UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

KATEDRA FARMACEUTICKE BOTANIKY A EKOLOGIE

CHELATACE MEDI S FLAVONOLY

COPPER CHELATING ACTIVITY OF FLAVONOLS

DIPLOMOVA PRACE

Vedouci diplomové prace: PharmDr. Jana Karli¢ckova, Ph.D.

Hradec Kralové, 2014 Markéta Jefabkova



,Prohlasuji, Ze tato diplomova prace je mym puvodnim autorskych dilem, které jsem
vypracovala samostatné. Veskera literatura a dalsi zdroje, z nichZ jsem pfi zpracovani

Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury a v praci jsou fadné citovany.*

V Hradci Kralové Markéta Jerabkova



PODEKOVANI

Piedev§im bych rada pod€kovala PharmDr. Jané Karlickové, Ph.D. za vedeni
diplomové prace, pomoc pii experimentalnim meéteni v laboratofi, za trpélivost a cenné

rady pfi zpracovavani mé diplomové prace.

Dale bych rada podékovala Doc. PharmDr. Piemyslu Mladénkovi, Ph.D. za

poskytnuté materialy, grafy a za konzultaci dané problematiky.

M¢ podekovani také patii Katedie farmaceutické botaniky a ekologie za
poskytnuti laboratofe pro naméteni mych vysledkd. Prace vznikla za podpory granti:

GAUK 605712C a FRVS 664/2011/A a vyzkumného programu PRVOUK P-40.



OBSAH

Lo TOVOM oottt ettt 6
2. CHLPIACE ...t 7
3. TeoretiCKA CAST........c.eiiiiiiiiiie e ae e nnre e 8
3.1. MEd’ V lidSKEM OTZaNISIMU.....eiiviieiiiieiiiieiiee e sib e srre e breeans 8
3.1.1. Farmakokinetika mMeEdi ........ccvviiiuiiiiiiiiiiiieiiie s 9

3.2. Fyziologickd funkce MeEdi ........coiiiiiiiiiiiiiii e 10

3.3, NedoStatek MEAL ..veivvieiiiieiiiie i e e nnre e nres 12
3.3.1. MenKesova CNOTODA.........c.coiiiiiiiiiisieiee e 12

R I AP Ve L0 1) 1 T USSR 13
3.4.1. Wilson0ova ChoroDa.........cocuviiiiieii e 13

3.4.2. Cirh6za indickych deti........cccviiiiiiiiiiic e 16

3.4.3. AlZheimerova Choroba..........c.coveiiiieiiee e 16

344, KaArCINOQENITA. ...c.vveiiiiieieeie ettt ste et be e e steesnesraenreenee s 17

3.5, Chelatace MEAI ...vvvivviiiiiieiiiie it 18
3.6, FIAVONOIAY ...t 19
3.6.1. Rozdéleni flavonoidil...........cceeeiueeiiiie e 19

3.6.2. UGINKY flaVOnoidil .........c.eurvreceieeieeseesesesesee e isesessesseseeses s, 21

BT FIAVONOIY ..o 22
3.7.1. 3-hydroXYFIAVON .....ccoviiiiiiieec e 23

3.7.2. KEMPTEIOL ... 23

37,3 KVEICELIN ittt ettt bbb e 24

T S o] | o RSP STPPRPR 24

375 IMIYFICEEIN L.ttt 25

T LG TR = (U 11 RSOSSN 26

T O R I (0= £V 1 SRS 27

4. Experimentalni CASt............ccoooiiiiiiiiiiiii 28
Y 1<) o T | PSP 28
O O 1153111 -1 1< RSP 28
4.3, TESIOVANE JALKY ... 28

4.4. PStrOJOVE VYDAVENT ....covviiiiiiiiic s 29



4.5. Ptiprava zasobnich roztokll ..........ccccciiiiiiiiiiiiii 29

4.6. Kalibrace mednatych 10010 ........ooveiviiiiiieiiicrece s 30
4.7. Metodicky postup stanoveni chelatace ionti médi hematoxylinem...................... 32
4.8. Statistickd analyza ........ccccoiiiiiiiiii i 34
O, VYSICAKY ..o 35
5.1, Kalibratni KFIVKA ......cceiiiiiiiiiiiiiie ettt 35
5.2. Chelatac¢ni aktivita jednotlivych flavonolii............ccocoiiiiiiiiiiiiie 36
B.  DISKUZE.....cooiiiiiie s 40
T ZLAVEY ..ottt 42
8. Seznam pouZitych zKratekK................cccoooiiiiiiiiii 43
9. PouZitd lIteratura.............ocoooiiiiiiiiie e 44
9.1. OdDOINE CASOPISY ..vveuvevrerrierririeesteeiesiee st et sttt sb et e b e b s nreenne s 44
0.2, KNENY ettt nre et ere e re e 47
10, ABSEFAKL ... 49
11, ADBSTFACT ... e 50



1. Uvod

M¢d se ve stopovém mnozstvi nachazi v naSem organismu a je jeho nezbytnou
soucasti. Je pro organismus esencialni, i pfes to je jeho denni pfijem maly. V organismu
se vyskytuje nejcastéji ve formé rtiznych proteinti s enzymatickou aktivitou. Méd’ je

soucasti enzymi oxidas, které se i¢astni mnoha oxidoreduk¢nich procesi.

Me¢d plni v organismu dulezité funkce, je nezbytnd pro krvetvorbu, katalyzuje
vstup Zeleza do hemoglobinu. Je nutnd pro tvorbu pigmentd, kosti a vlast. Méd” se

uplatiiuje také jako ochrana pfed volnymi radikaly jako antioxidant.

Nicméné dlouhodoby nadbytek nebo nedostatek médi muze za uréitych
podminek vést k patologickym staviim, proto je nutné zajistit optimalni nutriéni pfijem

a udrzet tak jeho homeostazu.



2. Cil prace

Cilem této diplomové prace je zméfit méd-chelatacni aktivitu vybranych
flavonolu (3-hydroxyflavon, kempferol, kvercetin, morin, myricetin, rutin, troxerutin)
pfi riznych pH a odvodit vztahy mezi strukturou téchto latek a jejich méd’-chelata¢ni

aktivitou.



3. Teoreticka cast

3.1. Méd’ v lidském organismu

Prvky nezbytné pro stavbu a funkci lidského organismu se nazyvaji biogenni,
n¢kdy téz esencidlni. Podle jejich obsahu v organismu se déli na makrobiogenni a
mikrobiogenni neboli stopové. Ze stopovych prvkil se v nejvysSich koncentracich

v organismu vyskytuji zelezo, méd’ a zinek (Racek et al. 2006).

Vyskyt médi v téle ¢lovéka je nejvyssi Vv jatrech, mozku, svalech a kostech.
V krvi je méd’ obsazena jak v ¢ervenych krvinkach, tak predevsim V krevni plazmé.
V Cervenych krvinkach se vyskytuje v podobé slouceniny zvané erytrokuprein.
V plazmé je méd vazana a pienasena ceruloplazminem (Hejda 1985). Jeho
prostfednictvim se méd’ dostava do bunék a tkani, kde je vyuzivana pro tvorbu
kuproenzymi (Racek et al. 2006). Méd’ zabudovana do ceruloplazminu je vazana
pevnou vazbou, ale i pies to ji nékteré patologické faktory jako je oxidaéni stres mohou

uvolnit z této vazby (Riha et al. 2013).

V mozku je homeostaza médi ptisn€é regulovana mnoha influxy a efluxnimi
transporty. Je nutné udrZovat patfi¢nou regulaci transportu jak médi, tak Zeleza, aby
nedoslo k zlomovym neurologickym porucham, které jsou zplsobeny nerovnovahou
téchto dvou kovi. Mezi tyto poruchy patii Alzheimerova choroba, Parkinsonova
choroba, Huntingtonova choroba a onemocnéni spojené s dysbalanci médi, jako je

Menkesova a Wilsonova choroba (Collins et al. 2010).

Meéd se nachdzi kromé travicitho Ustroji a stopovych koncentraci v séru a
tkanich, také v rizné stabilnich komplexech a chelatech s organickymi molekulami.
Proteiny, u nichZ je méd integralni a nezbytnou soucasti molekulové struktury,
oznacujeme jako metaloproteiny médi. Pievaznou cast metaloproteinii tvoii proteiny
s enzymatickou aktivitou Gcastnici se ptenosu elektronl a transportu kysliku (Marecek
1996). Mezi hlavni metaloproteiny patii cytochrom ¢ oxidasa (transport elektronti v
bunééném  dychani), superoxiddismutasa (odstrafiovani  volnych  radikald),

metalothionein  (skladovani nadbytku médi a jinych kovu), ceruloplazmin



(metabolismus Zeleza, transport médi). Ceruloplazmin je polypeptidovy fetézec, ktery
hraje roli v transportu a exkreci médi z téla. Tento protein je syntetizovan v jatrech
(Tapiero et al. 2003). Dal$imi metaloenzymy jsou monoaminooxidasa, diaminooxidasa,

tyrosinasa, lysyloxidasa nebo dopamin-B-hydroxylasa (Masopust a Prasa 1999).

Jidlo a piti vody patii mezi hlavni zdroje médi, nicmén¢ tento piijem vétSinou
nenese zadné zdravotni riziko diky riznym kontrolnim mechanismim v organismu
(Lopez de Romaiia et al. 2011). Prumérny denni piijem médi potravou u dospélého
¢lovéka je v rozmezi 0,6 az 1,6 mg/den. Hlavnim zdrojem médi v potravé jsou moiské
ryby, ofechy, vnitinosti a obilniny (Bertinato a Abbé 2004). Obsah médi v téle je
ptiblizné 1,2-1,9 mmol, coz odpovida 80-120 mg (Masopust a Priisa 1999).

3.1.1. Farmakokinetika médi

Mistem resorpce médi je zaludek a horni ¢ast tenkého stieva. Kyselina askorbova
a nékteré stopové prvky jako zinek interferuji s resorpci médi a brani vstiebavani médi.
Vstiebavani médi brani také latky, které vytvaieji s meédi nerozpustné komplexy. Jsou
jimi polyfenoly, fytaty, Zelezo-sodna stil EDTA (NaFeEDTA). Naopak proteiny,
prebiotika jako fruktooligosacharidy, dale inulin zvySuji absorpci médi. U lidi je
resorbovéano 12 az 60 % podané davky Vv zavislosti na piijmu médi (Lopez de Romaina
et al. 2011). Med’ resorbovana ze stieva je transportovana portalni krvi vazana jako
dvojmocna méd’ na albumin a transkuprein a posléze vychytana jaternimi buiikami,
které uvolni méd’ z vazby méd’-albumin, a je inkorporovana do ceruloplazminu. Jenom
malé mnozstvi médi zlstane vdzano na bilkovinu albumin a tento komplex poté hraje

roli v toxicité médi (Barceloux 1999).

Metabolismus médi probihd v jatrech. Ulohou jater je skladovani médi,

inkorporace médi do ceruloplazminu a pfiprava médi na exkreci do Zluc¢i (Marecek

1996).

Vétsina médi v jatrech je zabudovana do ceruloplazminu a vtéto forme
uvoliiovana do cirkulace (Masopust a PrtSa 1999). Hladina médi v jatrech nepiimo
souvisi s hladinou Zeleza. Pfi absenci ceruloplazminu mize dojit k akumulaci Zeleza ve
slinivce, sitnici a v mozku. Z jater jsou méd’ a zelezo transportovany do bunék, tkani,

organt, kde jsou potiebné k bunéénému metabolismu (Collins et al. 2010).



Mezi hlavni exkre¢ni cestu médi z organismu patii vylucovani médi do zluci.
Jiné moznosti eliminace mé&di jsou inhibice vstfebavani, vylucovani médi potem nebo

moci (Lopez de Romaiia et al. 2011).

Mirné vykyvy v homeostaze médi nejsou zatim dobie popsany, kvili nedostatku
specifickych senzitivnich indikatorti, které by detekovaly mensi rozsah poskozeni.
Hlavnimi znamymi indikatory patologickych stavi jsou koncentrace hladiny médi a
ceruloplazminu v séru. Jsou pozorovany spiSe az pii vétSsich zménach nebo hraji tlohu

pii diagnostikovani nemoci (Lopez de Romania et al. 2011).

3.2. Fyziologickd funkce médi

Vyskyt médi v organismu je Vvruznych oxida¢nich stavech Cu(I) a Cu(Il)

vyuzivan Vv mnoha dulezitych katalytickych reakcich (Bertinato a Abbé 2004).

Méd se predevSsim uplatiuje jako nedilnd soucast nékterych enzymu:
superoxiddismutasy, cytochromoxidasy nebo ascorbatoxidasy, pusobicich u mnohych

déji latkoveé pfemény a v energetickém metabolismu buiiky (Jomova a Valko 2011).

MeEd’ je soucasti extracelularni a plazmatické superoxiddismutasy (SOD), ktera
hraje vyznamnou roli v antioxida¢ni ochrané¢ organismu (Racek et al. 2006).
Superoxidovy radikal (Rovnice 1) se vyskytuje hlavné ve formé aniontu a je
odstranovan pomoci SOD (Jomova a Valko 2011). Ceruloplazmin je rovnéz

vyznamnym antioxidaénim proteinem (Stipek et al. 2000).
20,* +2H" — H02 + O2

Rovnice 1. Pasobeni superoxiddismutasy

Naproti tomu volnd méd po redukci na Cu' je schopna stejné jako Zelezo
katalyzovat Fentonovu reakci (Rovnice 2) a tim i vznik nebezpe¢ného, extrémné
reaktivniho, hydroxylového radikalu (Racek et al. 2006). Ten se muze, stejné jako

superoxidovy radikal nebo jiné reaktivni formy kysliku (ROS), zapojit do nepfiznivych
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reakci, jako je modifikace proteini, lipidd a nukleovych kyselin. Za normalnich
podminek se volnd méd’ nevyskytuje. Tvofi se v pfipadé¢ kumulace médi a mize vést

k oxidativnimu stresu a poskozeni buriky (Bertinato a Abbé 2004).
Cu* + H202 — Cu®* + OH® + OH ~

Rovnice 2. Fentonova reakce

Druhym mechanismem pusobeni médi, pfispivajicim ke vzniku oxida¢niho
stresu, je snizovani hladiny glutathionu (GSH). Glutathion je pfitomen v buiikach
v milimolarnich koncentracich, kde je vyuzivan pro své silné antioxidac¢ni ucinky a
slouzi jako substrat pro dulezité enzymy, které odstraiiuji ROS. Glutathion ma mnoho
funkci v bunééném metabolismu médi a jeji detoxikaci. Piikladem je potlaceni toxicity
médi diky jeji chelataci a tim udrzuje redoxni stav nedostupny pro odstartovani dalsi
nové reakce. NaruSeni homeostazy médi muze prispét ke zméné redoxni rovnovahy a

mize vést k vyCerpani glutathionu (Jomova a Valko 2011).

Mechanismus utvafeni volnych radikall je ovlivnén pisobenim endogennich
nizkomolekularnich antioxidantli, mezi které patii askorbova kyselina, alfa tokoferol,
glutathion, karotenoidy, flavonoidy a spousty dal$ich, které jsou schopny vychytavani
ROS (Jomova a Valko 2011). Ochrana organismu proti oxida¢nimu poskozeni je
systém, ve kterém antioxidanty a celd jejich uskupeni vzajemné spolupracuji. Funkce
jednoho antioxidantu velmi ¢asto podmifiuje uéinek jiného ¢lanku soustavy (Stipek et
al. 2000).

Dalsi uplatnéni ma méd’ v metabolismu Zeleza. Slou€enina médi ceruloplazmin
(neboli ferroxidasa) je nutna k pfeméné dvojmocného Zeleza na trojmocné, a tak je méd’

nepostradatelna pii tvorbé ¢erveného krevniho barviva hemoglobinu (Hejda 1985).

M¢éd’ dale ovlivituje vyvoj kosti, udrzovani myelinovych pochev v nervovém

systému, uplatiiuje se pti tvorbé pigmentu (Hejda 1985).

11



3.3. Nedostatek médi

U naSeho obyvatelstva dochazi k nedostatku médi jenom vzacné (Hejda 1985).
Piesto byl nedostatek médi zaznamenan u malnutrice a tézkych prijma (Racek et al.
2006). U pred¢asné narozenych a nedonoSenych déti se taktéz vyskytuje snizend hladina
medi kvili zvySené potiebé tohoto mikroelementu pii rychlém ristu (Lopez de Romaiia
et al. 2011). Nedostatek médi je charakterizovan nizkymi hladinami médi a
ceruloplazminu v plazmé. Dal$im projevem deficitu médi a zejména jeho zasob
Vv jatrech v akutnim stavu je vzestup proteini akutni faze, zejména C-reaktivniho

proteinu (Zadak 2008).

S nedostatkem meédi jsou spojovany ruzné chorobné stavy, které odpovidaji na
suplementaci médi. Jsou to pfedev§im anémie, porucha tvorby kosti, pigmentace,
keratinizace, poruchy nervové soustavy, poruchy fertility. Objevuji se i
kardiovaskularni poruchy zpusobené poruSenou tvorbou elastinu (Mareéek 1996).
Rovnéz mize mit za nésledek nizky pocet bilych krvinek, prijem a edémy (Jordan a

Hemzalova 2001).

3.3.1. Menkesova choroba
S deficitem médi je spojena Menkesova choroba. Je to progresivni
neurodegenerativni porucha, ktera je vazana na chromozom X. Tato dédi¢na porucha je

zpusobena mutaci genu ATP7A (Timer a Moller 2010).

Menkesova choroba zacina jako porucha absorpce médi stfevni sliznici,
pokracuje nelspéSnym transportem a zuZzitkovanim meédi v buitkach (Gandhi et al.
2012) a zvysenim jeho exkrece (Zadak 2008). Hladina médi v séru je snizena, je snizena
i hladina ceruloplazminu. | obsah médi v mozku a jatrech je nizky (Marecek 1999).
Projevuje se té¢Zce opozdénym mentalnim vyvojem, ristem, poruchou pojivovych tkani,
zménami skeletu, zménami vlasi, které jsou depigmentované a zvlaStné¢ zkroucené

(Tamer a Mgller 2010).
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Diagndza je obtizna. Projevy tohoto onemocnéni se vétSinou vyskytuji u déti ve
veéku okolo tii az ¢tyf mésici. Konéi vétsinou smrti na respiracni selhani (Gandhi et al.
2012). Pti této chorobé neni G¢inné ani podavani médi parenteralné, protoze méd’ neni

ucinné vychytavana v jatrech (Zadak 2008).

3.4. Nadbytek médi

Nadbytek médi mize byt vysoce toxicky z hlediska schopnosti volné médi
utvaret reaktivni formy kysliku (ROS) a tim podporovat oxidacni stres a poskozeni
buiiky. Pti poruchich v homeostaze tak mlize meéd’ zpiisobit mistni poruchy, které vedou
Kk patologickym staviim, jako jsou neurodegenerativni choroby, tumory, zanétliva

onemocnéni a srde¢ni infarkt (Riha et al. 2013).

Zvysend hladina médi v krvi byla pozorovéna pfi jaterni cirhdze, pti nékterych
infek¢nich chorobach jako je tuberkuldza, pii zapalu plic, také u Zen v téhotenstvi, U

riznych typt anemii, u leukémie (Hejda 1985).

Toxicka koncentrace médi nastava po poziti vice nez 1 g médi. Odhadovana
letalni davka mé&di u dospélého ¢loveka pii neléceni je okolo 10-20 g médi (Barceloux
1999).

3.4.1. Wilsonova choroba

Toxicita médi se projevuje u dédi¢ného onemocnéni nazyvané Wilsonova
choroba neboli hepatolentikularni degenerace. Vznika porucha pii zabudovani médi do
ceruloplazminu. Méd’ se hromadi v hepatocytech. Jeji koncentrace v séru je snizena,
vy$§i je vSak volna frakce, kterd pronika do riznych organt a plisobi jejich poSkozeni
(Racek et al. 2006). Wilsonova choroba je tedy definovana jako metabolicka porucha,
kdy se hromadi méd’ v jatrech a v mozku (Sarkar 1999). Na zakladé¢ vyzkumu bylo
zjisténo, ze primarnim defektem chronické toxicity médi je porucha v exkreci

(Goodman et al. 2005).
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Wilsonova choroba je onemocnéni zplisobené mutaci genu ATP7B kodujici
méd’ transportujici ATPazy. U zdravych jedinci se ATP7B vyskytuje v riznych
tkdnich: jatra, centrdlni nervovy systém, ledviny, prsni zlazy a dalsi. Hlavni role
ATP7B je v jatrech, které jsou klicovym organem metabolismu médi. V hepatocytech
je diky ATP7B méd transportovana z cytosolu do Golgiho aparatu, kde je méd
zabudovana do metaloenzymt jako je ceruloplazmin. Tato funkce je vSak naruSovéana

mutacemi a mize pusobit hromadéni médi (Burkhead et al. 2011).

Mezi ptiCiny poskozeni tkani u Wilsonovy choroby patfi kumulace a toxicky
efekt médi. V organech nemocnych lidi je ji nahromadéno extrémni mnozstvi. Nadbytek
meédi zplsobuje poskozeni, zanét a zanik bunck vedouci ke tkanovému poskozeni a
organovym zménam. Nepfiznivy efekt médi je prokazovan piedevSim na
mitochondriich, peroxizomech, ale patologické zmény jsou pfitomny 1 na
mikrotubulech, ptfi¢nych vazbich v DNA a na plazmatické membrané. Méd’ ucinkuje
mechanismem oxidativniho poskozeni, kdy nadbytek médi vede k nadprodukci
oxidacnich radikalt, pfedevsim superoxidu a k tvorbé peroxidi. Pro pteziti buiky je
mimofadné¢ vyznamna pritomnost bunéénych proteind, které jsou schopny vazat a

detoxikovat méd’. Takovym proteinem je napiiklad metalothionein (Marecek 1996).

Mezi zakladni ptiznaky tohoto onemocnéni patii modro-zeleny prstenec na
rohovce, jaterni cirhdza, neurologické symptomy a nizkd hladina ceruloplazminu
(Ferenci 2004). Dalsimi projevy nemoci jsou tremor, ataxie, dystonie, rigidita,
hyperkineze, fe¢ je zpomalena, objevuji se poruchy chovani, deprese a emo¢ni labilita
(Goodman et al. 2005). Pacienti trpici Wilsonovou chorobou jsou vystaveny rtiznym
projeviim: jaterni symptomy, ncktefi maji neurologické symptomy a u jinych se

vyskytuji obé formy (Sarkar 1999).

Terapie Wilsonovy choroby je uc¢inna, dafi se zlepsit i pokrocilé piipady.
Dominujici 1é¢ebné postupy jsou podavani zinku a penicilaminu (Marecek 1996).
Pokud choroba neni 1éCena, je velmi progresivni a nakonec smrtelna (Goodman et al.

2005).

Drive se k terapii této choroby pouzivala sloucenina 2,3-dimerkapto-1-propanol
(BAL). Lécba byla zalozena na principu chelatace. BAL jako lipofilni molekula musela

byt aplikovana intramuskularné. Dnes se jiz této terapie nevyuziva (Schilsky 2001).
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D-penicilamin je B-B-dimethylcystein. Jedna se o aminokyselinu, kterd vytvaii
chelaty s nékterymi tézkymi kovy jako je méd’ (Obr. 1). Pfi dlouhodobém podavani
vede ke zvySenému vylucovani médi (Lillman et al. 2004). ZvySuje se exkrece moci,
klesa plazmatickd hladina médi, tkanova depozita médi jsou uvoliiovana do ob¢hu az do
opctovného dosazeni rovnovazného stavu (Marecek 1996). Nejveétsim problémem této
1é¢by je vysoky vyskyt nezddoucich uc€inkdi. Mezi hlavni nezadouci ucinky patii

hematologické poruchy, poskozeni funkce ledvin a kize (Ferenci 2004).

T

CH;ﬁF‘*?H*COO—
S NH

N\ Vo

Cu

Obrazek 1. Méd’ vazand na penicilamin. Pfevzato: Schilsky 2001

Pii intoleranci D-penicilaminu se do 1écby =zavadi triethylentetraamin

dihydrochlorid. Triethylentetraamin (Obr. 2) je chelator mé&di pusobici zvySené

wvewr

2001).
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Obrazek 2. Méd’ vazana na triethylentetraamin. Prevzato: Schilsky 2001
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Dalsi terapii je zavedeni zinku, ktery pusobi dvéma mechanismy. Indukuje
Vv intestinalnich bunkach syntézu metalothioneinu, ktery vaze vysokou afinitou méd’ a
zadrzuje ji po celou dobu Zivota buniky. Diky tomu se blokuje absorpce. To zptlisobuje,
ze meéd’ nemuze byt resorbovana do krevniho ob&hu a zvysi se intestinalni exkrece médi
(Sarkar 1999). Dalsim ucinkem je blokace transportniho ptenasece pro méd’ (Ferenci
2004). Ptednosti této terapie je velmi nizky vyskyt nezaddoucich ucinkd. Na druhou

stranu tato terapie netéinkuje dostate¢né rychle (Sarkar 1999).

Jinou 1éEbou je tetrathiomolybdenat (TTM). Jeho reakci se tvofi komplex
smédi a tim Sse zabranuje resorpci médi V intestindlnim traktu. TTM také vytvaii

komplex médi s albuminem a znesnadfiuje bunééné vychytavani (Ferenci 2004).

3.4.2. Cirhoza indickych déti

DalSim onemocnénim, v jehoz patogenezi méd méd dominujici tlohu, je cirhoza
indickych déti. Jedna se o onemocnéni z chronického hromadéni médi v organismu,
jehoz pfic¢inou je geneticka predispozice a vys$si piijem médi potravou (Barceloux
1999). Za nejcast&jsi pfic¢inu je povazovano uchovavani a vateni potravy v médénych
nadobach (Lopez de Romarfia et al. 2011). U tohoto onemocnéni, na rozdil od
Wilsonovy choroby, jde o pfimou hepatotoxicitu nahromadéné meédi. Projevuje se
hepatomegalii, splenomegalii, polyurii. Pozd¢ji se pfidavaji koagula¢ni poruchy
(Marecek 1996).

3.4.3. Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je progresivni neurodegenerativni onemocnéni. Vlastni
pric¢inou je snizena cholinergni aktivita v kife mozkové zptisobena ukladanim proteinu
beta-amyloidu do cholinergnich neuronti (Sliva a Votava 2010). Postizeny jsou zejména
pamétové a kognitivni funkce. U této choroby se vyskytuji patologické zmény, jako je
ztrata neurontl, oxidativni stres, poruSeni homeostazy médi, zeleza a zinku. U pacientli
trpicich touto chorobou bylo zjisténo vétsi mnozstvi médi nevazané na ceruloplazmin
(Squitti a Zito 2009). Méd’ mize mit vyznamnou roli vedouci ke zvySeni tvorby
volnych radikalti a oxidativni neurotoxicité charakteristické u Alzheimerovy choroby.

Tato choroba je nejcastéjsi pticinou senilni demence ve staii (Price et al. 2007).
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V poslednich letech tak probéhlo nékolik klinickych studii, které se zabyvaly
udrZzenim homeostazy médi, které by vedlo k potlaceni progrese Alzheimerovy choroby.
Pracuje se s hlavni hypotézou, Ze protein beta-amyloid (AB) je spojen s homeostazou
meédi v mozku (Schéfer et al. 2007). Tento protein beta-amyloid ma vysokou afinitu ke
koviim jako je méd’ a zinek a pravé tato patologickd interakce mezi médi a AP miize
zpusobit agregaci beta-amyloidu. Tato vazba umozni produkci H2O, a miize zpusobit
vznik hydroxylového radikalu (OH®). Produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) miize
zpusobit ireverzibilni poSkozeni lipidd, proteint a nukleovych kyselin a maze piispivat
Kk neuropatologickym zménam vedoucim ke vzniku Alzheimerovy choroby (Price et al.
2007).

3.4.4. Karcinogenita

Porucha metabolismu médi hraje roli také pfi zanétu, infekci nebo rakoviné
(Tapiero et al. 2003). Epidemiologické studie zatim nestanovily pozitivni korelaci mezi
vyskytem médi a zvySenou incidenci rakoviny (Barceloux 1999). Nejvice je vSak patrné
zvySeni hladiny médi u rakoviny prsu, délozniho ¢ipku, vaje¢niku, plic, prostaty,
zaludku a leukémie. ZvySena hladina je spojena S progresi tohoto onemocnéni. Meéd’
hraje roli v angiogenezi, procesu, ktery zajist'uje proliferaci endotelialnich bunék a tim
rast nadoru (Jomova a Valko 2011). Méd’ v tomto procesu mize pisobit mechanismem
indukce exprese angiogenniho ristového faktoru, kterym je vaskularni endotelialni
rastovy faktor (VEGF). Dal$im mechanismem muze byt vazba médi na angiogenni
rastovy faktor angiogenin (Goodman et al. 2005). Razné chelatory médi by zde tedy
mohli byt uplatnény jako inhibitory angiogeneze (Jomova a Valko 2011).
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3.5. Chelatace médi

M¢d hraje dulezitou roli v organismu, protoze je nedilnou soucasti nékterych
enzymt, zrovna jako muze byt pii¢inou vzniku nebezpecnych reaktivnich radikali a

oxidacniho stresu a vést k poskozeni lipidd, proteinti a DNA (Ding et al. 2011).

Je piirozené, Ze volné radikaly se v malém mnozstvi neustale vytvareji v naSem
organismu. Mnoho znich ma nezastupitelnou ulohu. Uplatiuji se v mnoha
fyziologickych dé&jich v lidském téle. Pokud se volnych radikala nahromadi velké
mnozstvi, mize dochazet k poSkozeni dualezitych biomolekul a mohou vznikat vazné
chorobné stavy a muze se urychlovat starnuti organismu (Mira et al. 2002). Proto

mohou byt chelatory médi nad&jny terapeuticky nastroj (Riha et al. 2013).

Chelatace se vyuziva k terapii intoxikaci t¢zkymi kovy. Chelatory jsou podavany
intravendzné, intramuskularné nebo peroralné. Navazou kov, ktery je nahromadén a je
vyluCovan z téla pfevazné moéi. Tim je udrzovana normalni hladina médi (Jomova a
Valko 2011). Chelata¢ni terapie se dale vyuziva v 1éébé Wilsonovy choroby. Dalsi
potencionalni vyuziti je v terapii Alzheimerovy choroby, v  1é¢bé nadorti nebo
kardiovaskularnich chorob (Ding et al. 2011).

Mezi nejznamé&jsi  chelatory médi patii  D-penicilamin,  kliochinol,
tetrathiomolybdenat (TT™M), ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA),
triethylentetraamin (TETA) a bathocuproin (Ding et al. 2011).

Tyto syntetické chelatory maji dvoji funkci: protizanétlivou aktivitu, ktera je
zprostfedkovand koordinacni vazbou se Skodlivymi ionty téZkych kovli a antioxida¢ni
aktivitu (Fisher a Naughton 2005). Nékteré vzniklé chelaty inhibuji formovani ROS,
jiné pouze potlacuji jejich vznik usmérnovanim redoxniho potencialu médi (Ding et al.

2011).

Mechanismus ucinku chelatoru spociva v odstranéni medi z vazby méd’-protein
a tim dochazi k jeji eliminaci exkreci nebo miiZe nastat zména v transportnim systému a

redistribuci médi v organismu (Ding et al. 2011).
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3.6. Flavonoidy

Flavonoidy jsou sekundarni metabolity rostlin. Tvofi béZnou soucast potravy
lidi. Primérny denni pfijem je okolo 3 az 70 mg v zavislosti na druhu a slozeni stravy
(Manach et al. 1997). Flavonoidy (z latiny flavus=zluty) se vyskytuji u vyssich rostlin.
Hojné se nachazeji v ovoci: jablka, brusinky, §vestky, jahody, citrusy a pomerance. | v
zeleniné: cibuli, brokolici, kapusté, hlavkovém salatu, raj¢atech. Mezi dalsi zdroj patii i

¢ervené vino, ¢erny a zeleny ¢aj, hoika cokolada (Andersen a Markham 2006).

3.6.1. Rozdéleni flavonoidu

Jsou to dulezité polyfenolové slouceniny, jejichz zékladem je fenylchroman
(Obr. 3). Tento skelet vytvaii mnoho substituci (P¢kal et al. 2011). Flavonoidy jsou
rozdéleny podle chemickych struktur do riznych kategorii, napif. podle nasycenosti
kruhu a piitomnosti hydroxylové skupiny na flavony (Obr. 4), flavonoly (Obr. 5),
flavanoly (Obr. 7), flavanony (Obr. 6) a isoflavonoidy (Obr. 8, Mladénka et al. 2010).

Obrazek 3. Zakladni struktura flavonoidu
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Obrazek 4. Flavon Obrizek 5. Flavonol

O I OH

Obrazek 6. Flavanon Obrazek 7. Flavanol

L

Obrazek 8. Isoflavonoid
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3.6.2. U¢inky flavonoidii
Flavonoidy snizuji oxidacni stres pomoci mechanismil: vychytavanim volnych
radikali a reakci kovu se slou¢eninou, ktera umoznuje chelataci kovu. Snizuji expresi

molekul signalizujici zanét a snizuji agregaci krevnich desticek (Mladénka et al. 2010).

Maji antioxidacni a chelata¢ni vlastnosti a tim schopnost vychytavat volné
radikdly. Vychytani volnych radikald je pfipisovano vysoce reaktivnimu
hydroxylovému substituentu ucastnicimu se reakce podle rovnice 3 (Heim et al. 2002).
Diky jejich antioxida¢ni aktivité se ukoncuje opakujici se fetézec vznikajicich radikalu.
Jsou také efektivnimi chelatory redoxné aktivnich kova (Jomova a Valko 2011).
Chelatace iontu kovu zavisi na struktufe flavonoidu a pH prostfedi. Diky vzniklym
komplexiim (Obr. 9) se snizuje mnozstvi aktivniho kovu podilejiciho se na tvorbé
hydroxylového radikalu a jinych ROS (Mira et al. 2002). Mohou se zde uskute¢iovat tii
mozné zpusoby chelatace kovu. Prvni moznosti je tvorba chelatu mezi
5-hydroxyskupinou a 4-karbonylovou skupinou, dale mezi 3-hydroxyskupinou a
karbonylovou skupinou v poloze 4 nebo mize k navazani médi dojit mezi
37,4’-hydroxyskupinou v kruhu B (Mladénka et al. 2010).

F-OH + R* — F-0° + RH

Rovnice 3. Hydroxylovy substituent ti€astnici se vychytavani radikalt

|
SN Y

Obrazek 9. Schopnost flavonoidu chelatovat kov (M). Pievzato: Mladénka et al. 2010
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Flavonoidy a jejich antiagregacni vlastnosti spocivaji v inhibici cyklooxygenasy
(COX), thromboxansynthasy nebo tyrosinkinasy. Vykazuji také vasodilatacni aktivitu
(Mladénka et al. 2010).

-----

K dalsim ucinkim patii protizanétlivy, antiaterogenni, antialergicky,

antiosteoporoticky, protinadorovy a hepatoprotektivni ucinek (Silva et al. 2002).

Potraviny, které obsahuji hodné flavonoidi, mohou mit vliv na kognitivni funkce
a pamét. Pozivanim potravin s obsahem flavonoidii se miZe inhibovat rozvoj nebo
zpomalit prabéh Alzheimerovy choroby a dalSich neurodegenerativnich a
kardiovaskularnich chorob, také se mize snizovat riziko vyskytu rakoviny (Williams a
Spencer 2012).

Zatimco maji antioxida¢ni vlastnosti flavonoida pozitivni efekt, nékteti zminuji 1
prooxidaéni aktivitu téchto sloucenin. Prooxidacni aktivita muze byt dana vyskytem
velkého mnozstvi hydroxylovych skupin. Tato aktivita je odpovédna za cytotoxicky a

proapopticky efekt. Toho se nékdy také vyuziva v terapii (Heim et al. 2002).

3.7. Flavonoly

Flavonoly jsou Zluté rostlinné pigmenty. Jejich zdkladni strukturou je
3-hydroxy-2-fenylchromen-4-on (tj. flavonol) (Obr. 5, Steglich 2000). Flavonoly se
vyskytuji predev$im v Celedi Asteraceae, Rutaceae, Fabaceae (Andersen a Markham
2006).
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3.7.1. 3-hydroxyflavon

3-hydroxyflavon (3HF) je zakladni synteticky flavonol s hydroxylovou skupinou
pouze v poloze 3 (Obr. 10). Ma slabsi antioxida¢ni vlastnosti nez ostatni flavonoly
(Heijnen et al. 2001).

Obrazek 10. 3-hydroxyflavon

3.7.2. Kempferol

Kempferol (Obr. 11) patii mezi nejéastéji se vyskytujici flavonoidy V rostlinach
(Steglich 2000). Tento flavonol se nevyskytuje Casto jako aglykon, ale nejéastéji ho
nachazime jako glykosylovany derivat (Aherne a O’Brien 2002). Kempferol byl
studovan diky svému inhibi¢nimu efektu na biosyntézu cholesterolu. Tento flavonol by
mohl najit potencidlni vyuziti v I1&éEbé hypercholesterolémie a stim spojenou

ateroskler6zou a kardiovaskularnimi chorobami (Kim et al. 2008).

Obrazek 11. Kempferol
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3.7.3. Kvercetin

Vyuziva se k barveni viny a baviny, jako ochrana proti UV zafeni nebo k detekci
hafnia, zinku a cinu. Dal$i vyuziti ma jako G¢inny antioxidant. Kvercetin (Obr. 12)
inhibuje nékteré enzymy. Kvercetin se pievazné vyskytuje v listech Adonanthe vernalis
(Ranunculaceae), Allium cepa (Alliaceae), v plodech Vaccinium vitis-ideae
(Vacciniaceae), ale i ving, citrusech (Steglich 2000).

Obrazek 12. Kvercetin

3.7.4. Morin
Tento flavonol (Obr. 13) se nachazi ve vétvich morusovniku Morus alba

(Moraceae). Vyuziva se k detekci soli hliniku, zinku, india, gallia, beryllia a stroncia ve
fotometrické analyze (Steglich 2000).

Obrazek 13. Morin
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3.7.5. Myricetin
Myricetin (Obr. 14) se vyskytuje v kife Myrica esculenta a v listech Myrica
gale (Myricaceae) (Steglich 2000). Tento bioflavonol ma antioxidativni i prooxidativni

vlastnosti. Jeho vyuziti je jako potencialni antikarcerogen a antimutagen (Ong a Khoo

1997).

Obrazek 14. Myricetin
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3.7.6. Rutin

Rutin (Obr. 15) byl poprvé izolovan v roce 1842 némeckym farmaceutem
Weissem z naté Ruta graveolens (Rutaceae). Ziskava se také z lista Sophora japonica
(Fabaceae) a z naté Fagopyrum esculentum (Polygonaceae). Casto doprovazi vitamin C
v Citrus sp. (Rutaceae), a také se vyskytuje v Solanum sp. nebo Nicotiana sp.
(Solanaceae). Vyuziva se u 1écby kapilarniho krvaceni, u zilni insuficience (Steglich
2000).

OH
OH

HO ')

O
OH O

OH—pO @)
CH, OH

OH

OH OH OH

Obrazek 15. Rutin
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3.7.7. Troxerutin

Troxerutin (Obr. 16) neboli trinydroxyethylrutin je polosynteticky derivat od
rutinu vyskytujiciho se v rostlinach (Lu et al. 2011). Tento flavonol je vyuzivan pro
1écbu chronické Zzilni insuficience, varixi a kapilarni lomivosti. Ma antitromboticky,
fibrinolyticky efekt a reologickou aktivitu. Troxerutin chrani biomembrany a bunécnou

DNA pted skodlivym disledkem gama radiace (Maurya et al. 2004).

OCH,CH,OH

OCH,CH,OH
HOCH,CH,0

OHOH OH

Obrazek 16. Troxerutin
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Materidal

e  Mikrotitra¢ni desti¢ky (Brand)
e  Automatické pipety riznych objemu (Brand)

e Vicekanalové pipety ruznych objema (Biohit)

4.2. Chemikdlie

e Disodna sil bathocuproindisulfonové kyseliny (BCS) (Sigma)
e Hematoxylin (HEM) (Sigma)

e Hydroxylamin hydrochlorid (HA) (Sigma)

e  Dimethylsulfoxid (DMSO) (Lach-Ner)

e Pentahydrat siranu méd’natého (CuSO4.5H20) (Sigma)

e PufrpH75,6.8,55

4.3. Testované latky

o 3-hydroxyflavon (Sigma)

o Kempferol (Extrasynthese)
o Kvercetin (Extrasynthese)
o Morin (Sigma)

o Myricetin (Extrasynthese)
o Rutin (Sigma)

o Troxerutin (Sigma-Aldrich)
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4.4. Pristrojové vybaveni

o Spektrofotometr pro mikrotitraéni desticky SYNERGY HT Multi-Detection
Microplate Reader (BioTec Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA)

. Analytické vahy KERN ABT120-5DM

o Ttepacka pro mikrotitraéni desticky IKA® MS 3 digital

o Tiepacka pro zkumavky IKA® VORTEX GENIUS 3

. Ultrazvukova lazen KRAINTEK®

4.5. Priprava zdasobnich roztokii

o Roztok méd’natych iontit 5SmM

Roztok médnatych iontd (Cu?") byl pfipraven rozpusténim pentahydratu siranu
méd’natého CuS04.5H20 v destilované vodé na pozadovanou koncentraci (Mw = 249,69

g/mol). Tento zasobni roztok je stabilni.

o Roztok hematoxylinu 5mM

Tento roztok byl pfipraven rozpusténim hematoxylinu v DMSO (My = 302,28 g/mol).
Tento zakladni roztok neni stabilni. Zasobni roztok HEMu je proto moZné pouzit po

dobu cca 5 hodin.

. Roztok BCS 5mM

Zasobni roztok disodné soli bathocuproindisulfonové kyseliny byl pfipraven jejim

rozpusténim v destilované vodé (Mw = 564,54 g/mol).
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o Roztok hydroxylaminu 10mM

Roztok hydroxylaminu byl pfipraven jeho rozpusténim v destilované vodé

(Mw = 69,49 g/mol).

. Roztok testované latky

Zakladni roztok testovanych flavonold byl ptipraven rozpusténim v DMSO na obvykle
10mM koncentraci. Dalsi fedéni testovanych latek na pozadovanou koncentraci

v DMSO probihalo dle potfeby jednotlivych métfenich.

4.6. Kalibrace méd’natych ionti

Pro vytvofeni kalibra¢ni kiivky médnatych ionti zavislosti absorbance na
koncentraci Cu?* iontd byly pouzity roztoky o stanovenych koncentracich. Byla
zmétena absorbance a témito naméfenymi vysledky byla poté zkonstruovéana piimka a

byl sestaven graf.

J Byly piipraveny poZadované zakladni a pracovni roztoky:
1ImM HA
roztoky Cu?" iontl o koncentraci 50 uM, 100 pM, 150 uM, 200 uM, 250 uM
5mM BCS

J Pipetovano 150 pl pufru o pH 6.8 do jamek mikrotitra¢ni desti¢ky (Obr. 19)

. Ptidano 50 pl roztoku piedem ptipravenych médnatych iontd pozadované
koncentrace do testovacich jamek nebo 50 pl destilované vody do kontrolnich
jamek (Obr. 17)

. Bylo michano na tfepacce pro mikrotitra¢ni desticky po dobu 1 minuty

. Ptidano 50 pl roztoku pfedem piipraveného roztoku BCS do horni poloviny
jamek na mikrotitracni desticce, do druhé spodni poloviny pfiddno 50 pl
destilované vody

J Ihned zmétena absorbance pfi vinové délce A 484 nm
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. Zméfena absorbance pii vinové délce A 484 nm v ¢ase 5 minut

. Zaznamenany nameétené hodnoty absorbance A pii vinové délce A 484 nm do
tabulky

. Sestrojen graf kalibra¢ni kiivky

o

= = = = =
g s > = = = =
Z 3 = o = o o
) R = b Q 9
n's I I I I I I
— ~—~~ ~~ ~~ ~~ ~~ ~~
o + < F < F < 4 < 3 <5
E S _§ S F§ ) _§ S § ) _:g S
o Q/ 5= Q/ 5= Q/ 5= Q/ 5= Q/ 5= 9/
Y o A o A © A o A o A ©

Jamky

s indikatorem

Slepé
vzorky

XX
KX
KX
KX
XX

Jamky s BCS

Slepé vzorky — obsahuji destilovanou vodu
Kontrolni jamky — bez piitomnosti Cu?* jonti

Testované jamky — pouzita pfislusna koncentrace Cu?* iontli

Obréazek 17. Schéma mikrotitraéni desti¢ky pii kalibraci Cu?* ionti
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4.7. Metodicky postup stanoveni chelatace iontit médi hematoxylinem

Pfi chelataci hematoxylinem byl misen roztok testované latky (chelatoru) s
roztokem médnatych iontd a se stanovovanym pufrem. Poté se pridal roztok
hematoxylinu nebo v piipadé, ze se jednalo o kontrolni vzorek, byl ptidan DMSO (tzv.

blank). Poté byla métena absorbance.

. Byly pfipraveny pozadované zakladni a pracovni roztoky:
hematoxylin o koncentraci 250 uM, ztedén ze zakladniho roztoku s DMSO v ¢as
potieby, roztok hematoxylinu mozno pouzit pouze 90 minut
roztok Cu?* iontii zfedén ve vodé na koncentraci 250 uM
testovaneé latky fedény v DMSO do pozadované koncentrace

. Pipetovano 150 pl pufru o ptislusném pH do jamek mikrotitracni desticky

o P¥idano 50 pl 250uM roztoku Cu?* iontti do viech jamek mikrotitraéni desticky

o Ptidano 50 pl roztoku testované latky ptislusné koncentrace, nafedéné dle zaméru,
do testovacich jamek nebo pfidano rozpoustédlo do kontrolnich jamek

o Bylo michano na tfepacce pro mikrotitraéni desticky po dobu 2 minut

o Pfidano 50 pl 250uM roztoku hematoxylinu do horni poloviny jamek na
mikrotitracni desti¢ce (Obr. 18), do druhé spodni poloviny ptidano 50 ul DMSO

J Michano na tfepacce pro mikrotitracni desticky po dobu 3 minut

o Ihned (tzn. v ¢ase 3 min.) zméfena absorbance pii vinové délce dle pouzitého pH,
A 610 nm (pH 7.5), A 590 nm (pH 6.8), A 595 nm (pH 5.5),

o Poté zmétena absorbance v ¢ase 7 minut pii stejné vinové délce

J Zaznamenany namétfené hodnoty absorbance A do tabulky

o VyuZita statistickd analyza na propocet stanovenych hodnot

o Sestrojen graf kiivky
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bez testované latky

Roztok testované
Roztok testované
Roztok testované
Kontrolni jamky

2
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latky c1
latky c2
latky c3
latky cx

Jamky

s indikatorem

Slepé

AX
AX
KX
KX

vzorky

Jamky s hematoxylinem
Jamky se slepym vzorkem — obsahuji DMSO
Kontrolni jamky — pouzito rozpoustédlo misto chelatoru

Testované jamky — pouzita testovana latka ptislusné

koncentrace

Obrazek 18. Schéma mikrotitraéni desti¢ky pfi stanoveni chelatace Cu?* ionti
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Kone¢ny obsah jamky v mikrotitracni desticce:
150 pl pufru
50 ul roztoku Cu?* ionttl
50 pl roztoku testované latky nebo rozpoustédla

50 pl roztoku hematoxylinu nebo DMSO

F anV 5.V 5 Vala

<

~
0,

Obrazek 19. Mikrotitrac¢ni destic¢ka

4.8. Statistickd analyza

K provedeni statistické analyzy byl pouzit program MS Excel a GraphPad
Prism verze 6 pro Windows (GraphPad Software, USA). Pfi srovnani u¢innosti
jednotlivych chelatord byl pouzit test ANOVA s Bonferroniho post testem.

Vysledky byly zpracovany jako pramér + smérodatna odchylka vypocitana podle vzorce

L(x—x)?
-

34



5. Vysledky

5.1. Kalibraéni kiivka

Z naméfenych hodnot absorbanci byl sestrojen graf kalibra¢ni k¥ivky (Obr. 20).

Byly pouzity tyto koncentrace méd’natych iontt: 50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 puM,

250 uM (Tab. 1). Zavislost absorbance na koncentraci méd’natych iontd je linearni.

Zakladni ¢ /mM/ 0 50 100 150 200 250
Finalni ¢ /mM/ 0 8,333333 | 16,66667 25 33,33333 | 41,66667
Pramér A 0,009 0,101 0,2055 0,3045 0,405 0,508

Tabulka 1. Zavislost absorbance na koncentraci - hodnoty pro sestrojeni kalibracni

ktivky

absorbance (A) 484 nm

Kalibraéni kfivka - Cu?*iontu

y =0,012x + 0,0051

R?=0,9998

20

30

¢ (Cuz*)umol.It

40

Obrazek 20. Kalibraéni kiivka Cu?* iontt
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5.2. Chelatacni aktivita jednotlivych flavonolii

Chelata¢ni aktivita méfenych flavonolu (3-hydroxyflavon, kempferol, kvercetin,

morin, myricetin, rutin, troxerutin) byla pfevedena do grafu (Obr. 21-27).

3-OH-F (rozpustény v DMSO)

100+
-©- pH

- pH
pH
- pH
pH
pH

50 A

% of Cu2+ chelatace

-1.5 0.5 1.0

log 3-OH-F/Ccu?"

Obrazek 21. Méd-chelatacni aktivita 3-hydroxyflavonu

7.5 3min
7.5 7 min
5.5 3 min
5.5 7 min
6.8 3min
6.8 7 min
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kempferol (rozpustény v DMSO)

1004
-©- pH
()]
E =& pH
s pH
= ——
S PH
+ 50+ pH
]
O - pH
°
X
0 T i T 1
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
log kempferoI/Cu2+
Obrazek 22. Méd’-chelataéni aktivita kempferolu
kvercetin (rozpustény v DMSO)
100 4
-©- pH
()]
§ -~ pH
o pH
= —-
S PH
+ 50 pH
]
0 - pH
©
X
0 @— 1

log kvercetin/Cu®"

Obrazek 23. Méd’-chelatacni aktivita kvercetinu

7.5 3min
7.5 7 min
6.8 3min
6.8 7 min
5.5 3 min
5.5 7 min

7.5 3min
7.5 7 min
6.8 3min
6.8 7 min
5.5 3 min
5.5 7 min
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morin (rozpustény v DMSO)

. = e on
o 7% o
g P
i pH
()
< - pH
50 4
N pH
]
@) —— pH
°
X
O I i L] I 1
-1.5  -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
log morin/Cu’’
Obrazek 24. Méd’-chelataéni aktivita morinu
myricetin (rozpustény v DMSO)
100 A
-©- pH
(]
§ =& pH
o - pH
(]
S PH
+ 507 —— pH
=]
@) pH
°
X
0 ¥ | 1
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5

log myricetin/Cu2+

Obrazek 25. Méd’-chelataéni aktivita myricetinu

7.5 3min
7.5 7 min
5.5 3 min
5.57 min
6.8 3min
6.8 7 min

7.5 3min
7.5 7 min
5.57 min
5.5 3 min
6.8 3min
6.8 7 min
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rutin (rozpuszény v DMSO)

% of Cu2+ chelatace

log rutin/cu’’

Obrazek 26. Méd’-chelataéni aktivita rutinu

troxerutin (rozpustény v DMSO)

100 -
- pH
O
o -~ pH
[}
< -©- pH
by 50 = pH
=
o pH
o
X
0-

. 2
log troxerutin/Cu *

Obrazek 27. Méd’-chelataéni aktivita troxerutinu

1007 S D) -©- pH 7.5 3min
: -~ pH 7.5 7 min

pH 6.8 3min

—¢= pH 6.8 7 min
pH 5.5 3 min
-9~ pH 5.57 min

5.5 7 min
5.5 3 min
7.5 3min
7.5 7 min
6.8 3min
6.8 7 min
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6. Diskuze

Flavonoidy jsou latky, které se bé&zné vyskytuji v rostlinach. Diky jejich
vlastnostem, jako napf. antioxidacni a chelata¢ni ucinky, se studuje jejich potencidlni

vyuziti v terapii raznych chorob.

Cilem této diplomové prace bylo stanovit méd-chelata¢ni aktivitu vybranych
flavonolti. Pro stanoveni chelataéni aktivity byla pouzita metoda mikrotitrace, kdy byla
detekovana zbylda méd (Cu?"), tedy méd’, ktera nevytvoiila komplex s testovanym
flavonolem. Pro stanoveni chelata¢ni ucinnosti flavonold byl pouzit spektrofotometr a

chelata¢ni indikéator hematoxylin, ktery tvoii S méd’natymi ionty komplex.

Bylo zjisténo, ze aktivita flavonoidl zavisi na jejich struktufe a pH prostiedi.
Vsechny studované  flavonoly (3-hydroxyflavon, kempferol, kvercetin, morin,
myricetin, rutin a troxerutin) vykazovaly chelata¢ni aktivitu. Tvorba stabilniho
komplexu pii pH 7.5 byla zjisténa pouze u 3-hydroxyflavonu. U ostatnich métenych pH

byly vzniklé komplexy stabilni u vSech testovanych latek.

Chelata¢ni potencial zavisi na hydroxylovych skupinach (zejména OH v poloze
3 a popiipadé v poloze 5), dvojné vazbé v poloze 2-3 a ketoskupiné v poloze 4.
Izolované hydroxylové skupiny v kruhu B u kempferolu (4-OH) a morinu (2°,4"-OH)
nejsou spojeny s chelataci médi (Mladénka et al. 2011). Stejné vysledky byly zjistény
vV této diplomové praci, kde byla méfena chelatacni aktivita méd’natych ionth

S hematoxylinem u flavonolt.

Kempferol (3,4°,5,7-tetrahydroxyflavon) ma jen jednu OH skupinu v kruhu B
v pozici 4’, mistem chelatace tedy bude 3-hydroxy-4-keto, ptipadné 5-hydroxy
chelata¢ni misto. V porovnani s kvercetinem nema katecholicky kruh B, a proto se svoji

aktivitou nemutize rovnat kvercetinu (Obr. 22-23).

Kvercetin je 3,3",4",5,7-pentahydroxyflavon, ktery vytvofi komplex s médi mezi
hydroxyskupinou v poloze 3" a 4” v kruhu B a mezi hydroxyskupinou v poloze 3 a
oxoskupinou (karbonyl) v poloze 4 (Bukhari et al. 2009). Tyto vysledky byly nepfimo
potvrzeny i v této diplomové praci (Obr. 23). Komplex médi s kvercetinem tudiz

projevil vyssi chelatacni potencial nez kempferol.
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Morin (2°,3,4°,5,7-hydroxyflavon) ma nizsi chelatacni aktivitu nez kvercetin,
protoze hydroxyskupina v poloze 2" pravdépodobné snizuje aktivitu 3-hydroxyskupiny
a 4-oxoskupiny (Obr. 24).

Myricetin (3,37,4°,5,5°,7-hexahydroxyflavon) ma tii hydroxylové skupiny na
kruhu B, které prispivaji k vyssi chelata¢ni aktivité (Obr. 25).

Naproti tomu rutin a troxerutin jsou glykosylovany objemnou skupinou
(glukézou a thamnézou) v poloze 3, a tak miize dochazet ke stérickému branéni, navic
jsou blokovany chelata¢ni mista (napt. katecholicky kruh B u troxerutinu), ¢imz mutze
dojit k mensi méd’-chelata¢ni aktivité (Obr. 26-27).

Na rozdil od chelatace, nejvyznamnéjsi antioxidaéni aktivita ptislusi OH

skupinam na B kruhu (Heim et al. 2002).

Je to patrné, napt. u 3-hydroxyflavonu (Obr. 21), ktery je méné antioxidacné

ucinny nez kempferol, protoze nema na kruhu B Zadné hydroxylové skupiny.

Chelatotvorné latky (napf. D-penicilamin, kliochinol a EDTA) se pouzivaji
v terapii nebo pii experimentalnim vyzkumu. Mnohé z nich vSak maji nevyhodné
vlastnosti, proto dochdzi k objevovani a zkoumdani novych potencidlnich chelatori.
Tato prace by mohla pfispét k potvrzeni predeslych publikovanych sdéleni. Vysledky

diplomové prace jsou v souladu s doposud publikovanymi zdroji.
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7. Zavér

V ramci této diplomové prace jsem stanovovala méd-chelatacni aktivitu za
pomoci spektrofotometrickych metod. Stanoveni chelatace iontli médi hematoxylinem
je vhodné jako zdkladni screening schopnosti latek chelatovat méd’. Testované
flavonoly (3-hydroxyflavon, kempferol, kvercetin, morin, myricetin, rutin a troxerutin)
vykazovaly chelatacni potencial. Jako nejucinnéjsi chelator se podle ziskanych vysledk
jevil myricetin, kvercetin a morin, naopak jako nejméné¢ ucinny jsem shledala rutin a

troxerutin.

Shrnutim poznatktt 0 vlivu struktury na chelata¢ni aktivitu jsem dospéla
k zavéru, ze hydroxylové skupiny udileji spolu s ketoskupinou v poloze 4 chelata¢ni

aktivitu.
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8. Seznam pouzitych zkratek

3HF

BAL

BCS

COX

DMSO

DNA

EDTA

GSH

HA

NaFeEDTA

ROS

SOD

TETA

TT™

VEGF

3-hydroxyflavon

2,3-dimerkapto-1-propanol

Disodna stl bathocuproindisulfonové kyseliny

Cyklooxygenasa
Dimethylsulfoxid
Deoxyribonukleova kyselina
Ethylendiamintetraoctova kyselina
Glutathion

Hydroxylamin hydrochlorid
Zelezo-sodna sl EDTA
Reaktivni formy kysliku
Superoxiddismutasa
Triethylentetraamin
Tetrathiomolybdenat

Vaskularni endotelidlni rastovy faktor

43



9. Pouzita literatura

9.1. Odborné ¢asopisy

1. Aherne SA, O’Brien NM. Dietary flavonols: chemistry, food content, and
metabolism. Nutrition 2002;18(1):75-81.

2. Barceloux DG. Copper. Clinical Toxicology 1999;37(2):217-230.

3. Bertinato J, L"Abbé MR. Maintaining copper homeostasis: regulation of copper-
trafficking proteins in response to copper deficiency or overload. Journal of
Nutritional Biochemistry 2004;15:316-322.

4. Bukhari SB, Memon S, Mahroof-Tahir M, Bhanger MI. Synthesis, characterization
and antioxidant activity copper-quercetin complex. Spectrochimica Acta Part A

2009;71:1901-1906.

5. Burkhead JL, Gray LW, Lutsenko S. Systems biology approach to Wilson's
disease. Biomentals 2011;24:455-466.

6. Collins JF, Prohaska JR, Knutson MD. Metabolic crossroads of iron and copper.
Nutrition Reviews 2010;68(3):133-147.

7. Ding X, Xie H, Kang YJ. The significance of copper chelators in clinical and
experimental application. Journal of Nutritional Biochemistry 2011;22:301-310.

8. Ferenci P. Review article: diagnosis and current therapy of Wilson's disease.

Alimentary Pharmacology Therapeutics 2004;19:157-165.

9. Fischer AEO, Naughton DP. Metal ion chelating peptides with superoxide
dismutase activity. Biomedicine and Pharmacotherapy 2005;59:158-162.

44



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Gandhi R, Kakkar R, Rajan S, Bhangale R, Desai S. Menkes Kinky Hair
Syndrome: A Rare Neurodegenerative Disease. Case Reports in Radiology
2012;2012:1-4.

Goodman VL, Brewer GJ, Merajver SD. Control of Copper Status for Cancer
Therapy. Current Cancer Drug Targets 2005;5:543-549.

Heijnen CGM, Haenen GRMM, Acker FAA, Vijgh WJF, Bast A. Flavonoids as
peroxynitrite scavengers: the role of the hydroxyl groups. Toxicology in Vitro
2001;15:3-6.

Heim KE, Tagliaferro AR, Bobilya DJ. Flavonoid antioxidants: chemistry,
metabolism and structure-activity relationships. Jounal of Nutritional Biochemistry
2002;13:572-584.

Jomova K, Valko M. Advances in metal-induced oxidative stress and human
disease. Toxicology 2011;283:65-87.

Kim KT, Yeo EJ, Moon SH, Cho SG, Han YS, Nah SY, Paik HD. Inhibitory
Effects of Naringenin, Kaempherol, and Apigenin on Cholesterol Biosynthesis in
HepG2 and MCF-7 Cells. Food Science and Biotechnology 2008;17:1361-1364.

Lopez de Romana D, Olivares M, Uauy R, Araya M. Risks and benefits of copper
in light of new insights of copper homeostasis. Journal of Trace Elements in
Medicine and Biology 2011;25:3-13.

Lu J, Wu D, Zheng Z, Zheng Y, Hu B, Zhang Z. Troxerutin protects against high
cholesterol-induced cognitive deficits in mice. Brain a Journal of Neurology

2011;134:783-797.

Manach C, Morand C, Demigné C, Texier O, Régérat F, Rémésy C. Bioavailability
of rutin and quercetin in rats. FEBS Letters 1997;409:12-16.

45



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Maurya DK, Salvi VP, Krishnan Nair CK. Radioprotection of Normal Tissues in
Tumor-bearing Mice by Troxerutin. Journal of Radiation Research 2004;45:221-
228.

Mira L, Fernandez MT, Santos M, Rocha R, Floréncio MH, Jennings KR.
Interactions of Flavonoids with Iron and Copper lons: A Mechanism for their
Antioxidant Activity. Free Radical Research 2002;36(11):1199-1208.

Mladénka P, Macékova K, Filipsky T, Zatloukalova L, Jahodar L, Bovicelli P,
Proietti Silvestri I, Hrdina R, Saso L. In vitro analysis of iron chelating activity of
flavonoids. Journal of Inorganic Biochemistry 2011;105:693-701.

Mladénka P, Zatoukalova L, Filipsky T, Hrdina R. Cardiovascular effects of
flavonoids are not caused only by direct antioxidant activity. Free Radical Biology
and Medicine 2010;49:963-975.

Ong KC, Khoo HE. Biological effects of myricetin. General Pharmacology
1997;29(2):121-126.

Pekal A, Biesaga M, Pyrzynska K. Interaction of quercetin with copper ions:

complexation, oxidation and reactivity towards radicals. Biometals 2011;24:41-49.

Price KA, Crouch PJ, White AR. Therapeutic Treatment of Alzheimer’s Disease
Using Metal Complexing Agents. Recent Patents on CNS Drug Discovery
2007;2:180-187.

Riha M, Karli¢kova J, Filipsky T, Macdkova K, Hrdina R, Mladénka P. Novel
method for rapid copper chelation assessment confirmed low affinity of D-
penicillamine for copper in comparison with trientine and 8-hydroxyquinolines.

Journal of Inorganic Biochemistry 2013;123:80-87.

Sarkar B. Treatment of Wilson and Menkes Diseases. Chemical Reviews
1999:99:2535-2544.

46



28. Schifer S, Pajonk FG, Multhaup G, Bayer TA. Copper and clioquinol treatment in
young APP transgenic and wild-type mice: effects on life expectancy, body weight,
and metal-ion levels. Journal of Molecular Medicine 2007;85:405-413.

29. Schilsky ML, Treatment of Wilson's Disease: What Are the Relative Roles of
Penicillamine, Trientine, and Zinc Supplementation. Current Gastroenterology
Reports 2001;3:54-59.

30. Silva MM, Santos MR, Caro¢o G, Rocha R, Justino G, Mira L. Structure-
antioxidant Activity Relationships of Flavonoids: A Re-examination. Free Radical

Research 2002;36(11):1219-1227.

31. Squitti R, Zito G. Anti-Copper Therapies in Alzheimer’s Disease: New Concepts.
Recent Patents on CNS Drug Discovery 2009;4:209-2109.

32. Tapiero H, Townsend DM, Tew KD. Trace elements in human physiology and
pathology. Copper. Biomedicine and Pharmacotherapy 2003;57:386-398.

33. Timer Z, Mpoller LB. Menkes disease. European Journal of Human Genetics
2010;18:511-518.

34. Williams RJ, Spencer JPE. Flavonoids, cognition, and dementia: Actions,
mechanisms, and potential therapeutic utility for Alzheimer disease. Free Radical
Biology and Medicine 2012;52:35-45.

9.2. Knihy

1. Andersen OM, Markham KR. Flavonoids: chemistry, biochemistry, and
applications. USA: CRC Press, 2006. ISBN 0-8493-2021-6.

2. Hejda S. Kapitoly o vyzivé. Praha: Avicenum, 1985.

47



10.

11.

Jordan V, Hemzalovd M. Antioxidanty - zdzrané zbran¢: vitaminy, mineraly,
stopové prvky, aminokyseliny a jejich vyuziti pro zdravy zivot. 1. vydani. Brno:

Jota, s.r.o., 2001. ISBN 80-7217-156-9.

Lilllmann H, Mohr K, Wehling M. Farmakologie a toxikologie.Vydani 2. ¢eské.
Praha: Grada Publishing, a.s., 2004. ISBN 80-247-0836-1.

Marecek Z. Wilsonova choroba. 1.vydani. Praha: Galén, 1996. ISBN 80-85824-37-
X.

Masopust J, PriiSa R. Patobiochemie metabolickych drah. 1. vydani. Praha:
Univerzita Karlova, 2. 1ékarska fakulta, 1999. ISBN 80-238-4589-6.

Racek J et al. Klinicka biochemie. 2., pfepracované vydani. Praha: Galén, 2006.
ISBN 80-7262-324-9.

Sliva J, Votava M. Farmakologie. Praha: Triton, 2010. ISBN 978-80-7387-424-7.

Steglich W, Fugmann B, Lang-Fugmann S. Rémpp encyclopedia natural products.
New York: Thieme, 2000. ISBN 0-86577-988-0.

Stipek S a kolektiv. Antioxidanty a volné radikaly ve zdravi a v nemoci. 1. vydani.

Praha: Grada Publishing, spol. s r.o0., 2000. ISBN 80-7169-704-4.

Zadak Z. Vyziva v intenzivni péci. 2., rozSifené a aktualizované vydani. Praha:

Grada Publishing, a.s., 2008. ISBN 978-80-247-2844-5.

48
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Nazev diplomové prace: Méd’ chelatujici ucinky flavonoli

Med patfi mezi zivotné dulezité stopové prvky. Je zapojena do raznych
biologickych pochodii nepostradatelnych pro zivot, a proto poruchy metabolismu médi
mohou vést k patologickym projeviim. Zvysena hladina volné médi v séru u nékterych
chorob vzbuzuje obrovsky zdjem o ,,chelatacni terapii a studium novych potencialnich

chelatorq.

Vyznam chelatace spo¢iva v udrZzovani homeostdzy médi a odstranéni jejiho
nadbytku. Slouzi k terapii intoxikace médi i jinych tézkych kovu a k 1é¢bé Wilsonovy

choroby.

Flavonoidy jsou rostlinné polyfenoly s antioxidacnimi uéinky. Jsou schopny
chelatovat né€které ionty kovi, ¢imz sniZzuji moznost tvorby hydroxylového radikalu a
tim zmirfiuji plsobeni oxidacniho stresu na lidsky organismus. Potencidlni vyuziti
»chelata¢ni® terapie s flavonoidy je zkoumana také u kardiovaskularnich a

neurodegenerativnich chorob, ale i vyskytu rakoviny a zanétu.

Tato diplomova prace byla zaméfena na zjisténi chelatacni aktivity flavonolt:
3-hydroxyflavonu, kempferolu, kvercetinu, morinu, myricetinu, rutinu a troxerutinu

s Cu?" ionty hematoxylinem pii riiznych pH za pomoci spektrofotometrie.

Vymezenim vztahu mezi strukturou flavonoidu a chelataénim potencidlem na

chelatacni aktivitu byl zjistén vliv 4-oxoskupiny a hydroxylovych skupin. Nejvyssi

cvwr

naopak rutin a troxerutin.

KLICOVA SLOVA: Flavonoly, Chelata¢ni aktivita, Méd’, Hematoxylin, Antioxidanty
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11. Abstract
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Title of Thesis: Copper chelating activity of flavonols

Copper belongs to essential trace elements. It is involved in different biological
processses essential for life therefore metabolism disorders of copper can give rise to
patological displays. A raised level of loose copper in serum at some diseases arouses a

great interest in the ,,chelating* therapy and the study of new potential chelators.

The importance of chelation is based on the maintenance of copper homeostasis
and the elimination of its abundance. It serves the intoxication therapy of copper and

other heavy metals and the treatment of Wilson’s disease.

Flavonoids are polyphenolic compounds with antioxidant effects. Flavonoids
able to chelate some metal ions through which they reduce the possibility of the
production of a hydroxyl radical which decrease the effect of oxidative stress on
organism. The possible use of the ,,chelating” therapy with flavonoids is investigated
also at cardiovascular and neurodegenerative diseases, the occurrence of cancer and the

inflammation.

This diploma thesis was focused on discovering chelating activity of flavonols:
3-hydroxyflavone, kaempferol, quercetin, morin, myricetin, rutin, troxerutin with Cu?*

ions by hematoxylin at different pH using spectrophotometry.

Defining of the structure-activity relationship of a flavonoid and a chelating
potential, the influence of 4-oxo group and hydroxyl groups on chelating activity was
discovered. The highest chelating activity was discovered at myricetin, quercetin and

morin. On the contrary the lowest activity had rutin and troxerutin.

KEYWORDS: Flavonols, Chelating activity, Copper, Hematoxylin, Antioxidants
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