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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AD
AMK
ATOX1
ATP7A
ATP7B
BCS
CCS
COX
COX17
CcP
CTR1
DMSO
DMT1
DOPA
D-PEN
DBH
GABA
GSH/GSSG
HA
HEM
IL-2
LOX
MAO
MD
MRNA
MT
NAC
OHS

Alzheimerova choroba

Aminokyseliny

Antioxidant 1 Copper Chaperone, antioxidacni chaperon médi
ATPasa transportujici méd' 1

ATPasa transportujici méd' 2

Disodna sul bathokuproindisulfonové kyseliny
Chaperon médi pro SOD

Cytochrom c oxidasa

Chaperon médi pro COX

Ceruloplazmin

Copper Transporter 1, transportér médi 1
Dimethylsulfoxid

Divalent Metal Transporter, transportér dvojmocnych kovii
Dihydroxyfenylalanin

D-penicilamin

Dopamin B-hydroxylasa

y-aminomaselna kyselina

Glutathion v redukované/oxidované formé
Hydroxylamin hydrochlorid

Hematoxylin

Interleukin 2

Lysyloxidasa

Monoaminooxidasa

Menkesova choroba

Medidtorova ribonukleotidova kyselina
Metalothioneiny

N-acetylcystein

Occipital Horn Syndrome, syndrom tylniho rohu



PAM
ROS
SAM
SOD
TYR
WD

Peptidyl-glycin a-amidujici monooxygenasa
Reaktivni formy kysliku
S-adenosylmethionin

Superoxiddismutasa

Tyrosinasa

Wilsonova choroba



1 UvoD

Méd' patfi mezi stopové prvky. Je nepostradatelnd pro embryogenezi a bunécnou
proliferaci vSech eukaryot. Jeji funkce spociva predevsim ve schopnosti preménovat se mezi
dvéma oxidac¢nimi stavy, médnym a médnatym.

Na druhou stranu, nadbytek nebo dysregulace médi v organismu muzZe vést ke katalyze
Fentonovy reakce za vzniku volnych radikald, které zpusobuji poskozeni rlznych bunécnych
struktur. Kromé vrozenych poruch, jako je Wilsonova a Menkesova choroba, naruseni
homeostdzy médi pravdépodobné hraje roli u patologickych stavl, mezi které patfi
neurodegenerativni onemocnéni, nadory, zanéty a akutni infarkt myokardu. Proto je
udrzovani bunééné homeostazy médi zivotné dllezité.

Chelatace médi je potencidlnim terapeutickym nastrojem u patologickych stav(
spojenych s prebytkem nebo dysregulaci médi. V soucasnosti se klinicky chelatory médi
pouzivaji pouze klécbé Wilsonovy choroby. Vtomto pfipadé cheldtory vytvari komplexy
s nahromadénymi ionty médi a zvysuji jejich vylu¢ovani z organismu. U Menkesovy choroby
je tfeba, aby chelatory podporovaly dodavani médi do deficitnich tkani, obzvlast do mozku.

Chelatory médi urcené pro lécbu by mély idedlné napodobovat chelatory, které
se v organismu pfirozené vyskytuji. Jejich funkce spociva ve schopnosti méd chelatovat
a transportovat, ¢imz se podili na regulaci homeostazy médi. Patfi mezi né metalothioneiny,
chaperony, glutathion a jiné transportéry médi, jejichz strukturu tvori aminokyseliny
propojené peptidovymi vazbami. Ztohoto dlivodu je tato diplomova prace zamérena
na schopnost vybranych aminokyselin chelatovat ionty médi. Zaroven bylo tfeba zjistit i jejich

méd-redukujici aktivitu spojenou s prooxida¢nimi ucinky.



2 CILPRACE

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda mohou byt esencidlni aminokyseliny
povazovany za cheldtory médi. Za pomoci spektrofotometru bylo provedeno in vitro stanoveni
méd-chelatacni a méd-redukujici aktivity vybranych aminokyselin (L-histidinu, L-methioninu,
L-cysteinu, L-cystinu, L-asparagové kyseliny a L-glutamové kyseliny,) a latky odvozené
od L-cysteinu (N-acetylcysteinu) v pufrech o pH 4,5; 5,5, 6,8 a 7,5 které odpovidaji
(pato)fyziologickému prostredi v lidském organismu. Poté byly naméfené hodnoty aktivit
zpracovany do grafd. Nasledné se zhodnotilo, zda nékterd z uvedenych latek vykazuje
vyznamnou aktivitu a jak tato aktivita mlze souviset s chemickou strukturou latky. Nakonec

byly hodnoty aktivit mezi sebou porovnany.
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3  TEORETICKA CAST

3.1 MED

Méd' (Cu) patfi mezi nezbytné stopové prvky, jelikoz se ucastni mnoha redoxnich reakci
v Zivych organismech. Nicméné, volné ionty médi zpusobuji poSkozeni rliznych biomolekul

nadmérnym vytvafenim reaktivniho kysliku.?

3.1.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti médi

V periodické soustaveé prvkl je méd' zafazovana do skupiny pfechodnych kova. Nalezi ji
protonové ¢islo 29 a atomova hmotnost 63,546. Vyskytuje se ve 2 stabilnich a 9 radioaktivnich
izotopech.?3

Mé&d obvykle disponuje oxidaénimi stavy 0 (méd elementérni, Cu®), | (médny ion, Cu*)
all (médnaty ion, Cu?*). Médné ionty se pfi neutrdlnim pH vyznaluji nestabilitou, a proto
na vzduchu oxiduji na stabilnéjsi ionty médnaté, nejdllezitéjsi oxidacni stavy médi. Médnaté
ionty se objevuji ve vodnych roztocich, kde jsou koordinovany se 6 molekulami vody.
Schopnost médi cyklovat mezi oxidacnimi stavy | a Il ma pro biologické systémy velky vyznam.
Méd' zde funguje jako akceptor nebo donor elektron(i. Vzacné se lze setkat i s médi
v oxida¢nim stavu l11.%4

V primyslu je méd' diky jeji tvarnosti, nizké korozi, legovaci schopnosti, vysoké tepelné
vodivosti a vysoké elektrické vodivosti jednim z nejvice vyuZzivanych kovu. Pouziva se ve formé
slitin véetné bronzu, mosazi a bilého zlata. Z divodu vysokého jaderného naboje, malé

velikosti a vysokého ionizaéniho potenciélu je médi pfisuzovana nizkd reaktivita.*

3.1.2 Fyziologicka funkce médi

Zdravé dospélé télo obsahuje priblizné 110 mg médi uloZené predevsim v jatrech
a ledvinach, dale v mozku, krvi a kostni tkani.> Koncentrace médi v krvi se u jednotlivych
pohlavi lisi. U muzd obvykle dosahuje 0,614-0,970 mg/I a u Zen 0,694—1,030 mg/I. Zatimco
u zdravych muzl se koncentrace médi s vékem zvysuje, u Zen k tomuto jevu nedochdzi.b

Jednd se o mikroZivinu nepostradatelnou pro embryogenezi a bunécnou proliferaci
vsech eukaryot.” Jak jiz bylo zminéno, funkce tohoto esencidlniho stopového prvku je hlavné
zaloZena na schopnosti pfemériovat se mezi dvéma oxida¢nimi stavy, médnym a médnatym.*

Na druhou stranu, stejna schopnost mlzZe byt pficinou uvoliovani volnych radikald,
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které plsobi na bunécné komponenty nepfiznivé. Proto je udrZzovani bunécné homeostazy
Zivotné dulezité.

Existuji rGzné enzymy, tzv. kuproenzymy, jez pro svou funkci vyzaduji méd' (Tabulka 1).
Uc&astni se mnoha Zivotné ddleZitych procest, jako je buné&&né dychéni, eliminace reaktivnich

forem kysliku (ROS) a biosyntéza neurotransmiter nebo pojivovych tkani.l>

Tabulka 1: Priklady kuproenzymd a jejich funkce v lidském organismu? 7 8

Kuproenzym Fyziologicka funkce
Aminooxidasa Deaminace primarnich amin(
Askorbatoxidasa Produkce dehydroaskorbatu

Ceramid galaktosyltransferasa =~ Syntéza myelinu
Ceruloplazmin (CP) Transport médi, feroxidasa |

Cytochrom c oxidasa (COX) Bunécné dy,'/chvéml'v— t‘erminélnl' oxidasa v elektronovém
transportnim retézci

Dopamin B-hydroxylasa (DBH) Katalyza konverze dopaminu na norepinefrin

Lysyloxidasa (LOX) Zesiténi kolagenu a elastinu

Monoaminooxidasa (MAO) Syntéza neurotransmiteru

Peptidyl-glycin a-amidujici

Zpracovavani neuropeptidl
monooxygenasa (PAM) P Pep

Sulfhydryloxidasa Zesiténi keratinu
Superoxiddismutasa (SOD) Vychytavani volnych radikall
Tyrosinasa (TYR) Syntéza melaninu v k(zi

Dale je méd vorganismu vyuZivana jako dulezitd strukturni slozka nékterych
makromolekul. Tato molekularni role médi se projevuje predevsim pfi vyvoji a rastu plodu
a ditéte. Méd ma velky vyznam pro spravnou funkci imunitniho systému, pevnost kosti,
metabolismus cholesterolu a glukdzy a pro kontraktilitu myokardu. Také se Ucastni udrzovani

dobrého stavu vlast a pokozky a tvorby pigment(.?

3.1.3 Zdroje a prijem médi
Méd je nedilnou soucasti Zivotniho prostredi, zejména vody, pldy a prachu. V zavislosti
na konkrétnich podminkach se obsah médi na rGznych mistech lisi. Jejimi antropogennimi

zdroji jsou huté, elektrarny, komundlni spalovny a pesticidy.?
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V Zivych organismech méd nemuzZe byt metabolickymi procesy vytvorena ani znicena,
atak musi byt pfijimana zexternich zdrojd. U savcl je ziskdvdna zejména
prostfednictvim potravy.” Asi 20-25 % z pfijimaného mnoZstvi médi pochazi z pitné vody.?

Mezi potravni zdroje médi patfi houby, brambory, fazole a hrach. Obzvlast bohaté
na méd' jsou arasidy a pekanové ofechy. Vyznamné mnoiZstvi se také nachazi v pSenici, Zité,
citronech a rozinkach. Nékteri mékkysi mohou vyjimecné obsahovat az 5 mg médi na kilogram
mokré vahy, zvlasté ti, co maji v téle hemocyanin jako respiraCni pigment. Vyznamnym
zdrojem jsou i vnitfnosti, zejména jatra.?

Bézna strava obsahuje 1-5 mg médi, cozZ je dostacujici pro prevenci jejiho nedostatku
a zaroven nestadi k vyvolani toxicity.3 Za normalnich podminek gastrointestinalni trakt ¢lovéka
oplyvad schopnosti absorbovat pFiblizné 30-40 % poZité médi.> Ve Spojenych statech byl
stanoven denni doporuceny pfijem médi pro dospélé obou pohlavi ve véku 19-70 let
na 0,9 mg. Pfipustnd horni hranice pfijmu ve stejné vékové skupiné je 10 mg za den.? Potfeba

médi se v obdobi téhotenstvi (1 mg/den) a pfi laktaci (1,3 mg/den) zvysuje.3

3.1.4 Homeostaza médi a jeji regulace
V lidském organismu je homeostaza médi vysoce koordinovanym procesem. Probiha zde
na intraceluldrni i interceluldrni dGrovni. Zahrnuje procesy, jako je intestindlni absorpce,

bunéény eflux, distribuce a bilidrni exkrece.®

3.14.1 Absorpce

Kabsorpci médi dochazi ve dvou fazich. Vté prvni je méd absorbovana
enterocyty tenkého stfeva a nasledné reabsorbovdna do portdlniho obéhu, kudy
je prostfednictvim proteinl transportovdna do jater a ledvin. V druhé fazi je absorbovana
hepatocyty a odtud se transportuje do ostatnich organ( véetné mozku, srdce a kostnich tkani.>

Absorpce médi zavisi predevsim na jeji chemické formé. Pro transport bunécnou
membranou je nezbytna forma redukovana. Kabsorpci dochdzi zejména prostrednictvim
difuze nebo vyuZitim nékterého z transportnich proteind, DMT1 nebo CTR1.°

DMT1 vaze kromé médi i ostatni dvojmocné kovy, jako je Zelezo a mangan. Méd ma vsak
k tomuto proteinu pomérné nizkou afinitu. Oproti DMT1 je CTR1 pro méd' vysoce afinitni.
Soucasné znalosti mu tak pfipisuji klicovou roli v absorpci médi. Tvofi kanal, ktery transportuje

méd'v jeji redukované formé. Jeho extracelularni doména je bohatd na aminokyselinu (AMK)
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methionin, zatimco intracelularni doménu tvofi zejména histidin a cystein. Kromé plazmatické
membrany se CTR1 nachdzi v intracelularnich vezikulach. &9 10

Intracelularni proteiny metalothioneiny (MT) a méd-specifické chaperony spolu
s tripeptidem glutathionem (GSH) hraji dulezitou roli vregulaci homeostazy médi. MT
sekvestruji v burikdch nadbytek médi a ostatnich tézkych kovll. Exprese MT je totiz tézkymi
kovy indukovana, z cehoZ vyplyva jejich regulacni funkce. Jsou znamy 3 typy méd=-specifickych
chaperond: ATOX1, COX17 a CCS. ATOX1 pomahd médi dostat se z cytosolu do Golgiho
aparatu, aby se zde zaclenila do méd-transportujicich ATPas ATP7A nebo ATP7B, které také
umoznuji bunécny eflux médi. Diky COX17 se méd' dostava do mitochondrii, kde se vyskytuji
ostatni proteiny vdzajici méd. Za pomoci CCS méd sméfuje k superoxiddismutase (SOD)
vyskytujici se v cytosolu nebo mitochondriich. GSH se rychle vazZe na ionty médi a nasledné je
pfendsi k MT nebo ostatnim proteiniim, které sekvestruji méd. > >

Faktory, které inhibuji absorpci médi ze stfevniho lumen, zaroven snizuji jeji celkovou
biologickou dostupnost. Bud zpUlsobuji pokles intralumindlni rozpustnosti médi nebo
vyvolavaji kompetitivni interakce s transportérem médi pres mukdzu. Prikladem je velmi
vysoky prijem vlakniny, fytatl, vitaminu C, fruktosy a ostatnich cukrd, které vyznamné snizuji
biologickou dostupnost médi. Zinek a kadmium se zdaji byt nejsilnéjSimi inhibitory absorpce
médi. S nejvétsi pravdépodobnosti proto, Ze soutéZi s médi o transport a/nebo zvysuji
koncentraci intestindlniho MT. Naopak vysoky pfijem bilkovin mize biologickou dostupnost
zvySovat. Bylo zjiSténo, Ze Zivocisné bilkoviny ve stravé absorpci médi podporuji. Oproti tomu
rostlinné proteiny mohou absorpci médi z divodu obsazenych flavonoidli inhibovat. Absorpce

muUZe byt urychlovdna komplexy médi s citratem, fosfatem a glutamatem.? ©

3.1.4.2 Distribuce
Méd' uvolnéna z intestindlnich bunék se presouva do kapilar, kde se v portalni krvi vaze
na albumin, GSH a AMK. Také existuje maly protein transkuprein majici specifickou roli
v transportu médi v plazmé.? Pfiblizné 95 % plazmatické médi se nachazi v ceruloplazminu
(CP), coz je oxidasa, ktera usnadniuje export bunééného Zeleza tim, Ze oxiduje Zeleznaté ionty
na Zelezité pfi vystupu zferroportinu. Bylo zjisténo, Ze aceruloplazmatické mysi a lidé
nevykazuji nedostatek médi, z ¢ehoz Ize usuzovat, Zze CP nema zdsadni vyznam pro pfijem médi

in vivo. SpiSe se za hlavni zdroje plazmatické médi povaZuji mensi frakce médi vdzané na AMK.”
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Méd je z portdlniho obéhu primarné prijimana jatry. Ta provadi homeostatickou
kontrolu nad extrahepatdlni médi tim, Ze reguluji jeji uvolfiovani. Jakmile se méd' ocitne
v jatrech, je bud zabudovadna do méd*-vyzadujicich protein(, které jsou nasledné vylucovany
do krve a transportovany do extrahepatdlnich tkani pomoci albuminu, AMK a CP, nebo je
vyloucena Zluéi. Specifické receptory pro CP byly identifikovany v srdci, mozku, jatrech,
ledvinach a lymfocytech.? Vétsina médi, kterd se dostava do jater a ledvin, se vraci do plazmy
vazana na CP, z ¢ehoZ vyplyvd, Ze oba organy mohou byt dalezitym zdrojem cirkulujici formy

médi vazané na proteiny.®

3.14.3 Bunécny eflux
ATP7A a ATP7B jsou dllezitymi ATPasami, jejichZ funkce spociva v fizeném bunécéném
efluxu médi.> Zatimco exprese genu pro ATP7A probihd v mnoha tkdnich kromé jater, gen

pro ATP7B exprimuji pfedevsim jatra.®

3.14.4 Exkrece
Aby se zabranilo pretizeni téla médi, je s pomoci ATP7B prebytecnda méd z hepatocytt
exkretovana do Zluci. ProtoZze Zlu¢ slouzi jako hlavni cesta exkrece médi, lze ji pouZit
pro kontrolu hladin médi v jatrech. Méd ve ZluCi je vdzana jak s nizkomolekularnimi,
tak s makromolekuldrnimi latkami. K resorpci bilidrni médi dochdzi jen velmi omezené.
VétSina médi ve stolici pochazi pravé zbiliarni exkrece. Zbytek je produktem
deskvamace slizni€¢nich bunék, nebo se jedna o méd neabsorbovanou. Vylucovani modi je

zanedbatelné.? ®

3.1.5 Vrozené poruchy homeostazy médi

Osud médi v lidském téle je sloZity a dosud nebyl plné pochopen. Zivy organismus viak
vyzaduje peclivou regulaci homeostdzy médi, protoZze nevdzané ionty médi se podileji
na tvorbé ROS v dusledku katalyzy Fentonovy reakce (viz kap. 3.3.1), coz nasledné zpusobuje
poskozeni rliznych biologickych struktur. Typickym pfikladem je Wilsonova choroba (WD).!

Zdédéné mutace narusuji transport médi nebo jeji nitrobunéény metabolismus, ¢imz
zpUsobuji nékolik onemocnéni projevujicich se u ¢lovéka. Nékteré poruchy jsou disledkem
nedostatecné funkce cytochrom c oxidasy (COX), kterda je zpUsobena mutacemi
v mitochondridlnich metalochaperonech. Dalsi onemocnéni vznikaji z mutaci, které ovlivAuji
absorpci a distribuci médi v lidském téle.” Mezi zavainé poruchy homeostazy médi patfi

Menkesova choroba (MD) a jiz zminéna WD. Zatimco u prvni z jmenovanych dochazi zejména
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k nedostateCnému zasobeni médi, druha je charakteristickh médnou akumulaci a z ni

vyplyvajici toxicitou.?

3.1.5.1 Menkesova choroba

MD je dédicné onemocnéni, které je zpisobeno mutacemi vedoucimi ke ztraté funkce
ATP7A.” Protoie se ATP7A exprimuje téméf vkazdém orgadnu kromé jater, jednd se
o onemocnéni systémové.> Ackoli je mnozZstvi médi v téle dostatecné, sekundarné dochazi
k nedostatku médi z dlivodu Spatného zasobeni enzymd, které ke své funkci méd vyzaduiji.
Méd se akumuluje v nehepatdlnich tkdnich, ale kromé jater dochazi k jejimu nedostatku
zejména v krvi a mozku.™

Kvali vazbé na chromozom X se primarné projevuje u chlapctl, zatimco jejich biologické
matky jsou heterozygoti a nositeli této poruchy.> 7 Celkovy vyskyt MD je uvadén jako
1 ze 100 000 — 250 000 porodd. Nicméné byly zjistény geografické rozdily. Udajné je nejvyssi
vyskyt MD v Australii, v poméru 1 : 50 000 — 100 000. V Evropé byl za pomoci velké observacni
studie zji$tén vyskyt v poméru 1 : 300 000.°

Nedostatek médi, ktery je dlsledkem MD, ma dopad zejména na nervovy systém
Clovéka. V mozku dochazi k ovlivnéni katecholaminovych drah, coz vede k abnormalnim
hladindm metabolitd katecholaminl v krvi a télesnych tekutinach. Zatimco u sledovanych
kojencl byly zjistény normadlni hladiny norepinefrinu, poméry metaboliti dopaminu,
kyseliny dihydroxyfenyloctové a katecholaminového prekurzoru dihydroxyfenylalaninu,
k neurondlnimu metabolitu norepinefrinu, dihydroxyfenylglykolu, byly zvySeny nad kontrolni
meze, coz naznaCuje Castec¢ny nedostatek funkce dopamin B-hydroxylasy (DBH). Zjisténi
téchto hodnot tvofi zdklad screeningového testu u kojencl. Navic vyznamné snizeni aktivity
COX vmozku vede kintracerebrdlni laktatové acidéze a dalSim mitochondridlnim
abnormalitdm, coZ také k neurondlni dysfunkci pfispiva.’

Klinické projevy MD jsou vysledkem nedostatecné funkce rlznych kuproenzymd.
Deficience tyrosinasy (TYR) zpUsobuje hypopigmentaci vlasi a bledost kGize. Nedostatek
lysyloxidasy (LOX) vede k roztfepené a rozdélené arterialni intimé z dlivodu vadného zesiténi
elastinu a kolagenu. Snizend funkce COX je pfi¢inou hypotermie a pfi nedostatku
askorbatoxidasy dochazi k demineralizaci kosti. Snizena syntéza katecholamin( je pfisuzovana

nedostateéné funkci DBH.8
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MD je velmi ¢asto pricinou predcasného porodu. Vlasy kojencli s MD jsou Sedé a kiehké,
pfipominaji ocelovou vinu. Tento jev se nazyva pili torti a Ize jej odhalit mikroskopickym
vySetfenim. Kojenci maji také zavalité tvare a zmény na skeletu. Vzhled a rlst novorozencl
mlze byt normdlni, ale u vétSiny se asi ve véku 3 mésici zacinaji objevovat ptiznaky
vyvojového opozdéni a zachvaty. V klinickém obrazu poté dominuje mozkovd degenerace
s vaskularnimi komplikacemi, zejména subduralnimi hematomy.®

Zéavazinost MD se u rliznych pacient( lisi.28 MUZe se vyskytnout i mirnéjsi varianta defektu
ATP7A, tzv. syndrom tylniho rohu (Occipital Horn Syndrome, OHS).2 OHS je vzacna porucha,
pfi niz dominuji vyrazné abnormality pojivové tkané véetné okcipitalnich exostdz. Kromé toho
mohou pacienti s OHS vykazovat mentalni postizeni.'3

Lécba MD je velmi slozZita. Zavisi predevsim na mnozstvi funkénich ATP7A a na v€asném
zahdjeni lécby. Komplex méd-histidin (Obrazek 1), ktery je nutno podavat parenterdiné,
predstavuje jedinou klinicky dostupnou mozZnost |écby. Jeho mechanismus Ucinku spociva
ve vyméné médi s dalSimi slou¢eninami obsahujicimi ve své struktufe imidazol, ¢imz dochazi
ke zvySeni hladiny médi v krvi. VyuZiti komplexu méd-histidin je zaloZeno na zjisténi,
Ze se tento komplex pfirozené v lidské krvi vyskytuje. Tento komplex vSak neni schopen
pfekonat hematoencefalickou bariéru. Pouze transportuje méd k povrchm bunék,
co? nemusi byt dostacujici pro zajisténi potfeb mozku. Uspéiny vysledek 1é¢by je pozorovén

jen u pfiblizné 20 % pacient s MD.?

Obrdzek 1: Struktura komplexu médi s histidinem**

17



3.1.5.2 Wilsonova choroba

Oproti MD je WD zplisobena mutacemi v ATP7B, coz vede k defektu ve vylu¢ovani médi
Zluéi. Nasledné se méd hromadiv jatrech. Pokud neni WD |ééena, dochazi k jaternimu selhani.”
Na rozdil od ATP7A je gen pro ATP7B exprimovan predevsim hepatocyty, tudiZ se primarné
jednd o jaterni onemocnéni, které je spojovano s nékterymi neurologickymi
a oftalmologickymi problémy.>

WD se fadi mezi autozomélné recesivni dédi¢nd onemocnéni.’> Celosvétova prevalence
této choroby je pfiblizné 1 : 30 000.® Bylo popsano vice nez 700 mutaci ATP7B, které se mezi
sebou lisi klinickou zdvaznosti.'’

Diagnostika WD zahrnuje stanoveni aktivity CP a koncentrace médi v séru. Pfi WD
je aktivita CP redukovana a sérova koncentrace volné médi zvySena. DalSim znakem mUze byt
vysoké mnozstvi médi v moci nebo tzv. Kayser(v-Fleischerdv prstenec v rohovce.’

Zvysena intracelularni hladina médi zplGsobuje oxidacni stres a tvorbu volnych radikald.
Taktéz narusuje funkci mitochondrii. Kombinace téchto ucink( je zodpovédna za bunécnou
smrt jak v jaterni a mozkové tkani, tak i v dalSich organech.®

Prvnim klinickym projevem WD je Casto jaterni onemocnéni, od asymptomatickych
morfologickych zmén pres hepatitidu, Zloutenku a cirhdzu az po akutni jaterni selhani. Jaterni
poruchy cCasto doprovazi neurologické pfiznaky. Ty nastupuji prlimérné ve véku 20-30 let.
Prevlada tres, parkinsonismus a dystonie, které jsou vétSinou spjaty s dysartrii, poruchou
chlize a vadnym drZzenim téla. M(iZe se objevit i hypersalivace nebo dysfagie. Mnoho pacientu
s WD trpi néjakym psychiatrickym onemocnénim, nejcastéji depresi. Oftalmologické priznaky
jsou také pomérné casté a jsou zpUsobeny nahromadénim médi vrohovce. Kromé
Kayserova-Fleischerova prstence zahrnuiji i kataraktu.’

U symptomatickych pacientd jsou jako léky prvni volby pouZivany cheldtory médi.” Prvni
se intramuskuldrné podaval dimerkaprol, avsak brzy bylo zjisténo, Ze neni vhodny
k dlouhodobé |é¢bé kviali navozeni Iékové tolerance a sldbnoucimu klinickému ptinosu.
V soucasnosti patfi mezi léky prvni volby D-penicilamin (D-PEN) a trientin. Pro pacienty, ktefi
maji Zivot ohroZzujici jaterni selhani nebo netoleruji farmakologickou Ié¢bu, je alternativou
transplantace jater. Asymptomaticti pacienti vétSinou uZivaji zinek v peroralni Iékové formé,

jehoZ mechanismus Ucinku spociva ve snizovani absorpce médi pfijimané potravou.” 1

18



3.1.6 Dusledky naruseni homeostazy médi
Nedostatek, stejné tak i nadbytek médi mohou byt pfi¢inou nepfiznivych Ucinku
na zdravi ¢lovéka. Krivka zavislosti odpovédi na davce tak bude mit pravdépodobné tvar
pismene U.2 Kromé vrozenych poruch, naru$eni homeostazy médi pravdépodobné hraje roli
u rliznych patologickych stav(, véetné neurodegenerativnich onemocnéni, naddort a akutniho

infarktu myokardu.!

3.1.6.1 Nedostatek médi v lidském organismu

Jak jiz bylo zminéno, béznd strava Clovéka obsahuje dostatecné mnozstvi médi, tudiz
je deficit zpusobeny nedostateénym pfijmem médi v potravé spiSe neobvykly. Nedostatek
médi byl vSak nejvice pozorovan u kojencl na uUplné parenterdlni vyzivé s neadekvatnim
slozenim minerall nebo u pacientl s perzistujicim nefritickym syndromem spojenym
se zvy$enymi ztratami médi.'® Je zajimavé, Ze nizsi hladina médi byla také zjisténa u kuraku
muzského pohlavi.®

Deficience médi méni ulohu dalSich bunéénych sloZek podilejicich se na antioxidacnich
aktivitach, jako je Zelezo, selen a GSH. Hraje tak dleZitou roli u onemocnéni zplsobenych
oxidacnim stresem. Dlsledkem deficitu médi je naruSeni funkce hematopoetického systému
a krve, dale kardiovaskularniho, nervového a imunitniho systému a také pojivovych tkani
a kosti.?2

Srdce a srdecni cévy reaguji na nedostatek médi velmi citlivé. Bylo prokazano, ze
nedostatek médi navozeny vrdmci experimentll vyznamné zvySuje nachylnost
lipoproteind a kardiovaskularnich  tkani k peroxidaci lipidli, coZ podporuje vznik
kardiovaskularnich onemocnéni. Jsou pozorovany zvétSené kardiomyocyty, porucha
myofibril, elektrokardiografické abnormality a zhorSené kontraktilni a mitochondrialni
respiracni funkce. Nedostatek médi vede také k anémii, jelikoZ pfi tvorbé krevnich bunék je
dllezitd COX. Priexperimentech s depleci médi se rovnéz vyskytly aortalni stendzy
a abnormality krevniho tlaku.®

Mozek je na oxidacni stres velmi citlivy, coZz mizZe byt nedostatkem médi jesté
podporeno. Dochazi ke snizeni aktivity COX, které vede ke zvySené produkci superoxidu
dychacim fetézcem a/nebo naruseni funkce SOD a naslednému oslabeni uz tak nizké

antioxidaéni obrany mozku.?°
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Méd' je pro imunitni reakce v organismu dulezita. V pribéhu zanétu jeji hladina v séru
stoupad. Deficit médi narusuje funkci aktivovanych T-lymfocytd, které produkuji interleukin 2
(IL-2). Dochazi tak ke snizeni aktivity a ucinnosti bunécné i humoralni slozky nespecifické
imunity.*?

V tkanich, které obsahuji elastin a kolagen, jako jsou krevni cévy, Slachy a kosti, dochazi
pfi nedostatku médi ke sniZzeni mechanické pevnosti. Pfi¢inou je nedostatecna aktivita LOX

a z toho vyplyvajici nedostateéné zesiténi elastinu a kolagenu.?!

3.1.6.2 Nadbytek médi v lidském organismu a jeji toxicita

Expozice clovéka vysokymi hladinami médi mlze vyustit v fadu nepfiznivych Ucinkd
na jeho zdravi. Kromé kancerogennich ucink(i je nadbytek médi také nepfimo spojovan
s fadou neurologickych a prionovych onemocnéni.?

Role médi v rlistu a progresi zhoubnych novotvarl je predmétem intenzivnich vyzkum(
jiz od té doby, kdy bylo zjisténo, Ze volné ionty médi generuji ROS. Ty prdvé mohou aktivovat
signalni drahy pro bunécnou proliferaci. Nadorové buriky obecné potrebuji pro svij rast
a metabolismus vice médi nez bunky normalni. Vysoké hladiny médi v séru a tkanich byly
nalezeny pfi rdznych nadorovych onemocnénich, véetné Hodgkinova lymfomu, leukémie,
sarkomu, nddoru mozku, délozniho ¢&ipku, prsu, plic a jater.®

Naruseni homeostazy médi, stejné tak i zinku, manganu a Zeleza, hraje dalezZitou roli
v patogenezi neurodegenerativnich onemocnéni, zejména Alzheimerovy choroby (AD).
Je zndmo, Ze hladina médi v krvi se se starnutim organismu zvysuje. U pacientli s AD dochazi
ke zvySeni hladiny médi zejména v mozku. Bylo prokazano, Zze nadmeérné mnozstvi volné médi
v krvi téchto pacientl koreluje s mirou naruseni jejich kognitivnich funkci. Dalsi studie
naznacuji, Ze méd mulzZe podporovat agregaci amyloidu B. TaktéZ u senilnich plak(l byla
pozorovana neobvykle vysoka koncentrace médi. K neurodegenerativnim proceslim vede
pravdépodobné i oxidacni stres. Nadbytek médi se mize také podilet na vzniku Parkinsonovy
choroby nebo roztrousené sklerdzy.t® 22

Prionovy protein PrPC je glykoprotein vazajici méd, ktery byl nalezen prevainé
na synapsich v mozku, miSe a perifernich tkanich. Zplsobuje prionova onemocnéni véetné
Creutzfeldtovy—Jacobovy choroby, Gerstmannovy—Strausslerovy—Scheinkerovy choroby

a fatdlni familiarni insomnie. Uvadi se, Ze PrPC ma aktivitu podobnou SOD. Na konci 90. let
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bylo zjisténo, Ze méd' stimuluje endocytézu PrPC. Stimulace endocytdzy PrPC vyZzaduje vysoce
konzervativni opakujici se vazbu Cu?* iont( k tomuto proteinu.'®

Intoxikace médi je vzdcna, zato velmi zdvazna. Kakutni otravé dochazi nejcastéji
nahodnym pozZitim kontaminovaného jidla nebo vody. Byly vSak zaznamendny pfipady, kdy
k intoxikaci vedla cesta intravendzni, rektdlni, koZnim poranénim, a dokonce i cesta
nitrodélozni. BEhem intoxikace se zvysuje hladina volné médi v krvi, coZ ma za nasledek tvorbu
ROS a inhibici nékterych enzym( vcéetné glukdza-6-fosfat-dehydrogenasy. DUlsledkem
je bunécné poskozeni. Bylo zaznamenano selhani jater, srdce a ledvin. Mezi ¢asté symptomy
otravy médi patfi nevolnost, zvraceni, prujem, bolesti bficha a hlavy, dychaci potize,

tachykardie a hemolytickd anémie.1% 23

3.2 CHELATACE MEDI

Chelatace kovl je slibnym procesem u patologickych stavl spojenych s nadbytkem nebo
dysregulaci prechodnych kovi. V soucasnosti je klinické pouziti chelatori médi omezeno
pouze na lé¢bu WD, kterd jinak bez 1é¢by konci fatalné. Vyzkum cheldtor(l pro ostatni zminéné
poruchy, zejména centrdlni nervové soustavy, stale probih3, ale vétsina sloucenin je doposud

ve fazi experimentalniho testovani.t

3.2.1  Principy chelatace

V pripadé nadbytku by mél chelator médi odstranit kov akumulovany v téle. Aby k tomu
mohlo dojit, musi byt tato latka schopna dosahnout cilového mista, chelatovat kov a nasledné
byt z organismu eliminovana. Avsak mlze se stat, Ze vhodny kandidat na chelator in vitro bude
Spatnou volbou pro poutziti in vivo. Divodem mohou byt endogenni latky, jako jsou
cytochromy a hemoglobin, které s cheldtory kompetuji.?*

Pti chelataci se kovové ionty vazi k ligandim za vzniku cheldtovych komplexu. V tomto
pripadé je atom ligandu donorem 1 nebo vice elektronovych par(i (Lewisova baze), zatimco
kovovy iont funguje jako jejich akceptor (Lewisova kyselina). Mezi nimi vznikd koordinacné
kovalentni vazba. To, jaky atom bude donorem, mize zaviset na pfitomném kovovém iontu
nebo hodnoté pH.?

Pro tzv. tvrdou Lewisovu kyselinu (napf. Fe3* ion) je charakteristickd mala velikost,
vysoky ndboj a slaba polarizovatelnost. Naopak tzv. mékka Lewisova kyselina, jako je Cu*ion,

miva vétsi velikost, nizky ndboj a vysokou polarizovatelnost.?* Cu?* ion nelze jednoznacné
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zafadit.?> U tzv. tvrdé Lewisovy baze plni funkci donorti atomy kysliku nebo dusiku. Oproti
tomu funkéni skupiny obsahujici atom siry nebo selenu patfi k donorim, které jsou soucasti
tzv. mékkych Lewisovych bazi. Ke vzniku stabilniho chelatu je zapotfebi reakce mezi tvrdou
Lewisovou kyselinou a tvrdou Lewisovou bdazi nebo mezi mékkou Lewisovou kyselinou

a mékkou Lewisovou bazi.2*

3.2.2 Chelatory médi

V lidském téle je pfirozené pfitomno nékolik chelatord médi véetné méd-specifickych
chaperonld a prenasecl. Chelatory uréené pro lécbu by mély idedlné tyto endogenni
slouceniny napodobovat a pouzivat napfiklad jejich vymeénné transportéry pro bunécény influx
a eflux. Cheldtory médi pro Ié¢bu WD podporuji vylu¢ovani médi stolici nebo modéi. U MD
je tfeba, aby cheladtory fungovaly jako tzv. ionofory a podporovaly tak dodavani médi pres
plazmatické membrany nebo hematoencefalickou bariéru do deficitnich tkani, obzvlast
do mozku.!

S ohledem na rdzné patofyziologie je tfeba se pfi screeningu novych chelatorli médi
zameéfit na nékolik faktor(, zejména na afinitu k médnatym nebo médnym iontiim, stejné tak
i redukci médnatych iontl. Dale je tfeba se zaméfit na stabilitu komplex( s kovy a pfipadnou
Ucast pri tvorbé ROS a vyvoldni toxického ucinku. Taktéz je nutné zjistit jakou roli v procesu
chelatace hraji (pato)fyziologické hodnoty pH. Nizsi neZ fyziologicka hodnota pH je typicka
pro podminky absorpce médi v duodenu a pro nékteré patologické stavy, jako je akutni infarkt
myokardu, zanét a nador. Pokud je v burikach nadbytek médi, dochazi zfejmé k jeji akumulaci
v lysozomech (pH 4-5). Mezi dllezité faktory také patfi zjiSténi, zda zkoumané cheldtory
chelatuji i ostatni ionty, predevsim ionty Zeleza a zinku. V neposledni fadé je dulezita lipofilita
samotného cheldtoru i vzniklého komplexu, protoZe ovliviiuje penetraci do bunék
a centralniho nervového systému.’ 26

Standardné pouzivanym cheldtorem médi v Ié¢bé WD je D-PEN, ackoli jeho ucinnost
neni tak vysoka jako u pozdéji objeveného trientinu. Navic vykazuje vyznamné vedlejsi ucinky,
které se tykaji zejména imunitniho systému, ledvin a pojivové tkané. Kromé toho je zde riziko
pocatecniho zhorseni neurologickych symptomda. Trientin je alternativou pro pacienty, ktefi
D-PEN netoleruji. Ma lepsi profil bezpeénosti. Mezi dalsi Uéinné chelatory médi patfi

tetrathiomolybdat.’ 26
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3.3 REDUKCE MEDI

Cheldtory médi mohou po své absorpci v lidském organismu chelatovat Cu* a Cu?* ionty
a tim podpofit jejich exkreci nebo také mohou Cu?* ionty redukovat na Cu* a zvysit tak produkci
hydroxylovych radikél(, nejreaktivnéjsich ROS, které jsou znamy.®

Jak chelataci, tak i redukci Ize povaZovat za potencidlni terapeutické nastroje. Redukce
volnych iontd médi mlzZe vést ke katalyze Fentonovy reakce (viz kap. 3.3.1), kterd mlze byt
naptiklad pfi infarktu myokardu Skodlivd, ale na druhou stranu v pfipadé nadorového

onemocnéni uzite¢na.?’

3.3.1 Fentonova reakce
Fentonova reakce predstavuje reakci peroxidu vodiku (H203) s ionty pfechodnych kovd,
jako je méd nebo Zelezo. V pfipadé médi, H,0, oxiduje Cu* ionty na Cu?* za vzniku vysoce

reaktivniho hydroxylového radikalu (Obrazek 2).28

Cut + H,0, » Cu?t + HO- + OH~

Obrdzek 2: Fentonova reakce s médnymi ionty?®

3.4 AMINOKYSELINY

Aminokyseliny (AMK) jsou zakladni stavebni jednotky Zivotné dllezitych makromolekul,
protein(l. Tvoli enzymy a hormony, které fidi a reguluji metabolismus. Ddle jsou soucdsti
kontraktilnich proteint ve svalech. V kostech obsaZzeny kolagen tvofi podklad pro krystaly
fosforeénanu vapenatého. V krevnim fecisti se nachdzi proteiny, jako je hemoglobin
a plazmaticky albumin, které prenasi zivotné dulezité molekuly, zatimco imunoglobuliny
se podili na imunité. Navic mnoho dulezitych metabolitl, naptiklad puriny, pyrimidiny
a neurotransmitery, jsou pravé produkty buné¢ného metabolismu AMK.2% 30

Diky svym vyZivnym a terapeutickym vlastnostem jsou AMK Siroce pouzZivany
v potravinafském a farmaceutickém pramyslu.3! Nékteré AMK mohou vyvoldvat chutovy
viem, &ehoZ se vyuZivd pfi aromatizaci potravin.3? Pro jejich vysokou rozpustnost
a snasenlivost s pokozkou se z nich vyrabi kosmetické pfipravky. Vyhodou je, Ze nemaiji
negativni vliv na Zivotni prostfedi. V posledni dobé jsou zkoumdany pro vyrobu
biodegradabilnich plast(.33
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V terapii maji AMK své nezastupitelné misto. Prikladem je glycin, ktery lze vnitiné uzivat
pfi svalové dystrofii nebo mlze byt soucdsti pripravk( pouZivanych k oSetfeni poranéni.
Arginin pomaha pfi otravach pfeménovat amoniak na mocovinu. Kyselina glutamova slouzi
jako roborans a okyselujici latka. Cystein, cystin a methionin vykazuji pfiznivé ucinky
pfi intoxikacich a poskozeni jater.3* Zejména methionin a cystin jsou také ¢asto souéasti
pFipravkd a doplrikd stravy uréenych proti vypadavani vlasd.3> AMK Ize pouzit i pro diagnostiku
a ke stanoveni progndzy riznych onemocnéni, predevsim nadorovych, kdy se méfi jejich
hladina v krvi.?® Pfi hodnoceni rozsahu tumoru mozku pomoci metody, kterda kombinuje
pozitronovou emisni tomografii a pocitacovou tomografii, je vhodnym radiofarmakem

11C-methionin.?’

3.4.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti aminokyselin
Pfirozené se vyskytuje pres 300 AMK. Pouze 22 z nich tvofi monomerni jednotky
protein(l. Sav¢i proteiny jsou nejcastéji tvofeny 20 AMK. Zbylé 2 AMK, selenocystein
a pyrrolysin, které byly objeveny pozdéji, se nachazi jen u nékterych organisma.3% 38
Témér vSechny proteinogenni AMK obsahuji ve své struktufe karboxylovou skupinu,

primarni aminoskupinu a charakteristicky postranni retézec, které jsou vazany na a-uhlik

(Obrazek 3). Vyjimkou je prolin, jehoZ struktura se sklddd z aminoskupiny sekundarni.38
COO

*HyN—Ca—H

R

Obradzek 3: Obecna struktura
aminokyselin

Pokud jsou na a-uhlik navazany 4 rizné substituenty, jednd se o uhlik chiralni. AMK pak
vykazuji optickou aktivitu. Avsak u glycinu jsou na a-uhliku navazany 2 atomy vodiku, tudiz ma
rovinu symetrie a optickou aktivitu nevykazuje. Opticky aktivni AMK mohou existovat
ve 2 formach, oznacovanych jako L a D, které jsou svymi zrcadlovymi obrazy. Nazyvaji se
enantiomery.3® Proteinogenni AMK se vyskytuji ve formé L-a-AMK, jsou odvozeny

od L-glyceraldehydu. Mohou byt levotodivé (vétsina) nebo pravotocivé (L-cystein). 3! D-a-AMK
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byly dlouhou dobu povazZzovany za nefunkéni nebo dokonce nepfitomné v Zivych organismech.
Avsak bylo uznano, Ze také hraji duleZitou roli v mnoha fyziologickych procesech.??

Pfi fyziologickém pH se AMK obvykle vyskytuji ve formé zwitteriontd.3® Davodem
je disociace karboxylové skupiny, ktera vytvari zaporné nabity karboxylatovy anion (-COO),
zatimco aminoskupina je protonizovana (-NHs*).3°

Aby AMK mohly tvofit primarni strukturu proteind, je nutné jejich propojeni pomoci
peptidovych vazeb (Obrazek 4).38 Jednda se o amidové spojeni mezi a-karboxylovou skupinou
jedné AMK a a-aminoskupinou druhé AMK. Tyto skupiny se poté nemohou ucastnit
chemickych reakci kromé tvorby vodikovych vazeb. Roli, kterou AMK hraji v proteinech, urcuje

pravé povaha jejich postrannich fetézcu.3°

H
N

ig

Iz

R @)

Obrdzek 4: Propojeni aminokyselin pomoci
peptidové vazby (Cervené)

Co se tyce acidobazickych vlastnosti, AMK obsahuji ve vodném roztoku slabé kyselou
a-karboxylovou skupinu a slabé zasaditou a-aminoskupinu. U kyselych nebo bazickych AMK
jsou navic pritomny ionizovatelné skupiny postrannich fetézcl, které stabilizuji strukturu
protein(i prostfednictvim iontovych interakci nebo solnych mustk(.3! Jak volné AMK,
tak nékteré AMK tvofici proteiny mohou fungovat jako pufry.3

Nékteré AMK podléhaji posttranslacni modifikaci. Pfikladem je pfeména peptidylprolinu
na 4-hydroxyprolin. Dale muZe dochazet k methylaci, formylaci, acetylaci, prenylaci
a fosforylaci urcitych aminoacyl(. Vyznam téchto modifikaci spocivd ve zméné proteinovych
vlastnosti, které zahrnuji rozpustnost, stabilitu, katalytickou aktivitu a schopnost interagovat
s jinymi proteiny.3!

AMK jsou snadno rozpustné v polarnich rozpoustédlech, jako je voda a ethanal,

ale nerozpustné v nepolérnich rozpoustédlech, jako je benzen, ether nebo hexan.3!

25



Protoze AMK neabsorbuji viditelné svétlo, jsou bezbarvé. Avsak tyrosin, fenylalanin

a zejména tryptofan absorbuiji ultrafialové zafeni o vysoké vinové délce.?!

3.4.2 Rozdéleni zakladnich aminokyselin

Dvacet zakladnich AMK lze rozdélit na esencialni, semiesenciadlni a neesencidlni.
Jako esencialni (nezbytné) jsou oznacovany ty, které si télo dospélého clovéka nedokaze
syntetizovat de novo, a tak je nutny jejich pfijem potravou. Patfi mezi né leucin, valin,
isoleucin, histidin, lysin, methionin, threonin, tryptofan a fenylalanin. Arginin je syntetizovan,
ale ne vidy v dostatecném mnoiZstvi, zejména u novorozencl, v prlbéhu téhotenstvi
nebo pfi spermatogenezi. Proto se fadi mezi AMK semiesenciadlni. Zbylé AMK, nazyvané
neesencialni (zbytné), si télo dokaze vytvofit v dostatecném mnozstvi. Zahrnuji glycin, alanin,
asparagin, glutamin, kyselinu asparagovou, kyselinu glutamovou, prolin, serin, cystein
a tyrosin.3%40

Aminokyseliny se dale rozdéluji dle charakteru postranniho fetézce na nepolarni (maji
rovhomérné rozloZzeni elektron) a polarni (maji nerovhomérné rozlozeni elektront),

viz ddle.30

3.4.2.1 AMK obsahujici nepolarni postranni fetézec

Do této skupiny AMK jsou zarazovany glycin, alanin, valin, leucin, isoleucin, fenylalanin,
tryptofan, methionin a prolin (Obrazek 5).3! Kazda z téchto AMK se sklada z nepolarniho
postranniho fetézce, u kterého nedochazi k prijimani nebo odevzdavani protond vodiku.
Netvofi tedy vodikové ani iontové vazby. Postranni fetézce jsou hydrofobniho charakteru,
podporuji tedy hydrofobni interakce.3°

Glycin se maze diky své malé velikosti vyskytovat v organismu i na mistech, kterd jsou
pro ostatni AMK nedostupnd. Tryptofan a fenylalanin se odlisuji aromatickymi postrannimi
fetézci.3! Prolin obsahuje sekunddarni aminoskupinu, kterd je soudasti péticlenného cyklu.
Proto je ¢asto oznacovan jako iminokyselina. Tato unikatni struktura prolinu pfispiva k tvorbé

kolagennich vldken a ¢asto preruduje a-helixy globularnich protein(.3°
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Obrazek 5: Aminokyseliny s nepoldrnim postrannim retézcem
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3.4.2.2 AMK obsahujici polarni neutralni postranni fetézec
Mezi tyto AMK patfi serin, threonin, tyrosin, cystein, asparagin a glutamin (Obrazek 6).
Jejich postranni fetézce se skladaji z polarnich funkénich skupin, jako je hydroxylovd, amidova
nebo thiolova skupina. VSechny maji pfi neutrdinim pH nulovy ndboj, ackoli cystein a tyrosin

mohou v alkalickém prostfedi poskytovat proton vodiku.3°

0 OH 0
HO/YH\DH JY‘\DH
NH, l‘s.IH2

L-serin (Ser) L-threonin (Thr) - esencialni

0 o
OH HS/YH\OH
NH, NH,
HO

L-cystein (Cys
L-tyrosin (Tyr) Y (Cys)

0 0 0
H,N
OH H,N OH
0 NH, NH,

L-asparagin (Asn) L-glutamin (GIn)

Obrdzek 6: Aminokyseliny s poldrnim neutrdlnim postrannim fetézcem

Serin, threonin a tyrosin obsahuji hydroxylovou skupinu, kterda se mulze podilet
na tvorbé vodikovych vazeb nebo muze vazat fosfatovou skupinu. Postranni retézec tyrosinu
se odliSuje svym aromatickym charakterem. Thiolova skupina cysteinu je predevsim dulezitou
slozkou aktivniho mista mnoha enzym(. Dvé molekuly cysteinu se k sobé mohou vazat
zavzniku dimeru cystinu (viz kap. 3.4.6.1).3% Strukturu postranniho fetézce asparaginu
a glutaminu tvori amidova skupina, kterd se rovnéz muizZe podilet na tvorbé vodikovych

vazeb.30 31
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3.4.2.3 AMK obsahujici polarni kysely postranni fetézec
Kyselymi AMK, které jsou schopny poskytovat protony vodiku, jsou kyselina asparagova

a kyselina glutamova (Obrazek 7). V postrannich fetézcich obsahuiji karboxylovou skupinu.3°

Q 0O 0O

HO
OH  HO OH

0 NH, NH,
L-asparagova kyselina (Asp) L-glutamova kyselina (Glu)

Obrdzek 7: Aminokyseliny s poldrnim kyselym postrannim retézcem

Pti fyziologickém pH jsou jejich postranni fetézce plné ionizovany, a tak zde vznika
zdporné nabitd karboxyldtova skupina. Poté jsou oznalovany jako aspartat a glutamat.3°

Reakce typické pro tyto AMK zahrnuji tvorbu esterd, amidd a anhydrid(.3!

3.4.2.4 AMK obsahuijici polarni zasadity postranni fetézec
Zasadité AMK, jako je lysin, arginin a histidin (Obrazek 8), obsahuji postranni retézce,
které mohou pfijimat vodikové protony. Zatimco u lysinu je v postrannim fetézci pfitomna

primarni aminoskupina, arginin je tvofen guanidinovou skupinou a histidin imidazolovou

skupinou.3°
Q 0
N H,N
</ j OH OH
HN NH, NH,
L-histidin (His) - esencialni L-lysin (Lys) - esencialni

JHL o
H,N N OH
H
NH,

L-arginin (Arg) - sermiesencialni

Obradzek 8: Aminokyseliny s poldrnim zdsaditym postrannim rfetézcem
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Lysin a arginin podléhaji pfi fyziologickém pH plné ionizaci, a tak nesou kladny naboj.
Histidin je ve své volné formé z vétsi ¢asti nenabity, proto se jednd o slabou zasadu.
Avsak pokud je zabudovan do proteinu, postranni fetézec histidinu muze byt pozitivné nabity
nebo neutralni v zavislosti na prostredi, které poskytuje polypeptidovy fetézec. Tato vlastnost
je duleZita pro funkci nékterych proteind, napfiklad hemoglobinu.3 Jeho imidazolova skupina

hraje jedine¢nou roli taktéZ pfi enzymatické katalyze.3!

3.4.3 Fyziologicka funkce aminokyselin

AMK poskytuji uhlovodikové retézce, dusik a siru, které patfi k zakladnim slozkam
organisml. Nelze je nahradit jinymi Zivinami. Jsou velmi dlleZité pro zdravi, rist, vyvoj,
reprodukci, laktaci a preZiti organismu.*! V téle jsou vyuZivdny zejména pfi proteosyntéze,
konverzi na specifické nizkomolekularni dusikaté latky a pfi preméné na glukosu, glykogen,
mastné kyseliny, ketoldtky nebo oxid uhli¢ity a vodu.3® AMK mohou také vykazovat
biologickou regula¢ni funkci. Napfiklad leucin podporuje anabolismus svalovych proteina.
Pro arginin je zase typicky vasodilataéni Géinek a posileni imunitnich reakci.3?

Proteosyntéza je oznacovana jako translace, protoze se jedna o preklad nukleotidové
sekvence mRNA do sekvence AMK v proteinu. Proces translace vyZzaduje geneticky kéd, jehoz
prostfednictvim jsou informace obsazené v sekvenci nukleové kyseliny exprimovany za vzniku
specifické sekvence AMK.*? Jak jiz bylo zminéno, proteiny se syntetizuji téméF vyhradné
ze sady 20 L-a-aminokyselin. Nukleotidové triplety, které koéduji urcité AMK, se nazyvaji
kodony.3?

AMK jsou prekurzory mnoha slouéenin obsahujicich dusik, které maji dulezité
fyziologické funkce. Patfi mezi né porfyriny, neurotransmitery, hormony, enzymy, receptory,

protilatky, signalni molekuly, puriny, pyrimidiny a mnoho dalSich struktur, viz dale.3% 42

3.43.1 Konverze L-a-aminokyselin na specifické produkty
Glutamin ve volné formé se vyskytuje nejhojnéji ze vSech AMK. Preménuje se
na glutamat, ktery slouZi spolu s cysteinem a glycinem kintraceluldrni syntéze GSH.*3
Dekarboxylaci glutamatu vznika inhibi¢ni neurotransmiter y-aminomdselnd kyselina (GABA).3?
Arginin poskytuje guanidinovou skupinu kreatinu a atom dusiku oxidu dusnatému.
Kreatin ve formé kreatinfosfatu slouzi jako energeticka rezerva ve svalové a mozkové tkani.
Po konverzi argininu na ornitin se jeho uhlikaty retézec stava zakladem struktury polyamindg,

jako je putrescin, spermin a spermidin.3!
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Dekarboxylovany cystein je soucasti koenzymu A. Po konverzi na taurin se cystein stava
soucasti Zlucové kyseliny taurocholové.3!

Glycin se podili na biosyntéze hemu, purin(, kreatinu a sarkosinu (N-methylglycinu).
Mnoho |éCiv a jejich metabolitd tvofi konjugaty s glycinem, ¢imz je zvySena jejich rozpustnost
ve vodé a usnadnéno vylucovani prostfednictvim moci. Jak jiz bylo zminéno, glycin je jednou
ze slozek GSH. Pokud je doplriovan formou potravy, je pfedpokladana stimulace biosyntézy
GSH. To je vyhodné u organism, které jsou vice vystaveny oxidacnimu stresu. Chrani zejména
pred endotelidlni a vaskuldrni dysfunkci.*3

Dekarboxylaci histidinu vznika neurotransmiter histamin. Mezi derivaty histidinu patfi
napfiklad ergothionein, anserin a karnosin.>!

Derivat methioninu, S-adenosylmethionin (SAM), je dllezitym methyla¢nim cinidlem.
SAM pfispiva k biosyntéze polyamin(, jako je spermin a spermidin.3!

Klicovymi metabolity tryptofanu jsou serotonin (5-hydroxytryptamin) a melatonin.
Jaterni a ledvinova tkan, stejné jako stfevni bakterie, pfeménuje tryptofan na tryptamin
a nasledné na indol-3-acetdt. Indol-3-acetat spolecné s 5-hydroxyindolacetdtem predstavuji
hlavni katabolity tryptofanu, které jsou vylu¢ovany mo¢i.3!

Tyrosin a fenylalanin slouzi jako prekurzory neurotransmiter(i norepinefrinu, epinefrinu
a dihydroxyfenylalaninu (DOPA). Jodaci tyrosinu vznikaji hormony stitné Zlazy tyroxin
a trijodtyronin.?! Z tyrosinu je také syntetizovan pigment mnoha tkani, melanin. Syntéza
melaninu probihd v epidermis za pomoci melanocyt(.*?

Enzymaticky katalyzovand interkonverze mezi fosforylovanou a defosforylovanou
formou peptidicky vazaného serinu, threoninu a tyrosinu hraje dulezitou roli v metabolické
regulaci, véetné signalni transdukce. Serin kromé své role v biosyntéze fosfolipidd a sfingosinu,

poskytuje uhlikaté atomy purinim a methylovou skupinu thyminu.3!

3.4.4 Aminokyselinovy pool
Volné AMK jsou pfitomny v celém téle, véetné bunék, krve a extraceluldrnich tekutin.
Na rozdil od tukd a sacharidd nejsou v téle ukladany, ale tvofi tzv. aminokyselinovy pool
(vnitfni hotovost), ze kterého organismus v pripadé potieby Cerpa. K jeho doplnéni je nutny

pFijem AMK potravou, syntéza AMK de novo a degradace protein0 v téle.3°
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344.1 Zdroje a pfijem aminokyselin

Mezi hlavni zdroje AMK patfi potraviny s vysokym obsahem proteint, pfedevsim maso,
vejce, mlécné vyrobky, lusténiny a obiloviny. Obecné je mnoZstvi protein( a jejich kvalita vyssi
u Zivocisnych produktli oproti rostlinnym. Vajecny protein je povazovan za kompletni,
a proto vétsinou slouZi ke srovnani s profily AMK jinych potravin.*°

Co se tyce rostlin, zde se vyznamné mnoZstvi AMK nachazi v mnoha druzich patficich
do celedi bobovitych (Fabaceae). Tato celed zahrnuje lusténiny, pro které je vsak typicky
nedostatek methioninu. Pfikladem je fazol obecny (Phaseolus vulgaris L.), v jehoZ semenech
byly prokazany predevsim AMK arginin, asparagin, fenylalanin a tryptofan. V obilovinach je
sice methioninu dostatek, nicméné obsahuji nizké mnozstvi lysinu a tryptofanu.3% 4% 44 Vysoky
obsah methioninu byl nalezen v albuminu izolovaném ze semen slunecnice rocni (Helianthus
annuus L.).*> Ve zralych plodech rajéete (Solanum lycopersicum L.) se nachdzi vyznamné
mnozZstvi kyseliny L-glutamové, kterd jim dodava charakteristickou chut ,umami“.*®¢ Mezi dalsi
rostliny s vyznamnym obsahem AMK patfi chaluha bublinata (Fucus vesiculosus L.) a chaluha
pilovitd (Fucus serratus L.) z ¢eledi chaluhovitych (Fucaceae).3*

Béhem traveni se proteiny hydrolyzuji pomoci proteas a peptidas za vzniku AMK,
dipeptidl a tripeptidl, které jsou vyuzivany bakteriemi tenkého stfeva nebo absorbovany
enterocyty.*! Pouze volné AMK mohou byt uvolnény z enterocytll do portdlniho obéhu
prostfednictvim usnadnéné difuze. Nasledné jsou metabolizovany jatry nebo uvolnény
do krevniho obéhu k zajisténi potfeb organismu.3® AMK, které se vyskytuji v pFebytku,
se rychle odbourdvaji. Prvni faze jejich katabolismu spocivd v odstranéni a-aminoskupiny
za vzniku amoniaku a odpovidajici a-ketokyseliny. Malé mnozZstvi amoniaku je vylouceno
modi. Vétsina amoniaku slouzi k syntéze mocoviny v jatrech, kterd se nasledné také vylucuje
moci. Ve druhé fazi katabolismu je odpovidajici a-ketokyselina preménéna na béiné
meziprodukty energetického metabolismu, mezi které patfi oxalacetat, pyruvat,
a-ketoglutarat, fumarat, sukcinylkoenzym A, acetylkoenzym A a acetoacetat. V zavislosti
na tom, na ktery z téchto meziproduktll jsou preménovany, se oznacuji jako glukogenni
a/nebo ketogenni. Meziprodukty se nasledné mohou metabolizovat na oxid uhli¢ity a vodu,
glukosu, mastné kyseliny nebo ketolatky.3°

Volné AMK mohou byt produkovany prostfednictvim 3 technologickych procesu, a to

extrakci z proteinovych hydrolyzat, chemickou syntézou nebo mikrobidlnimi procesy
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(fermentaci a enzymatickou syntézou). Diky novym nastrojim genetického inZenyrstvi se
nejslibnéjsim procesem stava fermentace.*?

Denni doporucena davka pro dospélé je 0,8 g proteinl na 1 kg hmotnosti. U téhotnych,
kojicich, déti a u nékterych patologickych stavl se doporucuje ddvku zvysit. PodvyZiva ma
za nasledek nedostateény vyvoj, anémii, fyzickou slabost, vaskularni dysfunkci, otoky
a snizenou imunitu. Dlouhodoba konzumace proteinl v mnoZstvim vyssim nez 2 g na 1 kg
hmotnosti mulze rovnéz vést k vaskularni dysfunkci, ddle kporucham funkce

gastrointestindlniho traktu a ledvin.*

3.44.2 Biosyntéza aminokyselin

Jak jiz bylo zminéno, neesencialni AMK mohou byt v lidském téle syntetizovany, zatimco
esencialni AMK je tfeba pfijimat v potravé. Esencidlni AMK jsou syntetizovany pouze
rostlinami a bakteriemi.3% 47

Kromé tyrosinu, jsou neesencidlni AMK syntetizovdny z meziproduktl metabolismu
glukosy, jako je pyruvat, oxalacetat, 2-oxoglutarat nebo 3-fosfoglycerat, a vhodnych zdroju
dusiku. Dalsi moZnosti je syntéza z esencidlnich AMK. Tento pfipad se pravé tyka tyrosinu
syntetizovaného zfenylalaninu. Také cystein mUZe byt syntetizovan z esencidlni AMK

methioninu.3% 40

3.44.3 Degradace proteinli
U vSech Zivych organism( dochazi k neustalé degradaci a syntéze proteinu. U ¢lovéka se
kazdy den pfeméni 1-2 % celkového télesného proteinu, zejména svalového. Degradace
nejrychleji probihd v tkanich, které prochazi strukturalni prestavbou, naptiklad tkan délohy
béhem téhotenstvi nebo tkan kosterniho svalstva pfi hladovéni. Pfiblizné 75 % AMK
uvolnénych proteinovou degradaci je znovu vyuzito. AMK, které nejsou okamzité zabudovany

do nového proteinu, se rychle odbourévaji.3!

3.4.5 Vztah aminokyselin k médi
Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.1, méd' je pfirozené vazana na proteiny, peptidy a jiné
makromolekuly v lidském organismu. AvSak hraje zde dvoji roli. Bud plni funkci
nepostradatelné slozky enzymu a dalSich struktur nebo v nevazané formé zplsobuje oxidacéni
poskozeni tkani. Pravé tomuto poskozeni zabranuji télu vlastni proteiny nebo peptidy, které

se na regulaci médi podili tim, Ze ji chelatuji a transportuiji.
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Ackoli se poznatky o pfirozenych procesech regulace médi neustale prohlubuiji, klinicky
pouzivanymi chelatory médi z(stdvaji jednoduché molekuly neproteinové povahy. Ty sice
nemaji takovou ucinnost jako pfirozené regulacni mechanismy, avsak predstavuji nezbytnou
slozku terapie onemocnéni spjatych s nedostatkem nebo nadbytkem médi. Nicméné mohou
vykazovat nezadouci Ucinky. Pfirozené se vyskytujici cheldtory a jejich syntetické alternativy
jsou stéle predmétem vyzkumu.?

V kapitole 3.2.1 jsou uvedeny principy chelatace, pomoci nichzZ Ize pfedpovédét jakymi
Castmi k jakému iontu médi se mohou AMK vazat. Jsou vSak zaloZeny pouze
na termodynamice a informace o reakéni rychlosti chelatace neposkytuji.?*

Z vyse uvedenych principu vyplyva, Ze Cu?* ion se bude nejspiSe vazat na atom kysliku
v karboxylové skupiné kyseliny asparagové a glutamové nebo na atom dusiku v imidazolové
skupiné histidinu. Oproti tomu Cu* ion bude pravdépodobné preferovat atom siry v thiolové

skupiné cysteinu nebo v sulfidové skupiné methioninu.?*

3.4.6 Testované latky
Struktura a zakladni informace tykajici se L-histidinu, L-methioninu, L-cysteinu,
L-asparagové kyseliny a L-glutamové kyseliny byly poddny v predeslych kapitolach.
Nasledujici kapitoly budou vénovéany zbylym testovanym latkdm, L-cystinu a N-acetylcysteinu.
3.4.6.1 L-cystin
L-cystin (Obrazek 9) je dimer tvofeny kovalentni disulfidovou vazbou. MuzZe vznikat
oxidaci 2 thiolovych skupin, které patfi cysteinlm zabudovanych do proteinu. Tim je struktura
proteinu stabilizovana.?® JelikoZ tato oxidalni reakce vyZaduje kyslik a katalyzu za pomoci

iontd médi, dochazi k ni snadno v bunééném prostiedi.*®

HO - S

0 NH,

Obrdzek 9: Vzorec molekuly L-cystinu
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3.4.6.2 N-acetylcystein

N-acetylcystein (Obrdzek 10) je znamy jako antidotum pouZivané pfi otravach
paracetamolem. Bézné také tvoti hlavni slozku IéCivych pripravk( vykazujicich mukolyticky
ucinek.** M3 antioxidaéni ucinek, jenz spociva v jeho schopnosti stimulovat syntézu GSH
a vychytdvat ROS. Jedna se o derivat cysteinu, u kterého je aminoskupina acetylovana. Ve své
struktufe obsahuje thiolovou skupinu, kterd slouzi jak kredukci ROS, tak k chelataci.
Pfi peroralnim podani se snadno vstifebava v gastrointestinalnim traktu a nasledné je v jatrech
metabolizovdn na cystein, ktery je potfebny pro syntézu GSH. Suplementace
N-acetylcysteinem prospiva pacientdm s nizkymi hladinami GSH.*> >° Navic bylo prokézano,

Ze tento analog podporuje bunéénou produktivitu.*®

0

Obrdzek 10: Vzorec molekuly N-acetylcysteinu se zelené
naznacenymi misty chelatace (thiolovd a hydroxylovad
skupina) a modfe naznacenym mistem deacetylace®®
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4

EXPERIMENTALNI CAST

4.1 MATERIAL

e Automatické pipety o rlizném objemu (Brand, Némecko)
e Vicekanalové pipety o rizném objemu (Biohit, Némecko)

e Mikrotitracni desticky (Brand, Némecko)

4.2 VYUZIVANE PRISTROJE

e Analytické vahy KERN ABT 120-5DM (KERN & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

e Trepacka pro zkumavky IKA VORTEX GENIUS 3 (IKA®-Werke GmbH & Co.KG, Staufen,
Némecko)

e Trepacka pro mikrotitracni desticky IKA MS 3 digital (IKA®-Werke GmbH & Co.KG,
Staufen, Némecko)

e Laboratorni ultrazvukova vana K-2L (Kraintek, s. r. 0., Podh3ajska, Slovensko)

e Spektrofotometr pro mikrotitracni desticky SYNERGY HT Multi-Detection Microplate

Reader (BioTec Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA)

4.3 POUZIVANE CHEMIKALIE

Vsechny pouzivané chemikalie byly v Cistoté p.a.

4.3.1 Chemikalie pouzivané pro méreni s ionty médi
e Chlorid médny (CuCl) (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Pentahydrat siranu médnatého (CuS04.5H,0) (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Hydroxylamin hydrochlorid (HA) (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Disodna sul bathokuproindisulfonové kyseliny (BCS) (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Dimethylsulfoxid (DMSO) (Lach-Ner, Ceska republika)
e Hematoxylin (HEM) (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Ultracista voda (Milli-Q RG, Merck Millipore, Massachusetts, USA)
4.3.2 Chemikalie pouzivané pro pfipravu pufri

4.3.2.1 15mM acetatové pufryopH4,5a5,5
e Kyselina octovd (CHsCOOH) (Penta, Ceskd republika)
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Octan sodny bezvody (CHsCOONa) (Penta, Ceska republika)
Ultracista voda (Milli-Q RG, Merck Millipore, Massachusetts, USA)

Acetatové pufry o pH 4,5 a 5,5 obsahovaly vidy 15 mM octanu sodného a 27,3 mM

kyseliny octové (pH 4,5), respektive 2,7 mM kyseliny octové (pH 5,5).

4.3.2.2 15mM HEPES pufryo pH 6,8 a 7,5
HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina) (Sigma-Aldrich,
Némecko)
NaHEPES (sodnd sul kyseliny 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonové)
(Sigma-Aldrich, Némecko)
Ultracista voda (Milli-Q RG, Merck Millipore, Massachusetts, USA)

HEPES pufry o pH 6,8 a 7,5 konkrétné obsahovaly 15 mM NaHEPES a 71,7 mM HEPES

(pH 6,8), respektive 14,3 mM HEPES (pH 7,5).

4.4 TESTOVANE LATKY

Vsechny testované latky byly zakoupeny od Sigma-Aldrich, Némecko.

L-asparagova kyselina 298% (HPLC)
L-glutamova kyselina 299% (HPLC)
L-cystein 297% FG

L-cystin 298% (TLC)

L-histidin 299% (TLC)

L-methionin 298% (HPLC)
N-acetylcystein 299% (TLC)

4.5 POUZIVANE PROGRAMY A STATISTICKE VYHODNOCENI

Veskeré vzorce molekul byly vytvoreny v programu ChemDraw Professional 20.0.

Namérené vysledky byly zpracovdany do grafll pomoci programu Microsoft Excel

nebo GraphPad verze 9 (GraphPad Software, USA).

MnoZstvi nezchelatované nebo redukované médi bylo vypocteno z rozdili absorbanci

mezi testovanou latkou (s indikatorem HEM/BCS) a jeho kontrolou (bez indikatoru HEM/BCS)

délenych rozdilem kontrolniho vzorku a jeho kontroly.

37



Namérené vysledky byly zpracovany jako primér + smérodatna odchylka vypocitana

lElf_x—f:IE
podle vzorce N » . U stanoveni chelataéni aktivity metodou HEM byly porovnany rozdily

mezi testovanymi latkami za pomoci 95% konfidencnich (predikénich) intervall. VSechny
kfivky byly sestaveny z nejméné péti bodl (prvni bod 0 % chelatace aZ posledni bod 100 %
chelatace).

Vysledky a statistické zpracovani redukénich vysledk( probéhlo za pomoci programu MS
Excel. Statisticka analyza byla provedena T-testem, kdy byly porovnany hodnoty vs. negativni
kontrola (spontanni redukce).

Vsechny hodnoty byly zméreny alespon jako duplikaty.

4.6 METODIKA PRO MERENI S IONTY MEDI

4.6.1 Priprava zakladnich a pracovnich roztokd

46.1.1 Roztoky médnych ionti (Cu*)

Zakladni roztok médnych iontl o koncentraci 5 mM byl pfipraven rozpusténim chloridu
médného (CuCl, M = 98,99 g/mol) nebo bromidu médného (CuBr, M = 143,45 g/mol)
ve vodném roztoku 0,1M kyseliny chlorovodikové (HCI, M = 36,46 g/mol) a 1M chloridu
sodného (NaCl, M = 58,44 g/mol). K rozpusténi CuCl nebo CuBr doslo aZ v ultrazvukové lazni.
Tento roztok je stabilni pfi uchovavani v chladnicce.

Pro dalsi méfeni bylo potfeba 5mM roztok médnych iontd naredit pomoci DMSO

na 250uM pracovni roztok.

4.6.1.2 Roztoky méd'natych iontd (Cu?*)

Zakladni roztok médnatych iontll o koncentraci 5 mM byl pfipraven rozpusténim
pentahydratu siranu médnatého (CuSO4.5H.0, M = 249,69 g/mol) v ultradisté vodé. Tento
roztok je stabilni pfi uchovavani v chladniéce

V zavislosti na pouZité metodé bylo potfeba 5mM roztok médnatych iontl naredit

pomoci DMSO nebo ultracisté vody na poZzadovanou koncentraci.

4.6.1.3 Roztoky hematoxylinu (HEM)
Zakladni 5mM roztok HEM (M = 302,28 g/mol), ktery lze pouZit po dobu cca 5 hodin,

byl pfipraven rozpusténim HEM v DMSO.
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Pracovni roztok bylo potieba pripravit dalSim naredénim pomoci DMSO na koncentraci

250 uM. Tento roztok bylo mozné pouzit po dobu 90 minut.

4.6.1.4 Roztok disodné soli bathokuproindisulfonové kyseliny (BCS)
Roztok BCS (M = 564,54 g/mol) o koncentraci 5 mM byl pfipraven jeho rozpusténim

v ultracisté vodé. Tento roztok je stabilni pfi uchovavani v chladnicce.

4.6.1.5 Roztoky hydroxylaminu hydrochloridu (HA)
Zakladni 100mM roztok HA (M = 69,49 g/mol) byl pfipraven jeho rozpusténim
v ultracisté vodé. Tento roztok je stabilni pfi uchovavani v chladnicce.
Pro méreni pti rdznych hodnotach pH bylo potfeba 100mM roztok dale naredit

na pracovni roztok o koncentraci 10 mM nebo 1 mM.

4.6.1.6 PFiprava roztoku testovanych latek
Roztoky testovanych latek o poZzadovanych koncentracich byly pfipraveny rozpusténim

danych latek v ultracisté vodé.

4.6.2 Kontrolni zkouska zakladnich roztokul iontli médi
Kontrolni zkouska byla vidy provedena pired prvnim pouzitim zakladnich 5mM roztokd
médnych i médnatych iont(. Pfed jejich dalSim pouZitim nebylo nutné kontrolu znovu
provadét.
o Nejprve bylo pod sebe do 2 jamek mikrotitracni desti¢ky pipetovano:
o 150 ul pufruo pH 7,5
o 50 ul ImM roztoku HA
o 50 pl 250uM roztoku Cu* nebo Cu?* iontd
e Nasledné byla mikrotitracni desticka vloZzena do tfepacky a jeji obsah byl michan
po dobu 1 minuty.
e Dale bylo pipetovano:
o 50 ul 250uM roztoku BCS
e Po uplynuti 1 minuty byla zmérena absorbance pfi vinové délce 484 nm.

e Absorbance spravné pripraveného roztoku by méla byt priblizné 0,50-0,55.

4.6.3 Kalibrace médnatych iontt

Pro interpretaci vysledkd bylo potreba sestrojit kalibracni krivku, kterd predstavuje

zavislost absorbance na koncentraci Cu?* iontd.
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e Ze zdkladniho 5mM roztoku Cu?* iontd byly pomoci ultradisté vody nafedény
pracovni roztoky o koncentracich 50, 100, 150, 200 a 250 uM.

e Do vSech uréenych jamek mikrotitracni desticky bylo pipetovano:

o 150 ul pufru o pH 6,8

o 50 ul ImM roztoku HA

o 50 pl roztoku Cu?* iontl 7ddané koncentrace do

nebo 50 pl ultracisté vody do

e Nasledné byl obsah mikrotitracni desti¢ky michan v tfepacce po dobu 1 minuty.
e Dale bylo pipetovano:

o 50 ul 5mM roztoku BCS do horni poloviny jamek ()

o 50 pl ultracisté vody do dolni poloviny jamek (x)
e Absorbance pfi vinové délce 484 nm byla zméfena ihned a v ¢ase 5 minut.

e Znamérenych hodnot byla sestrojena kalibracni krivka.

c(Cu?*) = | c(Cu?)= | c(Cu®*)= | c(Cu®)= | c(Cu?)= | c(Cu*)=
0 pM 50uM | 100pM | 150puM | 200 uM | 250 pM

jamky
s indikatorem

slepé vzorky

Konecny obsah jamky:

kontrolni jamky (ultracista voda) e 150 ul pufru o pH 6,3

testovaci jamky (roztoky Cu?* iont() e 50 pl roztoku HA

e 50 pl roztoku Cu?* iontli nebo

jamky s indikatorem (BCS) vi
ultracisté vody

slepé vzorky (ultracista voda) e 50 pl roztoku BCS nebo ultracisté

vody

Obrdzek 11: Schématické zobrazeni mikrotitracni desticky pri kalibraci médnatych iont(
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4.6.4 Stanoveni chelatace médnatych iontli hematoxylinem

e Do vSech uréenych jamek mikrotitracni desticky bylo pipetovano:

o 150 pl prislusného pufru (o pH 5,5; 6,8 nebo 7,5)

o 50 pul 250uM vodného roztoku Cu?* iontd

o 50 ul roztoku testované latky prislusné koncentrace do

nebo 50 pl rozpoustédla (ultracisté vody) do

e Nasledné byl obsah mikrotitracni desticky michan v tfepacce po dobu 2 minut.
e Dale bylo pipetovano:

o nejdfive 50 ul DMSO do dolni poloviny jamek (x)

o poté 50 pl 250uM roztoku HEM do horni poloviny jamek ()
e Nasledné byl obsah mikrotitracni desti¢ky michan v tfepacce po dobu 3 minut.
e Absorbance byla zméfena ihned (tzn. v ¢ase 3 minut) a v ¢ase 7 minut pfi vinové

délce 595 nm pro pH 5,5, 590 nm pro pH 6,8 nebo 610 nm pro pH 7,5.

roztok roztok roztok roztok kontrolni
testované | testované | testované | testované jamky
latky c1 latky c2 latky cs3 latky cx (c=0)

jamky
s indikatorem

slepé vzorky

Konecny obsah jamky:
kontrolni jamky (ultracista voda) y J v

e 150 ul pufru

testovaci jamky (roztok testované latky) e 50 il vodného roztoku Cu* iontt

jamky s indikatorem (HEM) o 50 pl roztoku testované latky

slepé vzorky (DMSO) nebo ultracisté vody
e 50 ul roztoku HEM nebo DMSO

Obrazek 12: Schématické zobrazeni mikrotitracni desticky pri stanoveni chelatace médnatych
iont hematoxylinem
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4.6.5 Stanoveni chelatace médnatych ionti pomoci BCS

e Do vSech uréenych jamek mikrotitracni desticky bylo pipetovano:

o 100 pl pfislusného pufru (o pH 4,5; 5,5; 6,8 nebo 7,5)

o 50 pl roztoku testované latky pfislusné koncentrace do

nebo 50 pl rozpoustédla (ultracisté vody) do

o 50 ul 250uM roztoku Cu?* iontti v DMSO
e Nasledné byl obsah mikrotitracni desti¢ky michan v tfepacce po dobu 2 minut.
e Poté bylo do viech jamek pipetovano:

o 50 ul 10mM (pro pH 4,5 a 5,5) nebo 1mM (pro pH 6,8 a 7,5) roztoku HA
e Nasledné byl obsah mikrotitracni desticky michan v tfepacce po dobu 1 minuty.
e Dale bylo pipetovano:

o 50 pl 5mM roztoku BCS do horni poloviny jamek ()

o 50 pl ultracisté vody do dolni poloviny jamek (x)

e Absorbance pfi vinové délce 484 nm byla zméfena ihned a v ¢ase 5 minut.

roztok roztok roztok roztok kontrolni
testované | testované | testované | testované jamky
latky c1 latky c2 latky c3 latky cx (c=0)
jamky
s indikatorem
slepé vzorky
Konecny obsah jamky:
kontrolni jamky (ultracista voda) e 100 pl pufru

e 50 ul roztoku testované latky
nebo ultradisté vody

e 50 pl roztoku Cu?* iontll v DMSO

e 50 pl roztoku HA

slepé vzorky (ultracista voda) e 50 ul roztoku BCS nebo

ultracisté vody

testovaci jamky (roztok testované latky)

jamky s indikatorem (BCS)

Obrdzek 13: Schématické zobrazeni mikrotitracni desticky pfi stanoveni chelatace médnatych
iont pomoci BCS
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4.6.6 Stanoveni chelatace médnych iontli pomoci BCS

e Do vSech uréenych jamek mikrotitracni desticky bylo pipetovano:

o 100 pl prislusného pufru (o pH 4,5; 5,5; 6,8 nebo 7,5)

o 50 ul 10mM (pro pH 4,5 a 5,5) nebo 1mM (pro pH 6,8 a 7,5) roztoku HA

o 50 ul 250uM roztoku Cu* iontli v DMSO
e Nasledné byl obsah mikrotitracni desti¢ky michan v tfepacce po dobu 1 minuty.
e Ddle bylo pipetovano

o 50 ul roztoku testované latky pfislusné koncentrace do

o 50 ul rozpoustédla (ultracisté vody) do
e Nasledné byl obsah mikrotitracni desticky michan v tfepacce po dobu 2 minut.
e Dale bylo pipetovano:

o 50 pl 5mM roztoku BCS do horni poloviny jamek ()

o 50 pl ultracisté vody do dolni poloviny jamek (x)

e Absorbance pfi vinové délce 484 nm byla zméfena ihned a v ¢ase 5 minut.

roztok roztok roztok roztok kontrolni
testované | testované | testované | testované jamky
latky c1 latky c2 latky c3 latky cx (c=0)
jamky s
indikatorem

slepé vzorky

Konecny obsah jamky:

kontrolni jamky (ultracista voda) e 100 ul pufru

e 50 pl roztoku HA

testovaci jamky (roztok testované latky) 50 ul roztoku Cu* ionté v DMSO
o l roztoku Cu* iontli v

e 50 ul roztoku testované latky

jamky s indikatorem (BCS)
nebo ultracisté vody

o 50 ul roztoku BCS nebo
ultradisté vody

slepé vzorky (ultracista voda)

Obradzek 14: Schématické zobrazeni mikrotitracni desticky pri stanoveni chelatace médnych
iontl pomoci BCS
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4.6.7 Stanoveni redukce médnatych iontti pomoci BCS

e Do vSech uréenych jamek mikrotitracni desticky bylo pipetovano:

o 100 pl prislusného pufru (o pH 4,5; 5,5; 6,8 nebo 7,5)

o 50 pl roztoku testované latky prislusné koncentrace/rozpoustédla

(ultracisté vody) do

nebo 50 pul 10mM (pro pH 4,5

a 5,5)/1mM (pro pH 6,8 a 7,5) roztoku HA do

o 50 pl 250uM roztoku Cu?* iontti v DMSO

e Nasledné byl obsah mikrotitracni desti¢ky michan v tfepacce po dobu 2 minut.

e Ddle bylo pipetovano:

o 50 pl 5mM roztoku BCS do horni poloviny jamek ()

o 50 pl ultracisté vody do dolni poloviny jamek (x)

e Absorbance pfi vinové délce 484 nm byla zméfena ihned a v ¢ase 5 minut.

roztok roztok
testované | testované
latky c1 latky c2

roztok
testované
Iétky Cx

rozpou-

ttadlo kontrolni
v o jamk
(ultracista J?HmA)y
voda)

jamky s

indikatorem

slepé vzorky

kontrolni jamky (HA)

testovaci jamky (roztok testované latky
nebo ultracista voda)

jamky s indikatorem (BCS)

slepé vzorky (ultracista voda)

Konecny obsah jamky:
100 ul pufru
50 pl roztoku testované
latky/ultracisté vody nebo
roztoku HA
50 pl roztoku Cu?* iontd v DMSO
50 pl roztoku BCS nebo
ultracisté vody

Obrdzek 15: Schématické zobrazeni mikrotitracni desticky pfi stanoveni redukce médnatych
iont pomoci BCS
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5  VYSLEDKY

5.1 KALIBRACNi KRIVKA MEDNATYCH IONTU

Dle metodiky pro kalibraci Cu?*iont( (viz kap. 4.6.3) byly naméfeny hodnoty absorbance
pro jednotlivé roztoky Cu?* iontl o koncentracich 50, 100, 150, 200 a 250 uM (Tabulka 2).
Pomoci téchto hodnot byl sestrojen graf kalibra¢ni kfivky (Obrazek 15). Hodnota absorbance

je linedrné zavisla na koncentraci Cu?* iontd.

Tabulka 2: Naméfené hodnoty A pro jednotlivé roztoky Cu?* iontu

Zakladni c(Cu?*) [uM] 0 50 100 150 200 250
Finélnl'c(Cu2+) [uM] 0 8,3333 16,6667 | 25,0000 | 33,3333 | 41,6667
Primér absorbance (A) | 0,0055 | 0,0990 | 0,1980 | 0,2685 | 0,3995 | 0,4635
0,6 Kalibraéni krivka Cu?tiontu
0,5
go,tl
Q
o
& 03
E y=0,0112x+0,006
o R? = 0,9946
802
<
0,1
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

c(Cu®) [uM]

Obrdzek 16: Kalibraéni kfivka Cu?* iontt
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5.2 CHELATACNI AKTIVITA TESTOVANYCH LATEK

U vsSech testovanych latek byla stanovena chelata¢ni aktivita za pomoci metod
zaloZzenych na indikatoru HEM nebo BCS. Ke kontrole bylo pouZito rozpoustédlo ultracista
voda.

Metoda zaloZena na HEM slouzi pfedevsim k odhaleni méné Uc¢innych cheldtord Cu?*
iontd, protoZe je méné kompetitivni v porovnani s metodou vyuzivajici BCS. Divodem je
pomérné nizka stabilita komplexu HEM s Cu?* ionty. Afinita HEM k Cu?* iontim se se zvysujici
aciditou prostredi sniZzuje, tudiz je pouziti této metody v prostfedi o pH 4,5 nevhodné.
Pfi pH 5,5 ji lze poufZit, ale je tfeba vzit v Gvahu, Ze afinita HEM k Cu?* iontim je za téchto
podminek nizkd. Naopak pfi pH 7,5 je afinita HEM vysokd, a proto jen velmi aktivni cheldtory
tvoFi pfi tomto pH stabilni komplexy s Cu?* ionty. Kvili zminéné nestabilité se pouZiva nejnizsi
mozna koncentrace HEM. Tato koncentrace se rovna koncentraci roztoku Cu?* iontd. - 26

Metoda s indikdtorem BCS je diky vysoké selektivité BCS k Cu* iontlim mnohem vice
kompetitivni. PouZiva se roztok BCS o 20x vétsi koncentraci, nez je koncentrace roztoku iont(
médi.”! Tuto metodu lze pouZit i pfi pH 4,5. Navic umoZfiuje stanoveni chelatace jak Cut,
tak Cu?* iont(. Vyznamnou roli v této metodé hraje redukéni ¢inidlo HA. V pfipadé testovani
chelatace Cu*iont(l udriuje tyto ionty v redukovaném stavu. Pfi zjistovani chelatace Cu?* iontd
se roztok HA pipetuje k roztoku testované latky a Cu?* iontd pozdéji, aby doslo k redukci

nezchelatovanych Cu?* iontud na ionty Cu*.2®

5.2.1 Chelatace médnatych ionti — metoda s hematoxylinem

Méreni chelatacni aktivity testovanych latek o rGzné koncentraci probihalo in vitro
pfi pH 5,5; 6,8 a 7,5 v ¢ase 3 (vysledky nezobrazeny) a 7 minut.

Namérené hodnoty byly preneseny do nasledujicich grafli (Obrazky 17-25). Osa X
pfedstavuje pomér koncentraci testované latky a roztoku Cu?* iont(, zatimco osa Y vyjadfuje
% chelatovanych Cu?* iont(. Teckované kfivky znazoriuji 95% predikéni intervaly, pomoci
nichZ byla porovndna chelatacni aktivita riznych testovanych latek pfi zvolenych hodnotach

pH. Vysledky méreni pro rlizné testované latky jsou barevné odliseny.
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Obrdzek 17: Predikéni intervaly pro porovndni schopnosti L-histidinu a L-methioninu
chelatovat Cu?* ionty pfi pH 5,5 v ¢ase 5 minut — metoda s HEM
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rozpoustédlo 1:10 1:1 10:1 100:1
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Obradzek 18: Predikéni intervaly pro porovndni schopnosti L-histidinu a L-methioninu

chelatovat Cu?* ionty pfi pH 6,8 v éase 5 minut — metoda s HEM
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Obrdzek 19: Predikéni intervaly pro porovndni schopnosti L-histidinu a L-methioninu
chelatovat Cu?* ionty pfi pH 7,5 v éase 5 minut — metoda s HEM

Z95% predikénich intervalll Ize vyhodnotit, Ze pfi pH 7,5 jsou kfivky L-methioninu

a L-histidinu nejpodobnéjsi (Obrazek 19). Také je patrné, ze L-histidin pfi vSech pouzitych pH

chelatoval Cu?* ionty vice nez L-methionin (Obrazky 17-19).
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Obrdzek 20: Predikéni intervaly pro porovndni schopnosti N-acetylcysteinu, L-cysteinu
a L-cystinu chelatovat Cu?* ionty pfi pH 5,5 v ¢ase 5 minut — metoda s HEM

100' # N-acetylcystein .
-+ |-cystein
&/ L-cystin
50' . g .

.
P e e 8 88 0 8 08 0 0"

% chelatovanych Cu?* iontt

rozpoustédio 1:10 1:1 10:1 100:1
pomér testovana latka:Cu?*

Obrazek 21: Predikéni intervaly pro porovndni schopnosti N-acetylcysteinu, L-cysteinu
a L-cystinu chelatovat Cu?* ionty pri pH 6,8 v ¢ase 5 minut — metoda s HEM
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Obradzek 22: Predikéni intervaly pro porovndni schopnosti N-acetylcysteinu, L-cysteinu
a L-cystinu chelatovat Cu?* ionty pfi pH 7,5 v ¢ase 5 minut — metoda s HEM

Porovndanim kfivek 95% predikcnich intervald N-acetylcysteinu, L-cysteinu a L-cystinu lze
zjistit, Ze nejpodobnéji chelatovaly Cu?* ionty N-acetylcystein a L-cystein pfi pH 5,5 (Obrazek
20). Déle je patrné, Ze L-cystein chelatoval Cu?* ionty z téchto latek nejvice p¥i véech pouzitych
pH, obzvlast pfi pH 5,5. U N-acetylcysteinu se chelatacni aktivita projevila az pti vyssim

koncentraénim poméru za vSech pouzitych pH (Obrazky 20-22).
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Obrdzek 23: Predikéni intervaly pro porovndni schopnosti L-asparagové a L-glutamové
kyseliny chelatovat Cu®* ionty pfi pH 5,5 v ¢ase 5 minut — metoda s HEM
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Obrazek 24: Predikéni intervaly pro porovndni schopnosti L-asparagové a L-glutamové
kyseliny chelatovat Cu?* ionty pfi pH 6,8 v ¢ase 5 minut — metoda s HEM

51



pH7,5
100-

= | -asparagova kyselina

* L-glutamova kyselina

o
e

[

rozpoustédio 1:10 1:1 10:1 100:1
pomér testovana latka:Cu?"*

% chelatovanych Cu?’ iontu

Obrdzek 25: Predikéni intervaly pro porovndni schopnosti L-asparagové a L-glutamové
kyseliny chelatovat Cu®* ionty pfi pH 7,5 v ¢ase 5 minut — metoda s HEM

Z téchto 95% predikénich intervalll Ize vycist, Ze chelatacni aktivita kyselin L-asparagové
a L-glutamové se nejvice shoduje pfi pH 7,5 (Obrazek 25). Také je patrné, Ze schopnost
chelatovat Cu?* ionty je u kyseliny L-asparagové mirné leps$i neZ u kyseliny L-glutamové,

a to pfi vSech pouzitych pH (Obrdzky 23-25).

52



5.2.2 Chelatace médnatych a médnych ionti — metoda s BCS
Méreni chelatacni aktivity testovanych latek o rGzné koncentraci probihalo in vitro
pfi pH 4,5; 5,5; 6,8 a 7,5 v ¢ase 0 (vysledky nezobrazeny) a 5 minut.
Namérené hodnoty byly preneseny do grafi (Obrazky 26—32). Osa X predstavuje pomér
koncentraci testované latky a roztoku Cu?* nebo Cu* iont(, zatimco osa Y vyjadiuje %
chelatovanych Cu?* nebo Cu* iontd. Vysledky méfeni pfi rliznych hodnotéch pH jsou barevné

odliseny.

=
=
i

= ]
€ o 2 1007
Py o pH4s@Emn | L-histidin = « pHassmn) | L-histidin
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pomér L-histidin:Cu®* pomér L-histidin:Cu*

Obrdzek 26: Grafické zobrazeni schopnosti L-histidinu chelatovat Cu?* a Cu* ionty pfi rizném
pH v ¢ase 5 minut — metoda s BCS
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pomér L-methionin:Cu pomér L-methionin:Cu*

Obrdzek 27: Grafické zobrazeni schopnosti L-methioninu chelatovat Cu?* a Cu* ionty pFi
rtizném pH v ¢ase 5 minut — metoda s BCS
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Obrdzek 28: Grafické zobrazeni schopnosti N-acetylcysteinu chelatovat Cu?* a Cu* ionty pfi
rizném pH v ¢ase 5 minut — metoda s BCS
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Obrdzek 29: Grafické zobrazeni schopnosti L-cysteinu chelatovat Cu?* a Cu* ionty pfi riizném
pH v ¢ase 5 minut — metoda s BCS
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Obrdzek 30: Grafické zobrazeni schopnosti L-cystinu chelatovat Cu®* a Cu* ionty pfi riizném
pH v ¢ase 5 minut — metoda s BCS
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Obrdzek 31: Grafické zobrazeni schopnosti L-asparagové kyseliny chelatovat Cu®* a Cu* ionty
pririizném pH v ¢ase 5 minut — metoda s BCS
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Obrdzek 32: Grafické zobrazeni schopnosti L-glutamové kyseliny chelatovat Cu?* a Cu* ionty
pfirtizném pH v ¢ase 5 minut — metoda s BCS

Z grafll lze vycist, Ze mirna chelatacni aktivita byla zaznamenana pouze u L-histidinu

pfi pH 6,8 a 7,5 (Obrazek 26) a u L-cysteinu pfi pH 4,5 (Obrazek 29).
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5.3 REDUKCNI AKTIVITA TESTOVANYCH LATEK

Ke stanoveni redukce Cu?* iont( testovanymi latkami byla pouZita metoda vyuZivajici
indikator BCS.

Princip této metody spoéivd vtom, Ze Cu?* ionty (oxidovanad forma) nejsou BCS
chelatovany. Pokud je v3ak testovana latka schopna redukovat Cu?* ionty na Cu*, dochazi
ihned ke vzniku komplexu BCS s Cu* ionty, coZ Ize zméFit spektrofotometricky.® Roztok HA

se zde pouZiva pouze k pozitivni kontrole. Zplsobuje 100% redukci Cu?* iont(.>!

5.3.1 Redukce médnatych ionti — metoda s BCS

Méreni redukeni aktivity testovanych latek o rlizné koncentraci probihalo in vitro pfi pH
4,5;5,5;6,8a 7,5 v case 0 (zobrazeny jen nékteré vysledky) a 5 minut.

Namérené hodnoty byly pfeneseny do grafli (Obrazky 33—47). Osa X predstavuje pomér
koncentraci testované latky a roztoku Cu?* iontd, zatimco osa Y vyjadfuje % redukovanych Cu?*
iontd. Cerné Sipky znamenaji statisticky odlisné hodnoty v porovnani s rozpoustédlem
(dopInéné o p-hodnotu). Cernd Sipka u N-acetylcysteinu a L-cysteinu plati pro viechny pouzité

hodnoty pH. Vysledky méreni pti rdznych hodnotach pH jsou barevné odliseny.
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Obradzek 33: Grafické zobrazeni schopnosti L-histidinu redukovat
Cu?* ionty pfi riizném pH v ¢ase 5 minut — metoda s BCS
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Obrdzek 34: Grafické zobrazeni schopnosti L-histidinu redukovat
Cu?* ionty pfi pH 6,8 v ¢ase 0 a 5 minut — metoda s BCS
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Obradzek 35: Grafické zobrazeni schopnosti L-histidinu redukovat
Cu?* ionty pfi pH 7,5 v ase 0 a 5 minut — metoda s BCS
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Obrdzek 36: Grafické zobrazeni schopnosti L-methioninu redukovat
Cu?* ionty pfi riizném pH v ¢ase 5 minut — metoda s BCS
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Obradzek 37: Grafické zobrazeni schopnosti L-methioninu redukovat
Cu?* ionty pfi pH 6,8 v ¢ase 0 a 5 minut — metoda s BCS
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Obrdzek 38: Grafické zobrazeni schopnosti L-methioninu redukovat
Cu?* ionty pfi pH 7,5 v éase 0 a 5 minut — metoda s BCS
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Obradzek 39: Grafické zobrazeni schopnosti N-acetylcysteinu redukovat
Cu?* ionty pfi rizném pH v éase 5 minut — metoda s BCS
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Obrdzek 40: Grafické zobrazeni schopnosti L-cysteinu redukovat
Cu?* ionty pfi riizném pH v ¢ase 5 minut — metoda s BCS
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Obrdzek 41: Grafické zobrazeni schopnosti L-cystinu redukovat
Cu?* ionty pfFi riizném pH v &ase 5 minut — metoda s BCS
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Obrdzek 42: Grafické zobrazeni schopnosti L-asparagové kyseliny redukovat
Cu?* ionty pfi riizném pH v ¢ase 5 minut — metoda s BCS
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Obradzek 43: Grafické zobrazeni schopnosti L-asparagové kyseliny redukovat
Cu?* ionty pri pH 6,8 v ¢ase 0 a 5 minut — metoda s BCS
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Obrdzek 44: Grafické zobrazeni schopnosti L-asparagové kyseliny redukovat
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Cu?* ionty pri pH 7,5 v ¢ase 0 a 5 minut — metoda s BCS
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Obrdzek 45: Grafické zobrazeni schopnosti L-glutamové kyseliny redukovat

Cu?* ionty pfi riizném pH v ¢ase 5 minut — metoda s BCS
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Obrdzek 46: Grafické zobrazeni schopnosti L-glutamové kyseliny redukovat
Cu?* ionty pri pH 6,8 v ¢ase 0 a 5 minut — metoda s BCS
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Obradzek 47: Grafické zobrazeni schopnosti L-glutamové kyseliny redukovat
Cu?* ionty pfi pH 7,5 v ¢ase 0 a 5 minut — metoda s BCS
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Z pfedeslych grafli je patrné, Ze vyznamnou redukci Cu?* iontl vykdzaly N-acetylcystein
(Obrazek 39) a L-cystein (Obrazek 40) pti vSech pouzitych pH. Redukce dosahla 100 %.
U ostatnich testovanych latek nebyla redukéni aktivita zaznamenana (Obrazky 33, 36, 41, 42

a 45).
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6 DISKUZE

Méd' patfi mezi nezbytné stopové prvky, jelikoZ se Uc€astni mnoha redoxnich reakci
v Zivych organismech. Je zde soucdsti kuproenzymd, jez pro svou funkci vyzaduji méd. Podili
se na mnoha Zivotné dlleZitych procesech, jako je bunécné dychani, eliminace reaktivnich
forem kysliku a biosyntéza neurotransmiterli nebo pojivovych tkani. Na druhou stranu,
v pfipadé nadbytku nebo dysregulace médi, jeji schopnost cyklovat mezi oxidacnimi stavy
muze byt pfi¢inou uvoliovani volnych radikal. Ty mohou zplsobit poskozeni bunécnych
komponent, a tak se podilet na vzniku rlznych patologickych stavi. Proto je udrzovani
bunééné homeostazy Zivotné dllezité. 1>

Chelatace médi spocivd v navazani iontl médi kligandim za vzniku cheldtovych
komplexd. Jedna se o potencialni terapeuticky nastroj u patologickych stavl spojenych
s pfebytkem nebo dysregulaci médi.

U Menkesovy choroby je tfeba, aby chelatory fungovaly jako tzv. ionofory a podporovaly
tak dodavani médi do deficitnich tkani, obzvlast do mozku. V soudasnosti je vsak klinické
pouziti cheldtord médi omezeno pouze na lécbu Wilsonovy choroby. Vtomto pripadé
cheldtory vytvafi komplexy s nahromadénymi ionty médi a zvySuji jejich vylucovani
z organismu. Jako |éCiva prvni volby jsou pouzivany D-penicilamin a trientin. Bylo vSak zjisténo,
Ze D-penicilamin je pomérné slabym chelatorem médi v porovnani s trientinem. V prvnich
tydnech terapie D-penicilaminem je zvySené riziko vzniku nezadoucich ucinkli, zejména
neurologickych. Navic byly zjistény jeho méd-redukujici acinky, které mohou vést
D-penicilamin, av3ak pfi pH 4,5 a 5,5 tvofi nestabilni komplexy s médi. 1124 26 7 toho vyplyva
vyznam screeningu novych ucinnych cheldtord médi, pti kterém je potreba se zamérit mimo
jiné na vliv pH.

Chelatory uréené pro Iéébu by mély idealné napodobovat funkci chelataénich latek,
které se v organismu pfirozené vyskytuji.'! Jak jiz bylo zminéno, struktura téchto endogennich
cheldtori je tvorena AMK propojenymi peptidovymi vazbami. Z tohoto didvodu se tato
diplomova prace zaméruje na schopnost vybranych AMK chelatovat ionty médi. Zaroven bylo
tfeba zjistit i jejich méd-redukujici aktivitu, kterad by v praxi mohla byt pfi¢inou prooxida¢niho

ucinku.
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V ramci této diplomové prace byly testovany esencialni AMK L-histidin a L-methionin,
dale neesencidlni AMK L-cystein, jeho dimer L-cystin a latka od L-cysteinu odvozena,
N-acetylcystein. Taktéz byly zkoumdny neesencidlni AMK L-asparagovd a L-glutamova
kyselina. VSechny testované latky ve své strukture obsahuji alespori 1 atom kysliku, dusiku
nebo siry, které by mohly fungovat jako ligandy, a tedy poskytovat elektronové pary iontiim
médi za vzniku cheldtovych komplexa.

Ke stanoveni méd-chelatacni a méd-redukujici aktivity byly pouzZity 2
spektrofotometrické metody, které jsou zaloZeny na indikatoru HEM nebo BCS. Zatimco
metoda zaloZend na HEM slouZi pfedevsim k odhaleni méné Gc¢innych chelator( Cu?* iontd,
metoda vyuZivajici BCS je vhodna k objeveni GéinnéjSich chelatord Cu?* iontl, stejné tak
Cu* iontd. Navic slouZi i ke zjisténi redukce Cu?* iontd. Mezi nevyhody metody s HEM patfi
nemoznost jejiho pouziti pfi pH 4,5 a také riziko falesné pozitivniho vysledku u redukujicich
latek. Proto by méla byt vidy pouZita i metoda s BCS, u niz se tyto nedostatky nevyskytuji,
protoZe funguje na jiném principu.® 2% 51 In vitro méfeni probihala v pufrech o pH 4,5; 5,5; 6,8
a 7,5, které odpovidaji (pato)fyziologickému prostredi v lidském organismu. Pufr s pH 4,5
predstavuje prostiedi, které se vyskytuje ve tkani, kde se tvofi karcinom, nebo pfi probihajicim
infarktu myokardu. Pufr s pH 5,5 ma podobné pH jako je v lysozomech. Pufr s pH 6,8 se blizi
prostiedi v duodenu a pufr s pH 7,5 lidské plazmé.

Z grafa pfi pouZiti metody s HEM lze vycist, Ze vSechny testované latky byly schopny
chelatovat Cu?* ionty pfi viech pouZitych pH (Obrazky 17-25). Je patrné, Ze se jednd o rostouci
funkci. Chelatace Cu?* iontl se téméF u vsech testovanych latek nejvice projevila
pfi koncentraénim poméru 10:1 (pomér testované latky a iontl médi), kdy dosahovala maxima
100 %. Vyjimkami jsou L-methionin (Obrazky 17—-19) a kyselina L-glutamova (Obrazky 23-25),
kdy 100% chelatace Cu?* iontl probihala az p¥i vy3sich koncentraénich pomérech u viech
pouzitych pH. Nejvyssi schopnost chelatace byla zjisténa u L-cysteinu pfi pH 5,5.
V koncentracnim poméru 1:1 dosahovala jiz 80 % (Obrdazek 20).

Porovnanim chelatacni aktivity za pomoci 95% predikcnich intervalt u metody s HEM
bylo zjisténo, Ze pfi chelataci Cu?* iont( esencidlnimi AMK L-histidinem a L-methioninem
se vyskytovala nejvétsi shoda pfi pH 7,5 (Obrdzek 19). Pokud se zaméfime na koncentracni
pomér 1:1, L-histidin chelatoval nejvice pfi pH 5,5 (Obrazek 17), kdy chelatacni aktivita dosahla

50 %. Se zvySujicim pH pfi tomto koncentracnim pomeéru vSak schopnost chelatace klesala
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(Obrazky 17-19). U L-methioninu byla pfi poméru 1:1 zjisténa nejvyssi aktivita pfi pH 6,8,
kdy bylo zchelatovédno pfiblizné 45 % Cu?* iont( (Obrazek 18).

Z krivek 95% predikénich intervald, které zndzornuji chelataéni aktivitu N-acetylcysteinu,
L-cysteinu a L-cystinu (Obrazky 20-22) je patrné, Ze se chelatace Cu?* iontl nejvice shoduje
u N-acetylcysteinu a L-cysteinu, a to pfi pH 5,5 (Obrazek 20). L-cystein chelatoval Cu®* ionty
z téchto latek nejvice pri vSech pouzitych pH, obzvlast pfi pH 5,5, jak jiz bylo zminéno. Pokud
se ddle zaméfime na koncentracni pomér 1:1, jeho chelatacni schopnost se se zvySujicim pH
snizovala a pfi pH 7,5 dosahovala pfiblizné 60 % (Obrazek 22). Podobny jev lze pozorovat
u L-cystinu, ktery ale chelatoval méné nez L-cystein. U L-cystinu se chelatacni aktivita projevila
az pfi vy$sim koncentraénim poméru u vSech pouZitych pH oproti N-acetylcysteinu
a L-cysteinu.

U metody s HEM byly také mezi sebou porovnany chelataéni schopnosti L-asparagové
a L-glutamové kyseliny (Obrazky 23-25). Z 95% predikénich intervald lze vycist, Ze chelataéni
aktivita kyselin L-asparagové a L-glutamové se nejvice shoduje pfi pH 7,5 (Obrazek 25). Také
je patrné, Ze kyselina L-asparagova ma lepsi schopnost chelatovat Cu?* ionty neZ kyselina
L-glutamova, a to pfi vSech pouzitych pH. Pfi pH 5,5 za koncentra¢niho poméru 1:1 kyselina
L-asparagova chelatovala pfiblizné 70 % Cu?* iontd, zatimco kyselina L-glutamova jen kolem
40 % (Obrazek 23). Se zvysujicim pH se chelataéni schopnost kyseliny L-asparagové snizovala.

V pfipadé metody s BCS byla zjisténa mirna chelatacni aktivita pouze u L-histidinu
(Obrazek 26) a L-cysteinu (Obrazek 29). L-histidin chelatoval Cu?* i Cu* ionty p¥i pH 6,8 a 7,5,
kdy u néj maximum aktivity bylo pozorovano az pfi koncentra¢nim poméru 100:1. Chelatace
Cu?* iontd dosahla maxima pfiblizné p¥i 50 % u pH 6,8. Pfi pH 7,5 za stejného koncentra¢niho
poméru dosahla kolem 20 %. Chelatace Cu* iontl byla vyznamnéjsi. Pfi pH 7,5 L-histidin
chelatoval pfiblizné 60 % téchto iont(, zatimco pfi pH 6,8 jen 30 %. U L-cysteinu byla aktivita
pozorovana pfi pH 4,5, kdy doslo k chelataci kolem 45 % Cu?* iontl za koncentraéniho poméru
7:1.

Metodou s BCS byla také zkoumdana schopnost testovanych latek redukovat Cu?* ionty
na ionty Cu*. U latek, kde se redukce lisila oproti rozpoustédlu (ultracisté vodé), byly vloZzeny
grafy také v ¢ase 0 (Obrazky 34, 35, 37, 38, 43, 44, 46 a 47). Redukéni schopnost rozpoustédl|a
testované latky ku Cu?* iontdm klesala. PFi niz3ich pH (4,5 a 5,5) byla téméF nulova. Vyznamnou

redukci v porovnani s rozpoustédlem vykazal pouze N-acetylcystein (Obrazek 39) a L-cystein
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(Obrazek 40) pti vSech pouzitych pH. Redukce u obou latek dosahla 100 % pti koncentracnim
poméru 10:1. V pfipadé N-acetylcysteinu byla statisticky vyznamnda redukéni aktivita
pozorovana od koncentra¢niho poméru 1:5. U L-cysteinu se projevila jiz pfi poméru 1:10.
Redukéni aktivita se u ostatnich testovanych latek neprojevila. U L-histidinu, L-methioninu,
L-asparagové kyseliny a L-glutamové kyseliny doslo pti pH 6,8 a 7,5 za vyssiho koncentraéniho
poméru testované latky ke sniZzeni spontanni redukce, coz bylo pravdépodobné zplisobeno
chelataci Cu?* iontu. Tento jev se nejvyraznéji projevil u L-histidinu.

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.4.6.2, N-acetylcystein slouZi jako prekurzor cysteinu,
¢imz pti peroralnim podani podporuje syntézu dllezitého endogenniho antioxidantu
s chelataé¢nimi schopnostmi, glutathionu. Strukturu tohoto tripeptidu kromé cysteinu tvofri
glutamat a glycin. Glutathion existuje v redukovaném (GSH) a oxidovaném stavu (GSSG).
Ve formé GSH je schopen pomoci thiolové skupiny cysteinu poskytovat redukéni ekvivalent
ostatnim molekuldm za vzniku svého dimeru, GSSG. Studie zabyvajici se méd-redukujici
i méd-chelatacni aktivitou u GSH a GSSG pomoci stejnych spektrofotometrickych metod byly
jiz provedeny. U GSH byla potvrzena silnd redukéni aktivita, zatimco GSSG vynikal chelataéni
schopnosti a redukce nebyl schopen.> 32 Z téchto informaci a vysledkd méfeni Ize usoudit,
Ze se na redukEni aktivité, ktera byla v ramci experimentU této diplomové prace u L-cysteinu
a N-acetylcysteinu zjisténa, pravdépodobné podileji thiolové skupiny obsazené ve strukture
téchto latek. Nizkou redukéni aktivitu u L-cystinu Ize zase pfisuzovat podobnosti se strukturou
GSSG, ve které jsou obsazeny cysteiny propojené disulfidovou vazbou.

Z testovanych latek byl jiz v jiné studii testovan N-acetylcystein, u kterého se také
zkoumala méd-chelataéni a méd-redukujici aktivita stejnymi spektrofotometrickymi
metodami. Mnou ziskané vysledky béhem experimentdlniho méreni s vysledky této studie

koresponduiji.>3
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7 ZAVER

VSechny testované latky prokazaly dobrou chelatacni schopnost pfi pouziti metody
s HEM, avsak pfi metodé s BCS, kdy je vytvareno kompetitivnéjsi prostredi, vétsSina tuto
schopnost neméla. Testované esencidlni i neesencidlni aminokyseliny spolu
s N-acetylcysteinem lze tedy spiSe povaZzovat za slabé chelatory médi.

Pouze u esencialni aminokyseliny L-histidinu byla metodou s BCS zjisténa chelatace
Cu?* a Cu* iontd. Chelatace vsak probihala aZ pfi vyssi koncentraci této latky a za vyssiho pH
(6,8 a7,5). U L-histidinu nebyla zaznamenana redukéni aktivita, z ¢ehoZ je mozné usoudit,
Ze ze vSech in vitro testovanych latek se zda byt nejvhodnéjsim kandiddtem na cheldtor médi,
a proto je treba jej ddle zkoumat. Zvlastni chovani vykazal L-cystein, u kterého byla touto
metodou zjisténa mirnd chelatace Cu?* iontl pfi pH 4,5. Tato latka vSak vykazovala vysokou
redukéni aktivitu pfi vSech pH, proto nebude pravdépodobné vyuzitelnd jako chelator médi
Vv praxi.

U N-acetylcysteinu lze predpokladat pti pouziti metody s HEM faleSné pozitivni vysledek,
protoze pomoci metody s BCS chelatacni aktivita nebyla zaznamendna, zato redukéni aktivita
byla pti vSech pH velmi vysoka. Dalsi zkoumani, které by mohlo tuto hypotézu vyvratit, vsak
nebylo vzhledem k ¢asové narocnosti provedeno.

Z vysledk( méreni vyplyvd, Ze testované latky jsou schopny interagovat s ionty médi,
avsak s rliznou intenzitou. V planu je provést testovani s dalsimi pfechodnymi kovy, jako je

zelezo, zinek a kobalt.
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Nazev diplomové prace: Mohou byt esencidlni aminokyseliny povazovany za cheldtory médi?

Méd je stopovym prvkem, ktery hraje dalezZitou roli v lidském organismu. Hladiny médi
v téle musi byt peclivé kontrolovany, protoze naruseni homeostazy médi mlze zplsobit
oxidaéni poskozeni, kterd mohou vést k riznym patologickym staviim. Chelataci médi lze
povaZzovat za potencidlni terapeuticky ndstroj.

Cheldtory uréené pro lé¢bu by mély idedlné napodobovat chelatacni latky, zejména
peptidy a proteiny, jeZ jsou dlleZité pro regulaci homeostazy médi. Jejich struktura je tvotrena
aminokyselinami propojenymi peptidovymi vazbami, proto je tato prace zamérena na nékteré
z nich. Proteinogenni aminokyseliny Ize rozdélit na esencidlni a neesencidlni. Esencidlni
je nutno pfijimat potravou.

Cilem této prace bylo porovnat méd-chelatac¢ni a méd-redukujici aktivitu esencialnich
aminokyselin L-histidinu a L-methioninu, a neesencidlnich aminokyselin L-cysteinu, jeho
dimeru L-cystinu, L-asparagové a L-glutamové kyseliny. Také byla zkoumana latka odvozenad
od L-cysteinu, N-acetylcystein. VSechny latky byly testovany pomoci spektrofotometrickych
metod pfi pH, ktera odpovidaji (pato)fyziologickému prostredi v lidském téle.

Vsechny testované latky prokazaly dobrou chelataéni schopnost pfi pouZiti metody
s hematoxylinem. Pfi metodé s bathokuproinem, kdy je vytvareno kompetitivné;jsi prostredi,
vétsSina tuto schopnost neméla. Testované latky Ize tedy spiSe povazovat za slabé chelatory
médi. Nejvyssi chelatacni aktivita byla zjiSténa u esencidlni aminokyseliny L-histidinu.
Schopnost redukovat ionty médi byla zaznamenana pouze u N-acetylcysteinu a L-cysteinu.

Touto studii bylo zjisténo, Ze vSechny vybrané aminokyseliny mohou interagovat s médi,

avsak s rdznou intenzitou.
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Title of Thesis: Can essential amino acids be considered as copper chelators?

Copper is a trace element playing an important role in the human organism. Copper
levels in the body have to be carefully controlled because disruption of copper homeostasis
can cause oxidative damage which may lead to various pathologies. Chelation of copper can
potentially be used as a therapeutic tool.

Medical chelators should ideally mimic chelators, especially peptides and proteins
which are important for regulation of copper homeostasis. Their structure is formed by amino
acids linked by peptide bonds. For this reason, the study is focused on selected amino acids.
Proteinogenic amino acids are classified into essential and nonessential. Essential amino acids
must be obtained from the diet.

The aim of this study was to compare the copper chelation and reduction activity
of essential amino acids L-histidine and L[-methionine, and nonessential amino acids
L-cysteine, its dimer L-cystine, L-aspartic acid and L-glutamic acid. Also a L-cysteine-derived
compound, N-acetylcysteine, was tested. All of them were tested using spectrophotometric
methods at pHs which correspond to (patho)physiological environment of the human body.

All tested compounds showed good chelating ability in hematoxylin assay. However,
with bathocuproine method, when more competitive conditions are created, most of them
lost this ability. Therefore, tested amino acids can rather be considered as weak chelators
of copper. The highest chelating activity was found in essential amino acid L-histidine.
The ability to reduce copper ions was observed only in N-acetylcysteine and L-cysteine.

This study showed that all selected amino acids can interact with copper,

but with different intensity.
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