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ABSTRAKT

1. ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceutickd fakulta v Hradci Krélové

Katedra Farmaceutické botaniky

Kandidat: Bc. Martin Cymbal, DiS.
Skolitel: doc. Ing. Katefina Macakova, Ph.D.

Diplomova prace 2019/2020: Interakce alkaloidl s prechodnymi kovy lll., s. 86.

Méd' je jednim z dllezitych stopovych prvkl v organismu. Reguluje rizné enzymatické
drahy. Tato préace sleduje chelataéni a redukujici aktivitu isochinolinovych alkaloidl celedi
Amaryllidaceae. Alkaloidy Amaryllidaceae C(itaji velké mnozZstvi Gcinkd jakymi jsou
ucinky analgetické, narkotické, antiarytmické, antihypertenzni, bronchodilatacni,
chemoterapeutické, antiparazitické, uteretonické, lokalné anestetické, mydriatické a
mnoho dalSich vyznamnych Gcinkd. Vyznamnym zastupcem je galanthamin hydrobromid,
ktery je terapeuticky vyuzivany a je inhibitorem acetylcholinesterasy. Studovény byly
alkaloidy galanthamonového typu (galanthamin, galanthamin hydrobromid, chlidanthin),
lykorinového typu (lykorin, galanthin), haemanthaminového typu (haemanthnamin, vittatin)
a montaninového typu (montanin). Metodikou prace bylo zjistit chelata¢ni a redukujici
aktivitu pomoci indikdtord hematoxylinu a kyseliny bathocuproindisulfonové, pfi rdzném
pH nebo v dimethylsulfoxidu. Ze sledovanych alkaloidd vykazovaly méd-chalatujici aktivitu
galanthamin a chlidanthin. Vyznamnou méd-redukujici aktivitu mél pouze chlidanthin,
jedind testovand latka, kterd ma hydroxylovou skupinu na benzenovém kruhu. Vztah

aktivity a struktury souvisi s poctem a polohou hydroxylovych skupin.

Klicova slova: alkaloidy, méd, chelatace, redukce.
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2. ABSTRACT

Charles University
Pharmaceutical Faculty in Hradec Kréalové

Department of Pharmaceutical Botany

Candidate: Bc. Martin Cymbdl, DiS.
Supervisor: doc. Ing. Katefina Macékova, Ph.D.

Diploma thesis 2019/2020: Interactions of alkaloids with transition metals lll., pp. 86.

Copper is one of the important trace elements in the body. It regulates various enzymatic
pathways. This work monitors the chelating and reducing activity of isochinoline alkaloids
of the family Amaryllidaceae. The alkaloids of Amaryllidaceae have a large number of
effects such as analgesic, narcotic, antiarrhythmic, antihypertensive, bronchodilatory,
chemotherapeutic, antiparasitic, uteretonic, locally anesthetic, mydriatic and many other
significant effects. An important representative is galanthamine hydrobromide, which is
therapeutically used and is an inhibitor of acetylcholinesterase. Galanthamine type
alkaloids (galanthamine, galanthamine hydrobromide, chlidanthine), lycorine type
(lycorine, galanthine), haemanthamine type (haemanthnamine, vittatine) and montanine
type (montanine) were studied. The methodology of the work was to determine
the chelating and reducing activity with the use of the hematoxylin indicator and
bathocuproindisulfonic acid, at different pH or in dimethylsulfoxide. Of the alkaloids
studied, galanthamine and chlidanthin showed copper-chelating activity. Only
chlidanthine had the highest copper-reducing activity, the only test substance that has
a hydroxyl group on the benzene ring. The relationship of activity and structure is related

to the number and position of the hydroxyl groups.

Keywords: alkaloids, copper, chelation, reduction.
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3. POUZITE ZKRATKY

AD Alzheimerova choroba

AChE acetylcholinesterasa

ATP adenosintrifosfrat

BCS bathocuproindisulfonova kyselina

CNS centrélni nervova soustava

Cp ceruloplasmin

CRP C-reaktivni protein

CT pocitacova tomografie

CTR transportér médi

CYP cytochrom P450

DBH dopamin B-hydroxylasa

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

EDTA ethylendiaminotetraoctan disodny

FAD flavinadenindinukleotid

HA hydroxylamin hydrochlorid

HEM hematoxylin

HVLP hromadné vyrabény |écivy pripravek

LOX lysyloxidasa

MAO monoaminooxidasa

MeOH methanol

MS hmotnostni spektrometrie

MR magnetickd rezonance

nCp-Cu méd nevéazana na ceruloplasmin

NMR nukledrni magneticka rezonance

PD Parkinsonova choroba

PET/CT pozitronové emisni tomografie spojena s pocitacovou tomografii

ROS reaktivni formy kysliku

SOD superoxiddismutasa

SPECT/CT  jednofotonova emisni pocitacova tomografie spojenéa s pocitacovou
tomografif

TLC tenkovrstva chromatografie



UvoD

4.UvOD

Méd, latinsky Cuprum, je vzacny esencidlni prvek, ktery tvofi asi 50 dild na miliardu
zemskych hornin. V pfirodé se vyskytuje jak v elementérni formé, tak v mnoha rdznych
minerélnich horninach a nejen v nich. Mineraly s nejvétsim zastoupenim médi jsou sulfidy,
oxidy a uhlic¢itany (1). Méd' je nezbytnym prvkem v organismu pro zachovani jeho spravné
funkce (2). Je to stopovy prvek vyskytujici se ve formé Cu2+ a Cu* nachazi se v rdznych
koncentracich u rostlin a Zivocichl. U mékkyst a korysi je hlavnim prvkem hemocyaninu,
molekuly dilezité pro transport kysliku v organismu. Je nezbytnou soucasti lidské stravy
(3). Nedostatek médi neni prilis Casty a projevuje se snizenou aktivitou enzymu obsahujici
méd. Zvysend koncentrace médi se podili na vzniku oxidacniho stresu a tvorbé volnych
radikald. Pfi poruse exkrece médi dochéazi k jeji akumulaci v organismu a proto je tfeba
mnozstvi volné médi snizovat. K tomu slouzi chelatacni ¢inidla, kterad vyvazuji méd. Hlavnim
mechanismem je eliminace absorbované médi z organismu pomoci tvorby stabilnich
komplext, které jsou pak vylucovany modi. Existuji dvé zndmé geneticky podminéné

choroby s poruchou metabolismu médi, Wilsonova choroba a Menkesova choroba (4).

Alkaloidy jsou organické chemické slouceniny s dusikem v heterocyklu, jsou jednou
z nejvyznamnéjsich a nejvétsich skupin ze sekundarnich metabolitl, vznikaji
z aminokyselin. Je zndmo kolem 20 000 alkaloidd. Maji velkou strukturni rozmanitost a
pestré a Siroké vyuziti. Vyrazny fyziologicky Gcinek je dosazen jiz v jednotkdch nebo
desitkdch miligram. Alkaloidy patfi casto mezi latky toxické, ale v nizkych subletélnich
déavkach maji vyhodné farmakologické vlastnosti. Zatimco mnoho alkaloidl se pouzivé pro
|écebné ucely, jiné jsou toxické a radi se mezi separanda nebo venena a také mezi
psychotropni a omamné latky. Cim je Gcinek vyraznéjsi, tim doslo k objevu a izolaci
alkaloidu dfive. Pouzivani alkaloidl pro lé¢ebné Ucely postupné vzrostlo, protoze se lidé
dozvédéli vice o jejich lécCivych vlastnostech. Vétsina alkaloidd pouzivanych v mediciné
byla izolovéna jiz pocatkem devatenactého stoleti. Prvni surovy |ék, z néhoz byl definitivné
izolovén alkaloid, bylo opium, také zndmo jako makové mléko, které bylo dlouho uzivano
jako analgetikum. Tento alkaloid v roce 1803 Uspésné izoloval francouzsky lékarnik a
chemik Jean-Frangois Derosne a némecky |ékdrnik Friedrich Sertlrner ho kratce poté

identifikoval jako morfin (1806). Déle pak byl izolovan strychnin (1818), atropin (1828),
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kofein, emetin, piperin, cinchonin, brucin, chinin, kolchicin a mnoho dalsich. Alkaloidy
celedi Amaryllidaceae jsou zndmi svymi [éCivymi vlastnostmi nékolik tisicileti. Jsou ¢leny
skupiny isochinolinovych alkaloidd. Nejzndméjsi zdstupcem je galanthamin, ktery se
vyuziva v terapii Alzheimerovy choroby (5).

Jednim z pfiznakl Alzheimerovy choroby je tvorba nerozpustnych amyloidnich plakd. Bylo
zjisténo, ze v téchto placich jsou zvysené hladiny médi, kterd podporuje jejich tvorbu a
zhorsuje oxidaéni poskozeni (6). Galanthamin a dal$i Amaryllidaceae alkaloidy, které jsou
intenzivné studovany nejen v souvislosti s Alzheimerovou chorobou, ale i dal$imi
onemocnénimi, byly tedy testovany na jejich méd-chelatacni Gcinky v roztoku a také byla

zjistovana jejich redukéni schopnost.

11
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5. CiL DIPLOMOVE PRACE

Alkaloidy jsou Siroce rozsahlou skupinou nejriznéjsich chemickych individui s rozmanitou
skalou ucinkd. Vyskytuji se v . mnoha rostlindch nejen samostatné, ale casto v kombinaci
nékolika alkaloidd. Cilem diplomové prace je stanoveni méd-chelatacni a méd-redukujici
aktivity alkaloidd galanthaminového typu (galanthamin, galanthamin hydrobromid,
chlidanthin), lykorinového typu (lykorin, galanthin), haemanthaminového typu
(haemanthamin, vittatin) a montaninovéh typu (montanin) v roztoku a uréeni vztahu mezi

aktivitou a strukturou.

12
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6. MED A JEJi FUNKCE V ORGANISMU

Méd, latinsky Cuprum, je vzacny esenciélni prvek. Méd' je stopovy prvek vyskytujici se ve
formé Cu* a Cu2+. Nachazi se v nékolika oxidac¢nich enzymech a je dllezitd pro bunécné
dychéni (cytochrom c oxidasa), homeostasu zeleza (ferroxidasa/ceruloplasmin), tvorbu
melaninu (tyrosinasa), produkci neurotransmiterd (napf. monoaminoxidasa a dopamin
B-hydroxylasa), syntézu pojivové tkadné (lysyloxidasa) a ochranu proti oxidantim
(superoxiddismutasa) (7). Méd' je pouzivdna enzymy v oxidaci a utilizaci Zeleza a absorbci
vitaminu C . Porucha utilizace Zeleza se soucasné snizenou hladinou médnatych kationtd je
u déti moznou pfic¢inou vzniku anemie z nedostatku zeleza. Denni pfijem médi je zhruba
2 — 4 mg a vstiebava se hlavné v Zaludku a v proximalni ¢asti tenkého streva. Hladina médi
v téle je priméarné fizena vylucovanim zluci, ale také z casti probihd pomoci
metalothioneinu. Metalothioneiny maji vysoky obsah cysteinu a tak mohou vazat méd,
zinek, rtut a kadmium. Absorbovand méd' je pravdépodobné ulozena intraceluldrné ve
vazbé na nékteré proteiny. Méd je dulezitd pro tvorbu myelinu a melaninu (8).
Nedostatecny pfisun médi potravou je vzacny. Existuji dvé zndmé geneticky podminéné
choroby, Wilsonova choroba a Menkesova choroba, pfi kterych je narusen metabolismus
médi (4). Obsah médi v organismu je u dospélého cClovéka priblizné 100 mg, kterd je

uloZzena prevazné v jatrech, svalech, ledvinach a kostech (3).

6.1. ENZYMY

Mezi enzymy, pro jejichz funkci je nezbytnd méd, patfi cytochrom c oxidasa, ferroxidasa
(ceruloplasmin), tyrosinasa, monoaminoxidasa, lysyloxidasa, superoxiddismutasa a

dopamin B-hydroxylasa (8).

6.1.1. CYTOCHROM C OXIDASA

Oxidasy cytochromu ¢ (EC 7.1.1.9) jsou multimerni integralni membranové proteiny, které
funguji tak, Ze prenaseji elektrony z redukovaného cytochromu ¢ na molekulérni kyslik (7).
Ve vysledné reakci se O, redukuje na dvé molekuly H,O, spotrebuji se ctyfi ekvivalenty

ferrocytochromu c a ¢tyfi protony (Reakce 1). Misto pro redukci kysliku se sestavé ze dvou

13



MED A JEJI FUNKCE V ORGANISMU

Uzce seskupenych kovovych center, cytochromu az a Cug, které tvofi srdce enzymu a jsou
umistény v oblastech preklenujicich membranu podjednotky I. Druhé centrum, kterym je
cytochrom a a druhé médnaté centrum, Cua, zprostfedkovava prenos elektronl
z cytochromu ¢ do mista kyslikové reakce. Cytochrom a je umistén v sousedstvi centra
cytochromu az-Cug uvnitf membrénové struktury podjednotky I., zatimco Cua je umistén

v doméné podjednotky Il. (9).

4 ferrocytochrom ¢ + O, + 4 H* «—— 4 ferricytochrom ¢ + 2 H,O

Reakce 1: Reakce katalyzovana cytochom c oxidasou.

V eukaryotickych bunkach zahrnuje transport médi do cytochromové oxidasy pocatecni
pfesun médi do cytosolu prostfednictvim specifického transportéru plazmatické
membrany. V cytosolickém prostoru je nékolik proteinl véazajicich méd, které jsou

specifické pro dodani médi do rdznych kompartmentd (10).

6.1.2. TYROSINASA

Tyrosinasa (EC 1.14.18.1) je multifunkéni enzym obsahujici méd; ktery je Siroce zastoupen
u savcd, rostlin, hmyzu a mikroorganismu (7). Katalyzuje dvé odlisné reakce, z nichz obé
jsou nezbytné pro biosyntézu melaninu, a to hydroxylaci L-tyrosinu na L-dopu a také
naslednou oxidaci L-dopy na dopachinon (Reakce 2). Dopachinon, zndmy také jako
O-dopachinon, je vysoce reaktivni a jeho derivaty spontdnné polymerizuji za vzniku
melaninu v fadé reakénich cest. Tyrosinasa proto hraje rozhodujici roli v enzymatickém
procesu hnédnuti ovoce a zeleniny, biosyntéze melaninu lidské kize a tvorbé kutikuly
u hmyzu. Inhibitory tyrosinasy tak v posledni dobé pritahovaly zvySenou pozornost,

protoze maji potencidlni vyuziti v zemédélstvi a v kosmetickém prdmyslu (11).
L-tyrosin + O, <4—> L-dopa + H,O

2 L-dopa+ O, <«—» 2 dopachinon + 2 H,O

Reakce 2: Reakce katalyzovana tyrosinasou.

14
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6.1.3. MONOAMINOXIDASA

Aminoxidasy obsahujici méd'jsou velkou tfidou enzym, které katalyzuji oxidaci primarnich
amind na odpovidajici aldehyd spojeny s redukci molekuldrniho kysliku na peroxid vodiku

(Reakce 3).

Monoaminoxidasy (MAO; EC 1.4.3.21) jsou mitochondridlni FAD-dependentni enzymy,
které oxidativné deaminuji endogenni biogenni aminové neurotransmitery, jako je
dopamin, serotonin, norepinefrin a epinefrin (7). MAO, stejné jako flavinmonoxidasy,
mohou katalyzovat oxidaci [éCiv za vzniku metabolitd |é€Civ, které jsou identické v chemické
strukture s témi, které vytvareji cytochromy P450 (CYP). ProtoZze vysledné struktury jsou
totozné, Ize oxida¢ni deaminaci pomoci MAO odlisit od oxidacni deaminace CYP pouze
charakterizaci |éCiva a enzymu, nikoli strukturou metabolitu. MAO se nachazeji v jatrech,
ledvinach, stfevech a mozku. Néktera |éciva (tranylcypromin a selegilin) byla navrzena jako
ireverzibilni substraty, které inhibuji MAO s cilem zménit rovnovéhu neurotransmiterd CNS.
K rozliSeni tohoto enzymatického procesu se pouziva jak reakce na tyto inhibitory, tak

studium enzymatickych pfipravkd in vitro (12, 13).

RCH,NHR' + H,O + O, «— RCHO + R'NH, + H,O,

Reakce 3: Obecna reakce katalyzovand monoaminoxidasou.

6.1.4. LYSYLOXIDASA

Lysyloxidasa (LOX; EC 1.4.3.13) je extracelularni kuproenzym, na médi zavisld oxidasa,
kterd katalyzuje klicovy enzymaticky krok v zesiténi kolagenu a elastinu (Reakce 4) (7).
Enzym je syntetizovédn jako proenzym (50 kDa), ktery je Stépen extraceluldrné
prokolagenem-C-proteinasou na dvé odlisné ¢&asti: zralou formu (29 kDa) a propeptid
(18 kDa). Zraly enzym hraje klicovou roli ve vyvoji nddoru a kam bude metastazovat.
Lokalizace enzymu do extracelularni matrix, zejména v rakovinnych bunkéach, z néj cini
potencialni cil pro aktivaci proléciv, kterd maji tendenci se hromadit v nddorové tkani.
Vysokd exprese LOX typicky indikuje Spatnou progndzu u pacientl s rakovinou tlustého

stfeva, prsu, prostaty a plic. LOX propeptid inhibuje onkogen ve fibroblastech (14).

[protein]-L-lysin + O + H,O +— [protein]-(S)-2-amino-6-oxohexanoat + NH3 + H,O»

Reakce 4: Obecn4 reakce katalyzovana lysyloxidasou.

15
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6.1.5. SUPEROXIDDISMUTASA

Superoxiddismutasy (SOD; EC 1.15.1.1) jsou skupinou metaloenzymd, které jsou nezbytné
k ochrané bunék za aerobnich podminek. V biologickych systémech jsou SOD a dalsi
proteiny citlivé na peroxynitrit (ONOO-), ktery muze vzniknout reakci oxidu dusnatého se
superoxidovym radikalem. Peroxynitrit je silnd oxidacni molekula schopné nitrovat peptidy
a proteiny ve fenylovém postrannim retézci tyrosinovych zbytkd (15). SOD se vyskytuje jako
monomerni 16 kDa protein s jednim atomem Cu a Zn. Dvé podjednotky proteinu SOD
tvofi stabilni homodimer. Dimerizace proteinu nékolikandsobné zvysuje jeho katalytickou
aktivitu. Superoxid je jednou z nejcastéji generovanych reaktivnich forem kysliku (ROS)
v bunice. V hepatocytech a v neparenchymalnich bunkach je Cu2+/Zn2+-SOD umisténa
v jaderné a cytosolické matrix a Mn3+-SOD je pfitomna v mitochondriich. Redoxné aktivni
kov v kazdém enzymu je redukovan prvni superoxidovou molekulou poskytujici
molekularni kyslik, druhd molekula superoxidu je pak kovovym iontem redukovana na
peroxid vodiku (Reakce 5). Reakce je omezena pouze difuzi superoxidu na enzym. Prestoze
je polocas superoxidového aniontu pfi fyziologickém pH odhadovén na pfiblizné
5 sekund, vysoké intracelularni aktivity SOD udrzuji koncentrace superoxidu
v rovnovazném stavu. Relevance reakce SOD jako obranného mechanismu je nékdy
zpochybrnovana, protoze enzym pouze urychluje spontanni dismutace. Superoxid vsak
muze oxidovat Fe-S klastry enzymd, jako je akonitasa nebo redukéné uvolhovat Zelezo
z ferritinu. DdalezZitost aktivity SOD v bunce je dokumentovéna experimenty, které
poukazuji, Ze zvyseni intracelularni Cu2+/Zn2+-SOD aktivity prostfednictvim liposomalniho
dodani nebo transfekce virovych gend mulzou byt prospésné v rdznych modelech

poskozeni jater in vivo (16).

2 superoxid + 2 H+ «— O, + H,0,

Reakce 5: Reakce katalyzovana superoxiddismutasou.

6.1.6. DOPAMIN B-HYDROXYLASA

Dopamin B-hydroxylasa (DBH; EC 1.14.17.1) je glykoprotein, ktery hydroxyluje dopamin
na noradrenalin (Reakce 6). Obsahuje dva ekvivalentni atomy médi v aktivnim misté, hraje
rozhodujici roli v syntéze katecholaminu, neuroendokrinni regulacni sité a predpoklada se,

Ze je zapojena do imunoendokrinnich odpovédi bezobratlych proti bakteridlnimu
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napadeni (17). Dopaminova B-hydroxylasa udrzuje bunécny obsah dopaminu a reguluje
pfeménu dopaminu v neuronech. Genetické polymorfismy DBH jsou spojeny
s Parkinsonovou chorobou (PD) a bylo zjisténo, Ze méni plazmatickou aktivitu DBH
u pacientd ve srovnani se zdravymi kontrolami. Proto by aktivita DBH v plazmé mohla byt
potencidlnim a snadno detekovatelnym biomarkerem pro zménu dopaminergni
neuronalni funkce u PD (18). lonty médi hraji dilezitou roli v enzymatické katalyze
redoxnich reakci askorbatoxidasy a dopaminové B-hydroxylasy zahrnujici kyselinu

askorbovou (vitamin C) jako redukéni ¢inidlo (19).

3,4-dihydroxyfenethylamin + noradrenalin +

2 askorbat + Oy 2 monodehydroaskorbat + H,O

Reakce 6: Reakce katalyzovana dopamin 3-hydroxylasou.

6.1.7. CERULOPLASMIN

Ceruloplasmin (Cp; ferroxidasa; EC 1.16.3.1) je protein vazajici méd, o kterém je zndmo, ze
podporuje oxidaci Fe2+ na Fe3+ v plazmé savcd (Reakce 7) (20). Vaze sedm molekul médi a
je pozitivnim proteinem akutni faze, jeho hladina v plazmé je zvySena pfi poruchéach
doprovéazenych zdnétem. Patfi mezi az-globuliny a m& modrou barvu zpldsobenou vysokym
obsahem médi (21). Ceruloplasmin prenasi priblizné 90 % plazmatické médi, zbylych 10 %
prenasi v plazmé albumin, ktery odevzdava svou méd" tkdanim mnohem ochotnéji nez Cp.
Nizké plazmatickd koncentrace ceruloplasminu zpUsobuje Wilsonovu chorobu, pomér Cu
k C-reaktivnimu proteinu (CRP) mUze byt prediktivni marker Alzheimerovy choroby (22).
Ceruloplasmin je majoritné syntetizovany v hepatocytech, je duilezity pfi transportu médi,
podili se na metabolismu Zeleza, antioxidaci a reakci akutni faze béhem zanétu. Asi 70 az
90 % Cu je spojeno s Cp v krevni plazmé. Méd' je zapojena do biochemickych reakci,
zejména oxidacné redukénich procesl. Médnaté kationty jsou ve stravé absorbovény
z duodena s aminokyselinami nebo malymi proteiny, kompetitivné s Fe2*, zinkem a
kadmiem, mezi antagonisty médi patfi sulfidy, molybden, zinek a Zelezo. Homeostdza médi
je peclivé udrzovana regulaci membranového transportéru specifického pro Cut a
nékolika metalochaperont (23, 24).

4Fe2 + 4H++ 0O, <+——  4Fed +2H,0

Reakce 7: Reakce katalyzovana ceruloplasminem.
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6.2. LABORATORNI VYSETRENI MEDI

Laboratorni vySetfeni je jednim z dllezitych procesl pfi monitorovani koncentrace médi
v organismu (25). Hlavnim vySetfovanym materidlem je krev, dale moc¢, popfipadé
biopticky materidl jaterni tkané (26). Laboratorni vysetfeni je nejucinnéjsi metodou
v diagnostice a monitorovani Wilsonovy choroby, nadbytku, deficience médi &i otravy
médi. Pro spravné uzavreni vysledkl by se mélo provadét stanoveni opakované a doplnit

dal$imi podrobnymi vysetfenimi, jelikoz abnormalni vysledek stanoveni médi neni

diagnosticky pro urcity specificky stav (27).

Pri laboratornim vysetreni vzorku krve se odebird Zilni krev do zkumavek s oxidem
kfemicitym (krev srézlivd) nebo do zkumavek s heparinem (krev nesrazlivd). Pro odbér je
dulezité pouzivat speciadlné upravené zkumavky (tzv. Metal free), aby se zabranilo
sekundarni kontaminaci a falesnému ovlivnéni vysledkl (28). Ze vzorku séra se stanovuje
meéd' celkovd, ale i volnd spolu s hodnotou ceruloplasminu, to muize komplikovat
interpretaci vysledkl, nebot ceruloplasmin je reaktant akutni faze, ktery je pfirozené
zvy$eny pfi zanétu nebo zdvazné infekci, ale i v té€hotenstvi nebo pfi uzivani kontraceptiv
(29). Jestlize hodnoty médi jsou mimo fyziologické rozmezi, je zapotfebi test doplnit
24 hodinovym sbérem modi, kvili zjisténi exkrece médi ledvinami (30). Koncentrace médi
ve vzorku se stanovuje pomoci atomové absorpéni spektrometrie (31). Pfi podezfeni na
Wilsonovu chorobu se vzdy vysetreni doplnuje genetickymi testy pro zjisténi mutace genu
ATP7B (32). Pro Wilsonovu chorobu jsou typické nizké koncentrace médi v krvi spolu se
zvy$enou hodnotou médi v modi, nizké hodnoty ceruloplasminu a zvyseny obsah médi
v jaterni tkani. Zvysena koncentrace médi v krvi a moci a normalni nebo zvy$end hodnota
ceruloplasminu muZe souviset s nadbytkem médi nebo jeji snizenou exkreci ledvinami a
jaternim poskozenim. Pfi deficienci dochéazi ke snizeni koncentrace médi v krvi a v modi a
snizeni koncentrace ceruloplasminu. Vysoké koncentrace médi v moci jsou béznym
ukazatelem pfri |écbé chelatacnimi |écivy, ukazuji, jak se télesné zasoby médi eliminuji.
Po case by se méla hodnota médi normalizovat. Naopak pri 1é¢bé deficience se zvysuji
hodnoty ceruloplasminu a celkové médi, coz znamend, ze pacient dobre reaguje
na lécbu (33). Fyziologické rozmezi médi v sérum je 11,0 — 22,0 pmol/l a v modi

0,8 — 1,6 umol/I (28).
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6.3. ONEMOCNENI

6.3.1. WILSONOVA CHOROBA

Wilsonova choroba je autosomalné recesivni dédiéné onemocnéni, jehoz patologie
spociva v poruse metabolismu médi. Prevalence je 1:30000, prevdzné u heterozygotd ve
véku 13 — 25 let. Jaterni forma je typickd u déti, u dospélych se spise vyskytuje

neurologickd forma manifestace (34).

Méd' je fyziologicky absorbovéna z gastrointestindlniho traktu a soucasné blokovana
metalothioneinem, déle transportovéna do jater odkud se inkorporuje do ceruloplasminu,
popfipadé do albuminu a uvolni se do cirkulace. Exkrece médnatych kationtd probiha
prevazné zludi. Pri patologii se jednéd o defekt genu pro médnaté kationty vazajici ATPasu
(ATP7B). V dusledku toho je snizena inkorporace médnatych kationtd do ceruloplasminu a
snizend exkrece médi do zludi, coz vyustuje v akumulaci v organismu, hlavné v jatrech
(Obr. 1). To vede ke zvyseni volné frakce médnatych kationtd v plazmé, kde plsobi toxicky,
zvysuje se exkrece moci, akumulace v rohovce, v bazélnich gangliich, ledvinach, svalech,
kostech a erytrocytech. Nadbytek a hromadéni médi v orgénech vede ke zvyseni hladiny
volnych radikdll a k poklesu koncentrace redukovaného glutathionu. Nasledkem je
peroxidace membrénovych lipidl, poskozeni proteind bohatych na SH skupiny a

poskozeni DNA (35, 36).

albumin

transcuprin

®
‘ ceruloplazmin
@

|

bilkovina
‘\‘ ' méd’
porucha genu ATP7B (chromozom 13)

Obr. 1: Schéma poruchy metabolismu médi (37).
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U Wilsonovy choroby se vyskytuji rizné formy manifestace. Podle prevazujicich symptom
je lze rozdélit do ctyr skupin: neurologicko-psychiatrickd, jaterni, asymptomatickd a
fulminantni. Neurologicko-psychiatricky typ manifestace casto z pocatku zacina
nendpadnymi pfiznaky, jakymi jsou zhorseni reci a klidovy tres, v pozdéjsi fazi dochéazi
k rigidité, dystonii, hyperkinetéze a dysartrii. Ve vétsiné piipadd jsou i pfriznaky
psychiatrické. Na snimcich z CT (Obr. 2) nebo MR lze vidét zmény v bazalnich gangliich,
kortikalni atrofii, mozkové a kmenové abnormality. Jaterni forma muaze probihat skryté pod
jinym jaternim onemocnénim a manifestovat v péti formach, a to v akutni hepatitidu, jaterni

steatdzu, fulminantni jaterni selhani, chronickou hepatitidu a jaterni cirhézu (38).

Dalsimi priznaky nemoci je Kayser-Fleischerl korneélni prstenec (Obr. 3) se zlatohnédym

zbarvenim na okraji duhovky, které vzniké ulozenim granul médi (39).

Obr. 2: CT snimek pozdni manifestace Wilsonovy choroby (40). Obr. 3: Kayser-Fleischerl prstenec (39).

Wilsonovu chorobu casto doprovézi nefrolithidza, nefrokalcinéza, renélni insuficience

s proteinurii (v ddsledku poskozeni renalnich tubuld), dale pak kardiomyopatie (39).

K uzavieni definitivni diagndzy, zda se jedna o Wilsonovu chorobu, je zapotfebi nékolika
faktorli, opird se o vysSetfeni biochemickd, histologickd, izotopova, oftalmologickd a

geneticka (41).

Terapie je mozna pouze za pomoci cheldtorl médnatych kationtd, jakymi jsou napfiklad
D-penicilamin, triethylentetramin dihydrochlorid nebo tetrathiomolybdenan. Do
komplexni terapie patfi i snizeny a kontrolovany pfijem médi v potravé (Tab. 1), pfi tézkych

stavech az transplantace jater k odstranéni genového defektu (42).
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Tab. 1: Obsah médi v nékterych potravinach (43).

POTRAVINA OBSAH MEDI POTRAVINA OBSAH MEDI
(ng/100mg) (1g/100mg)

KAVA 1 VEPROVE MASO 81

MLEKO 6 MRKEV 83

SMETANA 6 HRUSKA 86

PODMASLI 7 SEKANA 90

BILY JOGURT 8 RAJCE 93

MASLO 10 BRAMBORY 107
PIVO 15 SLANINA 110
CELER 18 MUFFIN 130
VINO 22 ROHLIK 135
CAJ 24 BANAN 140
WHISKEY 24 HRASEK 190
CUKR 29 CHLEBA 200
TUNAK 30 RYZE 210
POMERANC 30 MERUNKA 280
GRAPEFRUIT 34 BILE FAZOLE 308
JABLKO 36 KOKOSOVY ORECH 370
MED 37 HOUBY 390
KUKURICE 38 PSENICE 430
ZELI 40 TABULKA COKOLADY 510
OVOCNY JOGURT 43 VLOCKY 533
KUKURICNE VLOCKY 44 ARASIDY 613
KURE 46 SOJOVE BOBY 670
BROKOLICE 51 PEKANOVE ORECHY 1203
OKURKA 51 VLASSKE ORECHY 1335
CIBULE 53 MANDLE 1411
HOVEZI MASO 58 SLUNECNICOVA SEMINKA 1770
KRUTA 62 VEPROVA JATRA 1820
LOSOS 70 SEZAMOVA SEMINKA 2080
BROSKEV 77 KAKAO 5000
VEJCE 80 HOVEZI JATRA 6436

21



MED A JEJI FUNKCE V ORGANISMU

6.3.2. MENKESOVA CHOROBA

Menkesova choroba patfi mezi neurodegenerativni onemocnéni, zptsobuje neefektivni
vyuziti médi v téle. Nedostatek médi ovliviiuje normalni tvorbu pojivové tkané a ztratu

nékteré rozsifené enzymatické aktivity. Smrt obecné nastane béhem prvnich tfi let (41).

Menkesova choroba je smrtelnd X-vdzand recesivni porucha metabolismu médi.
Onemocnéni poprvé popsal v roce 1962 John Menkes u péti pfibuznych déti muzského
pohlavi. VSech pét pacientl vykazovalo abnormalni ochlupeni a vyvojové zpozdéni béhem
¢asného détstvi a vSech pét pacientl zemrelo ve véku od 7 mésict do 42 mésicu. Potize
jsou vysledkem mutace v transportnim proteinu zprostiedkovavajicim pfijem médi ze
stfeva, ktery je kédovan genem ATP7A. To ma za néasledek tézky deficit médi. Vétsina déti
s Menkesovou chorobou postizenych ve véku 3 mésicd neprospiva, maji vyvojova

.

zpozdéni nebo zachvaty. Postizené déti maji charakteristické abnormalni ochlupeni,
abnormality skeletu a hypopigmentaci kidze. Dal$i mozné komplikace zahrnuji subdurélni

hematomy, cerebrovaskularni prihody nebo divertikl moc¢ového méchyre (44).

6.3.3. ALZHEIMEROVA CHOROBA

Alzheimerova choroba (AD) je nejbéznéjsi formou demence a jednou z nejvice socialné
nakladnych chorob ve vSech vyspélych zemich. Alzheimerova choroba je degenerativni
onemocnéni mozku, kde 60 % az 80 % pripadd demence je charakterizovdno zhorsenim
paméti, feci a poklesem dalsich kognitivnich schopnosti, coZ ovliviuje schopnost osoby
vykonavat kazdodenni Cinnosti. Mezi nékolik charakteristickych znakl AD patti amyloidni
plaky, mikroskopické shluky proteinového fragmentu B-amyloidu a spleti zkroucenych

mikroskopickych pramend proteinu tau (45, 46).

Dyshomeostdza stopovych prvkl je spojena s kognitivnim poskozenim a zejména
s poruchou regulace médi charakterizovanou zvySenim hladiny médi v séru, kterd neni
vazéna na ceruloplasmin (nCp-Cu). Homeostdza médi je v nasem téle jemné regulovéna,
pokud neni méd' strukturné vézéna na enzymy nebo koordinovana proteiny, vytvari méd
pomoci Haber-Weissovych a Fentonovych reakci volné radikély. Aloumin je nejhojnéjsi
sérovy protein a hlavni protein vyménujici méd v nCp-Cu. Méd' vazand na albumin je

v rovnovaze s médi koordinovanou jinymi malymi cheldtory médi cirkulujicimi v krevnim
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recisti dynamickym zplsobem v zavislosti na okolni osmolarité, oxidacnim stavu, pH a
funkénich skupinach sloucenin. Albumin je citlivy na glykaci, tvofi produkty pokrocilé
koncové glykace. Volné radikaly a volné kovy v obéhu urychluji toto zesiténi proteinu se
sacharidy. Modifikované albuminy jsou také vyznamné méné ucinné pfi zamezeni agregaci

B-amyloidu, hlavni slozky amyloidnich plakd v mozku (47).

6.3.4. PARKINSONOVA CHOROBA

Parkinsonova choroba (PD) je neurodegenerativni porucha postihujici bazélni ganglia
charakterizovana snizenou koncentraci dopaminu, intraceluldrnimi inkluzemi (Lewyho
télisky) a depozity Zeleza v mozku. Jedna se o progresivni az fatalni extrapyramidovou
poruchu, kdy dochazi k funkénimu ¢&i strukturnimu poskozeni bazélnich ganglii a jejich

spoju (18).

Parkinsonova choroba je také spojena se snizenou ferroxidasovou aktivitou, snizenou
obranyschopnosti, aktivitou antioxidantl a peroxidaci lipidd. Méd' hraje dulezitou roli jako
prostetickd skupina nékolika proteinl zapojenych do metabolismu Zeleza a antioxidacni
aktivity. Dllezity je ceruloplasmin (23). Parkinsonova choroba se projevuje hypokineticko-
hypertonickym postizenim, akinetézou, rigiditou, tremorem, bradykinezi, poruchou fredi,
poruchou dychéani, okohybnym postizenim, demenci, zpomalenym myslenkovym tokem a
labilitou nalady. Dochéazi k postupné degeneraci dopaminergnich neurond v substantia
nigra. Hraje zde dulezitou roli mutace genl zapojenych v produkci proteinu a-synukleinu.
Parkinsonovu chorobu lze zaménit za parkinsonskou nemoc, kterd je casto zplsobena
prechodné léky a po vysazeni se vraci nemocny k normélu (21, 23). Prvnim Iékem volby je
Levodopa, kterd snizuje takzvané ,off” obdobi, coz je nahly zachvat svalové ztuhlosti, ktery

muze trvat nékolik minut az hodin. Slouzi k substituci nedostatku dopaminu (48).
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6.4. STUDIE

6.4.1. CISPLATINA

Cisplatina se pouzivd od konce 70. let jako chemoterapeutické cinidlo pro Iécbu rady
nadoru. Jeji Ucinnost je vSak omezena zavaznymi vedlejsimi Gcinky a rychlym nastupem
mechanism0 rezistence, které zahrnuji snizené vychytavani léciva a zvySeny odtok a
sekvestraci. Protinadorovym |écivem cisplatinou, transportéry médi a cheldtory médi se

zabyva napfriklad studie Arnesano a kol. (r. 2018) (49).

Geneticky screening kvasinek rezistentnich na cisplatinu identifikoval transportér médi
CTR1 jako mediétor vychytavani cisplatiny. Nicméné vazba cisplatiny na motivy bohaté na
methionin, umisténa v N-terminalni extracelularni oblasti proteinu, je doprovazena rychlym
vytésnénim aminovych ligandU, které jsou povaZovéany za nezbytné pro protinddorovou
aktivitu. Po vystaveni prebytku médi prochazi protein CTR1 endocytézou a degradaci.
Predbéznad Uprava bunék s vysokym mnoZstvim médi méa tedy za nasledek snizené
vychytavani cisplatiny a zvySenou rezistenci k tomuto |éku, zatimco cheladt médi mé opacné

G&inky (49).

Cisplatina se také vaze na CxxC motivy exportnich pump médi, ATP7A a ATP7B a podléha
presunu zavislém na ATP. V pfitomnosti médi i cisplatiny je translokace inhibovéna pro
médné i médnaté kationty. ZvySena rezistence na léciva je spojena s CTR, Cu-ATPasou a
Cu-chaperon Atox1, coz je klicové pro sekreci médi. Schopnost cinidel snizujicich obsah
médi, jako je napfiklad tetrathiomolybdenan, mize zvySovat absorpci cisplatiny, regulovat
Cu-ATPasy a inhibovat platinu Cu-Atox1 a tim muze resenzitizovat burky rezistentni na

cisplatinu a zlepsit u¢innost 1écby platinovymi [écivy (49).
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6.4.2. RADIOFARMACIE

Méd mé 32 izotopd, z nichz 63Cu a ¢5Cu jsou stabilni s pfirozenym vyskytem v 69,17 a
30,83 %. Mezi radionuklidy médi patfi 21 izotopl s velmi kratkym polo¢asem rozpadu
(méné nez sekundu) a pouze pét izotopu s delsSim polocasem rozpadu spliuje pozadavky
pro pouziti v nukledrni mediciné (60Cu, ¢1Cu, ¢2Cu, 64Cu a ¢7Cu). Na zdkladé jejich polocast
rozpadu mohou byt izotopy Cu rozdéleny do dvou skupin: s kratkym poloc¢asem rozpadu
62Cu a ¢0Cu a izotopy ¢'Cu, ¢4Cu a ¢’Cu s dlouhym poloc¢asem rozpadu. Prvni skupina je
zvlasté prizpdsobena pro rychlé procesy v Zivych organismech (jako je myokardiélni a
rendlni perflze), zatimco druha skupina je vhodna pro studium pomalejsich procesu, které
vyzaduji akumulaci cilovych radionuklidd v daném orgéanu. Izotopy Cu se pouZzivaji jako
vyzualizaéni izotopy SPECT/CT (ve formé pozitronovych zaficd ¢°Cu, ¢'Cu, ¢2Cu a ¢4Cu) a

radioterapeutik (beta zaricd ¢4Cu a ¢7Cu) (50).

Nejlepsi radiofarmakum musi zajistit vysokou selektivitu akumulace radionuklidu médi
v cilovych tkanich nebo orgédnech s minimalni neselektivni absorpci ve zdravé tkani. Toho
lze dosdhnout Ucinnym chelatacnim cinidlem, které tvori komplexy radioaktivni médi
s vysokou stabilitou in vivo a vysokou kinetickou inertnosti, aby se zabranilo translaci Cu2+
na biologicky dostupné molekuly. U¢inného cileni je obvykle dosazeno spojenim
chelataéniho cinidla s (bio)molekuldrnim vektorem, jako je peptid, protein a protilatka,
ktery selektivné nese radionuklid na specifické bunky organi nebo tkané. Tento pfistup
vyuziva bifunkénich chelatord, slozenych z ligandu komplexujiciho kov a funkéni skupiny

pro snadné kovalentni spojeni s vektorem biomolekul (50).

V soucasné dobé se pozornost zaméruje na polyazamakrocyklické chelédtory diky
zvySené kinetické inertnosti a termodynamické stabilité jejich komplexd médi.
Tetraazamakrocyklické cyklenové a cyklamové ligandy s pfripojenymi karboxylovymi
rameny byly dikladné studovany pro jejich pouziti jako chelatacnich cinidel
v metalofarmaceutikdch vzhledem k tomu, Ze tézi z makrocyklickych a chelatovych ucinka,

¢imz se tvori velmi stabilni komplexy (51).
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7. REDUKCE MEDI

Redukce je chemicka reakce, pri které je elektron prenasen z jedné molekuly na druhou.
Molekula poskytujici elektrony je redukéni Cinidlo a molekula pfijimajici elektrony je
oxidacni ¢inidlo. Redukéni a oxidadni ¢inidla funguji jako konjugované redukéni-oxidacni
pary nebo redoxni pary (52, 53). Jedna se o rovnovazny stav, kdy jeden prvek je donorem
a druhy akceptorem elektronu a naopak. Dochazi ke zvétseni nebo zmenseni oxida¢niho

¢isla (Obr. 4) (54).
Oxidace
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Obr. 4: Posun oxidaéniho ¢isla pfi oxidaci a redukci (54).

s

Médnaté kationty prechazi z dvojmocného stavu pfijmem dvou elektrond na atoméarni méd'

(Reakce 8) (55).
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Reakce 8: Redukce médi.

U clovéka existuje méd ve dvou oxidacénich stavech, ve formé médnych a médnatych
kationtd. Médnaté kationty jsou lépe rozpustné oproti médnym kationtdm. V biologickych
systémech se nachazi méd hlavné v dvou valenénim stavu, protoze v pritomnosti kysliku ¢i
jinych elektronovych akceptorl je jednovalenéni méd snadno oxidovéna na dvouvalenéni
méd. Médnaté kationty mohou i redukovat v pfitomnosti silnych redukénich cinidel, jakymi

jsou napf. redukovany gluthathion ¢i askorbat (56).

Prostfednictvim Fentonovy reakce Fe2+ a Cu* transformuji slaby oxidaéni peroxid vodiku na
hydroxylovy radikdl (HO-) (Reakce 9), jeden z nejreaktivnéjsich druhl v prirodé.
V redukénim prostredi bunky jsou Fe3* nebo Cu2+ neenzymaticky redukovéany zpét na Fe2+

nebo Cu* redukénimi Cinidly (Reakce 9) (56).

Cut + H,0O» < > Cu2t+ OH + HO-

Reakce 9: Vznik hyroxylového radikalu.
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8. CHELATACE MEDI

Chelatace vede ke vzniku rdznych sloucenin vazbou kovového kationtu na velkou molekulu
za tvorby rozpustného komplexu. Je to fyzikdlné-chemicky proces, pfi némz nékteré
organické slouceniny vazi vice vazebné kationty kovl (Zelezo, méd, vapnik) dvéma nebo
vice vazbami, jednd se o takzvaného donora, ktery poskytuje volny elektronovy par.
RozliSujeme jednodonorové a vicedonorové ligandy. Pocet vytvorenych donor-
akceptorovych vazeb vyjadfuje koordinaéni d&islo iontu. Prikladem mdze byt tvorba
komplexu dvojmocného kationtu s ethylendiaminotetraoctanem disodnym (EDTA).
Nejstabilnéjsimi komplexy jsou predevsim komplexy obsahujici péti- nebo Sestic¢lenné
kruhy. Chelatacnich latek se vyuzivad i |écebné, napf. k |écbé otrav nékterymi kovy,
napr. olovem, k odstranéni nadmérného mnozstvi médi u Wilsonovy choroby nebo Zeleza
u hemochromatdzy. EDTA vyvazuje vapnik, ¢imz se krev stava nesrédzlivou, ¢ehoz se vyuziva
laboratorné, napf. v hematologii a transfuzni sluzbé. Pojem chelatace vychazi z feckého

chele = ptadi parét a klepeto raka (57, 58).

8.1. CHELATACNI CINIDLA MEDI V TERAPII

V soucasné dobé jsou pouze tfi registrované |écivé pripravky. Pouze dva z nich jsou u nas
v Ceské republice obchodované. Tyto pripravky podléhaji pFfisnym kontroldm a evidenci
jejich pouziti. Veskeré pouziti musi schvalit revizni |ékar. Médnaté kationty jsou soucasti

celé fady potravnich doplnkd bézné dostupnych v [ékdrnach na volny prode;.

Prvnim z pfipravkd je Cuprior 150 mg, ktery obsahuje trientini tetrahydrochloridum
(Obr. 5). Terapeutické rozmezi je mezi 450 — 975 mg rozdélenych do 2 — 4 déavek za den.
Trientin je chelatacni Cinidlo, které vyvazuje méd, a jeho hlavnim mechanismem ucinku je
eliminace absorbované médi z organismu pomoci tvorby stabilnich komplexd, které
jsou pak vylucovany modi. Trientin mlze i inhibovat absorbci médi vyvazovanim

v gastrointestinalnim traktu (59).

HCI HCI HCI HCl
H
N NH
HzN/\/ \/\N/\/ 2
H

Obr. 5: Struktura trientinu tetrahydrochloridu (59).
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Druhym pfipravkem je Metalcaptase 150 a 300 mg, ktery obsahuje Gcinou latku
penicillaminum (Obr. 6). Denni davky se pohybuji v rozmezi 10 — 20 mg/kg. Pouziva se jak
u dospélich, tak u déti s hepatoretikuldrni degradaci. U terapie penicillaminem je zapotrebi
soucasné podavat vitamin B (pyridoxin). Penicillamin plsobi tak, ze dochazi k vazbé

tézkych kovl pres volné elektronové pary dusiku a siry za Gcasti karboxylové skupiny (60).

HS . OH

s

NH,

Obr. 6: Struktura penicillaminu (60).

Tretim pripravkem je Wilzin 25 a 50 mg, ktery obsahuje Gcinou latku zinci acetas dihydricus
(Obr. 7). Davkovani u dospélych je 50 mg 3x denné. U déti ve véku 1 — 6 let je davka
25 mg 2x denné a ve véku 6 — 16 let 25 mg 3x denné, od Sestnécti let s hmotnosti nad
57 kg je davka stejnd jako u dospélych. Téhotné Zeny maji upravenou déavku na polovinu
déavky dospélych. Aktivni ¢ast dihydratu octanu zine¢natého je zinkovy kation, ktery blokuje
stfevni absorpci médi z potravy a reabsorpci endogenné vylucované médi. Zinek indukuje
tvorbu metalothioneinu v erytrocytech, coz je protein, ktery vaze méd a tim brani jejimu
prenosu do krve. Vazand méd je pak vyloudena do stolice poté, co dojde k deskvamaci

stfevnich bunék (61).

Obr. 7: Struktura zinci acetas dihydricus (61).
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9. ALKALOIDY

Alkaloidy jsou organické chemické slouceniny s dusikem v heterocyklu, jsou jednou
z nejvyznamnéjsich a nejvétsich skupin ze sekundéarnich metabolitd vznikajicich
z aminokyselin. Termin alkaloid byl poprvé navrzen |ékarnikem W. Meissnerem v roce 1819
k popisu jednoduchych sloucenin obsahujicich dusik v rostlindch (5). Chemickéa struktura
vSak byla identifikovana mnohem pozdéji. V rostliné neni vzdy jen jeden alkaloid, ale jeden
povazujeme za nejdulezitéjsi, za hlavni. Izomerni baze maji predpony pseudo-, iso-, epi-.
Pfedpona nor- se pouzivéd pro demethylované derivaty. Jak jiz bylo zminéno, alkaloidy
obsahuji ve své molekule dusik. Musi byt alespon jeden v molekule. Pravé alkaloidy maji
dusik prekurzorové aminokyseliny zabudovany v heterocyklu. Pokud je ¢ast aminokyseliny
v cyklu, nazyvdme je protoalkaloidy. Pokud heterocyklicky dusik pochézi z jiné

aminokyseliny, nez ze které je zékladni skelet, nazyvame je pseudoalkaloidy (62).

Alkaloidy jsou lipofilni baze ve vodé tézce rozpustné, vétsinou krystalické a bezbarvé latky
(63). Vyjimkou je napfiklad nikotin a spartein, coz jsou kapaliny, a chelidonin, ktery ma zluté

zbarveni. K izolaci alkaloidl se vyuZivaji jejich soli, které jsou rozpustné ve vodé (64).

Alkaloidy se vyskytuji predevsim ve vyssich rostlindch (63). Déle jsou pfitomny v mechu,
bakteriich, houbach, fasdch a morskych organismech. V jedné rostliné mohou byt alkaloidy

raznych typl v rGznych orgédnech. Obsah kolisd s ménicim se ro¢nim obdobim (65).

Pfi izolaci se vyuZiva bazickych vlastnosti alkaloidd. V prvnim kroku se izoluje smés vsech
pritomnych alkaloidd z pfirodniho materidlu do organického rozpoustédla. Smés se
precisti prevedenim na sole rozpustné ve vodé, alkalizuje se a zpétné se prevede do
organické faze. Déle je mozno jednotlivé skupiny od sebe rozdélit podle pH

gradientu (64).

Dikaz pritomnosti alkaloidl po extrakci probihd pomoci srdzeci reakce s Dragen-
dorffovym cinidlem (hnédocervena srazenina), které se vyuziva pro vizualizaci v TLC (64).
Déle se pouzivd Mayerovo cinidlo (bild srazenina) a dalsi specifickéd ¢inidla pro urdity typ

alkaloidu (62).

Alkaloidy se déli do nékolika zékladnich skupin (Obr. 8) (63).
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(Fenylalkylaminy)
C Terpeny ) C Isochinoliny )

( Steroidy ) ( indoly )
( Puriny ) ( Chinoliny )
C Chinolizidiny ) ( Imidazoly )
C Tropany ) C Pyridiny )

Obr. 8: Déleni alkaloidl (63).

( Piperidiny )

9.1.ISOCHINOLINOVE ALKALOIDY

Isochinolinové alkaloidy predstavuji jednu z nejvétsich skupin pfirodnich latek. Tyto
slouceniny jsou biogeneticky odvozeny od fenylalaninu a tyrosinu a zahrnuji isochinolinovy
nebo tetrahydroisochinolinovy kruh. Lze je rozdélit do mnoha strukturnich podskupin:
benzylisochinoliny, aporfiny, protoberberiny, benzo[c]fenantridiny, protopiny,
ftalidisochinoliny, morfinany a emetiny. Mezi isochinolinové alkaloidy patfi galanthamin
z Galanthus nivalis L. (snéZzenka podsnézni). Je to inhibitor acetylcholinesterasy a je hlavni
sloZzkou v mnoha registrovanych |écivych pfipravcich pri [é¢bé Alzheimerovy choroby (63).
Opium je zdrojem dalSich alkaloidl ziskdvanych z Papaver somniferum L. (mak sety).
Obsahuje alkaloidy morfin, kodein, narkotin, papaverin, thebain a narcein. Opium crudum
(surové opium) se ziskavd ze zasychajici mlécné Stavy nezralych makovic. Opium slouzi
vyhradné jako vychozi surovina pro pripravu galenickych pfipravkd (63). Ze surového opia
se vysusenim a praskovanim ziskd opii pulvis normatus (opium praskované
standardizované) nebo opii extractum siccum normatum (opiovy extrakt suchy
standardizovany) a také opii tinctura normata (opiova tinktura standardizovand), ktera se

vyuziva k zastavé u jinak nezvladatelnych prdjma (antidiarhoikum) (64). Morfin vyuzivany
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jako analgetikum anodynum (soucast HVLP) tlumi CNS, kasel a stfevni peristaltiku. Ve
vysokych davkach pdsobi hypnoticky (63). Kodein (souc¢ast HVLP) je uzivany pro své tlumici
ucinky suchého drazdivého kasle, jednd se o centralni antitusikum (63) a narkotin
(noskapin) ma slabé tlumivé Gucinky na CNS a v opiu potencuje Gcinek morfinu, pouzival se
v preparatech pro zastavu délozniho krvaceni (64). Papaverin potladuje kiece a pouziva se
jako spasmolytikum hladkého svalstva gastrointestindlniho traktu, mocovych nebo
Zlu¢ovych cest (63). Thebain, typicky kfecovy jed, pripomina strychnin a terapeuticky se
nijak nevyuzivé (64). Dale rhoeadin ziskany z Papaver rhoeas L. (mék vI¢i) se pouZival jako
sedativum u déti a antitusikum u dospélych. Chelidonin ziskavany z Chelidonium majus L.
(vlastovicnik vétsi) se vyuzivd pro své analgetické a spasmolytické ucinky. V lidovém
|écitelstvi se vlastovicnik vyuzivd pro lécbu bradavic. Alkaloidy berberin a hydrastin
ziskdvané z Hydrastis canadensis L. (vodilka kanadska) maji uterinni hemostyptické Gcinky.
Boldin z Peumus boldus MOLINA (boldovnik vonny) se pro své Gcinky uZivéd jako
spasmolytikum, choleretikum, cholagogum, antihelmitikum, mirné diuretikum a je soucasti
Cajové smési Thé Salvat (63). Emetin a cephaelin z Caphaelis ipecacuanha (BROT) L.
Andersson (hlavnénka daviva) se vyuzivaly v nizsich koncentracich jako sekretolytikum a

expektorans, ve vyssich koncentracich plsobi emeticky (65).

9.1.1. ALKALOIDY CELEDI AMARYLLIDACEAE

Amaryllidaceae je celed bylinnych, vytrvalych a cibulovitych kvetoucich rostlin. Alkaloidy se
hromadi zejména v cibulich. Slouceniny izolované z rostlin celedi Amaryllidaceae jsou
zndmé svymi lécivymi vlastnostmi nékolik tisicileti. Rostliny celedi Amaryllidaceae jsou
vysoce kosmopolitni, vyskytuji se ve vSech biotopech svéta a pochazi ze stfedni Asie a
Severni Ameriky. Amaryllidaceae se skladd ze 79 rodu véetné Allium, Nothoscordum,

Prototulbaghia a Tulbaghia (Obr. 9) (66).

Alkaloidy celedi Amaryllidaceae byly izolovany z rostlin témér vsSech rodd celedi
Amaryllidaceae a jsou cleny velké skupiny isochinolinovych alkaloidd. Ackoli se jejich
struktury jevi velmi rozdilné, je zndmo, ze se vytvareji biogeneticky intramolekularni
oxidac¢ni vazbou norbelladinlG. Od izolace lykorinu z Narcissus pseudonarcissus L. v roce

1877 bylo z rostlin této ¢eledi izolovano vice nez 800 alkaloidd (66), véetné téch, které byly
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nedavno izolovany z Pancratium canariense Ker Gawl. Bylo stanoveno mnoho jejich
struktur. Struktury alkaloidd jsou klasifikovany hlavné do deviti typd: norbelladin, lykorin,
homolykorin, krinin, haemanthamin, narciklasin, tazettin, montanin a galanthamin.
Narciklasin ma vyznamny protinddorovy Gcinek, proto je stredem pozornosti biologl a
farmakologt (68). Chemické struktury a farmakologické vlastnosti alkaloidd celedi
Amaryllidaceae jsou velmi variabilni. Nékteré druhy této celedi obsahuji galanthamin,
inhibitor acetylcholinesterasy schvéleny pro [écbu Alzheimerovy choroby. Alkaloidy
Amaryllidaceae maji skutec¢né celou radu biologickych aktivit, véetné antivirovych,

antiparazitickych a protirakovinovych (69).

Mezi tyto alkaloidy patfi i nédmi testované alkaloidy, a to galanthaminového typu
(galanthamin, galathamin hydrobromid, chlidanthin), lykorinového typu (galanthin, lykorin),

haemanthaminového typu (haemanthamin, vittatin) a montaninového typu (montanin).

MAGNOLIOPHYTA }
LILIOPSIDA
ASPARAGALES
AMARYLLIDACEAE
Priklady:

amarylka (Amaryllis), amarkrinum (Amarcrinum), bélokvét (Haemanthus), bélopalice
(Leucocoryne), bledule (Leucojum), brunsvigie (Brunsvigia), ¢esnek (Allium), dzbénka
(Urceolina), eucharidka (Eucharis), grifinie (Griffinia), hvézdnik (Hippeastrum), kalokvét
(Agapanthus), kfin (Crinum), lir (Pancratium), luzanka (Sternbergia), lykoris (Lycoris), narcis
(Narcissus), pacesnek (Nothoscordum), femenatka (Clivia), snézenka (Galanthus), atd.

Obr. 9: Zafazeni do systému a zastupci éeledi Amaryllidaceae (67, 70).
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9.2. TESTOVANE ALKALOIDY

Testovany byly alkaloidy galanthamin, galanthamin hydrobromid, chlidanthin, lykorin,
galanthin, haemantamin, vittatin a montanin. Nékteré z téchto alkaloidd jsou toxické,
napfr. lykorin a haemathamin, nékteré maji cytotoxické ucinky. Jejich biosyntéza vychazi
z aromatickych kyselin. Jedna &ast molekuly pochézi z tyrosinu a druhé z fenylalaninu.
Terapeuticky je soucasné nejvyznamnéjsi galanthamin jako galanthamin hydrobromid
v terapii degenerativnich zmén CNS, jelikoz pUsobi jako inhibitor acetylcholinesterasy, dale
plUsobi myoticky, hypersekreticky, antagonisticky proti kurare a zvySuje tonus pficné

pruhovaného kosterniho svalstva (63).

| kdyZ jsou alkaloidy Amaryllidaceae strukturné rlznorodé, jsou biogeneticky pfibuzné a
Ize je rozdélit podle deviti zdkladnich struktur: norbelladin, lykorin, homolykorin, krinin,
haemanthamin, narciklasin, tazettin, montanin a galanthamin. Alkaloidy pochézeji ze
spole¢ného prekurzoru O-methylnorbelladinu, ktery je syntetizovan z aminokyselin
L-fenylalaninu a L-tyrosinu. V Narcissus broussonetii Lag. byly identifikovany nové alkaloidy
plikaminového typu, které jsou vzhledem ke své strukturdini podobnosti pravdépodobné
odvozeny od alkaloidd tazettinového typu. VSech téchto devét zédkladnich typd alkaloidd
Amaryllidaceae spole¢né s novymi slouc¢eninami plikaminového typu se syntetizuje na
zadkladé ruzné fenol oxidaéni kondenzace O-methylnorbelladinu (Obr. 10). Vyznamnym
taxonomickym rysem v rodu Narcissus je nedostatek alkaloidd krininového typu. Tyto
rostliny syntetizuji alkaloidy pomoci a-5,10b-ethano mustku (haemanthaminového typu),

ale ne s B-5,10b-ethano mustkem (krininového typu) (71).
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9.2.1. ALKALOIDY GALANTHAMINOVEHO TYPU

Galanthamin, v soucasnosti uvadény na trh pod obchodnim nazvem Galantamin Mylan, se
diky svym inhibi¢nim Gcinkdm na acetylcholinesterasu (AChE) pouziva k |écbé
Alzheimerovy choroby. Bylo popséno, ze nékolik druhd Narcissus méa vysoky obsah
galanthaminu a nékteré se pouzivaji jako zdroj galanthaminu ve farmaceutickém

pramyslu (71).

9.2.1.1. GALANTHAMIN

Galanthamin (Obr. 11) je tercialni, selektivni, kompetitivni a reverzibilni inhibitor AChE,
alkaloid vyskytujici se v celedi Amaryllidaceae pouzZivany k |éc¢bé poskozeni paméti
u neurodegenerativni Alzheimerovy choroby a vaskulédrni demence. Existuji dlkazy, ze
galanthamin mize kromé svych Gcinkd na acetylcholinesterasu zvysit nebo inhibovat
mozkové nikotinové acetylcholinové receptory, coz by mohlo zvysit nebo snizit
terapeutickou Gcinnost galanthaminu a poskytuje tak terapeuticky pfinos v oblastech
poznani, pozornosti a antineurodegenerativni aktivity. Galanthamin se vyskytuje u nékolika
druht celedi Amaryllidaceae, véetné Galanthus nivalis L., Leucojum aestivum L., Lycoris

radiata (L'Hér.) Herbert a Narcissus spp. (72,73, 74).

Galanthamin hydrobromid (Obr. 12) je ur¢en k symptomatické [é¢bé mirné az stredné
tézké demence Alzheimerovy choroby. Galanthamin hydrobromid zesiluje vlastni Ucinek
acetylcholinu na nikotinové receptory, nejspiSe vazbou na alosterické vazebné misto
receptoru. V dasledku toho lze u pacientli s demenci Alzheimerovy choroby dosahnout
zvySené aktivity cholinergniho systému vedouci ke zlepseni kognitivni funkce. Galanthamin
hydrobromid je alkalickd sloucenina s disocia¢ni konstantou (pKa 8,2), slabé lipofilni
s rozdélovacim koeficientem (Log P) n-oktanol/tlumivy roztok (pH 12) 1,09. Rozpustnost ve
vodé (pH 6) ¢ini 31 mg/ml. Galanthamin hydrobromid je parcidlné metabolizovan rdznymi
cytochromy P450, zejména CYP2Dé se podili na tvorbé O-desmethylgalantaminu a
CYP3A4 na tvorbé N-oxid-galantaminu. Nékteré z metabolitd vytvarenych béhem
degradace galanthaminu hydrobromidu se jevi aktivnimi in vitro, avsak nedudlezitymi

in vivo (75).
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lzotopem 11C znaceny galanthamin lIze vyuzit také pro PET/CT radiodiagnostiku

acetylcholinesterasy, jedna se o neinvazivni metodu zobrazeni poskozené ¢asti mozku (76).

Mw = 287,35 g/mol

Obr. 11: Struktura galanthaminu (77).

Mw = 368,3 g/mol

HBr

Obr. 12: Struktura galanthaminu hydrobromidu (78).
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9.2.1.2. CHLIDANTHIN

Chlidanthin (Obr. 13) obdobné jako galanthamin inhibuje acetylcholinesterasu, ale
i butyrylcholinesterasu (79). Chlidanthin byl nalezen v Chlidanthus fragans (Boit). Zakladni
skelet obsahuje jednu metoxy skupinu a jednu N-metylovou skupinu. Po oSetfeni kyselinou

bromovodikovou byl chlidanthin pfeménén na apogalanthamin (80).

Alkaloid chlidanthin je izomer galanthaminu, avsak ve srovnani s galanthaminem a
sanguininem ma velmi slaby inhibi¢ni Uc¢inek proti acetylchlinesterase. Vysledky studie
Ortize a kol. (r. 2018) mohou takové chovani velmi dobre vysvétlit. Zatimco chlidanthin se
nachazi prakticky na stejném misté aktivniho centra acetylcholinesterasy jako galanthamin
a sanguinin, jejich prostorové usporadani je velmi odliSné od prostorového usporadani
AChE s galanthaminem a sanguininem. Rozdilné prostorové usporadani je odpovédné za

slabsi interakce chlidanthinu oproti interakcim sanguininu a galanthaminu (79).

Chlidanthin, analogicky se zndmou preménou kodeinu na morfin, vznikd z galanthaminu
O-demetylaci, jak se experimentdlné prokdzalo pri zaclenéni tritiem znaceného

galanthaminu a narwedinu do struktury chlidanthinu (80).

Mw = 287,35 g/mol

Obr. 13: Struktura chlidanthinu (81).
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9.2.2. ALKALOIDY LYKORINOVEHO TYPU

Lykorin, nejhojnéji se vyskytujici alkaloid lykorinového typu v rodu Narcissus, je inhibitor
rdstu rostlin, vykazuje cytotoxicitu proti Trichomonas vaginalis, méa protizanétlivé
Ucinky a antimalarické a protinddorové vlastnosti. Déle vykazuje inhibi¢ni aktivitu
acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy. Lykorin méa in vitro cytostatické Gcinky proti
nékolika lidskym rakovinnym bunkam, zatimco jeho derivat pseudolykorin méa cytotoxické
vlastnosti, a byl proto navrzen jako prototyp pro dalsi vyzkumy v 1écbé metastatickych
rakovinnych bunék, které jsou rezistentni vici vétSiné v soucasnosti dostupnych

protirakovinovych 1éciv (71).

9.2.2.1. LYKORIN

Pyrrolofenanthridinovy alkaloid lykorin se nachazi v rdznych druzich ¢eledi Amaryllidaceae.
Mezi nejcastéji uvadéné druhy celedi Amaryllidaceae, které obsahuji lykorin, patfi
napfr. Lycoris radiata (L'Hér.) Herbert, Leucojum aestivum L., Hymenocallis littoralis (Jacq.)
Salisb., Hippeastrum equestre (Lam.) Voss, Ammocharis coranica (Ker Gawl.) Herb.,
Brunsvigia radulosa Herb. a Crinum macowanii Baker. Lykorin Ize ziskat asymetrickou
chemickou syntézou nebo strategii totalni syntézy, které jsou také pouzitelné pro ziskani
jinych derivatl lykorinu. Amaryllidaceae poskytuje velkou rozmanitost biologicky aktivnich
alkaloidd, u kterych bylo prokézano, ze biosynteticky pochézeji z bézného meziproduktu
norbelladinu. Norbelladin podléhd rlznym cyklizacim, prestavbdm, eliminaci a/nebo
recyklaci za Gcelem ziskani rlznych sloucenin, napft. pravé lykorinu (Obr. 14). Lykorin je
bezbarva krystalicka latka s teplotou tani 260-262 °C, nemisitelnd s vodou a nerozpustna
v etheru a alkoholu. Biologické aktivita lykorinu je pevné spojena s jeho strukturou. Mirna
modifikace v urcité skupiné cini tuto slouceninu bud” méné aktivni nebo neaktivni.
StrukturdInimi parametry, které vyznamné pfispivaji k aktivité lykorinu jsou: pfitomnost
planarity molekuly, olefinového nebo dioxolového kruhu, pritomnost hydroxylovych skupin
a pfitomnost kladného néboje na dusikové a aminové skupiné. Lykorin vykazuje antivirové,

protinddorové, antiflogistické, antibakteridlni a antiparazitarni Gcinky (82).
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Mw = 287,31 g/mol
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Obr. 14: Pfeména norbelladinu na lykorin (83).

9.2.2.2. GALANTHIN

Galanthin (Obr. 15), obdobné jako galanthamin, patfi mezi latky ovliviiujici inhibi¢né
acetylcholinesterasu a hraje roli v rozvoji Alzheimerovy choroby. Déle mé& vyznamné
protinddorové ucinky. Galanthin byl izolovan z Galanthus fosteri Baker, Narcissus

pseudonarcissus L., Habranthus robustus Herb. ex Sweet a dalSich rostlin (84).

Mw = 317,4 g/mol

0

Obr. 15: Struktura galanthinu (85).
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9.2.3. ALKALOIDY HAEMANTHAMINOVEHO TYPU

Alkaloidy haemanthaminového typu jsou biogenetické prekurzory jinych typd sloucenin,
jako jsou alkaloidy tazettinového, montaninového a narciklasinového typu. Haemanthamin,
nejrozsitenéjsi alkaloid v této skupiné, je silnym inhibitorem ristu bunék a induktorem

apoptdzy u fady nadorovych bunék. Také vykazuje antimalarickou aktivitu (71).

9.2.3.1. HAEMANTHAMIN

Haemanthamin patfi mezi isochinolinové alkaloidy. Vyskytuje se v druzich Narcissus spp.
(narcis), Galanthus spp. (snézenka) a Leucojum spp. (bledule) (63). Haemanthamin je
alkaloid puvodné odvozeny od 5,10-P-ethanofenanthridinu. Patfi k alkaloiddm
haemanthaminového typu a tvofi pary sloucenin s hydroxy substituentem na Cé. Zjistilo se,
ze rostliny z celedi Amaryllidaceae enzymaticky preménuji haemanthamin na
haemanthidin (Obr. 16) ireverzibilnim zpUsobem. Haemanthidin vykazuje cytotoxicky
ucinek na naddorové burky. V kombinaci s butyratem sodnym vyznamné inhibuje proliferaci
nadorovych bunék. Haemanthamin predstavuje diky svym antioxidacnim, antivirovym,

antimalarickym a antikonvulzivnim G¢inkdm pro farmaceuticky vyzkum slibné cinidlo (86).

Systematicky chemicky nazev haemanthaminu je 3-methoxy-1,2-didehydrokrinan-11-ol.
Existuje vSak nékolik synonym pro trividlni nazev latky, vcetné 3-epikrinaminu,
hemanthaminu nebo natalensinu, z nichZ vSechny patfi do stejné skupiny odvozené od

stejné slouceniny (87).

Mw = 301,34 g/mol

Haemanthamin Haemanthidin

Obr. 16: Piemé&na haemanthaminu na haemanthidin (88).
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9.2.3.2. VITTATIN

Vittatin (Obr. 17) byl izolovan napt. z Lycoris radiata (L'Hér.) Herb. a Hippeastrum vittatum
(L'Hér.) Herb. Bahno a kol. popisuji stereoselektivni celkovou syntézu (+)-vittatinu a
(+)-haemanthaminu vychazejici z D-glukézy. Cyklohexenovy kruh byl pripraven v opticky
aktivni formé z D-glukdzy za pouziti karbocyklizaéni reakce a kriticky kvartérni uhlik byl
stereoselektivné generovan prenosem chirality pomoci presmyku cyklohexenolu. Kostra
hexahydroindolu byla Gcinné zkonstruovdna intramolekuldrni aminomercuraci-
demerkuraci, nasledovanou Chugaevovou reakci. Nakonec Pictet-Spenglerova reakce
dokoncila prvni chirdIni syntézu (+)-vittatinu. Na druhé strané a-hydroxylace esteru
stereoselektivné pokracovala za vzniku a-hydroxyesteru, do kterého byla zavedena

aminoskupina (89).

Mw = 271,31 g/mol

Obr. 17: Struktura vittatinu (90).
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9.2.4. ALKALOIDY MONTANINOVEHO TYPU

Montaninovéa skupina alkaloid( je charakterizovéana 5,11-methanomorftridinem kruhovym
systémem. Mezi nejvyznamnéjsi alkaloidy montaninového typu patfi montanin, ktery
vykazuje vyznamnou protinddorovou aktivitu. Montanin je cytotoxicky pro lidské rakovinné

bunky. Mezi alkaloidy montaninového typu patfi také pankracin, manthin a brunsvigin (91).

9.2.4.1. MONTANIN

Montanin (Obr. 18) ma jadro 5,11-methanomorftridinu a li$i se od ostatnich alkaloidd
montaninového typu v substituentech na C2 a C3. Nejvyssi mnozstvi montaninu bylo
Jacqg. Nachazi se v rodech Hippeastrum, Lycoris, Pancratinum a Scadoxus. Bylo zjisténo, Ze
vykazuje vyznamnou protinddorovou aktivitu, dédle ma AChE inhibi¢ni a antiartritické

ucinky (92).

Nedavno bylo prokdzéno, Ze montanin ma anxiolytické, antidepresivni a antikonvulzivni
Gcinky a imunomodulacni vlastnosti. Kromé toho ma antirevmatické, antimikrobidlni a
antiproliferativni G¢inky. Tyto dllezité farmaceutické vlastnosti zdGvodnuji vzristajici zajem

o tuto tfidu sloucenin (93).

Mw = 400,5 g/mol

\\O
S

Obr. 18: Struktura montaninu (94).
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10. METODIKA PRACE

10.1. POMUCKY

- Pocitac

- Spektrofotometr Synergy HT multidetection microplate reader (BioTech, Praha)
- Spektrofotometr NEO2MALPHA Synergy 02 (BioTech, Praha)
- Automatické pipety a pipetovaci Spicky (Brand)

- Vicekanalové pipety (Biohit)

- Vany pro vice kanélové pipety

- 96 jamkové mikrotitracni desticky (Brand)

- Mikrozkumavky

- Trepacka IKA MS3 digital

- Véhy Kern ABT 120-5DM

- Ultrazvukova lazen

- Vortex IKA vortex Genius 3

10.2. REAGENCIE

- Pentahydrat siranu médnatého (Cistota = 99%, Sigma-Aldrich)

- Hematoxylin (HEM) (certifikovano Biological Stain Commission, Sigma-Aldrich)

- Disodna sul kyseliny bathocuproindisulfonové (BCS) (Cistota = 99%, Sigma-Aldrich)

- Hydroxylamin hydrochlorid (HA) (¢istota = 99%, Sigma-Aldrich)

- Dimethylsulfoxid (DMSO) (Cistota = 99%, Lachner)

- Chlorid médnaty (Cistota = 99%, Sigma-Aldrich)

- Chlorid sodny (Cistota = 99%, Sigma-Aldrich)

- Kyselina chlorovodikova (Cistota 32%, Penta)

- 15mM acetatové pufry - pH 4,5 a 5,5 (pfiprava: kyselina octovéa (Penta), octan sodny
(Penta), ultracistd voda)

- 15mM HEPES pufry - pH 6,8 a 7,5 (pfiprava: HEPES (Sigma-Aldrich), HEPES sodné sdl
(Sigma-Aldrich))

43



METODIKA PRACE

10.3. TESTOVANE ALKALOIDY

Vsechny testované alkaloidy celedi Amaryllidaceae byly izolovany na katedre
farmaceutické botaniky. Jediny komeréni od firmy Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika)
byl alkaloid galanthamin hydrobromid. Cistota latek byla = 98 %. Testovany byly alkaloidy

galanthaminového, lykorinového, haemanthaminového a montaninového typu.

Alkaloidy galanthamin a chlidanthin byly izolovany z cerstvych hliz Chlidanthus fragrans
Herb. (95). Galanthamin hydrobromid byl komeréni od firmy Sigma-Aldrich. Alkaloid
lykorin byl také izolovan z hliz Chlidanthus fragrans Herb. Galanthin byl izolovén z hliz
Zephyranthes robusta BAKER (96). Haemanthamin a vittatin byly stejné jako galanthin
izolovény a urceny v hlizdch Zephyranthes robusta BAKER (96). Alkaloid montanin byl
izolovan z rodu Hippeastrum (97).

Vsechny chemické struktury testovanych alkaloidd byly objasnény pomoci hmotnostni

spektrometrie (MS) a 1D a 2D nuklearni magnetické rezonance (NMR) (95, 96, 97).

44



METODIKA PRACE

10.4. ZAKLADNIi A PRACOVNI ROZTOKY

Zakladni roztoky v destilované vodé:

[. CuSOg4:5H20 (5mM),

[I. CuCl(5mM)ve vodném roztoku 0,1M HCl a 1M NaCl,
lll. Hematoxylin (5mM) stabilita cca 5 hodin,

IV. Disodna sl kyseliny bathocuproindisulfonové (5mM),

V. Hydroxylamin hydrochlorid (100mM).

Ze zasobnich roztokl se pfipravi roztoky pracovni:

l.  CuSO4-5H20 (250uM) v destilované vodé,

ll. CuSOg4 - 5H20 (250uM) v DMSO,

lIl. CuCl(250uM) v destilované vodé,

IV. CuCl (250uM) v DMSO,

V. Hematoxylin (250uM, stabilita pouze 90 min.) v destilované vodé,
VI. Hematoxylin (250uM, stabilita pouze 90 min.) v DMSO,

VII. Hydroxylamin hydrochlorid (1TmM a 10mM) v destilované vodé.

10.5. KONTROLA ZAKLADNIHO ROZTOKU MEDI

Kontrola se provadi po pfipravé zékladnich roztokd. Roztoky jsou stabilni. Kontrola plati pro

oba zakladni roztoky Cu2+ a Cu+.

Provadi se nasledovné: napipetuje se na mikrotitracni desticku do dvou jamek pod sebou
150 pL pufru pH 7,5, 50 pL TmM roztoku hydroxylaminu, 50 pL 0,25mM roztoku médnatych
kationtl, ndsledné se necha mikrotitraéni desticka 1 min. michat a poté se napipetuje 50 pL
5mM roztoku BCS, vycka se 1 min. a zméfi se absorbance obou jamek pfi 484 nm. Spravné

pripraveny roztok by mél mit absorbanci v rozmezi 0,500 - 0,550.
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10.6. KALIBRACNI KRIVKA MEDNATYCH KATIONTU

Po pripravé zakladnich roztokd se ze zasobniho zékladniho roztoku médnatych kationtd
(5mM) pfipravi pracovni roztoky o molarnich koncentracich 50, 100, 150, 200 a 250 uM a
pracovni roztok TmM HA. Nasledné se do vSech uréenych jamek mikrotitracni desticky
napipetuje 150 pL pufru o pH 6,8, pfidd se 50 pL TmM roztoku HA, 50 pL pracovniho
roztoku médnatych kationtd zaddané koncentrace do testovacich jamek (oznaceny zelené)
nebo 50 pL destilované vody do kontrolnich jamek (oznaceny modre). Mikrotitracni
desti¢ka se micha po dobu jedné minuty a pfida se do poloviny jamek 50 pL zdkladniho
roztoku BCS (©) a do zbylé poloviny jamek se pfida 50 pL destilované vody (®). Ihned se
zméri absorbance pri vinové délce 484 nm a poté v ¢ase 5 min (Obr. 19). Z namérenych

hodnot se sestroji kalibraéni kfivka.

Jamky s indikatorem Testovaci jamky

Kontrolni jamky

Jamky s indikatorem

Slepé vzorky Jamky bez indikatoru

Obr. 19: Obsah mikrotitraéni desti¢ky pro sestrojeni kalibraéni krivky.

Koneény obsah jamky: 150 pL pufru, 50 plL roztoku Cu2+, 50 pL HA a 50 pL vody/BCS
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10.7. STANOVENI CHELATACE MEDNATYCH KATIONTU
HEMATOXYLINEM

Ke stanoveni se pouziji zakladni roztoky CuSO4 - 5H,O (5mM) v destilované vodé a
hematoxylin (5mM) v DMSO. Je zapotiebi davat pozor na stabilitu pripraveného roztoku
HEM (5mM), ktera je cca 5 hodin. Déle se pouziji pracovni roztoky Cu2+ 250 uM (ve vodé) a
testovana latka potfebné koncentrace (10, 1, 0,1 mM) a HEM 250 uM v DMSO, ktery je

stabilni 20 min.

Vlastni experiment probihd pfi riznych podminkach. Pracuje se v prostiedi raznych
pH pufrd, a to pii pH 5,5, 6,8 a 7,5. Do mikrotitracnich desticek se napipetuje 150 pL
prislusného pufru. Prida se 50 pL 250uM vodného roztoku médnatych kationtd do viech
jamek, 50 plL roztoku testované latky prislusné koncentrace do testovacich jamek (zelené)
nebo rozpoustédla do kontrolnich jamek (modré), necha se dvé minuty michat, prida se
50 pL 250uM roztoku HEM do prvni poloviny (©) nebo DMSO do druhé poloviny (®).
DMSO se pipetuje nejdiive. Necha se tfi minuty michat a ihned se zméri absorbance pri
vinovych délkach 610 nm pH 7,5, 590 nm pH 6,8 a 595 nm pH 5,5. Déle se méfiv ¢ase 5 a
7 min (Obr. 20).

5

M
Ny Q8 Q

Testovaci jamky

Jamky s indikatorem
Kontrolni jamky

Jamky s indikatorem
Slepé vzorky

Jamky bez indikatoru

Obr. 20: Obsah mikrotitraéni desti¢ky pro stanoveni chelatace médnatych kationtl hematoxylinem.

Koneény obsah jamky: 150 pL pufru, 50 pL roztoku Cu2+, 50 pL roztoku testované latky
nebo rozpoustédla a 50 pL roztoku HEM nebo DMSO
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10.8. STANOVENI CHELATACE MEDNATYCH KATIONTU V PUFRU

Do mikrotitraéni desti¢ky se napipetuje 100 pL pfislusného pufru (pH 6,8, 7,5, 4,5 nebo
5,5), pfidd se 50 pL roztoku testované latky do testovacich jamek (zelené) nebo
rozpoustédla do kontrolnich jamek (modré), pfida se 50 pL 250uM roztoku médnatych
kationtd v DMSO do viech jamek a necha se dvé minuty michat. Pfida se 50 pL roztoku HA
1mM pro pH 6,8 a 7,5 a 10mM pro pH 4,5 a 5,5 a necha se jednu minutu michat. Prida se
50 pL 5mM roztoku BCS (©) nebo destilované vody (®) a méfi se absorbance pfi vinové

délce 484 nm ihned a po 5 min (Obr. 21).
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Testovaci jamky
Jamky s indikatorem

Kontrolni jamky

Jamky s indikatorem

Slepé vzorky

® | Jamky bez indikatoru

Obr. 21: Obsah mikrotitraéni desti¢ky pro stanoveni chelatace médnatych kationtd v pufru.

10.9. STANOVENI CHELATACE MEDNYCH KATIONTU V PUFRU

Do mikrotitraéni desti¢ky se napipetuje 100 pL pfislusného pufru (pH 6,8, 7,5, 4,5 nebo
5,5) a prida se 50 plL roztoku HA 1mM pro pH 6,8 a 7,5 a 10mM pro pH 4,5 a 5,5. Déle se
pfida 50 pL 250uM roztoku médnych kationtd v DMSO do v$ech jamek a necha se minutu
michat. Pfida se 50 pL roztoku testované latky prislusné koncentrace do testovacich jamek
(zelené) nebo rozpoustédla do kontrolnich jamek (modré) a necha se dvé minuty michat.

Pfida se 50 pyL 5mM roztoku BCS (©) nebo destilované vody (®) a méri se absorbance pri

vinové délce 484 nm ihned a po 5 min (Obr. 22).
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Testovaci jamky

Jamky s indikatorem
Kontrolni jamky

Jamky s indikdtorem

Slepé vzorky

® | Jamky bez indikatoru

Obr. 22: Obsah mikrotitraéni desti¢ky pro stanoveni chelatace médnych kationtl v pufru.
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10.10. STANOVENI CHELATACE MEDNATYCH KATIONTU V DMSO

Do mikrotitraéni desticky se napipetuje 100 pL roztoku testované latky prislusné
koncentrace v DMSO (zelné) nebo rozpoustédla do kontrolnich jamek (modré), prida se
50 pL 250uM roztoku médnatych kationtd v DMSO do viech jamek a necha se dvé minuty
michat. Poté se pfida 50 uL TmM roztoku HA a nechéa se jednu minutu michat a pfida se
50 pL 5mM roztoku BCS (©) nebo destilované vody (®) a méri se absorbance pfi vinové

délce 484 nm ihned a po 5 min (Obr. 23).

Testovaci jamky

Jamky s indikatorem
Kontrolni jamky

Jamky s indikatorem

Slepé vzorky
® | Jamky bez indikétoru

Obr. 23: Obsah mikrotitragni desti¢ky pro stanoveni chelatace médnatych kationti v DMSO.

10.11. STANOVENI CHELATACE MEDNYCH KATIONTU V DMSO

Do mikrotitraéni desticky se napipetuje 100 pL roztoku testované latky prislusné
koncentrace v DMSO (zelné) nebo rozpoustédla do kontrolnich jamek (modré), prida se
50 pL 250pM roztoku médnych kationtd v DMSO do vSech jamek a 50 uL 1TmM roztoku HA
a necha se dvé minuty michat. Déle se pfida 50 pL 5mM roztoku BCS () nebo destilované

vody (®) a méfi se absorbance pfi vinové délce 484 nm ihned a po 5 min (Obr. 24).

Testovaci jamky

Jamky s indikatorem
Kontrolni jamky

Jamky s indikatorem

Slepé vzorky
® | Jamky bez indikétoru

Obr. 24: Obsah mikrotitraéni desti¢ky pro stanoveni chelatace médnych kationtl v DMSO.
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10.12. STANOVENI REDUKCE MEDNATYCH KATIONTU V PUFRU

Do mikrotitraéni desticky se napipetuje 100 pL pfislusného pufru, pfida se 50 pL roztoku
prislusné koncentrace testované latky, popfipadé rozpoustédla do testovacich jamek
(zelené) nebo 50 uL TmM HA pro pH 6,8 a 7,5 nebo 10mM HA pro pH 4,5 a 5,5 do
kontrolnich jamek (modré). Do viech jamek se pfidd 50 pL 250uM vodného roztoku
médnatych kationtd a nechd se dvé minuty michat. Po promichani se pfida 50 yL 5mM
vodného roztoku BCS () nebo destilované vody (®). Méfi se absorbance pfi vinové délce

484 nm ihned a po 5 min (Obr. 25).
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Testovaci jamky

Jamky s indikatorem
Kontrolni jamky

Jamky s indikatorem

Slepé vzorky
® | Jamky bez indikatoru

Obr. 25: Obsah mikrotitraéni desti¢ky pro stanoveni redukce médnatych kationtd v pufru.

10.13. STANOVENI REDUKCE MEDNATYCH KATIONTU V DMSO

Do testovacich jamek na mikrotitraéni destice se napipetuje 100 pL roztoku v DMSO
testované latky pfislusné koncetrace nebo jen DMSO (zelené) a do kontrolnich jamek
100 pL TmM vodného roztoku HA (modré). Do véech jamek se prida 50 plL 250uM roztoku
médhnatych kationtd v DMSO a neché se dvé minuty michat. Po promichani se pfida 50 pL
5mM vodného roztoku BCS () nebo destilované vody do kontrolnich jamek (®). Méfi se

absorbance pfi vinové délce 484 nm ihned a po 5 min (Obr. 26).
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Testovaci jamky

Jamky s indikatorem
Kontrolni jamky

Jamky s indikatorem

Slepé vzorky

® | Jamky bez indikatoru

Obr. 26: Obsah mikrotitraéni desti¢ky pro stanoveni redukce médnatych kationt v DMSO.
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11. VYSLEDKY STANOVENI

11.1. KALIBRACNI KRIVKA

Z namérenych hodnot byla sestrojena kalibra¢ni krivka zéavislosti absorbance na
koncentraci médnatych kationtd. V tabulce jsou uvedeny primérné hodnoty absorbance a
smérodatné odchylky (Tab. 2). Pracovalo se pfi koncentracich 0, 50, 100, 150, 200 a
250 pM. Kalibra¢ni kfivka mé primkovy trend (Obr. 27).

Tab. 2: Kalibraéni kfivka.

Koncentrace pfidana (pM) 0 50 100 150 200 250
Prdmérna absorbance s BCS 0,037 0,109 0,221 0,303 0,386 0,496
Prdmérnd absorbance bez BCS 0,034 0,028 0,029 0,031 0,030 0,030
Prdmérna hodnota 0,003 0,081 0,192 0,273 0,356 0,467
SD 0,006 0,010 0,006 0,002 0,006 0,003
0.7
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Obr. 27: Kalibraéni kfivka médhatych kationta.
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11.2. CHELATACE IONTU MEDI

Chelatacni ucinky alkaloidd celedi Amaryllidaceae na ionty médi byly stanoveny pomoci

dvou metod s pouzitim dvou indikatorl, hematoxylinu a roztoku disodné soli kyseliny

bathocuproindisulfonové.

11.2.1. CHELATACE HEMATOXYLINEM

Stanoveny byly indikdtorem hematoxylinem vsechny studované alkaloidy celedi
Amaryllidaceace. Vlastni experiment byl provadén pomoci chelatace médnatych kationtd
v prostredi pufru pH 7,5, 6,8 a 5,5. Ze studovanych alkaloid( vykazoval méfitelnou aktivitu

pouze lykorinovy alkaloid galanthin, ostatni alkaloidy byly zcela neaktivni (Obr. 28).
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&
-]
@)
‘O
C
S
3 —~— Cu?* (pH 7.5)
© &
£ —— Cu?* (pH 6.8)
2 —— Cu?* (pH 5.5)
0- = T T == 1
1:10 1:1 10:1 100:1

pomér koncentraci (aIkanid:Cu2+)

Obr. 28: Chelataéni aktivita galanthinu s indikatorem hematoxylinem.
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11.2.2. CHELATACE ROZTOKEM KYSELINY BATHOCUPROINDISULFONOVE

Pomoci indikdtoru kyseliny bathocuproindisulfonové byly stanoveny vsechny studované
alkaloidy celedi Amaryllidaceace. Vlastni experiment byl provddén pomoci chelatace
médnych a médnatych kationtl v prostfedi pufru pH 7,5, 6,8, 5,5 a 4,5 a v prostredi DMSO.
Ze studovanych alkaloidd vykazovaly chelata¢ni aktivitu médnatych kationtd v DMSO
galanthaminové alkaloidy chlidanthin a galanthamin ve formé volné béaze a lykorinovy
alkaloid lykorin (Obr. 29 — 31). Médné kationty nechelatoval zadnych z testovanych

alkaloidd.

Galanthaminovy typ
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Obr. 29: Chelatac¢ni aktivita chlidanthinu v prostiedi DMSO s indikatorem BCS.
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Obr. 30: Chelataéni aktivita galanthaminu v prostfedi DMSO s indikatorem BCS.
Lykorinovy typ
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Obr. 31: Chelataéni aktivita lykorinu v prostfedi DMSO s indikatorem BCS.
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11.3. REDUKCE IONTU MEDI

Redukéni aktivita studovanych alkaloidd byla sledovédna pomoci indikétoru kyseliny
bathocuproindisulfonové pfi rlznych hodnotach pH pufru (4,5, 5,5, 6,8 a 7,5) nebo
v DMSO. Méfeni bylo provadéno vzdy v ¢ase 0 min a 5 min. Z galanthaminovych alkaloidd
byl nejaktivnéjsi chlidanthin, redukéni aktivita se zvySovala s nardstem pH a v prostredi
DMSO byla srovnatelna s aktivitou pfi nejvyssim méreném pH. Galanthamin ve formé soli
ani volné baze nevykézal vyznamnou redukéni aktivitu. Z lykorinovych alkaloidd byla
redukéni aktivita galanthinu a lykorinu jen pfi nejvyssich koncentracich a zvySovala se
s narGstem pH, v prostfedi DMSO byla srovnatelna s aktivitou pfi nejvyssim méreném pH.
Z haemanthaminovych alkaloidd nevykazal heamanthamin ani vittatin vyraznou redukéni
aktivitu. Z montaninovych alkaloidd montanin vykazoval redukéni aktivitu v nejvyssich
koncentracich a zvySovala se s nérlstem pH, v prostfedi DMSO byla vyssi ve srovnani
s aktivitou pri nejvy$§im mérfeném pH. Ze ziskanych hodnot byly sestrojeny grafy, kde je

zavislost redukované Cu2* na poméru koncentraci (alkaloid:Cu2*) (Obr. 32 — 39).

11.3.1. GALANTHAMINOVY TYP

100 pH 4.5 -0 min
x  + PH4.5-5min
S 80+ _

O pH 5.5 - 0 min
NO)

% 60- +~ pH 5.5-5min

_é pH 6.8 - 0 min

3 407 —e pH6.8-5min
[}

X 204 s pH 7.5 -0 min

e T —— pH 7.5-5min

g ' ' : : ' DMSO - 0 min

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

. , . =~ DMSO - 5 min
pomer koncentraci (aIkaIOId:Cu2+)

Obr. 32: Redukce chlidanthinu v prostfedi rizného pH roztoku a v prostfedi DMSO v ¢ase 0 min a 5 min.
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Obr. 33: Redukce galanthaminu hydrobromidu v prostfedi rizného pH roztoku a v prostiedi DMSO v &ase 0 min a 5 min.
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pH 7.5 -0 min
pH 7.5 -5 min
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DMSO - 5 min

Obr. 34: Redukce galanthaminu v prostfedi rGzného pH roztoku a v prostfedi DMSO v ¢ase 0 min a 5 min.
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11.3.2. LYKORINOVY TYP
pH 4.5 -0 min
100
B ~—+— pH4.5-35min
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o b i y
. e AT ~v— pH7.5-5min
DMSO  1:10 1:1 10:1 100:1 DMSO - 0 min
pomér koncentraci (aIkaloid:Cu2+) = DMSO -5 min

Obr. 35: Redukce galanthinu v prostfedi rizného pH roztoku a v prostfedi DMSO v ¢ase 0 min a 5 min.
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Obr. 36: Redukce lykorinu v prostfedi rGzného pH roztoku a v prostfedi DMSO v ¢ase 0 min a 5 min.
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11.3.3. HAEMANTHAMINOVY TYP
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pH 7.5-0 min
pH 7.5 -5 min
DMSO - 0 min
DMSO - 5 min

Obr. 37: Redukce haemanthamin v prostiedi rizného pH roztoku a v prostfedi DMSO v ¢ase 0 min a 5 min.
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Obr. 38: Redukce vittatinu v prostfedi rizného pH roztoku a v prostfedi DMSO v ¢ase 0 min a 5 min.
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11.3.4. MONTANINOVY TYP

100 pH 4.5-0 min
” —+— pH4.5-35min
[q\]
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Obr. 39: Redukce montaninu v prostfedi rizného pH roztoku a v prostiedi DMSO v ¢ase 0 min a 5 min.
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12. DISKUSE

Méd' je velice dilezitym prvkem, ktery hraje dllezitou roli v regulaci rdznych
biochemickych mechanism(, je soucasti enzym( cytochrom c¢ oxidasy, ferroxidasy
(ceruloplasmin), tyrosinasy, monoaminoxidasy, lysyloxidasy, superoxid dismutasy a
dopamin B-hydroxylasy (8). Genové mutace vedouci k poruchdm metabolismu médi jsou
pri¢inou vzniku Wilsonovi a Menkesovi choroby. Zvysena hladina volné médi v organismu

je spojovana také s Alzheimerovou a Parkinsonovou chorobou. (4).

Alkaloidy z celedi Amaryllidaceae patfi mezi skupinu isochinolinovych alkaloidd. Struktura
isochinolinovych alkaloidd je v rostlinné Fisi velice rozsitend a vyznamna svymi
farmakologickymi Gcinky. Isochinolinové alkaloidy Ize rozdélit do rdznych strukturnich typd,
kam patfi napf. tetrahydroisochinolinovy typ, benzylisochinolinovy typ, ftalidisochinolinovy
typ, protoberberinovy typ, protopinovy typ, aporfinovy typ, morfinanovy typ,
beznofenanthridinovy typ a emetinovy typ. Isochinolinové alkaloidy patfi mezi alkaloidy

odvozené od fenylalaninu a tyrosinu (63).

Mezi isochinolinové alkaloidy patfi i studované alkaloidy. Studovany byly alkaloidy
galanthaminového typu (galanthamin, galanthamin hydrobromid, chlidanthin),
lykorinového typu (lykorin, galanthin), haemanthaminového typu (haemanthamin, vittatin) a
montaninového typu (montanin). Biosyntéza alkaloidd celedi Amaryllidaceae vychéazi
z aromatickych kyselin. Dllezitym meziproduktem je norbelladin, jehoz metylaci vznika
belladin (63). Cilem této diplomové bylo uréeni méd-chelataéni a méd-redukujici aktivity

alkaloidl celedi Amaryllidaceae a porovnani vztahu mezi aktivitou a strukturou.

Existuji rGzné metody zkoumani in vitro. Ke kvantifikaci chelatacnich a redukénich aktivit
jednotlivych alkaloidd byla pouzita spektrofotometrie. Spektrofotometrie je metoda rychl3,
jednoduchd, levna a praxi ovérenad. Méd-chelataéni aktivity byly studovédny pomoci dvou
kompetitivnich metod. Kazda z nich vyuZivala jiny indikator reakce. Prvnim byl hematoxylin,
ktery vytvari s médi stabilni komplexy. Druhym indikdtorem byla kyselina
bathocuproindisulfonova, kterd opét vytvari velice stabilni komplexy. Pred vlastnim
stanovenim pomoci indikdtoru BCS musi byt médnaté kationty redukovany

hydroxylaminem. Na rozdil od hematoxylinu je BCS silné kompetitivni, takze latky, které
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chelatuji méd, ale jejich afinita k médi neni prilis silnd, se pfi pouziti BCS jevi jako

neaktivni (98).

Méd-redukujici aktivity byly studovédny pomoci indikdtoru BCS. BCS standardné
s médnatymi kationty nijak nereaguje. Pokud dojde k redukci na médné kationty tvofi

s BCS barevny komplex, jehoz absorbanci mizeme spetrofotometricky zméfrit (99).

Mira redukujici aktivity alkaloidl je zavisld na mnozstvi hydroxylovych skupin ve strukture,

ale i poloha hydroxylové skupiny ma vliv na redukujici aktivitu (99).

12.1. MED-CHELATACNI AKTIVITA

V tomto experimentu se vyuzivalo dvou metod stanoveni (HEM a BCS). U obou metod se
pracovalo v rGzném prostredi pH (4,5, 5,5, 6,8 a 7,5) nebo v prostredi DMSO. V metodé
HEM se pracovalo s pH 5,5, 6,8 a 7,5. Stanoveni pfi nizSich hodnotach pH nema u metody
HEM vyznam, jelikoz se snizujicim se pH se snizuje afinita HEM k iontdm médi. Pomoci této
metody byly stanoveny vSechny studované alkaloidy, z nichZ vyznamnou aktivitu vykazoval
pouze galanthin (Obr. 28). V metodé BCS se pracovalo ve véech ¢tyrech oblastech pH za
pritomnosti redukéniho Cinidla HA, jelikoz médnaté kationty reaguji s BCS az po predchozi
redukci s HA na médné kationty. Pri pH 6,8 a 7,5 se pouzival 1TmM HA a pfi pH se pouzival
10mM HA. BCS metodou byly testovany vsechny studované alkaloidy. Ve srovnani s HEM
je BCS silné kompetitivni indikétor, takZze nelze predpokladdat, Ze latky, které nevykazaly
zadnou chelatacni aktivitu pri pouziti HEM, by ji ukazaly pfi pouziti BCS. Vzhledem k tomu,
Zze HEM lIze pouzit pouze pfi pH 7,5 — 5,5, tak jsme pouzili druhou metodu, kterou je
mozné pouzit v SirSim rozpéti pH, také v prostfedi DMSO. Jiz dfive bylo prokazano, ze
nékteré alkaloidy nevykézaly chelatacni aktivitu pfi pouziti pufru, ale v prostfedi DMSO
chelatovaly (jednalo se o chelataci Zeleza), proto jsme je testovali i v DMSO (100, 101).
Chelatacni aktivitu médnatych kationtl vykazoval z galanthaminového typu galanthamin a
chlidanthin a z lykorinového typu lykorin v prostfedi DMSO. Galanthamin hydrobromid
nevykazal Zddnou aktivitu, z toho vyplyva, Ze soli alkaloidl nejsou schopny chelatovat méd,
ani kdyz jejich volnd baze méd' chelatuje. Chelatace galanthaminu vSak neni vysoka, a tak

rozdil mezi galanthaminem a galanthaminem hydrobromidem neni statisticky vyznamny.
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Porovnanim aktivity galanthaminu a chlidanthinu je vidét, Ze pfi vysokych koncentracich je
aktivita chlidanthinu nepatrné vyssi. Podle struktury lze predpokladat, Ze je to zplsobeno

jinou polohou hydroxylové skupiny. Tento rozdil v aktivité vSak nenf statisticky vyznamny

(Obr. 40).
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pomér koncentraci (aIkanid:Cu2+)

Obr. 40: Porovnani chelataéni aktivity alkaloidi galanthaminového typu v prostiedi DMSO.

12.2. MED-REDUKUJICi AKTIVITA

Cilem této metody bylo dokézat jakou schopnost redukce médnatych kationtd na kationty
médné maji studované alkaloidy. Méd' se v lidském organismu vyskytuje hlavné ve formé
médnatych kationtd. V pritomnosti silného redukéniho cinidla se mohou kationty médi
redukovat a podilet se na vytvareni ROS (12). V rdmci in vitro studie se pracovalo v rdzném
prostredi pH (4,5, 5,5, 6,8 a 7,5) nebo v prostredi DMSO. Aby bylo mozné porovnat aktivitu
jednotlivych alkaloidl, byly sestrojeny grafy s prfimkou linedrni regrese s 95%
konfidenénimi intervaly. Testovany byly vSechny studované alkaloidy. Z alkaloidud
galanthaminového typu vykazovaly alespon mirnou redukéni aktivitu vsechny testované
latky. Z porovnani graft Ize usuzovat, zZe rozdil v aktivité danych alkaloidd (Obr. 41 — 45) je
dén rlznou polohou hydroxylové skupiny. Chlidanthin méa hydroxylovou skupinu na
benzenovém kruhu na uhliku C9 zatimco galanthamin na cyklohexenovém kruhu v poloze

C3 (Obr. 11 a 13). Pfitomnost hydroxylové skupiny na benzenovém jaddfe ma zasadni vliv
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na redukcni schopnost latky, coz je zrejmé z redukénich vlastnosti mnoha fenolickych latek
(99). Pri vSech hodnotadch pH a DMSO vykazoval nejvyssi aktivitu chlidanthin. Jak je vidét
z graft (Obr. 41 — 45), se vzristajicim pH aktivita chlidathinu stoupé. Aktivita galanthaminu
ve formé volné baze a soli se statisticky nelisi, jedinou vyjimkou je pH 5,5, kde je aktivita

volné baze vyssi.
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= -+ chlidanthin
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O 1 !/ I“. : I 1

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

pomeér koncentraci (aIkanid:Cu2+)
Obr. 41: Porovnani redukujici aktivity alkaloidd galanthaminového typu pfi pH 4,5.
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Obr. 42: Porovnani redukujici aktivity alkaloidd galanthaminového typu pfi pH 5,5.
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Obr. 43: Porovnani redukujici aktivity alkaloidd galanthaminového typu pfi pH 6,8.
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Obr. 44: Porovnani redukujici aktivity alkaloidd galanthaminového typu pfi pH 7,5.
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Obr. 45: Porovnani redukujici aktivity alkaloid(i galanthaminového typu v DMSO.

Z alkaloidd haemathaminového typu (haemathamin a vittatin), vykazoval statisticky
vyznamnou aktivitu jen vittatin v prostfedi DMSO (Obr. 46 — 50). V prostredi pufru véech
hodnot pH nevykazoval statisticky vyznamnou aktivitu Zadny z alkaloidd tohoto typu.
V prostredi DMSO jsou rozdily v aktivité zavislé na poloze hydroxylové skupiny. Stejné jako
u galanthaminu i u vittatinu je pfitomnost hydroxylové skupiny na cyklohexenovém kruhu
spojena pouze s velmi malou redukéni schopnosti, kterd se u vittatinu projevila pouze pfi

testovani v prostfedi DMSO (Obr. 16 a 17).
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Obr. 46: Porovnani redukujici aktivity alkaloid& haemathaminového typu pfi pH 4,5.
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Obr. 47: Porovnani redukujici aktivity alkaloidd haemathaminového typu pfi pH 5,5.
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Obr. 48: Porovnani redukujici aktivity alkaloidd haemathaminového typu pfi pH 6,8.
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Obr. 49: Porovnani redukujici aktivity alkaloidd haemathaminového typu pfi pH 7,5.
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Obr. 50: Porovnani redukujici aktivity alkaloidd haemathaminového typu v DMSO.

Déle redukujici aktivitu vykazovaly alkaloidy lykorinového typu (lykorin a galanthin).
Z porovnani grafl (Obr. 51 — 55) Ize usuzovat, Ze se vzristajici koncentraci a v prostfedi se
vzrlstajicim pH stoupd i redukujici aktivita alkaloid. Pri pH 5,5 ma lykorin vyssi redukujici
aktivitu, v ostatnich pfipadech je rozdil mezi témito alkaloidy statisticky nevyznamny. D4 se
predpokladat, ze vliv na redukci médnatych kationtd mé& mnozstvi hydroxylovych skupin,
které jsou u obou latek na cyklohexenovém kruhu. Lykorin mé& ve strukture dvé
hydroxylové skupiny oproti galanthinu, ktery ma jen jednu (Obr. 14 a 15), proto ma lykorin

pfi pH 5,5 vyssi redukujici aktivitu.
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Obr. 51: Porovnani redukujici aktivity alkaloidd lykorinového typu pfi pH 4,5.
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Obr. 52: Porovnani redukujici aktivity alkaloidtd lykorinového typu pfi pH 5,5.
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% redukované Cu?*

% redukované Cu?"

100
50
o = galanthin
= )i —+ lykorin
0 T T T 1
1:100 1:10 1:1 10:1 100:1
pomér koncentraci (aIkanid:Cu2+)
Obr. 53: Porovnani redukujici aktivity alkaloidd lykorinového typu pfi pH 6,8.
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Obr. 54: Porovnani redukujici aktivity alkaloidd lykorinového typu pfi pH 7,5.
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Obr. 55: Porovnani redukujici aktivity alkaloidi lykorinového typu v DMSO.

Jedinym alkaloidem montaninového typu testovaného v rémci této prace byl montanin,
jehoz redukéni aktivita byla srovnatelnd s ostatnimi testovanymi alkaloidy, které maji jednu

hydroxylovou skupinu na cyklohexenovém kruhu, stejné jako montanin.

Z porovnani vsech testovanych alkaloidl je zfejmé, ze nejvyraznéjsi redukéni aktivitu
vykazuje chlidanthin, ktery méa ve své molekule hydroxylovou skupinu na benzenovém

kruhu.

Jak bylo uvedeno vyse, redukce médi by mohla mit vliv na tvorbu hydroxylového radikalu.
Jiz dfive bylo zjisténo, Zze ne vSechny latky, které maji schopnost redukovat prechodné
kovy, jejichz redukované formy mohou indukovat tvorbu hydroxylového radikéalu, tvorbu
tohoto nebezpecného radikalu opravdu indukuji (102). Pro zjisténi schopnosti chlidanthinu
indukovat tvorbu hydroxylového radikélu pomoci redukce médi by bylo tfeba provést dalsi

experimenty.
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Cilem mé diplomova prace bylo stanoveni chelatac¢nich a redukujich vlastnosti
isochinolinovych alkaloidd celedi Amaryllidaceae, a to alkaloidd galanthaminového typu
(galanthamin, galanthamin hydrobromid, chlidnathin), lykorinového typu (lykorin,
galanthin), haemanthaminového typu (haemanthamin, vittatin) a montaninového typu
(montanin). Pouzity byly dvé metody, jedna s indikdtorem hematoxylinem a druha
s indikdtorem BCS, pomoci nichz byla sledovéna chelatujici a redukujici aktivita alkaloidd

v porovnani s jejich strukturou.

Méfitelnou chelata¢ni aktivitu vykazovaly alkaloidy galanthamin, chlidanthin a lykorin
v prostfedi DMSO s indikdtorem BCS. S indikdtorem HEM chelatoval pouze galanthin v pH
5,5,6,8 a7,5.V obou pfipadech je vSak chelata¢ni aktivita velmi nizkd a dochéazi k ni az pfi

vyssich pomérech alkaloid:Cu2+.

Redukujici aktivitu z alkaloidd galanthaminového typu vykazoval nejvice chlidanthin, jak
v prostredi pufru, tak v prostfedi DMSO. Je to dano tim, Ze méa ve své molekule
hydroxylovou skupinu na benzenovém kruhu. Pfitomnost hydroxylové skupiny na
benzenovém jadre méa zasadni vliv na redukéni schopnost latky. Aktivita galanthaminu ve
formé volné baze a soli se statisticky nelisila, jedinou vyjimkou bylo pH 5,5, kde je aktivita
volné baze vyssi. Z alkaloidd haemathaminového typu vykazoval jedinou meéfitelnou
aktivitu vittatin v prostfredi DMSO. V prostiedi DMSO jsou rozdily v aktivité zavislé na
poloze hydroxylové skupiny. U vittatinu, stejné jako u galanthaminu, je pfitomnost
hydroxylové skupiny na cyklohexenovém kruhu spojena pouze s velmi malou redukéni
schopnosti, ktera se u vittatinu projevila pouze pfi testovani v prostfedi DMSO. Z alkaloidt
lykorinového typu vykazoval nejvyssi aktivitu lykorin. Lykorin mé ve struktufe dvé
hydroxylové skupiny oproti galanthinu, ktery ma jen jednu, proto ma lykorin pfi pH 5,5
vy$sSi redukujici aktivitu. V prostredi se vzrastajicim pH pufru a zvySujici se koncentraci
montaninu rostla i jeho redukujici aktivita. Nejvyssi redukujici aktivitu vykazoval v prostredi
DMSO. Redukéni aktivita montaninu byla srovnatelnd s ostatnimi testovanymi alkaloidly,

které maji jednu hydroxylovou skupinu na cyklohexenovém kruhu.
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