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1 uvob

Méd' je biogenni stopovy prvek, ktery se v lidském téle vyskytuje v mnozstvi 70-80
mg. Béhem Zivota se uvedené mnoiZstvi méni a zavisi na pohlavi a véku. Méd ma
nepostradatelnou funkci, je slozkou nékolika esencidlnich enzym( a Gcastni se metabolickych
déjl a redoxnich reakci v organizmu. Pro spravné fungovani téla je dlleZita jeji homeostaza.
Jak nadbytek, tak nedostatek médi muze vést ke vzniku patologickych stav(.

Toxické plsobeni médi je dano jeji Ucasti na vzniku vysoce reaktivnich forem kysliku.
Médnaté ionty se redukuji na médné ionty, které jsou schopny katalyzovat tvorbu
hydroxylovych radikal(i. Oxidativni stres pfispiva ke vzniku patologii, jako je rakovina nebo
onemocnéni nervové soustavy.

K 1écbé nadbytku a akumulace médi v téle Ize pouzit chelata¢ni terapii. Chelatacni
¢inidla tvori komplexy s toxickymi kovy a zvysuji jejich vylucovani. V souc¢asné dobé se tato
|é¢ba vyuziva u Wilsonovy choroby.

Flavonoidy jsou polyfenolické latky, které patfi mezi sekundarni metabolity rostlin.
Jsou nedilnou soucasti lidské stravy. Vyznamnym zdrojem je ovoce a zelenina, ¢okolada,
cervené vino nebo c¢aj. Flavonoidy maji pozitivni vliv na nase zdravi. Plsobi antioxidacné,
antimikrobidlné, protizanétlivé, protinddorové, vazoaktivné a hepatoprotektivné. Jejich
antioxidacni aktivita je spojena se schopnosti chelatovat prechodné kovy, zejména Zelezo
améd. Mohou mit také negativni prooxidacni vlastnosti, které souvisi se schopnosti
redukovat kovové ionty, ¢imz se podporuje vznik volnych radikal(. Z uvedenych dlvodu je
tato diplomova prace zamérena na stanoveni méd-chelataéni a redukéni aktivity vybranych

flavonoidl — tamarixetinu a isorhamnetinu.



2 CiL PRACE

Cilem této diplomové prace je zjistit, zda a jak interaguji vybrané flavonoidy
(tamarixetin a isorhamnetin) s médi, prfedevsim stanovit jejich méd-chelatacni a redukéni
aktivitu v prostredi rliznych (pato)fyziologicky vyznamnych pH. Dale pak odvodit vztah mezi

strukturou flavonoidu a jejich méd-chelatacni a redukéni aktivitou.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Méd

Méd' je uslechtily kov ¢ervené barvy. Chemicka znacka Cu vychazi z latinského nazvu
Cuprum. Snadnd tvarnost, odolnost proti korozi, vysoka tepelna a elektrickd vodivost &ini
méd’ jednim z nejoblibenéjsich kovl pro primyslové vyuZiti. PouZiva se jako Cisty kov nebo
v podobé slitin. V pfirodé se vyskytuje jak v elementarni formé, tak v Siroké skale sloucenin.
Koncentrace Cu v pQdé je pfiblizné 50 ppm. Do vzduchu se uvoliiuje jak z pfirodnich zdroja
(sopky, prach, lesni pozary), tak z ¢lovékem vytvorenych zdrojl (huté, ocelarny, komunalni
spalovny). Obsah v atmosféfe se pohybuje v rozmezi od 5 do 20 ng/m? a voda v pfirodé ma

pramérnou koncentraci 4 az 10 pg/I [1].

3.1.1 Maéd jako chemicky prvek
V periodické soustavé prvk( se nachazi mezi pfechodnymi kovy ve 4. periodé, I. B
skupiné a ma atomové Cislo 29. Jeji elektronova konfigurace je [Ar] 3d° 4s?. V pfirodé se
nejéastéji vyskytuje ve tfech hlavnich oxidaénich stavech, jako ryzi kov (Cu®), Cu(l) a Cu (ll)
[2]. Povrchové se oxiduje vzduchem a poskytuje zeleny povlak hydroxouhlicitanu
a hydroxosiranu. Povlak se snadno rozpousti v kyseliné sirové, kyseliné dusiéné, amoniaku

a kyanidu draselném za pfistupu vzduchu [3].

3.1.2 Maéd jako biogenni prvek

Je zndmo celkem 28 biogennich prvk(, které v Zivych organismech tvofi organické
a anorganické slouceniny. Podle primérného zastoupeni se déli na makroelementy
a mikroelementy. Méd' spolu s ostatnimi 16 prvky patii mezi mikroelementy neboli stopové
prvky, které se v Zivych systémech vyskytuji ve velmi malém mnozstvi [4]. Po Zeleze a zinku je
tretim nejhojnéji zastoupenym stopovym prvkem v lidském téle [5]. V biologickych
systémech se méd nejc¢astéji vyskytuje v oxidacnim stavu Cu (ll). Ovliviuje enzymovou
aktivitu jako kofaktor a jako alosterickd slozka nékolika cuproenzym(. Také se podili na

regulacnich mechanismech genetické exprese cilovych gent [6].

3.1.3 Méd'v lidském téle
Lidsky organismus obsahuje 70-80 mg médi. Jako stopovy prvek mizeme méd' nalézt
vtémeér kazdé bunice naseho téla. NejvysSich koncentraci dosahuje v mozku, jatrech,

centralnim nervovém systému a srdci. Asi 50 % obsahu médi je uloZzeno v kostech a svalech.



V prabéhu roku se mnoistvi médi méni a zdvisi na pohlavi a véku. Tyto zmény souvisi
s vyznamnymi rozdily v koncentraci ceruloplasminu (CP), ktery je hlavnim nosi¢cem médi
vkrvi [7]. Jde o plazmaticky alfa-2-glykoprotein, znamy také jako "modry protein"
s molekulovou hmotnosti okolo 132 kDa. Modra barva je typicka pro proteiny bohaté na
méd. Molekula ceruloplasminu silné vaze Sest atomO médi. Vznikd v hepatocytech, kde
dochazi k zabudovani médi do CP a naslednému uvolnéni z jater do plazmy. Vaze az 90 %
plazmatické médi a zprostfedkovava jeji dostupnost do tkdni. Koncentrace médi v séru
dospélého Clovéka je 11-22 umol/l. U novorozencu je koncentrace v rozmezi 3-10 umol/I.
U téhotnych Zen je fyziologicky zvySend produkce ceruloplasminu, kterd je pri¢inou zvySené
koncentrace Cu v krvi.

CP se uplatriuje také jako antioxidant. Katalyzuje oxidaci Zeleznatych iontd (Fe?*) na
Zelezité (Fe®**) a brani vzniku nebezpeéného hydroxylového radikalu, ktery vznika Fentonovou
reakci (Rov. 1) [8,9].

H,0;,+ Fe2— OH" + - OH + Fe?*
Rovnice 1: Fentonova reakce [8]

CP zde pusobi jako feroxidasa. Tato aktivita se zvySuje pfi zanétech a infekcich. Jedna
se o reaktant akutni faze [8,9]. Feroxidasa se vyznamné podili na metabolismu Zeleza.
Zajistuje oxidaci dvojmocného Zeleza na trojmocné. Zelezité ionty se dale vaZi na protein
transferin a slouzi k syntéze hemoglobinu a krvetvorbé [7].

Hefestin je homolog ceruloplasminu a ma nékteré jeho vlastnosti. Jedna se
o transmembranovy protein o velikosti 134 kDa. Ma feroxidasovou aktivitu a podili se na
vstfebavani Zeleza ze streva [10].

Méd' je funkéni slozkou nékolika esencidlnich enzym. Jednim z nich je cytochrom-c-
oxidasa, ktera je terminalni oxidasou ve vétsiné aerobnich organisml. Nachazi se na vnitrni
strané mitochondridlni membrany a jedna se o duleZitou slozku dychaciho fretézce.
Katalyzuje redukci molekuldrniho kysliku na vodu, pfi ¢emZ cytochrom-c-oxidasa generuje
elektricky gradient, ktery je vyuzivdn mitochondriemi k vytvareni energie pro bunku, jezZ se
poté uklada v podobé ATP [7,10].

DalsSim neméné vyznamnym enzymem, zavislym na médi je lysyloxidasa. Hraje
dilezitou roli pti tvorbé pojivovych tkani. Podili se na vzniku pficnych vazeb mezi vldkny

kolagenu a elastinu. Zachovava elasticitu pojivové tkané v srdci a krevnich cévach [7,11].
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Mnoho reakci, které jsou nezbytné k spravnému fungovani mozku a nervové soustavy
je katalyzovdno enzymy s médi [7]. Monoaminooxidasa A (MAO A) a monoaminooxidasa B
(MAO B) jsou enzymy vnéjsi mitochondridlni membrany, které se podili na metabolismu
neurotransmiter(l. Jejich funkci je katalyzovat oxidaéni deaminaci serotoninu, dopaminu
a noradrenalinu. Oba tyto enzymy se pouzivaji jako farmakologické cile l1é¢iv ze skupin
antidepresiv nebo neuroprotektivnich latek. MAO A a MAO B maji podobnou katalytickou
aktivitu, ale vzajemné se lisi v substratové specificité a distribuci v tkdnich [12].

Enzym tyrosinasa patfi také do skupiny enzym( obsahujicich méd. Nachazi se
v melanocytech, burikdch produkujicich melanin, kde je nezbytnd pro jeho tvorbu. Melanin
je jeden z nejrozsitenéjSich koznich pigmenta. Barva klze, vlas( a oci je ddna rfadou faktora.
Mezi nejvyznamnéjsi patifi pravé distribuce melaninu. Melaniny jsou heterogenni
polyfenolové biopolymery, které mizou mit Sirokou skalu barev [13].

Superoxiddismutasa (SOD) je vyznamny antioxida¢ni enzym. Katalyzuje pfeménu
superoxidového radikalu tzv. volného radikalu na méné skodlivy peroxid vodiku, ktery mGze
byt nasledné redukovan dalsimi antioxida¢nimi enzymy na vodu. U lidi se nachazi tfi typy
SOD. Dva z nich obsahuji méd. SOD1 obsahujici méd' a zinek je pfitomna ve vétsiné bunék
organismu, v€etné Cervenych krvinek. SOD2 je extracelularni, méd obsahujici enzym, ktery
mulzZeme najit ve velkém mnoizstvi v plicich a v nizké koncentraci v plazmé. Enzymy s médi se
podili také na regulaci genové exprese. Mnozstvi médi v burikdch muze ovlivnit syntézu
proteind organismem, indukci nebo inhibici transkripce cilovych genli. Mezi enzymy
ovliviujici expresi genli patfi pravé SOD (obsahujici méd' a zinek) [7].

Metalothioneiny (MT) jsou proteiny obsahujici 61 aminokyselin, z toho 20 cystein(.
Jsou schopny pevné vézat dvojmocné kovové ionty kromé Fe?* jontd. Charakteristickou
funkci dané skupiny proteind je uzavrit kovové ionty v neskodné formé, pokud jsou pfitomny
v nadmérném mnozstvi. Funguji jako ochrana pro buriku. Jejich expresi zvysuji i nékteré dalsi
faktory, zejména hormony glukagon a kortizol nebo cinidla indukujici zanét a reakci akutni
faze. MT vazou hlavné ionty Zn, Cu a Cd, ale mohou vazat také Hg, Ag nebo Ni. Nicméné

ionty Cu jsou vazany nejpevnéji a mizou tyto ostatni ionty vytésnit [10].

11



Tabulka 1: Enzymy obsahujici méd' u savci [10]

Enzym Funkce

Cytochrom-c-oxidasa Elektronovy transport v mitochondriich

Cu/Zn-SOD Detoxikace volnych radikall

Metalothionein Skladovani pfebyteéné médi a jinych iontl dvojmocnych kovti (kromé Fe?*),

mozny donor Cu k urcitym apoproteiniim
Ceruloplasmin Feroxidasa, podporuje pfenos Fe z jater do krve, reaktant akutni faze,

transport Cu

Lysyloxidasa Zesitovani kolagenu a elastinu

Tyrosinasa Tvorba melaninu

Monoaminooxidasa Produkce katecholamind

Hefestin Feroxidasa, pomaha vstrebavat Zelezo, homolog ceruloplasminu
Angiogenin Indukce tvorby cév

Faktory srazeni krve V a VIl | SraZeni krve

3.1.4 Pfijem médi potravou

Méd' je pro télo nezbytnym esencidlnim prvkem. Organismus si ho neumi vytvofrit
sam, a proto musi byt pfijimadn potravou. Jedna se o stopovy prvek. Potfebny pfijem je ve
velmi malém mnozstvi [14]. Prlmérna strava obyvatel zapadnich zemi obsahuje 0,6 az 1,6
mg Cu denné. A pokryje nezbytny denni pFijem.

Mezi potraviny bohaté na obsah médi patfi predevsim mofiské plody a vnitinosti,
hlavné jatra. V béZzném masu je koncentrace mensi. Z rostlinné potravy se jedna o obiloviny,
orechy a v mensi mife o ovoce a zeleninu. Zdrojem je pro nas také Cu obsazend ve vodé. V
neznecisténé pitné vodé je velmi malo médi. V morské vodé je koncentrace vyssi a zvétsuje
se s pribyvajici hloubkou, coZ se projevuje napriklad v koncentraci médi u ryb a mékkysu
lovenych ze dna oceant. Vétsina médi v potravé ZivociSného i rostlinného plvodu je pevné
vazana na proteiny.

Absorpce Cu probiha predevsim v tenkém stfevé, poté co je potrava natravena
v zaludku a dvandctniku [15]. Rychlost absorpce zavisi na nékolika faktorech: vék, pohlavi,
typ potravy, mnozstvi médi v pfijimaném jidle nebo uzivani peroralni antikoncepce, od ¢ehoz
se odviji mira absorpce, kterd mlze byt mezi 12 a7 71 % [14]. U¢innost absorpce kovovych

iontd je pomérné vysoka a vékem se vyrazné neméni [15].
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Tabulka 2: Obsah médi ve vybranych potravindch [14]

Potravina Cu (mg/kg)
Mléko a mlééné vyrobky

-mléko 0,1-0,88
-Cerstvy syr 0,03
-zpracovany syr 0,025
Maso a droby

-jatra, hovézi 157
-ledviny, hovézi 2,1-4,3
-svalové maso, hovézi 0,1-1,8
-svalové maso, veprové 0,1-9,1
Obilné vyrobky

- kukufi¢né potraviny 0,6-16,6
-pSenicny chléb 2,9
-celozrnny pSenic¢ny chléb 3,4
-celozrnné téstoviny 0,08-0,52
Ovoce a zelenina

-brambory 0,48-16,0
-mrkev 0,37-0,62
-zeli 0,1-7,7
-jablka 0,1-2,3
-bandny 0,7-3,0
Motské plody

-Ustrice 0,3-16,0
-tunak 0,1-1,2
-losos 0,5-0,8
-krevety 2,0-2,9

3.1.5 Metabolismus médi

Obecné plati, Ze jedinym zplsobem, kterym méd' vstupuje do organismu, je pres
zazivaci trakt. Za normalnich podminek neprochazi pres klzi. Vyjimkou jsou aplikace
specifickych masti s vysokou koncentraci médi nebo médéné Sperky. Poté mize dojit
k absorpci nékolika mikrogramti denné. Aby kni doslo, musi byt splnény specifické
podminky, pfi kterych dochazi k tvorbé komplexa glycin-méd, rozpustnych v potu.

Po natraveni potravy dochazi k absorpci médi do bunék stfevni sliznice. Prechod
mukdzni bariérou probiha prostou difuzi nezavisle na energii. Nésleduje prenos pres
bazolateralni membranu do intersticidlni tekutiny a do krve. Transfer pfes bazolaterdlni
membranu probihd omezenou rychlosti a je zprostfedkovan saturovatelnym, energeticky
zavislym mechanismem. Dochdzi zde ksoutéZi o absorpci mezi médi a jinymi ionty
prechodnych kovl. Abnormalné vysoka koncentrace zinku nebo Zeleza v potravé muze snizit

mnozstvi vstfebané médi. Po vstupu do krevni plazmy nebo intersticidlni tekutiny se méd
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vaze na dva proteiny, albumin a transkuprein. Vétsina takto vazané médi se rychle uklada do
jater. Pouze malé mnozstvi putuje do ledvin. V hepatocytech nasledné dochazi k zabudovani
iontd médi do ceruplasminu, ktery slouzi jako transportér Cu do dalSich tkani [15].
Homeostazu médi zajistuji jatra. Reguluji vylucovani Zluci. Jde o jediny fyziologicky
mechanismus exkrece. Méd' se v zluci vyskytuje jako neabsorbovatelny komplex, a proto uz
nedochdzi kjejimu enterohepatdlnimu obéhu [16]. K minimalnim ztratam moci dochazi
ztoho dlvodu, Ze se vkrevni plazmé témér nevyskytuje volna forma médi. Veskeré
komplexy s nizkou molekulovou hmotnosti, které by mohly byt filtrovany glomeruly, jsou
opétovné reabsorbovany. Koncentrace médi v Zlu¢i dospélého ¢lovéka se pohybuje kolem

4 pg/g. V modije to pouhych 0,02-0,05 pg/g [15].

3.1.6 Nedostatek médi

Méd se nachazi ve velké Skdle béiné uzivanych potravin, proto neni u vétSiny
obyvatel obvyklé, aby dochazelo k jejimu deficitu. Za urcitych okolnosti miZzeme nedostatek
pozorovat u par jedinch. ZvySené riziko je u predc¢asné narozenych déti, u osob
s nedostatecnym prijmem médi z potravy, u malabsorpcniho syndromu, nebo pokud dochazi
k nadmérnym ztratam.

Deficit z nedostateéného pfijmu mulzZe nastat u pacientl, ktefi jsou dlouhodobé
odkazani na totalni parenteralni vyzivu. | pres skutecnost, Ze se dnes jednd o zndmy jev a do
vétsiny infuznich vakd je méd' priddvana, se takové pripady stale objevuji. Na viné je zména
koncentrace pripravku, kterd muize vzniknout ndhodnou kontaminaci smési. Ke stejnému
problému muze dojit také u novorozenc(, ktefi jsou po narozeni krmeni primarné kravskym
mlékem. Zejména pokud se jedna o predcasné narozené déti a déti s nizkou porodni vahou.
Pfedcasné narozené déti jsou na rozdil od déti narozenych v terminu v daleko vétsim riziku i
z dlvodu, Ze zasoby médi se vytvari v poslednim trimestru téhotenstvi. Pfenosem médi pres
placentu se u plodu vytvari zasoby mensi nez 15-17mg. Takové mnozstvi Cu uloZené v jatrech
tvofi rezervu vraném obdobi postnatdlniho Zivota kojence a poskytuje ochranu pred
vznikem deficitu.

Dalsi pFi¢éinou mize byt malabsorpce. Casto jde o nasledek pfitomnosti patologickych
stavl: celiakie, syndromu kratkého streva, cystické fibrozy, tropické sprue, prdjmovych
onemocnéni nebo gastrektomie. Jednim z nejdilezitéjSich klinickych faktord predurcujicich

malabsorpci Cu, je nadmérny pfijem zinku, ktery zplUsobuji podobné fyziochemické vlastnosti
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mezi médi a zinkem [17]. Vysoky pfijem zinku nebo vysoky molarni pomér zinku k médi v
potravé sniZuje vstfebané mnoistvi Cu. Zinkem vyvolany nedostatek médi se objevuje
v pfipadech, kde byl terapeuticky hojné podavan pfi |écbé jinych nemoci. K projeviim deficitu
médi patfi anémie, granulocytopenie, abnormality kostni dfené asnizend sérova
koncentrace médi a ceruloplasminu [17,18]. Uvedené antagonistické plsobeni bylo
zaznamendno také mezi Zelezem a médi. Riziko malabsorpce médi mlzZe nastat u kojencu
s nizkou porodni vdhou, ktefi dostavaji vysoké davky Zeleza v doplnicich stravy. Problém
mlze byt i u téhotnych Zen, uZivajicich vitaminové a minerdlni pripravky s vysokou
koncentraci Zeleza. Pravé béhem téhotenstvi je potfeba médi zvySena a jeji nedostatecné
vstiebavani muze vést az k deficitu. Vysledkem dlouhotrvajici malabsorpce mlze byt az
hypokuprémie. Klinickymi pfiznaky je porucha vyvoje, depigmentace vlasl a kize, bledost,
kfehkost cévnich stén, kostni léze, osteopenie a v nékterych pripadech také leukopenie,
neutropenie a anémie.

Knadmérnym ztrdtam meédi muze dochazet za rlznych Kklinickych okolnosti.
U pacientu s nefrotickym syndromem muzZe dochazet ke ztratam ceruloplasminu moci. Také
béhem peritonealni dialyzy mGzou byt zaznamenany nadmérné ztraty zplsobené dialyzacni
vyménou. Ztraty prostfednictvim klze se objevuji u rozsahlych popalenin. Pficinou mohou
byt také iatrogenni faktory. Ukdzalo se, Ze dlouhodobd I|écba glukokortikoidem
dexamethasonem narusuje metabolismus médi u predcasné narozenych déti. Byl také
zaznamenan pripad jinak zdravé Zeny, ktera dlouhodobé uZivala spolu s béZnou stravou az 15
tablet antacid denné. Antacida obsahuji oxidy, které za alkalického pH precipituji médnaté
soli. Poziti velkého mnoZstvi antacid mlze vyvolat sekunddrni nedostatek médi snizenim
biologické dostupnosti médi z potravy. Je pravdépodobné, ze metabolismus médi ovliviiuje

i mnoho dalSich [éka [17].

3.1.7 Toxicita médi
Chronickd toxicita médi primarné ovliviiuje jatra, protoZe jsou prvnim mistem
ukladani Cu po vstupu do krve. Typickym projevem je vyvoj jaterni cirhdzy s epizodami
hemolyzy, poskozeni renalnich tubuld, mozku a dalSich organ(i. Symptomy mohou vyustit
v kdma, jaterni cirhézu, cévni kolaps a kondéit az smrti. Konzumace vody nebo potravin
kontaminovanych médi je spojena s vyvojem akutnich gastrointestinalnich priznakd. Akutni

otrava Cu se mlZe z pocatku projevit jako slabost, letargie a anorexie. Stejné tak mdze mit za
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nasledek erozi epitelidlni vystelky gastrointestindlniho traktu, hepatoceluldrni nekrézu jater a
akutni tubularni nekrézu ledvin. Odhadovanou letalni ddvkou u dospélych je asi 10-20 g [19].

Toxické plsobeni médi spociva v jeji ucasti na vzniku kyslikovych radikald. Jedna se
o vysoce reaktivni formy kysliku, které se podili na peroxidaci lipidd v membranach, pfimé
oxidaci proteinll a Stépeni DNA a RNA molekul [10]. V pfitomnosti superoxidu (*O2) nebo
redukéniho ¢inidla se médnaté ionty (Cu?*) redukuji na médné ionty (Cu*), které jsou
schopny katalyzovat tvorbu hydroxylovych radikdld z peroxidu vodiku. Mechanismus
produkce probihd dle Haber-Weissovy reakce (Rov. 2) [19].

*02+ Cu**— 02 + Cu*
Cu* + H,0,— Cu* + OH + - OH
Rovnice 2: Haber-Weissova reakce [19]

Hydroxylovy radikal je pravdépodobné nejsilnéjsi oxidacni radikal, ktery vznika
v biologickych systémech. Je schopny reagovat s prakticky kazdou biologickou molekulou
a iniciovat oxidacni poskozeni [19]. Jeho plsobeni je hlavnim faktorem pfispivajicim ke

vzniku patologii jako je rakovina, onemocnéni nervové soustavy a starnuti organismu [10].

3.1.8 Nemoci souvisejici s médi

Onemocnéni metabolismu médi mlze byt zplsobeno genetickymi poruchami, které
vedou k naruseni citlivé homeostazy Cu udrzované v organismu. Mezi nejlépe prozkoumané
a objasnéné poruchy homeostdzy patfi Wilsonova choroba a Menkesova nemoc [20].
Zatimco Menkesuv syndrom vede k nedostatku, u Wilsonovy choroby dochazi k pretiZeni téla
médi a jeji toxicité [15].

Wilsonova choroba (WD) je autozomalné recesivné dédi¢nd porucha metabolismu
médi v jatrech [21]. Jako syndrom ji poprvé popsal Kinnier Wilson v roce 1912 [22]. Nemoc
vznikd mutaci genu ATP7b, ktery kdéduje ATPasu P-typu transportujici méd [21]. Bylo
identifikovdno vice nez 500 mutaci kauzdlniho genu ATP7b. VétsSina z nich jsou missense
mutace (mutace ménici smysl), zplisobené malou deleci nebo inzerci v kddujici oblasti genu.
Méné casté jsou Uplné delece exonl, mutace promotorové oblasti genu a mnohocetné
mutace [23]. U pacientd ze stfedni a vychodni ¢dasti Evropy je nejéastéjsi
H1069Q mutace v exonu 14 [24]. Gen ATP7b zodpovédny za Wilsonovu chorobu je umistén
na chromozomu 13 a je vysoce exprimovan v jatrech, ledvinach a placenté. Ma dvoiji roli,

syntetickou a vylucovaci. Jeho funkci dochazi k zaclenéni Cu do plazmatického proteinu
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ceruloplasminu a vylu¢ovani prebytecné médi do Zluce [22]. Defektem tohoto genu nemuze
probihat vylu¢ovani médi Zlu¢i a akumuluje se v organismu [21].

Nemoc se z pocatku projevuje jako chronické onemocnéni jater, pozdéji jako
neurologické poskozeni, které vznikd v dlsledku hromadéni médi v tkdnich, zejména
v jatrech a v mozku. Incidence se u vétsiny populaci odhaduje na 1:30.000. Pokud neni u WD
zahdjena lécba, mlzZe byt i smrtelna [24]. Mezi klinické projevy WD souvisejici s poruchou
jater patfi trvalé zvySeni jaternich aminotransferas, chronickd hepatitida, cirhéza a
hemolytickd anémie. Neurologické pfiznaky jsou pfitomny u 40-50% pacient(l. Projevuji se
jako akineticko-rigidni syndrom podobny Parkinsonové nemoci, tres, poruchy chize,
nedostatecna koordinace pohybl, slzeni, dystonie a spasticita. M(iZe dochdazet také k ¢astym
migréndm, bolestem hlavy a nespavosti. Spolu s behavioralnimi zménami jsou
psychiatrickymi priznaky WD deprese, Uzkost a psychdza.

Typickym pozorovatelnym symptomem je zména vzhledu oci. Ndlezem muze byt
Kayserav-Fleischerliv (K-F) prstenec nebo katarakta ve tvaru slunecnice. Oba nalezy jsou
reverzibilni terapii nebo po transplantaci jater. K-F prstenec je nejlépe viditelny na okraji
rohovky. Vznika ukladanim médi na vnitini povrch rohovky do Descementovy membrany. M3
zlatavé hnédou barvu a mlze byt viditelny pouhym okem. DalSimi méné cCastymi projevy
muze byt nocni slepota, opticka neuritida nebo bledost optického disku [22]. Pro stanoveni
diagndzy je obvykle dostacujici pfitomnost K-F prstence a sérova koncentrace CP nizsi nez
0,1 g/I. Nicméné aZ u poloviny pacientd s jaternim postizenim jako hlavnim znakem choroby
muze K-F prstenec chybét. Nebo neni dobre vidét, zejména u tmavych oci [23]. Za normalini
laboratorni hodnoty ceruloplasminu vséru se povaziuji koncentrace v rozmezi
0,2-0,5 g/l. Az 95 % homozygotl a 20 % asymptomatickych heterozygotd maji hodnoty
sérového CP nizsi nez 0,2 g/l. 5 % homozygotd ma normalni sérové koncentrace. PfiCinou
muzZe byt, Ze CP je reaktant akutni faze a jeho hladiny mGzou byt zvySeny do normalnich
hodnot zanétem.

K diagnostice Ize vyuzit i stanoveni obsahu médi v jatrech. Normalni obsah médi je
mensi nez 55 ug/g susiny. U homozygotU je obvykla koncentrace vétsi nez 250 pg/g. U WD je
zvySend také 24 hodinovad exkrece médi moci. Méd v mocéi pochazi ztzv. volné médi
cirkulujici v plazmé, nenavazané na ceruloplasmin. Pokud je koncentrace vétsi nez 100 ug/24
hod lze ji brat jako vyznamnou pro stanoveni diagnézy. Referencni limity pro normalni

exkreci se mezi laboratoremi lisi. Vétsina uzZiva jako horni mez 40ug/24 hod [22].
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Lécba Wilsonovy choroby je celoZivotni. Nelze ji kontrolovat jen nizkym pfijmem Cu
v potravé. V idedlnim pfipadé by Ié¢ba méla mit dvé faze: pocatecni, akutni Ié¢bu a nasledné
udriovaci lé¢bu. Uprava davky pFi udrzovaci |é¢bé pomdaha predchazet predavkovani, které
by mohlo vést az k deficitu médi. Strategie |éCby zahrnuje podavani cheldtorl médi (Obr. 1):
D-penicilaminu, trientinu, tetrathiomolybdenatu nebo soli zinku. Chelata¢ni ¢inidla vazi méd’
pfimo v krvi a v tkdnich a usnadnuji jeji vylucovani. Zinek naruduje vstfebdvani Cu ze streva.
Zabranuje tak akumulaci dals$i médi, ale ma nizsi potencial mobilizovat méd’ z tkani, které
jsou jiz pretizeny. Pokud navzdory adekvatni 1é¢bé nedochdzi u neurologickych pacientl ke
zlepseni, Ize podat symptomatickou lécbu. Typické jsou botulotoxinové injekce pfi dystonii

nebo primidon proti tremoru [23].

HN MNH
NH, |5|'
HS
Mo
7| s
COOH 3
NHz  HyN
D-Penicilamin Tetrathiomolybdenat Triethylentetraamin

Obradzek 1: Struktura cheldtorti médi [48]

Menkesova nemoc (MD) je recesivné dédi¢na porucha metabolismu médi, vazana na
chromozom X. Proto postihuje pfedevsim chlapce. Obvykle ma zdvazny klinicky pribéh a
konc¢i smrti [25]. Je zpUsobena mutacemi vgenu kodujicim ATP7A, ATPasu P-typu
transportujici méd. Mutace mizZou byt zplGsobeny malymi inzercemi, malymi nebo velkymi
delecemi nebo se mlZe jednat o nesmysiné a missense mutace. Vyskyt MD je v rozmezi
1:100.000 az 1:250.000 Zivé narozenych déti. ATP7A je monomerni protein obsahujici 1500
aminokyselin. Casto je nazyvany také jako Menkes(v protein. V organismu ma dvoji funkci.
Vyuziva energii z ATP k transportu médi z cytosolu, ¢imz udrzuje hladinu intracelularni médi
a plsobi pfi za€lenéni Cu do kuproenzym(l. Ztrata aktivity tohoto proteinu vede
k neschopnosti médi opustit enterocyty, a tak dochazi kjeji akumulaci ve strevé a
vzniku nedostatku médi v organismu.

Mnoho priznakd MD muzZe byt zplsobeno nedostatecnou funkci enzyma zavislych na
médi [26]. MD je progresivni neurodegenerativni onemocnéni, projevujici se abnormalitou
pojivové tkané a typickym vzhledem vlas(i. VétSina pacientli ma vazinou klasickou formu,

ktera vede ke smrti v raném détstvi, obvykle pred tfetim rokem Zivota.
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Mirnéjsi formou Menkesovy choroby je syndrom occipital horn (OHS). Jeho hlavni
klinické projevy souvisi s pojivovou tkani. Charakteristické pro néj jsou symetrické exostdzy
vycénivajici smérem dolG z okcipitdlni kosti. Prlibéh téhotenstvi je obvykle normalni. Po
narozeni mUZe kiZe vypadat vrascita a povolena. Nebo mUZe byt pfitomna pupecni a tfiselna
kyla. Postupné se vyviji hypotermie, Zloutenka, hypotonie a mlze dochazet k problém0m pfi
krmeni. Prvnimi pfiznaky, které obvykle pfivedou dité k lékafi, byvaji neustupné prijmy a
recidivujici infekce mocovych cest. Predpokladand délka Zivota je u OHS rlzng, je ale
podstatné delsi nez u MD [27].

Diagnostikovat klasickou formu MD nebyvd obtizné. Diagndza se stanovuje na
zakladé klinickych pfriznak(, jako je nizkd hladina sérové médi a ceruloplasminu a
charakteristické radiologické zmény. Dale muze byt potvrzena pomoci biochemickych nalez(
nebo lze provést diagnostiku na bdzi DNA. Pfi peroralnim nebo rektalnim uzivani médi
nedochazi ke zlepseni hladiny Cu v séru. Méd' je nutno podat intravendézné nebo subkutanné
a obejit tak poskozenou stfevni absorpci. Existuje v rliznych formach, jako je napfiklad
komplex méd-histidin, méd-acetat nebo méd-ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA).
Zadnd ztéchto latek neni adekvatné prospéina pfi lé¢bé neurologického poskozeni, ale
zlepsuji sérové hladiny médi a ceruloplasminu. Mezi dostupnymi slou¢eninami médi se
komplex méd-histidin ukazal jako nejefektivnéjsi, a vyuziva se proto pfi terapii. Je dulezité
zahajit |écbu co nejdrive. Pokud je podavani méd-histidinu zapocato jiz u plodu in utero nebo
u novorozencd, mlze se zabranit vzniku neurologického poskozeni [28]. Pozitivni vysledek
dopliovani méd-histidinu zavisi na ¢asné iniciaci a pritomnosti alespori ¢astecné funkéniho
ATP7A proteinu. Nicméné nelze touto Ié€bou zabranit vzniku poruch pojivové tkané a zméné
kosti [25].

Aceruloplasminémie je autosomalné recesivni porucha souvisejici se specifickymi
mutacemi v genu ceruloplasminu [29]. Jednd se o dédi¢nou poruchu metabolismu Zeleza,
zplUsobenou Uplnym nedostatkem ceruloplasminu a jeho feroxidasové aktivity. Navzdory
nizkému obsahu Zeleza v séru dochazi k jeho akumulaci v mozku a viscerdlnich organech
[30]. V bazdlnich gangliich vede masivni akumulace k rozsahlé ztraté neuroni. ZvySena
koncentrace Zeleza v mozku je spojena se zvySenou lipidovou peroxidaci a vede k silnéjSimu
oxidacnimu stresu, ktery zpUsobuje smrt neurondlnich bunék.

Charakteristickym neuropatologickym ndlezem jsou zvétSené nebo deformované

astrocyty a globuldrni struktury [30]. Klinicky se choroba projevuje charakteristickou tridadou:
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neurologickym onemocnénim, degeneraci sitnice a diabetem mellitem. Neurologické
symptomy zahrnuji nedobrovolné pohyby, ataxii a demenci [31].

Aceruloplasminémie je fatalni onemocnéni, véasna diagndza a v€asné zahajeni lécby
jsou pro pacienty velmi dllezité. K symptomatickému snizovani hladin Zeleza v tkanich se
pouzZiva vysoce afinitni cheldtor Zeleza deferoxamin. Prostupuje hematoencefalickou
bariérou a podporuje vyluCovani prebytecného Zeleza z organismu [29]. Deferoxamin je
siderofor, latka schopnd vazat Zelezo, produkovand bakterii Streptomyces pilosus. Po
peroralnim podani se Spatné vstfebava a rychle vyluCuje, proto je nutné ji podavat
subkutanné nebo intravendzné. Jedna molekula deferoxaminu se vaze s jednim atomem
Zeleza. Vznikly komplex je metabolicky inertni. Komplexy s plazmatickym Zelezem jsou
vylu¢ovany prevainé ledvinami. Po absorpci deferoxaminu jatry dochazi k chelataci
hepatocelularniho Zeleza a exkreci Zluci. Lécba chelatacnimi Cinidly podporuje eliminaci
pfebyte¢ného Zeleza z bunék a pomahd udriovat jeho bezpecnou hladinu [32]. SniZeni
télesnych zasob vede ke zlepSeni stavu diabetu a ke zmirnéni neurologickych priznaka [29].

Neurodegenerativni onemocnéni (ND), jako je Alzheimerova choroba, Parkinsonova
choroba, amyotroficka laterdlni sklerdza, prionova onemocnéni a dalsi, patfi do heterogenni
skupiny poruch, pti kterych dochazi k progresivni degradaci neuronalnich systémua [33].
Spolecnymi vlastnostmi je selektivni neuronalni smrt, agregace protein(, oxidacni stres,
mitochondridlni dysfunkce, akumulace prechodnych kovl a zadnét [34]. VSechna uvedena
onemocnéni jsou zndma jiz mnoho let, ale presto na né nebyla doposud objevena zadna
ucinna lécba. Pacienti postupné a nenavratné ztracejici svou sobéstacnost a jsou odkazani na
péci okoli. Onemocnéni mohou byt rodinného plvodu, jen 10-12 % ma pfesnou genetickou
etiologii [33]. ND jsou spojena se starnutim, ale jejich skutecna etiologie zUstava neznama
[34]. VétsSina pripad( vznika sporadicky. Pouze prionovd onemocnéni mohou mit také
infekéni plvod. Cilem vyzkumu je identifikovat biologické mechanismy, které vyvolavaji
neurodegeneraci a na zakladé toho vyvinout efektivnéjsi terapeutické strategie [33].

Alzheimerova choroba (AD) je progresivni neurodegenerativni porucha, ktera je
nejcastéjsi pri¢inou vzniku demence v pozdnim véku [35]. Na etiologii se podili starnuti,
oxidacni stres a hromadéni kovovych iontl v mozku. Nemoc se projevuje poruchou paméti,
progresivnim poklesem kognitivnich funkci a demenci. V souéasné dobé neexistuje Uspésna
nebo preventivni |écba [34]. Pro vyvoj jak sporadickych, tak familidrnich forem je zdsadni

akumulace proteinu amyloidu B (AB) [35]. AB je stavebni slozkou senilnich plak( a
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neurofibrilarnich klubek, coZ jsou hlavni neuropatické Iéze, které umoznuji diagnostiku AD
post-mortem. Senilni plaky jsou sférické, mnohobunécné |éze, které se obvykle nachazeji ve
velkém poctu v limbickém systému. DalSim typem lézi jsou neurofibrildarni klubka, ktera se
hojné vyskytuji v hipokampu, amygdale a entorhindlni klfe [34,36]. Hromadéni téchto
nerozpustnych agregdtl v mozku je jednou z hlavnich slozek patogeneze AD. AB se sklada
z 39-43 aminokyselin. Vznika proteolyzou z amyloidového prekurzorového proteinu (APP),
transmembranového proteinu Siroce distribuovaného v mozku. Jeho funkce je stdle
neznama. APP je Stépen skupinou enzymu zvanych sekretasy [34]. Mutace v tomto proteinu
vedou k familidrni AD s vyraznym zvySenim akumulace AB v mozku. Pfesné mechanismy
degenerace neuron( nebyly doposud zcela objasnény. Zda se, Ze akumulace AP vede ke
zprostredkovani volnych radikall a oxidativnimu poskozeni [35]. Studie zjistily, Ze za mirné
kyselych podminek mlize méd podporovat agregaci AB. Také bylo zjisténo, Zze APP vaze a
redukuje méd, a je proto mozné, Ze je zapojen do transceluldrniho transportu médi. Poruchy
APP pfi AD muZou prerusit normalni prenos médi v burice. Navazana méd’ se v pfitomnosti
H>0; rychle reoxiduje a to doprovazi fragmentace APP na jednotlivé peptidy, véetné AP.
MuzZe tak dochazet ke zprostredkovani agregace AB a zesileni oxidativniho poskozeni
volnymi radikaly [35].

Parkinsonova nemoc (PD) je druhou nejcastéjsi neurodegenerativni poruchou na
svété. Projevuje se predevsim poruchou motoriky, jako je tres, rigidita, bradykineze a
posturalni nestabilita. Také mohou byt zaznamendany behaviordlni a kognitivni abnormality
[34]. Jako prvni PD popsal James Parkinson v roce 1817. Jednd se o chronickou progresivni
pohybovou poruchu, zplsobenou ztratou nigrostriatdlnich dopaminergnich neuron(, coz
vede k deficitu dopaminu ve striatu. Nejpravdépodobnéjsi pri¢inou vzniku je kombinace
genetickych predispozici a faktor(i vnéjsiho prostredi [37]. Podle nékterych studii se da
povaZovat za riziko pro rozvoj také vystaveni prechodnym kovim, zejména médi a Zelezu.
Akumulace prechodnych kovl v mozku naznacuje, Ze kovova homeostdza je béhem PD
pozménéna [34]. Pfesné mechanismy selektivnich ztrat dopaminergnich bunék nejsou
znamy. Urcitou roli v patogenezi ma mitochondrialni dysfunkce a oxidaéni stres [38]. Spojeni
mezi oxidacnim stresem a PD podporuji postmortalni analyzy, které objevily zvySené
markery oxidacniho stresu v mozku pacientld. Kromé nich se na etiologii podili také zanét a
toxické plsobeni oxidu dusnatého. Vétsina pripadd (90-95 %) vznikd sporadicky, zatimco

pripadl rodinné etiologie je asi 5-10 %. Charakteristickym patologickym znakem PD je

21



pfitomnost intracelularnich inkluzi, zvanych Lewyho téliska. Skladaji se z proteinu
a-synukleinu (AS), ktery se ukldda uvnitf neuront [37]. AS je 14 kDa velky protein
exprimovany prevazné v centralnim nervovém systému. Jednim z Gcink(i nerozpustnych
agregatl AS je oxidacni poskozeni, které mlze zpUsobit az smrt neuronovych bunék. Kinetika
agregace AS je in vitro ovliviiovana nékolika faktory, v€etné pfitomnosti nékterych kovovych
kationt( [39]. Analyza ucinku rlznych kovovych iontli ukazala, Ze hlinité, Zelezité a médnaté
ionty urychluji oligomerizaci - shlukovani jednotlivych molekul AS. Nejucinnéjsi jsou médnaté
ionty. U pacientd s PD byly také objeveny zvy$ené koncentrace Cu?* v mozkomi$nim moku
[40].

Amyotroficka lateralni skler6éza (ALS) je progredujici neurodegenerativni
onemocnéni zatim neznamé etiologie. Prevalence se svékem zvysSuje. Dochdazi zde
k postupnému zaniku centralniho a miSniho motoneuronu se zachovanim extraokularnich a
sfinkterovych svalll [41]. K degeneraci motorickych neuronl vede mutace zesilujici funkci
cytosolického enzymu Cu/Zn-SOD1. Nékteré dikazy naznacuji pfimou patogenni roli médi
a zvySené generovani volnych radikall [39]. Bylo objeveno vice nez 50 mutaci SOD1, které
vedou ke vzniku ALS. Ve vétsiné pripadl se jedna o missense mutace [35]. Klinickymi projevy
je slabost a pozvolna ztrata postizenych svalG. Az 90 % vsech pfipadl vznikd sporadicky.
Zbylych 10 % jsou familiarni formy, zplsobené autosomalné dominantni dédi¢nosti [34].
U muzu se vyskytuje ¢astéji nez u Zen. Typicky vznikd mezi 60. - 70. rokem Zivota.

ALS se déli na jednotlivé podtypy, které se od sebe lisi progndzou. Jednd se o fatalni
onemocnéni. A7z 50 % pacientll zemre do 3 let od projevu prvnich ptiznakd. Na zacatku
onemocnéni mdze byt obtizné stanovit diagnézu. Castymi pfiznaky je porucha artikulace,
obtizné polykani, svalova unava a ubytek hmotnosti v disledku svalové atrofie [41]. Presné
mechanismy zpUsobujici smrt motorickych neuront zlstdvaji neznamy. Mezi mozné primarni
mechanismy se radi toxické plsobeni mutantni SOD1, véetné abnormalni agregace proteind,
glutamatem zprostfedkované excitotoxicity, anomalni regulace intraceluldrniho vapniku
adalsi procesy, které zahrnuji mitochondridlni abnormality a apoptdzu. Glutamatovy
antagonista riluzol je jedinym l|éCivym pripravkem schvdlenym klécbé ALS. Ve dvou
provedenych studiich prodlouZil riluzol preziti o 3-6 mésicl. Podle retrospektivni analyzy
zGstali pacienti uzivajici riluzol v mirnéjsim stadiu onemocnéni déle nez kontroly [42].

Prionova onemocnéni jsou skupinou neurodegenerativnich stavli vyskytujicich se

u lidi i zvirat. Klic¢ovou roli v jejich patogenezi hraje prionovy protein (PrP). Lidskd prionova
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onemocnéni jsou klinicky klasifikovana jako Creutzfeldt-Jakobova nemoc, Gerstmann-
Straussler-Scheinkerdv syndrom, fatalni familidarni nespavost a kuru. Mohou byt také
klasifikovany podle etiologie jako ziskané (pfendsené mezi zvitaty nebo lidmi), zdédéné nebo
sporadické (nezndmé priciny) [43].

Onemocnéni jsou zplUsobena akumulaci posttranslacné modifikované formy PrP.
Navzdory cetnym studiim je molekuldrni mechanismus konformacni konverze normalni
isoformy PrP¢ na patogenni isoformu PrP* stidle nezndmy. Stejné tak neni objasnén
mechanismus nasledné neurodegenerace. PrP¢ je béiné exprimovan v neuronech a gliich
mozku a michy. Také ho Ize nalézt v nékolika perifernich tkanich a v leukocytech. Jeho funkce
je nezndma. Urceni funkce PrP® mlze byt daleZité pro pochopeni patogeneze prionovych
onemocnéni. Ztrata této funkce v dusledku konverze na PrP> muzZe vysvétlit nékteré znaky
poruch. Nékolik Udaji naznacuje, Ze PrP¢ muze hrat roli v metabolismu médi. N-konec PrP¢
obsahuje fadu peptidd s histidinem a glycinem, které jsou schopné vdazat ionty médi.
Navazani kovu indukuje konformacni zmény v polypeptidovém retézci. U mysi s porusenym
genem pro PrP byl zjistén celkovy obsah médi v mozku jen 20 % oproti normalni hodnoté.
Vysledky naznaduji, Ze PrP¢ muizZe byt hlavnim proteinem vazajicim méd v mozku. Jak spolu
méd’ a PrP¢ pfesné funkéné souvisi, je v soucasné dobé nejasné. Jednou z moznosti je, Ze
méd slouZi jako esencidlni kofaktor pro dosud neuréenou enzymatickou aktivitu PrP¢, stejné
jako u kuproenzym. Diky své pfitomnosti na povrchu bunky by se také mohl uplatiovat pfi
chelataci extracelularnich iontll médi nebo jako nosi¢ovy protein pro prijem a dodani iontd
meédi k intracelularnim cilam [44].

K vyraznym zménam absorpce, transportu, metabolismu nebo vylu¢ovani médi mlze
dochdazet pfi zdnétech a nadorovych onemocnénich. V obou uvedenych pripadech vzrista
koncentrace médi a ceruloplasminu v plazmé. ZvySuje se rychlost syntézy a sekrece CP jatry,
prostiednictvim zvySené transkripce mRNA ceruloplasminu v hepatocytech.

Méd ma také urcitou roli béhem angiogeneze, kterd je nezbytna pro rist novych
tkani a stejné tak nadorl. Bylo zjiSténo, Ze nadorové buriky obecné obsahuji vysoké
koncentrace médi a jsou schopny si ji brat z CP. Béhem rakovinného onemocnéni se
zaznamenava sniZzena retence médi ve strevni sliznici a jatrech. Je zvySena nejen koncentrace
CP, ale i jinych méd' vazajicich slozek v krvi. Stupen zvysSeni poté pfimo souvisi se stavem

Ve

onemocnéni. Vysetfeni CP se tak mlze pouZit pfi diagnostice a hodnoceni Ucinnosti |écby
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nadorovych onemocnéni. Vysledky testl ale mlzZe zkreslit pfitomnost zanétlivych procesu,

téhotenstvi nebo uzivani perordlni antikoncepce, obsahujici estrogeny a gestageny [15].

3.1.9 Chelatace médi

Termin chelatace pochazi z feckého slova “chelate” a znamena v pfekladu klepeto. Ve
vzniklém komplexu vaZe ligand iont kovu a struktura tvarem ptipomina klepeta [45]. Pfi
chelataci dochazi ke vzniku koordinac¢nich vazeb mezi dvéma nebo vice vazebnymi misty
ligandu a jednim centralnim atomem kovu. Vznikly komplex se nazyva chelat [46].

Chelatacni cinidla lze pouZit k terapii patologickych stavl(l souvisejicich s toxickym
nadbytkem nebo akumulaci kovli v téle. Tim Ze, chelatacni Cinidlo vytvafi stabilni komplex
s toxickym kovem, brdni iontu kovu dosahnout biologickych cil(i a sniZuje tak jeho toxicitu.
Vlastnosti idedlniho cheldtoru zahrnuji schopnost pronikat pres bunééné membrany,
rozpustnost ve vodé a rychlou eliminaci toxického kovu [45].

Méd' je esencidlnim stopovym prvkem, ktery je soucdsti nékolika enzym( a Ucastni se
redoxnich reakci v organizmu. Vyskyt volnych iontd médi zplsobuje nadmérnou tvorbu
reaktivnich forem kysliku a vede k poskozeni rGznych biomolekul. V praxi se v sou¢asnosti
chelatory médi pouZivaji pouze pri [é€bé Wilsonovy choroby. Nicméné jejich klinické pouziti
je zde naprosto nezbytné. V dobé, kdy jesté nebyla dostupnd farmakologickd Ié¢ba pomoci
D-penicilaminu, byla Wilsonova choroba fatalnim onemocnénim. Ddle se v klinické praxi
pouzivaji pouze dalsi dva chelatory médi a to trientin a tetrathiomolybdenat. Za standardni
cheldtor médi se stale povaZzuje D-penicilamin i pfes fakt, Zze je mnohem méné ucinnym
chelatacnim cinidlem nez trientin.

Vyzkum novych cheldtotvornych latek, které by se daly pouzit klécbé dalSich
onemocnéni, zejména poruch centralniho nervového systému, stale probiha. Vétsina
sloucenin je ve fazi experimentalniho testovani. Pri screeningu potencidlnich chelatord se
hodnoti nékolik faktorud. Dulezita je lipofilita dané slouceniny, afinita k médnym i médnhatym
iontdm, ucast komplexu na redoxnich reakcich nebo toxicita latky. Zkousi se také vliv pH.
Nizsi nez fyziologické pH je charakteristické pro podminky absorpce médi v duodenu a také

pro nékolik patologickych stav(, jako jsou zanét, nador nebo akutni infarkt myokardu [47].
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3.2 Flavonoidy

Flavonoidy predstavuji velkou skupinu polyfenolickych latek a fadi se mezi sekundarni
metabolity rostlin [47]. Zakladni strukturu tvofi benzo-y-pyron. Jednd se o rostlinné
pigmenty, které jsou syntetizovany zfenylalaninu [51]. Bylo objeveno vice nez 9000
zastupcd. Mnohé zpUsobuji atraktivni zbarveni kvét(, plodd a listd rostlin. Syntéza
fenolickych sloucenin je v rostlinach indukovana plsobenim stresovych podminek, jako jsou
nadmérné UV zareni, zranéni nebo infekce. Fenoly pfispivaji k odolnosti proti chorobam,
plsobi jako podpurné materidly bunécnych stén, fotoprotektory vici UV zafeni a podileji se
na opravé ran a hojeni poSkozenych oblasti [56]. Flavonoidy najdeme v ovoci, zeleninég, obili,
kGre, kofenech a stoncich rostlin, ¢aji a viné. Tyto pfirodni produkty byly zndmy pro své
pfiznivé ucinky na zdravi daleko drfive, nez doslo kizolaci samotnych flavonoidd jako
ucinnych latek [52].

Flavonoidy jsou nedilnou soucasti lidské stravy. Patfi mezi obsahové latky, které
nemohou byt syntetizovany lidmi ani Zivolichy. V potravindch jsou zodpovédné za barvu,
chut, prevenci oxidace tukl a ochranu vitaminl a enzymU. Vyznamnym zdrojem je ovoce
a zelenina, hlavné citrusy, bobulovité ovoce, ¢ervené papriky, rajcata, cibule, séjové boby
a olivovy olej [50]. Vysoky obsah flavonoid(i najdeme také v ¢okolddé, kakau, cerveném
viné a ¢erném a zeleném caji [53]. Priprava a zpracovani potravin mohou snizit obsah
flavonoid( v zavislosti na pouzité metodé pripravy. Stanoveni primérného denniho pfijmu
flavonoidl je obtizné z dlivoda rlznorodého obsahu v rostlinach a rozdilné konzumace u lidi
[50]. Primérna denni spotfeba se pohybuje mezi 20 mg/den az 70 mg/den. Hodnoty se od

sebe lisi v jednotlivych zemich [54].

3.2.1 Rozdéleni flavonoidi
Jednd se o derivaty 2-fenyl-1-benzopyran-4-onu, které mlZeme podle jejich
zakladni chemické struktury rozdélit do nékolika podskupin. Hlavnimi jsou flavonoly,
flavanoly, flavanony, flavony a flavanololy [47]. Zakladni struktura flavonoidud je uvedena na
Obr. 2. RGzné podskupiny se od sebe navzdjem lisi v oxidaci a substituci kruhu C, zatimco

jednotlivé slouceniny se od sebe v ramci podskupiny lisi v substituci kruht A a B [50].

25



Obrdzek 2: Zakladni struktura flavonoidd [50]

Flavonoly (Obr. 3) jsou nejrozsitenéjsimi flavonoidy. Nachdzi se v témér vSech druzich
ovoce a zeleniny [49]. Jsou to nejhojnéji zastoupené flavonoidy v potravé [50]. Flavonoly jsou
charakteristické rovinnou strukturou, zplsobenou pfitomnosti dvojné vazby v centrdlnim
aromatickém kruhu. Clenem této skupiny je kvercetin, jeden z nejpodrobnéji popsanych

flavonoidl. Kvercetin je hojné obsazZen v cibuli, jablkach, brokolici a bobulovitém ovoci. [52].

OH

Obrazek 3: Zdkladni struktura flavonoli [50]

Flavony (Obr. 4) jsou co do poctu latek mensi skupinou nez jiné druhy flavonoidd, ale
mohou mit jedine¢né biologické vlastnosti, jelikoZ jsou obecné vice hydrofobni. Dalezitymi
zdroji flavon( je rozmaryn, petrzel, celer a esencialni oleje z citrusovych plodd. Vyznamnym

zastupcem této skupiny je luteolin [49].
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Obrdzek 4: Zdkladni struktura flavon( [50]

Flavanony (Obr. 5) jsou hlavnim typem flavonoidd pfitomnych v citrusovych plodech
a Stavach. V ostatnich potravinach se jen zfidka vyskytuji ve znatelném mnoZstvi. Hlavnimi
flavanony obsazenymi v pomerancich jsou hesperidin a narirutin. V grapefruitu je hlavnim

flavanonem naringin [49].

. "\\\\
W

Obrdzek 5: Zdkladni struktura flavanond [50]

Flavanoly (Obr. 6) jsou unikatni skupinou flavonoidd, protoZe se ve stravé vyskytuji
jako monomery, oligomery a polymery. Oligomery a polymery se nazyvaji kondenzované
taniny nebo proantokyanidy. Hlavnimi zdroji jsou jablka, hrusky, caj, ¢okoldda, hrozny a

cervené vino [49].

Obrdzek 6: Zdkladni struktura flavanolii [50]
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3.2.2 Metabolismus flavonoidt

Absorpce flavonoidld uvolnénych z potravy zavisi na jejich fyzikdlné-chemickych
vlastnostech, jako je velikost molekuly, konfigurace, lipofilita, rozpustnost nebo pKa.
Flavonoidy mohou byt absorbovany z tenkého stfeva nebo musi vstoupit az do tlustého
stfeva, coZz zavisi na strukture flavonoidu, zda se jedna o glykosid nebo aglykon (Obr. 7).
Vétsina flavonoidu je v rostlindch pfitomna ve vdzané formé s cukry, jako B-glykosidy [50,55].
Cukernd jednotka je pripojena pomoci C nebo O vazby. Hydroxyly flavonoidd byvaji
substituovany jednou nebo vice jednotkami cukru [72]. Aglykony (necukerné zbytky) mohou
byt snadno absorbovany tenkym stfevem, zatimco flavonoidni glykosidy musi byt nejdfive
hydrolyzovany na formu aglykont [50,55]. Glykosidy flavonoid( jsou relativné hydrofilni,
zatimco aglykony mohou byt lipofilni. Jejich lipofilnost zvySuje metylace hydroxylovych

skupin nebo prenylace, geranylace na rdznych mistech skeletu [72].

Obrdzek 7: Struktura glykosidu a aglykonu flavonoidu [50]

Oligomerni flavonoidy mohou byt hydrolyzovany vlivem kyselych podminek Zaludku
na monomery a dimery. Vétsi molekuly, které nemohou byt vstfebdny z tenkého streva, se
dostavaji do tlustého streva, kde jsou degradovany strevni mikrofldrou. Po absorpci dochazi
v jatrech ke konjugaci (glukuronidaci, sulfataci nebo metylaci) nebo jsou flavonoidy
metabolizovany na mensi fenolové slouceniny. Biologickd dostupnost se mlze vyrazné lisit
v zavislosti na zdroji potravy. Napfriklad absorpce kvercetinu z cibule je ¢tyfndsobné vétsi nez

z jablka nebo ¢aje. Dimerizace biologickou dostupnost snizuje [50].

3.2.3 Ucinky flavonoidi
Flavonoidy pUsobi antioxidacné, antimikrobialné, protizanétlivé, protinadorové,

vazoaktivné a hepatoprotektivné. Jsou schopné chelatovat prechodné kovy, zejména Zelezo
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a meéd. Blokuji nékolik enzymu produkujicich reaktivni formy kysliku a diky specialni interakci
s biologickymi cily maji pfimy antiagregacni a vazodilatacni potencidl [47].

Flavonoidy maji mnoho biochemickych vlastnosti. Nejlépe popsanou schopnosti je
jejich antioxidacni aktivita. Mezi mechanismy antioxida¢niho plsobeni patfi potlaceni
tvorby reaktivnich forem kysliku (ROS) bud' inhibici enzyma nebo chelataci stopovych prvkd,
které se podileji na tvorbé volnych radikdld, ddle pak vychytavani ROS a ochrana
antioxidac¢nich obrannych systém(. PuUsobeni flavonoidl zahrnuje vétSinu téchto
mechanismu. Antioxida¢ni aktivita flavonoid( zavisi na uspordadani funkénich skupin.
Konfigurace, substituce a celkovy pocet hydroxylovych skupin ovliviiuji schopnost chelatace
kovovych iontl a vychytavani volnych radikal(. Dalezitym faktorem je konfigurace hydroxylu
na kruhu B, ktery dodava vodik a elektron radikaliim, ¢imzZ se stabilizuji a stavaji méné
reaktivnimi. Soucasné vznika relativné stabilni radikal flavonoidu [50]. Reakce flavonoidt
s radikaly probiha podle nasledujici reakce (Obr. 8), kde R- je volny radikal a O- je volny
radikal kysliku [52].

OH o*
OH R* RH OH
FI-OH Fl-O*
(8] o]
o}

OH R* RH

Obrdzek 8: Vychytdvdni ROS (R-) flavonoidy (FI-OH) [50]

Flavonoidy majici nenasycenou 2,3 vazbu v konjugaci s 4-oxo funkéni skupinou jsou
silnéjsSimi antioxidanty nez flavonoidy, které tyto strukturalni rysy nemaji. Konjugace mezi
kruhy A a B umoznuje rezonancni Uéinek aromatického jadra a stabilizaci vzniklého radikdalu
flavonoidu. Chelatace kovovych iontll (Zeleza, médi a dalSich) probihd na specifickych
pozicich rGznych kruh( flavonoidni struktury. Vazebnd mista jsou zndzornéna na Obr. 9, kde

Me"* predstavuje ionty prechodnych kova [50].
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Obrdzek 9: Vazebnd mista pro stopové kovy [50]

U flavonoidd lze odekadvat antimikrobidlni aktivitu, nebot jsou syntetizovany
rostlinami v reakci na mikrobidlni infekce. In vitro byly nalezeny ucinky proti Sirokému
spektru mikroorganismu. U nékolika flavonoidd byla prokazana silnd antibakteridlni aktivita.
Antibakterialni flavonoidy mifi na vice bunéénych cild, nez aby mély jedno specifické misto
pusobeni. Jednim z jejich ucinkl je vytvareni komplex( s proteiny prostfednictvim slabych
vazebnych sil nebo tvorbou kovalentnich vazeb. Ztohoto dlvodu muiZe byt jejich
antimikrobidlni GCinek spojen se schopnosti inaktivovat mikrobidlni adheziny, enzymy,
transportni proteiny a dalsi. Lipofilni flavonoidy mohou také naruSovat mikrobialni
membrany [50].

Také antivirova aktivita byla u flavonoidl jiz prokazana. Mezi viry, které jsou
ovlivhovany flavonoidy, patfi napfiklad virus herpes simplex, respiracni syncytidlni virus,
parainfluenza virus nebo adenovirus. Flavonoidy mohou interagovat s viry v rlznych stadiich
jejich replika¢niho cyklu. Nékteré plisobi na urovni intraceluldrni replikace viru, zatimco jiné
inhibuji jejich infekéni vlastnosti [52]. Mechanismy uUcinku zahrnuji inhibici virové
polymerasy, vadzani virové nukleové kyseliny nebo virovych protein kapsidy [57]. Vétsina
studii antivirové aktivity flavonoid( byla provedena in vitro, o ucinku in vivo je zndmo zatim
malo [52].

Rada flavonoid(i vykazuje protizanétlivou aktivitu a analgeticky efekt. Zanét vznika
v organismu v reakci na poskozeni tkané, infekci nebo chemické podrazidéni. V misté
poskozeni je vyvolan migraci bunék imunitniho systému z krevnich cév a uvolnénim

mediator(. Nasleduje uvolnéni ROS a prozanétlivych cytokin( s cilem odstranit cizi patogeny
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a obnovit poskozené tkané [50]. DullezZitou roli hraji zanétlivé medidtory cyklooxygenasa
(COX) a lipoxygenasa (LOX), které se podili na uvolfiovani kyseliny arachidonové, vychoziho
bodem zdanétlivé reakce. U vybranych fenolickych sloucenin bylo prokazano, Ze inhibuji jak
cyklooxygenasovou, tak lipoxygenasovou drahu, ¢imZ snizuji uvolnéné mnoiZstvi kyseliny
arachidonové. Pfesny mechanismus, jak flavonoidy inhibuji tyto enzymy, neni znam. Zvlast
inhibujici aktivitu vykazuje kvercetin a jeho derivaty.

Dalsi protizanétlivou schopnosti flavonoidl je inhibice biosyntézy eikosanoid(, jako
jsou prostaglandiny, které se podileji na riznych imunologickych reakcich a jsou kone¢nymi
produkty cyklooxygenasové a lipoxygenasové drahy. Flavonoidy také inhibuji jak
cytosolovou, tak membrdnovou tyrosinkinasu a tim zabrafuji nekontrolovanému
bunécnému rlstu a proliferaci. Dalsi vlastnosti flavonoidd je schopnost inhibovat degranulaci
neutrofild. To je pfimy zplsob jak sniZit uvolfiovani kyseliny arachidonové neutrofily a
dalSimi imunitnimi burikami [52].

O protinadorové aktivité flavonoidd se stale vede diskuze. Plsobeni antioxidacnich
systém( je ¢asto nedostatecné a poskozeni radikdly mlzZe vést ke karcinogenezi. ROS mohou
poskodit DNA a déleni bunék s neopravenym nebo Spatné odstranénym poskozenim muze
vést ke vzniku mutaci. Problém nastdva, kdyZz se tyto zmény objevi v onkogenech nebo
nadorovych supresorovych genech. Bunécné poskozeni zplisobené ROS mUZe vyvolat mitdozu
a zvysit riziko, Ze poSkozend DNA povede k mutacim [52].

Faktor potravy hraje dileZitou roli v prevenci vzniku nador(i [50]. Cerstvé ovoce
a zelenina obsahuji vitaminy A, C, E, B-karoten, flavonoidy a dalsi slozky, které byly
zkoumany jako chemopreventivni ¢inidla proti rakoviné [51]. Konzumace cibule nebo jablek,
dvou hlavnich zdrojl flavonolu kvercetinu, je spojena s nizsim vyskytem rakoviny prostaty,
plic, zaludku a prsou. Také se zda, Ze u mirnych konzument( vina je mensi riziko rozvoje
rakoviny plic, endometria, jicnu, Zaludku a tlustého stfeva [50]. Flavonoidy pfijimané
potravou by mély nejen inhibovat rdst nddorovych bunék, ale také indukovat diferenciaci
bunék.

Podle drivéjsich vysledk( urcité flavonoidy vykazovaly silnou protinadorovou aktivitu
in vivo. Inhibi¢ni ucinky na rdst malignich bunék muZou byt disledkem ovlivnéni aktivity
proteinkinasy, ktera se podili na regulaci bunééné proliferace a apoptdzy [58]. Mezi
molekuldrni mechanismy pusobeni flavonoid( patfi regulace mutantniho proteinu p53,

zastaveni bunécného cyklu, inhibice tyrosinkinasy, inhibice proteinu tepelného Soku
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a inhibice exprese Ras proteinll. Mutace p53 patfi mezi nejbéznéjsi genetické abnormality.
Inhibice exprese p53 muZe vést k zastaveni rakovinnych bunék v G2/M fazi bunécného cyklu.
Flavonoidy snizuji expresi mutantniho proteinu p53 na témér nedetekovatelnou hladinu
v bunécnych liniich lidského karcinomu prsu.

Tyrosinkinasy jsou skupinou proteinli, které se podileji na transdukci signdld
rastovych faktorl do jadra. Predpoklada se, Ze jejich exprese se podili na onkogenezi
prostfednictvim schopnosti prekonat regulacni kontrolu rdstu. Latky inhibujici aktivitu
tyrosinkinasy jsou povazovany za mozna protinadorova léciva bez cytotoxickych vedlejsich
ucinkd pozorovanych pfi bézné chemoterapii.

Proteiny tepelného Soku tvofi komplex s mutantnim p53, ktery umoziuje nddorovym
bunnikdm obchazet mechanismy zastaveni bunécného cyklu. Také umoznuji lepsi preziti
rakovinnych bunék pfi rdznych télesnych stresech. Flavonoidy inhibuji produkci protein(
tepelného Soku v nékolika malignich bunéénych liniich, vcetné rakoviny prsu, leukémie
a rakoviny tlustého stfeva [50].

Nékolik flavonoidli vykazuje hepatoprotektivni aktivitu. RGznd chronicka
onemocnéni, jako je napftiklad diabetes mellitus, vedou k rozvoji klinickych jaternich projevu.
Silymarin je flavonoid extrahovany ze semen a plodd Silybum marianum (Asteraceae).
Ukazalo se, Ze stimuluje enzymatickou aktivitu DNA-dependentni RNA polymerazy 1
a naslednou syntézu RNA a proteini. To vede k syntéze DNA a proliferaci bunék, ¢imz
dochazi kregeneraci poskozenych jater. Mezi farmakologické vlastnosti silymarinu patfi
regulace permeability a integrity bunééné membrany, inhibice leukotrient, vychytavani ROS,
potladeni proteinkinas a tvorba kolagenu. Pouziva se pfi cirhdze, ischemickém poskozeni
nebo toxické hepatitidé vyvolané riznymi toxiny [50].

Podle nékolika epidemiologickych studii maji flavonoidy pozitivni kardiovaskularni
ucinek [59]. Dlvodem jejich ochranného plisobeni mlZe byt jejich schopnost branit oxidaci
LDL (lipoprotein o nizké hustoté) na aterogenni formu. Také se uvadi jejich antiagregacni
a vazodilataéni aktivita [51].

Spotieba flavonoidd muaze zabranit endotelidlni dysfunkci zvySenim vazorelaxacniho
procesu, ktery vede ke snizeni arteridlniho tlaku. Endotelidlni dysfunkce pfispiva ke vzniku
kardiovaskuldrnich onemocnéni. Je hlavni komplikaci aterosklerézy a pfi¢inou tvorby
arteridlnich trombU. Spotfeba flavonoidli mlZe zabranit vzniku fady kardiovaskuldrnich

onemocnéni véetné hypertenze a aterosklerdzy [60].
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Klicovou udalosti pfi aterogenezi je adheze leukocyti na arteridlni sténu a jejich
nasledny presun do subendotelidlniho prostoru. Tento proces je zprostfedkovan expresi
adheznich molekul na povrchu endotelovych bunék, které mohou byt vyznamné indukovany
prozanétlivymi mediatory, jako je tumor nekrotizujici faktor-a (TNF-a), interleukin-1b (IL-1b)
a dalsi. Konzumace cerveného vina u lidi snizuje TNF-a indukovanou adhezi monocytl na
endotelialni bunku ex vivo [61].

Rozdilny pfijem flavonoid( v rliznych zemich ¢astecné souvisi s rozdilnou mirou
mortality na kardiovaskuldrni onemocnéni. Konzumace potravin, jako je Cerny a zeleny ¢aj,
mulze vést k nizSimu riziku vzniku aterosklerézy a ochrané pred mrtvici. Piti ¢aje mlze
snizovat koagulaci krve, zvysit fibrinolyzu, zabranit adhezi a agregaci desticek nebo snizit
obsah cholesterolu v aortalnich sténdch in vivo. DalSim dlvodem pfiznivého pulsobeni
flavonoidl muizZe byt jejich schopnost ochrany pred toxicitou oxidu dusnatého. Spotreba
kvercetinu navic chrani pred kardiovaskularnim onemocnénim snizenim kapilarni kifehkosti a

inhibici agregace krevnich desticek [51].

3.2.4 Kvercetin a jeho metabolity

Kvercetin (3,3°,4,5,7-pentahydroxyflavon), (Obr. 10) je jednim z nejzndméjsich
a nejprozkoumanéjsich flavonoid(. Jeho Siroké pouZiti je spojeno s fadou zdravi prospésnych
vlastnosti, vcéetné antioxidacnich, protizanétlivych, antibakteridlnich, antivirovych
a protirakovinotvornych ucink(. Je soucasti lidské stravy [62]. Denni pfijem se odhaduje na
5-40 mg/den. U jedincl, ktefi konzumuji velké mnoZstvi ovoce a zeleniny bohaté na
flavonoly (jablka, cibule, raj¢ata), mGzou hodnot vzrist na 200-500 mg/den. V potravinach se
kvercetin vyskytuje ve formé glykosidu [63]. V rostlindch je obvykle vazan na cukry, ethery
nebo fenolové kyseliny.

RGzné typy glykosidl ovliviuji biologickou dostupnost a miru absorpce v tenkém
stfevé a Zaludku [62]. Po absorpci se kvercetin metabolizuje v rliznych orgdnech: v tenkém
stfevé, tlustém strevé, jatrech nebo ledvinach [63]. Pfi metabolizaci v jatrech dochazi k O-
methylaci, sulfataci nebo glukuronidaci. Konjugace se sulfaitem probihda pomoci
sulfotransferas. Pfi O-methylaci vznikaji jako hlavni produkty isorhamnetin (3°-O-
methylkvercetin) a tamarixetin (4°-O-methylkvercetin) [62].

Plazmatické koncentrace kvercetinu se vyskytuje v nanomoldrnim mnozstvim (<100

nM). Pri suplementaci kvercetinu se mdzou hodnoty zvysit az na mikromolarni koncentrace
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[63,64]. Biologicky polo¢as metabolitl kvercetinu je pomérné dlouhy. Pohybuje se mezi 11 -
28 hodinami. Pfi opakovaném doplfiovani kvercetinu mizZou metabolity dosahnout znaénych

plazmatickych hladin [64].
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Obrdzek 10: Vzorec molekuly kvercetinu [50]

3.2.4.1 Isorhamnetin

Isorhamnetin (3'-methoxy-3,4',5,7-tetrahydroxyflavon), (Obr. 11) ma protizanétlivé,
antioxidacni a protinadorové ucinky. Nékolik studii prokdazalo, Ze reguluje klicové molekuly,
jako je COX-2, PGE; nebo TNF-a, které se podileji na zanétlivé reakci [70]. Je extrahovan
predevsim z listl a plodU Hippophae rhamnoides (Elaeagnaceae) [65]. Rakytnik reSetlakovy je
dvoudomy trnity kef nebo strom, ktery byva €asto Slechtén a vyuzivan pro vysoky obsah
kyseliny askorbové [66]. Je pfirodnim zdrojem vitaminl, mineral(, flavonoidd, karotenoidd
a dalSich bioaktivnich latek [67].

Dal$im zdrojem isorhamnetinu je Ginkgo biloba (Ginkgoaceae) [65]. V listech jinanu
dvoulalo¢ného je isorhamnetin jednim z nejzastoupenéjSich flavonoidl a lze ho snadno
extrahovat jednoduchym zplsobem. Na isorhamnetinu extrahovaném zjinanu byla
testovéna jeho fluorescencni aktivita. Vysledkem bylo, Ze ho lze pouzit jako fluorescencni
senzor pro ionty médi. Mél dokonce vyssi citlivost a selektivitu a nizsi detekéni limit nez
kvercetin, ktery je vjinanu také hojné zastoupen. Lze ho pouZit pfi stanoveni médnatych
iontd v rekach a jezerech nebo v ovoci a zeleniné [68].

Také v parazitickych rostlindch rodu Cuscuta (Cuscutaceae), kokotice, byl objeven
isorhamnetin. V methanolovém extraktu byl detekovdn spolu skdvovou kyselinou
a p-kumarovou kyselinou [69]. DalsSim vyznamnym zdrojem je Polygonum aviculare
(Polygonaceae). Truskavec ptaci je rostlina rozsifend po celém svété. Obsahuje flavonoidy,

trisloviny, slizy a stopy silic. Pouziva se jako diuretikum, expektorans nebo lidové jako
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cholagogum [71]. Asparagus officinalis (Asparagaceae), chifest obecny, je vytrvald bylina.
Jeho mladé vyhonky se vyuZivaji jako zelenina [66]. Vyznamnym potravnim zdrojem
isorhamnetinu jsou pro ndas také zastupci celedi Rosaceae, Malus (jablon) nebo Pyrus

(hrusen) [65,66].
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Obrdzek 11: Vzorec molekuly isorhamnetinu [75]

3.2.4.2 Tamarixetin

Tamarixetin (4’-methoxy-3,3’,5,7-tetrahydroxyflavon), (Obr. 12) ma stejné jako
kvercetin a ostatni jeho derivaty vzhled Zlutého prasku nebo krystall. Obecné plati, Ze tyto
slouc¢eniny nejsou moc dobfe rozpustné ve vodeé [62].

Tamarixetin vykazuje silny protizanétlivy efekt. SniZuje sekreci rliznych zanétlivych
cytokinll. Na mysim modelu bakteridlni sepse doslo ke snizeni mnozstvi bakterii i hladin
endotoxind. Uginek je spojen se zvy$enim populace imunitnich bun&k produkujicich
interleukin-10. Tamarixetin by proto mohl slouzit jako farmaceutickd substance k zabranéni
bakteridlni sepse [74].

M3 stejné antioxidacni vlastnosti jako isorhamnetin, ale nizsi nez kvercetin, coz
potvrzuje fakt, Ze antioxidacni aktivita pfimo souvisi s po¢tem volnych hydroxylovych skupin.
Je zajimavé, Ze ve srovnani s kvercetinem i isorhamnetinem, vykazuje tamarixetin vyznamné
lepsi protizanétlivy ucinek. Vysledkem je, Ze pocet volnych hydroxylovych skupin flavonoidu
flavonoidl byla u tamarixetinu prokazana biologicka ucinnost. Je proto vhodnym kandidatem

na dalsi vyzkum antiagregacnich l1é¢iv [73].
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Tamarixetin neni v rostlindch nijak hojné obsaZen. Antimikrobidlni a antioxidacni
ucinky byly zkoumany na extraktu z listli Tamarix ramosissima (Tamaricaceae), tamarysku
kaspického [78]. Tamarixetin muUzZe byt také izolovan z methanolového extraktu Begonia
versicolor (Begoniaceae) [76]. DalSim zdrojem je Verbascum phlomoides (Scrophulariaceae),
kterd obsahuje smés nékolika flavonoidd [77]. Smés 11 rlaznych flavonoidd vcéetné
tamarixetinu byla také izolovana z listl Blumea balsamifera (Asteraceae), kterd se pouziva

v lidovém lécitelstvi v jihovychodni Asii [79].
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Obrdzek 12: Vzorec molekuly tamarixetinu [76]
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EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material
Automatické pipety o rdzném objemu (Brand)
Vicekanalové pipety o rizném objemu (Biohit)

Mikrotitraéni desti¢ky (Brand)

4.2 Chemikalie

Chlorid médny (CuCl) (Sigma-Aldrich)

Pentahydrat siranu médnatého (CuS0O4.5H,0) (Sigma-Aldrich)

Hydroxylamin hydrochlorid (HA) (Sigma-Aldrich)

Disodna sul kyseliny bathocuproindisulfonové (BCS) (Sigma-Aldrich)
Hematoxylin (HEM) (Sigma-Aldrich)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Lach-Ner)

Ultracista voda (Milli-Q RG, MerckMillipore, Massachusetts, USA)

15 mM acetatové pufry o pH 4,5 a 5,5:

Kyselina octova (CH3COOH) (Penta)

Octan sodny bezvody (CH3COONa) (Penta)

Ultracista voda (Milli-Q RG, MerckMillipore, Massachusetts, USA)

15 mM HEPES pufry o pH 6,8 a 7,5:

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin ethansulfonova kyselina) (Sigma-Aldrich)
HEPES sul (sodna sul kyseliny 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin ethansulfonové) (Sigma-
Aldrich)

Ultracista voda (Milli-Q RG, MerckMillipore, Massachusetts, USA)

Vsechny pouzivané latky byly v istoté p.a.

4.3  Testované latky
IsorhamnetinPurity (HPLC) 299% (Extrasynthese, GenayCedex, France)

TamarixetinPurity (HPLC) 299% (Extrasynthese, GenayCedex, France)
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4.4  Pristrojové vybaveni

e Analytické vahy KERN ABT 120-5DM (KERN &SohnGmbH, Balingen, Germany)

e Trepacka pro mikrotitracni desticky IKA MS 3 digital (IKA®-WerkeGmbH&Co.KG,
Staufen, Germany)

e Trepacka pro zkumavky IKA VORTEX GENIUS 3 (IKA®-WerkeGmbH&Co.KG, Staufen,
Germany)

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

e Spektrofotometr pro mikrotitra¢ni desticky SYNERGY HT Multi-

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

4.5 Vyuzivané programy
e Vzorce molekul byly vytvoreny v programu ChemDraw Professional 17.1.
e Zpracovani namérenych vysledk( do grafli bylo provedeno v program GraphPad

verze 7.

4.6 PFiprava zasobnich roztoka
e Roztok médnych iontli 5mM
Roztok médnych iontd (Cu*) byl pfipraven rozpusténim chloridu médného - CuCl (Mw
= 98,99 g/mol) ve vodném roztoku 0,1M kyseliny chlorovodikové — HCI (Mw = 36,46 g/mol)
a 1M chloridu sodného - NaCl (Mw = 58,44 g/mol) na poZadovanou koncentraci 5mM
v ultrazvukové [azni. Tento zasobni roztok je stabilni a uchovava se v lednici. Pro dalsi méreni
byl uvedeny zakladni roztok ziedén dimethylsulfoxidem (DMSO) nebo vodou podle
provadéného konkrétniho typu chelatace na pracovni roztok o poZzadované koncentraci.
e Roztok médnatych ionti 5mM
Roztok médnatych iontd (Cu?*) byl pfipraven rozpu$ténim pentahydrdtu siranu
médnatého - CuSO4.5H,0 (Mw = 249,69 g/mol) v destilované vodé na poZadovanou
koncentraci 5mM. Uvedeny zasobni roztok je stabilni a uchovava se v lednici. Pro dalsi
méreni byl zakladni roztok zredén DMSO na pracovni roztok o pozadované koncentraci.
e Roztok hematoxylinu (HEM) 5mM
Roztok hematoxylinu (Mw = 302,28 g/mol) byl pfipraven jeho rozpusténim v DMSO

na pozadovanou koncentraci 5mM. Tento zakladni roztok neni stabilni. Da se pouzit po dobu
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cca 5 hodin. Pro dalsi méreni byl tento zakladni roztok ziedén DMSO na pracovni roztok
o pozadované koncentraci. Jeho pouZitelnost byla 90 minut.
e Roztok disodné soli bathocuproindisulfonové kyseliny (BCS) 5mM
Roztok BCS (Mw = 564,54 g/mol ) byl pfipraven jejim rozpusténim v destilované vodé
na pozadovanou koncentraci 5mM. Tento zdkladni roztok je stabilni a uchovava se v lednici.
e Roztok hydroxylaminu hydrochloridu (HA) 10mM
Roztok HA (Mw = 69,49 g/mol) byl pfipraven jeho rozpusténim v destilované vodé na
koncentraci 100mM a nasledné byl nafedén na pozadovanou koncentraci 10mM.
e Roztoky testovanych latek
Zakladni roztoky testovanych latek byly pfipraveny jejich rozpusténim v DMSO na
koncentraci 10mM. Podle potreby byly zakladni roztoky zfedény DMSO na dalsi pozadované

koncentrace.

4.7  Kontrolni zkouska zakladnich roztokii médi
Zkouska spravného nafedéni 5mM zéakladnich roztokd Cu* a Cu?* byla provadéna pred
jejich prvnim pouzitim. Pfi opakovaném pouZiti nebylo tfeba zkouSku znova provadét.
Roztoky byly uchovavany v lednici a zachovaly si stabilitu.
e Pod sebe do dvou jamek mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano:
» 150 ul pufruo pH 7,5
» 50 pl ImM roztoku HA
» 50 ul 0,25mM roztoku iontd médi
e Mikrotitracni desticka s napipetovanymi roztoky byla 1 minutu michana na
tfepacce.
e Dale bylo pfidano:
» 50 pl 5mM roztoku BCS
e Po uplynuti alespon 1 minuty byla mikrotitracni desti¢ka vloZzena do
spektrofotometru a byla zmérena absorbance pfi vinové délce 484 nm.
e Pokud byly roztoky spravné pripravené, namérend absorbance byla okolo
0,50-0,55.
e Pfi vyhovujicim vysledku kontrolni zkousky mohly byt roztoky pouzity

k dalSimu méreni.
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4.8 Kalibrace médnatych iontu
Pro ziskani kalibra¢ni kfivky médnatych iont( zdavislosti absorbance na koncentraci
Cu?* iontl byly pouZity roztoky poZadovanych koncentraci a ndsledné zméfena absorbance.
Z namérenych vysledk( byla poté zkonstruovana ptrimka a sestrojen graf.
e Ze zakladniho roztoku Cu?* iontd byly nafedény vodné roztoky
o koncentracich 50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM a 250 puM.
e Do vSech uréenych jamek mikrotitracni desticky bylo nepipetovano:
» 150 pl pufru o pH 6,8
» 50 pl ImM roztoku HA
» 50 ul roztoku Cu?* iontd poZadované koncentrace do

testovacich jamek nebo 50 pl destilované vody do

e Mikrotitracni desti¢ka s napipetovanymi roztoky byla 1 minutu michana na
trepacce.
e Ddle bylo pridano:
» 50 ul roztoku BCS do horni poloviny jamek a 50 pl destilované
vody do dolni poloviny jamek
e |hned byla zmérena absorbance pfi vinové délce 484 nm a poté znovu v ¢ase
5 minut.

e Znamérenych vysledk(l byla sestrojena kalibracni kivka.
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kontrola
c(Cu?) = c(Cu?) = c(Cu?) = c(Cu?) = c(Cu?) = c(Cu?) =
0pM 50 uM 100uM | 150pM | 200uM | 250 pM

Jamky s

indikatorem

slepé vzorky

kontrolni jamky Konecny obsah jamek:
(bez médnatych ionta) 150 pl pufru o pH 6,8
testovaci jamky (médnaté ionty dané 50 pl roztoku HA
koncentrace) 50 ul roztoku Cu?* iontl

nebo destilované vody

jamky s indikatorem
(BCS) 50 pl roztoku BCS nebo

destilované vody

slepé vzorky
(destilovana voda)

Obrdzek 13: Schematické zobrazeni mikrotitracni desticky pFi kalibraci Cu?* ionti
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4.9 Chelatace iontti médi hematoxylinem
e Do vSech jamek testovaci desticky bylo napipetovano:
» 150 ul daného pufru
» 50 pul 250uM roztoku Cu?* iontd
» 50 ul roztoku testované latky o pfrislusné koncentraci do

a 50 pl rozpoustédla (DMSO) do

Mikrotitracni destic¢ka byla 2 minuty michdna na tfepacce.

Poté bylo pridadno:
» 50 ul 250uM roztoku hematoxylinu do prvnich dvou fad jamek
a 50 ul rozpoustédla DMSO do druhych dvou rad

Destic¢ka byla po dobu 3 minut opét michdna na trepacce.

Absorbance byla zmérena ihned a poté znovu po 7 minutdch, pro pH 7,5 pfi vinové

délce 610 nm, pro pH 6,8 pfi 590 nm a pro pH 5,5 pti 595 nm.

Roztok Roztok Roztok Roztok ,
. . . , Kontrolni
testované | testované | testované testované jamky (c=0)
latky c, latky c; latky cs latky ¢ | 22T
indikatorem [5) [5) [5) [5) )
o o o o @
slepé vzorky
@) @) @) @) @)
testovaci jamky Konecny obsah jamek:
(roztoky testované latky) 150 pl pufru

50 pl roztoku Cu?* iont(
kontrolni jamky (DMSO) 50 pl roztoku testované
latky nebo DMSO
50 pl roztoku HEM nebo
DMSO

jamky s indikatorem
(hematoxylin)

slepé vzorky
(DMSO)

Obrdzek 14: Schematické zobrazeni mikrotitraéni desticky pfi méfeni chelatace Cu® ionti
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4.10 Chelatace médnych iontu v pufru
Do vsech uréenych jamek mikrotitracni desti¢ky bylo napipetovano:
» 100 pl prislusného pufru
» 50 pl roztoku HA — 1mM do prostfedi o pH 6,8 a 7,5 nebo
10mM do prostfedio pH4,5a 5,5
» 50 ul 250uM roztoku Cu* iontll v DMSO
Nasledné byla mikrotitracni desti¢ka 1 minutu michdna na tfepacce.
Dale bylo pfidano:
» 50 pl roztoku testované latky o poZzadované koncentraci do

nebo rozpoustédla (DMSO) do

Mikrotitracni desticka byla opét michdna na tfepacce po dobu 2 minut.
Poté bylo napipetovano:
» 50 pl 5mM indika¢niho roztoku BCS do horni poloviny jamek
a destilované vody do dolni poloviny jamek

Ihned byla zméfena absorbance pfi vinové délce 484 nm a poté znovu v ¢ase 5 minut.

Roztok Roztok Roztok Roztok ,
. . . , Kontrolni
testované | testované | testované | testované jamky (c=0)
latky c, latky c; latky cs latky ¢ | 22T
indikdtorem [5) [5) [5) [5) )
@) @) @) @) @)
slepé vzorky
@) @) @) @) @)
testovaci jamky Konecny obsah jamek:
(roztoky testované latky) 100 pl pufru
50 pl roztoku HA
kontrolni jamky (DMSO) 50 pl roztoku Cu* iontd

50 pl roztoku testované
latky nebo DMSO
50 pl roztoku BCS nebo

® slepé vzorky destilované vody
(destilovana voda)

jamky s indikatorem
(BCS)

Obrazek 15: Schematické zobrazeni mikrotitracni desticky pri méreni chelatace Cu* ionti v pufru
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4.11 Chelatace médnatych ionti v pufru
e Nejdfive bylo do vSech jamek mikrotitracni desti¢ky napipetovano:
» 100 pl daného pufru
» 50 pl roztoku testované latky o prislusné koncentraci do

nebo 50 ul rozpoustédla (DMSO) do

» 50 ul 250uM roztoku médnatych iontli v DMSO

Nasledné byla desticka 2 minuty michdna na tfepacce.

Poté bylo napipetovano:
» 50 ul roztoku HA — 1mM do prostiedi o pH 6,8 a 7,5 nebo 10mM do

prostfediopH4,5a 5,5

Poté byla desticka opét michana na tfepacce po dobu 1 minuty.

Na zavér bylo pfidano:
» 50 pl 5mM indikaéniho roztoku BCS do horni poloviny jamek a 50 pl

destilované vody do spodni poloviny jamek

Ihned byla zmérena absorbance pfi vinové délce 484 nm a poté znovu v ¢ase 5 minut.

Roztok Roztok Roztok Roztok ,
. . . , Kontrolni
testované | testované | testované | testované jamky (c=0)
latky c, latky c; latky cs latky ¢ | 22T
indikdtorem [5) [5) [5) [5) )
@) @) @) @) @)
slepé vzorky
@) @) @) @) @)
testovaci jamky Konecny obsah jamek:
(roztoky testované latky) 100 pl pufru

50 pl roztoku testované
kontrolni jamky (DMSO) latky nebo DMSO
50 pl roztoku Cu?* iont(
50 pl roztoku HA
50 pl roztoku BCS nebo

® slepé vzorky destilované vody
(destilovana voda)

jamky s indikatorem
(BCS)

Obrdzek 16: Schematické zobrazeni mikrotitraéni desticky pfi méfeni chelatace Cu?* ionti v pufru
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4.12 Redukce médnatych iontli v pufru
e Do pfislusnych jamek testovaci desticky bylo pipetovano:
» 100 ul daného pufru do vsech jamek
» do 50 pl roztoku testované latky o pfislusné
koncentraci nebo rozpoustédla a do pfi pH 6,8
a7,5-50 pl ImM roztoku HA nebo pfi pH 4,5a 5,5 - 50 ul 10mM
roztoku HA
> 50 pl 250uM roztoku Cu?* iont do v3ech jamek
e Mikrotitracni desticka byla tfepdna na tfepacce po dobu 2 minut.
e Bylo nepipetovano:
» 50l 5mM roztoku BCS do horni poloviny jamek a 50 ul destilované
vody do spodni poloviny jamek
e Poté bylaihned zmérena absorbance pfi vinové délce 484 nm a nasledné po

5 minutdch znovu pfi stejné vinové délce.

Roztok Roztok Roztok . ,
, . , | Rozpoustédlo | Kontrolni
testované testované testované .
, , , (DMSO) jamky (HA)
latky ¢ latky c, latky cx
Jamky s O O O O O
indikatorem [5) ) ® ® ®
@) o @) @) @)
slepé vzorky
o @) o o o

testovaci jamky (roztoky testované¢ ~ Konecny obsah jamek:
latky nebo DMSO) 100 pl pufru
50 pl roztoku testované

kontrolni jamky )
(roztok HA) latky/DMSO nebo roztoku

HA
50 pl roztoku Cu?* iont(
50 pl roztoku BCS nebo

® slepé vzorky destilované vody
(destilovana voda)

jamky s indikatorem
(BCS)

Obrdzek 17: Schematické zobrazeni mikrotitraéni desticky pfi méfeni redukce Cu?* iontd v pufru
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4.13 Statisticka analyza
Statistickd analyza byla provedena v programu MS Excel a GraphPadPrism verze 7 pro

Windows (GraphPad Software, USA). Namérené vysledky byly zpracovany jako primér

y , . it /}: -X
1+ smérodatna odchylka, kterd byla vypocitana podle vzorce (XTX)Z

Vsechny kfivky byly sestaveny z nejméné péti bodl (prvni bod 0 % chelatace azZ
posledni bod 100 % chelatace).
U chelata¢ni metody s hematoxylinem byly porovnany rozdily mezi testovanymi

latkami pomoci 95% konfidencnich intervald.
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5 VYSLEDKY

5.1 Kalibracni krivka
Z namérenych hodnot absorbanci pro roztoky médnatych iontl o koncentracich 50,
100, 150, 200 a 250 uM (Tab. 3) byl sestrojen graf kalibracni ktivky (Obr. 18). Jednd se

o linearni zavislost absorbance na koncentraci médnatych iontd.

Tabulka 3: Namérené hodnoty absorbance pro roztoky médnatych ionti

Zakladni ¢ (uM) 0 50 100 150 200 250
Finalni ¢ (LM) 0 8333333 | 16,66667 | 25 33,33333 | 41,66667
Primér A 0,0075 0,097 0,1965 0,3025 0,402 0,5265
0'6 b - v V' ve 2 . o
Kalibracni krivka Cu4*iontu
0,5 -
<o -
Q
(8]
% 0,3 -
e 7
@]
202 y =0,0124x - 0,003
< R2 = 0,9977
0,1
O T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

¢ (Cu?*) [umol.I1]

Obrdzek 18: Kalibraéni kfivka Cu®* iontud

5.2 Chelatacni aktivita testovanych latek — hematoxylin

Nejprve byla stanovena méd-chelataéni aktivita tamarixetinu a isorhamnetinu
metodou s hematoxylinem. Metoda se pouziva pro pocateéni ovéreni schopnosti chelatace.
Je méné kompetitivni nez metoda s bathocuproinem, a proto s ni mohou byt odhaleny i
méné ucinné chelatory médi [47, 80].

Méreni rGznych koncentraci testovanych latek probihala pfi pH 5.5, 6.8 a 7.5, vidy

v ¢ase 3 a 7 minut.
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Namérené hodnoty byly preneseny do ndsledujicich grafl (Obr. 19 a 20). Na ose X je
vidy zobrazen pomér koncentraci testované latky a Cu?* iontd. Na ose Y se nachazi
v procentech vyjadiend schopnost testované latky chelatovat Cu?* ionty. Rlizné hodnoty pH

a Casy jsou v grafech barevné odliseny.

5.2.1 Tamarixetin

-3
g 1001 - pH7.5 3min
b - -~ pH7.5 7 min
& o
3 pH 6.8 3 min
é 60+ pH6.8 7 min
= H55 3mi
§ 401 p min
=) <%~ pH5.5 7 min
1]
S 204
N =
o
‘55.'. 0- . 1
1:100 1:10 1:1 10:1

pomér tamarixetin:Cu?*

Obrdzek 19: Grafické zobrazeni méd-chelatacni aktivity tamarixetinu — hematoxylin

5.2.2 Isorhamnetin

2 1004 : o ;
§ - '/ ©- pH7.5 3min
& 80 y -~ pH7.5 7min
o pH 6.8 3 min
60
S pH 6.8 7 min
§ 40 pH 5.5 3 min
8 -+ pH55 7 min
LT ek
[}
=
U -
2 04 T ; T 1
1:100 1:10 11 10:1

pomér isorhamnetin:Cu?*

Obrazek 20: Grafické zobrazeni méd-chelatacni aktivity isorhamnetinu — hematoxylin

5.3 Konfidencni intervaly
Nasledné byly pro porovnani chelatacni aktivity tamarixetinu aisorhamnetinu pfi
jednotlivych pH pouzity 95% konfidenc¢ni intervaly. Meéd-chelatacni aktivita obou

testovanych latek je patrna z vyobrazenych graf(i (Obr. 21 az 23).
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5.3.1 Konfidencni intervaly pH 5.5

100+ o
- tamarixetin

804 -= jsorhamnetin
60+
40+

201

0 [

T . T 1
1:100 1:10 11 10:1
pomeér tamarixetin x isorhamnetin:Cu?*

% chelatovanych Cu?* iontu

Obrdzek 21: Konfidencni intervaly pH 5.5

5.3.2 Konfidencni intervaly pH 6.8

1004 : s
. #- tamarixetin

804 o —+— isorhamnetin

60

404

204

% chelatovanych Cu?* jontu

T 1
1:100 11 10:1

pomeér tamarixetin x isorhamnetin:Cu?*

Obrdzek 22: Konfidencni intervaly pH 6.8

5.3.3 Konfidencni intervaly pH 7.5

1004 _._'.' oh

80+ -o- tamarixetin
-+ isorhamnetin

604

40

204 Qtl\\l!l\“"‘

o— &

T T 1
1:100 1:10 11 10:1

% chelatovanych Cu?* iontt

pomér tamarixetin x isorhamnetin:Cu?*

Obrazek 23: Konfidencni intervaly pH 7.5
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5.4  Chelatacni aktivita testovanych latek — bathocuproin

Nasledné byla stanovena méd-chelatacni aktivita tamarixetinu a isorhamnetinu
metodou s bathocuproinem. Bathocuproin chelatuje jen Cu* ionty. Pfi stanoveni chelatace
Cu?* iontd se pridava redukéni €inidlo hydroxylamin, ktery redukuje médnaté ionty na
médné. Hydroxylamin se pfidava i pfi stanoveni chelatace Cu* iontll, kde udrZuje ionty
v redukovaném stavu [47, 80].

Méreni rliznych koncentraci testovanych latek probihala pti pH 4.5, 5.5, 6.8 a 7.5,
vzdy v Case O (vysledky nezobrazeny) a 5 minut.

Namérené hodnoty byly preneseny do nasledujicich grafti (Obr. 24 az 27). Na ose X je
vzdy zobrazen pomér koncentraci testované latky a roztokd iontd médi. Na ose Y se nachazi
v procentech vyjadiend schopnost testované latky chelatovat ionty médi. Rlizné hodnoty pH
jsou v grafech barevné odliseny.

U vice kompetitivni metody s bathocuproinem byly oba testované flavonoidy,
v koncentracnim pomeéru 1:1 (flavonoid:Cu), schopné chelatovat méd' v rozmezi 5-50 %, pfi
vys$Sich hodnotdch pH, tedy 5.5 az 7.5. Pouze v kyselém prostfedi o pH 4.5 byla schopnost

chelatace témér nulova (Obr. 24 az 27).

5.4.1 Tamarixetin

100+

Y
804
- pH7.5
60- -+ pHG6.8
pH 5.5
-~ pH4.5

% chelatovanych Cu?* ionta
F-
o

f

T T T
1:10 1:1 10:1
pomér tamarixetin:Cu®*

Obrdzek 24: Grafické zobrazeni méd-chelataéni aktivity tamarixetinuna Cu®* - bathocuproin.

Zobrazeny jsou jen vysledky po 5 minutdch.

50



100+

= pH75
% pHE6.8

pH5.5
-~ pH45

% chelatovanych Cu* iontt

T T T
1:10 1:1 10:1
pomér tamarixetin:Cu*

Obrdzek 25: Grafické zobrazeni méd-chelatacni aktivity tamarixetinuna Cu* - bathocuproin. Zobrazeny

jsou jen vysledky po 5 minutdch.

5.4.2 Isorhamnetin

1004
804
= pH75
-+ pH6.8
604
pH 5.5
-~ pH45

% chelatovanych Cu?* iontd
F-
o

1:10 11 10:1
pomér isorhamnetin:Cu?®*

Obrdzek 26: Grafické zobrazeni méd-chelatacéni aktivity isorhamnetinuna Cu®* - bathocuproin.

Zobrazeny jsou jen vysledky po 5 minutdch.
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100+

80

-- pH75
-+ pH6.8

pH 5.5
-~ pH45

% chelatovanych Cu* iontt

T - L)
1:10 1:1 10:1
pomér isorhamnetin:Cu”

Obrdzek 27: Grafické zobrazeni méd-chelatacni aktivity isorhamnetinuna Cu® - bathocuproin.

Zobrazeny jsou jen vysledky po 5 minutdch.

5.5 Konfiden¢ni intervaly
Schopnost chelatace Cu* a Cu?* iontl tamarixetinem aisorhamnetinem pfi
jednotlivych pH byla nasledné porovndna pomoci 95% konfidencnich intervall. Méd-

chelatacni aktivita obou testovanych latek je patrna z vyobrazenych grafl (Obr. 28 az 35).

5.5.1 Konfidencni intervaly pH 4.5

1004 .
-~ tamarixetin

-# isorhamnetin
80

60+

% chelatovanych Cu® ionth

404

204

v T
1:10 1:1 10:1
pomér tamarixetin x isorhamnetin:Cu*

Obrdzek 28: Konfidencni intervaly pH 4.5 - porovndni chelatace Cu* iont(
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100+ s
Y | o~ tamarixetin

-&- isorhamnetin

& @ ©
i = e

% chelatovanych Cu®* iontd

N
o
I

0-

' T
1:10 1:1 10:1
pomeér tamarixetin x isorhamnetin:Cu?*

Obrdzek 29: Konfidenéni intervaly pH 4.5 - porovndni chelatace Cu?* iontt
5.5.2 Konfidencni intervaly pH 5.5

1001 B tamarixetin

-+ isorhamnetin

60

40+

% chelatovanych Cu”* iont

T = T
1:10 11 10:1
pomér tamarixetin x isorhamnetin:Cu®

Obrdzek 30: Konfidencni intervaly pH 5.5 - porovndni chelatace Cu* iont(

1004

& tamarixetin
-4 isorhamnetin

- (=] =
=1 =] =1
1 1 1

% chelatovanych Cu®* iontd

n
o
1

T i T
1:10 1:1 10:1
pomér tamarixetin x isorhamnetin:Cu®*

Obrdzek 31: Konfidenéni intervaly pH 5.5 - porovndni chelatace Cu® iontd
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5.5.3 Konfidencni intervaly pH 6.8

% chelatovanych Cu* iontu

1004
-+~ tamarixetin

- isorhamnetin

t T T
1:10 11 10:1
pomér tamarixetin x isorhamnetin:Cu”*

Obrdzek 32: Konfidencni intervaly pH 6.8 - porovndni chelatace Cu* iontt

g

& 100+

&

3

= 804

o

=

c

2

2 60

L

[

e

o

= 404
204
0-

~+= tamarixetin
- isorhamnetin

f i .
1:10 11 10:1
pomér tamarixetin x isorhamnetin:Cu?®*

Obrdzek 33: Konfidenéni intervaly pH 6.8 - porovndni chelatace Cu?* iontu

5.5.4 Konfidencni intervaly pH 7.5

1004

£ =2 [
o (=] (=]
L 1 1

% chelatovanych Cu" iontd

LS,
o
1

o

-& tamarixetin
-* isorhamnetin

-
2zsdt?”
T

T T
1:10 11 10:1
pomér tamarixetin x isorhamnetin:Cu*

Obrdzek 34: Konfidencni intervaly pH 7.5 - porovndni chelatace Cu® ionti(i
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-

o

o
1

=]
o
1

-# tamarixetin
-* isorhamnetin

(=]
o
1

% chelatovanych Cu?* iontu
-
o

N
o
I

T - | T
1:10 1:1 10:1
pomé&r tamarixetin x isorhamnetin:Cu?*

Obrdzek 35: Konfidenéni intervaly pH 7.5 - porovndni chelatace Cu?* iontt

5.6 Redukéni aktivita testovanych latek

Dale byla stanovena schopnost tamarixetinu a isorhamnetinu redukovat médnaté
ionty. Méreni rlznych koncentraci testovanych latek probihala pfi pH 4.5, 5.5, 6.8 a 7.5, vZdy
v Case 0 a 5 minut.

Namérené hodnoty redukénich aktivit byly preneseny do nasledujicich graf(i (Obr. 36
az 39). Na ose X je vidy zobrazen pomér koncentraci testované latky a roztoku médnatych
iontd. Na ose Y se nachazi v procentech vyjadrend schopnost testované latky redukovat
médnaté ionty. RGzné hodnoty pH a casy jsou vgrafech barevné odliseny. Redukéni

schopnost obou latek byla vyznamna (Obr. 36 az 39).

5.6.1 Tamarixetin

100+

(=]
o
1
T

| pH 5.5 0 min
¢ pH 5.5 5 min
60 / o pH4.50min
/' -+~ pH4.55min
404

% redukovanych Cu?* iontt

N
o
L
10t
[aa%]

” 4
0 1 T L T T T 1
0 (DMSO) 1:1000 1:100 1:10 1:1 10:1 100:1
pomér tamarixetin:Cu?*

Obrazek 36: Grafické zobrazeni schopnosti tamarixetinu redukovat médhnaté ionty pfi pH 4.5 a 5.5

55



100+

80+ )
@ pH7.50min
-= pH7.55min

60- -¥- pH 6.8 0 min

—— pH 6.8 5min

B
o
1

% redukovanych Cu?* iontu

e g
N :

0 (DMSO) 1:1000 1:100 1:10 1:1 10:1 100:1
pomér tamarixetin:Cu?*

Obrdzek 37: Grafické zobrazeni schopnosti tamarixetinu redukovat médnaté ionty pfipH 6.8 a 7.5

5.6.2 Isorhamnetin

100+

80+
pH 5.5 0 min
pH 5.5 5 min
60- o pH4.50 min

—— pH4.55min

% redukovanych Cu?* jontu

201 /'f

0 ? L] L] L L T 1
0 (DMSO) 1:1000 1:100 1:10 11 10:1 100:1

pomér isorhamnetin:Cu?*

Obrazek 38: Grafické zobrazeni schopnosti isorhamnetinu redukovat médhnaté ionty pri pH 4.5 a 5.5
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100+

80- _
@ pH7.50min

-= pH7.55min
-¥- pH 6.8 0 min
* pH 6.8 5 min

60+

40+

% redukovanych Cu?* jontu

0 L L) L T T 1
0 (DMSO) 1:1000 1:100 1:10 1:1 10:1 100:1

pomér isorhamnetin:Cu?*

Obrdzek 39: Grafické zobrazeni schopnosti isorhamnetinu redukovat médnaté ionty pfi pH 6.8 a 7.5

5.7 Konfidenc¢ni intervaly kfivky linearni regrese
Nasledné byla porovndna redukéni aktivita obou latek pomoci 95% konfidenénich
intervall kfivky linedrni regrese. Schopnost redukce médnatych iontl pfi jednotlivych pH je

patrna z vyobrazenych grafli (Obr. 40 az 43).

5.7.1 Konfidencni intervaly kfivky linearni regrese pH 4.5

+ tamarixetin

100+ pH 4.5

W isorhamnetin

B [=2] -2}
s i i

% redukovanych Cu?* ionti
N
(=]

* | P
DMSO 1:1000 1:100 1:10 14 104 100:1
pomaér flavonoid:Cu®*

Obrdzek 40: Porovnadni redukce Cu?* iontii pomoci 95% konfidenénich interval(i kfivky linedrni

regrese — pH 4.5
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5.7.2 Konfidencni intervaly krivky linearni regrese pH 5.5

1004 pH 5.5 .. * tamaretin

W isorhamnetin

B [=2] 0
e i <

% redukovanych Cu?* iontt

L%
(=]
1

- ]

DMSO 1000:1 1:100 1:10 11 10:1  100:1
pomér flavonoid:Cu?*

Obrdzek 41: Porovndni redukce Cu?* ionti pomoci 95% konfidencnich intervaldi kfivky linedrni

regrese —pH 5.5

5.7.3 Konfidencni intervaly kfivky linearni regrese pH 6.8

100+ pH 6.8 _ 4 tamarixetin

W isorhamnetin

=]
=]
1

@
" d

B
=]
o

[

% redukovanych Cu?* ionti
N
(=]

DMSO 1:1000 1:400 1:40  1:4  10:4  100:1
pomér flavonoid:Cu?*

Obrdzek 42: Porovndni redukce Cu?* iontt pomoci 95% konfidenénich intervald kfivky linedrni

regrese —pH 6.8
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5.7.4 Konfidencni intervaly kfivky linearni regrese pH 7.5

4 tamarixetin

100+

W isorhamnetin

©
b

(=2
(=]
1

B
=]
1

% redukovanych Cu?* iontt

L5
(=]
1

DMSO 1:1000 1:100 1:10 11 10:1  100:1
pomér flavonoid:Cu?*

Obrdzek 43: Porovndni redukce Cu?* ionti pomoci 95% konfidencnich intervaldi kfivky linedrni

regrese —pH 7.5

59



6 DISKUZE

Tamarixetin a isorhamnetin jsou latky ze skupiny flavonoidd patfici mezi sekundarni
metabolity rostlin. Mezi biologické ucinky flavonoidi se fadi jejich antioxidacni,
protizanétliva, protinadorova a hepatoprotektivni aktivita [47]. Jejich potenciondlni vyuziti
k terapii raznych chorob je predmétem vyzkumu. Znama je jejich schopnost chelatovat
pfechodné kovy. Cheldtory médi Ize pouzit pfi |écbé onemocnéni souvisejicich s pretizenim
téla médi a jejim toxickym plsobenim. V soucasné dobé jsou uzivany pouze u Wilsonovy
choroby [23].

V této diplomové praci byly pouzity dvé Iatky ze skupiny methylderivat( kvercetinu —
tamarixetin a isorhamnetin ke stanoveni jejich méd*-chelatacnich a redukénich vlastnosti. Pro
stanoveni iontll médi in vitro se pouZivaji rdzné metody. Rychlé a levné je pouziti
spektrofotometrického méreni [84]. V nasem pripadé byly pouzity dvé konkrétni metody.
Prvni za pouziti hematoxylinu (HEM) jako indikdtoru a druhd za pouziti disodné soli
bathocuproindisulfonové kyseliny (BCS) jako indikatoru. Metody jsou zaloZzené na kompetici
testované latky s cheldatorem médi, ktery slouZi i jako indikator, o ionty médi. Chelata¢ni
schopnosti testovanych latek byly vyhodnoceny na zakladé vytvoreni komplexu mezi ionty
médi a HEM nebo BCS [80].

K prvotnimu ovéreni schopnosti chelatovat méd byla pouzita hematoxylinova
metoda, kterd je méné kompetitivni. Hematoxylin vytvari sionty médi méné stabilni
komplexy a nelze ho pouzit pti velmi kyselém pH (4.5) [80].

Stanoveni chelatace Cu?* iontd s hematoxylinem bylo méfeno pfi pH 7.5, 6.8 a 5.5. Ze
ziskanych vysledk( je patrné, Zze obé latky vykazovaly velmi dobrou schopnost chelatace pfi
vSech pouzitych pH. S narlstajici koncentraci obou testovanych latek vzristala i procenta
chelatovanych médnatych iontl. Pti koncentracnim poméru 5:1 (pomér flavonoid:médnaté
ionty) dosahovala az 100 %.

Porovnanim konfidencnich intervalll lze vidét, Ze obé latky vykazovaly velmi
podobnou chelata¢ni aktivitu. Jen pfi pH 5.5 mél tamarixetin mirné vyssi chelatacni
potencial. Je ovSem potreba vzit v ivahu, Ze pfi tomto pH ma hematoxylin relativné nizkou
afinitu pro Cu?* ionty, co? lze vidét i na ziskanych grafech (Obr. 19 a 20). Z tohoto dlivodu jej
nelze pouzit k porovndavani relativnich afinit testovanych latek [80].

Zatimco tamarixetin a isorhamnetin vykazuji pfi stanoveni Cu?* iontd

s hematoxylinem témér stejné chelatacni schopnosti, oproti kvercetinu je jejich aktivita nizsi.
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Zvysledkl meéreni, kde byl kvercetin testovdn stejnou metodou jako tamarixetin
aisorhamnetin vtéto prdci, vyplyva, Ze kvercetin ma vyssi chelatacni potencial. P¥i
koncentraénim poméru 1:1 vykazoval 100 % chelatace Cu?* iontd, zatimco mnou testované
latky vykazovaly pfi stejném koncentraénim poméru jen 50 % chelatace [83].

Nasledné byla chelataéni  aktivita ovéfena  kompetitivnéjsi metodou
s bathocuproinem, pfi které vznikaji stabilnéj$i komplexy a Ize ji pouZit v SirSim rozmezi pH.
Pfi pfidani vhodného redukéniho cinidla, v tomto pripadé hydroxylaminu, se pomoci BCS daji
stanovit jak médné, tak médnaté ionty [80].

Chelatace Cu* a Cu?* iontl byla méFena pfi pH 4.5, 5.5, 6.8 a 7.5. Tamarixetin pfi
tomto méfeni prokazal vy$si chelataéni aktivitu neZ isorhamnetin. Pfi stanoveni Cu?* iont(
dosahoval v koncentracnim poméru 10:1 100 % chelatovanych iontl, a to pfi vSech
pouzitych pH. U koncentraéniho poméru 1:1 (cheldtor:méd) bylo pfi pH 7.5, 6.8 a5.5
chelatovdno 50 % médnatych iontl, u pH 4.5 pouze 20 %. Pfi chelataci Cu* iontl bylo
v prostiedi o pH 5.5, 6.8 a 7.5 chelatovdno maximalné 80 % iontd u poméru 10:1. V prostredi
o pH 4.5 bylo naméfeno chelata¢ni maximum 70 % pfi koncentracnim poméru 10:1. Pfi
poméru 1:1 bylo u pH 7.5 a 6.8 chelatovano 40 % médnych iontl, pfi pH 5.5 pouze 20 % a v
prostfedi o pH 4.5 nedoslo pfi uvedeném koncentracnim pomeéru k Zadné chelataci.

Isorhamnetin prokazal o néco niZi chelataéni schopnosti. Pfi stanoveni Cu?* iontd
bylo pfi koncentra¢nim poméru 10:1 chelatovdno necelych 80 % pfitomnych iontd pfi vSech
pH. Pfi poméru 1:1 bylo naméreno 30 % chelatovanych médnatych iontd u pH 7.5, 6.8 a 5.5
20 % a u pH 4.5 byla chelatace v tomto koncentraénim poméru nulova. Pro Cu* ionty se
maximalni hodnoty pro pH 4.5 a 7.5 pohybovaly kolem 50 % pfi poméru 10:1. Pfi pH 5.5
a 6.8 byly vysledky namérenych hodnot nepatrné vyssi, a to 60 % chelatovanych iontd.
Chelatace pfi koncentraénim pomeéru 1:1 byla pro pH 7.5 a 6.8 asi 30 %, u pH 5.5 a 4.5
nedoslo k Zadné chelataci.

Z grafl konfidencnich intervall (Obr. 28 az 35) Ize konstatovat, Ze chelatacni aktivita
testovanych latek byla rozdilna. Tamarixetin vykazoval pfi vSsech mérenich vyssi chelatacni
potencial nez isorhamnetin.
kyselého prostiedi s pH 4.5. Zadna zlatek nebyla selektivni k jednomu konkrétnimu

oxida¢nimu stavu médi (Cu?*/Cu*). Vy33i afinitu vykazovaly obecné k oxidované formé (Cu?*).
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Schopnost chelatace kovovych iontl ovliviuji u flavonoidl hydroxylové skupiny.
Dllezitd je konkrétné pritomnost hydroxylové skupiny v poloze 3 (popfipadé v poloze 5),
ddle pfitomnost ketoskupiny v poloze 4 a dvojna vazba v poloze 2-3 [47].

Stejné vysledky byly potvrzeny i v této diplomové prdaci. Tamarixetin i isorhamnetin
mohou tvofit komplex s médi mezi hydroxylovou skupinou v poloze 3 a karbonylovou
skupinou v poloze 4 nebo pfipadné mezi hydroxylovou skupinou v poloze 5 a karbonylovou
skupinou v poloze 4. V porovnani s kvercetinem maji na kruhu B jen jednu volnou
hydroxylovou skupinu a druhou maji methylovanou. Nedosahuji proto takové aktivity jako
kvercetin. Ze ziskanych vysledk( Ize konstatovat, Ze hydroxylova skupina umisténa na kruhu
B v poloze 3 ma pro chelataéni aktivitu pravdépodobné vétsi vyznam, nez kdyz se nachazi
v pozici 4.

Redukéni aktivita testovanych latek byla mérfena pomoci bathocuproinu, ktery tvofti
komplex s Cu* ionty [81]. Jako pozitivni kontrola byl pouzit hydroxylamin. Jedna se
o redukéni ¢inidlo, které redukuje kompletné viechny pfitomné Cu?* ionty.

Schopnost redukce médnatych iontd byla zjisténa u obou testovanych latek pfi
pouziti vSech pH (4.5, 5.5, 6.8, 7.5). Tamarixetin vykazoval 100 % redukéni aktivitu v prostredi
o pH 4.5 a 7.5. V obou pfipadech pfi koncentraénim poméru 1:1. V prostfedi o pH 5.5 a 6.8
vykazoval maximalné 90 % redukéni aktivitu. Isorhamnetin vykazoval 100 % redukéni aktivitu
v prostfedi o pH 4.5, 6.8 a 7.5. Opét pfi koncentracnim poméru 1:1. V prostfedi o pH 5.5
vykazoval maximalné 90 % redukéni aktivitu.

Porovnanim konfidencnich interval( kfivek linearni regrese (Obr. 40 az 43) je patrné,
Ze pfi nizSich koncentracnich pomérech nebyly mezi redukénimi schopnostmi latek
vyznamné rozdily. Obé latky zde vykazovaly podobné prooxidacni plsobeni. Redukéni
aktivitu latek pfi velmi nizkych koncentraénich pomérech je potfeba jesté zjistit dalSim
testovanim. Pfi vy$Sich koncentraénich pomérech jiz pfevladla chelatace Cu?*iontd nad jejich
redukci a tamarixetin se zde projevil jako vyznamnéjsi cheldtor. Jeho kfivka klesa vyrazné
strméji neZ krivka isorhamnetinu. To odpovida vysledkiim méreni chelatacni aktivity
uvedenym vyse.

Redukéni schopnosti zavisi u flavonoidd predevsim na poctu hydroxylovych skupin
pfitomnych v molekule. Cim vice hydroxylovych skupin se vyskytuje, tim ma latka vétsi
reduk¢ni potencial [81]. Tamarixetin i isorhamnetin obsahuji Ctyfi hydroxylové skupiny,

a proto u nich miZeme pozorovat az 100 % redukce iontl médi.
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7 ZAVER

V této diplomové préci jsem stanovovala méd*-chelatacni a redukéni schopnosti dvou
flavonoid(, tamarixetinu a isorhamnetinu, pomoci spektrofotometrickych metod. Jednotliva
méreni probihala v prostfedi (pato)fyziologicky vyznamnych pH (4.5, 5.5, 6.8 a 7.5).

Jako prvni byla pouzita hematoxylinova metoda, ktera slouzi k zakladnimu screeningu
chelatacnich schopnosti. Obé latky se ukdzaly jako wvysoce Uucinné. Jiz pfi niZSich
koncentracich vykazovaly vyznamné chelatacni schopnosti. Ve vysSich koncentracnich
pomérech dosahla chelatace médnatych iontd az 100 % v prostiedi vSech pouZitych pH.
Oproti kvercetinu byla jejich aktivita nizsi.

Nasledné byla ke stanoveni chelatace médnych a médnatych iontd pouZita
bathocuproinovd metoda. Z namérenych a do graf(i zpracovanych vysledkd je patrné, zZe
tamarixetin pfi tomto méreni vykazal vyssi chelatacni aktivitu nez isorhamnetin. Schopnost
chelatace Cu* a Cu?* iontQ byla nejvy3si pfi pH 7.5 a nasledné klesala v pofadi 7.5 > 6.8 > 5.5
> 4.5. Z ¢ehoz lze vyvodit, Ze pro chelatacni aktivitu je dulezitym faktorem nejen struktura
dané latky, ale také pH prostfedi, v kterém je méreni provadéno.

U obou testovanych latek byl naméren také vyznamny redukéni potencial. Jak
tamarixetin, tak isorhamnetin byly schopné redukovat Cu?* ionty pfi vsech pouZitych pH.
Redukce, ktera cinila 100 %, byla zjisténa pri koncentraénim poméru 1:1 u obou flavond.

Tamarixetin a isorhamnetin byly stanoveny hlavnimi metabolity, identifikovanymi
v plazmé po perordlnim podani kvercetinu a jeho glykosid(i u potkant [82]. Je proto vhodné
jim vénovat pozornost a zjistit, zda mohou pozitivné ovliviiovat lidské zdravi a jaka u nich Ize
ocekdvat rizika. Z provedené reserse, ktera je zakomponovana do teoretické ¢asti diplomové
prace (str. 34 az 36), je znamo, Ze se nachazeji také v mnoha rostlinnych zdrojich.

Schopnost chelatace kovovych iontl (predevsim médi a Zeleza) je jednim
z mechanismU antioxidacniho plsobeni flavonoidd. Redukce Zeleza a médi je oproti tomu
spojena s jejich prooxida¢nim plsobenim. Redukované kovy mohou katalyzovat tvorbu
hydroxylovych radikald prostfednictvim Fentonovy reakce [81].

Z dostupnych zdroju bylo zjisténo, Ze u tamarixetinu ani isorhamnetinu jesté nebyla
mérena interakce s ionty Zeleza a zinku. Bylo by proto vhodné na tuto oblast zamérit dalsi
vyzkum. Podle vysledk jejich vlastnosti, vykazuji dobrou chelatacni aktivitu, a tak se mohou

jevit jako slibné chelatory.
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Také je tfeba vzit na védomi, Ze schopnosti vykazované in vitro nemusi byt stejné
jako chovani latky in vivo. Po peroralnim podani dochdzi u flavonoid( k metabolizaci stfevni

mikroflérou a latky dosahuji jen nizkych plazmatickych koncentraci [82].
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AB Amyloid B

AD Alzheimerova choroba

ALS Amyotroficka lateralni skleréza
APP Amyloidovy prekurzorovy protein
AS a-synuklein

BCS Disodnad sll bathocuproindisulfonové kyseliny
6(0)4 Cyklooxygenasa

Ccp Ceruloplasmin

DMSO Dimethylsulfoxid

HA Hydroxylamin hydrochlorid

HEM Hematoxylin

IL-1b Interleukin-1b

K-F Kayserav-Fleischer(v

LOX Lipoxygenasa

MAO A Monoaminooxidasa A

MAO B Monoaminooxidasa B

MD Menkesova nemoc

MT Metalothionein

ND Neurodegenerativni onemocnéni
OHS Occipital horn syndrom

PD Parkinsonova nemoc

Prp Prionovy protein

ROS Reaktivni formy kysliku

SOD Superoxiddismutasa

TNF-a Tumor nekrotizujici faktor-a

WD Wilsonova choroba
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hematoxylin

Méd' je biogenni stopovy prvek, dllezity pro spravnou funkci lidského organismu. Je
nedilnou soucdsti nékolika enzyma a podili se na metabolickych procesech v téle. Nadbytek i
nedostatek médi v séru mlze vést ke vzniku patologickych stav(. K lé¢bé toxického plsobeni
médi se uzivaji latky schopné chelatovat méd.

Flavonoidy jsou polyfenolické latky patfici mezi sekundarni metabolity rostlin. Jsou
soucasti lidské stravy a maji pozitivni vliv na naSe =zdravi. Vykazuji antioxidacni
a protizdnétlivé ucinky. Jsou schopny chelatovat prechodné kovy, zejména Zelezo a méd.
Chelatacéni terapie se vsoucasné dobé pouziva u Wilsonovy choroby, pfi které dochazi
k pretizeni téla médi. Do budoucna by se chelata¢ni ucinky flavonoidi mohly vyuzit pti lécbé
neurodegenerativnich, kardiovaskularnich nebo nddorovych onemocnéni.

V této diplomové praci byly otestovany interakce dvou flavonoidld (tamarixetinu
aisorhamnetinu) sionty médi vodliSném pH, které charakterizuje fyziologické
i patofyziologické podminky v organismu. K méfeni méd-chelataénich a redukénich aktivit
byly pouzity spektrofotometrické metody zaloZzené na hematoxylinu nebo disodné soli
bathocuproindisulfonové kyseliny jako indikatoru.

Obé latky vykazaly velmi dobrou schopnost chelatace a redukce iontd médi. Jejich
aktivita se ménila v zavislosti na pH prostredi.

Bylo potvrzeno, Ze strukturnim predpokladem pro chelataci iontd médi u flavonoida
je 4-keto-5-hydroxy skupina a také, Ze hydroxylova skupina u tamarixetinu umisténa na
kruhu B v poloze 3" ma pro chelatacni aktivitu pravdépodobné vétsi vyznam, nez kdyz se

nachazi v pozici 4" jako u isorhamnetinu.
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Copper is a biogenic trace element important for proper function of human
organism. It is an essential part of several enzymes and is involved in metabolic processes in
the body. Excess or lack of serum copper can lead to pathological conditions. Copper
chelating agents are used to treat copper toxic effects.

Flavonoids are polyphenolic substances belonging to secondary metabolites of
various plants. They are part of the human diet and have a positive impact on our health.
They exhibit antioxidant and anti-inflammatory effects and are able to chelate transient
metals, especially iron and copper. Chelation therapy is currently used in Wilson's disease in
which copper is overloaded. In the future, the chelating effects of flavonoids could be used
to treat neurodegenerative diseases, cardiovascular diseases or cancer.

In this diploma thesis, interactions of two flavonoids (namely tamarixetin and
isorhamnetin) with copper ions in different buffers were tested. Spectrophotometric
methods based on hematoxylin or bathocuproine as indicators, were used to measure
copper-chelating and reducing activities.

Both substances showed very good ability to reduce and to chelate copper ions.
Their activity varied depending on the pH.

It has been confirmed that the 4-keto-5-hydroxy group is a structural presumption
for chelating of copper ions in flavonoids and also that the hydroxyl group of tamarixetin
located in the ring B at the position 3' is probably more important for chelating activity than

when it is located at the position 4' as in isorhamnetin.
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