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3 Abstrakt

Docekalova L., Zelezo-chelatadni aktivita vybranych alkaloidt III. Diplomova prace,
Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Krélové, Katedra

farmaceutické botaniky a ekologie, Hradec Kralové, 2016, 60 s.

Zelezo se fadi mezi stopové prvky nezbytné pro lidsky organismus. Pii jeho
nadbytku dochazi k tvorb¢ volnych radikali a poSkozovani struktur organismu, coz
ma za nasledek az selhdvani organt. Tento nadbytek se fesi za pomoci chelatord,
nejuzivanéj§im je deferoxamin. Ma vSak nevyhodny terapeuticky rezim a mnoho

nezadoucich ucink, proto se hledaji latky s lepSimi vlastnostmi.

Tato prace byla zaméfena na studium zZelezo-chelatacnich vlastnosti vybranych
alkaloid z ¢eledi Amaryllidaceae. Konkrétn¢ se jednd o galanthamin, undulatin,
buphanisin, karanin, 1-O-acetylbulbisin, homolykorin, tazettin, chlidanthin, ambellin,
hemanthamin, hemanthidin, hamayn, 9-O-demethylgalanthin a lykoramin. Jako
standard pro srovnani aktivity byl pouzit deferoxamin. Aktivita byla méfena pomoci
spektrofotometru. Jako indikdtor iontdi Fe?* byl pouzit ferozin. Chelatace byla
méfena pro ionty Fe?* a pro celkové Zelezo, kde se jako redukéni ¢inidlo pouzil

hydroxylamin. lonty Fe?* byly také méfeny za Gpravy pH.

Nejvyssi aktivitu vykazal pti vSech méfenich deferoxamin. P¥i méfeni iontl Fe?'
vpoméru 1:1 chelatatoru k Zelezu prokazaly aktivitu blizici se k deferoxaminu
chlidanthin, buphanisin, undulatin, lykoramin, hemanthamin, 1-O-acetylbulbisin, 9-
O-demethylgalanthin a ambellin. Pfi upravé pH vykazovaly vSechny alkaloidy
velice slabou nebo Zadnou aktivitu. Galanthamin neprokézal Zadnou chelata¢ni

aktivitu v Zddném z méfeni.

Ze vztahu mezi strukturou a uéinkem vyplyva, ze aktivitu snizuje, kdyz je dusik
molekuly vazan v péti¢lenném heterocyklu s navazanym methylovym substituentem.
Aktivitu zvySuje acetylace molekuly. U alkaloidi galanthaminové struktury

zpusobuje umisténi -OH skupiny v poloze 3, v sousedstvi s dvojnou vazbou v poloze



4, uplnou ztratu chelata¢niho G¢inku. Hydrogenaci kruhu nebo nahrazenim -OH

skupiny skupinou —OCHjs vznikaji molekuly s dobrymi chelataénimi schopnostmi.

U zkoumanych latek byla také méfena jejich schopnost redukovat ionty Fe®* na ionty

Fe?*. Zadna z latek redukéni schopnosti neméla.



4 Abstract

Docekalova L., Iron-chelating activity of selected alkaloids I, Diploma thesis,
Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kréalové, Department

of Pharmaceutical botanic and ecology, Hradec Kralové, 2016, 60 pp.

Iron is important trace element necessary for human organism. When excess it
develops free radicals and structures of organism are harmed. It can lead to organ
failure. Excess is solved with chelators, the most used is deferoxamine. But his
terapeutic regimen is disadvantageous and it has a lot of side effects. That’s reason

for searching for substances with better features.

This paper focuses on studium of iron-chelating activity of selected alkaloids from
family Amaryllidaceac. Concretely, it’s galanthamine, undulatine, buphanisine,
caranine, 1-O-acetylbulbisine, homolycorine, tazettine, galanthamine, chlidanthine,
ambelline, haemanthamine, haemanthidine, hamayne, 9-O-demethylgalanthine and
lycoramine. As standard for comparison of activity was used deferoxamine. Activity
was measured by spectrophotometer. As indicator was used ferrozine. Chelatation
was measured for ferrous ionts and for total iron, where hydroxylamine as reduction

agent was used. Ferrous ionts was measured also with pH alteration.

Highest activity reached deferoxamine in all executed measurements. In
measurement of Fe?" ionts in the ratio 1:1 alcaloid:Fe?" showed activity close to
deferoxamin chlidanthine, buphanisine, undulatine, lycoramine, haemanthamine, 1-
O-acetylbulbisine, 9-O-demethylgalanthine and ambelline. With pH alteration
showed all alkaloids low or none activity. Galanthamine had none activity in all

measurements.

Structure-activity relationship shows that activity decreases when nitrogen is bonded
in 5 membered heterocycle with bound methyl substituent. Activity increases with

acetylation of the molecule. For alkaloids of galanthamine structure, the location of -

8



-OH group in position 3 near to double bond in position 4, causes complete lost of
chelating acitivity. By hydrogenation of the circle, or substitution -OH group with

-OCHs group, are created molecules with good chelating activity.

It was also studied ability to reduce ferric ionts to ferrous ionts. None activity was

found.



5 Uvod

Stopové prvky tvoii pouze 0,01 % atomi Vv lidském téle, pfesto jsou pro jeho spravné
prvek slouzici mimo jiné k syntéze krevniho a svalového barviva hemoglobinu a
myoglobinu. Podili se tak na transportu kysliku krvi. Déle slouzi k pienosu elektronti
Vv dychacim fetézci Ci je soucasti cytochromu ucastnicich se metabolismu

xenobiotik.1 234

V béznych podminkach se Zelezo muze vyskytovat ve 2 stabilnich oxida¢nich
stavech, jako Fe?" a jako Fe®*, diky ¢emuz sehrava roli v oxidoredukénich reakcich,
pti kterych dochdzi k pfenosu 1 elektronu. Pravé diky tomu nachéazi svou ulohu pii
dalezitych pochodech organismu. Tato schopnost vSak miize byt pro organismus i
velmi nebezpecnd. Volné Zelezo se castni Fentonovy reakce, béhem které vznikaji
hydroxylové radikaly. Diky tém pak dochézi k poskozeni bunéénych struktur a ke

vzniku oxida¢niho stresu.®

Pretizeni organismu Zelezem mivd obvykle chronicky charakter a miize vyustit
Vv poskozeni jater, myokardu ¢i pankreatu. Takovym ptipadem je hemochromat6za,
dédicnd porucha metabolismu Zeleza, pii které dochazi k ne€kolikandsobné
zvySenému vstiebavani zeleza z traviciho traktu. Organismus neumi Zelezo u¢inné
odbourat a to se patologicky uklada do fady organti a poSkozuje je. S pretizenim
zelezem se potykaji 1 nemocni, jejichz zdravotni stav vyZaduje opakované krevné

transflze.b

Nadbyteéné Zelezo je proto potieba z organismu G&inné odstranit. Reeni muiize
nabidnout chelata¢ni 1é¢ba. Doposud uzivané preparaty nedosahuji idealnich ucinkt
a maji fadu ucinkt nezadoucich, proto je stale potteba hledat a vyvijet nové u¢inngjsi
chelatacni aktivity vybranych alkaloidii z ¢eledi Amaryllidaceae. Zaroven je

nezadouci, aby mély chelatory schopnost redukovat ionty Fe* na ionty Fe?* kvili
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mozné indukci Fentonovy reakce. Proto byla kromé Zelezo-chetacni aktivity

studovana téZ redukéni aktivita alkaloidi.®

Alkaloidy Amaryllidaceae jsou znamé piedevSim svoji inhibi¢ni aktivitou vici
acetylcholinesteraze (AChE). Galanthamin, jeden z nejvyznamné&jSich alkaloidu této
Celedi, je diky svému silnému inhibiénimu vlivu na AChE vyuzivan jako 1é¢ivo
v terapii Alzheimerovy choroby. Nemocni trpici Alzheimerovou chorobou maji
snizenou syntézu acetylcholinu. Inhibitory AChE zpomaluji degradaci acetylcholinu
a prodluzuji tak dobu jeho pusobeni na receptorech. Galanthamin diky tomu

napoméhd zpomalovat postup onemocnéni a zmirfiuje jeho piiznaky.®

Zajimava je i antiproliferativni a cytotoxicka aktivita alkaloidl této celedi, nékteré
alkaloidy vykazuji G€inky proti urcitym typtim rakovinného bujeni, mohly by tedy

byt v budoucnu slibnymi 1é¢ivy pro boj s rakovinou. 10
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6 Cil prace

Cilem této diplomové prace je:

e zméiit Zelezo-chelatacni  aktivitu  vybranych alkaloidi v rznych

koncentracich a porovnat ji se standardem (deferoxamin)

e odvodit vztahy mezi strukturou téchto alkaloidd a jejich Zelezo-

chelataéni aktivitou

o zméfit redukéni aktivitu vybranych alkaloidl v rtiznych koncentracich

12



7 Teoreticka ¢ast
7.1 Metabolismus Zeleza a jeho funkce v organismu

7.1.1 Metabolismus Zeleza
V lidském téle se vyskytuje vpriméru 4 az S5g zeleza. Je zabudovano
vV hemoglobinu, myoglobinu, tvofi soucast cytochromu, v tkénich jej nalezneme

v jatrech, v retikuloendotelovém systému (RES) a ve stievni sliznici.

Denni pfijem zeleza ¢ini cca 20 mg, z toho se absorbuje jen asi 1 mg, zbytek odchazi
stolici. Absorpce zavisi na aktudlni potiebé, stoupa spolu se ztratami zeleza. K vyssi
absorpci dochdzi napf. u menstruujicich zen ¢i pacientl krvécejicich do
gastrointestinalniho traktu (GIT). Musi byt regulovana velice pfesné, nebot’
organismus neumi nadbyte¢né zelezo G¢inné vylucovat. Mechanismus této regulace
zatim neni zcela objasnény. Nejvice zeleza potiebuji déti, t€hotné a kojici Zeny.
Z potravy je zelezo nejvice zastoupené v masu, jatrech, zloutcich a zelening. Pro
ispé&snou absorpci je nutné, aby Zelezo rozstépené v zaludku na ionty Fe®* zménilo
oxidaéni &islo na Fe?*. Tuto redukci pomaha uskute¢nit vitamin C obsaZeny
v potravé. Kyselé prostredi zprostfedkované HCI poté navozenou redukovanou
formu dale udrzuje. Samotna absorpce se odehrava hlavné v duodenu a proximalnim
jejunu, proces usnadiiuje glykoprotein gastroferin produkovany sliznici zaludku.
Vstiebavani naopak snizuji ionty hof¢iku a vapniku, hydrogenuhli¢itan sodny aj.
Proto se pfi medikamentdzni substituci Zeleza nedoporucuje soucasna konzumace

mléka, kavy, alkalickych mineralek, &i ¢erného a zeleného ¢aje.t 234511

Zelezo vstiebané v tenkém stievé mize byt do¢asné uloZeno v enterocytech jako
feritin (viz dale), odkud miize byt vylou¢eno deskvamaci bunck. Z enterocytti dale
prostupuje do krevni plasmy, odkud je piendSeno transportnim proteinem
apotransferinem do tkani. Jedna molekula apotransferinu ma dvé vazebna mista pro
Fe®*, obvykle je tato kapacita nasycena z 1/3. Transferin, apotransferin s navazany
Zelezem, je buitkami zachytavan pomoci specifickych membranovych receptorti pro

transferin a Zelezo v ném obsazené se dostava endocytézou do buiiky, kde je dale
13



vyuzito. Nejveétsi Cast je zabudovana do hemu nezralych erytroidnich bunék ¢i je

uloZena a tvoii zasoby Zeleza v organismu. 1 24°

Zelezo se v tkanich uklada v oxidované formé do proteinu apoferitinu, vznikly feritin
tvofi zdsobarnu zeleza organismu. Organismus se timto zptisobem skladovani chrani
pred toxickymi G¢inky jeho volné formy. Nejvice se uklada v bunikach jater, sleziny a
V kostni dfeni. V lidském téle nachdzime 1 dals§i formu zasobniho zZeleza,
hemosiderin, ktery nejspi§ vznika degradaci feritinu. Zelezo zn&j je obtizné
vyuzitelné.! 2 4

V lidském téle nenalézdme mechanismus na odstranéni piebyteéného zeleza.
Nemuzeme proto mluvit o vylucovani zeleza jako takovém, zelezo odchézi z téla
pfedevs§im odlupovanim bunék stfevni sliznice, kde je uskladnéné ve formé feritinu.
U Zen navic dochazi ke ztratam zeleza menstrua¢ni krvi. MuZzi v praméru ztrati
pouhych 0,5 — 1 mg Zeleza denné, Zeny asi dvojnasobné mnozstvi. Proto se pii jeho

nadmérné absorpci snadno miize hromadit ve tkanich a vazné je poskozovat.?

Vétsinu  zeleza potiebného ke spravnym télesnym funkcim vSak organismus
neziskava jeho vstiebavanim z potravy, to slouzi jen k doplnéni drobnych ztrat,
nybrz reutilizaci Zeleza, které jiz ma k dispozici. Vétsina je ziskavana pii degradaci
hemoglobinu v RES sleziny a kostni dfené. Uvolnéné Zelezo endocyticky pohlcuji

makrofagy a opét ho predavaji apotransferinu.? ®

Metabolismus zeleza je schematicky znazornén na obrazku 1.
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Obr. 1. Schematické znazornéni pohybu Zeleza v organismu??

7.1.2 Vyznam Zeleza a jeho funkce

Zelezo je nezbytnd nutné pro prenos kysliku krvi, tvoii zaklad ¢erveného krevniho
barviva, hemoglobinu. Hemoglobin reverzibilné vaze a uvoliuje kyslik a transportuje
ho krevnim obéhem do bunék. Je tvoteny ¢tyfmi podjednotkami, kazda se sklada
z bilkoviny globinu a prostetické skupiny hemu. Hem je chelat, jeho centrélni atom
tvoii koordinaéné Sestivazny Fe?*. Ctyii vazby vazi dusiky protoporfyrinu IX, pata
slouzi ke spojeni s globinem a Sestd vdZze v oxygenovaném stavu kyslik. Kromé
kysliku se hemoglobin podili i na pfenosu oxidu uhli¢itétho a ma pufrovaci

schopnosti, nezbytné pro udrzeni pH krve.!

Dalsim barvivem je myoglobin, strukturou i funkci podobny hemoglobinu, ktery

véaze kyslik ve svalech a vytvaii zdsobu kysliku pro sval.! ®

Zelezo dale nachazime v n&kterych cytochromech. Napiiklad v mitochondriich se
ucastni jako souc¢ast cytochromi oxidoredukénich reakcei v dychacim fetézci. Je také
soucasti Siroké Skaly enzymi, které katalyzuji nejriznéjSi oxidoredukcni reakce
organismu. Podili se na aktivaci a detoxifikaci kysliku, nalezneme jej v reakcich
Krebsova cyklu, podili se na vzniku deoxyribonukleotidl, jako soucést cytochromu

P450 se ucastni metabolismu xenobiotik v jatrech.®
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Svou roli sehrava Zelezo i pfi obran¢ organismu pied infekci. Patogenni organismy
(bakterie, prvoci, houby) ziskavaji zelezo nezbytné pro své fungovani z organismu
hostitele, maji za timto G¢elem vyvinuto vice mechanismi. Jednim z nich je pouziti
sideroforti vazicich Zelezo z plasmy ¢i télnich sekrett. Reakci organismu je proto
snaha vyvazat volné Zelezo a zabranit tak patogenim v ptistupu k nému. V krevni
plasm& se o vyvazani stard jiz zminovany transferin, v télnich sekretech pak
laktoferrin. Aby mohly patogeny uspét, pottebuji siderofory s vyssi afinitou k zelezu,

neZ ma transferin.’
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7.2 Patologie Zeleza

7.2.1 Nedostatek Zeleza

Nedostatek zeleza v organismu obvykle spojujeme se sideropenickou anémii. Tento
nedostatek miva vicero pfi¢in. Jednak krvaceni, sideropenickou anémii nachazime u
pacientt s okultnim krvacenim do GIT ¢i u Zen se silnym menstruaénim krvacenim.
Déle je to naruSena recyklace Zeleza vyskytujici se u chronickych infekci. Makrofagy
nedokazi odevzdat dostate¢né mnozstvi zeleza apotransferinu a dochazi k projevu
nedostatku Zeleza v podobé anémie. Mezi dalsi pfiiny nedostatku Zeleza fadime i
jeho nedostateny pfijem, zvySenou potiebu zeleza (riist, téhotenstvi, laktace) a
naruSeni resorpce Zeleza. NaruSeni resorpce zeleza je problémem u pacientil s

chorobami tenkého stieva a s achlorhydrii (nepiitomnost HCI v Zzalude¢ni §tave).® 13

Anémie obecné je onemocnéni, pii némz je snizena koncentrace hemoglobinu pod
dolni fyziologickou mez, vétSinou byva snizeny i pocet erytrocyti a hematokrit
(podil erytrocytd na celkovém objemu krve). Sideropenickd anémie je anémie
zpiisobena nedostatkem Zeleza v organismu a je nejéastéj§im typem anémie v CR i
ve svété. Jednd se o anémii hypochromni a mikrocytarni, erytrocyty jsou typické
nedostatecnym zabarvenim a mensi velikosti neZ je béZné. MiiZeme ji poznat podle
vyvijejici se skupiny ptiznakii, které vznikaji pii nedostatku kysliku ve tkanich a
podle kompenzaénich mechanisml, které na tento stav reaguji. Subjektivné nemocny
pozoruje slabost, unavnost, zavraté, poruchy bdéni a spanku, dyspepsie, ¢i bolesti
hlavy. Objektivni pfiznaky zahrnuji bledost, tachykardii s palpitacemi, pro
sideropenickou anémii typické zmény na nehtech — nehty maji 1zi¢kovity tvar a jsou
lamavé a meékké. Nemocnym se v koutcich st tvofi zanéty a trhlinky, jazyk je leskly
a pali na $picce. ¥ 1

Pti sideropenické anémii patrame po piicin€ nedostatku zeleza, kterou se pokousime
1é¢it. Ztraty Zeleza kompenzujeme peroralné, je-li to mozné. Podavanymi preparaty
jsou obvykle sulfaty obohacené vitaminem C kvuli lepSimu vstiebdvani, denné

podavame 100 — 200 mg.13
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7.2.2 Nadbytek Zeleza

Zelezo je pro spravné fungovani organismu nezbytné dilezité, ve své volné formé
vSak muze napachat velké Skody. Pii nékterych metabolickych reakcich organismu
vznikaji reaktivni slouceniny kysliku (ROS). Jednémi z ROS jsou superoxidovy
anion a peroxid vodiku. Fe** mtize reakci se superoxidovym anionem poskytnout
Fe?* a ten pak s peroxidem vodiku reaguje pii Fentonové reakci. Pii té z peroxidu
vodiku (H202) vznikaji vysoce reaktivni hydroxylové radikdly (OH"). Kyslikové
radikdly produkuji za fyziologickych podminek i mnohé organely, napf.
mitochondrie, peroxisomy nebo mikrosomy. Na ty jsou bunky pfipravené produkci
enzymi, které je odbouravaji, jako napiiklad superoxiddismutaza, kataldza c¢i
glutathionperoxidaza.® Pii nadbytku Zeleza v organismu dochazi k nasyceni
transferinu, nenavdzané Zelezo se volné pohybuje plasmou a buiniky ho pfijimaji
nezvisle na transferinovém receptoru. Buriky nestihaji zpracovavat radikaly
vznikajici Fentonovou reakci, coz ma za nasledek jejich poskozeni.’

Hydroxylové radikaly spolu s dalsimi kyslikovymi radikaly katalyzuji peroxidaci
lipid,, diky c¢emuz dochazi k poskozeni bunécnych stén, DNA ¢i bilkovin.
Vyznamné se podili na vzniku oxidacniho stresu, ktery dlouhodobé& poskozuje
struktury organismu. M4 na svédomi zmeény spojené se  starnutim,
neurodegenerativnimi  chorobami  (Alzheimerova a Parkinsonova choroba),
kancerogenezi nebo diabetem.®

S nadbytkem Zeleza v lidském organismu se setkavame bud’ u akutnich intoxikaci,
nebo je zpiisoben patologii v jeho metabolismu a dochazi k postupnému ukladani
Zeleza do organismu. S hromadénim Zeleza se setkdvame také u opakované
parenteralni aplikace Zeleza a u opakovanych krevnich transfuzi. Nekteré z téchto

stavli budou niZe popsany.

7221 Akutni intoxikace Zelezem

Zelezo zatina byt pro dospélého toxické od mnozstvi 20 mg/kg. Nejcastdji se ale s
intoxikaci setkdvame u déti predskolniho véku, jednd se o jednu z nejcastéjSich piicin
otrav u malych déti. Zelezo je bézné dostupné ve formé doplitkli stravy, obvykle v

obsahu 20 mg v 1 tableté, kterych, v pfipad¢ nedbalého ulozeni v domdacnosti, mize
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dit¢ bez problému zkonzumovat nebezpe¢né mnozstvi. Pfiznaky se zacinaji rozvijet
do 6 hodin od expozice, postizeny pocit'uje nevolnost, zvraci, ptidavaji se bolesti
bficha a silny prijem. Pfi t€zsi otravé se poté zacne rozvijet tachykardie, hypotenze,
koma a metabolicka acidéza, ktera muze vyustit v umrti postizeného. V dalSich
fazich otravy se pak objevuje Sok, selhavani jater a nevratné poskozeni traviciho

traktu.r®

Lécba se zahajuje irigaci celé délky stfev polyethylenglykolem. V této terapii se
pokracuje, dokud pii rentgenovém vySetieni vidime rentgenkontrastni produkty
zeleza. Vyplach zaludku obvykle neni potieba diky ptedchozimu masivnimu
zvraceni postizeného. Pti tézSich otravach se nasazuje také deferoxamin, chelatacni
¢inidlo, které navaze volné Zelezo v Sséru. Ty spolu vytvoii ve vodé rozpustny

komplex, ktery se z t&la vylou¢i mo¢i.t®

7.2.2.2 Hemochromatoza

Hemochromatéza je dédi¢né onemocnéni, pii kterém je narusSen metabolismus Zeleza
a dochazi kjeho hromadéni v organismu. Jedna se o onemocnéni autosomalné
recesivni. Dochazi ke zvySenému vstiebavani zeleza v travicim traktu a jeho
naslednému hromadéni v organech, pro které je toxické. Jedné se predevSim o jatra,
pankreas, srdce, kuzi, klouby a varlata. Pfi¢inou nemoci je porucha v syntéze
proteinu HFE (human hemochromatosis protein). Heterodimer proteinu HFE a 2-
mikroglobulinu obsazuje receptor pro transferin na povrchu enterocytu. Po obsazeni
receptoru timto heterodimerem klesa afinita receptoru k transferinu, nedochazi tedy
Kk resorpci zeleza z GIT. Neni-li tento receptor obsazen, afinita k transferinu je
vysoka a resorpce probiha. Lidé trpici hemochromatézou takto pfijmou 0 0,5 — 1 g

7eleza roéné vic nez zdravi jedinci, Zeleza se jim v téle miize nahromadit az 60 g.8 3

Zelezo se v téle mize hromadit i bez genetické pfi¢iny p¥i poruchach zuzitkovani Fe
(napf. pfi alkoholické cirhdze jater, po opakovanych Krevnich transfuzich, pii

thalassemii), pak obvykle mluvime o hemosideréze.® 13

Pti nadmérném ukladéani Zeleza dochazi k poSkozeni bungk, Zelezo je velice reaktivni

a podporuje tvorbu radikal, ve volném stavu vyvolava jiz zminénou peroxidaci
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lipida bunétné membrany a poSkozeni DNA. V jatrech vyvolava aktivaci
hvézdicovitych bunék (makrofagy), které se preménuji v myofibroblasty produkujici
kolagen. Dochazi k vyvoji fibrézy a pozdéji cirhozy. Kupfferovy buriky (jaterni
makrofagy) jsou zelezem rovnéz aktivovany a zacnou produkovat kyslikové
radikaly. VSechny tyto déje nakonec vedou k nekréze hepatocytii. Obdobné dochazi i
k fibroze pankreatu, kde se diky fibrotizaci porusi syntéza inzulinu a vyviji se
diabetes mellitus. Pozorujeme také zmény na srde¢nim svalu, nemocny se nasledn¢
potykd s arytmii az srdeCnim selhanim. Uklddani nadbyte¢ného hemosiderinu a
melaninu do kiize zpisobuje silnou pigmentaci, v kombinaci s poskozenim pankreatu

hovotime o ,,bronzovém diabetu*.® 13

Symptomy nemoci jsou zpocatku nevyrazné, vyviji se obvykle az okolo 40. - 50.
roku zivota, nemocny muize byt celoZivotné i asymptomaticky. U nemocného
miZzeme pozorovat slabost, bolesti bficha ¢i impotenci. Pacient s rozvinutym
onemocnénim byva letargicky, pii vySetieni objevujeme hepatosplenomegalii, dale
ikterus, ascites, kozni zmény, diabetes mellitus a projevy postizeni srdce. Nalézame
vysoké laboratorni hodnoty saturace transferinu, sérového feritinu a zvySeny obsah
zeleza v jaterni susing.!3

Lécba spociva primarné v erytrocytafaréze, tedy odebrani krve pacientovi, odstranéni
nadbytec¢nych erytrocytli a navraceni plasmy. V kombinaci s ni se vyuziva chelata¢ni
lécba, ta je prevenci proti dal§Simu pfetizeni Zelezem. KdyZ je erytrocytafaréza

nedostupna, uziva se venepunkce (pousténi zilou).® 13

7.2.2.3 Opakované krevni transfaze

Cast pacientli s hematologickymi onemocnénimi je zavisla na pravidelnych krevnich
transfuzich. Typickym piikladem onemocnéni, kdy jsou zapotiebi opakované krevni
transfuze, je thalassemia major. U thalassemie dochazi k poruse syntézy
hemoglobinu, konkrétné globinového fetézce. Diky omezené syntéze fetézce dochéazi
k nedostatku hemoglobinu a k narueni zabudovavani Fe?" do struktury. Thalassemia
major je homozygotni formou thalassemie a nemocni vyzaduji celozivotni externi

ptivod hemoglobinu krevnimi transfuzemi. S jednou transfuzni jednotkou pacient
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pfijme 200 — 250 mg zeleza, denn¢ organismus vylou¢i 1 — 2 mg zeleza. Tato
obrovska zatéz muze vést k poskozeni organt, velice Casto pozorujeme kardialni
onemocnéni, srde¢ni selhani je castou nehematologickou pfi¢inou Umrti takto
léCenych pacientli. V soucasné dobé je jedinou moznou prevenci pired vznikem

komplikaci spojenych s nadbytkem Zeleza chelata¢ni 1é¢ba.® 1©
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7.3 Chelatace Zeleza

Chelatace je proces, béhem kterého se na centrdlni atom navaze dvou nebo
vicevazebny ligand. Centralnim atomem byva atomu kovu a ligandem nekovova,
nejcastéji organicka sloucenina. Vznikd komplexni cyklickd sloucenina, kde je
centralni atom obklopen ligandy. Takové slouceniné ftikame chelat. Piikladem
piirozenych chelati mize byt hemoglobin s centralnim atomem Zzeleza, chlorofyl

s centralnim atomem hoi¢iku ¢i vitamin B12 s centralnim atomem kobaltu.’

Proces chelatace nachdzi vyuziti mimo jiné v medicingé, vyuziva se schopnosti
chelator vytvofit netoxicky komplex skovem, ktery je posléze vyloucen
Z organismu, obvykle mo¢i nebo stolici. DileZita je stabilita vytvofeného komplexu
kov-chelator, rizné komplexy maji riznou stabilitu a mize dochazet k vytésnéni
jednoho kationtu kationtem jinym, pokud ma vyssi afinitu k chelatoru. Tento jev je
s vyhodou vyuzivan pfi terapii otravy olovem, postizenému je podavavan edetan
vapenato-disodny (Na2Ca-EDTA). Olovo diky vyssi afinité vytésni vapnik z vazby a
nahradi jej. Pokud by byla pouzita samotna disodna stul EDTA, doslo by v organismu
k nebezpeénému snizeni koncentrace véapniku.!® EDTA je schopna vazat i ionty
zeleza, ale jeji afinita k nim neni pfili§ vysoka. Pfedevsim vsak neni schopna zakryt
celou plochu Zeleza, kterému tak ziistdvd mozZnost katalyzovat nebezpecné redukéni

reakce.’

7.3.1 Chelatory Zeleza v humanni terapii

Idealni chelator by mél byt vysoce G€inny, bezpecny, dobie tolerovany, m¢l by mit
nekomplikovany zplsob podani, mit minimum nezadoucich Uc¢inkli a byt dobie
metabolizovan a vylu¢ovan. V humanni terapii je nutné uzivat chelatory s afinitou k
Fe3*, nebot chelator mize vyvazovat kromé Zeleza i ostatni piftomné kovy
S totoznym nabojem. U naboje 3+ to neni problém, dalsi latkou, kterou miiZze chelator
vyvazat, je hlinik, ktery Ize z organismu bez obav odstranit. Jina situace by nastala u
chelatoru s afinitou k naboji 2+, kromé Zeleza by mohl vyvazovat i méd’ ¢i zinek a
tudiz by byl pro organismus toxicky. Z tohoto divodu hledame a vyvijime nové

chelatory s afinitou k trojvaznému Zelezu.’
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Nejvice uzivanym chelatorem je deferoxamin (Obr. 2), ktery chelatuje zelezo
s ndbojem 2+ i 3+. Vyvazuje jak volné Zelezo v séru, tak i zelezo vazané ve feritinu a
hemosiderinu. Nevstupuje do bun¢k ani nevyvazuje zelezo vazané v hemoglobinu,
transferinu a cytochromech. Deferoxamin ma i pies své dobré chelatacni schopnosti
velkou nevyhodu, a tou je jeho problematické podavani. M& rychlou rendlni
clearance a po peroralnim podani se neresorbuje. Vyzaduje proto témeéf trvalou az
trvalou subkutanni ¢i intraven6zni aplikaci, coz je pro jeho vyuZiti silné omezujici.
Tento fakt siln€¢ snizuje 1 complience pacientii. I pfesto je v souCasnosti nejvice

uzivanym chelatorem.’ 11 16 18

Na trh jsou v sou¢asné dobé zavedeny i dva chelatory podavané peroralné, deferipron

a deferasirox. Oproti deferoxaminu oba pisobi i intracelularng.*®

Deferipron byl prvnim peroralnim chelatorem na trhu. Uziva se rozdéleny do 3
dennich davek. U pacientl uzivajicich deferipron byly zaznamenany mensi depozity
zeleza v myokardu nez u pacientl lécenych deferoxaminem. Deferipron muize
zpusobovat agranulocytdzu a neutropenii, pacienty je béhem lécby nutné dikladné

sledovat.’®

Deferasirox vyzaduje podani pouze 1x denn¢, mad vysokou afinitu k zelezu a
vykazuje dobré Gcinky i intracelularn¢é. Komplex deferasiroxu s trojmocnym Zelezem
je vylucovan predevsim stolici. Latka je relativné dobie tolerovana, z nezddoucich
uginkt (NU) se pacienti potykaji s GIT obtizemi, jako jsou bolest biicha, nevolnost,
zvraceni a prijem. Ty v$ak asto byvaji pfechodné a postupné mizi. Vazné GIT NU
zahrnuji ulcerace a krvaceni z horni ¢asti zazivaciho traktu. Pacienty je také nutné

pozorovat kviili moznosti poruch rendlnich funkci.'® 2

o} o OH o
PR | ,
N N
T/\/\/\u \/\/\/ T/\/\/\NH2
OH o o OH

Obr. 2 Deferoxamin
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7.4 Charakteristika testovanych latek a jejich biologicka aktivita

7.4.1 Alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae

Alkaloidy obecné jsou sekundarni metabolity rostlin pievazné zésadité povahy, které
v molekule obvykle obsahuji heterocyklicky védzany dusik. Vznikaji pfeménou
jednoduchych aminokyselin.?! Vyznacuji se silnou biologickou aktivitou, jejich
vyznam pro rostlinu v8ak zatim neni zcela objasnén, jednou z jejich hlavnich funkci
je pravdépodobné ochrana pied zivocichy. Nalezneme je téméf ve vSech Castech

rostliny, at’ uz volné, nebo ¢astéji ve formé soli s organickymi kyselinami.?

Celed” Amaryllidaceae (amarylkovité) zahrnuje mnoho rodd, v CR jsou vieobecnd
znamé rody jako bledule, snéZenka, narcis ¢i klivie. Rostliny byvaji trvalky a rostou
predeviim v teplejsich oblastech. Celed’ je znama produkci specifickych alkaloid,
které se zdaji byt slibné jako zdroje budoucich 1€Civ a tési se proto zvySenému zajmu

védy.2L 23

Alkaloidy amarylkovitych maji Sirokou biologickou aktivitu. Zajem pftitahuji diky
schopnosti silné inhibice AChE, alkaloid galanthamin je b&ézné uzivany pii 1é¢bé
Alzheimerovy nemoci. Dale u nich prokazana cytotoxicka, antiproliferativni,
antibakterialni, antimykotick, analgetickd a antimalaricka aktivita. Jejich u¢inky na
buiky a bunéény cyklus mohou byt pfinosné pti hledani 1é¢ebnych prostredki proti

rakoving,10 23 24

Dle struktury jsou déleny do 6 skupin, galanthamin, lykorin a krinin tvofi zakladni
strukturalni typy, homolykorin, tazzetin a montanin vedlejsi. VSechny tyto struktury

maji spoleny prekurzor, norbelladin, coz zapii¢ituje jejich strukturalni podobnost.?

Pii vypracovdvani této prace byla meéfena Zelezo-chelatacni aktivita nize

vyjmenovanych alkaloida ¢eledi Amaryllidaceae.
Galanthamin

Galanthamin (Obr. 3) predstavuje jeden ze zakladnich strukturnich typud této celedi.

Je vyznamnym kompetitivnim reversibilnim inhibitorem acetylcholinesterazy, uziti
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nachazi pii 16¢bé lehké az stfedné zavazné formy Alzheimerovy nemoci.?®> Nemocni
trpici Alzheimerovou nemoci maji snizenou syntézu acetylcholinu v presynaptické
oblasti neuronti. Inhibitory AChE zpomalu;ji degradaci acetylcholinu a prodluzuji tak
cholinergni neurotransmisi. Jejich uzivani zmirfiuje symptomy nemoci a zpomaluje
jeji pribéh.® Galanthamin kromé inhibice AChE také allostericky moduluje
nikotinové acetylcholinergni receptory a potencuje tak cholinergni neurotransmisi,
hovofime o dudlnim mechanismu ucinku. Béhem progrese onemocnéni dochazi
k ubytku nikotinovych receptort, dalezitych pro pamét a uceni. Galanthamin ma
mezi ostatnimi inhibitory AChE specifické postaveni. Je jediny, ktery je schopny
vyvolat tuto modulaci a ktery tak zvySuje mnozstvi funk¢nich nikotinovych
receptord. Galanthamin téz chrani bunky pfed apoptézou indukovanou amyloidem
beta, proteinem, ktery se béhem Alzheimerovy nemoci patologicky uklada
v mozkové tkani.?® Plisobi neuroprotektivné i vii¢i nedostatku kysliku a dal$im
Skodlivym vlivim. Kromé pusobeni na cholinergni systém a neuroprotektivniho
plusobeni mé galanthamin G¢inky protizadnétlivé, zplisobuje imunomodulaci a snizeni
uvoliiovani cytokini.?” Vykazuje téZ protinadorovou, protivirovou, imunostimulaéni

a protimalarickou aktivitu.?®

Obr. 3 Galanthamin
Undulatin

Undulatin (Obr. 4) patii mezi alkaloidy krininového typu. Vykazuje cytotoxické
ti¢inky. Piisobi inhibi¢né na AChE, ale jeho piisobeni je slabsi nez u galanthaminu.?*
Bylo zjisténo, zZe je schopny pasivné prochdzet pies hematoencefalickou

bariéru (HEB). Mohl by tedy byt pomocnikem pii hledani novych sloucenin
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pouzitelnych pti 1é€bé Alzheimerovy nemoci. Dale se ukéazalo, Ze je undulatin
schopny inhibovat prolyl oligopeptidazu (POP).28 POP je spojovana s metabolismem
neuropeptida v mozku a s procesem uceni a S paméti. Nachazi se uvnitf neurond,
proto je potteba, aby jeji pfipadné inhibitory byly schopné prochazet pfes HEB a ptes
membranu neuronu. Jeji inhibice by mohla pomahat pfilécbé pacientd trpicich

Alzheimerovou a Parkinsonovou nemoci.?

CHj3

Obr. 4 Undulatin
Buphanisin

Buphanisin (Obr. 5) se tadi k alkaloidim krininového typu. Vykazuje schopnost
inhibovat  serotoninové transportéry v mozku, coz naznaCuje potencialni

antidepresivni Gi¢inek.?*

CHj;

<:)§

Obr. 5 Buphanisin
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Karanin

Karanin (Obr. 6), stejné¢ jako mnoho dalSich alkaloidii Celedi Amaryllidaceae,
zpusobuje inhibici acetylcholinesterazy. Pozorujeme u néj také protinadorovou
aktivitu, je schopny indukovat apoptdzu. Dale ma protivirovou, imunostimulaéni a

antimalarickou aktivitu. %

coes

Obr. 6 Karanin
1-O-acetylbulbisin

1-O-acetylbulbisin je dal$im z alkaloidd Geledi Amaryllidaceae. Radi se mezi
alkaloidy krininového typu. Nalezneme jej napiiklad v listech rostliny Crinum
asiaticum var. sinicum. Rostliny rodu Crinum rostou v Africe, jizni Asii, Americe a
v Australii. Konkrétné Crinum asiaticum var. sinicum se vyskytuje v Cing.*° Rostlina

je zajimava svym protinadorovym pisobenim.?!

™~

CH3

Obr. 7 1-O-acetylbulbisin
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Homolykorin

Homolykorin (Obr. 8) je ptedlohou pro jeden z vedlejsich strukturnich typt alkaloida
této Geledi.?* Vyskytuje se v mnoha rostlinach zrodu Narcissus.®! Vykazuje
antivirové u¢inky véetné u¢inka antiretroviralnich, inhibuje replikaci viru HIV-1.%
Dale ma hypotenzni efekt.®? Na n&které nadorové buiiky pisobi cytotoxicky. Kromé
toho vyvoldva u zvifat imunopatologickou reakci IV. typu, pozdni piecitlivélost.®
Odpoveéd’ organismu zvifete na homolykorin se vyviji s vyrazné¢ vétSim zpozdénim
nez je tomu u alergickych reakci. Hlavni roli maji T — lymfocyty, nikoliv protilatky,

jako je tomu u ostatnich typt téchto reakci.3!

H3C/N

CHs o]
Obr. 8 Homolykorin

Tazettin

Tazettin (Obr. 9) je strukturni pfedlohou pro tazettinovou skupinu alkaloidu. Byla u
n&j prokazana antimalaricka aktivita, konkrétn& proti Plasmodium falciparum.X® Dale
ma mirné antiproliferativni a hypotenzni Gi¢inky, G¢inkuje i proti viriim.?* 2 Tazettin

ma také cytotoxické uéinky.*?
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Obr. 9 Tazettin
Chlidanthin

Chlidanthin (Obr. 10) je polohovy izomer galanthaminu. Patrné pravé diky zménam
ve struktufe je jeho inhibi¢ni vliv na AChE pétkrat mensi neZ u galanthaminu. Déle

byla testovana jeho aktivita proti viru HIV-1, nebyla viak prokazana zadna aktivita.3

O\CH3

Obr. 10 Chlidanthin
Ambellin

Ambellin (Obr. 11) patii strukturné¢ mezi alkaloidy krininového typu. Je mirnym
inhibitorem AChE.? U ambellinu bylo pozorovano cytotoxické piisobeni na nékteré
lidské nadorové bunécné linie, piikladem muze byt silna inhibi¢ni aktivita proti

lymfatické leukémii.® Byly u n&j pozorovany i analgetické i¢inky.
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HO

Obr. 11 Ambellin
Hemanthamin

Hemanthamin (Obr. 12) i jeho derivaty vykazuje antiproliferativni aktivitu proti 4
druhtim nadorovych buné&¢nych linii zpisobujicim tumory vaje¢niku, plic, stiev a
prsu.l® Nachdzime u n&j i antimalarickou a antivirovou aktivitu.?® 2 Ma také

analgetické ti¢inky. %

CHj3

o)
HO
O:@/
< N
o)
Obr. 12 Hemanthamin

Hemanthidin

Hemanthidin (Obr. 13) a jeho derivaty, stejné¢ jako hemanthamin, vykazuji
antiproliferativni aktivitu proti 4 druhtim nadorovych bunéénych linii zptisobujicim
tumory vaje¢niku, plic, stfev a prsu.’? Stejné tak ma jako hemanthamin analgeticky
¢inek.3! Prokézala se u néj in vitro inhibi¢ni aktivita proti Trypanosoma brucei

rhodesiense a Trypanosoma cruzi. Dale ma protizanétlivy Gcinek, zplisobuje inhibici
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nez u indometacinu.®®

CH,

<:ﬁ§o

Obr. 13 Hemanthidin
Hamayn

Hamayn (Obr. 14) strukturné fadime mezi alkaloidy krininového typu.?* M4 mirné
cytotoxické vlastnosti, je silnym inhibitorem AChE a ma mirnou antiplasmodialni

aktivitu proti Plasmodium falciparum.®

HO

OH

Obr. 14 Hamayn
9-O-demethylgalanthin

9-O-demethylgalanthin (Obr. 15) je stejné jako undulatin inhibitorem POP. Kromé
Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby by mohla lé¢iva cilena na POP pomoci

pacientéim trpicim schizofrenii ¢i bipolarni afektivni poruchou.®’
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Obr. 15 9-O-demethylgalanthin
Lykoramin

Lykoramin (Obr. 16), neboli dihydrogalanthamin, je strukturné velice podobny
galanthaminu. Je silnym reversibilnim inhibitorem AChE, byt o néco slabsim nez
galanthamin. D& se také pouzit ke zmirnéni symptomt myasthenie gravis a détské
obrny.®® Pfi myasthenii gravis nastivd obrna svaldi, nebot je znemoznén pienos
impulzli na nervosvalové ploténce zprostiedkovany acetylcholinem. Dochézi
k produkci protilatek proti postsynaptickym acetylcholinovym receptorim a jejich

nasledné destrukci. Tento stav pomahaji fesit pravé inhibitory AChE.®

Obr. 16 Lykoramin
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8 Experimentalni ¢ast
8.1 Materidl

8.1.1 Pouzité chemikalie

Pouzité chemikalie byly ziskany od firmy Sigma-Aldrich.
Siran zeleznaty (FeSOs . 7 H20)

Chlorid zelezity (FeCls . 6 H20)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ferozin (sodna sul(4,4"-(3-(2-pyridinyl)-1,2,4-triazin-5,6-diyl)bisbenzensulfonové
kyseliny)

Hydroxylamin chlorid (HA)

Octan sodny (CH3COO"Na")

Kyselina octova (CH3COOH)

HEPES (4—(2-hydroxyethyl)-1-piperazin ethansulfonovéa kyselina)
HEPES sodna stl

8.1.2 Testovane latky

Galanthamin hydrobromid byl zakoupen od firmy Changsha Organic Haerb Inc.,
China. Vsechny ostatni testované latky byly izolovany na Katedfe farmaceutické
botaniky a ekologie, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova
v Praze. Undulatin, buphanisin, tazettin, chlidanthin, ambellin a 1-O-acetylbulbisin
byly vyizolovany z Chlidanthus fragrans.® 4° Hemanthamin, hemanthidin, hamayn,
lykoramin a 9-O-demethylgalanthin byly ziskany ze Zephyranthes robusta.*! 42
Homolykorin byl izolovan z Narcissus Sir W. Churchill.*® Karanin byl ziskan

z Nerine bowdenii.** Referencni latka deferoxamin byla zakoupena u firmy Novartis.

33



8.1.3 Pristroj
Na méteni byl pouzit spektrofotometr pro ¢teni mikrotitra¢nich desti¢ek Synergy HT

Multi - Detection Microplate Reader (BioTec Instruments, Inc., Vermont, U.S.A.).

8.2 Metody

8.2.1 Priprava zasobnich roztoki a roztoku pufru

Roztok ferozinu - koncentrace 5 mM

- Mw=492,5 g/mol

- smisen s vodou do pozadované koncentrace
Roztok zeleznatych iont — koncentrace 5 mM

- Mw=278,02 g/mol
- smisen s vodou do pozadované koncentrace

- dale zfedén na 250 uM
Roztok zelezitych iontd — koncentrace 5 mM

- Mw=270,3 g/mol
- smisen s vodou do pozadované koncentrace

-V cas potieby zfedén na 250 uM
Roztok hydroxylaminu — koncentrace 10 mM

- Mw=69,49 g/mol

- smisen s vodou do pozadované koncentrace
Roztoky pufrti pro pH 4,5 a 5,5 — acetatové pufry

- vodné roztoky octanu sodného a kyseliny octoveé

- pH bylo upraveno pomoci pH metru
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Roztoky pufru pro pH 6,8 a 7,5 — HEPES pufry
- vodné roztoky HEPES sodné soli a HEPES kyseliny

- pH bylo upraveno pomoci pH metru

8.2.2 Zkouska pro Zeleznaté ionty

Slouzi ke kontrole koncentrace Zeleznatych iontl v pfipraveném roztoku.

Do mikrotitracni desticky bylo napipetovano 150 pl pufru o pH 6,8, 50 ul roztoku
Fe2* (250 pl) a 50 pl roztoku ferozinu (5 mM). Poté byla ihned zméfena absorbance
pii vlnové délce 562 nm. KdyZ se naméfené hodnoty pohybovaly okolo 1.0, roztok

obsahoval spravnou koncentraci iontli a byl vhodny pro dal§i méfeni.

8.2.3 Zkouska pro Zelezité ionty

Slouzi ke kontrole koncentrace zelezitych iontll v pfipraveném roztoku.

Do mikrotitraéni desti¢ky bylo napipetovano 150 ul pufru o pH 4,5, 50 pl Cerstvé
pripraveného roztoku Fe3* (250 uM), 50 pl HA (10 mM) a 50 pl ferozinu (5 mM).
Okamzité¢ byla zméfena absorbance pii vinové délce 562 nm. Pohybovaly-li se
naméfené hodnoty okolo 1.0, obsahoval roztok spravnou koncentraci ionti a byl

tudiz vhodny pro dal§i méfeni.

8.2.4 Kalibrace Zeleznatych ionti

Ze zéasobniho roztoku Fe?* byly piipraveny roztoky o koncentraci 250 uM, 200 uM,
150 pM, 100 pM, 50 pM a 0 puM. Pro koncentraci 0 uM (kontrolni) byla pouzita
destilovana voda. Vzdy do 2 jamek mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano 150 pl
pufru o pH 6,8, 50 pl roztoku Fe?* pozadované koncentrace a 50 ul ferozinu (5 mM).
Stejny postup byl pouzit u dalich 2 jamek (slepych), ale misto 50 pl ferozinu bylo
napipetovano 50 pl destilované vody. Takto se postupovalo u vSech pozadovanych
koncentraci roztoku Fe?*. Poté byla okamzit¢ zméfena absorbance pii 562 nm.
Z namétenych hodnot byla ziskdna kalibracni kiivka, graf zavislosti absorbance na

koncentraci Zeleznatych iontd.
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8.2.5 Chelatace Zeleznatych ionta
Chelatace zeleznatych iontl byla provadéna 2 zpusoby — bez Upravy pH a s Upravou

pH pomoci pufri.
Chelatace bez tpravy pH:

1. Na zacatku byly pfipraveny roztoky chelatort (alkaloidtt) v DMSO o rtiznych
koncentracich. U kazdého cheldtoru se jednalo o specifické koncentrace,

standardné 10 mM, 1mM a 0,1 mM.

2. Pro kazdou zkoumanou koncentraci chelatoru byly pouzity 4 jamky
mikrotitra¢ni desticky (Obr. 17), 2 testovaci a dvé slepé (bez ferozinu). Dale
byly pro jednu sadu meéfeni pouzity 4 kontrolni jamky, ve kterych nebyl
obsazen chelator. Opét byly 2 testovaci a 2 slepé.

3. Do vSech jamek kromé kontrolnich bylo napipetovano 100 pl chelatoru o

ptislusné koncentraci, v kontrolnich jamkach byl nahrazen 100 pl DMSO.
4. Dale se do viech jamek napipetovalo 50 ul roztoku Fe?* (250 pM).
5. Mikrotitra¢ni desti¢ka se nechala 2 minuty tfepat na tfepacce.

6. Do vsech testovacich jamek bylo napipetovano 50 pl ferozinu, do slepych

jamek 50 pl destilované vody.
7. Okamzité se zméfila absorbance pti 562 nm.
8. Méfeni se zopakovalo za 5 minut, start méfeni byl za 4 minuty a 30 sekund.
Chelatace s Upravou pH:

1. Na zacatku byly piipraveny roztoky chelatort (alkaloidti) v DMSO o rtiznych
koncentracich. U kazdého cheldtoru se jednalo o specifické koncentrace,

standardné 25 mM, 10 mM, ImM a 0,1 mM.
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. Pro kazdou zkoumanou koncentraci cheldtoru byly pouzity 4 jamky, 2
testovaci a dve slepé (bez ferozinu). Dale byly pro jednu sadu méfeni pouzity

4 kontrolni jamky. Opét byly 2 testovaci a 2 slepé.

. Do vsech jamek bylo napipetovano 150 pl pufru o ptislusném pH (4,5, 5,5,
6,8, 7,5).

. Déale bylo do vSech jamek napipetovano 50 pl chelatoru o ptislusné
koncentraci, v kontrolnich jamkach byl chelator nahrazen 50 ul DMSO. Pro

méfeni pii pH 7,5 bylo do vSech jamek pfidano 50 pl HA.
. Poté bylo ptidano 50 pl roztoku Fe?* (250 uM).
. Desticka byla vlozena na 2 minuty do tfepacky.

. Do testovacich jamek bylo pfidano 50 ul roztoku ferozinu, do slepych jamek

50 pl destilované vody.
. Thned byla zmétfena absorbance pfi vinové délce 562 nm.

. Po 5 minutach bylo métfeni opakovano, start méteni byl po 4 minutach a 30

sekundach.
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Koncentrace testovaného
roztoku (mM) 25 10 1 0,1 0

Absorbance s ferozinem

Absorbance s ferozinem

Absorbance s vodou

Absorbance s vodou

Testovaci jamky - roztok chelatoru
Kontrolni jamky — roztok p¥islusného rozpoustédla

Jamky s roztokem ferozinu

Slepé jamky — jamky s vodou

Obr. 17 Schéma rozloZeni na mikrotitra¢ni desti¢ce

8.2.6

Chelatace Fe**”** ionti
Na zacatku byly ptipraveny roztoky chelatort (alkaloidt) v DMSO o rtiznych
koncentracich. U kazdého chelatoru se jednalo o specifické koncentrace,

standardné 10 mM, 1mM a 0,1 mM.

Pro kazdou zkoumanou koncentraci chelatoru byly pouzity 4 jamky, 2
testovaci a dvé slepé (bez ferozinu). Déle byly pro jednu sadu méteni pouzity
4 kontrolni jamky, ve kterych nebyl obsazen chelator. Opét byly 2 testovaci a
2 slepé.

Do vSech jamek se napipetovalo 150 pl pufru o pH 4.,5.
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10.

11.

12.

8.2.7

Déle bylo do vsech jamek napipetovano 50 pl roztoku chelatoru o
pozadované Kkoncentraci, v kontrolnich jamkach bylo nahrazeno 50 pl
DMSO.

Poté se Gerstvé nafedil zasobni roztok Fe®" iontii na koncentraci 250 pM.
Do viech jamek se piidalo 50 pl roztoku Fe** iontt.

Desticka se umistila na 2 minuty do tiepacky.

Nésledné se do vSech jamek ptidalo 50 pl HA.

Desticka byla vloZena na 1 minutu do tfepacky.

Ptidalo se 50 pl roztoku ferozinu do testovacih jamek a 50 pl destilované

vody do slepych jamek.
Okamzité byla métena absorbance pfi 562 nm.

Mgéfeni se zopakovalo za 5 minut, start byl za 4 minuty a 30 sekund.

Redukce Zelezitych ionti

. Na zacatku byly ptipraveny roztoky chelatori (alkaloidd) v DMSO o riznych

koncentracich. U kaZzdého chelatoru se jednalo o specifické koncentrace,

standardné 10 mM, 1mM, 0,1 a 0 mM.

Pro kaZzdou zkoumanou koncentraci chelatoru byly pouzity 4 jamky, 2
testovaci a dvé slepé (bez ferozinu). Dale byly pro jednu sadu méteni pouzity

4 kontrolni jamky. Opét byly 2 testovaci a 2 slepé.

Do vSech jamek kromé kontrolnich se napipetovalo 150 pl pozadovaného

pufru. Do kontrolnich jamek bylo napipetovano 150 ul pufru o pH 4,5.

Poté bylo do testovacich ptidano 50 pl chelatoru o poZzadované koncentraci.
Pro koncentraci 0 mM bylo pouzito 50 ul DMSO. V kontrolnich jamkach byl
nahrazen 50 pl HA.
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5. Poté se Cerstvé natedil zasobni roztok Fe3* iontfi na koncentraci 250 pM.
6. Do vsech jamek se ptidalo 50 pl roztoku Fe** iontt.
7. Pak se desticka nechala 2 minuty tiepat v tfepacce.

8. Do testovacich jamek se ptidalo 50 pl ferozinu, do slepych jamek 50 nl
destilované vody.

9. Okamzité se zmé&fila absorbance pii 562 nm.

10. M¢éteni se zopakovalo za 5 minut, start méteni byl za 4 minuty a 30 sekund.
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9 Vysledky

9.1 Kalibrac¢ni krivka Zeleznatych ionti

Na zaklad¢ namétenych hodnot byl sestaven graf (Obr. 18) zavislosti absorbance na

koncentraci Zeleza. Z grafu vyplyva, Ze se jedna o zavislost linearni.

kalibraéni kfivka - Fe2*

1.5~
£
c
N
(L]
© 1.0
<
Q
Qo
% 0.5
S o
= R?=0,9929
A
1+

0.0

0 50 100 150 200

c(Fe?*) lumol.I'/

Obr. 18 Kalibraéni kiivka FeZ*

9.2  Chelataéni aktivita jednotlivych alkaloidii

Z naméfenych hodnot chelata¢ni aktivity byly sestaveny grafy (Obr. 20 — 32).
Galanthamin nevykazal Zadnou chelatacni aktivitu, graf tedy nemohl byt sestrojen.
Aktivita méfenych alkaloidii byla porovnavana s aktivitou referencni latky -

deferoxaminu, jehoZ graf (Obr. 19) je rovnéz ptiloZen.
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100+

Fe?*(DMSO)

Fe?**(DMSO)
Fe" (pH 4.5)
Fe* (pH 5.5)
~ Fe?* (pH 6.8)
Fe?* (pH 7.4)

Fe?’** (pH 4.5)

% chelatovaného Fe"*
3
¢

'}

o
1

1:100 1:10 1:1 10:1 100 : 1
pomér DEF:Fe""

Obr. 19 Chelatacni aktivita deferoxaminu V zavislosti na poméru chelatoru a Zeleza

100+

- Fe’* (DMSO)
= Fe?3* (DMSO)

% chelatovaného Fe"*
(4]
o
1

0 : :
1:100 1:10 1:1 10 : 1
pomeér (alkaloid:Fe)

100 : 1

Obr. 20 Chelata¢ni aktivita undulatinu v zavislosti na poméru chelatoru a zeleza
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100- -
-~ Fe?* (DMSO)

= Fe?** (DMSO)

% chelatovaného Fe"*
[4,]
=

0 I 1 é L} 1
1:100 1:10 1:1 10:1 100 : 1
pomeér (alkaloid:Fe)

Obr. 21 Chelata¢ni aktivita buphanisinu v zavislosti na poméru chelatoru a zeleza

100+

- Fe?* (DMSO)
= Fe?? (DMSO)
~~ Fe?* (pH 7.5)

% chelatovaného Fe"*
(4]
=

1:100 1:10 1:1 10:1 100 : 1
pomér (alkaloid:Fe)

Obr. 22 Chelata¢ni aktivita karaninu v zavislosti na poméru chelatoru a Zeleza
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100+

- Fe?* (DMSO)
= Fe?3 (DMSO)
~— Fe?* (pH 7.5)

% chelatovaného Fe"*
(4]
o
1

1:100 1:10 1:1 10 : 1
pomeér (alkaloid:Fe)

100 : 1

Obr. 23 Chelata¢ni aktivita 1-O-acetylbubisinu v zavislosti na poméru chelatoru a

zeleza

100+

- Fe?* (DMSO)
= Fe?3* (DMSO)
—— Fe?* (pH 6.8)
—~— Fe?* (pH 7.5)

% chelatovaného Fe"*
(4, ]
o
1

i —
1:100 1:10 1:1 10:1 100 : 1
pomeér (alkaloid:Fe)

o
1

Obr. 24 Chelataéni aktivita homolykorinu v zavislosti na poméru chelatoru a zeleza
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% chelatovaného Fe"*

100+

3,
o
1

o
1

-~ Fe?* (DMSO)
= Fe?®* (DMSO)
—— Fe?" (pH 7.5)

i L} j 1
1:10  1:1 10:1 100 : 1
pomeér (alkaloid:Fe)

Obr. 25 Chelata¢ni aktivita tazettinu v zavislosti na poméru chelatoru a zeleza

% chelatovaného Fe"*

1004

(4]
o
1

o
1

1

1 100

- Fe?* (DMSO)
= Fe?3* (DMSO)

1:10 1:1 10 : 1
pomeér (alkaloid:Fe)

100 : 1

Obr. 26 Chelata¢ni aktivita chlindanthinu v zavislosti na poméru chelatoru a zeleza
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1004

- Fe?* (DMSO)
= Fe?** (DMSO)

% chelatovaného Fe"*
(4]
o
1

o
1

1:100 1:10 1:1 10:1 100 : 1
pomeér (alkaloid:Fe)

Obr. 27 Chelata¢ni aktivita ambellinu v zavislosti na poméru chelatoru a zeleza

100+

- Fe?* (DMSO)
= Fe?* (DMSO)

% chelatovaného Fe"*
[4,]
=

0 I é L} 1
1:100 1:10 1:1 10:1 100 : 1
pomeér (alkaloid:Fe)

Obr. 28 Chelata¢ni aktivita hemanthaminu v zavislosti na poméru chelatoru a zeleza
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100+

- Fe?* (DMSO)
= Fe?3* (DMSO)

% chelatovaného Fe"*
[4,]
3
1

0 ] ) é ] 1
1:100 1:10 1:1 10:1 100 : 1
pomeér (alkaloid:Fe)

Obr. 29 Chelatacni aktivita hemanthidinu v zavislosti na poméru chelatoru a zeleza

100+

- Fe?* (DMSO)
= Fe??* (DMSO)

% chelatovaného Fe"*
(4,]
3
1

o
1

1:100 1:10 1:1 10 : 1
pomer (alkaloid:Fe)

100 : 1

Obr. 30 Chelata¢ni aktivita hamaynu v zavislosti na poméru chelatoru a zeleza
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100+

- Fe?* (DMSO)
= Fe?** (DMSO)

% chelatovaného Fe"*
[4,]
=

0 I 1 é I 1
1:100 1:10 1:1 10:1 100 : 1
pomér (alkaloid:Fe)

Obr. 31 Chelatacéni aktivita 1-O-demethylgalanthinu v zavislosti na poméru chelatoru

a zeleza

100+

- Fe?* (DMSO)
= Fe?* (DMSO)

% chelatovaného Fe"*
[4,]
=

0 T -1 ; T 1
1:100 1:10 1:1 10:1 100 :1
pomér (alkaloid:Fe)

Obr. 32 Chelata¢ni aktivita lykoraminu v zavislosti na poméru chelatoru a zeleza

9.3 Reduk¢ni aktivita jednotlivych alkaloidi

Z4dny z alkaloidti nevykézal redukéni aktivitu, graf tedy nemohl byt sestrojen.

48



10 Diskuze

Alkaloidy jsou pocetnou skupinou sekundarnich metabolitd rostlin. Zatim bylo
identifikovano ptes 3 000 typa alkaloidi ve vice nez 4 000 rostlinnych druzich.
Jejich Uc¢inky zatim nejsou pfili§ prozkoumané a ve farmaceutickém vyzkumu jsou

&asto opomijené, nebot’ mnoho z nich ma silné toxické u¢inky na organismus.*®

Pro méfeni Zelezo-chelata¢ni aktivity byla pouzita metoda mikrotitrace s detekci
pomoci spektrofotometru. Jako indikator slouzil ferozin, ktery ma vysoky extinkéni
koeficient pii 562 nm. Ferozin vytvofil barevny komplex s ionty Fe?*, které se
nepodilely na chelataci s testovanym alkaloidem. Takto vznikly barevny komplex se
pak spektrofotometricky detekoval. Ferozin je schopny tvofit komplexy pouze s
ionty Fe?*, proto musely byt ionty Fe3* pred méfenim celkového Zeleza zredukovany
na ionty Fe?* pomoci redukéniho ¢inidla hydroxylaminu. Linearita zavislosti
absorbance na koncentraci iontéi Fe?" byla ovéfena pomoci kalibraéni k¥ivky (Obr.

18) s vysokou hodnotou spolehlivosti (R?=0,9929).

Porovnani aktivity jednotlivych alkaloidi bylo provedeno pii koncentracich
alkaloid:Fe 1:1 (dale jen ,,pomér 1:1¢) a alkaloid:Fe 10:1 (dale jen ,,pomér 10:1%).
Vsechny alkaloidy byly kromé¢ ve standardnim prostiedi proméfeny také pii

vybranych hodnotach pH v prostiedi pfislusnych pufra.

P#i chelataci iontd Fe?* v poméru 10:1 vykazovaly alkaloidy undulatin, buphanisin,
karanin,  1-O-acetylbulbisin,  chlidanthin, ambellin, hemanthamin, 9-O-
demethylgalanthin a lykoramin obdobnou aktivitu srovnatelnou s aktivitou
deferoxaminu. Tyto alkaloidy vykazovaly vysokou chelatacni aktivitu blizici se k
100 %. Alkaloidy homolykorin, tazettin, hemanthidin a hamayn prokazaly nizsi

aktivitu.

Pfi poméru 1:1 byly dosazené hodnoty vyrazné nizSi. Referencni deferoxamin
vykazoval nejvyss$i aktivitu. Z alkaloidi se mu nejvice pfiblizil chlidanthin,

obdobnych hodnot (okolo 50%) doséhly i buphanisin, undulatin, lykoramin, ambellin
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a 1-O-acetylbulbisin, blizily se i hemanthamin a 9-O-demethylgalanthin. Naopak
velice nizkou aktivitu vykazaly tazettin a homolykorin.

Chelatace celkového zeleza v poméru 10:1 piinesla trochu jiné vysledky, vSechny

latky vykazaly vysokou aktivitu blizici se k 100%. Deferoxamin vykazoval 100 %.

Pfi poméru 1:1 byla chelatace celkového zeleza u vsSech alkaloidi oproti

Cv v

aktivita byla zméfena u 1-O-acetylbulbisinu a homolykorinu.

U zkoumanych latek byla méfena téz Zelezo-chelataéni aktivita pii upraveném pH.
Ve vsech piipadech nebyla naméfena zadna aktivita nebo jen velice nizka aktivita i
pti vysokych koncentracich chelatoru v poméru k Zelezu. Deferoxamin vykazoval
velice dobré vysledky pii vSech méfenych pH kromé pH 4,5, pfi kterém byla jeho

aktivita v niz8ich koncentracich také nizka.

Redukéni aktivitu nevykazoval zadny z méfenych alkaloidd. Zadny znich tedy
nemiize redukovat ionty Fe®" na ionty Fe** a tudiz nemize zvySovat mnozstvi

katalyzatorti Fentonovy reakce.®

Na zaklad¢ provedeného méfeni mizeme konstatovat, ze zadna z testovanych latek
nema lepSi zelezo-chelata¢ni schopnosti nez deferoxamin. Rozdily byly vidét
predevsim v nizSich koncentracich. Pfi poméru 10:1 pii méteni celkového zeleza i
iontd Fe?* byla chelata¢ni aktivita u vétSiny zkoumanych alkaloidii vysoka,
srovnatelna s deferoxaminem. Pfi sniZzovani koncentrace alkaloidu aktivita prudce
klesala, pii poméru 1:1 pfi stanoveni celkového Zeleza uz byla u vSech alkaloidii
velice nizka, zajimavéjsi aktivitu alkaloidy ukazaly za poméru 1:1 pfi chelataci iontd
Fe2*. Zde se slibné projevily predevsim chlidanthin, buphanisin, undulatin, ambellin
a 1-O-acetylbulbisin. Oproti deferoxaminu byla jejich aktivita ale stale nizsi.
Z provedenych méfeni je dale patrné, Ze je zelezo-chelatacni G¢inek alkaloidd zavisly
na jejich koncentraci. Miizeme také usuzovat, ze pro piipadné terapeutické pouziti by
bylo potieba dosahnout koncentraci alkaloida blizicich se poméru 10:1 k iontim

zeleza. Je vSak otazkou, jestli by mohlo byt terapeutické pouziti nékterého
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z alkaloidii vhodnéj$i nez pouziti soucasné uzivané¢ho deferoxaminu. Alkaloidy
obecné maji potencial zplisobovat fadu nezaddoucich U¢inkd na lidsky organismus a
uzivat je ve vysokych koncentracich nebyva zadouci. Toto téma by bylo jesté nutné

velmi dikladné prostudovat.

Zkoumani vztahli mezi strukturou a u¢inkem neni pti malém souboru vzorku snadné,
proto je mozné, Ze se zavéry vyvozene V této diplomové praci nemusi shodovat
snovymi poznatky, které vbudoucnu vzniknou. V soucasné dobé nejsou

publikovany vhodné studie k porovnani vysledki a zavéra této prace.

Pro Zelezo-chelata¢ni Gi¢inek je nutné, aby latka ve své struktufe obsahovala dusik a
kyslik s volnymi elektronovymi pary. Pro aktivitu molekuly jsou tedy
pravdépodobné vyhodné hydroxy- (-OH) a methoxysubstituenty (-OCHzs). Dusik
obsazeny ve vSech testovanych latkach byl terciarni, tedy s jednim volnym
elektronovym parem. Dale se zda, ze je-li dusik alkaloidu soucasti 5 ¢Elenného
heterocyklu s navdzanym methylovym substituentem, aktivita se vyznamné snizuje.
Pro aktivitu se jevi vyhodna acetylovd skupina navdzani na zdkladni skelet ptes
kyslik, pravdépodobné diky volnym elektronovym pariim obsazenych atomu kysliku.
U alkaloidi galanthaminové struktury zpusobuje umisténi -OH skupiny v poloze 3
v sousedstvi s dvojnou vazbou Vv poloze 4 uplnou ztratu chelataéniho G¢inku
(galanthamin), hydrogenaci kruhu (lykoramin) nebo nahrazenim -OH skupiny
skupinou —OCH3 (chlidanthin) wvznikaji molekuly s dobrymi chelataénimi

schopnostmi.
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11  Zavér

Tato diplomova prace popisuje Zzelezo-chelatacni aktivitu vybranych alkaloidt
z Celedi Amaryllidaceaec (galanthamin, undulatin, buphanisin, karanin, 1-O-
acetylbulbisin, homolykorin, tazettin, chlidanthin, ambellin, hemanthamin,
hemanthidin, hamayn, 9-O-demethylgalanthin, lykoramin). Jako standard pro
srovnani aktivity byl vybran deferoxamin, klinicky vyuzivany cheldtor Zzeleza.
Zjistilo se, ze mira chelatacni aktivity alkaloidii je ovlivnéna jejich koncentraci.
Porovnavala se schopnost alkaloidii a deferoxaminu chelatovat ionty Fe?" a celkové
zelezo pii pomérech 10:1 a 1:1. Ve vSech piipadech byl netcinnéjs§im chelatorem
deferoxamin. V koncentraci 10:1 dosahovaly podobnych vysledkt jako deferoxamin
i méfené alkaloidy, s poklesem jejich koncentrace vSak prudce klesala i jejich
aktivita. Pfi koncentraci 1:1 byla jejich schopnost chelatovat celkové Zelezo vyrazné
niz§i nez u deferoxaminu. P¥i chelataci iontéi Fe?* v poméru 1:1 dosahovaly nékteré
z alkaloidd podobnych hodnot jako deferoxamin. Dobré vysledky byly pozorovany u
chlidanthinu, buphanisinu, undulatinu ¢i lykoraminu. Aktivita byla také méfena
s upravenym pH, zadny z alkaloidi vSak nevykazal jakkoliv vyznamnou aktivitu.
Aktivni byl pouze deferoxamin. Galanthamin vykazal pti v§ech méfenich nulovou

aktivitu. Redukéni aktivita nebyla naméfena u zadného z alkaloida.

Vysledky métfeni nemohly byt porovnany s jinymi publikovanymi vysledky, nebot’

pro zkoumané alkaloidy nejsou v soucasné dobé zadné k dispozici.
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12 Seznam zkratek

AChE - acetylcholinesteraza

COX - cyklooxygenéza

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA — kyselina deoxyribonukleova
EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova
GIT — gastrointestinalni trakt

HA — hydroxylamin chlorid

HEB — hematoencefalicka bariéra

HFE — human hemochromatosis protein
Mw— molekulovd hmotnost
Na,CaEDTA — edetan vapenato-disodny
NU — nezadouci t¢inky

OCHs- - methoxy

OH- - hydroxy

POP — prolyl oligopeptidaza

RES - retikuloendotelovy systém

ROS — reaktivni slou¢eniny kysliku
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