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Abstrakt

Zelezo patii mezi zakladni latky, které jsou nezbytné pro Zivot bundk. Je s
nim spojeno mnoho dilezitych procest a jeho nedostatek mize vést az k bunééné
smrti. Nebezpe¢ny vsak je i jeho nadbytek, ktery muze vzniknout nejen pti akutni
intoxikaci ale také jako chronicka forma z divodu genetické abnormality regulace
metabolismu (hereditarni hemochromat6zy) nebo pfi ¢astych krevnich transfuzich pti
1é¢b¢ talasémie, sideroblastické anémie ¢i myelodysplastického syndromu. Kromé
vyuziti chelatorti zeleza na vySe zminéné patologické stavy, se v soucasné dobé
zkouma jejich vyuziti i pii nadorech a akutnim infarktu myokardu. V patogenezi
obou téchto stavil hraje zelezo a zmény pH vyraznou roli.

V této praci byl zjistovan vliv pH na chelata¢ni schopnosti riiznych latek
(deferoxamin, synteticky chelator SIH, flavonoidy, synteticky kumarin 7,8-
dihydroxy-4-methylkumarin) za pomoci ferozinu jako indikatoru. Zaroven byla
posuzovana i stabilita komplexu Zelezo - chelator za riznych pH.

U vSech testovanych latek bylo zjisténo, Ze se stoupajicim pH se zvySuje
ucinnost chelatace. Zaroven s rostoucim pH wvzristda i stabilita komplexu
zelezo-chelator. Silné chelatory SIH a deferoxamin byly stejné u¢inné pti chelataci
ionti zeleza pii pH 5.5-7.5, naopak u 7,8-dihydroxykumarinu a flavonoidi se

chelatace sniZovala s klesajicim pH.



Abstrakt v angli¢tiné

Iron is one of essential elements which are necessary for life of cells. Many
important processes are connected with it and its insufficiency can lead to cell death.
Iron excess can be dangerous, too; such situation can be triggered not only by acute
intoxication, but it appears also chronically due to genetic abnormalities (hereditary
hemochromatosis) or by frequent blood transfusions during treatment of
thalassaemia, sideroblastic anemia or myelodysplastic syndrome. Iron chelators are
used to cure these pathological states, but there have been currently analysed for the
treatment of tumors or acute myocardial infarction as well. In pathogenesis of both of
these disorders, iron and change of pH play significant roles.

In this study, influence of pH on iron chelation abilities of various substances
(deferoxamine, synthetic chelator SIH, flavonoids and synthetic coumarin 7,8-
dihydroxy-4-methylcoumarin) was measured with the use of ferrozine as an
indicator. The stability of complex chelator — iron in various pH was also tested.

It was found that chelation activity of all tested substances and the stability of
iron-chelator complex is increased with increasing pH. Strong chelators SIH and
deferoxamine kept their effectiveness within pH from 7.5 to 5.5, whereas chelating
activity of 7,8-dihydroxycoumarin and flavonoids dropped in relation to decreasing

pH.
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1. Zelezo

1.1. Fyziologie Zeleza

Zelezo patii mezi zakladni prvky, které jsou nezbytné pro naprostou vétsinu
zivych bunék. Je spojeno s mnoha zivotné dulezitymi procesy jako transport kysliku,
produkce ATP nebo syntéza DNA a jeho nedostatek zastavuje bunéény rist a mize
vést az k bunécné smrti (1).

Té¢lo 70tikilového muze obsahuje asi 3,5 g zeleza. VétSina z n¢ho je ulozena
V hemoglobinu cervenych krvinek (65%). Ptiblizné¢ 10% se nachazi ve svalovych
vldknech (v myoglobinu) a jinych tkanich (v enzymech a cytochromech). Zbyvajici
zelezo je ulozeno v jatrech (6 %), makrofazich retikuloendotelialniho sytému (14%)
a V kostni dfeni (4%). U Zen ptfed menopauzou je celkovy obsah Zeleza v téle nizsi
nez u muzu.

Bé&zna strava obsahuje ptiblizn¢ 15-20 mg Zeleza a z ni télo absorbuje okolo
1-2 mg za den. To pouze vyvazuje ztraty vzniklé odlupovanim bunék stfevni
mukdzy, menstruaci nebo jinym typem krvéaceni. Proto je pro potieby erytropoézy
nezbytnym zdrojem Zeleza jeho recirkulace ze zaniklych erytrocytu (20-30 mg/den).

Na druhou stranu télo nemda aktivni mechanismus, kterym by Zelezo
vylucovalo. Homeostaza tohoto prvku se tedy udrzuje hlavné diky regulaci absorpce
v duodenu (2).

V potravé se Zelezo milze vyskytovat ve dvou forméach, v hemové nebo
anorganické (non-hemové). K jejich absorpci dochazi na apikalni strané
duodenélnich enterocytti. Non-hemové Zelezo primarné existuje v oxidované podobé

(Fe*"), ktera se ale obtizng, pokud vibec, absorbuje a musi byt tedy nejprve



redukovéana na zeleznaté ionty, aby mohla byt transportovdna pies stfevni epitel.
Dégje se tak naptiklad diky reduktazovému duodenalnimu cytochromu B (DcytB),
ktery se vyskytuje na kartiovém lemu duodendlni membrany, nebo pfitomnosti
redukujicich latek (vitamin C). Zeleznaté ionty jsou pak transportovany do buiiky
dvoumocnym transportérem kovu ( angl. divalent metal transporter 1, DMT1), ktery
takto prendsi také jiné ionty kovil jako zinek, méd’ nebo kobalt. Hemové Zelezo je
absorbovano enterocyty jinym, zatim ne pfesné znamym receptorem (3).

Zelezo se nasledné dostane do stievni epitelialni buiiky, kde miize byt vyuzito
k syntéze n&kterych zelezo-obsahujicich proteinli, nebo zustat uskladnéno, nebo
exportovano pies basolaterdlni membranu do cirkulace. Jediny soucasné¢ zndmy
basolaterdlni exportér Zeleza je Ferroportin 1. Dvoumocné Zelezo po pienosu pies
tuto cytoplazmatickou membranu okamzité¢ oxidovano na trojmocné hephaestinem,
coz je enzymaticky protein vykazujici podobnost s plasmatickym proteinem
ceruloplasminem (2). D¢&je se tak kvili tomu, Ze Zelezité ionty maji vyrazné vyssi
afinitu k vazebnym mistim na transferrinu (Tf), coz je hlavni pfenase¢ zeleza
Vv lidském téle (1).

Takto navazané Zelezo putuje k cilovym bunkdm a pomoci specifickych
vazeb se napoji na jejich membranovy transferrinovy receptor 1(TfR1). Cely
komplex je pak pomoci endocytdzy absorbovan do buiky, Z endosomu je v disledku
okyseleni ¢innosti ATP-dependentni protonové pumpy uvolnéno Zelezo. TfR1 je také
uvolnén a navraci se zpatky na povrch buiiky k dal§imu pouziti. Zelezité ionty jsou
pak znovu redukovany na Zeleznaté, protoze jenom zeleznaté ionty mizou byt

transportovany pomoci DMT-1 pies endocytarni membranu do cytoplasmy (1).
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Bunécna absorpce, ukladani a export Zeleza jsou ovlivnény odlisSnymi
fyziologickymi a metabolickymi potfebami riiznych typti bun¢k. Ne vSechno Zelezo
je vyuzito na metabolické procesy. Zbytek je skladovan pro ptipad, Ze bylo zeleza
nedostatek, a zaroven toto uchovani slouzi jako prevence pied toxickymi ucinky
volného Zeleza.

UloZené Zelezo tvoti asi 20-30% celkového Zeleza v téle a vétSina z ného je
navazana na protein ferritin. Tvofi ho 24 podjednotek slozenych do dvou subtypt: H
(t€zka, 21kDa) a L (lehka, 19kDa). Ty tak vytvafeji centralni jadro, které mize
obsahovat az 4500 atomu zeleza. Dilezitou vlastnosti H subjednotky je jeji
ferroxidasovd aktivita, kterd usnadiluje oxidaci Zeleznatych iontd (pfevladajici
formy v cytosolu) na zeleznaté ionty, ktery se pak navaze na ferritin. (4) V piipadé
potieby je Zelezo schopné se z ferritinu uvolnit (1).

Zelezo mize byt také uloZeno v proteinu hemosiderinu, ktery mé riiznorodé
slozeni. V tomto ptipad¢ se pravdépodobné jedné o ireverzibilni uskladnéni. Muze
obsahovat také dalsi proteiny, uhlovodiky a lipidy. Vyskytuje se v siderosomech, coz
je typ lysosomu (1).

Metabolismus zeleza, zvlasté pak jeho absorpce, je velmi siln¢ kontrolovana
podle aktudlnich potifeb organismu. D¢je se tak vétSinou na zékladé modulace
exprese DMT1, DcytB a Ferropotinu.

Pfi nedostatku Zeleza se aktivuje HIF faktor (angl. hypoxia-inducible faktor),
ktery nasledné zvysi expresi DcytB a DMTI1 a tim padem vzrosta i absorpce Zeleza
do bunék (5).

Dalsi moznost ovlivnéni je pies IRE (angl. iron response elements), coz jsou

kratké sekvence nukleotidii, které se nachdzeji na mRNA a které¢ koduji klicové
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proteiny metabolismu zeleza. IRPs (angl.iron regulatory proteins) se vazi na IRE a
ovliviiuji tak mRNA translaci a stabilitu, tim padem reguluji syntézu specifickych
proteinti jako je ferritin a TfR. Je dokazano, Ze pokud je hladina zeleza vysoka, IRPs
se V mensi mife vazi na IRE. Pro ferritinovou mRNA to znamenda zvySeni translace,
zvysSeni mnozstvi ferritinu a tim padem 1 ukladani vétSiho mnozstvi Zeleza. V ptipadé
mRNA transferrinového receptoru dojde k destabilizaci a degradaci, coz ma za
nasledek snizeni poctu receptorti a proto se i méné zeleza vstteba. Naopak Vv piipadé
nedostatku Zeleza, se IRPs vazi zvysené na IRE. Snizi se tak nejen translace mRNA
na ferritin, ale i enzymu, které jsou klic¢ové v regulaci syntézy hemu v nezralych
cervenych krvinkach. Naopak se zvysi pocet transferrinovych receptori, protoze IRP
inhibuji degradaci jejich mRNA. (6) IRPs podobnym zplisobem ovliviiuji expresy i u
DMT1 a Ferroportinu (5).

Kli¢ovym reguldtorem systémové homeostazy Zeleza je peptidovy hormon
hepcidin. Je syntetizovan v jatrech a nasledné se dostdva do krve. Jeho hlavni kol
spo€iva v inhibici uvoliovani Zeleza z bunék tim, ze se vaZze na ferroportin a
inaktivuje ho (5,6). Exprese hepcidinu zavisi na hladiné zeleza. Pokud je vysoka,
exprese roste a naopak. Nedavny vyzkum poukazal i na vliv jinych proteini jako TfR
2 (receptor pro transferin 2), hemojuvelin nebo BMP (angl. bone morphogenic

proteins) (6).
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1.2. Patologie Zeleza — intoxikace zelezem

1.2.1. Akutni intoxikace zelezem

Akutni otrava zelezem se vyskytuje u dospélych i1 u déti, ale mortalita je u
détskych pacienti vyrazné vyssi (21). Je zpusobena hlavné nadmérmym uzitim 1€kt
nebo vitaminl obsahujicich zelezo.

Nebyla stanovena jednotna toxickd davka, ale signifikatni gastrointestinalni
ptiznaky se objevuji pii piijmu 20 mg elementarniho Zeleza na kilogram télesné vahy
a systémova toxicita mize nastat pfi pozieni vice nez 60 mg elementarniho Zeleza na
kilogram télesné vahy (23).

Pfi akutni intoxikaci pfestavaji fungovat normalni mechanismy absorpce a
zelezo se za¢ne velmi rychle vstfebavat a nasledné hromadit v cilovych bunikéch.
Toxicita je zpusobena né&kolika mechanismy. Zelezo ma piimy vliv na
gastrointestinalni trakt, kde jeho plisobeni vede aZ k hemorrhagickym nekrézam.
Dale pak volné Zelezo mulZe prostupovat membranou do buiky, kde pak miva
tendenci soustfedit se kolem mitochondridlnich krist a vychytavat elektrony
zZ transportniho systému. Nastane tak zmé&na metabolismu aerobniho na anaerobni,
coz ma za nasledek zvySeni produkce kyseliny mlécné a tim padem i vyvoj
metabolické acidézy. A v neposledni fadé toxicitu zplsobuje i vznik volnych
radikal (viz kapitola 1.3.), které peroxidaci ni¢i bunétné membrany v plicnich
alveolach. To muze vést az k respiratnimu selhdni a acidéze. Volné zelezo také
pusobi na vaskuldrni systém, kde uvoliiuje histamin a serotonim a tim pak zplsobuje
masivni post-arteriolarni dilataci a zvySeni kapilarni permeability, coz vede k sniZeni

krevniho objemu a také k poklesu srde¢ni ¢innosti, Volné zelezo vede také k funkénd,
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reversibilni a na koncentraci zavislé poruSe koagulace v prubéhu prvnich hodin
intoxikace (22).

Klinicky obraz otravy Zelezem se béhem cCasu méni. Zatimco v prabéhu 30
minut az 6 hodin po intoxikaci se vyskytuje hlavné zvraceni, prijem a abdominalni
bolest, tak béhem 12-48 hodin po piedavkovani se muze objevit letargie, koma,
kiece, gastrointestinalni krvaceni, Sok, kardiovaskularni kolaps, ochabnuti myokardu,
metabolicka acidoza, selhani jater s hypoglykémii, koagulopatie, plicni edém a/nebo
renalni selhani (21).

Lécba spocivd ve stabilizaci vitdlnich funkci, v odstranéni jesté
neabsorbovaného Zeleza z gastrointestinalniho traktu a v zahdjeni chelata¢ni terapie,
kterd nadbyte¢ny kov vdze do neSkodnych komplexii a nasledné usnadiiuje jejich
eliminaci (viz kapitola 2.1.) (23).

Nejcastéji se pro tento ucel pouziva deferoxamin (viz kapitola 2.1.1.) (13).

1.2.2. Chronicka intoxikace zelezem

Nadbytecné mnozstvi Zeleza je pro organismus $kodlivé (viz kapitola 1.3.) a
muze vést aZ k poSkozeni organii ¢i smrti. Jak bylo zminéno,tak je pfijem Zeleza
regulovan pouze pomoci intestindlni absorpce, protoze Zelezo nemd vlastni
mechanismus exkrece (viz kapitola 1.1.) (24).

Chronickéd intoxikace mize vzniknout vétSinou ze dvou hlavnich pficin.
V prvnim piipadé je erytropoéza v normalu, ale plasma obsahuje vEétsi mnozstvi
zeleza, nez je kapacita transferrinu. Zelezo se pak ukladd v parenchymalnich
buiikach ledvin, srdce a nékterych endokrinnich tkénich. Ve druhém piipadée je

zvySeny katabolismus erytrocyth a Zelezo se akumuluje nejprve v
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retikuloendotelidlnich makrofazich a az pak v parenchymu. ZvySené¢ mnozstvi zeleza

vV

tkdni, zato v retikuloendotelidlnich makrofazich ztstdva oddélené ulozené i1 pfi
vysokych davkach (25).

Nadbytek zeleza miizeme rozd€lit na primarni a sekundarni, pficemz primarni
se tyka chyby regulace a sekundarni dalSich genetickych nebo ziskanych poruch
(24).

Nejznaméjsim piikladem primarniho nadbytku Zeleza je hereditarni
hemochromatoza, coz je autozomalné¢ recesivni dédi€na choroba, ktera vede
k nadmérné absorpci Zeleza ve stievé a k jeho ukladani v jatrech, srdci, kloubech,
slinivce a dalSich endokrinnich organech (26). Pii¢inou tzv. klasické
hemochromat6zy byva mutace na genu pro HFE protein, ktery je spojen s TfR1 a
reguluje i expresi hepcidinu. Tato porucha se vétSinou projevuje az po Ctyficatém
roku zivota a pfiznakem byvéa chronickd unava, bolest kloubt, pigmentace kiize,
impotence, cirhdza a zvétSeni jater, diabetes mellitus nebo arytmie. Naproti tomu
juvenilni hemochromat6za se manifestuje jiz po 10. roce Zivota, protoZe absorpce
zeleza ve stieve je veétsi a akumulace rychlejsi. Muize byt zptisobena mutaci genu pro
hemojuvelin nebo pro hepcidin. Projevuje se kromé klasickych ptiznakt i
kardiomyopatii nebo endokrinnimi poruchami a jeji prubéh je vaznéjsi(27). Dale
muze hemochromat6ézu zpusobit mutace genu pro TfR2, ferroportin a méné ¢asto i
hyperferritinemie,  aceruloplasminaemie, vrozend  atransferrinaemie  nebo
hypotransferrinaemie, ¢1 DMT1 mutace. Zékladem 1€¢by je pravidelny odbér krve,

ktery vede ke snizovani akumulace Zeleza (26).
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Se sekundarnim nadbytkem Zzeleza se mizeme setkat pii 1€cbé hereditarni
sideroblastick¢ anémie, myelodysplastického syndromu, srpkovité anémie nebo
talasémie, coz je onemocnéni charakterizované skupinou vrozenych
hematologickych potizi zptasobenych poruchou v syntéze jednoho nebo vice
hemoglobinovych fetézci(3, 28). Alfa talasémie vznika redukci nebo absenci syntézy
fetézce. Nerovnovaha v globinovych fetézcich zplsobuje hemolysu a poskozeni
erytropoézy. Nejvazngj$i prubéh mé beta talasémie major, kterd se projevuje
hemolytickou anémii, malym vzrlstem a skeletarnimi abnormalitami béhem détstvi.

Pacienti s témito nemocemi jsou pak celoZivotné 1ééeni pomoci krevnich
transfuzi. To vSak ma za nasledek intoxikaci zelezem.které pak musi byt
odstrafiovano za pomoci chelatitorii zeleza (28). Nejcastéji se k terapii pouziva

deferipron a deferoxamin (viz kapitoly 2.1.2 a 2.1.2.) (13, 17).
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1.3. Toxicke vlastnosti zeleza

Schopnost Fe®* dodat elektron a Fe** prijmout elektron je stéZejni pro mnoho
biochemickych reakci a tadi tak zelezo mezi esencidlni nutriety. Pfesto tato se
vlastnost muze stat potencialnim nebezpecim, protoze za urcitych podminek miize
zelezo katalyzovat vznik volnych radikalti. Toxicita je zaloZena na Fentonové
(reakce €. 1), respektive Haber—Weissové chemické reakci (reakce ¢. 2). Druha
zminéna reakce v podstaté shrnuje cely dé&j, tj. Fentonovu reakci vcetné obnovy
katalyzatoru (reakce €.3).

Ztohoto divodu sta¢i 1 velmi malé mnozstvi zeleza k vytvofeni
hydroxylového radikalu (¢*OH) ze superoxidu (O;) a peroxidu vodiku (H20,),
souhrnné znamych spoleéné s dal§imi odvozenymi slouéeninami jako reaktivni
formy kysliky (ROS, angl. reactive oxygen species).

(1) Fe** + H,0;, — Fe** ++OH + OH~

(2) O, + H,0, —» *OH + OH + O,

(3)Fe** ++0, — Fe** + 0,

ROS jsou jednim z produktli aerobniho dychani, vznikaji pfi nekompletni
redukci O, v mitochondriich, nebo mohou byt vytvoteny pifi enzymatickych reakcich
Vjinych bunéénych kompartmentech jako jsou peroxisomy, endoplasmatické
retikulum ¢i cytoplasma.

Dalsim zdrojem mutize byt enzym NADPH oxidasa, ktery se nachazi mimo
jiné v fagocytujicich neutrofilech a mikrofazich a pfedstavuje dualezity clanek
v antimikrobni obran€ organismu. Vytvaii totiz velké mnozstvi superoxidu pfi

»oxidativnim vzplanuti“, ktery se pak spontdnné pfemenuje na peroxid vodiku.
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Produkty této reakce pak umoznuji vzniknout dal§im oxidantim jako je dusi¢nan
(ONOO ) nebo chloristan (OCI"), ktefi pak jesté zvysuji cytotoxicitu.

Redoxni aktivita zeleza mutize tvofit 1 reaktivni organické latky jako
peroxylové (*ROO), alkoxylové (*RO), thiylové (*RS) nebo thiyl-peroxylovvé

(*RSOO) radikaly (viz rovnice ¢. 4-8)

(4)  Fe** + ROOH — Fe** + OH +RO
(5) Fe** + ROOH — Fe?* + H" + «ROO
(6)  RSH++OH — *RS + H,0

(7)  RSH+*ROO — RS + ROOH

(8) RS+ 0, — *ROO

A kone&né volné radikaly mohou vznikat ptimou reakci Fe** s kyslikem. (viz

rovnice ¢. 9)
(9)  Fe®™+ 0, — [Fe (II)- O, —Fe(Ill)- O5+] — Fe* + «0,°

Volné radikaly jsou velmi reaktivni a mohou podporovat oxidaci proteint,
peroxidaci lipidovych membran a modifikaci nukleovych kyselin. Podobné dusikaté
latky mohou nicit proteiny nitraci. V piipadé, ze ROS ptekonaji antioxidacni
kapacity organismu, dochazi k oxida¢nimu stresu. Vyskytuje se u mnoha
patologickych stavil, jako chronickd zéanétliva onemocnéni, ischemicka choroba
srdecni nebo neurodegenerativni onemocnéni. Nadbytek Zeleza (ale 1 tfeba médi)
sredoxni aktivitou vede k zhorSeni oxidativniho stresu a k urychleni degenerace

tkan¢. Je to tedy jedno znebezpeCi pii predavkovani zelezem (7).
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2. Chelatory Zeleza

Chelétory zeleza piedstavuji rozsahlou skupinu latek s rtiznou chemickou
strukturou, kterym je spole¢na schopnost vazat ionty zeleza. (8).

Zelezo ma koordinaéni &islo 6, tudiz se na jeho centralni atom se miZe
navazat az 6 jednovaznych ligandd, které pak vytvori osmisténny chelat (10). Pfi
vyvazani vSech Sesti vazebnych mist se tak zabrani iontum Zzeleza katalyzovat
redoxni reakce. Ligandy pak mohou byt rozdéleny podle poétu donorovych atomu,
kterymi vytvafeji koordinacni vazbu s centrdlnim atomem kovu, na dvojvazné,
trojvazné a Sestivazné. Stabilita komplexu zavisi na mnoZstvi navéazanych
chelata¢nich kruhti. S jejich rostoucim poctem se stabilita zvétsuje (9).

Schopnost chelatoru difundovat ptes biologickou membranu, absorbovat se
Z gastrointestinalniho traktu a penetrovat do buné€k, zavisi na velikosti jeho molekuly,
lipofilit¢ a naboji. Bylo zjisténo, Ze dvojvazné a trojvazné ligandy ve vétsi mife
penetruji do bun¢k a maji 1 vyrazné lep$i vstfebavani po ordlnim podani nez
Sestivazné (8).

Selektivita a afinita pro Zeleznaté ionty je dalsi dileZitou vlastnosti chelatora.
Tato schopnost redukuje chelatace jinych, biologicky dilezitych, dvojmocnych iontd,
jako je méd’ nebo zinek. V idedlnim piipadé by mél chelator odstranit jenom
nadbytecné zelezo. To se ale ve vétSin€ ptipadd nedé€je, a tak chelatace ovliviiuje
homeostdzu Zeleza, interferuje senzymy, které jsou na Zelezu zavislé (napf.
lipooxygenasa) a vaze se 1 na jiné esencialni prvky, jako je zinek nebo vapnik.

Nezadouci G¢inky mize zvySovat i mozny piimy toxicky efekt chelatoru (8).
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Idedlni cheldtor Zeleza by mél tedy mit vysokou a specifickou afinitu
k Zelezitym iontim, velkou chelata¢ni uc¢innost a pomaly metabolismus. Dale by m¢l
co nejlépe pronikat do tkéni a bun€k a zabranovat Zelezu v redistribuci, byt relativné
netoxicky, ordln¢ podavany a za nizkou cenu (8). Bylo jiz vytvofeno mnoho druhti
chelatorti, které umoznuji oralni podani a dalsi vyzkum se soustfedi na zvySeni

ucinnosti a redukei toxicity (11).

2.1. Priklady chelatoru zeleza

2.1.1. Deferoxamin (DFO)

Deferoxamin (viz Obr.¢.1) patii mezi zakladni klinicky pouzivané chelatory
zeleza (13). Jedna se o Sestivazny siderofor izolovany ze Streptomyces pilosus. Ma
vysokou afinitu k zelezitym iontim. Vytvaii s nimi metabolicky neaktivni komplex
v poméru 1:1, ktery je pak vyluCovan moci i stolici (13, 14). Vznikly chelat ma
naboj, takZze t€Zko ptrechdzi pfes membrany bunck. Po ordlnim podéni se i Spatné
absorbuje a jeho plazmaticky polocas je kratky (okolo 12 minut), proto se musi
podavat parenteralné, vétSinou subkutanné nebo intravendzné po dobu 9-12 hodin
kazdy den, aby byla zajisténa dostatecna Gcinnost (13, 15). To velmi snizuje
compliance mnoha pacienti. Kromé toho je nevyhodou jeho vysoka cena (1).

Deferoxamin mtize ve vysSSich davkach zpisobovat zpomaleni ristu,

ototoxicitu, poruchy zraku, ale i deformace kosti (16).
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Obr.¢.1 Deferoxamin

2.1.2. Deferipron (L1)

Deferipron (viz Obr.¢.2.) je peroralni chelator pouzivany hlavné u pacientd s
chronickym pfesycenim organismu Zelezem, zpisobenym castymi krevnimi
transfuzemi (17).

Patii mezi dvojvazné chelatory, s zelezem tak vytvari komplex v poméru 3:1,
ktery je poté vyluCovan do moci. Vyhodou je, Ze vznikly chelat nenese zadny naboj a
proto muze snadno penetrovat membrany, coz ulehcuje odstranovani potencialné
toxického zeleza z tkani (14).

Mezi nezadouci ucinky deferipronu patii nausea, gastrointestinalni obtize,
bolesti svali a kloubt. Idiosynkraticky se ale muze vyskytnout i artritida nebo
neutropenie véetné zavazné agranulocytozy (14). Vyskyt téchto negativnich jevi lze
ale snizit pouzitim mens$i davky nebo kombinované terapie s deferoxaminem (17).
Ptesto se radéji doporucuje pouzit deferipron pouze v piipadech, kdy neni dostate¢na

odpoveéd’ odezva pti 1é¢bé deferoxaminem (18).
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Obr.¢.2 Deferipron

2.1.3. Deferasirox (ICL670)

Deferasirox (viz Obr.c.3) patiti do nové tiidy perordlnich trojvaznych
chelatoru (14). Je vysoce selektivni pro zeleznaté ionty, vznikly komplex se vylucuje
stolici. Chelata¢ni aktivita deferasiroxu pokryva 24h a umoziuje tedy uzivat jej jen
jednou denné, coz vyrazné zvySuje compliance u pacienti. Navic nema zadné
zavazné nezadouci ucinky. Mohou se jen vyskytnout problémy, které jsou spojené
s ptipadnym deficitem Zeleza. Nyni byla potvrzena ucinnost a bezpecnost i pii

dlouhodobém pouZivani (19).

Obr.¢.3 Deferasirox

22



2.1.4. Dexrazoxan (DEX)

Dalsim silnym chelatorem je dexrazoxan (viz Obr.¢.4). Pouziva se hlavné pii
terapii antracykliny, coz jsou cytotoxické latky uzivané k 1écbé solidnich tumort
nebo hematologickych malignanci. Tyto inhibitory topoizomerazy II mohou béhem
terapie zpusobit nahlou extravazaci, ktera mize koncCit az nekrozou tkané.
Dexrazoxan dokdze ptedchéazet tomuto nezadoucimu uc¢inku a navic pusobi diky

svym chelata¢nim vlastnostem i proti kardiotoxicité téchto latek (14).

Obr.¢.4 Dexrazoxan

2.1.5. SIH

Salicylaldehyd isonicotinoyl hydrazon (SIH) (viz. Obr.&.5) je novy, velmi
ucinny chelator ze skupiny analogii pyridoxal isonicotinoyl hydrazonu (PIH). Patii
mezi trojvazné chelatory, které vytvari selektivné s zelezitymi ionty komplexy
v poméru 2:1. Diky své vysoké lipofilit¢ by se mohl teoreticky podavat oralné.

Ochotné vstupuje do bunék, pévné vaze intracelularni zelezo s redoxni aktivitou, a
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proto je schopny velmi efektivné blokovat na zeleze zavislou tvorbu hydroxylovych

radikali z peroxidu vodiku (20). Ve farmakoterapii se ale nepouziva.

Obr.¢.5 SIH

24



2.2. Vyznam chelataéni terapie
Chelata¢ni terapie se v soucasné dob& pouziva pii 1é¢bé akutni (viz kapitola
1.2.1.) i chronické intoxikace zelezem (viz Kkapitola 1.2.2), dal$i mozné zpusoby

vyuziti jsou zatim ve fazi experimentalniho zkoumani.

2.2.2. Moznosti dalSiho vyuziti chelatort

V souasné dobé se vyzkum zabyvd vyuZitim chelatorti Zeleza 1 jinych
oblastech nez pfi terapii intoxikace zelezem. Mohly by byt napiiklad pouzity pfi
1é¢bé rakoviny, kde omezuji rist nadoru tim, Ze vycerpavaji Zelezo, které je pro
vyvoj bunck nezbytné. Navic zabranuji vzniku ROS a tim padem tak eliminuji
cytotoxickou odpoveéd’ (29). Studie in vitro ukazaly tyto G¢inky u mnoha chelatord,
napt. u deferoxaminu, analogti desferrithiocinu nebo analogli pyridoxal isonicotinoyl
hydrazonu (PIH) (29, 30).

V budoucnu by se chelatory Zeleza mohly pouzit i v terapii Parkinsonovy
choroby. Ptredpoklada se totiz, Ze jednou z moznych pfi€in neuropatologie u této
nemoci muze byt dysregulace a néasledna akumulace redoxné aktivnich kovt, jako
zelezo nebo méd’, ktera vede k oxidativnimu stresu a v krajnim ptipad¢ i1 k zni¢eni

dopaminovych neuront (31).
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3. Flavoniody

Flavonoidy predstavuji nejbéznéjsi a nejrozsirengjsi skupinu polyfenolt. Bylo
izolovano vice jak 5000 derivati. Vyskytuji se ve vSech ¢astech rostlin, obzvlasté ve
fotosyntetizujicich bunkach (32).

Podle struktury je muzeme rozd€lit do nékolika kategorii. Nejbéznéjsi
flavonoidy jsou derivaty 2-fenylchromen-4-onu (tj. flavonu) (viz Obr.c.6) a
isoflavonoidy — derivaty 3-fenylchromen-4-onu (viz Obr.¢.7). V piirodé existuji

neoflavonoidy — derivaty 4-fenylkumarinu (viz Obr.¢.8) (33).

Obr.¢ 6 Zakladni struktura flavonu (2-fenylchromen-4-onu)

Obr.¢. 7 Zakladni struktura isoflavonoidu
O O
o9
Obr.¢.8 Zakladni struktura neoflavonoida
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Podle nasycenosti 2-3 vazby vkruhu C, piitomnosti hydroxyskupiny
v poloze 3 a ketoskupiny v poloze 4 se flavonoidy muzou rozdélit do tiid na

flavanoly (katechiny), flavony, flavonoly,flavanony a antokyanidy (viz Obr.¢.9-13).

Obr.¢ 12 Flavonon
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Obr.¢. 13 Anthokyan

Bazicka struktura flavonoidniho jadra dovoluje vytvofit velké mnozstvi
derivati. Chemické vlastnosti pak zaviseji na téchto substitucich, jako je
hydroxylace, glykosylace, methylace, sulfatace a na stupni polymerace (33, 36).
V rostlinach flavonoidy velmi ¢asto vytvaieji glykosidy nejcastéji s D-glukosou, ale
v men$im mife i s arabinosou, galaktosou, glukorhamnosou, ligninem nebo xylosou.
Glykosidace zvySuje polaritu molekuly a tim umoZnuje uskladnéni v bunéénych
vakuolach. Vyjimkou tvofi katechiny, které vyskytuji ve form¢ aglykont (36).

Flavonoly jsou nejbéznéjsi flavonoidy v potravé. Velké mnozstvi se jich
nachdzi vovoci a zelening. Flavanony miiZeme najit povétSinou v citrusovych
plodech, flavony v celeru. Katechiny se hojné vyskytuji v zeleném nebo ¢erném ¢aji
¢i vcerveném ving¢, na obsah anthokyanidli jsou bohaté bobulovité plody.
Isoflavonoidy nachazime v potravé témét vyhradné v sdji (31,36). V zapadnich
zemich se denni pfijem flavonoidti pohybuje okolo 23 mg (39)

Flavonoidy jsou nyni velmi intenzivné zkoumany piedevSim kvili svym
farmakologickym ucinklim. Mnoho z té€chto latek je vyuZivano v tradi¢nim lékatstvi
pro své, v nékterych pripadech jeste ne vzdy ovéiené, terapeutické schopnosti. Je jim
pfisuzovan antivirovy, antiagregacni, protizanétlivy, antiastmaticky,
antiproliferativni ¢i protinddorovy ucinek. Epidemiologické studie jiz ukazaly urcity

vztah mezi zvySenym piijmem flavonoidi v potravé a néaslednym sniZzenim rizika
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onemocnéni kardiovaskularniho systému nebo vzniku rakoviny. Byly také popsany
priznivé ucinky umirnéného piti ¢erveného vina, které je typické pritomnosti téchto
polyfenolu (34).

Farmakologické vlastnosti flavonoidi jsou zalozeny jednak na inhibi¢nim
vlivu na enzymy jako cyklooxygenaza nebo xantin oxidaza, které jsou spojené se
vznikem volnych radikald, a nasledné pak i1 na jejich antioxidacni aktivité, ktera
muze chranit tkané pied reaktivnimi formami kysliku (ROS) (viz kapitola 1.3), které
nasledné¢ mohou poskodit velké mnozstvi cilovych molekul, napiiklad proteiny,
membranové lipidy nebo DNA, ¢imz pterusuji bunééné funkce (34, 35).

Vychytavani radikald se d&je diky schopnosti flavonoidi darovat vodikovy
atom z volného hydroxylu, ktery se nachazi na jadie molekuly. Bylo testovano velké
mnozstvi flavonoidd s riznym poctem hydroxylovych substituentii a vysledkem bylo
zjisténi, ze existuji 3 struktury, které usnadnuji odStépeni vodikového atomu
s uc¢innosti v sestupném poftadi :

A) o-dihydroxykatecholové uspotadani na B kruhu, které pak nasledn¢ dava
nejstabilngjsi fenoxylovy radikél po odstépeni vodikového atomu

B) pyran-4-on struktura, kde dvojna vazba v poloze 2,3 v konjugaci s keto
skupinou v poloze 4 dovoluje delokalizaci elektronti z fenoxylového radikalu na B
kruhu na C kruh

C) 3-hydroxypyranonova struktura, ktera zajistuje, ze hydroxylova skupina
v poloze 3 v kombinaci s2,3 dvojnou vazbou zvySuje resonanéni stabilitu celé

molekuly (38).
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Dalsim moznym vysvétlenim antioxidacni aktivity flavonoidi je jejich
schopnost vytvaiet komplexy s ionty kovu. Tato chelatace pak mize zabranit Zelezu
nebo médi zapojit se do procesu vzniku volnych radikalt. (37)

Existuji tfi zakladni mista v molekule flavonoidli, kde se muze dojit k
chelataci:

A) mezi 3,4- dihydroxylové skupiny umistény na kruhu B

B) mezi 3-hydroxy a 4-keto skupinou C kruhu

C) mezi 5- hydroxy a 4-keto skupinou na C kruhu (38)

Flavonoidy se mohly stat diky své antioxidacni aktivit¢ ochrannym
prostiedkem proti oxida¢nimu stresu a tim padem i mnoha nemocem (viz. kapitola
1.3.) (34). Navic pouziti pfirodnich chelatorti Zzeleza by mohlo byt vyhodnéjsi nez

téch syntetickych, u nichZ je v soucasnosti problém s toxicitou (37).
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4. Kumariny

Kumariny tvoii $irokou skupinu derivati benzopyrenu (viz Obr.¢ 14), které
se nachazeji pirevazné zelenych rostlinach. Tyto pfirodni slou¢eniny mohou slouzit
jako predlohy pro vytvareni vice aktivnich syntetickych analogi (40). Mezi piibuzné
latky, jejichz zédkladem je kumarinové jadro, patii antikoagulancia typu warfarinu a
dikumarolu, aflatoxiny nebo psoraleny, coz jsou fotosenzitivujici latky (41).

Kumariny maji dilezitou roli v biochemii a fyziologii rostlin, pisobi jako
antialergické, hepatoprotektivni, antitrombotické, antivirové a protinadorové ucinky.
Farmakologické a biochemické vlastnosti zaviseji na charakteru substituce
benzopyrenového jadra (40). Naptiklad zatimco kumarin (1,2-benzopyron) slouzi
Kk redukci lymfoedém, tak ortho-dihydroxy nebo 5,7-dihydroxy-4-methyl derivaty
pusobi jako inhibitory peroxidace lipidil, vychytavaji peroxidové a alkylperoxidové
radikaly a patii mezi chelatory kovi (40, 41).

Kumariny a jejich derivaty pfedstavuji diky svym vlastnostem velky

potencial v dal$im farmaceutickém uziti. (40)

3 4

L

7

3 0 8]

Obr.¢.14 Zakladni struktura kumarinu
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Experimentalni ¢ast
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5. Cil prace

Hlavnim cilem préace bylo porovnani chelatacni schopnosti vybranych latek

s potencialem chelatovat zelezo pii rizném pH a zjisténi stability t€chto komplexda.
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6. Material a metodika

6.1. Chemikalie

Siran Zzeleznaty (FeSO4.7H20 ), chlorid zelezity (FeCls.6H,0), ferrozin
(sodna sul 4,4'-(3-(2-pyridinyl)-1,2,4-triazin-5,6-diyl)bisbenzensulfonové kyseliny),
dimethylsulfoxid (DMSQ), acetat sodny, kyselina octova, 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid (HEPES), sodna sul HEPES, hydroxylamin chlorid
(HA) Kkatechin, 7,8-dihydroxy-4-methylkumarin, kvercetin, 3-hydroxyflavon,
naringenin, naringin, rutin (viz Obr.¢.15-21) byly zakoupeny u Sigma-Aldrich
(Némecko). Deferoxamin byl ziskan od Novartis (Svycarsko).

Salicylaldehyde isonicotinoyl hydrazon (SIH) byl syntetizovan na Katedie
anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové podle diive

publikovaného postupu (45).

Obr.¢ 15 Strukturni vzorec katechinu
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Obr.¢ 16 Strukturni vzorec 7,8-dihydroxy-4-methylkumarinu

Obr.¢ 17 Strukturni vzorec kvercetinu

Obr.¢ 19 Strukturni vzorec naringeninu
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Obr.¢ 21 Strukturni vzorec rutinu

6.2. Pristroj
Vsechna méteni byla uskute¢néna na spektrofotometru Anthos reader 2010

(Anthos Labtec Instruments, Salzburg, Rakousko)



6.3. Postup

6.3.1. Priprava zasobnich roztok

a) ferozin 5mM v destilované vodé (Mw=492.5 g/mol)

b) FeCl3.6H,O SmM v destilované vodé (Mw= 207,3 g/mol) — zasobni roztok

Fed*

c) FeS0O,4.7H,0 SmM v destilované vodé ( Mw= 278,02 g/mol) — zasobni

roztok Fe®*
d) HA 10mM v destilované vodé ( Mw = 69,49 g/mol)

e) pufry byly pfipraveny rozpusténim odpovidajiciho poméru kyseliny octové a
jeji sodné soli (pH 4.5 a 5.5) a HEPES a jeji sodné soli (pH 6.8 a 7.5). Pouzita
koncentrace soli byla 15mM.

6.3.2. Méreni chelatace zeleznatych iontu v zavislosti

na pH

1. Ze zasobniho roztoku Zeleznatych iontd byl pfipraven testovaci roztok

Zeleza o koncentraci 250 uM.

2. Nartedily se roztoky chelatori Zeleza - obvykle 10-1-0,1-0,01mM v

DMSO jen v piipadé deferoxaminu v destilované vodé.

3. Nasledovalo vlastni méfeni chelatace v mikrodestickach (viz Tab.¢.1)
6.3.2.1.Postup pii pH 4.5,552a6.8

o do vSech jamek se napipetovalo 150 pl ptislusného pufru
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o pridalo se 50 ul roztoku chelatoru do testovacich jamek a
stejné mnozstvi rozpoustédla do kontrolnich jamek
o do kazdé¢ jamky se napipetovalo 50 pul roztoku zeleza
o sm¢es se michala 2 minuty
o nasledné se ptidalo 50 ul roztoku ferrozinu do jedné poloviny
jamek (testované vzorky) a 50 ul vody do druhé poloviny (slepé
vzorky)
o byla zméfena absorbance pii 562 nm
o po 5 minutach se méfeni absorbance opakovalo
6.3.2.2.Postup pro ph 7.5
o do vSech jamek se napipetovalo 150 pl ptislusného pufru
o pfidalo se 50 pl roztoku chelatoru do testovacich jamek a to
samé mnozstvi rozpoustédla do kontrolnich jamek
o do vSech jamek se pfidal HA
o do kazdé jamky se napipetovalo 50 pl roztoku Zeleza
o smgs se michala 2 minuty
o ptidalo se 50 pl roztoku ferrozinu do jedné poloviny jamek (F
—Viz Tab.¢.1) a 50 ul vody do druhé poloviny (V- viz Tab.¢.1)
o byla zméfena absorbance pii 562 nm

o po 5 minutach se méteni absorbance opakovalo
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Koncentrace
10mM 1ImM

chelatoru

0,ImM

0mM

(kontrola)

Ferrozin (F)

F

(testované vzorky) F F

F

Voda (V)

(slepé vzorky) V V

Tab.¢.1 Méféni chelatace v mikrodesti¢kach

6.3.2.3. Vypocet

Procento chelatovaného Zeleza (Y) se vypocitalo jako podil dané
hodnoty rozdilu absorbanci (Ach) a priméru absorbanci
koncentraci chelatoru (Ao, chelatace je zde 0 % ) (rovnice €. 1)

Rozdil absorbanci (Ach) se ziskal, kdyZ se od absorbance smési s

ferozinem (Af) se odecetl primér absorbanci smési bez ferozinu (Ay1a Ay)

téze koncentrace chelatoru.

Souhrnné se da vypocet procenta chelatovaného Zeleza vyjadfit

rovnici €. 3.

(1) Y = 1- (Ach / Ag)

) Ach=As - (A +Ay) /2

pfi nulové




(3) Y=1-[2A¢- (A +Ar )/ 2A0]
Y ... procento chelatovaného Zeleza
Ach... rozdil absorbanci
Ag ... primér absorbanci pii nulové koncentraci chelatoru
Ay+. .. absorbance smési s ferozinem

Ay, Ayo... absorbance smési bez ferozinu

Dale bylo uréeno procento zmeény podle rozdilu chelatace po 5
minutach vs 0 minut. Uvazovaly se pouze koncentrace, kdy chelatace
pfesahla miniméln¢ 5% po 5 minutach. Ve vétsin€ piipadli procento zmény
chelatace nezaviselo na koncentraci, v pfipadech, kde zaviselo, byla pouzita
zména chelatace u koncentrace cheldtoru 10mM (pomér chelator:zelezo,

40:1)

6.3.3. Méréni chelatace zelezitych ionta pri pH 4.5

1) Postup byl obdobny jako pii chelataci zeleznatych iontd.

2) Vlastni méteni
o napipetovalo se 150 pl pufru ph 4.5 do v§ech jamek
o pfidalo se 50 pl roztoku chelatoru do vSech jamek kromé
kontrolnich, kde se napipetovalo stejné mnoZzstvi rozpoustédla
o ze zésobniho roztoku Zelezitych iont se pfipravil pro kazdy
experiment Cerstvy roztok o koncentraci 250 uM a 50 ul se
pfidalo do kazdé jamky

o smés se 2 minuty michala
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o do vSech jamek se napipetovalo 50 ul HA a znovu se smés
michala 1 minutu

o nasledné¢ se piidalo se 50 pl roztoku ferrozinu do jedné
poloviny jamek (F- viz Tab.¢.1) a 50 ul vody do druhé poloviny
(V- viz Tab.c.1)

o byla zméfena absorbance pii 562 nm a méieni se opakovalo
po 5 min

3) vypocet byl stejny jako v piipadé chelatace zeleznatych iontl

6.3.4. Statisticka analyza

Pti srovnani ucinnosti jednotlivych chelatori byl vyuzit test ANOVA
s Bonferroniho post-testem za pomoci programu GraphPad Prism verze 4.00 pro

Windows, GraphPad Software (San Diego California, USA).
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7. Vysledky

Byla stanovena chelatace zeleza v zavislosti na pH podle vySe popsanych
postupu u vybranych latek s rdznou chemickou strukturou (viz Obr.¢.15-21).
Standardn¢ pouzivany chelator zeleza deferoxamin a synteticky chelator zeleza SIH
byly velmi silnymi chelatory Zeleznatych ionti pii pH 5.5-7.5 a Zelezitych iontl pii
pH 4.5. Ptesto, Ze jejich chelata¢ni G¢innost pii chelataci Zeleznatych iontt pii pH
4.5 byla niz8i ve srovnani s vy$§imi pH, byla stale zhruba o 1 fad vyssi ve srovnani
sostatnimi pH (viz Obr.¢.22-30). Flavonoidy Kkvercetin, rutin, Kkatechin,
3-hydroxyflavon, a testovany kumarin se v chelataci Zeleznatych iont pii pH 6.8-7.5
blizily deferoxaminu, ale uz pii pH 5.5 byla jejich chelatace pfiblizné o 1 fad nizsi.
Kvercetin a 3-hydroxyflavon chelatovaly Zelezité ionty pii pH 4.5 obdobné jako
deferoxamin, zatimco rutin, katechin a kumarin o jeden az dva fady méné. Flavanony
naringin a naringenin chelata¢ni u¢innosti deferoxaminu nedosahovaly, vyrazngjsi
chelatace Zeleznatych iontd nastala pii pH 6.8 a 7.5, ale stale byla v porovnani

S ostatnimi cheldtory zhruba o 1 fad niZsi.

U vSech testovanych latek byla také testovana stabilita jejich komplext
s zelezem. Indikator ferozin pouzity ve studii je také de facto chelatorem zeleza a
porovnanim chelatace thned po pfidani ferozinu a za 5 minut lze tedy urcit schopnost
téchto latek udrzet si zelezo v kompetici. U deferoxaminu a SIH nedo$lo po 5
minutach ke zméné chelatace (data nezobrazena). Flavonoidy kvercetin,
3-hydroxyflavon, rutin, naringin a naringenin byly stabilni pfi neutralnim pH na

rozdil od katechinu a kumarinu. Pfi niz§im pH se ukazaly byt nestabilni komplexy
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s zeleznatymi ionty u kumarinu a katechinu a s Zelezitymi ionty u rutinu, katechinu,

naringeninu, naringinu, a kumarinu (Obr.¢.31).
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Statisticka vyznamnost: * p<0.05 vs kontrola
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8. Diskuze

Schopnost chelatora vazat Zelezo nezavisi jen na jeho struktufe, ale maze byt
také ovlivnéna pH prostiedi. S niz§im pH se muze setkat u fady patofyziologickych
stavli. Vysoké koncentrace vodikovych iontll se nachazeji napt. u zédnétu (pH pod
5.4), akutni ischémie myokardu (pH pod 5.7) nebo u malignich tumora (43). Existuje
hypotéza, ze acidita spolu s hypoxii mohou byt jednou z pfi¢in progrese nadoru
z benigniho na maligni. Mize také hrat dilezitou roli v rezistenci tumoru na
chemoterapii (44). Vysledky této studie mohou tedy byt ptinosem pro probihajici
vyzkum Uc¢inku chelator zeleza u akutniho infarktu myokardu a nadorovych
onemocnéni. Obecné byly chelatac¢ni ucinky zkoumany ve vétSiné studii zejména za
neutralniho nebo slabé kyselého pH (46).

Ke stanoveni chelatace byla pouzita spektrofotometricka metoda s ferozinem
jako indikatorem. Ten tvoii barevné komplexy s Zeleznatymi ionty, které pak maji
maximum absorpce pii 562 nm (42). Ferozin nechelatuje pouze volné Zelezo, ale
muze ho 1 vyvazat zjiz uZz vzniklého, méné stabilniho chelatu. Aby se mohla
porovnat schopnost jednotlivych latek udrzet Zelezo, byla absorbance meéfena
bezprosttedné po pridani ferozinu, ale také pét minut poté. Tato metodologie
umoznila zjistit pevnost vzniklého komplexu.

Z vysledkd je zfejmé, Ze pii stoupajicim pH se zvySuje schopnost testovanych
latek chelatovat zelezo a také stabilita komplexu i u slabsich chelatort jako naringin
nebo narigenin (viz Obr.¢.31). D¢&je se tak pravdépodobné diky tomu, ze
v zasaditéjSim prostiedi jsou hydroxylové skupiny snadnéji deprotonizovany a lépe
pak tvofi komplexy s zeleznatymi nebo Zelezitymi ionty (35). Presnost metody lze

potvrdit, ze znalosti chelatacnich poméri standardnich chelatorti — deferoxamin tvoii
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komplex se zelezem 1:1 (13) a skute¢né pii poméru 1:1 (viz Obr.¢.22 x =Log 1 =0)
bylo prakticky vSechno zelezo vyvazano. Podobné SIH, ktery tvoii s Zelezem
komplex v poméru 2:1 (20), chelatoval vSechno Zelezo pii poméru 1:1 chelatoval
zhruba 50% zeleza (viz Obr.¢.23, pfi poméru 1:1 /x=log 1 = 0, y=50%/) U kvercetinu
se predpoklada pti pH 7.5 pomér zelezo: chelator 1:1, pii niz§Sim pH schopnost
chelatovat Zelezo klesa (viz Obr.¢.25). U flavanont byla aktivita jednozna¢n¢ slabsi.
Nejvyraznéjsi rozdily v chelataci byly nalezeny s latek s katecholovymi skupinami.
Katechin a kumarin pifi nizSich pH chelatovaly Zeleznaté ionty ve srovnani
s deferoxaminem velmi slabé, ovSem pii pH 6.8 a 7.5 byly ptekvapivé velmi ¢inné.
S Gcinnosti terapie Uzce souvisi 1 stabilita komplext s Zelezem. Obecné lze
fict, ze se zvySujicim se pH stabilita komplexu rostla. Stabilita byla vysoka zejména
pfi neutrdlnim nebo jen slabé kyselém pH i u chelatori chelatujicich Zelezo
Vv kyselém prostfedi jen slabé (kumarin, katechin). U latek s vy$§im chelata¢nim
potencidlem byly nalezeny stabilni komplexy s zelezem 1 pifi niZSich pH (napft.

kvercetin, viz Obr.¢.31).
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9. Zavér

Bylo zjisténo, ze se stoupajicim pH se zvySuje chelatac¢ni aktivita danych
latek. Zaroven s rostoucim pH vzrista i stabilita komplexu Zelezo — chelator. Silné
chelatory SIH a deferoxamin byly stejné ucinné pii chelataci iontt Zeleza pii pH 5.5-
7.5. Testované ucinné flavonoidy (kvercetin, 3-hydroxyflavon, katechin a rutin) a
7,8-dihydroxykumarinkumarin se pfi neutralnim pH svou chelata¢ni G¢innosti blizily
nebo dokonce rovnaly deferoxaminu a SIH. Jejich chelatace se ale snizovala s
s klesajicim pH. Flavanony naringenin a naringin byly méné G¢inné a jejich
chelatacni ucinnost i pti vy$§im pH nedosahla Gc¢innosti ostatnich testovanych latek.

Velmi podobné¢ vysledky byly zjistény pii sledovani stability komplexii.
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10. Seznam zkratek

ATP
BMP
DcytB
DEX
DFO
DMSO
DMT-1
HA
HIF
IRE
IRPs
L1

PIH
ROS
SIH

Tf

TfR1 ,TfR2

adenosin trifosfat

bone morphogenic proteins
duodenélni cytochrom B
dexrazoxan

deferoxamin

dimethylsulfoxid

dvoumocny transportér kovu 1
hydroxylamin chlorid
hypoxia-inducible faktor

iron response elements

iron regulatory proteins
deferipron

pyridoxal isonicotinoyl hydrazon
reaktivni formy kysliku
salicylaldehyd isonicotinoyl hydrazon
transferin

transferinovy recepor 1 a 2
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