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Abstrakt 

 

Ţelezo patří mezi základní látky, které jsou nezbytné pro ţivot buněk. Je s 

ním spojeno mnoho důleţitých procesů a jeho nedostatek můţe vést aţ k buněčné 

smrti. Nebezpečný však je i jeho nadbytek, který můţe vzniknout nejen při akutní 

intoxikaci ale také jako chronická forma z důvodu genetické abnormality regulace 

metabolismu (hereditární hemochromatózy) nebo při častých krevních transfúzích při 

léčbě talasémie, sideroblastické anémie či myelodysplastického syndromu. Kromě 

vyuţití chelátorů ţeleza na výše zmíněné patologické stavy, se v současné době 

zkoumá jejich vyuţití i při nádorech a akutním infarktu myokardu. V patogenezi 

obou těchto stavů hraje ţelezo a změny pH výraznou roli. 

V této práci byl zjišťován vliv pH na chelatační schopnosti různých látek 

(deferoxamin, syntetický chelátor SIH, flavonoidy, syntetický kumarin 7,8-

dihydroxy-4-methylkumarin) za pomocí ferozinu jako indikátoru. Zároveň byla 

posuzována i stabilita komplexu ţelezo - chelátor za různých pH. 

U všech testovaných látek bylo zjištěno, ţe se stoupajícím pH se zvyšuje 

účinnost chelatace. Zároveň s rostoucím pH vzrůstá i stabilita komplexu 

ţelezo-chelátor. Silné chelátory SIH a deferoxamin byly stejně účinné při chelataci 

iontů ţeleza při pH 5.5-7.5, naopak u 7,8-dihydroxykumarinu a flavonoidů se 

chelatace sniţovala s klesajícím pH. 
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 Abstrakt v angličtině 

 

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. Železo 

 

1.1. Fyziologie železa 

 

Ţelezo patří mezi základní prvky, které jsou nezbytné pro naprostou většinu 

ţivých buněk. Je spojeno s mnoha ţivotně důleţitými procesy jako transport kyslíku, 

produkce ATP nebo syntéza DNA a jeho nedostatek zastavuje buněčný růst a můţe 

vést aţ k buněčné smrti (1). 

Tělo 70tikilového muţe obsahuje asi 3,5 g ţeleza. Většina z něho je uloţena 

v hemoglobinu červených krvinek (65%). Přibliţně 10% se nachází ve svalových 

vláknech (v myoglobinu) a jiných tkáních (v enzymech a cytochromech). Zbývající 

ţelezo je uloţeno v játrech (6 %), makrofázích retikuloendotelialního sytému (14%) 

a v kostní dřeni (4%). U ţen před menopauzou je celkový obsah ţeleza v těle niţší 

neţ u muţů. 

Běţná strava obsahuje přibliţně 15-20 mg ţeleza a z ní tělo absorbuje okolo 

1-2 mg za den. To pouze vyvaţuje ztráty vzniklé odlupováním buněk střevní 

mukózy, menstruací nebo jiným typem krvácení. Proto je pro potřeby erytropoézy 

nezbytným zdrojem ţeleza jeho recirkulace ze zaniklých erytrocytů (20-30 mg/den).  

Na druhou stranu tělo nemá aktivní mechanismus, kterým by ţelezo 

vylučovalo. Homeostáza tohoto prvku se tedy udrţuje hlavně díky regulaci absorpce 

v duodenu (2). 

V potravě se ţelezo můţe vyskytovat ve dvou formách, v hemové nebo 

anorganické (non-hemové). K jejich absorpci dochází na apikální straně 

duodenálních enterocytů. Non-hemové ţelezo primárně existuje v oxidované podobě 

(Fe
3+

), která se ale obtíţně, pokud vůbec, absorbuje a musí být tedy nejprve 
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redukována na ţeleznaté ionty, aby mohla být transportována přes střevní epitel. 

Děje se tak například díky reduktázovému duodenálnímu cytochromu B (DcytB), 

který se vyskytuje na kartáčovém lemu duodenální membrány, nebo přítomností 

redukujících látek (vitamín C). Ţeleznaté ionty jsou pak transportovány do buňky 

dvoumocným transportérem kovů ( angl. divalent metal transporter 1, DMT1), který 

takto přenáší také jiné ionty kovů jako zinek, měď nebo kobalt. Hemové ţelezo je 

absorbováno enterocyty jiným, zatím ne přesně známým receptorem (3). 

Ţelezo se následně dostane do střevní epiteliální buňky, kde můţe být vyuţito 

k syntéze některých ţelezo-obsahujících proteinů, nebo zůstat uskladněno, nebo 

exportováno přes basolaterální membránu do cirkulace. Jediný současně známý 

basolaterální exportér ţeleza je Ferroportin 1. Dvoumocné ţelezo po přenosu přes 

tuto cytoplazmatickou membránu okamţitě oxidováno na trojmocné hephaestinem, 

coţ je enzymatický protein vykazující podobnost s plasmatickým proteinem 

ceruloplasminem (2). Děje se tak kvůli tomu, ţe ţelezité ionty mají výrazně vyšší 

afinitu k vazebným místům na transferrinu (Tf), coţ je hlavní přenašeč ţeleza 

v lidském těle (1). 

Takto navázané ţelezo putuje k cílovým buňkám a pomocí specifických 

vazeb se napojí na jejich membránový transferrinový receptor 1(TfR1). Celý 

komplex je pak pomocí endocytózy absorbován do buňky, Z endosomu je v důsledku 

okyselení činností ATP-dependentní protonové pumpy uvolněno ţelezo. TfR1 je také 

uvolněn a navrací se zpátky na povrch buňky k dalšímu pouţití. Ţelezité ionty jsou 

pak znovu redukovány na ţeleznaté, protoţe jenom ţeleznaté ionty můţou být 

transportovány pomocí DMT-1 přes endocytární membránu do cytoplasmy (1). 
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Buněčná absorpce, ukládání a export ţeleza jsou ovlivněny odlišnými 

fyziologickými a metabolickými potřebami různých typů buněk. Ne všechno ţelezo 

je vyuţito na metabolické procesy. Zbytek je skladován pro případ, ţe bylo ţeleza 

nedostatek, a zároveň toto uchování slouţí jako prevence před toxickými účinky 

volného ţeleza.  

Uloţené ţelezo tvoří asi 20-30% celkového ţeleza v těle a většina z něho je 

navázána na protein ferritin. Tvoří ho 24 podjednotek sloţených do dvou subtypů: H 

(těţká, 21kDa) a L (lehká, 19kDa). Ty tak vytvářejí centrální jádro, které můţe 

obsahovat aţ 4500 atomů ţeleza. Důleţitou vlastností H subjednotky je její 

ferroxidasová  aktivita, která usnadňuje oxidaci ţeleznatých iontů (převládající 

formy v cytosolu) na ţeleznaté ionty, který se pak naváţe na ferritin. (4) V případě 

potřeby je ţelezo schopné se z ferritinu uvolnit (1). 

Ţelezo můţe být také uloţeno v proteinu hemosiderinu, který má různorodé 

sloţení. V tomto případě se pravděpodobně jedná o ireverzibilní uskladnění. Můţe 

obsahovat také další proteiny, uhlovodíky a lipidy. Vyskytuje se v siderosomech, coţ 

je typ lysosomu (1). 

Metabolismus ţeleza, zvláště pak jeho absorpce, je velmi silně kontrolována 

podle aktuálních potřeb organismu. Děje se tak většinou na základě modulace 

exprese DMT1, DcytB a Ferropotinu.  

Při nedostatku ţeleza se aktivuje HIF faktor (angl. hypoxia-inducible faktor), 

který následně zvýší expresi DcytB a DMT1 a tím pádem vzrostá i absorpce ţeleza 

do buněk (5). 

Další moţnost ovlivnění je přes IRE (angl. iron response elements), coţ jsou 

krátké sekvence nukleotidů, které se nacházejí na mRNA a které kódují klíčové 
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proteiny metabolismu ţeleza. IRPs (angl.iron regulatory proteins) se váţí na IRE a 

ovlivňují tak mRNA translaci a stabilitu, tím pádem regulují syntézu specifických 

proteinů jako je ferritin a TfR. Je dokázáno, ţe pokud je hladina ţeleza vysoká, IRPs 

se v menší míře váţí na IRE. Pro ferritinovou mRNA to znamená zvýšení translace, 

zvýšení mnoţství ferritinu a tím pádem i ukládání většího mnoţství ţeleza. V případě 

mRNA transferrinového receptoru dojde k destabilizaci a degradaci, coţ má za 

následek sníţení počtu receptorů a proto se i méně ţeleza vstřebá. Naopak v případě 

nedostatku ţeleza, se IRPs váţí zvýšeně na IRE. Sníţí se tak nejen translace mRNA 

na ferritin, ale i enzymů, které jsou klíčové v regulaci syntézy hemu v nezralých 

červených krvinkách. Naopak se zvýší počet transferrinových receptorů, protoţe IRP 

inhibují degradaci jejich mRNA. (6) IRPs podobným způsobem ovlivňují expresy i u 

DMT1 a Ferroportinu (5). 

Klíčovým regulátorem systémové homeostázy ţeleza je peptidový hormon 

hepcidin. Je syntetizován v játrech a následně se dostává do krve. Jeho hlavní úkol 

spočívá v inhibici uvolňování ţeleza z buněk tím, ţe se váţe na ferroportin a 

inaktivuje ho (5,6). Exprese hepcidinu závisí na hladině ţeleza. Pokud je vysoká, 

exprese roste a naopak. Nedávný výzkum poukázal i na vliv jiných proteinů jako TfR 

2 (receptor pro transferin 2), hemojuvelin nebo BMP (angl. bone morphogenic 

proteins) (6). 
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1.2. Patologie železa – intoxikace železem 

 

1.2.1. Akutní intoxikace železem 

 

Akutní otrava ţelezem se vyskytuje u dospělých i u dětí, ale mortalita je u 

dětských pacientů výrazně vyšší (21). Je způsobena hlavně nadměrným uţitím léků 

nebo vitamínů obsahujících ţelezo.   

Nebyla stanovena jednotná toxická dávka, ale signifikatní gastrointestinální 

příznaky se objevují při příjmu 20 mg elementárního ţeleza na kilogram tělesné váhy 

a systémová toxicita můţe nastat při pozření více neţ 60 mg elementárního ţeleza na 

kilogram tělesné váhy (23).  

Při akutní intoxikaci přestávají fungovat normální mechanismy absorpce a 

ţelezo se začne velmi rychle vstřebávat a následně hromadit v cílových buňkách. 

Toxicita je způsobena několika mechanismy. Ţelezo má přímý vliv na 

gastrointestinální trakt, kde jeho působení vede aţ k hemorrhagickým nekrózám. 

Dále pak volné ţelezo můţe prostupovat membránou do buňky, kde pak mívá 

tendenci soustředit se kolem mitochondriálních krist a vychytávat elektrony 

z transportního systému. Nastane tak změna metabolismu aerobního na anaerobní, 

coţ má za následek zvýšení produkce kyseliny mléčné a tím pádem i vývoj 

metabolické acidózy. A v neposlední řadě toxicitu způsobuje i vznik volných 

radikálů (viz kapitola 1.3.), které peroxidací ničí buněčné membrány v plicních 

alveolách. To můţe vést aţ k respiračnímu selhání a acidóze. Volné ţelezo také 

působí na vaskulární systém, kde uvolňuje histamin a serotonim a tím pak způsobuje 

masivní post-arteriolární dilataci a zvýšení kapilární permeability, coţ vede k sníţení 

krevního objemu a také k poklesu srdeční činnosti, Volné ţelezo vede také k funkční, 
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reversibilní a na koncentraci závislé poruše koagulace v průběhu prvních hodin 

intoxikace (22). 

Klinický obraz otravy ţelezem se během času mění. Zatímco v průběhu 30 

minut aţ 6 hodin po intoxikaci se vyskytuje hlavně zvracení, průjem a abdominální 

bolest, tak během 12-48 hodin po předávkování se můţe objevit letargie, koma, 

křeče, gastrointestinální krvácení, šok, kardiovaskulární kolaps, ochabnutí myokardu, 

metabolická acidóza, selhání jater s hypoglykémií, koagulopatie, plicní edém a/nebo 

renální selhání (21). 

Léčba spočívá ve stabilizaci vitálních funkcí, v odstranění ještě 

neabsorbovaného ţeleza z gastrointestinálního traktu a v zahájení chelatační terapie, 

která nadbytečný kov váţe do neškodných komplexů a následně usnadňuje jejich 

eliminaci (viz kapitola 2.1.) (23). 

Nejčastěji se pro tento účel pouţívá deferoxamin (viz kapitola 2.1.1.) (13). 

 

1.2.2. Chronická intoxikace železem 

 

Nadbytečné mnoţství ţeleza je pro organismus škodlivé (viz kapitola 1.3.) a 

můţe vést aţ k poškození orgánů či smrti.  Jak bylo zmíněno,tak je příjem ţeleza 

regulován pouze pomocí intestinální absorpce, protoţe ţelezo nemá vlastní 

mechanismus exkrece (viz kapitola 1.1.) (24). 

Chronická intoxikace můţe vzniknout většinou ze dvou hlavních příčin. 

V prvním případě je erytropoéza v normálu, ale plasma obsahuje větší mnoţství 

ţeleza, neţ je kapacita transferrinu. Ţelezo se pak ukládá v parenchymálních 

buňkách ledvin, srdce a některých endokrinních tkáních. Ve druhém případě je 

zvýšený katabolismus erytrocytů a ţelezo se akumuluje nejprve v 
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retikuloendoteliálních makrofázích a aţ pak v parenchymu. Zvýšené mnoţství ţeleza 

v parenchymálních buňkách je nebezpečnější, protoţe vede k poškození a fibróze 

tkání, zato v retikuloendoteliálních makrofázích zůstává odděleně uloţené i při 

vysokých dávkách (25). 

Nadbytek ţeleza můţeme rozdělit na primární a sekundární, přičemţ primární 

se týká chyby regulace a sekundární dalších genetických nebo získaných poruch 

(24). 

Nejznámějším příkladem primárního nadbytku ţeleza je hereditární 

hemochromatóza, coţ je autozomálně recesivní dědičná choroba, která vede 

k nadměrné absorpci ţeleza ve střevě a k jeho ukládání v játrech, srdci, kloubech, 

slinivce a dalších endokrinních orgánech (26). Příčinou tzv. klasické 

hemochromatózy bývá mutace na genu pro HFE protein, který je spojen s TfR1 a 

reguluje i expresi hepcidinu. Tato porucha se většinou projevuje aţ po čtyřicátém 

roku ţivota a příznakem bývá chronická únava, bolest kloubů, pigmentace kůţe, 

impotence, cirhóza a zvětšení jater, diabetes mellitus nebo arytmie. Naproti tomu 

juvenilní hemochromatóza se manifestuje jiţ po 10. roce ţivota, protoţe absorpce 

ţeleza ve střevě je větší a akumulace rychlejší. Můţe být způsobena mutací genu pro 

hemojuvelin nebo pro hepcidin. Projevuje se kromě klasických příznaků i 

kardiomyopatií nebo endokrinními poruchami a její průběh je váţnější(27). Dále 

můţe hemochromatózu způsobit mutace genu pro TfR2, ferroportin a méně často i 

hyperferritinemie, aceruloplasminaemie, vrozená atransferrinaemie nebo 

hypotransferrinaemie, či DMT1 mutace. Základem léčby je pravidelný odběr krve, 

který vede ke sniţování akumulace ţeleza (26). 
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Se sekundárním nadbytkem ţeleza se můţeme setkat při léčbě hereditární 

sideroblastické anémie, myelodysplastického syndromu, srpkovité anémie nebo 

talasémie, coţ je onemocnění charakterizované skupinou vrozených 

hematologických potíţí způsobených poruchou v syntéze jednoho nebo více 

hemoglobinových řetězců(3, 28). Alfa talasémie vzniká redukcí nebo absencí syntézy 

alfa řetězce, obdobně beta talasemie je zapříčiněna redukcí nebo absencí syntézy beta 

řetězce. Nerovnováha v globinových řetězcích způsobuje hemolysu a poškození 

erytropoézy. Nejváţnější průběh má beta talasémie major, která se projevuje 

hemolytickou anémií, malým vzrůstem a skeletárními abnormalitami během dětství.  

Pacienti s těmito nemocemi jsou pak celoţivotně léčeni pomocí krevních 

transfúzí. To však má za následek intoxikaci ţelezem.které pak musí být 

odstraňováno za pomocí chelatátorů ţeleza (28). Nejčastěji se k terapii pouţívá 

deferipron a deferoxamin (viz kapitoly 2.1.2 a 2.1.2.) (13, 17). 
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1.3. Toxické vlastnosti železa 

 

Schopnost Fe
2+ 

 dodat elektron a Fe
3+

 přijmout elektron je stěţejní pro mnoho 

biochemických reakcí a řadí tak ţelezo mezi esenciální nutriety. Přesto tato se 

vlastnost můţe stát potenciálním nebezpečím, protoţe za určitých podmínek můţe 

ţelezo katalyzovat vznik volných radikálů. Toxicita je zaloţena na Fentonově 

(reakce č. 1), respektive Haber–Weissově chemické reakci (reakce č. 2). Druhá 

zmíněná reakce v podstatě shrnuje celý děj, tj. Fentonovu reakci včetně obnovy 

katalyzátoru (reakce č.3). 

Z tohoto důvodu stačí i velmi malé mnoţství ţeleza k vytvoření 

hydroxylového radikálu (•OH) ze superoxidu (O2
-
) a peroxidu vodíku (H2O2), 

souhrnně známých společně s dalšími odvozenými sloučeninami jako reaktivní 

formy kyslíky (ROS, angl. reactive oxygen species). 

(1) Fe
2+ 

 + H2O2  → Fe
3+

  + •OH + OH
−  

(2) •O2
-
 + H2O2 → •OH + OH

−
 + O2 

(3) Fe
3+ 

 + •O2
-
  → Fe

2+
  + O2

  

 

ROS jsou jedním z produktů aerobního dýchání, vznikají při nekompletní 

redukci O2 v mitochondriích, nebo mohou být vytvořeny při enzymatických reakcích 

v jiných buněčných kompartmentech jako jsou peroxisomy,  endoplasmatické 

retikulum či cytoplasma. 

Dalším zdrojem můţe být enzym NADPH oxidasa, který  se nachází mimo 

jiné v fagocytujících neutrofilech a mikrofázích a představuje důleţitý článek 

v antimikrobní obraně organismu. Vytváří totiţ velké mnoţství superoxidu při 

„oxidativním vzplanutí“, který se pak spontánně přeměňuje na peroxid vodíku. 
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Produkty této reakce pak umoţňují vzniknout dalším oxidantům jako je dusičnan 

(ONOO
−
) nebo chloristan (OCl

−
), kteří pak ještě zvyšují cytotoxicitu. 

Redoxní aktivita ţeleza můţe tvořit i reaktivní organické látky jako 

peroxylové (•ROO), alkoxylové (•RO), thiylové (•RS) nebo thiyl-peroxylovvé 

(•RSOO) radikály (viz rovnice č. 4-8) 

 

(4)   Fe
2+

  +  ROOH → Fe
3+

  + OH
−
 +•RO 

(5) Fe
3+

  +  ROOH → Fe
2+ 

+ H
+
 + •ROO 

(6) RSH + •OH → •RS + H2O 

(7) RSH + •ROO → •RS + ROOH 

(8) •RS + O2 → •ROO 

A konečně volné radikály mohou vznikat přímou reakcí Fe
2+

 s kyslíkem. (viz 

rovnice č. 9) 

(9) Fe
2+

+ O2 → [Fe (II)- O2 →Fe(III)- O2
-
•] → Fe

3+
 + •O2

-
 

Volné radikály jsou velmi reaktivní a mohou podporovat oxidaci proteinů, 

peroxidaci lipidových membrán a modifikaci nukleových kyselin. Podobně dusíkaté 

látky mohou ničit proteiny nitrací. V případě, ţe ROS překonají antioxidační 

kapacity organismu, dochází k oxidačnímu stresu. Vyskytuje se u mnoha 

patologických stavů, jako chronická zánětlivá onemocnění, ischemická choroba 

srdeční nebo neurodegenerativní onemocnění. Nadbytek ţeleza (ale i třeba mědi) 

s redoxní aktivitou vede k zhoršení oxidativního stresu a k urychlení degenerace 

tkáně. Je to tedy jedno z nebezpečí při předávkování ţelezem (7).
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2. Chelátory železa 

 

Chelátory ţeleza představují rozsáhlou skupinu látek s různou chemickou 

strukturou, kterým je společná schopnost vázat ionty ţeleza. (8). 

Ţelezo má koordinační číslo 6, tudíţ se na jeho centrální atom se můţe 

navázat aţ 6 jednovazných ligandů, které pak vytvoří osmistěnný chelát (10). Při 

vyvázání všech šesti vazebných míst se tak zabrání iontům ţeleza katalyzovat 

redoxní reakce. Ligandy pak mohou být rozděleny podle počtu donorových atomů, 

kterými vytvářejí koordinační vazbu s centrálním atomem kovu, na dvojvazné, 

trojvazné a šestivazné. Stabilita komplexu závisí na mnoţství navázaných 

chelatačních kruhů. S jejich rostoucím počtem se stabilita zvětšuje (9).  

Schopnost chelátoru difundovat přes biologickou membránu, absorbovat se 

z gastrointestinálního traktu a penetrovat do buněk, závisí na velikosti jeho molekuly, 

lipofilitě a náboji. Bylo zjištěno, ţe dvojvazné a trojvazné ligandy ve větší míře 

penetrují do buněk a mají i výrazně lepší vstřebávání po orálním podání neţ 

šestivazné (8). 

Selektivita a afinita pro ţeleznaté ionty je další důleţitou vlastností chelátorů. 

Tato schopnost redukuje chelatace jiných, biologicky důleţitých, dvojmocných iontů, 

jako je měď nebo zinek. V ideálním případě by měl chelátor odstranit jenom 

nadbytečné ţelezo. To se ale ve většině případů neděje, a tak chelatace ovlivňuje 

homeostázu ţeleza, interferuje s enzymy, které jsou na ţelezu závislé (např. 

lipooxygenasa) a váţe se i na jiné esenciální prvky, jako je zinek nebo vápník. 

Neţádoucí účinky můţe zvyšovat i moţný přímý toxický efekt chelátoru (8). 
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Ideální chelátor ţeleza by měl tedy mít vysokou a specifickou afinitu 

k ţelezitým iontům, velkou chelatační účinnost a pomalý metabolismus. Dále by měl 

co nejlépe pronikat do tkání a buněk a zabraňovat ţelezu v redistribuci, být relativně 

netoxický, orálně podávaný a za nízkou cenu (8). Bylo jiţ vytvořeno mnoho druhů 

chelátorů, které umoţňují orální podání a další výzkum se soustředí na zvýšení 

účinnosti a redukci toxicity (11).  

 

2.1. Příklady chelátorů železa 

 

2.1.1. Deferoxamin (DFO) 

 

Deferoxamin (viz Obr.č.1) patří mezi základní klinicky pouţívané chelátory 

ţeleza (13). Jedná se o šestivazný siderofor izolovaný ze Streptomyces pilosus. Má 

vysokou afinitu k ţelezitým iontům. Vytváří s nimi metabolicky neaktivní komplex 

v poměru 1:1, který je pak vylučován močí i stolicí (13, 14). Vzniklý chelát má 

náboj, takţe těţko přechází přes membrány buněk. Po orálním podání se i špatně 

absorbuje a jeho plazmatický poločas je krátký (okolo 12 minut), proto se musí 

podávat parenterálně, většinou subkutánně nebo intravenózně po dobu 9-12 hodin 

kaţdý den, aby byla zajištěna dostatečná účinnost (13, 15). To velmi sniţuje  

compliance mnoha pacientů. Kromě toho je nevýhodou jeho vysoká cena (1). 

Deferoxamin můţe ve vyšších dávkách způsobovat zpomalení růstu, 

ototoxicitu, poruchy zraku, ale i deformace kostí (16). 
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Obr.č.1 Deferoxamin 

 

2.1.2. Deferipron (L1) 

 

Deferipron (viz Obr.č.2.) je perorální chelátor pouţívaný hlavně u pacientů s 

chronickým přesycením organismu ţelezem, způsobeným častými krevními 

transfuzemi (17).  

Patří mezi dvojvazné chelátory, s ţelezem tak vytváří komplex v poměru 3:1, 

který je poté vylučován do moči. Výhodou je, ţe vzniklý chelát nenese ţádný náboj a 

proto můţe snadno penetrovat membrány, coţ ulehčuje odstraňování potenciálně 

toxického ţeleza z tkání (14).  

Mezi neţádoucí účinky deferipronu patří nausea, gastrointestinální obtíţe, 

bolesti svalů a kloubů. Idiosynkraticky se ale můţe vyskytnout i artritida nebo 

neutropenie včetně závaţné agranulocytózy (14). Výskyt těchto negativních jevů lze 

ale sníţit pouţitím menší dávky nebo kombinované terapie s deferoxaminem (17). 

Přesto se raději doporučuje pouţít deferipron pouze v případech, kdy není dostatečná 

odpověď odezva při léčbě deferoxaminem (18). 



22 

 

  

Obr.č.2 Deferipron 

 

2.1.3. Deferasirox (ICL670) 

Deferasirox (viz Obr.č.3) patří do nové třídy perorálních trojvazných 

chelátorů (14). Je vysoce selektivní pro ţeleznaté ionty, vzniklý komplex se vylučuje 

stolicí. Chelatační aktivita deferasiroxu pokrývá 24h a umoţňuje tedy uţívat jej jen 

jednou denně, coţ výrazně zvyšuje compliance u pacientů. Navíc nemá ţádné 

závaţné neţádoucí účinky. Mohou se jen vyskytnout problémy, které jsou spojené 

s případným deficitem ţeleza. Nyní byla potvrzena účinnost a bezpečnost i při 

dlouhodobém pouţívání (19).  

 

Obr.č.3 Deferasirox 
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2.1.4. Dexrazoxan (DEX) 

 

Dalším silným chelátorem je dexrazoxan (viz Obr.č.4). Pouţívá se hlavně při 

terapii antracykliny, coţ jsou cytotoxické látky uţívané k léčbě solidních tumorů 

nebo hematologických malignancí. Tyto inhibitory topoizomerázy II mohou během 

terapie způsobit náhlou extravazaci, která můţe končit aţ nekrózou tkáně. 

Dexrazoxan dokáţe předcházet tomuto neţádoucímu účinku a navíc působí díky 

svým chelatačním vlastnostem i proti kardiotoxicitě těchto látek (14). 

 

 

Obr.č.4 Dexrazoxan 

 

2.1.5. SIH 

 

Salicylaldehyd isonicotinoyl hydrazon (SIH) (viz. Obr.č.5) je nový, velmi 

účinný chelátor ze skupiny analogů pyridoxal isonicotinoyl hydrazonu (PIH). Patří 

mezi trojvazné chelátory, které vytváří selektivně s ţelezitými ionty komplexy 

v poměru 2:1. Díky své vysoké lipofilitě by se mohl teoreticky podávat orálně. 

Ochotně vstupuje do buněk, pěvně váţe intracelulární ţelezo s redoxní aktivitou, a 
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proto je schopný velmi efektivně blokovat na ţeleze závislou tvorbu hydroxylových 

radikálů z peroxidu vodíku (20). Ve farmakoterapii se ale nepouţívá. 

 

Obr.č.5 SIH  
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2.2. Význam chelatační terapie 

 

Chelatační terapie se v současné době pouţívá při léčbě akutní (viz kapitola 

1.2.1.) i chronické intoxikace ţelezem (viz kapitola 1.2.2), další moţné způsoby 

vyuţití jsou zatím ve fázi experimentálního zkoumání. 

 

2.2.2. Možnosti dalšího využití chelátorů  

 

V současné době se výzkum zabývá vyuţitím chelátorů ţeleza i jiných 

oblastech neţ při terapii intoxikace ţelezem. Mohly by být například pouţity při 

léčbě rakoviny, kde omezují růst nádoru tím, ţe vyčerpávají ţelezo, které je pro 

vývoj buněk nezbytné. Navíc zabraňují vzniku ROS a tím pádem tak eliminují 

cytotoxickou odpověď (29). Studie in vitro ukázaly tyto účinky u mnoha chelátorů, 

např. u deferoxaminu, analogů desferrithiocinu nebo analogů pyridoxal isonicotinoyl 

hydrazonu (PIH) (29, 30). 

V budoucnu by se chelátory ţeleza mohly pouţít i v terapii Parkinsonovy 

choroby. Předpokládá se totiţ, ţe jednou z moţných příčin neuropatologie u této 

nemoci můţe být dysregulace a následná akumulace redoxně aktivních kovů, jako 

ţelezo nebo měď, která vede k oxidativnímu stresu a v krajním případě i k zničení 

dopaminových neuronů (31). 
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3. Flavoniody 

 

Flavonoidy představují nejběţnější a nejrozšířenější skupinu polyfenolů. Bylo 

izolováno více jak 5000 derivátů. Vyskytují se ve všech částech rostlin, obzvláště ve 

fotosyntetizujících buňkách (32). 

Podle struktury je můţeme rozdělit do několika kategorií. Nejběţnější 

flavonoidy jsou deriváty 2-fenylchromen-4-onu (tj. flavonu) (viz Obr.č.6) a 

isoflavonoidy – deriváty 3-fenylchromen-4-onu (viz Obr.č.7). V přírodě existují 

neoflavonoidy – deriváty 4-fenylkumarinu (viz Obr.č.8) (33). 

 

Obr.č 6 Základní struktura flavonu (2-fenylchromen-4-onu) 

 

Obr.č. 7 Základní struktura isoflavonoidů  

 

Obr.č.8 Základní struktura neoflavonoidů 
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Podle nasycenosti 2-3 vazby v kruhu C, přítomnosti hydroxyskupiny 

v poloze 3 a ketoskupiny v poloze 4 se flavonoidy můţou rozdělit do tříd na 

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

 

Obr.č.9. Flavanol (katechin) 

 

Obr.č.10 Flavon 

 

Obr.č.11 Flavonol 

 

Obr.č 12 Flavonon 
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Obr.č. 13 Anthokyan 

 

Bazická struktura flavonoidního jádra dovoluje vytvořit velké mnoţství 

derivátů. Chemické vlastnosti pak závisejí na těchto substitucích, jako je 

hydroxylace, glykosylace, methylace, sulfatace a na stupni polymerace (33, 36). 

V rostlinách flavonoidy velmi často vytvářejí glykosidy nejčastěji s D-glukosou, ale 

v menším míře i s arabinosou, galaktosou, glukorhamnosou, ligninem nebo xylosou. 

Glykosidace zvyšuje polaritu molekuly a tím umoţňuje uskladnění v buněčných 

vakuolách. Výjimkou tvoří katechiny, které vyskytují ve formě aglykonů (36). 

Flavonoly jsou nejběţnější flavonoidy v potravě. Velké mnoţství se jich 

nachází v ovoci a zelenině. Flavanony můţeme najít povětšinou v citrusových 

plodech, flavony v celeru. Katechiny se hojně vyskytují v zeleném nebo černém čaji 

či v červeném víně, na obsah anthokyanidů jsou bohaté bobulovité plody. 

Isoflavonoidy nacházíme v potravě téměř výhradně v sóji (31,36). V západních 

zemích se denní příjem flavonoidů pohybuje okolo 23 mg (39) 

Flavonoidy jsou nyní velmi intenzivně zkoumány především kvůli svým 

farmakologickým účinkům. Mnoho z těchto látek je vyuţíváno v tradičním lékařství 

pro své, v některých případech ještě ne vţdy ověřené, terapeutické schopnosti. Je jim 

přisuzován antivirový, antiagregační, protizánětlivý, antiastmatický, 

antiproliferativní či protinádorový účinek. Epidemiologické studie jiţ ukázaly určitý 

vztah mezi zvýšeným příjmem flavonoidů v potravě a následným sníţením rizika 
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onemocnění kardiovaskulárního systému nebo vzniku rakoviny. Byly také popsány 

příznivé účinky umírněného pití červeného vína, které je typické přítomností těchto 

polyfenolů (34). 

Farmakologické vlastnosti flavonoidů jsou zaloţeny jednak na inhibičním 

vlivu na enzymy jako cyklooxygenaza nebo xantin oxidaza, které jsou spojené se 

vznikem volných radikálů, a následně pak i na jejich antioxidační aktivitě, která 

můţe chránit tkáně před reaktivními formami kyslíku (ROS) (viz kapitola 1.3), které 

následně mohou poškodit velké mnoţství cílových molekul, například proteiny, 

membránové lipidy nebo DNA, čímţ přerušují buněčné funkce (34, 35). 

Vychytávání radikálů se děje díky schopnosti flavonoidů darovat vodíkový 

atom z volného hydroxylu, který se nachází na jádře molekuly. Bylo testováno velké 

mnoţství flavonoidů s různým počtem hydroxylových substituentů a výsledkem bylo 

zjištění, ţe existují 3 struktury, které usnadňují odštěpení vodíkového atomu 

s účinností v sestupném pořadí : 

A) o-dihydroxykatecholové uspořádání na B kruhu, které pak následně dává 

nejstabilnější fenoxylový radikál po odštěpení vodíkového atomu 

B) pyran-4-on struktura, kde dvojná vazba v poloze 2,3 v konjugaci s keto 

skupinou v poloze 4 dovoluje delokalizaci elektronů z fenoxylového radikálu na B 

kruhu na C kruh 

C) 3-hydroxypyranonová struktura, která zajišťuje, ţe hydroxylová skupina 

v poloze 3 v kombinaci s 2,3 dvojnou vazbou zvyšuje resonanční stabilitu celé 

molekuly (38). 
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Dalším moţným vysvětlením antioxidační aktivity flavonoidů je jejich 

schopnost vytvářet komplexy s ionty kovu. Tato chelatace pak můţe zabránit ţelezu 

nebo mědi zapojit se do procesu vzniku volných radikálů. (37)  

Existují tři základní místa v molekule flavonoidů, kde se můţe dojít k 

chelataci: 

A) mezi 3,4- dihydroxylové skupiny umístěny 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 stát díky své antioxidační aktivitě ochranným 

prostředkem proti oxidačnímu stresu a tím pádem i mnoha nemocem (viz. kapitola 

1.3.) (34). Navíc pouţití přírodních chelátorů ţeleza by mohlo být výhodnější neţ 

těch syntetických, u nichţ je v současnosti problém s toxicitou (37).  
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4. Kumariny 

 

 Kumariny tvoří širokou skupinu derivátů benzopyrenu (viz Obr.č 14), které 

se nacházejí převáţně zelených rostlinách. Tyto přírodní sloučeniny mohou slouţit 

jako předlohy pro vytváření více aktivních syntetických analogů (40). Mezi příbuzné 

látky, jejichţ základem je kumarinové jádro, patří antikoagulancia typu warfarinu a 

dikumarolu, aflatoxiny nebo psoraleny, coţ jsou fotosenzitivující látky (41). 

Kumariny mají důleţitou roli v biochemii a fyziologii rostlin, působí jako 

antioxidanty nebo inhibitory enzymů. Jsou jim přisuzovány také protizánětlivé, 

antialergické, hepatoprotektivní, antitrombotické, antivirové a protinádorové  účinky. 

Farmakologické a biochemické vlastnosti závisejí na charakteru substituce 

benzopyrenového jádra (40). Například zatímco kumarin (1,2-benzopyron) slouţí 

k redukci lymfoedémů, tak ortho-dihydroxy nebo 5,7-dihydroxy-4-methyl deriváty 

působí jako inhibitory peroxidace lipidů, vychytávají peroxidové a alkylperoxidové 

radikály a patří mezi chelátory kovů (40, 41). 

Kumariny a jejich deriváty představují díky svým vlastnostem velký 

potenciál v dalším farmaceutickém uţití. (40) 

 
Obr.č.14 Základní struktura kumarinů 
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Experimentální část 
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5. Cíl práce  

 

 Hlavním cílem práce bylo porovnání chelatační schopnosti vybraných látek 

s potenciálem chelatovat ţelezo při různém pH a zjištění stability těchto komplexů. 
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6. Materiál a metodika 

 

6.1. Chemikálie 

 

Síran ţeleznatý (FeSO4.7H2O ), chlorid ţelezitý (FeCl3.6H2O), ferrozin 

(sodná sůl 4,4'-(3-(2-pyridinyl)-1,2,4-triazin-5,6-diyl)bisbenzensulfonové kyseliny), 

dimethylsulfoxid (DMSO),   acetát sodný, kyselina octová, 4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid (HEPES),  sodná sůl HEPES, hydroxylamin chlorid 

(HA) katechin, 7,8-dihydroxy-4-methylkumarin, kvercetin, 3-hydroxyflavon, 

naringenin, naringin, rutin (viz Obr.č.15-21) byly zakoupeny u Sigma-Aldrich 

(Německo). Deferoxamin byl získán od Novartis (Švýcarsko). 

Salicylaldehyde isonicotinoyl hydrazon (SIH) byl syntetizován na Katedře 

anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Králové podle dříve 

publikovaného postupu (45). 

OOH

OH

OH

OH

OH

 

Obr.č 15 Strukturní vzorec katechinu 

 



35 

O O

Me

OH

OH

 

Obr.č 16 Strukturní vzorec 7,8-dihydroxy-4-methylkumarinu 
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Obr.č 17 Strukturní vzorec kvercetinu 

 

 

Obr.č 18 Strukturní vzorec 3-hydroxyflavonu 
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Obr.č 19 Strukturní vzorec naringeninu 
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Obr.č 20 Strukturní vzorec naringinu 
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Obr.č 21 Strukturní vzorec rutinu 

 

 6.2. Přístroj  

 

Všechna měření byla uskutečněna na spektrofotometru Anthos reader 2010 

(Anthos Labtec Instruments, Salzburg, Rakousko) 
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6.3. Postup 

 

6.3.1. Příprava zásobních roztoků 

 

a) ferozin 5mM v destilované vodě (Mw= 492,5 g/mol) 

b) FeCl3.6H2O 5mM v destilované vodě (Mw= 207,3 g/mol) – zásobní roztok 

Fe
3+

 

c) FeSO4.7H2O  5mM  v destilované vodě ( Mw= 278,02 g/mol) – zásobní 

roztok Fe
2+ 

d) HA 10mM v destilované vodě ( Mw = 69,49 g/mol)  

e) pufry byly připraveny rozpuštěním odpovídajícího poměru kyseliny octové a 

její sodné soli (pH 4.5 a 5.5) a HEPES a její sodné soli (pH 6.8 a 7.5). Pouţitá 

koncentrace solí byla 15mM. 

6.3.2. Měření chelatace železnatých iontů v závislosti 
na pH 

1. Ze zásobního roztoku ţeleznatých iontů byl připraven testovací roztok 

ţeleza o koncentraci 250 µM. 

2. Naředily se roztoky chelátorů ţeleza - obvykle 10-1-0,1-0,01mM v 

DMSO jen v případě deferoxaminu v destilované vodě. 

3. Následovalo vlastní  měření chelatace v mikrodestičkách (viz Tab.č.1) 

6.3.2.1.Postup při pH 4.5, 5.5 a 6.8 

o do všech jamek se napipetovalo 150 μl příslušného pufru 
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o  přidalo se 50 μl roztoku chelátoru do testovacích jamek a 

stejné mnoţství rozpouštědla do kontrolních jamek 

o  do kaţdé jamky se napipetovalo 50 μl roztoku ţeleza 

o směs se míchala 2 minuty  

o následně se přidalo 50 μl roztoku ferrozinu do jedné poloviny 

jamek (testované vzorky) a 50 μl vody do druhé poloviny (slepé 

vzorky) 

o byla změřena absorbance při 562 nm  

o po 5 minutách se měření absorbance opakovalo 

6.3.2.2.Postup pro ph 7.5 

o do všech jamek se napipetovalo 150 μl příslušného pufru 

o přidalo se 50 μl roztoku chelátoru do testovacích jamek a to 

samé mnoţství rozpouštědla do kontrolních jamek 

o  do všech jamek se přidal HA 

o  do kaţdé jamky se napipetovalo 50 μl roztoku ţeleza 

o směs se míchala 2 minuty  

o přidalo se 50 μl roztoku ferrozinu do jedné poloviny jamek (F 

– viz Tab.č.1) a 50 μl vody do druhé poloviny (V- viz Tab.č.1) 

o byla změřena absorbance při 562 nm  

o po 5 minutách se měření absorbance opakovalo 



39 

 

 

Koncentrace 

chelátoru 

10mM 1mM 0,1mM 

 

0 mM 

(kontrola) 

Ferrozin (F) 

(testované vzorky) 

F F F F 

F F F F 

Voda (V) 

(slepé vzorky) 

V V V V 

V V V V 

 

Tab.č.1 Měřění chelatace v mikrodestičkách 

 

6.3.2.3. Výpočet  

Procento chelatovaného ţeleza (Y) se vypočítalo jako podíl dané 

hodnoty  rozdílu absorbancí (Δch) a průměru absorbancí  při nulové 

koncentraci chelátoru (Δ0, chelatace je zde 0 % ) (rovnice č. 1) 

Rozdíl absorbancí (Δch) se získal, kdyţ se od absorbance směsi s 

ferozinem (Af) se odečetl průměr absorbancí směsi bez ferozinu  (Av1 a Av2) 

téţe koncentrace chelátoru. 

Souhrnně se dá výpočet procenta chelatovaného ţeleza vyjádřit 

rovnicí č. 3. 

(1)   Y = 1- (Δch / Δ0) 

(2)  Δch = Af   - ( Av1  + Av2) / 2 
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(3)  Y = 1 – [ 2 Af  - (Av1  + Av2  )/ 2 Δ0 ]  

 Y … procento chelatovaného ţeleza 

 Δch… rozdíl absorbancí 

 Δ0 … průměr absorbancí při nulové koncentraci chelátoru 

 Af… absorbance směsi s ferozinem 

 Av1 , Av2… absorbance směsi  bez ferozinu 

 

Dále bylo určeno procento změny podle rozdílu chelatace po 5 

minutách vs 0 minut. Uvaţovaly se pouze koncentrace, kdy chelatace 

přesáhla minimálně 5% po 5 minutách. Ve většině případů procento změny 

chelatace nezáviselo na koncentraci, v případech, kde záviselo, byla pouţita 

změna chelatace u koncentrace chelátoru 10mM (poměr chelátor:ţelezo, 

40:1) 

 

6.3.3. Měřění chelatace železitých iontů při pH 4.5 

 

1) Postup byl obdobný jako při chelataci ţeleznatých iontů. 

2) Vlastní měření 

o napipetovalo se 150 μl pufru ph 4.5 do všech jamek 

o přidalo se 50 μl roztoku chelátoru do všech jamek kromě 

kontrolních, kde se napipetovalo stejné mnoţství rozpouštědla  

o ze zásobního roztoku
 
ţelezitých iontů se připravil pro kaţdý 

experiment čerstvý roztok o koncentraci 250 μM a 50 μl  se 

přidalo do kaţdé jamky 

o směs se 2 minuty míchala 
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o do všech jamek se napipetovalo 50 μl HA a znovu se směs 

míchala 1 minutu 

o  následně se přidalo se 50 μl roztoku ferrozinu do jedné 

poloviny jamek (F- viz Tab.č.1) a 50 μl vody do druhé poloviny 

(V- viz Tab.č.1) 

o byla změřena absorbance při 562 nm  a měření se opakovalo 

po 5 min 

3) výpočet byl stejný jako v případě chelatace ţeleznatých iontů 

 

6.3.4. Statistická analýza 

 

Při srovnání účinnosti jednotlivých chelátorů byl vyuţit test ANOVA 

s Bonferroniho post-testem za pomocí programu GraphPad Prism verze 4.00 pro 

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

Byla stanovena chelatace ţeleza v závislosti na pH podle výše popsaných 

postupu u vybraných látek s různou chemickou strukturou (viz Obr.č.15-21). 

Standardně pouţívaný chelátor ţeleza deferoxamin a syntetický chelátor ţeleza SIH 

byly velmi silnými chelátory ţeleznatých iontů při pH 5.5-7.5 a ţelezitých iontů při 

pH 4.5. Přesto, ţe jejich chelatační účinnost při chelataci ţeleznatých iontů při pH 

4.5 byla niţší ve srovnání s vyššími pH, byla stále zhruba o 1 řád vyšší ve srovnání 

s ostatními pH (viz Obr.č.22-30). Flavonoidy kvercetin, rutin, katechin, 

3-hydroxyflavon, a testovaný kumarin se v chelataci ţeleznatých iontů při pH 6.8-7.5 

blíţily deferoxaminu, ale uţ při pH 5.5 byla jejich chelatace přibliţně o 1 řád niţší. 

Kvercetin a 3-hydroxyflavon chelatovaly ţelezité ionty při pH 4.5 obdobně jako 

deferoxamin, zatímco rutin, katechin a kumarin o jeden aţ dva řády méně. Flavanony 

naringin a naringenin chelatační účinnosti deferoxaminu nedosahovaly, výraznější 

chelatace ţeleznatých iontů nastala při pH 6.8 a 7.5, ale stále byla v porovnání 

s ostatními chelátory zhruba o 1 řád niţší. 

 

U všech testovaných látek byla také testována stabilita jejich komplexů 

s ţelezem. Indikátor ferozin pouţitý ve studii je také de facto chelátorem ţeleza a 

porovnáním chelatace ihned po přidání ferozinu a za 5 minut lze tedy určit schopnost 

těchto látek udrţet si ţelezo v kompetici. U deferoxaminu a SIH nedošlo po 5 

minutách ke změně chelatace (data nezobrazena). Flavonoidy kvercetin, 

3-hydroxyflavon, rutin, naringin a naringenin byly stabilní při neutrálním pH na 

rozdíl od katechinu a kumarinu. Při niţším pH se ukázaly být nestabilní komplexy 
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s ţeleznatými ionty u kumarinu a katechinu a s ţelezitými ionty u rutinu, katechinu, 

naringeninu, naringinu, a kumarinu (Obr.č.31). 

 

 

 

 
Obr.č.22. Chelatace iontů ţeleza deferoxaminem. 

 

 

 

 

 

 
Obr.č.23. Chelatace iontů ţeleza SIH 
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Obr.č.24. Chelatace iontů ţeleza 3-hydroxyflavonem 

 

 
Obr.č.25. Chelatace iontů ţeleza kvercetinem 

 

 
 

Obr.č.26.  Chelatace iontů ţeleza rutinem 
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Obr.č.27 Chelatace iontů ţeleza katechinem 

 

 
Obr.č.28. Chelatace iontů ţeleza naringeninem 

 

 
Obr.č.29 Chelatace iontů ţeleza naringinem 
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Obr.č.30 Chelatace iontů ţeleza 7,8-dihydroxy-4-methylkumarinem 
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Obr. č.31 Stabilita komplexu chelátor- ţelezo v závislosti na pH 

Statistická významnost: * p<0.05 vs kontrola
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8. Diskuze  

Schopnost chelátorů vázat ţelezo nezávisí jen na jeho struktuře, ale můţe být 

také ovlivněna pH prostředí. S niţším pH se můţe setkat u řady patofyziologických 

stavů. Vysoké koncentrace vodíkových iontů se nacházejí např. u zánětu (pH pod 

5.4), akutní ischémie myokardu (pH pod 5.7) nebo u maligních tumorů (43). Existuje 

hypotéza, ţe acidita spolu s hypoxií mohou být jednou z příčin progrese nádoru 

z benigního na maligní. Můţe také hrát důleţitou roli v rezistenci tumoru na 

chemoterapii (44). Výsledky této studie mohou tedy být přínosem pro probíhající 

výzkum účinku chelátorů ţeleza u akutního infarktu myokardu a nádorových 

onemocnění. Obecně byly chelatační účinky zkoumány ve většině studií zejména za 

neutrálního nebo slabě kyselého pH (46).  

Ke stanovení chelatace byla pouţita spektrofotometrická metoda s ferozinem 

jako indikátorem. Ten tvoří barevné komplexy s ţeleznatými ionty, které pak mají 

maximum absorpce při 562 nm (42). Ferozin nechelatuje pouze volné ţelezo, ale 

můţe ho i vyvázat z jiţ uţ vzniklého, méně stabilního chelátu. Aby se mohla 

porovnat schopnost jednotlivých látek udrţet ţelezo, byla absorbance měřena 

bezprostředně po přidání ferozinu, ale také pět minut poté. Tato metodologie 

umoţnila zjistit pevnost vzniklého komplexu. 

Z výsledků je zřejmé, ţe při stoupajícím pH se zvyšuje schopnost testovaných 

látek chelatovat ţelezo a také stabilita komplexu i u slabších chelátorů jako naringin 

nebo narigenin (viz Obr.č.31). Děje se tak pravděpodobně díky tomu, ţe 

v zásaditějším prostředí jsou hydroxylové skupiny snadněji deprotonizovány a lépe 

pak tvoří komplexy s ţeleznatými nebo ţelezitými ionty (35). Přesnost metody lze 

potvrdit, ze znalostí chelatačních poměrů standardních chelátorů – deferoxamin tvoří 
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komplex se ţelezem 1:1 (13) a skutečně při poměru 1:1 (viz Obr.č.22  x = Log 1 = 0) 

bylo prakticky všechno ţelezo vyvázáno. Podobně SIH, který tvoří s ţelezem 

komplex v poměru 2:1 (20), chelatoval všechno ţelezo při poměru 1:1 chelatoval 

zhruba 50% ţeleza (viz Obr.č.23, při poměru 1:1 /x=log 1 = 0, y=50%/) U kvercetinu 

se předpokládá při pH 7.5 poměr ţelezo: chelátor 1:1, při niţším pH schopnost 

chelatovat ţelezo klesá (viz Obr.č.25). U flavanonů byla aktivita jednoznačně slabší. 

Nejvýraznější rozdíly v chelataci byly nalezeny s látek s katecholovými skupinami. 

Katechin a kumarin při niţších pH chelatovaly ţeleznaté ionty ve srovnání 

s deferoxaminem velmi slabě, ovšem při pH 6.8 a 7.5 byly překvapivě velmi účinné.  

S účinností terapie úzce souvisí i stabilita komplexů s ţelezem. Obecně lze 

říct, ţe se zvyšujícím se pH stabilita komplexu rostla. Stabilita byla vysoká zejména 

při neutrálním nebo jen slabě kyselém pH i u chelátorů chelatujících ţelezo 

v kyselém prostředí jen slabě (kumarin, katechin). U látek s vyšším chelatačním 

potenciálem byly nalezeny stabilní komplexy s ţelezem i při niţších pH (např. 

kvercetin, viz Obr.č.31).  
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9. Závěr 

 

Bylo zjištěno, ţe se stoupajícím pH se zvyšuje chelatační aktivita daných 

látek. Zároveň s rostoucím pH vzrůstá i stabilita komplexu ţelezo – chelátor. Silné 

chelátory SIH a deferoxamin byly stejně účinné při chelataci iontů ţeleza při pH 5.5-

7.5. Testované účinné flavonoidy (kvercetin, 3-hydroxyflavon, katechin a rutin) a 

7,8-dihydroxykumarinkumarin se při neutrálním pH svou chelatační účinností blíţily 

nebo dokonce rovnaly deferoxaminu a SIH. Jejich chelatace se ale sniţovala s 

s klesajícím pH.  Flavanony naringenin a  naringin byly méně účinné a jejich 

chelatační účinnost i při vyšším pH nedosáhla účinnosti ostatních testovaných látek. 

Velmi podobné výsledky byly zjištěny při sledování stability komplexů.
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10. Seznam zkratek 

ATP adenosin trifosfát 

BMP bone morphogenic proteins 

DcytB duodenální cytochrom B 

DEX dexrazoxan 

DFO deferoxamin 

DMSO dimethylsulfoxid 

DMT-1 dvoumocný transportér kovů 1 

HA hydroxylamin chlorid 

HIF  hypoxia-inducible faktor 

IRE iron response elements 

IRPs iron regulatory proteins 

L1 deferipron 

PIH pyridoxal isonicotinoyl hydrazon 

ROS reaktivní formy kyslíku 

SIH salicylaldehyd isonicotinoyl hydrazon 

Tf transferin 

TfR1 ,TfR2 transferinový recepor 1 a 2 
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