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1.Uvod

Zelezo je pro lidsky organismus velmileZity prvek. Je sai#sti hemoglobinu —
Gcastni se bustného dychani, redoxnich reakci a je vyuzivano kéamkrevniho a
svalového barviva (9, 17, 18). Dabp clovék ma v tle 3,5 - 4 gramy Zeleza. Poruchy
metabolismu Zeleza se projevuji jeho nedostatkdro nadbytkem (9, 17, 27).

Pricinami nedostatku Zeleza byva silné krvaceni, malgioe, genetické defekty
a potrava chuda na Zelezo. Nasledkem je siderdgeracémie, i ni mize dojit
k zastaveni buigného fistu (4, 23).

Pricinami nadbytku Zeleza jsowdicné hemochromatozy nebo krevni transfuze,
kterymi se |€i thalassemie (4, 9, 30). Lidsky organismusozert vylucuje Zelezo
pouze odlupovanim bghk streva. Tento mechanismus vyavani neni fi nadbytku
Zeleza dostaljici, proto se Zelezo #gae hromadit v bikach (17, 27). Nahromadé
Zelezo zprosedkovava tvorbu kyslikatych radikalkteré zisobuji peroxidaci lipid
buné¢né membrany. Podili se na vysSi tvokblagenu a poskozeni DNA, chromozibm
a mitochondrii. V jatrech a slinivceibni dochazi k fibr6ze, nasledkem toho je snizeni
produkce inzulinu a ukladani melaninu a hemosideda kize, coZ se projevuje jako
.bronzovy diabetes”. Srdce je postizené kardiomyiopa miZze dojit k arytmiim a
srde&nimu selhani (9, 19, 23). Nadbytek Zeleza &éVénepunkci - kazdy tyden 500ml
krve po dva roky (23). Na&ySi zpisob I&€by je pomoci chelatérzeleza, coz jsou latky,
vytvéarejici se Zelezem komplex, ktery je naskedwmylucovan. NejpouZiva¥Sim
chelatorem je deferoxamin (DFO), ktery mé& ale cédmlu nevyhod perorél podany
je neinny a ma rychlou renalni clearance (plazmatickjofms je 5-10 min). Pro
dosazeni dostaieého vylkovani Zeleza jei¢ba podavat DFO subkutahmebo
intravendzg 8-12 hod den¥) 5-7 dni v tydnu. Tato terapie je pro pacientyladka a
¢aso¥ narana, pacienti maji proto vysokou non-complianceenatvni terapie DFO
muze mladym paciefitn, ktei maji malou zasobu Zelezadhe, ublizit. Jako nezadouci
Gcinek se u nich projevuje neurotoxicita a poruchoriy chrupavky (4, 16, 19, 29).

Z téchto divoda hleddme nové Zelezochelata struktury, které se budou moci
podéavat i perorakh Je znamo, Ze¢které flavonoidy maji schopnost chelatovat Zelezo.
Proto je tato diplomova prace zé&mna na stanoveni Zelezochetaia aktivity
vybranych flavonoid — kvercetinu, rutinu, epikatechinu, hesperetinasgeridinu a

apigeninu. Pro srovnani byl pouzit standardni ¢beldeferoxamin (5, 21).



2. Cil prace

Cilem této diplomové prace je

1) znxiit Zelezochelatni aktivitu vybranych flavonoidl (apigenin, kvercetin,
rutin, hesperetin, hesperidin, epikatechin) a sabvipi se standardem
(deferoxamin)

2) odvodit vztahy mezi strukturou flavondi@ jejich Zelezochelatai aktivitou.



3. Teoretickadast
3.1 Zelezo v lidském organismu

3.1.1 Fyziologicka funkce Zeleza v organismu

Zelezo (Fe) je biogenni prvek, ktery s&asini buicného dychani a jeatezity
pro reverzibilni vazbu kysliku na hemoglobin (HB¢. vyuzivano k syntéze krevniho a
svalového barviva (27), jako kofaktor enzyse podili na tvofATP a syntéze DNA
(9, 17, 18). PIni svoji tlohu v redoxnich reakcicfe schopno se oxidovat a redukovat
(17, 30).

Dosply ¢lovek ma v tle 3,5 - 4 gramy Zeleza. 65-70% Fe je v Hb cirkiaich
erytrocyti. Na 1 g hemoglobinu fjpadé piblizné 3,4 mg Zeleza. 4% Zeleza jsou
v myoglobinu, 1% Fe je v cytochromech, cytochronddxzie, peroxidaze, katalaze,
0,1% je transportni Fe, 15-30% je zasobni Fe.

Zelezo rozdlujeme na funkni (hemové), transportni a zasobni. Rimkzelezo
existuje ve form dvojmocného Kkationtu (9, 17, 27). Hemoglobin sdadk
z protoporfyrinu, F& a globinu. Zabudovanim Fedo protoporfyrinu vznika hem (23).
Transportni Fe je vazano na protein transferin abgiobulin). Transferin ma 2
vazebna mista pro £g9, 17, 27). Vyskytuje se v plazmlymfé a mozkomisnim moku
(30). Zasobni Fe je uloZzeno v makrofazich jateezigly, kostni ¢ené, ve stevni
sliznici, erytrocytech a plazén Muzi maji v reproduénim wku veétSi zdsoby Fe nez
Zeny. Zasobni P& je vazano na feritin. Tato sféricka bilkovina gZpustna ve vad
Sklada se z proteinové slupky a jadra, ve kterénrgé€ a fosfaty. Po odbourani
proteinové slupky vznikd degramd produkt hemosiderin, ze kterého se Fe $patn
uvoliuje (17, 27). Hemosiderin je uloZen v jatrech aviedych tubulech (13). Feritin
neni jen zasobni forma Fe. Chraninkw proti toxickému tGinku volnych iontt Fe,
protozZe volné ionty Fe mohou denaturovat proteifyskytuje se i v plasg(séru), kde
pochazi z bu¢ék monocyto-makrofagového systému. Sérovy feritinaufe stav zasob
Fe v tle.

Fe se dostava do zasobninkwy riznymi zpisoby - z transferinu, odbouravanim
Hb v makrofagu, sevni resorpci nebo v poddlkomplexu Hb-haptoglobin nebo hem-
hemopexin (pouze hepatocyty).

Fe je gjimano rostlinnou potravou ve fogmanorganickych soli a zi¢@nou
potravou ve forra feritinu a hemu (27). Hlavni zdroje Fe jsou jatregso a lughiny

10



(13). VySSi resorpci Fe majéti, tehotné a kojici Zzeny. Z dennihéijpu Fe (10-20 mg)
se resorbuje 5-10% (27).

Fe je absorbovano vtenkémiest (17). Absorpci Fe rizeme rozdiit na
vychytavani Fe enterocytem, intraenterocytarnisppan a extraenterocytarni transport.

Hemové F& se navaZe na receptor — transportni systém emgtar¢elCP1),
pronikne do enterocytu a rozloZi se na Fe, oxidnatg a biliverdin. Nehemové Eese
musi nejdive redukovat na B& Tento proces probiha v Zaludku, kde je kyseléapH
v duodenu pomoci enzymu ferrireduktazy. Je dtezlté pro zvySeni rozpustnosti a
vstrebavani Zeleza. RedukovanéFse potom navaZe na receptor-transportni systém
(DMT1 = divalent metal transporter) na enterocytpranikne do enterocytu (30).
DMT1 ma funkci transmembranovéhoiepasSée a intracelularniho ippravce
dvojvaznych kou (F€*, zn**, Mn**, C&*, Cd*, CU*, Ni** a PBY) (17) .

Pfi nadbytku Fe ve Btwe se uplatuje paracelularni transport mucin — integrin —
mobilferin (30).

Fe?* je v enterocytu oxidovano na ¥eTrojmocné Fe se navaZe na apoferritin za
vzniku feritinu, gresune se k bazolateralni memigranuvolni se do plasmy. V plagm
se F&" navaZe na apotransferin za vzniku transferinu (Z8)ezo v plazy ma troji
puvod - [ijaté potravou, od8pené z Hb rozpadlych erytroéyta ze zasob \le.
Nejvice Fe pochazi z rozpadlych erytracyP7). V plasns je komplex Fe-transferin
unasen krevnim @bem a navaze se na receptory prekuravytrocyti (30) (bazofilni
normoblasty a #iové retikulocyty) (27) v jatrech, slezira kostni #@eni. Nasleduje
endocyt6za, uvoblni Fe a exocytoza apotransferinu. Fe vstoupi doahdndrie, kde se
navaze na protoporfyrin a odstartuje tvorbu hemwostatnich bikkach je Fe nezbytné
pro funkci ribonukleotidové reduktazy, hydroxylazytochroni, katalazy, peroxidazy
a NO syntetazy. Pokudld potrebuje zvysit zasoby Fe, tak se Fe navaze na apoferi
ulozi se do tkan (30). V pipact poteby se Fe z tkani uvolni préstinictvim bugk
RES (retikuloendotelialniho systému) do cirkula¢edlejSim @elem tvorby zasob Fe
je detoxikace Fe (13).

Lidské €lo nema fyziologicky mechanismus pro ods#m@in Zeleza z da,
homeostaza Fe je tedy zavisla ve velkéenmia regulaci absorpce (16, 17). Regulace
absorpce Fe existuje na dvou Urovnich — zasobnildty a erytropoeticky regulator.
Zasobni regulator reaguje na systémové zasobyaelakmile je vdle dostatek Fe,
hepcidin se navaze na feroportin a tim zablokupi Ve do biiky. Hepcidin je peptid

tvofeny jaternimi biikami. Inhibuje stevni absorpci, uvébvani Fe z makrofdga
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placentarni fenos Fe, navic ma Siroké antibakteriakinky. Expresi mMRNA hepcidinu
zvySi vzestup hladiny Fe vlé, infekce a z&f. JednoduSeeteno — hepcidin je
negativni regulator metabolismu Zelez&le.t

Erytropoeticky regulator reguluje absorpci Fe vigisti na erytropoéze (30).

Rychlost absorpce takiédi poner apoferritinu k feritinu v mukéznich kach.
Absorpce Fe je zrychlena, pokud je ponferitinu nizky. Pokud jsou zasoby feritinu
zcela saturované, zastavi se absorpce Fe — topwta@ika mukozni blokada (15).

Zivogisné bilkoviny zvy$uji absorpci hemového Fe. Naggtovliviiuji absorpci
Ccd" ionty. Absorpci nehemového Fe zvy3uje kyselinaoeshva, fruktosa a histidin.
Negativre ji ovlivni hemiceluldza, celul6za, pektin a fyl&30).

Zelezo se vylauje z gla odlwovanim slizninich burk steva, u Zen navic
menstruaci. Rmeérné denni ztraty Fe jsou u mu@,5 — 1 mg, u Zen 1-2 mg. Resorpce
5-10% Fe gjatého potravou u zdravélsoveka st&i tyto ztraty nahradit (17, 27).

Poruchy metabolismu Fe jsou jednou zasfjSich klinickych abnormalit.

Projevuji se nedostatkem nebo nadbytkem Fe (30).

3.1.2 Nedostatek zeleza

Priciny nedostatku Fe jsou:

* NaruSeni resorpce Fésledkem malabsorpce nebo achlorhydrie, ktera je
vétSinou zpisobena atrofickou gastritidou nebo gastrektomiy.(23

» Potrava chud4 na Fe — v zemich tav(4, 23).

» VysSi spateba Fe bhem fistu, €hotenstvi a kojeni.

» Defekt apotransferinu (23).

* NaruSeni recyklace Fe u chronickych infekcifazarétu — zastlivé cytokiny
(IL-1,IL-6,TNF-alfa) zvysuji hladinu hepcidinu, kiezablokuje uvaiovani Fe
z makrofag (30).

o Ztrata krve — jejimi ficinami jsou hlave arazy, krvacenim z GITu a menstruace
(23).

* Nezadouci &nky Ié&iv — penicilamin, levodopa, antacida, chinolony,
tetracykliny.

Prvni biochemickou znamkou deficitu Fe je zvySewingho a zinkového

protoporfyrinu v erytrocytech. Tuto abnormalitu ret&i rozbor krevniho obrazu.
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Nedostaténa nabidka Fe pro erytropoézuugpbi zvySeni hladiny transferinovych
receptoéi v plazn€, snizeni vazebné kapacity transferinu a snizeadity Hb

v retikulocytech (30). Na drovni btk se nedostatek Fe projevuje zastavenistur a
burgécnou smrti (17).

Nasledkem nedostatku Fe vznikA mikrocytarni hypoeii anémie
(sideropenicka anemie; anémie z nedostatku Feljrviysou malé erytrocyty s nizkym
obsahem Hb (23). Vyskyt anémie v Evéap Severni Americe je 1% u dasch mui
a 14% u dosgych Zen, v Africe 27% u muza 48% u Zen a v Jizni Asii 40% u niug
57% u Zen. Anemie z nedostatku Fe je zoddoa za vice nez polovinu Zchto
piipadi (4). Tato anémie se projevuje pocitem slabostiavdn, nevykonnosti,
namahovou dusnosti a bolestmi hlavy. Pacienti [dedi, trpi koilonychii (maji tenké
konkavni nehty na prstech) a stomatitidowemio klinickym piznakim se iika
»-anemicky syndrom* (15).

Léc¢ba nedostatku Fe sfiwa v substituci Zelezem. Zahajuje s& lpboratornim
nalezu, kdy je feritin < 12 mikrograilml a TSAT < 20%. Tyto parametry je nezbytné
monitorovat kazdé 3 #&sice. Bi dosazeni hladiny feritinu > 50 mikrograml se
uziva nalano ve forng kapsli, tablet a sirup Jsou to ¥tSinou soli F&" — fumarat/
sukcinéat/sulfat nebo polysacharidové komplexy (30¥R se pouziva siran Zeleznaty
v enterosolventnich tabletach. Nezadouc¢inky peroralniho podani Fe jsotasté
zvraceni, nausea, ijpem, zacpa. Pozor na podani vysokych davek, kdyihrekroza
mukdézni membrany a perforacdgesini sény (15). Parenterdtnse Fe podava pouze
v pifpads, kdy neni mozné podat Fe per os (30X.R mame k dispozici komplexy Fe
s dextranem/sacharatem/isomaltatem (15). Paremiergdodani Fe ma jako
kontraindikace graviditu, onema#m jater a ledvin. Jefdba dat pozor na alergiky —
muze se vyskytnout anafylakticky Sokield substituci je nutno vyl probihajici
zaret (prevence cytokiny zprastdkovaného defektu recyklace Fe na urovni RES),
muze také dojit ke zhorSeni infekce (30).

3.1.3 Nadbytek zeleza

Primérnimi gicinami nadbytku Fe jsou hereditarni hemochromatdzyQ). Jsou
zpisobeny mutacemi gérpro HFE (klasicka hemochromatéza), hepcidin, henaljn

(juvenilni hemochromato6za), transferinovy recep®orferoportin 1 a neznamy gen
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zpasobujici tzv. Bantu sider6zu. Pacienti s hereditfigmochromatézou vstbavaji

Z potravy stejné procento Fe jako zdrava populate,nedochazi u nich ke snizeni
absorpce  nadbytku zasobniho Fe &e (30). Hereditarni hemochromatézy js@asté

v severni Evropa Severni Americe (16).

Sekundarni ficiny nadbytku Fe jsou Zgobeny poruchou zuzitkovani Fe. Pat
mezi ré jaterni cirhdza, hemodialyza, parenteraini suptdae Zelezem, thalassemie,
sideroblasticka anemie, aplastickd anemie (zde &tcke zvySené absorpci Fe) a
transfuzni siderdza fpdegradaci podanych erytrodyse Fe akumuluje v makrofazich a
nasleds se uklada v parenchymatickych organech) (9, 30).

Toxické projevy nadbytku Zeleza zavisi na hladte v €le, na rychlosti ukladani
Fe do bunk, na doks trvani expozice Fe a na dalSich faktorech, jakabjgzus alkoholu
a virova hepatitida. DalSi z fakigr ktery mize ovlivnit miru toxicity Fe je misto
ukladdani Fe. MnoZstvi kyseliny askorbovéeheturiuje, zda se bude nadbyheg Fe
ukladat do makrofdg nebo parenchymatickych btka V buikach parenchymu
zpiasobuje Fe vyssi toxicitu nez v makrofazich. Kysekskorbova pomaha vyplavit Fe
z parenchymalnich bgh a tim zvysit chelatai cinek DFO (19).

Nadbyt&éné Fe se uklada v jatrech, pankreatu, srdci, hyeofs piStitnych
téliskach (30). V séru je v laboratornim nalezuévidvySené mnozstvi Fe, feritinu a
transferinu. Nasledkem je toxické poskozeni dbun- Fe zprosedkuje tvorbu
kyslikatych radikal, které zgisobi peroxidaci lipil burséné membrany. Zelezo se také
podili na vysSi tvorb kolagenu a poSkozeni DNA, chromozibra mitochondrii.

V jatrech dochazi k fibréze, tento proceszm kortit cirhézou nebo hepatocelularnim
karcinomem. V pankreatu se rantvaii fibroza, nasledkem toho je snizeni produkce
inzulinu a ukladani melaninu a hemosiderinu dé@ek (,bronzovy diabetes”). Srdce je
postizené kardiomyopatii atbe dojit k arytmiim a sradeimu selhani (9, 19, 23).
Klouby jsou postizené onemasrim ,pseudodna“ (23). Nadbytek Zelezangpbuje
také hypogonadismus a nedostatéktavého hormonu. Poruchyistu se objevuji
vétSinou az v pubettspole&né s poruchou pohlavniho vyvoje jedince (19).

Nadbytek Fe z@sobeny krevnimi transfuzemi gasty @i thalassemii (4, 16).
Thalassemie je hereditarni onemé&un Vyskytuje se nejvice v tropickych a
subtropickych oblastech &a, nebd tyto geny ochrauji tamni obyvatelstvo fed
nédkazou malérie. Thalassemiiigeme rozdit na minor/major aa/f3 — thalassemii
(16). Thalassemia minor je heterozygotni formarékiaea malo symptoi Thalassemia

major je homozygotni forma, ktera ma smrtelngbgh (23). Kazdoréné se na celém
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swté vyskytne vice nez 50.00Gipadi thalassemie major, zejména veéeBomdi a na
Dalném Vychod. Pacienti dostavaji transfuze wsitnich intervalech. Bez chel&td
terapie se &mto pacienim hromadi vdle vice nez 2,59 Zeleza & (16). a-
thalassemie se vyskytuje vzécrprotoze zfisobuje ¥tSinou umrti plodu. P (-
thalassemii je omezena produlfgéetizce globinu. Nasledkem toho vznika nedostatek
HbA a zabudovani Fe do Hb je potom nedagfai. Fe se zme hromadit
Vv erytrocytech — tento stav se nazyva sideroachré3). Jedna z moznostich§ je
transplantace kostniehe, ktera je bohuzel nakladna a ma omezenou dosttifPaxo
je nefgastjSi l&bou B-thalassemie zvySeni hladiny hemoglobinu v krvingfazi.
Pravidelné krevni transfuze vSak vedou ke zvyskdity Zeleza. Kazda jednotka krve
(400 ml) obsahujeifblizné 250 mg Zeleza. Pokutovek obdrzi krevni transfuzi vice
nez dvakrat réng, zane pgebyt&né Zelezo hromadit. Z tohototuwbdu hledame
perorale aktivni chelatory Zeleza, které by umoznily prag transfuze bez obav
Z pietizeni Fe (16, 19).

Nadbytek Fe m¥ime pomoci imych a nefimych metod. Nefimo zji¥ujeme
nadbytek Fe pomoci hladiny feritinure®yt&né Fe v biikkach poSkozuje buxiné
membrany. Z poskozenych hiknpak unika feritin, ktery fweme zndfit v séru nebo
plazne. Prahova hodnota koncentrace feritinu v séru j@02eg/l. Pacienti s vySSi
koncentraci feritinu maji zvySené riziko stdech chorob acasné smrti. DalSimi
zpisoby nepimé detekce hladiny Fe jsou CT (computer tomograpayNMR
(nuklearni magneticka rezonance). NMR je jedinaoatetpro ndieni hladiny Fe
v srdci. Mezi gimé metody réfeni hladiny volného Fe ¥le pati rozbor jaterni
biopsie. Je to kvantitativni a vysoce citliva nuztd19).

Nadbytek Fe se & venepunkci (od 50. let 20. stol.) = ,poést Zilou“- kazdy
tyden 500ml krve po dva roky. N&géi l&ba je pomoci chelator Fe, napklad
deferoxaminem (23). Zahajenicly je dopordeno po 1. roce pravidelnych transfuzi,
kdy byla zjisStna zvySena jaterni koncentrace zeleza. Pokud
neni jaterni koncentrace Zeleza pravidelyghodnocovana, @ita se u kazdého pacienta
jednou za fl roku index toxicity. Index toxicity je definovajako pifimérna denni
davka deferoxaminu (mg/kgkkena koncentraci ferritinu v séru (mg/l). Jeho hudn
by nentgla presahnout 0.025. Dopafena denni davka deferoxaminu nesiekpoiit 50
mg/kg/den. U malych&i by méla byt davka podkozniho deferoxaminu nejvySe 25 - 3
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mg na kilogram dlesné hmotnosti/24 hodin (19). U n&déych pacierit, kteri maji
nadbytek Fe, nastava smrt obvykle ve druhé dekaata (16).

3.2 Chelatace zeleza

Zelezo je jednou ziftin vzniku volnych radikal in vivo. Hraje tak kkkovou roli
v oxidanim stresu, poSkozeni DNA a liné smrti (4, 8, 18, 21). Proto se stalo cilem
mnoha antioxidéni terapii.

Reaktivni formy kysliku (ROS) a dusiku (RNS), jajo hydroxylovy radikal
(OHe), peroxid vodiku (KO,), superoxid (@« -), oxid dusnaty (NO ¢) a peroxynitrit
(ONOO-), jsou hlavnim zdrojem oxi&iaiho stresu v hikach a poSkozuji proteiny,
lipidy a DNA (8, 18, 21). ROS #Zobuji redevsim poskozeni membran mitochondrii,
lysozomi a sarkoplazmatického retikula (19). Oxidativni kmeni DNA je spojovano
s rozvojem rakoviny, starnuti, neurodegenerativniadmén (Alzheimerova a
Parkinsonova choroba) a kardiovaskularnich onesrocfinfarkt a mrtvice) (4, 8, 21,
22).

Pii tvorb¢ hydroxylového radikalu rozeznavamecédhlavni dilezité reakce —
Fentonovu a Haber-Weissovu. Aerobninky produkuji superoxid: @+ € — Oy'.
Superoxid pomoci SOD (superoxiddismutaza) reagufé’ 2 vznika kyslik a peroxid
vodiku Qs + Oy + 2H" — H,0O, + O, Pokud je v pitomnosti superoxidu Bé | je
zredukovano na Bé: F€" + O, — F&" + O, Nasleduje Fentonova reakce, kde
peroxid vodiku reaguje s Fe F&* + H,0, — Fe* + OH + OHe. Ri Haber-Weisso¥
reakci reaguje peroxid vodiku se superoxidem akéiiydroxylovy radikal: @e +
H,0, %, O, + OH + OHs (18).

Pokud je v dsledku oxidaniho stresu v blizkosti DNAitomen HO,, redoxr
aktivni ionty kovu (F& nebo C@"), lokalizované blizko DNA nebo vazané na DNA,
reaguji s HO, za vzniku vysoce reaktivnich hydroxylovych radikdlTo vede k
rozSepenicasti DNA nebo oteteni struktury jednotlivych nukleotid Poskozeni DNA
muze vyustit v genetické mutace, rakovinu nebod&nau smrt. Jaderna DNA je balena
s proteiny histony v chromatinu. ¢kblik studii ukézalo, Ze i zde dochazi k
oxidativnimu poskozeni. Na histonech jsou totiZ az@ny redox& aktivni kovové
ionty, které toto oxidéni poskozeni zjsobuji. Mitochondrialni DNA je mim@adre

ohrozena oxidativnim poskozenim tkivjeji blizkosti s respirénimi procesy, které
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produkuji Q’s, H>O,, a dalSi ROS. PosSkozeni mitochondrialni DNA m w&dSi podil
na burgcné smrti nez poskozeni jaderné DNA.

Zelezem zprogedkované poskozeni DNA pochéazi v priad z volného Zeleza,
které neni vazano na bilkoviny (18, 19, 21). O&mdastres mimo jiné Zjsobuje dalSi
uvoliovani Zeleza z bilkovin, coz vede ke zvySeni kotraem volného Zeleza (21). Za
normalnich podminek je na sérovy transferin vazZ2a35% Fe. B nadbytku Fe se
transferin nasyti. Zrimacast Zeleza uvolima RES se potom nédre vazat na nasyceny
transferin a #stava v podob volného Fe. Volné Fe vstupuje do bkmezavisle na
transferinovém receptoru a tgobuje tvorbu hydroxylovych radikgl ¢imz vede k
poSkozeni a smrti biky (16, 18, 19). Vazbou Fefippiva transferin k obra&nproti
infekci tim, Ze pipravuje mikroorganismy o Fe. Lidé s nasycenym dfamnem jsou
proto nachylgjSi k infekcim. Z &échto divodi je dobré odstranit vSechno volné Fe -
zejména u paciefits potl@&enym imunitnim systémem.

Nadbytek Fe vde je reSen chelatmi terapii (16). Chelaty jsou cyklické
sloweniny, které vznikaji koordinaci volnych elektrogolt pafi na centralni atom (7).
V téle se navazi na volné Fe a sgoltes Fe se vyloti mai z €la. Exkrece komplexu
Fe-chelator m& miZze byt snizena zétem, infekci, erytropoézou, jaternim
onemocgnim a nedostatkem kyseliny askorbové (19). \Wasnosti nejvice uzivany
chelator je deferoxamin. DFO (obr. 1) je v hemajoloejrozstergjSi chelator Zeleza
za poslednich 30 let. Jeho nevyhodou je, g@@roralnim podani je neaktivni. Proto
hledame selektivni chelatory Fe, které se budouimodavat peroradky nebudou

toxické a budou kineticky stabilni.

O O (l)H
HaC N NH
OH O
O
NN NH
H,N N
OH O

Obrazek 1. Deferoxamin.
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Chelat&ni ¢inidla tvoii komplexy bd’ s Fé* (Zeleznaté) nebo e (Zelezité).
Ligandy, které vazi Fé obsahuiji ¥tSinou dusik- jsou jimi nap2,20-bipyridyl (obr. 2)
a 1,10-fenantrolin (obr. 3). Tyto sleeniny vSak maji afinitu k jinym bivalentnim
kovim, jako je C&" a Zrf". Proto jsou chelatory Eé povaZovany za toxické.
Chelatory, které vazi trojmocné kationty, nejsowgimvany za toxické, protoze tyto
trojmocné kationty (A" a G&") miZe buika bez problému postradat (16).

Obrazek 2. 2,20-bipyridyl.

Obrazek 3. 1,10-fenanthrolin.

Ligandy mohou byt strukturainklasifikovany podle pé&tu donorovych atorin
Pokud ligand obsahuje dva atomy, je dvojvazny, ok, je trojvazny, atd.
Koordinan¢ nejvyhodrjsi komplex ma 6 donorovych aténma je ve tvaru oktaedru
(osmistn). Dale ma pro stabilitu komplexu velky vyznam ¢gb a velikost
nebo 6 atom. Paiet chelatotvornych kruhlze zvysSit zvySenim gidu donorovych
atomi pripojenych k jednomu chelatoru. Ni@idad kovovy iont s koordinanim ¢islem
Sest niize tvait tfi kruhy s dvouvaznym ligandem nebgt kruhi se Sestivaznym
ligandem. Pro maximalizaci termodynamické stabifigi* komplexu je nutné 2éenit
vSech Sest donorovych atérdo jediné molekularni struktury a tim vyhitoSestivazny
ligand. Toto zvySeni stability je do zfm@ miry spojeno se zamou entropie, ktera
nastane $ prechodu z volného ligandu a rozpim&ho volného kovu na komplex

ligand-kov.
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Parametr, ktery je pouzivan pro srovnani chelgterhodnota pM nebo konstanta
pFe”* (pro pFé"). Hodnota pF¥ je definovana jako zaporny logaritmus koncentrace
volného F& v roztoku. pF&" hodnoty jsou obvykle vygteny pro celkovy [ligand] =
10° M a celkové [Zelezo]= 1OM pii pH 7,4. Srovnani ligaridpodle hodnot pF& je
vyhodné, protoZze na rozdil od konstant stability konebo logB3 tato hodnota bere v
Gvahu protonizéni (inky ligandu a denticitu (mnoZstvi atémr jednom ligandu, které
se vaZze na centralni atom v koordiman komplexu). Srovnani pEe hodnot
Sestivaznych a dvojvaznych ligandkazuje, Ze Sestivazné ligandy jsou daleko lepSimi
chelatory Fe, nez dvojvazné ligandy.

Aby mélo chelat&ni ¢inidlo efektivni farmakologicky €inek, musi byt schopno
dostat se v dostateé koncentraci do cilovych mist. Pro perogghodavané chelatory
je dilezité, aby se v dostat@ém mnoZstvi absorbovaly z gastrointestinalnih&tura
Faktory, které ovlixiuji propustnost slaieniny lipidovou membranou, jsou lipofilita,
ionizace a molekulova hmotnost. Chelatory podavaeréos by nily byt rozpustné v
tucich (logP voda/oktanol>-0.7). Pokud ma chel&ymokou rozpustnost v tucichie
pronikat fes HEB (hematoencefalickou bariéru) a placentaanghu,¢imz se zvySuje
toxicita. Propustnost membranamiabe byt také ovlivéna iontovym stavem
sloweniny. Nenabité molekuly pronikaji b&imou membranou rychleji, nez nabité. Z
tohoto divodu nejsou aminokarboxylaty vhodné pro peroratrdgmi.

DalSi faktor, ktery ovlixiuje rychlost absorpce, je molekulovd hmotnostisgby
absorpce ve #vech jsou transcelularni a paracelularni transg@ittranscelularni
absopci pronika chelator difuzi do enterdcyt vyuziva tak giblizné 95% povrchu
tenkého geva. Paracelularni absorpce vyuziva pouze maistiplochy tenkéhoistva.
Pri paracelularnim transportu jeildzité, aby byly prochazejici sléeniny malych
rozmeri. Tak zvana ,cut off* hodnota pro paracelularningport je Mh 400. To
znamena, Ze sléaniny, které maji Mh vySSi nez 400, neprojdou peltdérnim
transportem skrz membranu. Nejlépe vSak pronikafagelularnim transportem
sloweniny s Mh < 200. Pro transcelularni transporsoejzatim "cut off* hodnoty
piesré znamy. Podle propustnosti polyethylenglykolu (PESIo vSak zji&no, Ze se
schopnost penetrace membranami rychle snizuje skmiolvou hmotnosti > 500. Aby
bylo dosazeno > 70% absorpce, musi mit chelatoekntvou hmotnost < 500. Tyto
limity molekularnich hmotnosti poskytuji ztr&¢ omezeni i volbé chelatod pro
klinické pouziti. Podle¢chto hodnot Mmzeme vylodit Sestivazné ligandy. Ratmezi
n¢ siderofory (nafiklad DFO), které maji Mh v rozmezi 500 az 900. fdadil od

19



téchto  slodenin  existuji malé molekuly (nap EDTA -  kyselina
ethylendiamintetraoctova), které bez problému mejcthembranou, ale jsouifd malé
na to, aby pla chelatovaly Zelezo. Nejvyhod8i jsou pro vsebavani dvojvazné a
trojvazné ligandy, protoZe maji mensi molekulovowlknost.

Rozhodujici roli pi ur¢ovani &innosti a toxicity chelatoru maji také jeho
metabolické vlastnosti. Chelatory jsou vice odopwéti metabolismu, pokud jejich
struktura obsahuje malo esteramidi a hydroxamdi Pokud chelator obsahuje
katecholovou skupinu, je to nevyhodné, protoZze ronamzynt tuto strukturu
metabolizuje - nap katechol-O-methyl transferaza a tyrosindza. Pasadeni
maximalni chelatace musi byt chelatditgmen v extracelularni tekutiny dostaténé
koncentraci (10-25 mM) a po dostate dlouhou dobu, aby zachytii Fe z
extracelularnich a intracelularnich prostor. Prgsou slodeniny s kratkym
plazmatickym poldasem mé& G¢inné. DFO ma velmi kratky plazmaticky pobs,
proto je podavan infuzni pumpou.

Toxicita chelatol Fe ma i#izné giciny — inhibice metaloenzyi nedostatek
selektivity pro Fe, femsna F€* na F&é" a naopak, kineticka labilita komplexu.

Idedlni chelator Zeleza byahbyt vysoce selektivni pro Be— to je dileZité pro
minimalizaci chelatace ostatnich biologicky aktomikovovych ioni. Existuje ale
mnoho ligand, které maji vysokou afinitu k Be a zarove k ostatnim koim.
Napiklad Zelezo a zinek vazi chelatory, které majsveé struktie karboxylat a dusik.
Dvojvazné katecholy, hydroxamaty a hydroxypyridipokteré maji ve své strukiel
kyslik, maji relativé vysokou selektivitu pro B&

Aby se zabranilo produkci volnych radikaih¢lo by byt Zelezo vazano takovym
zpisobem, aby kdmu nemdl primy pristup kyslik ani peroxid vodiku. &&ina
Sestivaznych ligand (nag.DFO) jsou kineticky stabilni - snizuji produkci
hydroxylovych radikal na minimum tim, Ze zcela chrani Zelezo. Bohuzely$echny
Sestivazné ligandy maji dostate rozméry na to, aby zcela maskovaly Zelezo -
vysledny komplex pak fiZe zvySit tvorbu volnych radikal Tento jev se nejvice
vyskytuje v neutralnim nebo zasaditém pH, kdy jepustnost volného Be znasng
omezena. Klasickym vzorem tohoto typu chovani jeTED kter& mé& sedmé
koordin&ni misto obsazené molekulou vody. Tato molekulayjedkineticky labilni a
je schopna se vy#ovat s kyslikem, peroxidem vodiku a jinymi ligandgteré se

dostanou k Fe.
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Chelatory, které vazi Be i F€* jsou schopné redonmenit oxidaini stav
vadzaného Fe. Tato vlastnost je nezadouci, protaZee mést k tvor® hydroxylovych
radikabi. Vyrazrs vyssi selektivita siderofarpro FE* neZ pro F& ¢&ini redoxni
piengnu Fe za biologickych podminek nepré&pddobnou. Chelatory s dusikatymi
ligandy maji vySSi redoxni potencial. Fe vézané tyta chelatory mZe byt za
biologickych podminek enzymaticky redukovano a eds miaze dojit k tvorls
kyslikovych radikat.

Chelatory Fe imo neinhibuji enzymy obsahujici hem, protoZze nejsochopné
vazat komplex Fe-porfyrin. Existuje vS8ak mnoho mebeych enzym, které obsahuji
Fe, jako je lipoxygenaza, aromatickd hydroxylazaitmnukleotidreduktaza. Tyto
enzymy jsou citlivé na chelatorem indukovanou iidiib Upravou fyzikalg-
chemickych vlastnosti chelatoFe snizime inhildni vliv na mnoho metaloenzyin

Dvojvazné a trojvazné ligandy maji oproti Sestivamrigandim vyhodu, protoze
jsou perorald dostupné, zarowejsou ale vice toxické. Jejich vedlejSiniinkem je
pronikani HEB. Propustnost HEB je prétSinu Sestivaznych sléanin nizka, protoze
tyto sloweniny maji vyssi molekulové hmotnosti. U molekuhigkou molekularni
hmotnosti (MW<300) je penetrace HEB velmi zavis#&lipofilité. Molekuly s log P
voda/oktanol < - 1.3 pronikaji skrz HEB Spati6).

Prirodni chelatory Fe se nazyvaji siderofory. Pragiuje mikroorganismy, které
je pouZivaji pro zajishi prjmu Zeleza z progdi. Maji vysokou afinitu k P& Jsou
vétSinou Sestivazné a jako ligandy vyuZivaji kateclolhydroxamat. Mezi tyto
sloweniny pati enterobactin (obr. 4), deferrichrom (obr. 5) a®Debr. 1) (4, 16).
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Obrazek 5. Deferrichrom.
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Sestivazné chelatory

Sestivazné ligandy jsou vysoce selektivni pro Féni#a k Fe neni zavisla na
koncentraci. Jsou kineticky inertni fepsna Fé" na Fé" je u nich neprawtpodobna.
Tvori pIné koordinované 1:1 komplexy, netttgoolymerni komplexy. Propustnostes
HEB je nizka.

Mezi Sestivazné chelatory pat DFO, aminokarboxylaty, katecholy a
hydroxypyridinony.

Prirozert se vyskytujici siderofory poskytuji vynikajici madg pro vyzkum
terapeuticky uzitenych chelatar Zeleza (16). Jednim z nich je DFO (1). Produkuje h
bakterie Sreptomyces pilosus a slouzi pro podporuistu. Je to v saiasnosti jediny
lé¢ebny prosiedek na chronické iptizeni organismu zelezem (4, 16, 19). DFO je
derivat tris-hydroxamové kyseliny a chelatuje Zelganolarnim poréru 1:1. Ma velmi
vysokou afinitu pro F& a mnohem niz& afinitu k ostatnim iént kovi, jako je zinek,
vapnik a h&ik. Prestoze DFO je velka a velmi hydrofilni molekulatwmsije do jater
facilitovanou difazi. Interaguje s hepatocelularniextracelularnim zelezem a vylye
se maf i Zluci. DFO-Fé" komplex je kineticky inertni a méa nizkou lipofilitz tohoto
duvodu nevstupuje do bgk. DFO neni idealni ebny prostedek, protoZze peroran
podany je netinny a ma rychlou rendlni clearance (plazmatickipgas je 5-10 min)
(16, 19, 29). Pro dosazeni dostatho vyldovani Zeleza jei¢ba podavat DFO
subkutana nebo intraven6zn8-12 hod den®y 5-7 dni v tydnu. Tato terapie je pro
pacienty nakladné ésow nara@na, pacienti maji proto vysokou non-compliance .(16)
Pro lepSi compliance se hledaji jinéigpby podavani DFO. Jedna varianta je podani
podkozni bolusové injekce misto infuze. Bolusovgekoe by se podavala dvakrat
denrg. DalSi variantou by mohlo byt podavani HES-DFOydfloxyethylSkrob-
deferoxaminu). Jedna se o DFO, chemicky navazangohaner hydroxyethylSkrobu.
Tato struktura vytvid vysokomolekularni chelétor se stejnou afinitokbek ale s 10 - 30
krat delSim plazmatickym palasem, nez standardni DFO (19). ¢kéli se DFO jevi
jako bezpeéné I&€ivo, intenzivni terapie fite mladym paciedtn, ktgi maji malou
zasobu Zeleza ¥le, ublizit (16). Nezadoucimi¢inky DFO jsou neurotoxicita, poruchy
tvorby chrupavky, poruchy visu a sluchu, &m ve funknosti ledvin a plic. Podavani
DFO malym dtem je spojeno s dysplazii chrupavek, dlouhychikagpatée, coz se
projevuje malym vzistem. Z &chto divodi je treba davat malymatem DFO v nizsich
davkach, nez u dosjych (19). Ve snaze zlepsit peroralni biologickastipnost DFO

byl proveden vyzkum na hledani vhodnych ptsléPro zlepSeni vitbavani v GIT je
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tieba esterifikovat labilni hydroxamatovou skupinustebavani se bohuzel zlepsilo
velmi malo (16).

Aminokarboxylaty maji vynikajici Fé&-chelat&ni vlastnosti. P&t mezi re
ethylendiamintetraoctova (EDTA) (obr.6) a diethyteaminpentaoctova kyselina
(DTPA) (obr.7). DTPA byl pouZzit u paciehtu kterych se objevily vedlejSi toxické
acinky pri 1é¢bé DFO. Kwuili jeho ndboji gi neutralnim pH neprochazi membranami a
je vyluéovan mai behem 24 hodin od podani. Neni perogalxinny, protoze se
nevstebava z GIT a vzhledem k jeho nizké selektiyito FE€* vede k nedostatku
zinku. S cilem zvysit selektivitu aminokarboxyigpro FE* bylo objeveno #kolik
analogi, které obsahuji karboxylovou a fenolovou skupiklZitecnd slodenina je
N,N*-bis(2-hydroxybenzyl)-ethylendiamin-N,N*'-dioctd kyselina (HBED), ktera je
(inngj$i nez DFO. VaZe sitnFe* s celkovou konstantou stability (log K1) od 40 a
pFe* od 31. Tato hodnota ukazuje, Ze je to silny chbel&elezain vivo. BohuZel,
HBED neni dostata¢ perorald absorbovdna z udodu iontového charakteru
molekuly. Proto byla zkouméana proi¢a této molekuly. Byla prokazana peroralni
acinnost rekolika diestedt HBED. U jednoduchych alkylestebyla rychlost hydrolyzy
pomalad a dinnost nedostaljici. U rekterych slodenin byly zjiS€ny neurotoxické
acinky, protoZe tyto sloteniny prochazely HEB. Za optimalni st@ninu je povaZzovan
diisopropylester HBED, ktery ma relaté&ymalou molekulovou hmotnost (MW <500)
(4, 16).
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Obrazek 6. Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)
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Obrazek 7. Kyselina diethylentriaminpentaoctova (DPA).
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Katecholy maji vysokou afinitu pro £e Tato extrémd silna interakce
s trojmocnymi kationty ko vyplyva z vysoké elektronové hustoty obou aliom
kysliku. Tvorba komplek katechal s kovy je citliva na pH. # pH 7,0 nese ligand i
atom Fe naboj - iptomto pH komplexy neprojdou membranou pomoci fgrasfize a
jsou uwzreny v buice. Pro dvojvazné katecholy jsou komplexy 2:1 d@mini formou
v rozmezi pH 5.5-7.5. V takovych komplexech nemimatzeleza zcela chrém pred
rozpoustdlem a je schopen reagovat s peroxidem vodiku kgbldkem, coz mze mit
za nasledek tvorbu hydroxylovych radikaDalSim problémem je nachylnost kate¢hol
k oxidaci. Do této skupiny piat enterobactin (obr.4). Negativnim znakegthto
molekul je vysokd molekulova hmotnost - jejich péini biologickd dostupnost je
$patna. Proto bylafipravena synteticka analoga, kterda maji vysokonitafipro F&*
jako enterobactin, navic jsou staljii. Bohuzel, mnoho zéthto Sestivaznych
katecholi se vaZze k enterobactinovému receptoru, ktery majisols patogenni
mikroorganismy.

Hydroxypyridinony (HPOs) tvio peticlenné chelatni kruhy, ve kterych je kov
koordinovany d¥éma sousednimi atomy kysliku.fiPpH 7,0 se chovaji jako
monoprotické kyseliny a t¥o neutralni tris-F&-komplexy. Jejich vyhodou je, Ze
nejsou rozpoznany receptory pro siderofory na patogch mikroorganismech.
Sestivazné HPOs jsou miétoxické neZ jejich dvojvazna analoga, protoze magnsi
biodistribuci, ale vzhledem k jejich vySSi moleke#ohmotnosti maji nizkou peroralni

dostupnost, cozZ je nezadouci.

Trojvazné chelatory

Trojvazné ligandy maji nizkou selektivitu pro Fefinita k Fe je zavisla na
koncentraci. Jsou kineticky labilni — je u nich méazfemsna F€" na Fé"* a naopak.
Tvoii ¢asténé koordinované 1:1 komplexy. T¥iopolymerni komplexy v hikach.
Propustnosties HEB je zavisla na lipofilit

Mezi trojvazné chelatoryadime desferriothiociny, triazoly a analoga pyrialox
isonicotinoyl hydrazon (PIH).

Potencialni problém spojeny s trojvaznymi ligandy tp, Zze na rozdil od
dvojvaznych a #Siny Sestivaznych sl@genin, mohou tviit polymery (obr. 8). Takové
struktury se obtizh vylucuji ledvinami a snadno tstavaji v bukach. VSechny

trojvazné ligandy s vysokou afinitou proFenaji jako ligand atom dusiku (16).

25



"

.flT 7
O

0@

Obrazek 8. Polymerizace trojvaznych komplei zeleza (16).

/) ' T/” \(‘\

*j} f"
[ ;

Desferriothiocin (DFT) (obr.9) je siderofor izolawa z mikroorganismu
Sreptomyces antibioticus. Tvoif pii neutralnim pH komplex s Be v pomsru 2:1.
Skupiny vazici Fe jsou fenolatovy kyslik, karboxgldy kyslik a dusik. DFT ma
vysokou afinitu k Zelezitym iofitn, avSak na zakl&dritomnosti dusiku a karboxyféat
vaze také pevhzinek. DFT ma nezadouckiaky - sniZuje &esnou hmotnost a je
neurotoxicky. Byla fipravenarada syntetickych anal@d>FT, ale Zadny analog neém

lepsSi vlastnosti nez klinicky pouzivany DFO (4, .16)

OH
X

_ N

N = \\“\CHS
J\COOH
S

Obrazek 9. Desferriothiocin.

Triazoly (obr.10) chelatuji Bé dwvéma fenolatovymi kysliky a jednim
triazolovym dusikem. Tu® komplexy 2:1. Diky vysoké lipofilt snadno pronikaji
membranami a maji dobrou peroralni absorpci. Vydgidilita ma vSak i nezadouci
projevy- triazoly se hromadi v tkanich. Jejich érireé vysoka hodnota log P z&jige,
Ze se vazi na plazmatické bilkoviny a tim je d&térmiry omezena jejich distribuce
v téle. Jsou vyldovany z jater ZIEi, jen velmi malé procento z nich je vyavano
moci. VyuZzivaji jako ligand dusik - maji proto vysokafinitu pro zinek. Vyskytuji se
jako trojvazné nebétyivazné.Ctyivazna struktura snadno tigolymerni komplexy a

komplexy se zinkem.
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Obrazek 10. Triazoly.

PIH (obr.11) a jeho analoga jsou pero&aldinna. U této skupiny chelatibjsou
preferovany hodnoty logP voda/oktanol blizké X Reutrdlnim pH jsou jejich
molekuly nenabité, a proto snadno prochazeji dikyuPIH byl vybran pro studium
chelatace, protoZze ®bslozky kondenzované molekuly - isoniazid a pyriaoXyly
bezpéné pouzivany p lécb¢ tuberkulézy. Dva atomy dusiku v koordémé sfée

komplexu obdiuji PIH analoga vysokou schopnosti vazat Fe

CH;
HO
0 = |N
N
| X N Y
NF OH

Obréazek 11. Pyridoxal isonikotinoyl hydrazon (PIH).

Dvojvazné chelatory

Dvojvazné ligandy jsou vysoce selektivni pro Feindd k Fe je zavisla na
koncentraci. Jsou kineticky labilni — je u nich mazfemsna Fé" na Fé* a naopak.
Tvori ¢asténé koordinované 2:1 komplexy, netiigoolymerni komplexy. Propustnost
pies HEB je zavisla na lipofilit

Mezi dvojvazné chelatory patdialkylhydroxypyridinony, hydroxypyridinonovéa
prol&iva a hydroxypyridinony s vysokym pEe16).

1,2-dimethyl-derivat (deferipron, L1, CP20) je p&lo¢ aktivni chelator Zeleza,
ktery je v sodasné dob k dispozici pro klinické pouziti. BohuZzel, davkatigbna k

27



udrZeni dostatemé chelatace Fe je peém¢ vysoka - cca 75-100 mg/kg za den. Byly
také pozorovanyasté nezadouciiinky. Jednim z hlavnichidodi omezené &innosti
deferipronu je, Ze prochazi v jatrech rozsahlymatatismem. Hydroxylova skupina
v poloze 3, ktera je rozhodujici pro vazbu Zelgeahlavnim cilem pro glukuronidaci.
Studie obsahu deferipronu v thai potkani a ¢lovéka ukazaly, Ze > 85% aplikované
davky je vylokeno mai jako nechelatované 3-O-glukuronid konjugaty (8).PProto
byla zkoumana 1,2-diethyl analoga CP94 - tyto dbejgsou &inn¢jSi nez deferipron.

Na zaklad nizké molekulové hmotnosti &ipnivého rozlozeni koeficietaitjsou
hydroxypyridinony perorakh aktivni, ale jejich nevyhodou je, Ze pronikaji H&EB a
placentarni bariéry. Proto byla vyvinuta hydrofolinyidroxypyridinonova proléva,
ktera jsou absorbovana z gastrointestinalniho uraktv jatrech se metabolizuji na
hydrofilni inné latky, které maji omezenou schopnost prochg¥es HEB a
placentarni bariéru. Tyto metabolitydisti jaterni biitku od Fe a potom se dostanou do
krevniho olhu. Mezi tato prol&va pati estery 1- hydroxyalkyl HPOs.

Nezadouci vlastnosti dvojvaznych HPOs je kinetiekdlita jejich Fékomplex.
Idedlni komplex je 3:1Céasténs disociovany komplex Zelezaini Fe* pristupny
reakcim s kyslikem a peroxidem vodiku, a tim naohyk tvorke hydroxylovych
radikaki. Chelatory s vysokou pEe hodnotou vychytavaji Zelez@iangji pti nizkych
koncentracich neZ chelatory s nizkou PFeodnotou. V z&jmu zvyseniciinosti a
minimalizace toxicity byly zkoumany nové hydroxyjgiony se zvySenou pEe
hodnotou. Byla syntetizovand&ada dvojvaznych hydroxypyridinén které maji
aromaticky substitutent v poloze 2. Aromatick& skapstabilizuje vysledny komplex

7eleza a tim zvy3uje pEehodnotu (16).
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3.3 Flavonoidy

Flavonoidy (=flavonoidové glykosidy; vitamin P) jsoskupina asi 4000
polyfenolickych struktur, vyskytujicich se v céwt rostlinach (2, 3, 5, 6, 9, 26, 28,
29). Jsou to pigmenty, které igmbuji fizna zbarveni kita a listi — od cervené po
Zlutou, zpisobuji také trpkou a fkikou chu’ nékterych plodi. Jsou dlezité pro fist a
vyvoj rostlin. Flavonoidy se vyskytovaly v rostlictauz ged 2 biliony let. Maji mnoho
piiznivych &inka pro lidsky organismus. Proto existugda studii, ve kterych se tyto
Ucinky dokazuji a nari. V této praci sledujeme hla¥rzelezo — chelatai vlastnosti
flavonoidi (5).

Chemické struktura

Flavonoidy (obr. 12) jsou glykosidicky vazané dat fenylchromanu. Jejich
zakladnim skeletem je chroman arylovany v polozéfl@vany), 3 (isoflavany), 4
(neoflavany). V terapii se nejvice vyuzivaji flaya mére isoflavany. Neoflavany se
nepouzivaji. dinné jsou glykosidy i aglykony (5, 26).

Flavany se #&i podle stupg oxidace na flavony (obr. 13, apigenin), flavonoly
(obr. 14, galangin, kemferol, kvercetin, myrecetirytin), flavanony (obr. 15,
naringenin, eriodyktiol, hesperetin) a flavanolybro 16, epikatechin) (3, 26, 28).
Zakladni struktury flavonoil podléhaji glykosylaci, hydroxylaci, hydrogenaci,
malonylaci, methylaci a sulfataci. Proto se jedmétflavonoidy mohou od sebe ve své
strukture hods liSit. Flavonoidy podléhaji glykosylaci na CZkaly na C7. Nejbzngjsi
sacharidovy zbytek je D-glukéza, v menSim zastoupmiva galaktdza, arabindza,

glukorhamndza, lignin, L-rhamnoza a xyl6za (3).

O O

Obrazek 12. Zakladni struktura flavonoidii.
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Obrazek 13. Flavony.

OH
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Obrazek 14. Flavonoly.

g

Obrazek 15. Flavanony.

%

OH

Obrazek 16. Flavanol.
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Syntéza flavonoidi

Prvnim krokem syntézy flavonaide vytvareni fenylalaninu z fenylpyruvatu
(fenylpyruvat vznikl z kyseliny Sikimoveé) (28). Fgalanin zreaguje na kyselinu trans-
skaicovou, ktera podlehne hydrolyze a vznikne kysefiraumarova (C-9). Kyselina
p-kumarova (C-9) kondenzuje gerhi malonyl-CoA (C-2) vznikne chalkon (C-15).
Naslednym uzaenim kruhu a hydrataci vzniknou 3-hydroxyflavonofilgtechiny) a
3,4-diolflavonoidy (flavonoly) (3, 5).

Zdroje flavonoidi

Zdroje flavonoidi jsou zelenycéaj a cerny ¢aj, kava, ovoce, ovocna’dva,
zelenina, olivovy olej¢ervené a bilé vino @kolada (1, 3, 5, 9, 21, 22, 28). Zelelay
je zvlast bohaty na katechiny, kterégulstavuji az 30% suché hmotnosti listéh&m
pouhych 2 h po konzumaci jednoho Salku zelenéhoo reiného ¢aje se naSly
katechiny v lidské plazenv koncentraci 0,3-1 LM (21).

Metabolismus flavonoidi

Flavonoidni glykosidy vtenkém ist€ podléhaji hydrolyze enzymem
glukosidazou, ktery produkujeistni mikroflora. Potom se wsbavaji pasivni difazi
ve forme aglykoni. Po vstebani se vazou na albumin a jsou transportovargtdn V
jatrech podléhaji dité typy flavonoidi hydroxylaci, methylaci a redukci. Nakonec jsou
flavonoidy v jatrech konjugovéany s kyselinou gludmovou nebo siranem. Podle
charakteru molekuly se flavonoidy vyluji moci nebo ZIgi (3, 5, 28).

Antioxidaéni versus prooxidani Uéinek flavonoidi

Flavonoidy maji antioxidani inky. K antioxida&ni aktivit¢ polyfenofi prispiva
schopnost tviit pevnou vazbu se Zelezem a lipofilita, diky kt@réchézi polyfenoly
pies buméné membrany (1, 2, 6, 9, 21, 22, 28)im maji flavonoidy vice
hydroxylovych skupin &im jsou meén glykosylovany, tim roste jejich antioxicta
aktivita. NejsilrgjSi antioxid&ni (inky maji epikatechin a epikatechin-gallat (28).

Polyfenoly vS8ak mohoutsobit i prooxid&né. Prooxid&ni aktivita vyplyva ze
schopnosti polyfendlredukovat F& na Fé*, diky kterému se pak mohou ufitdOH-
radikaly. Podminky pro prooxidai ¢innost polyfenal jsou ale omezenécasto nejsou
biologicky relevantni. Proto lidé, kiekonzumuji potraviny, ve kterych jsou polyfenoly,

nemuseji mit obavy. Polyfenoly a jejich komplexy#e" se chovaji podolinjako
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enzym superoxiddismutaza. Reaguji se superoxiden»)(@a tvorby HO, a

semichinonového radikalu. Tyto reakceispivaji k oxid&nimu stresu (11, 21).
Prooxid&nich vlastnosti kompléx Fe-polyfenol se vyuziva v chemoterapii nador
Polyfenoly v nadorovych hikadch inhibuji aktivitu ribonukleotidreduktazy, Fe

obsahujiciho enzymu, ktery katalyzuje jeden z hievikroki syntézy DNA (11).

Terapeutickeé vyuziti flavonoida

Flavonoidy normalizuji permeabilitu kapilar a odstrji jejich lamavost, roz#iji
cévy (1, 5, 22, 26, 28) (zvysuji endotelidlni syoté@xidu dusnatého) (5, 21) a snizuji
krevni tlak. Tim zabuguji vzniku kardiovaskularnich onemaan (5). Risobi
antiedematozt)y antihemoragicky, diureticky (1, 22, 26, 28), @atgtlive,
antibakterialg a antiviroticky (1, 5, 21, 22, 28). Vazi mnohiemych bilkovin — nap
kasein a inhibuji telomerazu, hyaluronidamsamylazu, pepsin, trypsin a lipazu (21).
S vapenatymi kationty t¥okomplexni soli a tim brani sraZeni krve, zadriujle C&*

a potencuji Ginek vitaminu C. PouZivaji seiprevenci osteoporozy. Maji cholereticke,
cholagogni, spasmolytické (1, 5, 26) a hepatoptivtek(cinky. Zabraiuji uvokovani
histaminu z bazofil a zirnych bu&k — pisobi protialergicky. Rkteré flavonoidy
snizuji vyskyt Zaludénich wedi (pasobi protiHelicobacter pylori), inhibuji stevni
motilitu a sekreci — zab#iaji praijmam (5). Dolfe pisobi v prevenci
neurodegenerativnich chorob a rakoviny (indukupo@ézu rakovinné hiky) (5, 21).
Snizuji hladinu volného Zeleza v plazim, Ze tvaéi chelaty se Fe veisivech, Fe se
pak nevsiebava.

Katechiny zeleného ¢aje jsou schopny ipkraiit vysoce selektivni
hematoencefalickou bariéru (HEB) a chranit tak nio@ed Zelezem. Pouzivaji se pro
prevenci a l&u Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby. Zelezo semtadi
v degenerovanych neuronech v substantia nigiesatjuje peroxidaci lipil a indukuje
agregaci a ukladani skodliveBeamyloidu aa-synukleinu (21). B léc¢b¢ téchto chorob

by se mohly pouZzivat i syntetické hydroxypyridinpkteré prochazi HEB (16).

Nej¢astjSi u¢inky a flavonoidy, které je zpisobuiji:

Protizartlivé - apigenin, chrysin, myricetin, kvercitrirkvercetin, nepetin,
hibrifolin, gossypin, luteolin.

Protirakovinové — baikalein, rutin, tangeretin, \goain, tricin, epigallokatechin,
nobiletin, kvercetin, katechin.
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Proti piijmu — apigenin, kempferol, naringenin, kvercetimeicitrin, myricetin,
morin.

Antiulcerdzni — kempferol, kvercetin, rutin, solon.

Antihepatotoxické — silymarin, hispidulin, gossypkolaviron, kvercetin.

Spasmolytické — apigenin, kempferol, kvercetinyshr, katechin.

Ochrana cév — citrin, kvercetin, rutosid (5).

Flavonoidy jako konzervanty

Zelezem zprosedkované oxidéni poskozeni neni omezeno pouze na organismy.
Vzhledem k pitomnosti Zeleza v Zivotnim présti, Zelezem generované « OH jsou
zodpowdné za kazeni jidla a hnilobuteda. Proto se polyfenoly mohou také vyuzivat
jako konzervani prisady do potravin, kosmetiky,ci® a proti hniti deva. Existuji vSak
protichidné zpravy o tom, zda polyfenoly jsou vhodné proZzitd jako konzervéni
piisady. V rkterych gipadech polyfenoly zpomaluji zkadzu potravin, jinflyzase
urychluji. Nagiklad hréednuti pohmozé&éného nebo krajeného ovoce ugpbuji
komplexy Fe-polyfenoly. Vyuziti polyfenolickych sléenin jako konzervantvypada
slibr¢é, ale nejdive je dilezité vybrat specifické polyfenoly s antioxiaami
vlastnostmi, protozeskteré za ufitych podminek skutaé urychluji hnilobné procesy.
Jako konzervani prostedek byl schvalen FDA (Food And Drug Administrajion
propylgallat (21).

PouZiti nékterych flavonoidia

Flavonoidy se pouZzivaji nejvice ve fafmirog a extrakt, nckteré jsou i izolované
(rutin, hesperidin).

Baikaleinfadime mezi flavony. Mat@ou rostlinou jecinska bylinaScutellaria
baicalensis. Pouziva seiplécb¢ bakterialnich infekci, rakoviny aipobi antioxidang.
Baikalein méa vyborné chelaiai (inky - tvori komplexy s F& i Fe* (20).

Naringin je naringenin 7-rhamnoglukosiiadime ho mezi flavanony. Matgymi
rostlinami jsou citrusyitrus paradisi, C. sinensis, C. unshiu, C. nobilis, C. tachibana,
C. junos), pelyrek (Artemisia selengensis, A. stolonifera) a dalSi rostliny Cudrania
cochinchinensis var. geronatogea, Thymus herba baronBoncirus trifoliata, Mabea
fistulifera, Swartzia polyphylla). Naringin je velmi dobry antioxidant (10).

Rutin je 3 — rhamnoglukosid — 5 — 7 — 3"- 4°- teydroxyflavonolu. Je obsazen
v Ruta graveolens, Sophora Japonica, Fagopyrum tartaricum, Fagopyrum vulgare,
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Pericarpium aurantii, Herba violae tricoloris. PouzZiva se ki hemoragii, hypertenze,
alergii a jako adjuvangipnfek¢nich onemocenich.

Hesperidin je hesperetin — 7 — 0 — rutinosid. Vvigitse v oplodi nezralych
citrusovych plod (8%). Spolén¢ s vitaminem C se pouziva Kk& lamavosti kapilar,
hemoragii, hypertenze. Je asi 10krat &né&finny nez rutin.

Kvercitrin je kvercetin — 3 — 0 — rhamnosid. Je at#n ve Folium uvae-ursi a

Herba callunae (26).

Drogy obsahuijici flavonoidy

Betulae folium = bBezovy list — ze stromuBetula pendula / pubescent
(Betulaceae). Obsahuje az 3% flavorigi®,1% silic a 5% katechinovychtiglovin.
Pouziva se jako diuretikum. Je gasticajovych smisi - Species urologicae, Species
diureticae, Species antirheumaticae, Reduktan.ddudbstilaci se z jehaiky se vyrabi
dehet — Pix betulae, ktery se pouziva v koznimiika

Crataegi folium / flos— list nebo kt hlohu — z rostlinyCrataegus laevigata /
monogyna / pentagyna / nigra / azarolus (Malaceae) Pouziva se na nemoci krevniho
obe¢hu a srdce, kdy jeStneni poteba nasadit tdu kardiotonickymi glykosidy. Hloh se
piidava do antisklerotickycltajovych smisi, extrakty se iffidavaji do sedativnich a
spasmolytickych Ppravki.

Ononidis radix — kien jehlice — mataou rostlinou je polokeOnonis spinosa /
arvensis (Fabaceae). Droga kranflavonoidi obsahuje triterpeny a silice. Pouziva se
jako diuretikum. Je sa@asti cajovych snési — Species diureticae, Species urologicae,
Species cholagogae.

Sambuci flos— k&t bezu — mai&ou rostlinou jeSambucus nigra (Sambucaceae).
Droga obsahuje flavonoly, aminy a silice. Pouziegjako diuretikum a vzhledové a
chwové korigens.

Tiliae flos— lipovy kWt — ze stromdilia cordata / platyphyllos (Tiliaceae). Droga
obsahuje 1% flavonoid 2% f#islovin, sliz, leukoanthokyanidiny, kyselinu kadvayo
chlorogenovou, p — kumarovou a silice. Pouziva kel drazdivého kasle (slizy), ma
potopudny dinek @i nachlazeni a infekcichiiBobi spasmolyticky a laxatign

Robiniae flos (Acaciae flos) — kv akatu — z mat@é rostliny Robinia
pseudoacacia (Fabaceae). Droga obsahuje flavonoidy, silice, lkyseanthranilovou,
farnesol, nerol a linalol. Pouziva se jako aromatik stomachikum a izoluje se z ni

nerol, ktery se pouziva na parfemaci kosmeticky@bravki a jako odpuzowahmyzu.
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Calendulae flos— k& mésicku — z byliny Calendula officinalis (Asteraceae).
Droga obsahuje silice, flavonoidy, kalendulosidyiggbi hemolyticky), triterpenové
alkoholy, karotenova barviva, fenolové kyselinyfdinoy a polyacetyleny. Pouziva se
jako antiflogistikum.

Spiraeae flos — Flos ulmariae — tuZzebnikovytky z byliny Filipendula Ulmaria
(Rosaceae). Obsahovymi latkami v droze jsou flaidyncsilice, methylester kyseliny
salicylové a itisloviny. Pouziva se jako antirevmatikum, diafdeetn, diuretikum a
antipyretikum. Bdava se docajovych smisi - Species antipyreticae, Species
antirheumaticae.

Lamii albi flos — k&t hluchavky — z mat®mé rostliny Lamium album
(Lamiaceae). Krom flavonoidi obsahuje drogatisloviny, triterpenické saponiny a
silice. Pouziva se jako expektorans, mucilaginozaastringensip poruchach traveni a
pii menopauze.

Cardui mariae fructus— plod ostrogest — Slybum marianum (Asteraceae).
Obsahové latky jsou flavony, olej, steroly a shouziva se jako hepatoprotektivum.

Violae tricoloris herba — maviolky trojbarevné a rolni - z bylinyiola
triolor/arvensis (Violaceae). Obsahovymi latkami jsou slizjstoviny, flavonoidy,
anthokyanidiny, karotenoidy, fenolové kyseliny, apsniny. PouZivd se v koZnim
lekarstvi a idava se do antitussik.

Ribis nigri folium— List rybizu¢erného — z ki@ Ribes nigrum (Grossulariaceae).
Droga obsahuje flavonoidyfisloviny a vitamin C. Rdava se do diuretickych a
diaforetickych¢ajovych sngsi (26).
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4. Experimentalni ¢ast
4.1 Materidl

4.1.1 PouZité chemikélie

Pouzité chemikalie byly ziskany od firmy Sigma-Addir (Némecko).

Siran Zeleznaty (FeSGH,0 ).

Chlorid Zelezity (FeGI6H.0).

Ferozin (sodnais 4,4'-(3-(2-pyridinyl)-1,2,4-triazin-5,6-diyl)bigimzensulfonové
kyseliny).

Dimethylsulfoxid (DMSO).

Hydroxylamin chlorid (HA).

4.1.2 Testované latky

Jako srovnavaci standard byl pouzit deferoxamin. (b Novartis Svycarsko).

VSechny testované flavonoidy byly ziskany od fir8igma-Aldrich (Nmecko).

Obrazek 18. Epikatechin.
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Obréazek 19. Hesperetin.
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Obrazek 20. Hesperidin.
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Obrazek 21. Kvercetin.
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Obrazek 22. Rutin.

4.1.3 Kistroj
Pro nefeni byl pouzit spektrofotometr pro mikrotiérd desttky Anthos reader

2010 (Anthos Labtec Instruments, Salzburg, Rakausko

4.2 Metody

4.2.1 Riprava zasobnich roztoka

1) ferozin (disodna W  kyseliny  4,4"-(3-(2-pyridinyl)-1,2,4-triazin-5,6-
diyl)bisbenzensulfonové) - 5mM v destilované ¥g¢iw= 492,5 g/mol)

2) FeCh.6H,O - 5mM v destilované vadMw= 207,3 g/mol) — zasobni roztok ¥e
3) FeSQ.7H,0 - 5mM v destilované vad Mw= 278,02 g/mol) — zasobni roztok’Fe
4) HA 10mM v destilované vad Mw = 69,49 g/mol)

4.2.3 Zkouska pro Zeleznaté ionty

Podle Standardniho opérdho postupu byla provedena zkouska pro femty.
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Do ¢asti mikrotitr&ni destéky (2*4 jamky) bylo napipetovano 100 pul DMSO, 50 pl
roztoku F&" (250 pM) a 50 pl roztoku ferozir{6 mM). Absorbance byla z#tena ihned
pii vinové délce 562nm na readeru Anthos reader 2@l hodnota nagiené
absorbance v rozmezi 0,47 — 0,52, ma roztok Zetgamaonti spravnou koncentraci a

muze byt pouZzit k réeni.
4.2.4 ZkousSka pro Zelezité ionty
Podle Standardniho opérdho postupu byla provedena zkouska prd femty.

Do c¢asti mikrotitr&ni destéky (2*4 jamky) bylo napipetovano 100 pl DMSO, 50 pl
roztoku F&" (250 uM), 50 pl roztoku hydroxylamir{@0 pM) a 50 pl roztoku ferozir®
mM). Absorbance byla z&éhena ihned $ vinové délce 562nm na readeru Anthos reader
2010. Je-li hodnota naffené absorbance v rozmezi 0,45 — 0,52, ma roztazriatych

iontd spravnou koncentraci atie byt pouzit k rseni.

4.2.5 Kalibrace Zeleznatych ioni

Ze zasobniho roztoku Fea@H,O (5mM) byly gipraveny koncentrace 150 uM,
100 uM, 50 pM, 30 pM, 15 pM a 0 pM. Tyto roztokylypyapipetovany na 96-
jamkovou mikrotitr&ni destétku v mnozstvi 50 pl, nasledrk nim bylo gidano 150 pl
destilované vody a 50 pl ferozinu (5mM). Po 5 mamlit byla na spektrofotometrii p
vinové délce 562 nm zérena absorbance. Z naranych vysledk (tabulka 3) byla
zhotovena kalibréni kiivka (graf 1). Kalibréni kiivka zobrazuje zavislost absorbance
(A) na fin&lni koncentraci Zeleznatych iafc(Fe*)].

4.2.6 Chelatace Zeleznatych ioit

1) Ze z&sobniho roztoku Feo koncentraci 5mM byliipraven roztok o koncentraci
0,25 mM. Schéma viz obr. 23.

2) Byly piipraveny roztoky chelatérzeleza v DMSO (flavonoidy) nebo destilované
vodé (DFO) o koncentracich 10mM, 1mM, 0,1mM a 0,01mM.

3) Do testovacich i kontrolnich jamek mikrotind desttky bylo napipetovano 100 pl
roztok chelatoru o koncentracich 10 mM, 1mM, 0,1 mM aN.m

4) Do vSech jamek bylofjtiano 50 pl roztoku Fé&

5) Desttka byla umisina na 2 minuty da¢paky.
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6) Do ¥ jamek bylo fidano 50 pl roztoku ferozinu a do druhé polovinmgk 50 pl
destilované vody.

7) Absorbance byla ihned né&fena i vinové délce 562nm na readeru Anthos reader
2010.

8) Po 5 minutach byla absorbance &&ma znova i stejné vinové délce.

Koncentrace testovaného roztoku

) 10 I 0,1 0,01 0

Absorbance smési s ferozinem

Absorbance smési s vodou (bez »_‘_
ferozinu) - slepy vzorek ’

testované fadky
- koncentrace cheldtoru = 0, misto cheldtoru bylo pouzito pfislusné rozpoustédlo
¥ jamky s roztokem ferozinu
jamky s vodou

Obrazek 23. Schéma chelatace zZeleznatych katidint

4.2.7 Chelatace F&”*" ionti

1) Nejprve byly pipraveny roztoky chelatér Zeleza v DMSO (flavonoidy) nebo
destilované vod (DFO) o koncentracich 10mM, 1mM, 0,2mM a 0,01lmMhé&na
viz obr. 23.

2) Do testovacich i kontrolnich jamek mikrotitnd desttky bylo napipetovano 100 pl
roztok chelatoru o koncentracich 10 mM, 1mM, 0,1 mM aN).m

3) Ze zasobniho roztoku Eeo koncentraci 5mM bylifpraven roztok o koncentraci

0,25 mM a ihned bylo napipetovano 50 pl tohotookatdo vSech jamek.

4) Desticka byla umistna na 2 minuty da¢paky.

5) Do vSech jamek bylo napipetovano 50 pl roztoku aygiaminu.

6) Desttka byla umisina na 1 minutu daepaky.

7) Do ¥ jamek bylo fddano 50 pl roztoku ferozinu a do druhé polovinpgk 50 pl
destilované vody.

8) Absorbance byla ihned né&fena i vinové délce 562nm na readeru Anthos reader
2010.

9) Po 5 minutach byla absorbance &&ma znova i stejné vinové délce.
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4.2.8 Statisticka analyza

Vysledky jsou uvedeny jako jomér £ standardni odchylkafiPsrovnani dinnosti
jednotlivych chelatar byl vyuzit test ANOVA s Bonferroniho post-testera pomoci
programu GraphPad Prism verze 4.00 pro Windowspl@tad Software (San Diego
California USA).
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5. Vysledky

5.1 Kalibraéni k¥ivka Zeleznatych ionfi

Z nantienych hodnot (tab. 1) a naslédsestrojeného grafu (obr. 24) jeepné,
Ze zavislost absorbance na koncentraci Zeleza@m@m rozsahu koncentraci lineérni.

c (Fe**)/umol.I"* Absorbance (A) 562 nm
0 0 0 0 0
15 0,14 0,13 0,14 0,14
30 0,28 0,27 0,27 0,28
50 0,48 0,48 0,48 0,48
100 0,94 0,88 1,01 0,92
150 1,3 1,22 1,36 1,31

Tabulka 1. Zavislost absorbance na koncentraci Zeteatych ionti.

kalibraéni k¥ivka - Fe?*

1.5-
£
c
N
[{e}
©  1.04
<
[}
Q
% 0.5
el -9
= R?=0,9929
[72]
Q0
©

0.0

] ] |
0 50 100 150 200
c(Fe?*) Iumol.I''/

Obrazek 24. Kalibraéni k¥ivka Zeleznatych ionf.
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5.2 Chelat&ni ué¢innost vybranych flavonoidi

Z nantienych hodnot byly sestrojeny grafy chetaaltinnosti DEF (obr. 25) a
jednotlivych flavonoid (obr. 26-32). Dale byla porovnana chetaia aktivita
jednotlivych latek i pomérech koncentraci chelator:Zzelezo 1:1 a 10:1 (loggoo O a
1) (obr. 33, 34).

deferoxamin

100+

©
<

- F62/3+

o)
<

== Fe2+

N
<

% chelatovaného Fe"*
N
2

o

-1 0 1 2
log poméru chelator/zelezo

Obrazek 25. Chelat&ni G€¢innost deferoxaminu.
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apigenin

100+
+
K
. 80+
(o] [
S 60
= °
>
2 404
)
=
o 20+
X
0 =y T Y |
-2 -1 0 1 2 3
log poméru chelator/zelezo
Obrazek 26. Chelat&ni G¢innost apigeninu.
epikatechin
100+
+
c
Y 804 m
2
®
2 604
©
>
2 40-
o
2
o 20-
* |,._=|='ﬁ,£_
0 Y
-2 -1 0 1 2

log poméru chelator/zelezo

Obrazek 27. Chelat&ni U¢innost epikatechinu.
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hesperetin
100-

o (o2} 0

o o o

1 i 1
=

% chelatovaného Fe""
N
o
[
1]

o

)
-1 0 1 2
log poméru chelator/zelezo

1
N

Obrazek 28. Chelat&ni G¢innost hesperetinu.

hesperidin

-

(=]

o
]

o]
o
1
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o
1

% chelatovaného Fe"*
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2]
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1
@
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Obrazek 29. Chelat&ni G¢innost hesperidinu.
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% chelatovaného Fe"*

kvercetin

- FeZ/3+

=C= FeZ"‘

100+

80+

£ 2]
o o
1 1

% chelatovaného Fe"*
N
o
[

-1 0 1 2
log poméru chelator/zelezo

Obrazek 30. Chelat&ni u€innost kvercetinu.

rutin

] F62/3+

log poméru chelator/zelezo

Obrazek 31. Chelat&ni G¢innost rutinu.
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Chelatace Fe?*

100 7 koncentrace
D D pomér
* R R chelator:zelezo
b D
3 Ht Ht " 0 11
o Hd Hd ;
T 60+ B & . S 1
= E
g
8 * D Ht
m D
T a0 - A Hd
= A
] E D
R Ht : D
A
D Hd p: K " A
20 — K Hd D . D A D K
: l KK kg
R
0 I R_'r_ ii_
& & & & & &
? & .;f?* & &

Obrazek 32. Procentudlni srovnani tinnosti flavonoidi p¥i chelataci Zeleznatych kationd.
Statistickd vyznamnost p<0,001, Symboly *: vs alldvonoids, A: vs apigenin, K: vs
kvercetin, R: vs rutin, E: vs epikatechin, Ht: vs resperetin, Hd: vs hesperidin.
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Chelatace Fe2/3+

100 - x 5
* K koncentrace
R pomér
o 80 A E D D chelator:zelezo
e |
A
- Ht A M o11
i Hd E E
T 60 - Ht Ht W 101
@ Hd Hd
=
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o D
o 40 - D
5] A A
= E K
R D
20 A Ht D D
Hd K A A
i 2 ] D K DK
R
0 : K 2 K R
<< - R O O O O
QQ{ qgf@ C,Q"Q \\\}\ @C\S\\ .;\é} {\b‘\
R & NCH & &
b Q.Q\ \\?’ oy

Obrazek 33. Procentualni srovnani tinnosti flavonoida p¥i chelataci celkového Zeleza. Statisticka
vyznamnost p<0,001, Symboly *: vs all flavonoids, Avs apigenin, K: vs kvercetin, R: vs
rutin, E: vs epikatechin, Ht: vs hesperetin, Hd: vshesperidin.
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6. Diskuse

Flavonoidy — rostlinné polyfenoly - maji velmi Si® pouziti v medicit a
farmacii. Maji mnoho farmakologickychéika. V piirodé je mnoho rostlin, které
obsahuji tizné flavonoidy — jejich vyér je velmi pestry. Tyto skut@osti umoauji
velké moznosti studia jejich farmakologické aktvitlednim z &inka je chelatace
Zeleza neboli tvorba kompléxse Zelezem. Cilem této diplomové prace bylo stiéinov
Zelezochelatai aktivitu rekolika flavonoidi. Jako srovnavaci standard jsme zvolili
Klinicky pouzivany deferoxamin. Vzhledem k neZzadouccinkim, které jsowtasté pi
podavani DFO, se vyzkum chelatozeleza zartuje na latky, které tyto nezadouci
Ucinky nevykazuiji.

Pro odvozeni vztahu mezi strukturou a aktivitowdlaoidi byly testovany
strukturré odlisné flavonoidy (flavony, flavonoly, flavanomyflavanoly). Pro stanoveni
chelat&ni innosti flavonoidi a DFO byl pouZzit spektrofotometr a chemicky indda
ferozin, ktery tvdi s FEé" komplexs vysokym extinknim koeficientem § 562nm (24).
Pii této vinové délce bylo feno mnoZstvi Fé ionti, které nebyly navazany do
komplexu s chelatorem. Linearni zavislost absoream& koncentraci E&ionti (obr.
24) byla owiena s vysokou hodnotou spolehlivost? €R0,9929). Ferozin jeinidlo,
které je schopné vytvét barevny komplex pouze s Zeleznatymi ionty, dgrusely
byt Zelezité ionty ped vlastnim rdenim zredukovany pomoci redimkho cinidla
hydroxylaminu.

Po srovnani &innosti chelatace zkouSenych flavonoisl deferoxaminem jsme
zjistili, Ze klinicky pouzivany DFO je Zthto chelatar nej&inngjsi.

Pii pomsru chelator:Fe 1:1 (dale jen ,p@ml:1“) chelatoval F&€ nejvice (40%)
DFO, potom kvercetin (15%), rutin (13%) a nej@éapigenin (5%). Epikatechin,
hesperetin a hesperidin vykazovaly zanedbatelntvitak

Pii pomeru chelator:Fe 10:1 (dale jen ,pém10:1“) chelatoval F&é opst
nejvice DFO (81%), potom apigenin (60%), kverc€&8%), rutin (38%) a hesperidin
(5%). Epikatechin a hesperetin vykazovaly zanedibateaktivitu.

Pii chelataci F&"* pii pomgru 1:1 vykazoval nejtsi aktivitu DFO (89%),
potom kvercetin (10%), rutin (6%), apigenin (2%epikatechin (1%). Hesperidin a

hesperetin vykazovaly zanedbatelnou aktivitu.
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Pri poméru 10:1 vykazoval neptSi aktivitu DFO (100%), potom apigenin
(63%), kvercetin (50%), rutin (48%), epikatechi®d3 hesperetin (2%) a hesperidin
(1%).

Zjistili jsme, Ze krond DFO je @i poméru 1:1 nej@dinnéjSi kvercetin, po &m
apigenin, po &m kvercetin a nakonec rutin.

Pri pomeéru 1:1, kdy je stejné mnozstvi chelatoru a Fe, zykachelatory nizsi
G¢innost (nap DFO chelatuje jen 40% F@. Pokud pidame desetinAsobné mnoZstvi
chelatoru (porér 10:1), &innost chelatace se zvysi (fiaPFO chelatuje 81% EB.

Z téchto poznatk miazemefici, Ze je @innost chelatace kvalitati¢ni kvantitativre

ovlivnéna koncentraci flavonoidu. Vzhledem k tomu, Ze goméru 1:1 je procento
chelatovaného Fe nizSi, bude lepsi, kdyz se butbworfoidy Klinicky podavat ve
vySSich koncentracich, nez je poml:1. Ri poméru 10:1 nejdinnéSi flavonoid
apigenin chelatoval ifplizné¢ 60% Fe. Z tohoto ivodu je teba zngiit chelataci pi

vysSich koncentracich flavondichez je porar 10:1 a nalézt koncentracifipkteré

budou rostlinné chelatory nejvicgiiné a nebudou mit vice nezadoucigmkii nez
Klinicky podavany deferoxamin. Zaravebude feba nalézt f) urcené koncentraci
nejinngjSi chelétor, protozZe aktivita chelalicse néni se zninou koncentrace.

Pii pomsru 1:1 i chelataci F& i FE*®" vykazoval hesperidin a hesperetin
zanedbatelnou aktivitu.

Podle mnoha studiitznych autoi maji flavonoidy wrkolik sowdésti své
struktury, dileZitych pro chelataci B& Nejwtsi chelatani aktivitu maji flavonoidy,
které maji v kruhu C mezi C2 a C3 dvojnou vazbuChamaji navazanou ketoskupinu a
na C3 nebo C5 (kruhu A) maji hydroxylovou skupifaokud maji navic na kruhu B
hydroxylové skupiny v polohach 3" a 4” (tzv. kawolva struktura), jejich dinnost je
tim navic zvySena (n&lad — kvercetin) (1, 12, 14, 25). Tyto informaseuhlasi se
nasimi vysledky.

Pokud neobsahuji flavonoidy na kruhu C dvojnou wazhezi C2 a C3,
ketoskupinu na C4 a hydroxyskupinu na C3 nebo C&;om vykazovat chelatai
aktivitu, pokud budou mit ve své strukgblizko sebe dvhydroxylové skupiny (1, 12,
14, 25). Jako ifklad zde uvedu epikatechin, ktery mi& ghelataci F&" zanedbatelnou
aktivitu, ale pi chelataci celkového Zeleza (&) chelatuje i pomsru 1:1 piblizng
1% Fe a @ pomeru 10:1 giblizn¢ 3% Fe. Epikatechin ma chela&ta &inky diky
katecholové strukfie na kruhu B (3", 4"-dihydroxy). Pokud by se nahkBipridala na
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C5’dalSi hydroxyskupina, vznikla by gallova strukt3’, 4°, 5°- trihydroxy), ktera ma
mnohem nizSi chelatai (Cinky neZ katecholova struktura (12).

Nekteré flavonoidy, které vykazuji Zelezochetatigaktivitu, maji na kruhu A na
C7 a C8 hydroxyskupiny. Flanovoidy s velkym mno#stihydroxylovych skupin
taniny) maji vyznamnou chel&tai aktivitu (12).

Z méteni chelatace jsme zjistili, Ze rutin, kvercetinapigenin vykazovaly
vyznamnou chelatai aktivitu. Hesperidin, hesperetin a epikatechipkazovaly
zanedbatelnou chel&@ aktivitu — ténd nulovou. Tyto d¢ skupiny latek se mezi
strukt'e mezi C2-C3 dvojnou vazbu, zatimco flavonoidyns&ténulovou aktivitou
maji mezi C2-C3 vazbu jednoduchou.

Pfi porovnavani struktur apigeninu, kvercetinu arutijsme pisli na to, Ze
apigenin ma $ pon¥ru 10:1 z &chto ti flavonoidi nejwtsi aktivitu, protoze neméa
v poloze 3 kruhu C hydroxyskupinu. Kvercetin a jegkosid rutin maji v poloze 3 a 5
hydroxyskupiny — jedna 2¢hto hydroxyskupintast&né stéricky brani vazb Fe na
flavonoid. Z tohoto dvodu je pro chelataci lepSi, kdyz struktura obsahupoloze 4
oxoskupinu a hydroxyskupinu &iyen v poloze 3 nebo 5.

Kvercetin ma p pomeéru 10:1 lepSi chelatai &inky nez rutin, protoZze v poloze 3
kruhu C ma navazanou hydroxyskupinu, ktera zabiprostoru mensi misto, nez
glykosidicky navéazana rhamnéza a glukéza u rutidiim wtsi struktura je na C3

navazana, tim vice stéricky zatuge vazld Fe na oxoskupinu (C4) a hydroxyskupinu
(C5H), tim mensi je Zelezochelata aktivita flavonoidu.

Vysledky této diplomové prace souhlasi s vysledifye publikovanymi. Zjistili
jsme, Ze je &nnost chelatace kvalitatiéni kvantitativié ovlivnéna koncentraci
flavonoidu. Porovnali jsme vztahy struktury &inku a svym vyzkumem fspeli

k potvrzeni dive stanovenych poznaitk
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7. Zaver

V této diplomové praci jsme popsali #f@anou Zelezochelatai aktivitu
vybranych flavonoid (apigenin, kvercetin, rutin, hesperetin, hespariépikatechin) a
srovnali ji se standardem (deferoxamin). Zjistdime, Ze koncentrace flavonoidu
ovliviiuje kvalitativre i kvantitativre chelataci Zeleza.iPpomeéru chelator:zelezo 1:1
byl nejl&EinngjSi deferoxamin, potom kvercetin, rutin a apigeri#i. poméru 10:1 byl
opet nejlEinngjSi deferoxamin, potom apigenin, kvercetin a rutin.

Vztahy struktury a &nku jsme porovnali sifive publikovanymi poznatky a
prispeli k potvrzeni jejich pravdivosti. Flavonoidy, kéedol¥e chelatuji Zelezo, maji ve
své struktie v kruhu A mezi C2 a C3 dvojnou vazbu, na C4 refoskupinu a na C3
nebo C5 hydroxylovou skupinu. NizSi chetath aktivitu vykazuje katecholova
struktura na kruhu B nebo hydroxyskupiny na C7 an€&ruhu A.
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8. Seznam zkratek:

CT — computer tomography —tacova tomografie
DFO — deferoxamin

DFT — desferriothiocin

DMT1 - divalent metal transporter — transportérjcwacnych kowt
DTPA — diethylentriaminpentaoctova kyselina
EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

FDA — Food And Drug Administration

Fe — zelezo

GIT — gastrointestinalni trakt

Hb — hemoglobin

HBED - N, N'- bis(2-hydroxybenzyl)-ethylendiamin-N|'- dioctova kyselina
HCP1 — receptor—transportni systém enterocytu
HEB — hematoencefalick& bariéra

HES-DFO (hydroxyethylSkrob-deferoxaminu
HFE — klasicka hemochromatéza

HPOs - hydroxypyridinony

Mh - molekulova hmotnost

MRNA — mitochondrialni ribonukleovéa kyselina
NMR — nuklearni magneticka rezonance

PEG - polyethylenglykol

PIH — pyridoxal isonicotinoyl hydrazin

RES - retikuloendoteliarni systém

RNS - reaktivni formy dusiku

ROS - reaktivni formy kysliku

TSAT — saturace transferinu

53



9. Seznam pouzité literatury:

1. van Acker, S.A., van Balen, G.P., van den Berg,,[Bast, A., van der Wijgh,
W.J.F. Influence of iron chelation on the antioxilactivity of flavonoids.
Biochemical Pharmacology, 1998, 56: 935-943.

2. van Acker, S.A., van den Berg, D.J., Tromp, M.Niifi@en, D.H., van
Bennekom, W.P., van der Vijgh, W.J., Bast A. Stnuak aspects of antioxidant
activity of flavonoids. Free Radic Biol Med. 1926(3):331-42.

3. Aherne, S.A., O'Brien, N.M. Dietary flavonols: chisimy, food content, and
metabolism. Nutrition. 2002;18(1):75-81.

4. Aouad, F., Florence, A., Zhang, Y., Collins, F.,nde C., Ward, R.J., Crichton,
R.R. Evaluation of new iron chelators and theirdjpeutic potential. Inorg Chim
Acta, 2002, 339+70-480.

5. di Carlo, G., Mascolo, N., Izzo, A.A., Capasso, Hravonoids: Old and new
aspects of a class of natural therapeutic druds. &tiences. 1999 ;65 (4):337-
353.

6. Cheng, I.F., Breen, K. On the ability of four flanads, baicilein, luteolin,
naringenin, and quercetin, to suppress the Fentawction of the iron-ATP
complex. Biometals. 2000;13(1):77-83.

7. Cervinka, O., @dek, V., Ferles, M. Organicka chemie. 1. Vydanahar SNTL,
1970. 1070 s., s. 373.

8. Ferrali, M., Signorini, C., Caciotti, B., Sugherii., Ciccoli, L., Giachetti, D.,
Comporti, M. Protection against oxidative damagesigfthrocyte membrane by
the flavonoid quercetin and its relation to iroreletiing aktivity. FEBS letters,
1997, 416: 123-129.

9. Fraga, C.G., Oteiza, P.l. Iron toxicity and antdaat nutrients. Toxicology.
2002;180(1):23-32.

10.Jagetia, A., Jagetia, G.C., Jha, S. Naringin, aejrait flavanone, protects V79
cells against the bleomycin-induced genotoxicitg decline in survival. J Appl
Toxicol. 2007;27(2):122-32.

11.Kalinowski, D.S. and Richardson, D.R. Future ofitology--iron chelators and
differing modes of action and toxicity: the chargyiface of iron chelation
therapy. Chem Res Toxicol 2007;20(5): 715-20.

54



12.Khokkar, S., Apenten, R.K.O. Iron binding charalgiecs of phenolic
compounds:some tentative structure-activity refegibood Chemistry. 2003, 81,
133-140.

13.Ledvina, M., Stoklasova, A., Cerman, J. Biochemie gtudujici mediciny. 2.
Dil. 1. Vydani. Praha: Karolinum, 2006. 562 s. ISBB246-0850-2. Zelezo —
vyznamny prvekda, s. 391 — 392.

14.Leopoldini, M., Russo, N., Chiodo, S., Toscano, on chelation by the
powerful antioxidant flavonoid quercetin. Journal agricultural and food
chemistry. 2006, 54, 6343-6351.

15.Lincov4, D., Farghali, H. Zakladni a aplikovananfiakologie. 2. Vydani. Praha:
Galén, 2007. 672 s. ISBN 978-80-7262-373-0. Anémigedostatku zeleza,
S.281-282.

16.Liu, Z.D. and Hider, R.C. Design of clinically uséfron(lll)-selective chelators.
Med Res Rev 2002;22(1): 26-64

17.Mladénka, P., Hrdina, R., Hiibl, M., Simek, T. The fate of iron in the organism
and its regulatory pathways. Acta Medica (Hradeél#iré). 2005;48(3-4):127-
35.

18.Mladénka, P., Hrdina, R., Hubl, M., Simek, T. The role of reactive oxygen and
nitrogen species in cellular iron metabolism. HReelic Res. 2006;40(3):263-72.

19.0Olivieri, N.F., Brittenham, G.M. Iron-chelating tfapy and the treatment of
thalassemia. Blood 1997; 89: 739-761.

20.Perez, C.A., Wei, Y., Guo, M. Iron-binding and aRéinton properties of
baicalein and baicalin. J Inorg Biochem. 2009;103@&5-32.

21.Perron, N.R., Brumaghim, J.L. A review of the arii@ant mechanisms of
polyphenol compounds related to iron binding. C&liochem Biophys.
2009;53(2):75-100

22.Russo, A., Acquaviva, R., Campisi, A., Sorrenti, D Giacomo, C., Virgata, G.,
Barcellona, M.L., Vanella, A. Bioflavonoids as aadicals, antioxidants and
DNA cleavage protectors.Cell Biol Toxicol. 2000;2801-8.

23.Silbernagl, S., Lang, F. Atlas patofyziologitoveka. 1. Vydani. Praha: Grada
Publishing, 2001. 390 s. ISBN 80-7169-968-3. Anérpésobené poruchami
syntézy hemoglobinu, s. 36. Hemochromatozy, s. 252.

24.Stookey, L.L. Ferrozine - a new spectrophotometdagent for iron. Anal.
Chem. 1970, 42, 779-781.

55



25.Sugihara, N., Arakawa, T., Ohnishi, M., Furuno, Anti- and pro-oxidative
effects of flavonoids on metal-induced lipid hydeopxide-dependent lipid
peroxidationin cultured hepatocytes loaded withnalenic acid. Free radical
biology and medicine. 1999, 27, 1313-1323.

26.Tomko, J., Kresanek, J., Hubik, J., Suchy, V., IBetk, M., Sikyta, B., Libicky,
A. Farmakognodzia. 2. Vydani. Martin: Osveta, 19923 s. ISBN 80-8063-014-
3. Flavonoidoveé glykosidy, s. 181-192.

27.Trojan, S., Langmeier, M. Lékska fyziologie. 4. Vydani. Praha: Grada
publishing, 2003. 771 s. ISBN 80-247-0512-5. Metisbaus zeleza, s. 132-135.

28.Yao, L.H., Jiang, Y.M., Shi, J., Tomas-BarberarA.FDatta, N., Singanusong,
R., Chen, S.S. Flavonoids in food and their heb&hefits. Plant Foods Hum
Nutr. 2004;59(3):113-22.

29.Zhang, Y., Li, H., Zhao, Y., Gao, Z. Dietary supplentation of baicalin and
quercetin attenuates iron overload induced mowse injury. Eur J Pharmacol.
2006;535(1-3):263-9.

30.Zourek, M., Lacigova, S., Kma, M., Mudra, J., Jankovec, Z., Ru3avy, Z.
Prehled metabolismu Zeleza s ohledem na klinickoxipMEV = Diabetes,
metabolismus, endokrinologie, vyZiva. 2007, 2,60-105.

56



10. Abstrakt

Stonawskda, M. Chelatace Zeleznatych a Zelezitych ionflavonoidy.
Diplomova prace 2010/2011, Univerzita Karlova v Prae, Farmaceuticka fakulta

v Hradci Kralové, 58 s.

Zelezo je pro lidsky organismus velmildzity prvek. (astni se bufgného
dychani, redoxnich reakci a vyuziva se k syntéavrikho a svalového barviva.
Poruchy metabolismu Zeleza se projevuji jeho netkesin nebo nadbytkem. Lidsky
organismus maip nadbytku Zeleza nedostgici mechanismus vytiovani Zeleza -
hromadi se v hikach a zprogedkovava tvorbu kyslikatych radikalkteré zisobuji
peroxidaci lipidi burg¢nych membran.

Nadbytek Zeleza se dé pomoci chelatdgr Fe, coz jsou latky, vyt¥ajici
se Zelezem komplex, ktery je naslédwylucovan. Nejpouziva¥Sim chelatorem je
deferoxamin, ktery ma ale celdadu nevyhod. Proto hledame nové Zelezochaiata
struktury, které se budou moci podavat i peraraln

Flavonoidy jsou rostlinné polyfenoly. Z chemickdhediska to jsou glykosidicky
vazané derivaty fenylchromanu. Maji antioxidaginky — reaguji s volnymi radikély a
chelatuji gkteré ionty kow.

Vtéto studii jsme se zatili na vyzkum chelatni aktivity flavonoidi
kvercetinu, rutinu, epikatechinu, hesperetinu, kagmu a apigeninu. Pro srovnani
jsme pouzili standardni chelator deferoxantnelat&ni (€innost jsme r&ili pomoci
spektrofotometru. Jako indikator Zeleznatychidgstne pouzili ferozin a pro stanoveni
celkové chelatace jsme jako redokéinidlo pouzili hydroxylamin.

Porovnali jsme ¢&innost jednotlivych flavonoil pii  dvou riznych
kvercetin, rutin a apigenin.iPpoméru 10:1 byl opt nejlEinngjSi deferoxamin, potom
apigenin, kvercetin a rutin. Ztoho vyplyva, Ze &entrace flavonoidu ovliwje
kvalitativne i kvantitativre chelataci zeleza.

Ze vztati struktury a dinku jsme odvodili, Ze flavonoidy, které d@bchelatuji
Zelezo, maji ve své strukrimezi C2 a C3 dvojnou vazbu, na C4 maji ketoskupina
C3 nebo C5 hydroxylovou skupinu. NizSi chetafaaktivitu vykazuje katecholova
struktura na kruhu B nebo hydroxyskupiny na C7 a 8o vztahy struktury adinku

jsme porovnali sidve publikovanymi poznatky aigpeli k potvrzeni jejich pravdivosti.
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11. Abstract

Stonawska, M. Chelation of ferrous and ferric ions by flavonoi@harles

University in Prague, Faculty of Pharmacy in HradecKralové, 58 pp.

The iron is a very important element for human aorga. It participates in a
cellular respiration, redox reactions and it iscu® the synthesis of blood and muscle
pigments. Disorders of iron metabolism are margigdiy deficiency or surplus. The
iron overloaded human body has insufficient medrarfior iron excretion — the iron is
accumulated in the cells and mediates the creatiamxygen radicals, that cause lipid
peroxidation of cell membranes.

The iron surplus is treated with iron chelatorsjohhare substances forming a
complex with iron, which is excreted. The most coomhy used chelator is
deferoxamine, but it has many disadvantages. fesetheasons, we are looking for new
iron-chelating structures, which will be able todzbministered orally.

Flavonoids are plant polyphenols. From the chempmht of view they are
glycosidically linked derivatives of phenylchromahhey have antioxidant effects —
they interact with free radicals and chelate sore&amons.

In this study, we focused on research of cheladictgyity of flavonoids quercetin,
rutin, epicatechin, hesperetin, hesperidin and eapig For comparison, we used the
standard chelator deferoxamine. Chelation effigfenwas measured using a
spectrophotometer. As an indicator of iron ions,used ferozin and as a reducing agent
for determination of overall chelation, we used foyylamine.

We compared the efficacy of flavonoids in two diffiet concentrations. In the
ratio of chelator: iron 1:1, deferoxamine was thestreffective, followed by quercetin,
rutin and apigenin. In the ratio 10:1, deferoxamimas again the most effective,
followed by apigenin, quercetin and rutin. It résufrom these findings that the
concentrations of flavonoid affects quality and wfityt of iron chelation.

We derived from the structure-activity relationghiphat flavonoids, which
chelated iron well, have double bond between C2G&\dn the C4 have oxo group and
in the C3 or C5 have hydroxy group in their stroetu.ower chelating activity has
catechol structure in the ring B or hydroxy groupshe C7 and C8. The structure-
activity relationships were compared with previgusublished findings and contribute

to confirm their veracity.
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