) V dalsim kroku bylo pfidano 50 pl 0,25mM roztoku iontd médi. Tento roztok byl
zhotoven smichanim 950 pl supercisté vody s 50 pl zakladniho roztoku.

e) Mikrotitracni desticka byla vlozena na tfepacku a nechéna ttepat po dobu jedné minuty.

f) Dale bylo ptipipetovano 50 ul SmM roztoku BCS.
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g) Bylo vy€kéno alespoii jednu minutu.
h) V poslednim kroku byla zmétena absorbance pti 484 nm. Spravné ptipraveny roztok by

meél mit absorbanci okolo 0,50-0,55.

4.3.2 Kalibrac¢ni kiivka
a) Nejprve byly pfipraveny zakladni reagencni roztoky:
o 5SmM roztok BCS v destilované vodé
o 5mM roztok CuSO4.5H>0 (Cu®") v destilované vodé
o 10mM roztok HA v destilované vodé
b) Déle byly ptfichystany vodné roztoky médnatych soli o koncentracich 50, 100, 150, 200
a 250uM.
¢) V dalsim kroku jiz zapocal vlastni experiment, a to tak, Ze bylo nejprve do vSech
urcenych jamek mikrotitra¢ni desticky napipetovano 150 pl pufru o pH 6,8.
d) Poté bylo ptidano 50 pl 1mM roztoku HA.
e) Dale bylo pfiddno 50 pl roztoku Cu®* iontll zadané koncentrace do testovacich jamek
nebo 50 pl destilované vody do jamek kontrolnich (viz Obréazek 9).
f) Bylo michano po dobu jedné minuty.
g) Nasledné bylo ptidano 50 pl roztoku BCS do poloviny jamek (x) a do druhé poloviny
50 pl destilované vody () (viz Obrézek 9).
h) Pak byla ithned zmétena absorbance pfi vinové délce 484 nm. Poté v ¢ase 5 minut (resp.

4:30).

cCu?y [ oCu?)  [e(Cu?) [e(Cu®) | cCu®) | c(Cud)

=0pM | =50pM | =100 pM | =150 pM | =200 pM | = 250 pM

Jamky

s indikatorem

Obrazek 9 Schéma mikrotitracni desticky pri kalibraci médnatych iontu

33



Jamky testovaci s rozdilnymi koncentracemi Cu®" ionti
Jamky kontrolni bez Cu?" iontti (destilovana H,O)

Jamky s indikatorem (BCS)

4.3.3

b)

g)

h)

Slepé vzorky (destilovana H>O)

Stanoveni chelatace ionti médi hematoxylinem
Nejprve byly pfipraveny zakladni reagencni roztoky:

o 5mM roztok CuSO4.5H>0 (Cu?®") v destilované vodé

o 5mM roztok hematoxylinu v DMSO
Dale byly pfichystany tyto pracovni roztoky a roztoky testovanych latek:

o Obvykle 10mM zakladni roztok testované latky v DMSO, dalsi fedéni bylo

provedeno podle potieby

o 250uM roztok Cu?" iontli ve vodé

o 250uM roztok hematoxylinu v DMSO
V dalsim kroku jiz zapocal vlastni experiment, a to tak, ze bylo nejprve do vsech
urcenych jamek mikrotitracni desticky napipetovano 150 ul pufru o pH 5,5 nebo 6,8
nebo 7,5.
Poté bylo ptidano 50 pl 250uM roztoku Cu?* ionti do vSech jamek.
Déle bylo ptidano 50 pl roztoku testované latky piislusné koncentrace do

nebo rozpoustédla do jamek kontrolnich (viz Obrazek 10).

Bylo michano po dobu 2 minut.
Nésledné bylo pfidano 50 pl 250uM roztoku hematoxylinu do poloviny jamek (tj. do
prvnich dvou fad) (x) nebo DMSO do druhé poloviny jamek ( ) (viz Obrazek 10).
DMSO pipetovéano nejdiive.
Poté bylo nechdno michat 3 minuty.
Pak byla ihned zméfena absorbance pfi vinové délce 595 nm (pH 5,5), 590 nm (pH 6,8),

610 nm (pH 7,5) (tzn. v ¢ase 3 minuty) a po dalSich 4 minutach (tzn. v ¢ase 7 minut).
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Obrazek 10 Schéma mikrotitracni desticky pri stanoveni chelatace iontii medi hematoxylinem

Roztok Roztok Roztok Roztok Kontrolni

testované | testované | testované | testované | jamky

latky ¢ latky ¢, latky cs latky cx (c=0)

Jamky

s indikatorem

Slepé

vzorky

Jamky s testovanou latkou
Jamky kontrolni bez testované latky (DMSO)

Jamky s indikdtorem (roztok hematoxylinu)

Slepé vzorky (DMSO)

Konecny obsah jamky v mikrotitracni desticce:

4.3.4

b)

g)

150 pl pufru
50 pl roztoku Cu®*
50 ul roztoku testované latky nebo rozpoustédla

50 ul roztoku HEM nebo DMSO

Chelatace méd’natych ionti v pufru (pH 4,5; 5,5; 6,5 a 7,5)
Nejprve byly ptipraveny zakladni reagen¢ni roztoky:
o ImM a 10mM roztok HA
o 5mM roztok BCS
Dale byly pfichystany tyto pracovni roztoky a roztoky testovanych latek:

o Obvykle 10mM zakladni roztok testované latky v DMSO, dalsi fedéni bylo

provedeno podle potieby
o 250uM roztok Cu** v DMSO
V dal$im kroku bylo napipetovano 100 pl ptislusného pufru.

Poté bylo ptidano 50 pl roztoku testované latky ptislusné koncentrace do testovacich

jamek nebo rozpoustédla do jamek kontrolnich (viz Obrazek 11).
Dile bylo piiddno 50 pl 250uM roztoku Cu?" iontl v DMSO do viech jamek.

Bylo michano po dobu 2 minut.

Nasledné bylo ptidano 50 pul ImM (pH 6,8; 7,5) nebo 10mM (pH 4,5; 5,5) roztoku HA.
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h) Poté bylo michano jednu minutu.

1) Dale bylo napipetovano 50 pl SmM roztoku BCS (x) nebo vody do druhé poloviny
jamek () (viz Obrazek 11).

j) Pak byla ihned zméfena absorbance pii vinové délce 484 nm a dale po 5 minutich

(v Case 4:30 bylo méteni zapocato).

Roztok Roztok Roztok Roztok Kontrolni

testované | testované | testované | testované | jamky

latky ¢, latky ¢ latky cs latky c (c=0)

Jamky

s indikatorem

Slepé

vzorky

Obrazek 11 Schéma mikrotitracni desticky pri stanoveni chelatace Cu’* iontii v pufiu

Jamky s testovanou latkou
Jamky kontrolni bez testované latky obsahujici rozpoustédlo (DMSO)
Jamky s indikatorem (BCS)

Slepé vzorky (destilovana H,O)

Koneény obsah jamky v mikrotitraéni desticce:
e 100 pl pufru
e 50 pl roztoku testované latky nebo rozpoustédla
e 50 ul roztoku Cu®*
e 50 pl roztoku HA
e 50 pl roztoku BCS nebo vody

4.3.5 Chelatace méd’nych ionti v pufru (pH 4,5; 5,5; 6,5 a 7,5)
a) Nejprve byly pfipraveny zékladni reagen¢ni roztoky:
o ImM a 10mM roztok HA
o 5mM roztok BCS
b) Dale byly pfichystany tyto pracovni roztoky a roztoky testovanych latek:
o Obvykle 10mM zakladni roztok testované latky v DMSO, dalsi fedéni bylo
provedeno podle potieby
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o 250uM roztok Cu” v DMSO
V dal$im kroku bylo napipetovano 100 pul ptislusného pufru.
Nasledné bylo ptidano 50 ul 1mM (pH 6,8; 7,5) nebo 10 mM (pH 4,5; 5,5) roztoku HA.
Dale bylo pfidano 50 pl 250uM roztoku Cu” iontd v DMSO do vSech jamek.
Michano po dobu jedné minuty.
Poté bylo ptidano 50 pl roztoku testované latky ptisluSné koncentrace do testovacich
jamek nebo rozpoustédla do jamek kontrolnich (viz Obrazek 12).
Michéano 2 minuty.
Dale bylo napipetovano 50 pl SmM roztoku BCS (x) nebo vody do druhé poloviny
jamek () (viz Obrazek 12).
Pak jsme ihned zméfili absorbanci pii vinové délce 484 nm a dale po 5 minutach (v Case

4:30 bylo méfeni zapocato).

Roztok Roztok Roztok Roztok Kontrolni

testované | testované | testované | testované | jamky

latky ¢, latky c» latky cs latky cx (c=0)

Jamky

s indikatorem

Slepé

vzorky

Obrazek 12 Schéma mikrotitracni desticky pri stanoveni chelatace Cu” iontii v pufiu

Jamky s testovanou latkou

Jamky kontrolni bez testované latky obsahujici rozpoustédlo (DMSO)
Jamky s indikatorem (BCS)

Slepé vzorky (destilovana H>O)

Konec¢ny obsah jamky v mikrotitra¢ni desticce:

100 pl pufru

50 pl roztoku HA

50 ul roztoku Cu*

50 pl roztoku testované latky nebo rozpoustédla

50 pl roztoku BCS nebo vody
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4.3.6 Chelatace méd’natych ionti v DMSO
a) Nejprve byly pfipraveny zakladni reagenéni roztoky:
o ImM roztok HA
o 5mM roztok BCS
b) Dale byly ptichystany tyto pracovni roztoky a roztoky testovanych latek:
o Obvykle 10mM zakladni roztok testované latky v DMSO, dalsi fedéni bylo
provedeno podle potieby
o 250uM roztok Cu** v DMSO
c) Bylo pipetovano 100 pl roztoku testované latky piislusné koncentrace v DMSO do
testovacich jamek nebo rozpoustédla do jamek kontrolnich.
d) Poté bylo ptidano 50 ul 250uM roztoku Cu?* iontti v DMSO do viech jamek.
e) Michano po dobu 2 minut.
f) Potom bylo pfidano 50 pl 1mM roztoku HA.
g) Opét michano, ale pouze 1 minutu.
h) Déle bylo piidano 50 pl 5SmM roztoku BCS (x) nebo vody ( ) (viz Obrazek 13).
1) Pak byla ihned zmétfena absorbance pfi vinové délce 484 nm a dale po 5 minutach

(v Case 4:30 bylo méteni zapocato).

Roztok Roztok Roztok Roztok Kontrolni

testované | testované | testované | testované | jamky

latky ¢, latky c, latky cs latky cx (c=0)

Jamky

s indikatorem

Slepé

vzorky

Obrdzek 13 Schéma mikrotitracni desticky pii stanoveni chelatace Cu?* iontii v DMSO

Jamky s testovanou latkou
Jamky kontrolni bez testované latky obsahujici rozpoustédlo (DMSO)
Jamky s indikatorem (BCS)

Slepé vzorky (destilovana H>O)

Konec¢ny obsah jamky v mikrotitracni desticce:
e 100 pl roztoku testované latky v DMSO nebo DMSO
e 50 pl roztoku Cu®*
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4.3.7

b)

50 pl roztoku HA
50 ul roztoku BCS nebo vody

Chelatace méd’nych ionti v DMSO
Nejprve byly pfipraveny zakladni reagenéni roztoky:
o 1ImM roztok HA
o 5mM roztok BCS
Dale byly ptichystany tyto pracovni roztoky a roztoky testovanych latek:
o Obvykle 10mM zakladni roztok testované latky v DMSO, dalsi fedéni bylo
provedeno podle potieby
o 250uM roztok Cu”
Bylo pipetovano 100 pl roztoku testované latky piisluSné koncentrace v DMSO do
testovacich jamek nebo rozpoustédla do jamek kontrolnich.
Potom bylo ptidano 50 pul 1mM roztoku HA.
Poté bylo pfidano 50 ul 250uM roztoku Cu" ionti do vSech jamek.
Desticka byla michana po dobu 2 minut.
Déle bylo ptidano 50 pl 5SmM roztoku BCS (x) nebo vody ( ) (viz Obrazek 14).
Pak byla ihned zméiena absorbance pii vinové délce 484 nm a dale po 5 minutach

(v Case 4:30 bylo méteni zapocato).

Roztok Roztok Roztok Roztok Kontrolni

testované | testované | testované | testované | jamky

latky ci | latkycx | latkycs | latkyex | (c=0)

Jamky

s indikatorem

Slepé

vzorky

Obrazek 14 Schéma mikrotitracni desticky pri stanoveni chelatace Cu” iontii v DMSO

Jamky s testovanou latkou
Jamky kontrolni bez testované latky obsahujici rozpoustédlo (DMSO)
Jamky s indikatorem (BCS)

Slepé vzorky (destilovand H>O)

39



Konec¢ny obsah jamky v mikrotitracni desticce:

4.3.8

b)

g)

h)

100 pl roztoku testované latky v DMSO nebo DMSO
50 pl roztoku HA

50 ul roztoku Cu*

50 ul roztoku BCS nebo vody

Redukce méd’natych ionti v pufru (pH 4,5; 5,5; 6,5 a 7,5)
Nejprve byly pfipraveny zakladni reagenéni roztoky:
o ImM a 10mM roztok HA
o 5mM roztok BCS
Déle byly ptichystany tyto pracovni roztoky a roztoky testovanych latek:
o Obvykle 10mM zdkladni roztok testované latky, dalsi fedéni bylo provedeno
podle potieby
o 250uM roztok Cu**
V dalsim kroku bylo pipetovano 100 ul ptislusného pufru.
Poté bylo pfidano 50 pl roztoku testované latky ptisluSné koncentrace/rozpoustédla do
testovacich jamek nebo 50 ul ImM (pH 6,8; 7,5)/10mM (pH 4,5; 5,5) roztoku HA do
jamek kontrolnich (viz Obrazek 15).
Déle bylo pfiddno 50 pl 250uM roztoku Cu?" iontl do viech jamek.
Nechéano michat po dobu 2 minut.
Nasledné bylo ptidano 50 pl SmM roztoku BCS (x) nebo vody do druhé poloviny jamek
() (viz Obrazek 15).
Pak byla ihned zmétena absorbance pii vinové délce 484 nm a dale po 5 minutach

(v Case 4:30 bylo méteni zapocato).

Roztok Roztok Roztok Rozpoustédlo | Kontrolni

testované | testované | testované | (DMSO) jamky
latky ¢ latky c» latky c3 (HA)
Jamky
s indikatorem
Slepé
vzorky

Obrdazek 15 Schéma mikrotitracni desticky pri stanoveni redukce Cu®” iontii v pufiu
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Jamky s testovanou latkou
Jamky kontrolni s HA

Jamky s indikatorem (BCS)
Slepé vzorky (destilovana H>O)

Konecny obsah jamky v mikrotitracni desticce:

4.3.9

b)

g)

100 pl pufru

50 pl roztoku testované latky/rozpoustédla nebo roztoku HA
50 ul roztoku Cu?*

50 pl roztoku BCS nebo vody

Redukce méd’natych ionti v DMSO
Nejprve byly pfipraveny zakladni reagencni roztoky:
o 1mM roztok HA
o 5mM roztok BCS
Daéle byly ptichystany tyto pracovni roztoky a roztoky testovanych latek:
o Obvykle 10mM zdkladni roztok testované latky, dalsi fedéni bylo provedeno
podle potieby
o 250uM roztok Cu** v DMSO
Nejprve bylo napipetovano 100 ul piislusného roztoku testované latky piislusné
koncentrace v DMSO/DMSO do testovacich jamek nebo 100 ul 1mM roztoku HA do
jamek kontrolnich (viz Obrazek 16).
Poté bylo pitiddno 50 pl 250uM roztoku Cu®" iontti v DMSO do viech jamek.
Michano po dobu 2 minut.
Nasledné bylo ptidano 50 pl SmM roztoku BCS (x) nebo vody do druhé poloviny jamek
() (viz Obrazek 16).
Pak byla ihned zmétena absorbance pii vinové délce 484 nm a déale po 5 minutach

(v case 4:30 zapocCato méfent).
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Roztok Roztok Roztok Rozpoustédlo | Kontrolni

testované | testované | testované | (DMSO) jamky
latky ¢ latky ¢, latky c3 (HA)
Jamky
s indikéatorem
Slepé
vzorky

Obrazek 16 Schéma mikrotitracni desticky pri stanoveni redukce Cu’* iontii v DMSO

Jamky s testovanou latkou
Jamky kontrolni s HA
Jamky s indikatorem (BCS)

Slepé vzorky (destilovana H,O)

Kone¢ny obsah jamky v mikrotitraéni destic¢ce:

100 pl roztoku testované latky v DMSO/DMSO nebo roztoku HA
50 pl roztoku Cu®*
50 ul roztoku BCS nebo vody
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5 VYSLEDKY

5.1 Kalibraéni kiivka

Z hodnot naméfenych absorbanci (viz Tabulka 3) byl sestrojen graf kalibracni kiivky
(Obrazek 17). Pro sestrojeni grafu byly pouzity tyto zakladni koncentrace méd’natych iont:
50uM, 100uM, 150uM, 200uM, 250uM. Pii zvysujici se koncentraci méd’natych iontd se
zvySovala také hodnota naméfené absorbance. Sestavena kalibrac¢ni kiivka tedy vykazuje

linearni zavislost absorbance na koncentraci méd’natych iontt.

Tabulka 3 Namérené hodnoty absorbanci potiebné pro sestaveni kalibracni krivky

Koncentrace 0 50 100 150 200 250
Cu*" (uM)
Prumérna 0,009 0,1014 0,2174 0,295 0,411 0,5314
absorbance
0.7
0.6+ 5
. 05 R?=0.9961 .
Q
S 0.4-
H
S 0.3 .
O
] 0.2
0.1+
0.0 T T T | |
0 50 100 150 200 250

koncentrace Cu*

Obrazek 17 Kalibracni kiivka

5.2 Chelata¢ni u¢inky alkaloidii
Chelata¢ni ucinky alkaloidii byly stanoveny pomoci dvou metod s indikatory

hematoxylinem a disodnou soli kyseliny bathocuproindisulfonové.
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5.2.1 Stanoveni chelatace médi pomoci hematoxylinu

Touto metodou byly zmétfeny vSechny testované latky. Méteni probihalo v prostfedich
pufrtt opH 5,5, 6,8, 7,5. Ze vsSech proméfenych alkaloidi protoberberinového,
spirobenzylisochinolonového a aporfinového typu zadné latka nevykdzala chelatacni aktivitu

méd’natych Cu** iontt.

5.2.2 Stanoveni chelatace médi pomoci BCS

Pomoci této metody byly zméteny vSechny testované latky. Méteni s BCS probihalo
v prosttedich pufrii o pH 4,5; 5,5; 6,5 a 7,5 a v prosttedi DMSO. Z4dna z testovanych latek
alkaloidii protoberberinového, spirobenzylisochinolonového a aporfinového typu v téchto

prostiedich chelataéni aktivitu médnych Cu* ani médnatych Cu?" iontli nevykazala.

5.3 Méd-redukujici u¢inky alkaloidi

M¢éd’-redukujici u€inky alkaloidii byly stanoveny pomoci metody vyuzivajici indikator
disodnou sul kyseliny bathocuproindisulfonové. Méd’-redukujici ucinky nami
testovanych latek jsou zndzornény na obrédzcich nize (viz Obrazek 18—Obrazek 23). V grafu
jsou zaneseny aktivity alkaloidi pii rozdilnych hodnotach pH a v prosttedi DMSO vzdy
v ¢asech 0 min a 5 min.

Alkaloid protoberberinového typu 8-oxoberberin tvofil pii dvou nejvyssich koncentraci

srazeninu, a proto graf neni kompletni.
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5.3.1 Alkaloidy protoberberinového typu

100+

804

60+

40-

% redukované Cu?*

20+

0

/ f "
s e ]
rf/ [ A
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| / ;
e i i /1
iyl /
. !
f o
,[ a‘ rr
I
n”i." /
) A
l‘f-". *
7/ !
e ‘
!. —— . &
n & ¥
e SRS
- — — a4

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

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

Obrazek 18 Méd-redukujici ucinky korypalminu pri ruznych hodnotach pH a v prostredi

DMSO v casech 0 min a 5 min

100+
&
I | -
a3 80
<
(] 60'
5 &l
I
S5 404 3
o e
BE 204 = ——— ,j_::f‘r__f . i
P 3 — — :_- ); : 3
0 T_—_ Ii :]_ ; = 1 I I
DMSO 1:1000 1:100 1:10 11 10:1 100:1

pomér koncentraci (aIkanid:Cu2+)

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

Obrdazek 19 Meéd-redukujici ucinky thaliktrikavinu pri ruznych hodnotdich pH a v prostiedi

DMSO v casech 0 min a 5 min
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1004 pH 4.5 - 0 min
ft’: 80 —— pH4.5-5min
5 I pH 5.5 - 0 min
S0)

G 60 — —+— pH5.5-5min
5 pH 6.8 - 0 min
S 40- y A
2 ‘T —e— pH 6.8 -5 min
; 204 00— ; = ; / . * pH7.5-0min
;_7 _ R Y — pH7.5-5min
e =
0 : DMSO - 0 min

DMSO 1:1000 1:100 1:10  1:1  10:1 100:1

. , _ -~ DMSO - 5 min
pomér koncentraci (alkaloid:Cu?®")

Obrazek 20 Méd-redukujici ucinky 8-oxoberberinu pri riznych hodnotach pH a v prostiedi
DMSO v casech 0 min a 5 min

5.3.2 Alkaloid spirobenzylisochinolinového typu

100- pH 4.5 -0 min
g ~—+— pH4.5-5min
S 80+ i
CGJJ pH 5.5 - 0 min
S 60+ "« pH55-5min
3 i |
£ 404 ‘ pH 6.8 - 0 min
k5 ey i —+— pH 6.8 -5min
— /
2 20 =—— SR ——— '~+’; pH 7.5 - 0 min
0 :1; = — = {——‘—l—’ == | .] ; —— pH 7.5 -5 min
DMSO 1:1000 1:100 1:10 1.1 10:1 100:1 DMSO - 0 min
pomeér koncentraci (alkaloid:Cu2+) = DMSO -5 min

Obrazek 21 Meéd-redukujici ucinky fumarilinu pri riuznych hodnotdach pH a v prostiedi DMSO
v casech 0 min a 5 min
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5.3.3 Alkaloidy aporfinového typu

, pH 4.5 - 0 min
1864 — .
+ At + pH4.5-5min
o~ ’.’:/ | 1
3 807 YA - pH 5.5 - 0 min
w// // ~+ pH55-5mi
S 60- iR p min
5 9.9 « pH 6.8 -0 min
S 0 | v, ~e pHB6.8-5min
@ WY |
o 20- i IE * pH 7.5-0min
° .- = :g” ¥ y ; o
e —— pH7.5-5min
0 T_i - T T T T T | .
DMSO 1:1000 1:100 1:10 11 10:1 100:1 DMSO - 0 min
pomér koncentraci (alkaloid:Cu®") = DMSO - 5 min

Obrazek 22 Méd-redukujici ucinky norisokorydinu pri riuznych hodnotach pH a v prostiedi
DMSO v éasech 0 min a 5 min

H4.5-0min
100- R S -
2 o I ~+ pH4.5-5min
. P =l
g = | pH 5.5 - 0 min
@ "I:‘f""k 2 F 2 —— i
§ 60 r” !/ ¢ . pH 5.5 - 5 min
e ALY pH 6.8 - 0 min
= 40- VA,
B Vil a ~+ pH6.8-5min
@ ypy,
BE 20_ ’7__1__i_—{_— ——— S I‘ .A' v pH ?5 - 0 min
e —+ pH 7.5-5min
0 I 1 1 I 1 I 1
DMSO1:1000 1:100 1:10 11 10:1 100:1 DMSO - 0 min
pomeér koncentraci (alkaloid:Cu2+) = DMSO - 5 min

Obrazek 23 Meéd-redukujici ucinky laurotetaninu pri riiznych hodnotach pH a v prostredi
DMSO v casech 0 min a 5 min
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6 DISKUSE

Vtéto diplomové praci byly zkoumdny alkaloidy protoberberinovych,
spirobenzylisochinolinového a aporfinovych strukturnich typti. VSechny tyto strukturni typy
radime do skupiny alkaloidd isochinolinovych.

Isochinolinové alkaloidy jsou druhou nejvétsi skupinou alkaloidii (po alkaloidech
indolovych), které nalezneme ve vyssich rostlinach. Tato skupina je velmi vyznamna a mnoho
alkaloidil je biologicky aktivnich [78]. [zochinolinové alkaloidy jsou jiz fadu let testovany na
katedfe farmaceutické botaniky Farmaceutické fakulty v Hradci Kraloveé, Univerzity Karlovy.
Vyzkum se zamétuje zejména na ty, které by mohly pfispét v terapii riiznych onemocnéni.

M¢d’ je pro lidsky organismus nepostradatelnd, ale pfi jeji zvySené koncentraci v téle
muze dochéazet k neurodegenerativnim porucham jako je Alzheimerova choroba, Parkinsonova
choroba, dale potom nddorova onemocnéni ¢i aterosklerdza [79]. Pro uspésnou 1écbu nekterych
z téchto onemocnéni je dualezité studovat vlastnosti potencialné prospesnych latek. Muze se
jednat naptiklad o stanoveni chelata¢nich a méd’-redukujicich uc¢ink.

Do mé diplomové prace bylo vybrano téchto 6 alkaloidi: korypalmin, thaliktrikavin, 8-
oxoberberin, fumarilin, norisokorydin a (+)-laurotetanin. K méteni byl vyuzit spektrofotometr,
ktery poskytuje relativné levné, snadné a rychlé méfeni. Ke zjisténi chelata¢nich ucinka
alkaloidii byly pouzity dvé kompetitivni metody s indikatory, a to hematoxylin a BCS. Oba
indikatory vytvari s médi stabilni komplexy, ovSem pfi jejich porovnani jsou komplexy s BCS
stabilnéjsi, 1ze tedy fici, ze BCS je silné¢ kompetitivni indikator. BCS byl také aplikovan ke

stanoveni méd’-redukujicich ucinkt alkaloid.

6.1 Chelatacni aktivita

K meéteni chelataéni aktivity byly pouzity dvé metody: hematoxylinova
a bathocuproinova.

V prostiedich pufiti o pH 5,5; 6,8 a 7,5 reaguje hematoxylin s méd’natymi ionty Cu®* za
vzniku modrych komplexi, které lze prokazat spektrofotometricky. U ndmi testovanych
alkaloidli vSak chelatacni aktivitu nevykazal Zadny z nich. Vzhledem k tomu, Ze je hematoxylin
slabé kompetitivni indikator, 1ze oc¢ekavat, ze by alkaloidy nevykéazaly métitelnou chelatacni
aktivitu ani pfi pouziti BCS jako indikéatoru. Na zdklad¢ ptedchozich praci, které se zabyvaly
meétenim Zelezo-chelatacni aktivity alkaloidi vSak vyplyva, Ze alkaloidy, které nevykazuji

zadnou chelatacni aktivitu v prostiedich pufrli, mohou chelatacni aktivitu vykazovat v prostiedi
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DMSO [59, 80]. Z divodu, Ze nelze hematoxylin za téchto podminek vyuzit, byla k méfeni
chelata¢nich ucinkt alkaloidli pouzita také druha metoda: bathocuproinova.

Tato metoda vyuziva BCS jako vysoce specifického indikatoru, ktery tvoti s méd’nymi
Cu' ionty komplexy pii pH 4,5; 5,5; 6,5 a 7,5. Proto miiZze byt pouZit pro stanoveni méd*-
chelataéni aktivity médnych Cu* a méd’natych Cu®* iontfl. Tyto Cu?* ionty viak musi byt pied
vlastnim stanovenim redukovany pomoci HA, nebot’ BCS chelatuje pouze médné Cu" ionty.
Z4dny z nami testovanych alkaloidii nevykazoval schopnost chelatace méd'nych ani méd’natych
ionti.

Vysledky naseho méfeni mlzeme porovnat s pfedchozimi pracemi, které se také
zabyvaly méd’-chelatacni aktivitou alkaloidt. Alkaloidy strukturnich typl protoberberinovych,
aporfinovych, morfinanovych, pavinanovych a spirobenzylisochinolinovych, které¢ byly
studované v téchto pracich, méd’-chelata¢ni aktivitu nevykazaly. Slabou chelata¢ni aktivitu
vuci médnatym iontim v prosttedi DMSO vykazaly pouze né€které protopinové alkaloidy [58,

81].

6.2 Redukce méd’natych ionti

Volna méd’ se v biologickych systémech nachazi zejména ve formé médnatych iont
Cu?*. Tyto ionty mohou piijimat elektrony od silnych redukénich ¢inidel a redukovat se tak na
médné ionty Cu'. Touto redukci tak miize dochazet ke vzniku reaktivniho hydroxylového
radikalu, ktery je pro organismus ¢lovéka velmi nebezpecny [54, 55]. Z tohoto diivodu bylo
dalsim ukolem mé diplomové prace zjistit, které¢ alkaloidy maji schopnost redukovat méd’naté
ionty Cu?" na ionty méd’né Cu’. Méd-redukujici u¢inky alkaloidi byly méfeny in vitro pii
ruznych hodnotach pH (4,5; 5,5; 6,5 a 7,5) a pfi riznych koncentracich.

Ze ziskanych hodnot redukénich aktivit jednotlivych alkaloidli byly sestrojeny grafy
(viz Obrazek 18—Obrazek 23). Na té€chto obrazcich je znadzornéna méd-redukujici aktivita
alkaloid pfi rozdilnych hodnotach pH a v prosttedi DMSO. Z grafti je zfejmé, Ze redukce médi
je zavisla na ¢ase (0 min vs. 5 min). Pro porovnani aktivity jednotlivych alkaloidii urcitého
strukturniho typu (alkaloidy protoberberinové, spirobenzylisochinolinové a aporfinové), byly
sestrojeny piimky linearni regrese s 95% konfiden¢nimi intervaly (viz Obrazek 24-Obrazek
38). Na grafech jsou zaneseny alkaloidy, kterymi se zabyva tato diplomova pfi jednotlivych

prostiedich pH (4,5; 5,5; 6,5 a 7,5) a v prostiedi DMSO [58, 81].
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6.2.1 Alkaloidy protoberberinového typu

Ptimka linearni regrese pro 8-oxoberberin nebyla vytvoiena, nebot’ tento alkaloid tvofil
pfi dvou nejvysSich koncentracich srazeninu. Kromé nami testovanych alkaloidi jsou na
grafech zaneseny i protoberberinové alkaloidy studované v ramci jiné diplomové prace pro
porovnani jejich aktivit (jednd se o berberin, skulerin, stylopin, kanadin, sinaktin
a tetrahydopalmatin [58]).

Pii pH 4,5 vykézal méfitelnou aktivitu z nasich alkaloidd pouze korypalmin (viz
Obrazek 18). V prosttedich o pH 5,5; 6,8 a 7,5 a v DMSO vykazaly aktivitu oba alkaloidy
kromé¢ jiz zminéného 8-oxoberberinu (viz Obrazek 18—Obrazek 20).

Porovname-li aktivitu naSich a dfive studovanych alkaloidd, je patrné, Ze je zde velky
vliv poctu hydroxylovych skupin ve struktufe. Jediny skulerin, ktery obsahuje ve své struktufe
dveé hydroxylové skupiny, ma vyrazné vyssi aktivitu nez ostatni protoberberinové alkaloidy
[58]. Dalsi alkaloid, jenZ mé ve své struktufe hydroxylovou skupiny, je korypalmin.

Pti pH 4,5 je jeho aktivita srovnatelna s berberinem (viz Obrazek 24), pii pH 5,5
a v prostiedi DMSO vykazoval nizsi aktivitu nez skulerin, ale vyssi nez ostatni alkaloidy (viz
Obrazek 25 a Obrazek 28), pti pH 6,8 a 7,5 je jeho aktivita srovnatelnad se skulerinem (viz
Obrazek 26 a Obrazek 27). Z divodu vySe uvedeného Ize tedy fici, ze u alkaloida

protoberberinového typu ma na aktivitu vliv pocet hydroxylovych skupin.

100
5 ' ;
S 80 ¥ 5 «  berberin
O + = Kkorypalmin
S 60~ _
4 ¢ A = skulerin
@) )
£ 40 & —— stylopin
© i A
2 . /Al
R 20 = &

D I 1 I 2 - I 1

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

pomeér koncentraci (aIkanid:Cu2+)

Obrazek 24 Porovnani méd-redukujici aktivity protoberberinovych alkaloidu pri pH 4,5
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Obrazek 25 Porovnani méd-redukujici aktivity protoberberinovych alkaloidii pri pH 5,5
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Obrdazek 26 Porovnani méd-redukujici aktivity protoberberinovych alkaloidu pri pH 6,8
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Obrazek 27 Porovnani méd-redukujici aktivity protoberberinovych alkaloidii pri pH 7,5
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Obrdazek 28 Porovnani méd-redukujici aktivity protoberberinovych alkaloidii v prostiedi
DMSO

6.2.2 Alkaloidy spirobenzylisochinolinového typu

Skupina alkaloidli spirobenzylisochinolinového typu méla v naSem métfeni pouze
jednoho zastupce, a to fumarilin. Ten vykézal métitelnou aktivitu ve vSech prosttedich (viz
Obrazek 21). Fumarilin v porovnani se dvéma alkaloidy z pfedeslych praci — fumaricinem

a parfuminem [81] neobsahuje ve své struktufe hydroxylovou skupinu a jeho méd’-redukujici
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aktivita je srovnatelna s fumaricinem (viz Obrazek 29-Obréazek 33). Fumaricin i parfumin maji
ve své struktufe jednu hydroxylovou skupinu, ale kazdy v jiné poloze. Parfumin vykazal vyssi
aktivitu ve vSech prostfedich v porovnani s fumaricinem. Je tedy zfejmé, Ze na méd’-redukujici
aktivitu latek spirobenzylisochinolinové skupiny mé vliv také poloha hydroxylové skupiny
[81]. Tato skutecnost byla prokazana i u jinych typt latek [82]. U parfuminu je hydroxylova
skupina navazana pfimo na isochinolinovy skelet. U fumaricinu je hydroxylova skupina
navazana na cyklopentanovém kruhu, ktery je na isochinolinovy skelet pfipojen. Z vyse
uvedeného je tedy patrné, Ze alkaloidy bez hydroxylové skupiny vykazuji nizsi aktivitu nez ty,
které ji obsahuji. Dale potom alkaloidy s hydroxylovou skupinou na isochinolinovém skeletu
vykazuji vétsi métitelnou méd’-redukujici aktivitu v porovnani s alkaloidy, které hydroxylovou

skupinu maji navazanou na jiné ¢asti molekuly [81].
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Obrdazek 29 Porovnani méd-redukujici aktivity spirobenzylisochinolinovych alkaloidu pri
pH 4,5
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Obrazek 30 Porovnani méd-redukujici aktivity spirobenzylisochinolinovych alkaloidii pri
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Obrdazek 31 Porovnani méd-redukujici aktivity spirobenzylisochinolinovych alkaloidu pri

pH 6,8
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Obrazek 32 Porovnani méd-redukujici aktivity spirobenzylisochinolinovych alkaloidii pri

pH7)5
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Obrdazek 33 Porovnani méd-redukujici aktivity spirobenzylisochinolinovych alkaloidu
v prostiedi DMSO
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6.2.3 Alkaloidy aporfinového typu

Oba nami testované alkaloidy norisokorydin a laurotetatin vykdzaly méfitelnou
redukéni aktivitu ve vSech prostfedich (viz Obrazek 22 a Obrazek 23). Jejich aktivity jsou
porovnatelné, pouze v prostifedi DMSO vykazoval laurotetanin o néco malo nizsi aktivitu nez
norisokorydin.

Pti porovnani s ostatnimi alkaloidy stejného typu z ptedchozi studie [81] je zfejmé, Ze
na redukujici aktivitu ma vliv pocet hydroxylovych skupin ve struktufe (viz Obrazek 34—
Obrazek 38). Boldin se dvéma hydroxylovymi skupinami vykazal nejvyssi aktivitu
v prosttedich o pH 6,8 a 7,5 (viz Obréazek 36 a Obrazek 37). V prostredich o pH 4,5 a 5,5 (viz
Obrazek 34 a Obrazek 35) a v prostredi DMSO (viz Obrazek 38) vykazal méd’-redukujici
aktivitu srovnatelnou s ostatnimi alkaloidy (bulbokapnin, isokorydin, korydin, laurotetanin
a norisokorydin). To, Ze boldin vykézal nejvyssi aktivitu je nejspiSe z divodu pritomnosti dvou
hydroxylovych skupin v jeho struktufe.

Alkaloidy, které maji jednu hydroxylovou skupinu, vykazaly navzajem podobnou
reduk¢ni aktivitu. Naopak glaucin vykazal nejniz§i méftitelnou aktivitu ve vSech prostredich.
Tato skute¢nost mize byt vysvétlena absenci hydroxylové skupiny v jeho struktuie [81].

I kdyZ nékteré studie prokazaly, ze nejen pocet, ale 1 zaroveni poloha hydroxylovych
skupin miize mit vliv na reduk¢éni uinky latek [82], tak v tomto piipad€ u nami porovnavanych
alkaloidii aporfinového typu se zda, ze poloha hydroxylovych skupin vliv na jejich reduk¢éni

ucinky nema.
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Obrazek 34 Porovnani med-redukujici aktivity aporfinovych alkaloidii pri pH 4,5
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Obrazek 35 Porovnani méd-redukujici aktivity aporfinovych alkaloidu pri pH 5,5
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Obrdazek 36 Porovnani méd-redukujici aktivity aporfinovych alkaloidii pri pH 6,8
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Obrazek 37 Porovnani méd-redukujici aktivity aporfinovych alkaloidu prvi pH 7,5
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Obrdazek 38 Porovnani méd-redukujici aktivity aporfinovych alkaloidii v prostiedi DMSO
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7 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zméfit chelataci méd’nych a méd’natych ionth a méd’-
redukujici ucinky u vybranych protoberberinovych (korypalmin, thaliktrikavin, 8-oxoberberin),
spirobenzylisochinolinového (fumarilin) a aporfinovych (norisokorydin, (+)-laurotetanin)
alkaloida pii riznych pH (4,5; 5,5; 6,5 a 7,5) a poté porovnat tuto aktivitu s jejich strukturou.
Dale byly nase vysledky porovnany s jinymi pracemi zabyvajici se stejnym tématem a alkaloidy
stejnych strukturnich typi.

Chelata¢ni aktivitu nevykazoval ani jeden z nami testovanych alkaloidi. Reduk¢ni
aktivita byla prokazana u vSech testovanych alkaloida. Nejnizsi aktivitu vykazovaly alkaloidy,
které ve své struktufe neobsahovaly Zadnou hydroxylovou skupinu. Vyssi aktivita byla
naméfena u alkaloidd s jednou hydroxylovou skupinou v jejich molekule. Dva alkaloidy
z ptedeslych praci (boldin a skulerin) obsahovaly ve své struktuie dvé hydroxylové skupiny

a jejich méd-redukujici ucinky byla ze vSech studovanych alkaloidii nejvyssi.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AD
APP
ATP7A
ATP7B
ATOXI1
BCS
CCS

CNS
COX17

CTRI
DMSO
GIT
HA
HEM
HEPES
MD
OHS
PD

pH
PTP 1B
ROS
SOD
WD

Alzheimerova choroba (z angl. Alzheimer’s disease)

amyloidovy prekurzorovy protein (z angl. Amyloid Precursor Protein)
Gen kodujici adenosintrifosfatdzu typu A u Menkesovy choroby

Gen kodujici adenosintrifosfatdzu typu B u Menkesovy choroby
antioxida¢ni chaperon médi (z angl. Antioxidant 1 Copper Chaperone)
disodna sil bathocuproindisulfonové kyseliny

chaperon médi pro superoxid dismutazu (z angl. human Copper Chaperone for
Superoxid dismutase)

centralni nervovy systém (z angl. Central Nervous Systém)

chaperon médi pro cytochrom c-oxiddzu COX17 (z angl. Cytochrome
¢ Oxidase copper chaperone COX17)

transportni protein (z angl. Copper Transporter 1)

dimethylsulfoxid

gastrointestinalni trakt

hydroxylamin hydrochlorid

hematoxylin

(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin ethansulfonova kyselina)

Menkesovo onemocnéni (z angl. Menkes disease)

syndrom occipital horn

Parkinsonova choroba (z angl. Parkinson’s disease)

potential of hydrogen (potencial vodiku)

Protein Tyrosine Phosphatase 1B

reaktivni formy kysliku (z angl. reactive oxygen species)
superoxiddismutaza

Wilsonova choroba (z angl. Wilson’s disease)
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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Kandidat: Be. Lenka Loskotova
Skolitel: doc. Ing. Katefina Macékova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Interakce alkaloidil s prechodnymi kovy IV.

M¢éd’ je biogenni stopovy prvek, ktery se podili na spravné funkci organismu. Je soucasti
fady enzymi a podili se na metabolickych procesech v lidském téle. Hladina mé&di v organismu
by méla byt regulovana, aby nedochazelo jejimu nadbytku ¢i deficitu, nebot’ by mohlo dochazet
ke vzniku patologickych stavii.

Alkaloidy jsou ptirodni dusikaté latky zasaditého charakteru. Nalézdme u nich mnohé
biologické aktivity. Cilem této diplomové prace bylo proméfit méd’-chelatacni a méd™-
redukujici aktivitu isochinolinovych alkaloidl: korypalminu, thaliktrikavinu, 8-oxoberberinu,
fumarilinu, norisokorydinu a laurotetaninu. Aktivita alkaloidii byla méfena pii riznych pH
prostiedi (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5) a v prostiedi DMSO spektrofotometrickou metodou za pouziti
hematoxylinu a disodné soli kyseliny bathocuproindisulfonové. Na zaklad¢ vysledkii byly
odvozeny vztahy mezi strukturou a ¢inkem.

Pti experimentalnim méfeni bylo zjisténo, ze zadny znami testovanych alkaloidii
nevykazal chelatacni aktivitu. Reduk¢ni aktivita byla prokazana u vSech testovanych latek.
Nejniz8i aktivita byla prokézdna u alkaloidd, které ve své struktufe neobsahovaly Zadnou
hydroxylovou skupinu (thaliktrikavin, 8-oxoberberin a fumarilin). Alkaloidy s jednou
hydroxylovou skupinou vykazovaly aktivitu vyssi (korypalmin, norisokorydin a laurotetanin).
Ze vztahu mezi strukturou a aktivitou vyplyva, ze méd’-redukujici aktivita roste se zvySujicim

se po¢tem hydroxylovych skupin ve struktuie alkaloidu.

Klicova slova: méd, chelatace, redukce, isochinolinové alkaloidy
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Title of Thesis: Interactions of alkaloids with transition metals I'V.

Copper is a biogenic trace element that participates in the proper function of an
organism. It is part of a number of enzymes and participates in metabolic processes in the human
body. The level of copper in the organism should be regulated to avoid its excess or deficit, as
pathologies could occur.

Alkaloids are natural nitrogenous substances of alkaline nature. We find many
biological activities in them. The aim of this thesis was to measure copper-chelating and copper-
reducing activity of isoquinoline alkaloids: corypalmine, thalictricavine, 8-oxoberberine,
fumarilin, norisocorydine and laurotetanine. Alkaloid activity was measured at different pH
environments (4.5; 5.5; 6.8 and 7.5) and in the DMSO environment by a spectrophotometric
method using hematoxyline and acid disodium salt bathocuproindisulfonic. Based on the
results, structure-effect relationships were derived.

In experimental measurement, it was found that none of us tested alkaloids showed
chelating activity. Reduction activity has been demonstrated in all test substances. The lowest
activity was demonstrated in alkaloids, which contained no hydroxyl group in their structure
(thalictricavine, 8-oxoberberine, and fumariline). Alkaloids with one hydroxyl group showed
activity higher (corypalmine, norisocorydine, and laurotetanine). It follows from the structure-
activity relationship that copper-reducing activity increases with increasing number of hydroxyl

groups in the alkaloid structure.

Keywords: copper, chelation, reduction, isoquinoline alkaloids
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