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Nazev prace: Srovnani Zelezo chelatacnich ucinku klinicky pouzivanych peroralnich

chelétord a 8-hydroxychinolint

Zelezo je esencialnim prvkem G&astnicim se na celé fadé Zivotn& duleZitych
procesu. AvSak nadbytec¢né Zelezo mlze byt pro organismus toxické v dusledku
katalyzy tvorby volnych radikalt. NejcastéjSi pri¢inou pretizeni organismu Zelezem
(tzv.,iron overload") je dlouhodobé podavani transfuzi u riznych typa anémii. Kazda
transfuze predstavuje pfivod 200-250 mg Zeleza do organismu, coz pfi vyluCovani 1-
2 mg denné vede ke hromadéni Zeleza v organismu. Dasledkem je vznik komplikaci,
jako jsou napf. srde¢ni poskozeni a fibréza jater. Riziko vzniku téchto vaznych
komplikaci Ize snizit podavanim chelatorl zeleza.

K chelata¢ni terapii u chronického pfesyceni organismu Zelezem se tradicné
pouziva deferoxamin, kjeho nevyhodam ale patfi nutnost Casté parenteraini
aplikace. V souCasné dobé jej Ize nahradit moderné&jSimi peroralné podavanymi
chelatory (deferasirox, deferipron). Nabizi se ale také cela fada potencialnich novych

indikaci (zanéty, nadory, kardiovaskularni a neurodegenerativnhi onemocnéni). Ve

vSech téchto stavech hraje oxidacni stres dllezitou roli. Je nutné pfipomenout, Zze



acinnost chelatac¢ni terapie se muaze liSit v zavislosti na pH, a pokles pH je dobfe
zdokumentovan u nékterych vySe uvedenych stavu.

Cilem této prace bylo srovnani chelatacni ucinnosti registrovanych peroralné
podavanych chelatord (defripron, deferasirox) a latek ze skupiny 8-
hydroxychinolinolt (8-OH-Q, chloroxin, kliochinol) v zavislosti na patofyziologicky
vyznamnych pH. Chelata¢ni ucinnost byla zméfena spektrofotometricky ferrozinovou
metodou. Statistickd analyza byla provedena porovnanim 95% konfidencnich
intervald.

Bylo zjisténo, Ze pfi zvySovani pH se zvySovala aktivita testovanych chelator(.
Nékteré chelatory - kliochinol, chloroxin, deferipron- ale stejné ucinné chelatovaly
Zeleznaté ionty pfi pH 5.5-7.5, i kdyZ jejich chelatani potencial byl jednozna¢né nizsi
pfi pH 4.5. Nejucinnéiji chelatoval Fe** deferasirox pfi pH 7.5. Pfi pH 4.5 byly vSechny
chelatory relativné malo ucinné. U vSech testovanych chelatort byly kfivky chelatace
Zeleznatych iontl pfi pH 7.5 a celkového Zeleza pfi pH 4.5 prakticky identické
ukazujici na vysokou afinitu téchto chelatorl k zelezitym iontlim.

VSechny chelatory tvofily se Zelezem stabilni komplexy a nedochazelo
k redukci zelezitych iontd na redoxné aktivni ionty Zeleznaté.

Zavérem lze tedy konstatovat, Zze pfi neutralnim pH nebudou pravdépodobné
pfitomny velké rozdily mezi testovanymi a&innymi chelatory, ale pfi terapii
onemocnéni spojenych s acid6zou je vhodné pfihlédnout k odliSnych chelataénim

Ucinkiim téchto latek.
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Name of thesis: Comparison of iron-chelating effects of clinically used peroral iron

chelators and 8-hydroxyquinolines

Iron is an essentials element, which takes part in many vital processes.
However, excessive iron can be toxic for the organism by catalyzing production of
free radicals. Long-term administration of blood transfusions in the therapy of various
anaemias is the most common cause of iron overload. Each transfuzion represents
an intake of 200-250 mg iron in the organism, which due to low daily elimination (only
1-2 mg) leads to iron overload. As a result, complications like cardiovascular
impairment or liver fibrosis can emerge. The risk of these severe complications can
be reduced by administration of iron chelators.

Deferoxamine has been traditionally used for the chelation therapy of chronic
iron overload, but to his disadvantages belong frequent parenteral applications. In
these days we can also use modern orally acive chelators (deferipron, deferoxamin).
Furthermore, there is a wide range of potentially new indications (inflammation,
tumor, cardiovascular and neurodegenerative diseases). In all these conditions

oxidative stress plays an important role. It is necessary to remind that the efficiency



of chelation therapy can differ in dependence on pH, and pH reduction is well
documented in some of pathological conditions mentioned above.

The aim of this study was the comparison of chelation efficiency of registred
orally active chelators (deferipron, deferasirox) and a group of 8-hydroxyquinolines
(8-OH-Q, chloroxin, cliochinol) inpathophysiologically important pHs. Chelation
efficiency was measured by spectrofotometric method using ferrozine. Statistical
analyzis was performed by comparison of 95% confidence intervals.

It was found out, that the activity of tested chelators rised with increasing pH.
Although some of the chelators — cliochinol, cloroxin, deferipron - chelated ferrous
ions with equal efficiency at pH 5.5-7.5, their chelation potencial was lower at pH 4.5.
The most efficient ferrous chelator at pH 7.5 was deferasirox. At pH 4.5 all chelators
were relatively less efficient. Chelation curves at pH 7.5 for ferrous ions were almost
identical to chelation curves for chelation of total iron at pH 4.5, which suggests high
afinity of chelators to ferric ions.

All chelators formed stable complexes with iron and ferric ions were not
reduced to redox-active ferrous ions.

In conlusion, at neutral pH there are probably not big differences among tested
efficient chelators, but in conditions connectected with acidosis it is worth having

a respect to different chelation activity of these substances.



1 Uvod

Homeostaza Zeleza musi byt vzhledem k toxicité Zeleza peclivé regulovana na
intracelularni i celotélové urovni. PFi fyziologickych &i patologickych ztratach Zeleza
vznikaji sideropenické stavy, naopak pfi nadbytku Zeleza dochazi k pretizeni
organismu Zelezem, kc¢emuz v naSich podminkadch nejCastéji dochazi pfi
pravidelném podavani transfuzi. K odstranéni nadbyte¢ného Zeleza z organismu se
pouZzivaji chelatory Zeleza. Prvnim chelatorem byl deferoxamin, dnes je mozné také
peroralni podani deferipronu ¢&i deferasiroxu. Pfedmétem vyzkumu jsou dalSi
indikace, zejména stavy se zvySenym oxidacnim stresem nebo nadorova
onemocnéni.

Anémie jsou Sirokym spektrem chorob. Pfi poruchach tvorby ¢&i struktury
hemoglobinu vznikaji hemoglobinopatie, jako je napf. srpkovita anémie &i talasemie.

Pfi mnohych patologickych stavech dochazi ke zménam pH, jako je napf.
ischémie myokardu, zanétlivh a nadorova onemocnéni. Se zménou pH se dochazi
ke zménam v chelataéni schopnosti chelatorli, pfiéemz pfi klesajicim pH klesa

schopnost chelatovat Zeleznaté ionty.
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2 Cil prace

Hlavnim cilem prace bylo porovnani registrovanych perororalné podavanych
chelatord a chelatord ze skupiny 8-hydroxychinolind, jejich chelataéni uginnosti

a schopnosti redukovat Zelezo pfi patofyziologicky vyznamnych pH.
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Teoreticka c¢ast
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3 Fyziologicky vyznam Zeleza

Zelezo je nezbytny prvek pro Zivot bunék. Je biogennim prvkem, ktery se
vyskytuje prakticky ve vSech Zivych organismech. Najdeme jej v jednobunécénych
organismech (kvasinky, bakterie), v bunkach rostlin a v téle bezobratlych
i obratlovcu. Atom Zeleza muze podle oxidaéniho stavu vazat nebo uvolhovat
elektron, a uc€astni se tak fady zivotné dulezitych biochemickych reakci. Zajistuje
transport kysliku ve formé hemoglobinu, syntézu nukleovych kyselin i proteinu, Fizeni
bunééné proliferace a diferenciace a také apoptézy. Je soucasti mnoha enzymi
(cytochromy, katalazy, peroxidazy, oxidazy, ribonukleazy, NO syntetazy) (1).

Nebezpe¢nym pro organismus muize byt jeho nedostatek, ale i nadbytek.
Homeostaza Zeleza proto musi byt peélivé regulovana. Zelezo je v organismu
uloZeno v cirkulujicich erytrocytech (1,8g), parenchymatickych burikach jater (1g),
retikuloendotelialnich makroféazich (0,6 g), kostni dfeni (0,3 g) a svalech (0,3g) (2).

Metabolismus Zeleza pfestavuje uzavieny systém, v némz je vétSina Zeleza
reutilizovana a malé ztraty jsou doplfiovany ze zevnich zdrojii. Zelezo je vyluGovano
z téla predevsSim deskvamaci bunék, zejména v gastrointestinalnim traktu (u Zen
ktomu pfistupuji jesté ztraty Zeleza menstruaéni krvi). Zelezo se vyskytuje
vorganismu ve dvou oxidaénich stavech: ve ferro (Fe®) a ferri (Fe**) formé.
Dvojmocna ferro forma je charakteristickd pro hemové funkéni Zelezo, zatimco
zasobni a transportni proteiny (transferin, feritin, hemosiderin) vazi zelezo ve formé
trojmocné (3). Podobn& hemoglobin s navazanym Fe®" |, tzv. methemoglobin, je
nefunkéni formou hemoglobinu, kdy Zelezo navic kovalentné vaze hydroxylovou

skupinu a pro kyslik Zadné valence nezbyva (3).
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Pro pochopeni nasledujiciho textu je nutné zduraznit nékteré aspekty osudu

a vyznamu zeleza v organismu.

3.1 Regulace absorpce Zeleza — hepcidin

Homeostaza Zeleza na intracelularni i celotélové urovni je dllezitym obrannym
mechanismem proti vzniku oxida¢niho stresu a je fizena na posttranskripéni Urovni
regulanim mechanismem IRP/IRE (z angl. Iron Regulatory Proteins a Iron
Response Elements) a hepcidinem. Hepcidin je peptidovy hormon, objeveny v roce
2001, ktery hraje dulezitou roli v absorpci Zeleza z potravy a uvolnéni Zeleza
Zz monocyto-makrofagového systému. Inhibuje uvolnéni Zeleza z enterocytl
a makrofagu urychlenim degradace feroportinu, transportéru Zeleza (31). Tvorba
hepcidinu v hepatocytech je pfi zanétlivych stavech stimulovana IL 6 (32). Mutace
v genu pro hepcidin , stejné tak i mutace genu Ucastnicich se regulace hepcidinu,
vede ktoxické akumulaci Zeleza v organismu, k ¢emuz dochazi pfi nedostatku
hepcidinu, nebo také k zavaznym anémiim z nedostatku Zeleza pfi zvySené tvorbé
hepcidinu (33, 34). Hepcidin se uziva také k ureni diagnézy anémii, kdy je jeho
produkce snizena. Naopak, jeho produkce je zvySena pfi zanétlivych stavech

a pfetizeni Zzelezem (11).

3.2 Fyziologie hematopoezy

Krvetvorba (hematopoeza) probiha v dospélosti hlavné v kostni dreni lebky,
sternu, Zebrech, obratlech, lopatkach kosti kyCelnich a v proximalnich koncich
dlouhych kosti. Jednotlivé krevni elementy vznikaji z multipotentni kmenové buriky,

kterd m& schopnost sebeobnovy a diferenciace. Lymfocyty, erytrocyty a trombocyty

14



vznikaji za normalnich okolnosti v kostni dfeni. Thymus dostava progenitorove T-
lymfocyty z kostni dfené a umozniuje jejich vyzravani ve zralé lymfocyty. Krvetvorba
je komplexni soubor déja, ktery je vysledkem plsobeni fady humoralnich faktord
a bunécnych interakci, na nichz se podileji vlastni krvetvorné bunky, fibroblasty,
tukové bunky a endotelie, nachazejici se v kostni dfeni. Humoralni faktory, cytokiny,
maji povahu stimulatord, inhibitor(i, pfipadné ovliviuji Ucinky jinych cytokinl. Jejich
ucinek je podminén vazbou na membranové receptory, umoZziujici pfenos signalu do

buriky (3, 6).

3.3 Hemoglobin (Hb)

Hemoglobin, krevni barvivo v erytrocytech, se sklada ze Ctyf podjednotek.
U zdravych dospélych jedincd obsahuje dvé podjednotky a a dvé B (a2B2).
Podjednotky a a B se liSi poctem aminokyselin (a 141, B 146) i jistymi rozdily
v sekvenci. Na kazdé podjednotce je hydrofobni kapsa, zadrZujici hem. Tento
tetramer se oznacuje jako hemoglobin A (HbA), vyskytuje se v krvi dospélého
Clovéka v 97 %. DalSimi fyziologickymi hemoglobiny jsou hemoglobin A2 (HbA2),
s molekularni strukturou a262 a nizkym obsahem v krvi (1-3 %) (3, 35). Ve fetalnim
obdobi hlavni podil hemoglobinu pfedstavuje fetalni hemoglobin HbF se strukturou
tetrameru a2y2, ktery ma vyssi afinitu ke kysliku. Mezi patologické hemoglobiny patfi
napf. hemoglobin S (HbS), hemoglobin M (HbM), hemoglobin H (HbH), hemoglobin
E (HbE). Hemoglobin S je podkladem srpkovité anémie, kdy je v B Fetézci v poloze
6 valin misto glutamatu. Erytrocyty s HbS pro svuj tvar a neohebnost Spatné prochazi
kapilarami, vyvolavaji bolest, snadno hemolyzuji. V HbM je proximalni histidin

nahrazen tyrosinem, produktem je methemoglobin. HbH je slozen ze Ctyr 3 fetézcu a
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vyskytuje se u pacientl s a-talasemii. U HbE dochazi k mutaci v 8 fetézci, coz ma za

nasledek vznik mirné formy hemolytické anémie a splenomegalie (36).
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4 Patologické stavy spojené s dysbalanci Zeleza

Patologické stavy spojené s dysbalanci Zzeleza mizeme rozdélit na
onemocnéni zapfi€¢inéna absolutnim ¢&i relativnim nedostatkem tohoto prvku, na
stavy souvisejici s pfetizenim organismu Zelezem a na poruchy utilizace Zeleza. Tyto
poruchy mohou byt vrozené nebo ziskané, €asto se vSak jedna o kombinaci obou
pFicin (1).

Je-li vorganismu absolutni & relativni nedostatek Zeleza, mluvime
o sideropenickych stavech. Sideropenie se vyviji pfi negativni bilanci Zeleza, kdy
pfijem Zeleza v potravé a/nebo poruchy jeho vstiebavani nestaCi k hrazeni
fyziologickych nebo patologickych ztrat. K fyziologickym pfi¢inam patfi zvySena
utilizace Fe v puberté, téhotenstvi, laktaci. Mezi patologické pfi€iny sideropenie patfi
zvySeneé ztraty Fe (hypermenorhea, metroragie, viedy v travicim traktu, hematurie,
darci krve), poruchy vstiebavani Zeleza (anacidita, stavy po resekci Zzaludku,
malabsorb&ni syndrom), nedostatek Fe v potravé (pfisni vegetariani, podvyziva).
Karence Zeleza se snadnéji vyvine u Zen v reprodukénim véku, nebot menses nebo
gravidita vyzaduji vySSi pfijem Zeleza potravou. Laboratorné nachazime u pacientd
s karenci zeleza celé spektrum nalezd od latentni sideropenie po manifestni
sideropenickou anémii (4).

LéCebnym postupem u sideropenie je jednak snaha o odstranéni jeji priciny
a zaroven zvysSeny prFivod Zeleza, nejCastéji v podobé peroralnich tablet. Jediné
v pfipadé vyrazné poruchy vstfebavani nebo intolerance této léCby jsme nuceni
sadhnout k parenteralni aplikaci Zeleza v podobé intramuskularnich &i intravenoznich

injekci. Celkova davka Zeleza musi byt pfesné vypodcitana, abychom eliminovali
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moznost vzniku nezadoucich vedlejSich G¢inkd plynoucich zejména zrizika
presyceni organismu Zelezem.

Naopak pfetizeni organismu Zelezem vznika pfi pozitivni bilanci tohoto prvku
zapri¢inéné zvySenym vstfebavanim nebo pfivodem Zeleza, dale pfi zvySeném
katabolismu hemoglobinu (hemolyza, neefektivni erytropoéza) a pfi poruchach
transportu Zeleza z bunék. Pfi hemolytickych anémiich, zvlasté pfi vrozenych
hemoglobinopatiich, je prokazano i zvySené vstiebavani Zeleza v duodenu.

V klinické praxi jsou cCastymi pfi¢inami pfesyceni organismu Zelezem
mnohocetné transfuze u raznych typtd anémii, a dale v mensSi mife i hereditarni
hemochromatéza (4, 5).

KliCovym momentem v patofyziologii toxicity nadbytku Zeleza je jeho zvySeny
vydej do cirkulace. Pfi pfekro€eni saturace transferinu Zelezem stoupa v plazmé
mnozZstvi tzv.netransferinového Zeleza. Jedna se v podstaté z velké €asti o tzv.labilni

plazmatické Zelezo, je které je oxidacné aktivni a mulZe iniciovat v dusledku

Fentonovy reakce peroxidaci lipidd vedouci k zaniku bunék (5).
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5 Anémie

Poruchy hematopoézy tvofi velmi Siroké spektrum chorob. Tyto poruchy
mohou byt vrozené nebo ziskané. MliZeme je rozdélit na poruchy myelopoezy
(myeloaplazie, myelodysplazie a myeloproliferativni onemocnéni), poruchy
lymfopoezy (imunodeficity, autoimunitni a lymfoproliferativni onemocnéni) (7). Daraz
je v této préaci kladen na poruchy hematopoezy z hlediska patofyziologie Zeleza, tedy
zejména anémie. Anémii Ize definovat jako chorobny stav charakterizovany snizenim
koncentrace hemoglobinu pod fyziologickou mez pro dany vék a pohlavi (41).

Aplasticka anémie je charakterizovana celkovym atlumem krvetvorby,
provazena pancytopenii. Onemocnéni je pomérné vzacné s incidenci 5-10 pfipadud
na jeden milion obyvatel za rok. Ziskana aplasticka anémie (tzv. Fanconiho anémie)
je mnohem c¢astéjSi nez vrozena. Ziskana aplasticka anémie ma razné pficiny jako
infekéni choroby, ozareni, pasobeni €kl (cytostatika, chloramfenikol, streptomycin,
chlorpromazin atd.) (7). Imunitni podklad aplastické anémie u vétSiny pacient(
poskytuje dlvod k uZziti imunosupresivni terapie, hematologicka odpovéd je u 75 %
pacientll. Transplantace hematopoetické kmenové bunky u ziskané aplastické
anémie, at uz u od sourozence s identickym HLA (z angl. Human Leukocyte Antigen)
nebo od nepfibuzného darce, je spojena s vysokou pravdépodobnosti dlouhodobého
vylé&eni (9).

U déti se muze aplasticka anémie projevit v jakémkoli véku. Na rozdil od
dospélych se vétSinou nejedna o aplastickou anémii ziskanou nebo idiopatickou, ale
jako duasledek vice genetickych faktord. Dfive byla smrtelnou hematologickou
poruchou, dnes se diky nékolika terapeutickym moznostem a podpurné |é¢bé
progn6za velmi zlepSila. Lécbou prvni volby je pacientd s HLA-identickym
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sourozencem je obecné opét transplantace hematopoetické kmenové bunky,
s procentem vylécenych kolem 90 %. U détskych pacientl, ktefi nemaji HLA-
identického sourozence je Ié¢bou volby imunosupresivni terapie (9).
Myelodysplasticky syndrom (MDS) je definovan jako klonalni porucha
krvetvorby. Mutace kmenové krvetvorné bunky vede ke vzniku patologického klonu
s rGstovou vyhodou, jenz mize postupem doby zcela nahradit normalni krvetvorbu.
V Casné fazi onemocnéni byva vétSinou pfitomen rizny stupen cytopenie v periferni
krvi pfi sou¢asném nalezu bunééné bohaté kostni diené s morfologickymi znamkami
dysplazie. Tento obraz vznika v dasledku vystuprfiovani procesu apoptézy. Pro
pokrocilou fazi MDS je naopak charakteristicky progresivni nartst nezralych bunék
s velmi nizkym stupném apopt6zy, vedouci k obrazu nadbytku blastu v kostni dfeni a
v periferni krvi. Tato faze onemocnéni je spojena s vysokou pravdépodobnosti

prechodu choroby do akutni leukémie (AL) (37).

o

5.1 Anémie zp Gsobené poruchou tvorby erytrocyt G v dusledku nedostatku

Zeleza

Anémie z nedostatku Zeleza (sideropenickd anémie) vznika pfi manifestnim
nedostatku Zeleza, a to nejprve normocytarni (asi 20 % sideropenickych anémii), pfi
poklesu hemoglobinu cca pod 110 g/l dochazi i ke zmenSovani objemu krvinky
a anémie byva mikrocytarni s anizocytézou (nestejna velikost erytrocytd). PFicina
anémie tkvi predevsim v nedostateCné tvorbé erytrocytl, nebot nedostatek Fe
limituje proliferaci ¢ervené fady v kostni dfeni, i kdyZz k ni mohou vést i nadmérné
ztraty krve a Zeleza (41). Nedostatek Zeleza, napf. pfi nedostate¢ném pfivodu
potravou, nadoru, peptickém viedu, hemoroidech, metrorhagii, gravidit¢ nebo

puberté, je nejCastéjsi pfi¢inou anémii celosvétové (11). Prevalence tohoto typu
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anémie je 2 % u dospélych muzu, 9-12 % u bilych Zen nehispanského plvodu, témér
20 % u Zen Cerné rasy a mexického puvodu (12).

MuUze mit za nasledek nizSi pracovni vykonnost u dospélych a zpomaleny
mentalni vyvoj u déti a adolescent. U zen, které v adolescenci trpély timto typem
anémie, se v dospélosti mGze projevit Gnavou (12). Unava, podrazdénost, zavraté,
palpitace, dusnost, bolesti hlavy patfi k nespecifickym pfiznakim anémie. Ke
specifickym pfiznakim patfi kromé& zpomaleni rlstu a vyvoje také snizena svalova
vykonnost, postizeni epitelidlnich tkani projevujici se napf. trepenim a lamanim nehtt
nebo palenim jazyka, poruchy imunity (41).

NejnovéjSi zplsob diagndzy je na zakladé snizené produkce hepcidinu (11).
U pacientl je také mezi prvnimi indikovano diagnostické vySetfeni GIT, které muze

odhalit zatim asymptomaticky nador (13).

5.2 Anémie zp Gsobené poruchou tvorby erytrocyt G v dusledku nedostatku

vitaminu B12 a kyseliny listovée

V disledku nedostatku vitaminu B12 (kobalamin) nebo kyseliny listové vznika
megaloblastova anémie. Tyto poruchy maji za nasledek omezeni syntézy DNA a tim
zpomaleni bunécného cyklu béhem erytropoezy (10). Dochazi tak k prodlouzeni
metabolismu bunék a jejich setrvani v S-fazi mitdézy. Tvofi se kratké Okazakiho
fragmenty DNA, coZz se projevi poruchou zrani jadra. Tvorba RNA a bilkovin
poruSsena neni, proto cytoplazma vyzrdvd bézZnou rychlosti, vznikd tedy
plazmojaderna asynchronie se zpozdénim vyzravani jadra za cytoplazmou.
Megaloblastové prestavba se tyk& vSech vyvojovych linii, proto v perifernim krevnim

obrazu byva i trombocytopenie a leukopenie s neutropenii (41).
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Kromé zpomaleni proliferace pfispiva k anémii také predCasny zanik
megaloblastu v kostni dfeni stejné jako zkracena doba zivota megalocytt uvolnénych
do krve (pfed€asna hemolyza). Syntézu DNA a tim erytropoezu negativné ovliviu;ji
nasledujici poruchy pfijmu nebo metabolismu folatu, napf. pfilis malo folatu
v potravé, zvySena potfeba (t€hotenstvi), malabsorpce (napf. pfi onemocnéni
tenkého stfeva) nebo pfi inhibici syntézy aktivni formy folatu methotrexatem popf.
dalSimi léCivy (aminopterin, pyrimetamin), nedostatek kobalaminu, inhibice
thymidilatsyntetazy cytostatiky (10).

Perniciozni anémie, ktera je podtypem megaloblastické anemie, je zpusobena
nedostatkem intrinsic faktoru (IF faktor, nutny pro vazbu a resorpci kobalaminu) napf.
na autoimunitnim podkladé. Dusledkem je nedostatek kobalaminu v organismu.
BéZzna forma, ktera vznika v dospélosti, je pomérné d<astym onemocnénim
s vyskytem narustajicim svékem (41). Vzhledem kvelké zasobé kobalaminu
v jatrech se manifestuji pfiznaky jeho nedostatku teprve az po zhruba 5 letech

blokovani jeho pfivodu (10).

5.3 Anémie zp Gsobené zvySenou ztratou nebo destrukci erytrocyt u

Anémie tohoto typu vznika, jestlize ani vystupfiovana aktivita kostni dfené
nesta¢i nahradit zvySené ztraty erytrocytl a dochazi tak k nerovnovaze meazi
zvySenou tvorbou a zanikem erytrocytd. PfiCina zkraceného prezivani erytrocytu
muaze byt pfimo v samotné krvince (korpuskularni hemolytické stavy), nebo je
zpusoben vlivy okolniho prostiedi (extrakorpuskularni hemolytické stavy).

V klinickém obrazu je dominujicim nédlezem ikterus, dale byvéa dle typu onemocnéni

rizné vyjadiena splenomegalie, muze odchazet k uvolnéni hemoglobinu, ktery
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odstranuje NO, coz je podkladem poruchy funkce hladkého svalstva (bolesti bficha,
hypertenze u probihajici masivni hemolyzy) (41).

PFiciny hemolytickych anémii z abnormalit erytrocytd jsou: odchylky struktury
erytrocytd (napf. hereditarni sferocytdéza, eliptocytéza), enzymatické defekty
erytrocytd (defekty pyruvatkinazy, hexokinazy, glukozo-6-fosfatdehydrogenazy),
poruchy syntézy hemoglobinu (viz dalSi kapitola, napf. talasemie, srpkovitd anémie).
K ziskanym porucham patfi defekty erytrocytarni membrany. Hemolytické anémie
extrakorpuskularni vznikaji napf. z tvorby protilatek (napf. po transfuzich, nebo
tvorba autoprotilatek pfi lupus erytematodes), z mechanické traumatizace erytrocyt(
(napf. pfi nahradach srdec¢nich chlopni), anémie pfi infekcich (napf. malarie), anémie
z pfimého chemického poSkozeni (napf. otrava olovem, médi), nadmérna destrukce
(hypersplenismus) (7).

Do skupiny anémii ze zvySené ztraty erytrocytl Ize zaradit (ackoliv Castéji je
uvadéna samostatné) akutni posthemoragickou anémii, ktera je zpusobena
nadmeérnou rychlou ztratou erytrocytd. PFi¢inou nahlé ztraty krve mohou byt zevni
poranéni nebo velké operaéni zakroky. K diagnosticky zavaznym pfi¢inam patfi

masivni krvaceni do traviciho Ustroji ¢i do télnich dutin (41).

5.4 Anémie zp Gsobené poruchami syntézy hemoglobinu vd udsledku

genetickych abnormalit

Hemoglobinopatie jsou vrozené poruchy struktury ¢&i syntézy vlastniho
hemoglobinu. Jsou nejrozSifené&jSimi monogennimi dédiénymi nemocemi na svété.
Postihuji asi 7 % svétové populace (24).

Do této skupiny anémii patfi jiz vySe zminéné srpkovitd anémie a talasemie.
DalSi poruchy syntézy hemoglobinu jsou uvedeny v kapitole 3.3 Hemoglobin.
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5.4.1 Srpkovita anémie

V pfipadé srpkovité anémie vznika jiz vySe zminény HbS. Pfi€innou je
homozygotni genovy defekt. HbS se ve své deoxygenované formé agreguje, a tim
zpusobuje srpkovity tvar erytrocytl. Tyto srpkovité buriky nejsou deformovatelné
a zpUsobuji ucpavani malych cév. Nejvice jsou postizeny kapilary s dlouhou dobou
pasaze (slezina, vasa recta ve dieni ledvin). Zajimavosti je, Ze heterozygotni nositelé
jsou chranéni proti nebezpecnym formam malarie (10).

K IéCbé srpkovité anémie se uziva hydroxykarbamid (hydroxymoc&ovina),
fadime jej sice k cytostatikiim, ale souCasné tato latka zvySuji syntézu HbF, cozZ je
jeji pravdépodobny mechanismus 0c¢inku. Lze i podavat dlouhodobé peroralné
s nizkym rizikem toxicity. Jiz tradi¢né jsou k Ié€bé uzivany transfuze. Transfuze jsou
spojeny s pretizeni organismu Zelezem, avSak Zelezo se oproti talasemii uklada
nejvice v jatrech, pouze maléa €ast v srdci, a tak pfipady amrti na poSkozeni srdce
Zelezem jsou velmi malo Casté. Zatimco u talasemie jsou Casté endokrinni poruchy
zpusobené toxickym pusobenim Zeleza, u srpkovité anémie se tyto poruchy vyskytuji
zfidka. Stejné tak diabetes, hypogonadismus, hypothyreoiidsmus a retardace rastu
se u pacientl se srpkovitou anémii objevuji zfidka. Endokrinnimi poruchami trpi 56 %
pacientll s talasemii, zatimco v pfipadé srpkovité anémie pouze 13 %. Duvod
rozdilného ukladani Zeleza u téchto dvou onemocnéni zatim nebyl plné objasnén.
Jednim z dGvodu muaze byt, Ze podavani transfuzi u srpkovité anemie je méné Casté
nez u talasemie. Srpkovitd anémie je chronickym zanétlivym onemocnénim s vysSimi
hladinami cytokind. Tento z&nétlivy stav muze byt ochrannym faktorem, nebot pfi

ném dochazi k up-regulaci syntézy hepcidinu. Tim se sniZuje absorpce Zeleza z GIT
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a zvysSuje se jeho zadrzeni v retikuloendoteliarnich burikach stfev, coZz ma za
nasledek mensi poskozeni tkani zelezem (15).

U srpkovité anémie je dale pozorovano zvyseneé vylu€ovani zeleza. Normalni
exkrece Zeleza je 2 mg/kg/den, u srpkovité anémie dochazi k vyluCovani az
11 mg/kg/den. Dale je patrna antioxidacni ochrana tkani, nebot hladiny y-tokoferolu
jsou vysSi u srpkovité anémie nez talasemie (15).

U pacientl, kterym jsou dlouhodobé podavany transfuze, je dulezita
chelataCni 1é¢ba. DalsSi moznosti 1éCby je transplantace hemopoetické kmenoveé

buriky a genova terapie (16).

5.4.2 Talasemie

Talasemie jsou skupinou vrozenych hematologickych onemocnéni,
zpusobenych poruchou syntézy jednoho nebo vice hemoglobinovych fetézcu. a-
talasemie je zplsobena malou nebo chybéjici syntézou a-globinovych fetézcu, B-
talasemie malou nebo chybégjici syntézou B-globinovych Ffetézcli. Nerovnovaha
v globinovych fetézcich zplasobi hemolyzu a poruchu erytropoezy (18).
Katabolismem hemoglobinu tak dochazi k pfesyceni organismu Zelezem.

Vysoka frekvence onemocnéni je v oblasti Stfedozemniho mofe (z fectiny

thalassa — mofe), na Stfednim Vychodé, v jihovychodni Asii (41).

5.4.2.1 pB-talasemie

B-talasemie jsou dédi¢né poruchy krvetvorby, charakterizované anomaliemi
v syntéze B-fetézce, coz ma za nasledek vznik riznych fenotypt, od té€zkych anémii

az po klinicky asymptomatické jedince. Incidence tohoto onemocnéni je 1:10 000
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v Evropské Unii (19). B-talasemie jsou zpusobené bodovymi mutacemi, nebo méné
Casto, deleci v genu pro B globin na 11. chromozomu, vedouci k redukované nebo
chybéjici syntéze B-fetézcu Hb (19). Transmise je autozomalné recesivni, avSak
dominantni mutace byly také zaznamenany (20). Omezeni produkce B-fetézce vede
k nedostatku HbA, coz muze byt ¢astecné kompenzovano tvorbou HbA2 a HbF.
Ackoliv je osmoticka rezistence erytrocytud dokonce zvySena, jsou mechanicky
zranitelngjSi (rychlejSi odbouravani ve slezing, ¢asta hemolyza) (10).

Byly popsany tfi hlavni formy: thalassaemia major, thalassaemia intermedia
a thalassaemia minor (19). U pacientd, ktefi jsou homozygoti B-talasemie, se muze
vyvinout bud’ thalassaemia major nebo thalassaemia intermedia (19).

Thalassaemia major se projevuje v prvnich dvou letech Zivota téZzkou anémii,
vyZadujici pravidelné transfuze cCervenych krvinek. Pacienti trpi zavaznou
hypochromii mikrocytatni anémii. U nelé€eného onemocnéni (napf. v rozvojovych
zemich) se objevuje rustova retardace, Zloutenka, bledost, hepatosplenomegalie,
viedy na dolnich kongetinach, vznikaji typické zmény na skeletu. Kvali vystuprfiované
erytropoeze totiz dochazi k rozSifovani diefnoveé dutiny a zten€ovani kompaktni kosti
(19, 41). Zmény kosti zahrnuji deformity dlouhych kosti v dolnich koncetinach
azmeény na lebce a obli¢ejové &asti hlavy (zvétSeni lebky, vystouplé licni kosti,
zmenSeni kofene nosu, tendence k mongoloidnimu tvaru oci, hypetrofie horni Celisti,
tzv facies thalasssaemica) (19). Pacienti mivaji doprovazejici endokrinni poruchy
jako  hypogonadismus (35-55 % pacient)), hypothyreoidismus (9-11 %),
hypoparathyreoidismus (4 %) a diabetes (6-10 %). Je nutné ale zminit, Ze neni jasné,
do jaké miry se na téchto poruchach podili transfuzni [é¢ba. U 33 % pacientu se také
setkavame s fibr6zou jater a srdecnimi poruchami, coz jsou ale typické komplikace

Zzpusobené pretizeni organismu Zelezem pfi dlouhodobém podavani transfuzi (19).
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Thalassaemia intermedia se mulZe projevovat Sirokou Skalou Klinickych
pfiznakld. U nékterych pacientll se projevuje stfedné tézkou anémii a nevyzaduje
pravidelné transfuze. Hlavnimi klinickymi pfiznaky u téchto pacientd jsou hypertrofie
kostni dfené a mimodfefiova erytropoeza s jejimi komplikacemi (osteoporéza; masy
erytropoetické tkané, které primarné napadaji slezinu, jatra, lymfatické uzliny, hrudnik
a patef a zpusobuji kostni deformity a typické zmény ve vzhledu obliceje), zluCové
kameny, zvySena predispozice ke vzniku trombozy, bolestivé bércové viedy.
Mimodrerniova erytropoéza muze zpulsobit paraplegii kompresi michy. Na rozdil od
pacientl s thalassaemia major maji pacienti s thalassaemia intermedia zvySenou
predispozici k trombdzam, jako je hluboka Zilni trombdza, trombo6za veny portae,
mozkova mrtvice a plicni embolizace. U nékterych jedincu s thalassaemia intermedia
je zapotiebi splenektomie, suplementace kyselinou listovou, lIé¢ba mimodiefoveho
erytropoetického loziska a viedl, prevence a terapie tromboembolickych pfihod.
U zavaznych pripadl se onemocnéni projevi mezi 2 a 6 lety, a ackoliv jsou pacienti
schopni prezit bez pravidelnych krevnich transfuzi, ristové a vyvojové jsou
retardovani. Na druhé strané jsou i pacienti, ktefi jsou asymptomaticti az do
dospélosti, pouze s mirnou anémii (19).

Thalassaemia minor je klinicky asymptomaticka, ale v nékterych pfipadech se
muze objevit mirna anémie. Pokud oba rodice trpi touto formou onemocnéni, je 25%
pravdépodobnost, Ze jejich dité bude mit homozygotni formu talasemie (19).

Jak jiz bylo uvedeno vy3e, pfi presycené organismu zelezem dochazi
postupné k saturaci transferinu a nevazané Zelezo tak zapfiCifuje vyznamnou
toxicitu. Vznikaji tak komplikace z pretizeni organismu Zelezem. Castou pfiginou
smrti pacientd nad 15 let véku je poSkozeni jater. PoSkozeni jater zpusobené

pfetizenim organismu Zelezem muZe byt potencovano virem hepatitidy C (24).
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V rozvojovych zemich je prevalence pacient, ktefi jsou léceni transfuzemi
a soudasné nakaZeni virem hepatitidy C 20-64 %. Casto se jedna o détské pacienty.
Chronicka aktivni hepatitida muze vést k cirh6ze, fibr6ze a hepatocelularnimu
karcinomu, pokud neni Ié€ena (21). Srde¢ni onemocnéni zplasobené myokardialni
sider6zou patfi k nejvice Zivot ohrozujicim komplikacim pfetizeni Zelezem u -
talasemie. Srde¢ni komplikace jsou pfi¢inou smrti u 71 % pacientu s B-thalassaemia
major (19).

LéCba thalassaemia major zaznamenala v poslednich desetiletich vyrazné
ZlepSeni a zahrnuje podani transfuzi v kombinaci s chelata¢ni terapii. V sou¢asnosti
je jedinou definitivni |éCbou transplantace kostni difené (24). Prvni transplantace
kostni dfené pfi lécbé talasemie byla uskuteCnéna vroce 1982. Preziti
33 pediatrickych pacientd, u kterych byla v souc¢asné dobé provedena transplantace
kostni dfené, bylo 93 % a procento rejekce Stépu pokleslo z 30 % na 8 % (21).

DalSi moznosti |é¢by jsou predmétem vyzkumu. Jedna se o indukci HbF
farmakologickymi slou€¢eninami a genovou terapii kmenovymi bufkami (19). | kdyzZ je
genova terapie oblasti aktivné zkoumanou v klinickych studiich, je zatim mnoho
prekazek, které znemoZznuji vyuZiti genové terapie v IéCbé talasemie. Prvni faze
klinického testovani byla jiz provedena ve Francii, klinickd data vSak jeSté nejsou

k dispozici (21).

5.4.2.2 a-talasemie

o-talasemie jsou néasledkem redukovaného nebo chybéjiciho a-fetézce.
Produkce a-globinového fetézce je fizena dvéma geny na 16. chromozomu. Vznik
redukovaného a-fetézce je vétSinou zpusoben deleci jednoho nebo vice téchto genda.

Delece jednoho genu zapfri¢inuje vznik asymptomatického nosi¢e, delece dvou genu
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zpusobuji vznik onemocnéni a-thalassaemia minor. Deleci tfi gend vznika HbH, ktery
ma Ctyfi B-fetézce. a-thalassaemia intermedia nebo hemoglobinopatie HbH zpasobuji
vznik mikrocytarni anémie, hemolyzu, splenomegalie. a -thalassaemia major s tzv.
hemoglobinem Hb Barts vede k odumfeni plodu ve fetalnim obdobi (18). VysSetfeni
na HbH je vétSinou na zakladé komplikaci jako je cholelithiaza, exacerbace anémie
po prodélané infekci nebo splenomegalie. 29-50 % pacientim s HbH jsou
intermitentn& podavany transfuze (24). V Ceské republice a na Slovensku se

objevuje toto onemocnéni velmi zfidka (35).
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6 Lécéba anémii

6.1 Zelezo

Peroralni suplementace Zelezem je nejvhodnéjsi 1éEbou u vétSiny pacientl
s anémii z nedostatku Zeleza. Tato lécba je jednoduchda, bezpecna, ucinna (14).
Jedna se o farmakologicky i ekonomicky ucinny zplGsob doplnéni zasob Zeleza
v organismu (11). Doporugeny denni pFijem Zeleza je v Tab. 1 (14). Ctyfi b&Zné Iéky
jsou uvedeny v Tab. 2 (11). V minulosti byl uzZivan zejména siran Zeleznaty,
vzhledem k jeho dobré absorpci v GIT a nizkym nezadoucim Gcinkim (paleni zahy,
bolesti bficha, nauzea prajem, zacpa). Pokud je Zelezo podavané ve formé komplexu
nebo vchelatované formé, jsou gastrointestinalni potize minimalni (11).
Gastrointestinalni absorpce elementarniho Zeleza je zvySena v kyselém prostredi
Zaludku. To mlze byt dosazeno také souc¢asnym prijmem kyseliny askorbové, ktera
redukuje Fe** na Fe?*. A¢koli se Zelezo lépe absorbuje naladno, neni vidy mozné
pacienty nutit k aplikaci nala¢no, protoZze se sou€asné zvySuje moznost podrazdéni
Zaludku. Potrava bohata na taniny (napf.Caj) nebo fytaty (napf.otruby, cerealie) nebo
leky, které zvySuji pH Zaludku (antacida, blokatory protonové pumpy, H2
antihistaminika) snizuji absorpci Zeleza. U pacientt, ktefi maji potize se vstfebanim
Zeleza kvali Spatné disoluci obalu, se doporucuji kapalné Iékové formy. Laxativa,
|éCiva zmékdujici stolici, a adekvatni pfijem tekutin zmirduji zacpu, pokud se

vyskytne pfi suplementaci zelezem (12).
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Tab. 1: Doporuc€eny denni pfijem Zeleza potravou (14)

Skupina Doporu €ny pFijem mg/kg
Déti 7-12 mésicl 11
Déti 1-3 roky 9
Déti 4-8 let 10
Déti 9-13 let 8
Chlapci 14-18 let 11
Divky 14-18 let 15
Muzi 8
Zeny 18-50 let 18
Zeny nad 50 let 8
Téhotenstvi 27
Laktace 14-18 let 10
Laktace nad 18 let 8

NejlepSimi zdroji Zeleza jsou: maso (zejména jatra), ryby, vejce dale ceredlie,

mouka, ofechy, lusténiny.

Tab. 2: BéZné peroralné podavané pfipravky (11)

Stl Zeleza Zelezo (%) Obvykla davka (mg)
Siran Zeleznaty 20 325 tfikrat denné
Siran Zeleznaty dehydrovany 30 200 tfikrat denné
Glukonat Zeleznaty 12 325 tfikrat denné
Fumarat Zeleznaty 33 325 dvakrat denné
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Parenteralni podani Zeleza je nezbytné u pacientl, ktefi netoleruji nebo
neodpovidaji na peroralni suplementaci Zelezem. U chronického ledvinného selhani
je indikovano Zelezo ve vazbé na sachar6zu (Venofer®) (11). Glukonat sodno-
anafylaxe je u néj snizeno na minimum. Je podavan intravendzné v osmi davkach za

tyden ve 125miligramovych davkéach, celkova davka je 1000 mg (12).

6.2 Kobalamin a kyselina listova

Kyselina listova (Obr. 1) je nezbytna pfi syntéze DNA, kdy se Gcastni pfenosu
jednouhlikatych zbytk( pfi syntéze purinovych bazi a thyminu. Vyskytuje se hojné
v syrové zeleniné i ovoci, presto je nedostatek kyseliny listové dost Casty (pfijem
méné nez 50 pg/den). Jejim zdrojem je zvlasté listova zelenina, kvasnice, maso,
vnitfnosti. Denni spotfeba kyseliny listové se zvySuje pfi déleni bunék (rist,
téhotenstvi, hojeni rozsahlych ran) (41). Denni spotfeba se uvadi pro déti 0,07 mg,
déti nad osm let 0,15 mg, Zeny 0,2 mg, muzi 0,24 mg, téhotné Zeny 0,4 mg (54).

Také kobalamin (vitamin B12) (Obr. 2) musi Clovék pfijimat potravou, jeho
denni spotfeba je velmi mala (1.6 az 4 pg/den) (41). Nedostatek kobalaminu se IéCi
podanim 1000 ug/vikend po dobu jednoho mésice a dale jednou za mésic (v davce
300 pg), a to intramuskularné nebo subkutanné (17, 41). Substituéni léCba je
dlouhodoba, resp. dozivotni (41). V pfipadé nedostatku kyseliny listové jsou jeji
hladiny na rozdil od kobalaminu citlivé na pfijem folatu potravou a dobfe reaguji na
kratkodobou lé¢bu (17). Davka kyseliny listové 5-10 mg denné je dostacuji k Upravé
hematologickych zmén, v profylaktickém podani v téhotenstvi se potfebna davka

pohybuje okolo 0,2-0,4 mg denné (41).
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Obr. 1: Kyselina listova

Obr. 2: Kobalamin
6.3 Krevni transfuze

Opakované dlouhodobé krevni prevody jsou v naSich podminkach nejCastéji
nutné u dospélych pacientd se selhanim krvetvorby u nemocnych s MDS, méné
u nemocnych s myelofibr6zou, paroxysmalni noéni hemoglobinurii, chronickou
aplastickou anémii. Vzacnéji jsou pak krevni transfuze podavany u vrozenych
anémii, jako je napf. sideroblasticka anémie, vrozené aplastické anémie, talasemie,
srpkovitd anémie a jiné poruchy hemoglobinu, nebo korpuskularni hemolyticka

anémie. Kazda transfuzni jednotka predstavuje pfisun asi 200-250 mg Fe, coZ pfi
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dennim wvyluéovani 1-2 mg Fe a nutnosti opakovanych pfevodl krve vede
nevyhnutelné k hromadéni Fe v organismu (40).

Posledni tfi desetileti se odehraly velké zmény v terapii thalassaemia major.
Pravidelné transfuze eliminuji komplikace anémie a kompenzacéni zvétSeni kostni
dfené, umoznuji normalni vyvoj déti a prodluzuji délku zZivota (24). Cilem transfuzni
terapie je tedy léCba anémie, potlaceni erytropoezy a inhibice gastrointestinalni
absorpce Zeleza, ktera se objevuje u pacientl nelécenych transfuzemi, jako disledek
zvySené ale neefektivni erytropoezy. Rozhodnuti o zahajeni transfuzi u pacienta
s potvrzenou diagnézou talasemie by mélo byt zaloZeno na pfitomnosti tézké anémie
(Hb méné 7g/dl po dobu vice nez dvou tydnud, kromé starSich jedincl, kdy pacient
trpi napf. infekci). U pacientu, ktefi maji vice nez 7g/dl musi byt zvazeny i jiné faktory
(typické zmény v obli€eji, maly vzrust, zvétSeni objem kostni dfené, splenomegalie).
Zacit s pravidelnou Ié¢bou transfuzemi by se mélo nejpozdéji do dvou az tfi let véku,
z divodu mozného vzniku protilatek k ¢ervenym krvinkam a k obtiznému nalezeni
vhodného darce krve. Frekvence transfuzi je obvykle kazdé dva nebo tfi tydny. KratSi
intervaly by mozna lépe vyhovovaly fyziologickym narokim krve, ale snizovaly by
kvalitu zivota (19).

PFi spravné lécbé thalassaemia major se déti doziji dospélého véku (24).
Avsak, terapie pomoci transfuzi ma za nasledek hromadéni Zeleza v organismu,
které musi byt odstrafiovano. S vyvojem chelatorl Zeleza se za poslednich 20 let
zmeénila i progn6za u pacientu s thalassaemia major. Pouziti chelatort zeleza snizuje
nezadouci UCinky z pFetizeni organismu Zelezem, vyrazné zlepSuje kvalitu Zivota
nemocnych a prodluzuje délku Zivota (24). PreZiti jedincu, ktefi pravidelné dostavali
transfuze, a byli 1é€eni vhodnou chelata¢ni 1éEbou se zvysilo aZz nad 40 let véku (19).

Pokud se transfuze podaji v€as a pravidelné, nedojde ke zvétSeni sleziny, a nemusi
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tak byt provedena splenektomie (24). Pokud je zahajen pravidelny transfuzni
program, ktery udrzuje Hb v koncentraci od 9,5 do 10,5 g/dl, rist a vyvoj se zda byt
normalni do 10 az 12 let véku (19).

Transfuze cervenych krvinek jsou jiz tradicni IéCbou srpkovité anémie,
respektive v lécbé akutnich i chronickych komplikaci srpkovité anémie. Transfuze
upravuji anémii, snizuji procento HbS, potlacuji syntézu HbS a snizuji hemolyzu (16).
Klinicka praxe prokazala u€innost tohoto pfistupu, snizila se tak incidence akutnich
srdecnich pfihod, bolestivych stavll, mrtvice a nutnosti hospitalizace. Cilem |é¢by je
snizit HbS pod 30 % z celkového hemoglobinu. Zatimco v IéEbé thalassaemia major
jsou transfuze nezbytné nutné, v |éCbé srpkovité anémie byly dfive jen pro pacienty,
ktefi prodélali mrtvici. V souCasné dobé, kdy je lépe pochopen vyznam transfuzni
terapie v prevenci morbidity, se ¢asto podavaji transfuze dlouhodobé pacientim az
do dospélosti (15).

Transfuze c&ervenych krvinek je u anémii z nedostatku Zeleza nevhodna,
pokud neni nezbytny zvySeny pfivod kysliku (napf. angina pectoris, srdec¢ni selhani)

nebo je onemocnéni komplikovano zavaznym krvacenim (14).

6.4 Dalsi |é éebné prost Fedky

DalSi moznosti lecby je podani erytropoetinu. Erytropoetin (EPO) je
glykoprotein o molekularni hmotnosti 30 400 D, produkovany z velké ¢asti ledvinami,
jenz prostfednictvim vazby se specifickym receptorem na povrchu cilovych bunék
ovliviiuje produkci erytrocytl, zejména cestou stimulace proliferace a inhibice
apoptézy pozdnich prekurzorQ erytropoezy (tzv. CFU-E bunék). Je indikovan napf.
u pacientd s myelodysplastickym syndromem, kdy podporuje jak diferenciaci

prekurzord nalezejicich k patologickému klonu smérem ke zralym erytrocytum, tak
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proliferaci rezidualni populace normalnich prekurzort ¢ervené fady. U ¢asnych forem
MDS se dale predpoklada tlumivy efekt EPO na zvySeny stupen apoptozy
progenitorovych bunék. Rekombinantni lidsky erytropoetin (rHUEPO) je pouZivan ke
korekci anémie u nemocnych s MDS od pocatku 90. let minulého stoleti. PFiznivy
efekt podavani rHUEPO byl prokazan pouze u 15-20 % nemocnych s meéné
pokrogilymi formami MDS. Rada studii se proto pokousi vzhledem k néakladnosti
leCby presnéji charakterizovat nemocné, u nichZz Ize prfedpokladat efektivni |éCbu
rHUEPO, at uz v monoterapii nebo v kombinaci s jinymi rastovymi faktory (38).

Jeho hlavni nevyhodou je nutnost astych aplikaci, vzacné se objevuje i velmi
vzacna komplikace - Cista aplazie ¢ervené krevni fady (45). U pacient IéCenych
latkami stimulujich erytropoezu by mél byt peclivé méfen krevni tlak; také kolisani
hodnot Hb a Cas nezbytny k dosazeni cilovych hladin Hb jsou rizikovymi faktory
zvysSujicimi  naklady na lé€bu, morbiditu a mortalitu (46). Druhou generaci
erytropoezu stimulujicich latek pfedstavuje darbepoetin s pozménénou chemickou
strukturou i vyhodnéjSi farmakokinetikou. Nyni se do klinické praxe zavadi
predstavitel tfeti generace kontinualni aktivator erytropoetinového receptoru CERA (z
angl. Continuous Erytropoetin Receptor Activator) s delSim biologickym poloCasem.
Ve Ctvrté generaci se jiz objevuji 1éky aplikovatelné peroralné, které zacinaji novou
éru v IéChé anémie (45, 46).

Mezi dalSi alternativy IéCby patfi imunosupresivni terapie u onemocnéni, kde
se predpoklada spolutgast imunitnich mechanismu, coz je napf. u autoimunitni
hemolytické anémie, aplastické anémie, perniciozni anémie nebo MDS. Dalsi
moznosti |&éCby je transplantace kostni dfené €i genova terapie napf. u aplastické
anémiie a u nékterych vrozenych poruch erytropoezy, zejména thalassaemia major

(47).
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6.5 Chelatory Zeleza

PFi dlouhodobém podavani transfuzi se u pacientt s talasemii nebo srpkovitou
anemii do organismu dostava velké mnozstvi Zeleza, které je poté spojeno s vyse
popsanymi komplikacemi.

V souc€asné dobé se méni nahled na indikaci a cile chelata¢ni |éCby. Namisto
odstranovani jiz pfitomného nadbyte¢ného Zeleza je kladen daraz na vcasné
zahjeni chelatace a prevenci hromadéni Zeleza ve tkanich a minimalizaci U¢inku
potencialné toxického volného Zeleza. U anemickych onemocnéni se znamkami
pretizeni zelezem je zakladem |éCby podavani chelatorl. Chelatac¢ni terapie je tedy
indikovana pfi podavani transfuzi i k Ié€bé anemického onemocnéni jako takového
(napf. talasemie). Velky dliraz je u téchto onemocnéni kladen na prevenci rozvoje
zavazného stupné rozvoje pretizeni zelezem (25).

Chelata¢ni terapie muze byt monitorovana nékolika metodami. Bylo zjisténo,
Ze nejvice odpovida skute¢nym zasobam v organismu koncentrace séroveho feritinu,
i kdyZz hladiny Zeleza jsou ovlivnény patologickymi stavy (zanét, infekce, onemocnéni
jater nebo zhoubné bujeni). AvSak opakované méreni sérového feritinu zlstava
chelatacni terapie (19).

K léCbé srpkovité anémie a talasemie jsou uzivany zejména tyto tfi chelatory:

deferoxamin (DFO), deferipron (L1) a deferasirox (ICL670).

6.5.1 Deferoxamin (DFO)

Tento parenteralné podavany chelator Zzeleza, znamy jiz od 60. let 20. stoleti,
byl prvnim pouZzitym cheldtorem pretizeni Zelezem (24). Mél velky dopad na
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prognézu nemocnych. Obvykla davka je 20-40 mg/kg u déti a 30-50 mg/kg
u dospélych (19). Jeho nevyhodou je subkutanni podani, a tedy i nizSi compliance.
Je vSak povaZovana za IéCbu bezpecnou a uc€innou (24).

Dvé soucasné studie provadéné po dobu 10 let prokazaly, Zze dlouhodoba
efektivni |é¢ba deferoxaminem (Desferal®) souvisi s délkou Zzivota u pacientQ
s thalassaemia major (24). Prokazany je pozitivni vliv chelata¢ni terapie na srdce,
jatra a také na endokrinni funkce (22). Vraznych studiich se vliv |écby
deferoxaminem liSi, nedostate¢na ucinnost deferoxaminu v prevenci nespravneho
vyvoje v puberté se pfisuzuje nedostatec¢né dlouhé dobé lécby nebo intenzity 1éCby.
Je také prokazano, ze lécba deferoxaminem dokonce dokaze zvratit posSkozeni jater
a ledvin (24).

Toxicita deferoxaminu se zvétSuje se zmensSujici se sérovou koncentraci
feritinu. Nezadouci uCinky |éCby deferoxaminem zahrnuji o¢ni a usni posSkozeni,
neurotoxicitu, plicni poskozeni, zmény v renalnich funkcich. Tyto nezadouci ucinky
zpusobené deferoxaminem mohou byt eliminovany pfi pravidelném a pfimém
stanoveni hladin Zeleza v organismu a méfenim koncentrace Zeleza v jatrech (24).

Moznosti je také kombinovana lécba deferoxaminem a deferipronem,
k dosaZeni takové exkrece Zeleza, které bychom nedosahli uzitim jednoho chelatoru,

pfi¢emZ nedojde ke zvySeni toxicity (19).

6.5.2 Deferasirox (ICL670)

Deferasirox (Exjade®) byl prvnim peroralné podavanym registrovanym
chelatorem k [éCbé srpkovité anémie (15,16). Je podavan ve formé tablet jednou
denné. Klinické studie prokazuji, Zze je u¢inny u dospélych i u déti. Doporucenou
pocate¢ni davkou je 20 mg/kg/den, mize byt upraveno na 10-30 mg/kg/den.
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NejcastéjSimi nezadoucimi U€inky jsou mirné a pfechodné gastrointestinalni potize
a kozni vyrazka (19).

U nemocnych s MDS a tézkym stupném pretizeni Zelezem vedlo ve studiich
dlouhodobé podavani deferasiroxu k signifikantnimu poklesu hladiny feritinu v séru,
k redukci organovych zasob Zeleza a k normalizaci hodnot labilniho plazmatického
Zeleza. VCasna a radna chelata¢ni 1é¢ba mize u téchto pacientl ovlivnit i délku

preziti a mozna i incidenci transformace do leukémie (24).

6.5.3 Deferipron (L1)

Stale vétsiho vyznamu nabyva peroralné podavany deferipron (L1, Ferriprox®)
(15). Deferipron je podavan trikrat denné (16). Byl vyvinut na zakladé rozsahlého
zkoumani latek, vyuzitelnych pro chelata¢ni 1é€bu (24). Obvykla davka deferipronu je
75 mg/kg/den ve tfech dennich davkach, maximalni davek je 100 mg/kg/den (23).
pacientll. Méné zavaznymi, ale ¢astéjSimi nezadoucimi U€inky jsou gastrointestinalni

potize, bolest kloub(l, nedostatek zinku a kolisani jaternich enzymu (19).

6.6 Moznosti klinického vyuziti chelator G v budoucnu

Chelata¢ni 1é¢ba byla plvodné vyvijena pro terapii onemocnéni z pretizeni
Zelezem (26). V soucasné dobé je pozornost vénovana uplatnéni chelatord zeleza
v terapii n&dorli, neurodegenarativhich onemocnéni, zanéti a onemocnéni, kde
oxidatni stres hraje dulezitou roli, napf. akutni infarkt myokardu (27).

V ischemizované srdecni tkani mize dojit ke vzniku malignich fibrilaci. Velkou roli
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hraje pfi tomto patologickém stavu pH. S nizkym pH se setkdvame dale napf.
u zanétu (pH pod 5.4) nebo u zhoubného bujeni (pH pod 5.7) (39).

Chelataéni terapie tedy bude pravdépodobné hrat velkou roli v terapii
onemocnéni, ktera nejsou charakterizovana pfretizenim organismu Zelezem, a to jako

leCba pomocna, alternativni nebo lécba volby (53).

6.6.1 Vyuziti chelator G v chemoterapii nador

Zatimco komplexy ligand-Zelezo, které jsou redoxné& neaktivni, se uzivaji
k chelatacni |eCbé pfi pretizeni Zelezem, redoxné aktivni komplexy jsou vhodné jako
antiproliferativni Cinidla pfi chemoterapii rakoviny. Tyto redoxné aktivni komplexy
chelator-zZelezo jsou totiz schopny tvorby reaktivnich forem kysliku (ROS z angl.
Reactive Oxygen Species). Na druhé strané, chelatory Zeleza také vycCerpavaji
Zelezo z nekontrolované se délicich rakovinnych bunék a dale mohou inhibovat
RNA-reduktdzu (RR), coz je Zelezo-obsahujici enzym uplatiujici se pfi syntéze
vétSiny deoxynukleotidl. Navic, nedostatek Zeleza zpusobi naruSeni syntézy
molekul, uplatiujicich se pfi buné&ném cyklu, ¢imz je ovlivnén rust a vyvoj bunék.
Tyto Ucinky ve svém dlsledku vedou k inhibici proliferace rakovinnych bunék (26).

Chelatory ze skupiny thiosemikarbazonu byly zkoumany po 30 let jako
inhibitory RNA-reduktazy. V nedavné dobé 3-aminopyridin-2-carboxaldehyd
thiosemicarbazon (3-AP, Triapine®) (Obr. 3) ukazal velké antiproliferativni
schopnosti v klinickych studiich in vivo i in vitro. DalSi nadéjnou latkou se ukézal byt
analog PIH (pyridoxal isonicotinoyl hydrazon), kterym je 2-hydroxy-1-naftylaldehyd
isonikotinoyl hydrazon. Jeho velka chelata¢ni Gc¢innost souvisi se schopnosti

inhibovat RNA-reduktazu.
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Tachipyridin (N-acetyl.p-amonofenol) je také nadéjnou latkou. Obsahuje Sest
dusikovych donor(i a chelatuje Zelezo v poméru 1:1 s vys$i afinitou pro Fe?*. Je
toxicky pro nadorové buriky z tkani rizného pavodu (prsa, mocovy méchy¥, plice)
s IC50 v fadech mikromolu (28).

Ze skupiny 8-hydroxychinolint, 8-OH-Q tvofi neutralni komplexy, které dobre
prochazeji epitely. ZpUsobuji oxidativni poSkozeni tkani a zlomy v fetézci DNA. Byly
popsany cytotoxické a DNA inhibi¢ni U€inky téchto komplext na lidské leukemické
buriky a hepatocyty krys. Byly také pozorovany antiproliferativni a¢inky a zmény ve
fenotypu bunék melanomu (49). DalSi antiproliferativni latkou z této skupiny je o-
Trensox (Obr. 4), ktery by mohl byt pouZzit v prevenci hepatocelularniho karcinomu
(28).

Zatimco chelatory uzivané pfi pretizeni Zelezem musi splfiovat podminky
nizké ceny, dostupnosti po peroralnim podani, netoxi¢nosti pfi chronickém podavani,
na chelatory uzivané jako chemoterapeutika jsou kladeny jiné poZzadavky: mohou byt
(a Casto jsou) podavany intravendzné v ¢asovém horizontu tydntd az mésicu spiSe
neZ rok(. Casto jsou podavany v kombinacich. Musime brét v potaz vzajemné
ovliviiovani 1€kl v kombinacich, a proto velkd ¢ast vyzkumu musi byt vénovana

vybéru vhodné kombinace (27).

NH2 H

N
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Obr. 3: 3-aminopyridin-2-karboxaldehyd thiosemikarbazon

41



HOS N
]
OH
HMN

1R
N""ﬂ"‘-\_,.-ﬂ'

. NH

OH

HO
SOH O N

Obr.: 4 o-trensox

6.6.2 Vyuziti chelator G v terapii spojenych se zvySenym oxida €nim stresem

ROS mohou poskodit celou fadu nezbytnych fyziologickych dé&ji oxidaci
thiolovych skupin a nitraci tyrosinu. Snizené hladiny redukovaného glutathionu byly
zjiStény u pacientd s Parkinsonovou chorobou. Redukovany glutathion je jednim
z hlavnich antioxida¢nich mechanismu v burice a také regulatorem redoxnich reakci.
Jeho nedostatek je znakem oxidativniho stresu neurond. V soucasné dobé je
uznavana teorie, kdy oxidacni stres zplUsobuje poSkozeni dopaminergnich neurond,
coz v dusledku zpUsobi progresi Parkinsonovy choroby (30).

Je mnoho dukazli o tom, Ze homeostdaza kovl a neurodegenerativni
onemocnéni jako Parkinsonova choroba a Alzheimerova demence spolu souvisi.
Chelatory, které pronikaji hematoencefalickou bariérou, jsou potencialnimi lécivy
v terapii téchto chorob (30).

Schopnost pronikat pfes hematoencefalickou bariéru je u lécby
neurodegenerativnich onemocnéni velmi dullezita. Velikost chelatord tak

pravdépodobné musi byt mensi nez 300 Da (kromé Sestivaznych liganda). Chelator
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vhodny pro l1é€bu Alzheimerovy demence by mél mit velikost molekuly 200-400 Da,
mél by pevnéji vazat Fe®* nez Fe?*, nemél by ,redoxné cyklovat* a ovliviiovat funkci
metaloenzym (29).

Studie in vitro a v nékterych pfipadech také in vivo, Ze tyto chelatory mohou
zfetelné snizit amrti neurond v disledku oxida¢niho stresu. Ve studii, ktera pouzivala
krysi model Parkinsonovy choroby a 6-hydroxydopamin, bylo zjiSténo, Ze
deferoxamin dokaze uchranit az 60 % dopaminergnich neuront od umrti. V jiné studii
(Youdin et al.) bylo zjisténo, Ze neuroprotektivni Gcinek byl zavisly na davce
deferoxaminu. AvSak hydrofilni charakter deferoxaminu neumozfiuje prekroceni
hematoencefalické bariéry, pokud byl podan peroralné (30).

Kliochinol (5-CI-7-1-8-OHQ) (Obr. 5) je maly lipofilni chelator Zeleza. Ve vSech
studiich in vivo (Andersen et al.) se ukazalo, Zze dokaze snizit koncentraci Zeleza
v substancia nigra mySi o 30 %. Jako mnoho chelatord, cliochinol neni selektivni, coz
muze mit za nasledek nezadouci Uucinky. Byl u néj prokadzan Uubytek S-
adenosylmethioninu, coz je marker nedostatku B12. Na rozdil od deferoxaminu
prostupuje kliochinol hematoencefalickou bariérou (30).

Vzhledem k neurotoxicité halogenovanych hydroxychinolind byla vyvinuta
nova generace hydroxychinolind, jako napf. HLA 20 (Obr. 6). Jedna se
o nechlorovany analog 8-hydroxychinolint. Ukazalo se, Zze HLA 20 by mohl byt
silnym chelatorem Fe®" a scavengerem radikalt. Navic bylo zji$t&no, Ze je slabym
inhibitorem enzymu MAO B (30).

Nejvétsi potencial pro I[éCbu neurodegenerativnich onemocnéni maji
dvouvazné chelatory jako jsou hydroxychinoliny a hydroxypyridiony. Chelatacni
terapie by méla byt uznana za cennou strategii v Ié€bé neurodegenerativnich poruch

(29).
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Obr. 6: HLA 20
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7 Material a metoda
7.1 Chemikalie

Siran Zeleznaty (FeSO4.7H20), chlorid Zelezity (FeCI3.6H20), ferrozin /sodna
sul 4,4'-(3-(2-pyridinyl)-1,2,4-triazin-5,6-diyl)bisbenzensulfonové kyseliny/,
dimethylsulfoxid (DMSO), hydroxylamin chlorid (HA), acetat sodny, kyselina octova,
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES), sodna sil HEPES,
deferipron, 5-chlor-7-jod-8-hydroxychinolin (kliochinol, 5-CI-7-1-8-OHQ), chloroxin, 8-
hydroxychinolin (8-OHQ, Obr. 7) byly zakoupeny od Sigma-Aldrich (Némecko).

Deferasirox (Obr. 8) byl izolovan na Katedfe anorganické a organické chemie
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové ztablet Exjade® (Novartis, Svycarsko).

Deferipron (Obr. 9) byl ziskan darem od firmy Apotex (Kanada).

| /\\‘\\T//ﬁ
OH

Obr. 7: Strukturni vzorec 8-OHQ

Obr. 8: Strukturni vzorec deferasiroxu

46



Obr. 9: Strukturni vzorec deferipronu

7.2 PFistroj

VSechna mérfeni byla uskuteénéna na spektrofotometru Anthos reader 2010

(Anthos Labtec Instruments, Salzburg, Rakousko).

7.3 Ferrozinova metoda

Pro stanoveni koncentrace Zeleza byla pouzita ferrozinova metoda. Ferrozin je
specifickym ¢&inidlem, ktery tvofi se Zeleznatymi ionty fialové zbarveny komplex
s absorpénim maximem pfi 562 nm. Se Zeleznatymi ionty ddvA mnohem intenzivnéji
zbarvené ionty nez s jinymi ionty (napf. médnatymi, kobaltnatymi). Tyto komplexy
jsou velmi rozpustné ve vodé a mohou byt pouZity pro kvantitativni stanoveni Zeleza
ve vodé/hydrofilnim prostredi.

Ferrozin nechelatuje pouze volné Zelezo, ale mize ho vyvazat z jiz vzniklého,
méné stabilniho chelatu. Proto bylo provedeno méfeni ihned po pfidani ferrozinu

a po 5 minutach (44).
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7.4 Postup

7.4.1 Priprava zasobnich roztok G

Pfed vlastnim méfenim byly pfipraveny zasobni roztoky: ferrozin 5 mM
v destilované vodé (Mw= 4925 g/mol), zasobni roztok Fe** /FeCI3.6 H20 5mM
v destilované vodé (Mw= 207,3 g/mol) /, zasobni roztok Fe?* /[FeSO4.7 H20 5 mM
v destilované vodé (Mw= 278, 02 g/mol) /, HA 10 mM v destilované vodé (Mw= 69,49
g/mol).

Pufry byly pfipraveny rozpusténim odpovidajiciho poméru kyseliny octové
a jeji sodné soli (pH 4.5 a 5.5) a HEPES a jeji sodné soli (pH 6.8 a 7.5). Pouzita

koncentrace soli byla 15 mM.

7.4.2 Priprava testovanych roztok U

Ze zasobniho roztoku Zeleznatych iontu byl pfipraven testovaci roztok zeleza
o koncentraci 250 uM. Roztoky testovanych chelatort se naredily obvykle nejdfive na
koncentracel0-1-0,1-0,01mM v DMSO. Nasledovalo vlastni méfeni chelatace v 96-ti

jamkovych mikrodesti¢kach.

7.4.3 Meéreni chelatace Zeleznatych iont 0 v zavislosti na pH (Tab. 3)

7.4.3.1 Postup proph4.5,5.5,a6.8

Do vSech jamek se napipetovalo 150 pl pfislusného pufru. Do testovacich

jamek se pfidalo 50 ul roztoku chelatoru (rizné koncentrace) nebo stejné mnozstvi
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rozpoustédla do kontrolnich jamek. Poté se do kazdé jamky se napipetovalo 50 pl
roztoku Zeleza (250 uM). Smés se michala 2 min. Pfidalo se 50 pl roztoku ferrozinu
(5mM) do testovacich jamek a 50 pl vody do slepych vzorkd (blank). Byla okamzité

zmérena absorbance pfi 562 nm. Po 5 minutach se méreni absorbance opakovalo.

7.4.3.2 Postup pro ph 7.5

Do vSech jamek se napipetovala 150 pl pfislusného pufru. Do testovacich
jamek se pfidalo 50 ul roztoku chelatoru (rizné koncentrace) nebo stejné mnozstvi
rozpoustédla do kontrolnich jamek. Do vSech jamek se pfidal 10mM roztok HA
v objemu 50 ul. Pfi tomto pH oxidace Zeleznatych iont vzrista s asem a proto byl
pridan hydroxylamin jako redukéni Cinidlo. Do kazdé jamky se napipetovalo 50 ul
rotoku Zeleza. Smés se michala 2 min. Poté se pfidalo 50 ul roztoku ferrozinu do
testovacich jamek a 50 ul vody do slepych vzorkl (blank). Absorbance byla zméfena

okamzité a po 5 minutach.

Tab. 3: Postup pro méfeni chelatace Zeleznatych iontl v zavislosti na pH

obsah

jamek

pro pH
4.5,5.5

6.8
150 pl pufru
50 ul roztoku chelatoru
50 ul Fe’* 0,25mM
50 yl ferrozinu 5 mM/vody
+
pH 7.5 50 yl hydroxylaminu 10 mM

10 mM
0,1 mM
0OmM

roztok
chelatoru
roztok
chelatoru
c=1mM
roztok
chelatoru
kontrola

C
C
C

ferrozin

voda
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7.4.4 Méreni chelatace celkového Zeleza v zavislostina pH (  Tab. 4)

7.4.4.1 Postup pro ph 4.5

Do vS8ech jamek se napipetovalo 150 pl pfislusného pufru. Dale bylo pfidano
50 ul roztoku chelatoru (rdzné koncentrace) do testovacich jamek nebo stejné
mnoZstvi rozpoustédla do kontrolnich jamek. Cerstvé pfipraveny roztok Zelezitych
iontd (250 uM, 50 pl) byl napipetovan do vSech jamek. Smés se michala 2 min. Dale
bylo pfidano 50 ul HA do vSech jamek. Nechalo se 1 min michat. Pfidalo se 50 ul
roztoku ferrozinu do testovacich jamek a 50 pl vody do slepych vzorkd (blank). Byla
okamzité zméfena absorbance pfi 562 nm. Po 5 minutach se méfeni absorbance

opakovalo.

Tab. 4: Postup pro méfeni celkového Zeleza v zavislosti na pH

=
52 25 2% .
~ 8 o X S £ x 8 « o
S®ag 894 80 g £ o
N 2o, N2, N2, 5
e (] [S) e (] O e [SNS) = O
H 4.
ferrozin PH4.5
150 pl pufru
50 pl roztoku chelatoru
voda 3+ 2+
50ul Fe™ 0,25mM(Fe”")
50 pl hydroxylaminu 10 mM
50 yl ferrozinu 5 mM/vody
7.5 Vypo cet

MnozZstvi zbylého Zeleza bylo vypocteno z rozdilu absorbance mezi vzorkem

testované latky sferrozinem a vzorkem bez ferrozinu (slepy vzorek - ,blank®)
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vydéleny rozdilem kontrolniho vzorku (se znamym mnozstvim Zeleza bez testované
latky) a jeho kontrolniho slepého vzorku (44).
Nejdfive byl stanoven koncentraCni pomér (p, viz rovnice 1) molarni

koncentrace chelatoru k molarni koncentraci zeleza (Tab. 5).
(1) p = c(chelatoru) / c(Fe)

U kazdého tohoto poméru byla vypocitana procenta chelatovaného Zeleza.
Nejdfive se vypocetl rozdil absorbanci - od absorbanci testovaného vzorku
s ferrozinem (A1,A2) se odecetl primér absorbanci bez ferrozinu téze koncentrace

chelétoru (47 + A3) (rovnice 2 a 3):
1 ! !

(2) AA; = Ay — 3 (41 + 43)
1 ! !

3) AA; = A; =5 (A1 + 47)

Stejnym zplasobem se vypocital rozdil absorbanci znamé koncentrace

Zeleznatych iontl bez testované latky (kontrola, AK; a AK,, rovnice 4 a 5).
(4) Ky =Ky — (K] +K3)
(6) Ky =K, —5(K{ +Kj)

Primér zminénych absorbanci (AK;a AK,), t;j. %(AK1 + AK,) je pfimo uamérny

znamé koncentraci Zeleza (tj. v naSem pfipadé finalni koncentraci Zeleza 50 uM).
Procenta chelatovaného Zeleza X1% a X2% (rovnice 6 a 7) se vypocetlo ve vztahu
k této znamé koncentraci Zeleznatych iontd, ke kterym nebyl pfidan chelator (tj. 100

% Zeleza ve vzorku = 0 % chelatovaného Zeleza).
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0f — 1 — 241
6) X% =1 2(0Ky +AK;)

AA,

0fy — i
(7) X% =1 (8K +AK)

Procenta nechelatovaného Zeleza se poté zpramérovala (rovnice 8).
8) X% =3(X1%+X,%)
Stabilita komplexu chelator-zelezo (Y%) se vyjadfila jako procento zmény

5 minut vs. 0 minut (rovnice 9).

X% 5 min
X% 0 min

9) Y% =

Tab. 5: VypocCet chelatace Zeleza (44)

Nepipetovana koncentrace 0
roztoku cheléatoru (mM) (kontrola)

Koncentra¢ni pomér chelator/zelezo (p)

log(p)

Absorbance (vzorky s ferrozinem) A1 A1 A1 A1 K
AZ AZ AZ AZ KZ

Absorbance (vzorky bez ferrozinu) A A 4 4 K
A, | Az | Ay | A K;

0, 0 0 0
% chelatovaného Zeleza X% | X% | X1% | X, %

X,% | X,% | X% | X,%

0, 0, 0, 0,
Stabilita komplexu chelator-zelezo % | % % | h%
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7.6 Statisticka analyza

Statisticky vyznamné rozdily byly stanoveny porovnanim 95% konfidencnich
interval pfi x= log 1= 0 a x=log 10 = 1 za pomoci softwaru GraphPad Prism verze
4.00 pro Windows (GraphPad Software, San Diego California, USA). K vypoc¢tam byl

pouzit Microsoft Office Excel 2007.
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8 Vysledky

Byly stanoveny chelataéni kfivky testovanych chelatort v zavislosti na pH
podle vySe popsanych postupl. Obr. 10 shrnuje chelataci Zeleznatych ion0 chelatory

ze skupiny 8-hydroxychinolint a Obr. 11 chelataci registrovanymi chelatory.
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Obr. 10: Chelatace iontl Zeleza chelator ze skupiny 8-hydroxychinolinu. A: 8-OH-Q,

B: 5-CI-7-1-8-OH-Q, C: chloroxin.
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Obr. 11: Chelatace iontl Zeleza registrovanych chelatort. A: Deferipron, B:

Deferasirox
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Obecné u testovanych chelator u€innost chelatace Zeleznatych iontd klesala
se snizujicim se pH. Nékteré chelatory - kliochinol, chloroxin, deferipron- ale stejné
acinné chelatovaly Zeleznaté ionty pfi pH 5.5 — 7.5 i kdyzZ jejich chelatacni potencial
byl jednoznacné nizsi pfi pH 4.5. U zakladni latky 8-hydroxychinolint, 8-OH-Q, byly
pozorovany nejvyraznéjsi rozdily v chelataci Zeleznatych iontu. Oproti neutralnimu a
slabé kyselému chelatace poklesla pfi pH 5.5 a dalSi pokles, tentokrat zhruba o jeden
fad byl pozorovan pfi pH 4.5. U vSech testovanych chelatorl byly kfivky chelatace
Zeleznatych iontl pfi pH 7.5 a celkového Zeleza pfi pH 4.5 prakticky identické
ukazujici na vysokou afinitu téchto chelatorl k zelezitym iontlim.

V ramci statistické analyzy byly porovnany chelata¢ni Gu¢inky danych chelatort
pomoci konfidenénich intervall. NejucinnéjSim chelatorem celkového ZzZeleza (ij.
Zelezitych i Zzeleznatych iontd) pfi pH 4.5 by deferasirox (Obr. 12). Rozdily v G¢inku
mezi ostatnimi chelatory byly prakticky nevyznamné. Naopak, pfi porovnani
chelatace pouze Zeleznatych iontl pfi stejném pH, byla situace zcela odliSna (Obr.
13). Pfi poméru 1:1 byly a€innymi chelatory pouze chloroxin a 5-Cl-7-1-8-OH-Q.
Chloroxin byl pfi tomto pH jednoznacné nejucinnéjsi chelator. Pfi poméru 10:1 (x =
log 10 = 1) vykazovaly vSechny chelatory urcity potencial chelatovat Zeleznaté ionty,
byly zde ale pfitomny vyznamné rozdily v chelatacni ucinnosti, pficemz
nejucinnéjSim chelatorem pfi tomto pH byl po chloroxinu deferipron. Kliochinol a 8-
OH-Q byly srovnatelné acinné, nejméné ucinnym chelatorem byl paradoxné
deferasirox.

Pfi vySSich pH (5.5-7.5) byl opét nejucinnéjSim chelatorem deferasirox. Pfi pH
6.8 (Obr. 14) a 7.5 (Obr. 15) nebyly signifikantni rozdily mezi ostatnimi testovanymi
chelatory. Pfi pH 5.5 (Obr. 16) byl jednoznacné nejslabSim chelatorem 8-OH-Q,

deferipron a kliochinol byly vzajemné podobné v ucinnosti.

57



Rozdily mezi 8-hydroxychinoliny jsou v chelataci zeleznatych iont pfi pH 4.5
a 5.5. Pfi pH 4.5 nejucinnéji chelatoval chloroxin. Pfi pH 5.5 byl 8-OH-Q nejslabSim
chelatorem. Naopak pfi pH 6.8 a 7.5 chelatovaly latky ze skupiny 8-hydroxychinolinG
se srovnatelnou u&innosti.

Zadny z testovanych chelatort vyznamnéji neztracel svou chelataéni aktivitu,
tj. % chelatovaného Zeleza bylo stejné jak pfi okamzitém méfeni, tak pfi méfeni po
5 minutach. Podobné zadny z testovanych chelator( pfi zadném z testovanych pH

neredukoval vyznamné Zelezité ionty na Zeleznaté.

-
(=]
T

deferasirox
deferipron
8-OH-Q
5-CI-7-1-8-OH-Q
chloroxin

% chelatovaného zeleza
(é)]
o
[

1
2/3+

log poméru chelator:Fe

Obr. 12: Konfiden¢ni intervaly zkouSenych chelatord pfi pH 4.5, chelatace celkového

Zeleza

58



FEN
(=3
<

© :
N '
S :
() '
)N H
o s
0 ; —— deferasirox
% 50+ E —=— deferipron
= ; -+ 5-OH-Q
% ‘_. —+— 5-CI-7-1-8-OH-Q
o : chloroxin
3> ,
] 1
-1 0 1 2

log poméru chelator:Fe?*

Obr. 13: Konfidenéni intervaly zkouSenych chelatord pfi pH 4.5, chelatace

Zeleznatych iontd
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Obr. 14: Konfidenéni intervaly zkouSenych chelatord pfi pH 6.8, chelatace

Zeleznatych iontd
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Obr. 15: Konfidenéni intervaly zkouSenych chelatord pfi pH 7.5, chelatace

Zeleznatych iontd
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Obr. 16: Konfidenéni intervaly zkouSenych chelatord pfi pH 5.5, chelatace

Zeleznatych iontd
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9 Diskuze

Schopnost chelatord vazat Zelezo zavisi nejen na jeho struktufe, ale také
muze byt ovlivnéna pH prostfedi. S nizS§im pH se muzeme setkat u fady
patologickych stav(, jako je akutni ischémie myokardu, zanét, zhoubny nador (43).
chelata¢ni schopnosti pfi pH 4.5. NejvySSi chelatace Zeleznatych iontli nastala pfi pH
6.8 a 7.5. Obecné lze fici, Zze jak u klinicky pouzivanych chelatori deferipronu
a deferaziroxu, tak u skupiny chelatord se zakladni strukturou 8-hydroxychinolinu,
s klesajicim pH klesa schopnost chelatace. Déje se tak pravdépodobné diky tomu,
Ze v zasaditéjSim prostfedi jsou hydroxylové skupiny snadnéji deprotonizovany
a lépe pak tvori komplexy se Zelezem (43).

V naSi studii byla zavislost GC€inku na struktufe zkoumana jen mezi 8-
hydroxychinoliny, kde byly nalezeny vyznamné rozdily v chelataci Zeleznatych iontd
pfi pH 4.5 a 5.5. Substituce v poloze 5 chlorem v poloze 7 jodem zvySila chelataéni
ucinnost v pH 5.5 a pouze mirné se zvysila chelatace Zeleznatych ionta v pH 4.5.
Avsak substituce dvou elektronegativnich atomd chloru v poloze 5 a 7 vedla ke
zvySeni chelata¢ni G&innosti Zeleznatych iontd vpH 4.5 téméf o jeden fad ve
srovnani se zakladni latkou této skupiny. Je tedy pravdépodobné, Ze tato substituce
usnadnuje odstépeni vodiku z hydroxylové skupiny a zvysSuje tak chelata¢ni potencial
zakladni slouceniny.

Chelatace celkového Zeleza byla v této praci méfena pfi pH 4.5. Touto
metodou Ize nepfimo zméfit chelataci Zelezitych iontd. Ke stanoveni celkového

Zeleza se pouzije roztok hydroxylaminu, ktery je redukénim ¢€inidlem a zredukuje tak

trojmocné ionty Zeleza na dvojmocné, které lze nasledné zméfit ferrozinovou
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metodou (44). Proto jde o chelataci celkového Zeleza, nebot je teoreticky mozné, ze
i zredukované Zelezo (Zeleznaté ionty) mize byt chelatovano. Vzhledem k tomu, Ze
ale chelatace Zeleznatych iontd pfi tomto pH byla také zmefena, Ize nepfimo
usuzovat, Ze tyto latky chelatuji Zelezité ionty pfi tomto pH velmi dobfe narozdil od
Zeleznatych. Tato metodika ale nemuze byt vyuzita ve vysSich pH pravdépodobné z
davodu, Ze se rozpustnost Zelezitych iontd snizuje od kyselého do neutralniho pH
(42).

V nasi praci vykazovaly chelatory vysokou afinitu pro Fe®**. Obecné plati, Ze
s trojmocnymi ionty tvofi chelatory pevnéjsi komplexy nez s dvojmocnymi. Trojmocné
ionty Zeleza jsou jedinymi esencialnimi trojmocnymi ionty v lidském organismu,
a zkouSené chelatatory by tedy mély mit z tohoto hlediska nizkou toxicitu. Zatimco
iont Fe** je maly a malo polarizovatelny, Fe** je vétsi a vice polarizovatelny. Fe** se
tak vaZe s atomy, jako je napt. kyslik, Fe?* preferuje atomy dusiku nebo siry (28).
Ukazuje se, Ze tyto teoretické prfedpoklady nemusi vzdy platit, zejména za aerobnich
podminek, kdy dochazi k relativné snadné oxidaci Zeleznatych iontd na zelezité. To
je pravdépodobné ddavod, pro¢ vSechny testované chelatory byly podobné ucinnymi
chelatory Zelezitych iontd a Zeleznatych v neutralnim prostfedi. Na druhé strané
nizké pH tyto pfedpoklady nepotvrdilo, deferasirox, ktery selektivné vaze Zeleznaté
ionty dvéma atomy dusiku a kyslikem byl méné G&inny nez deferipron, ktery vaze
atom Zeleza dvéma atomy kysliku (57). Je mozné, Ze studie mohla byt ¢aste¢né
ovlivnéna rozpoustédlem, kterym byl dimethylsulfoxid (DMSO). DMSO je amfifilni
organicka sloucenina s vysokou dielektrickou konstantou (55). Molekula obsahuje
polarni oblast a dvé apolarni methylové skupiny, coz ji &ini rozpustnou jak
v organickém rozpoustédle, tak ve vodném prostfedi. Vzhledem k témto fyzikalné-

chemickym vlastnostem je DMSO velmi u¢innym rozpoustédlem pro organické latky
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(56). Ale neni pfilis pravdépodobné, vzhledem k nadbytku pufru, Zze by tato latka
mohla vyrazné ovlivnit vysledky.

Protoze v lidském organismu musi chelator efektivné kompetovat s ligandy,
které bézné vazi Zelezo v organismu, jsou afinita chelatoru k Zelezu
a stechiometricky pomér velmi dalezitymi pro klinické vyuZiti chelatoru (28).

Deferipron patfi mezi dvojvazné chelatory, které tvofi se Zelezem komplexy
v pomeéru 3:1 (48) a skute€né pfi poméru 1:1 (x= log 1= 0) bylo chelatovano cca 33
% Zeleza (kromé chelatace Fe?* pfi pH 4.5) (Obr.11 A). Jeho vyhodou je, Ze je bez
naboje a tak snadno prochazi membranami (51).

8- hydroxychinoliny také tvofi komplexy se Zelezem v poméru 3:1 (49), coz
odpovida grafiim (Obr. 10 A, B, C), kdy je opét chelatovano cca 33 % Zeleza pfi
poméru 1:1, kromé pH 4.5 a u 8-OH-Q také ph 5.5.

Naopak, deferasirox je trojvaznym chelatorem, ktery chelatuje Zelezo
v poméru 2:1(50). To v naSem experimentu odpovida u pH 5.5 (Obr. 11 B), kdy je pfi
poméru 1:1 chelatovano cca 50 % Zeleza. AvSak pfi pH 7.5, stejné jako pfi chelataci
celkového Zeleza pfi pH 4.5, chelatoval v poméru 1:1, tzn. pfi x=log 1 = 0 chelatoval
témér 100 % Zeleza. Davod neni znam.

PFfi srovnani dvojvaznych a trojvaznach chelatord s Sestivaznymi (napf.
Deferoxamin, DFO), dvoj- a trojvazné chelatory maji vyhodu v mozZnosti peroralniho
podani, avSak jejich zvySena schopnost prochazet membranami je ¢ini potencialné
vice toxickymi, nebot prochazi hematoencefalickou bariérou (HEB). Schopnost
pronikat HEB zavisi na jejich rozdélovacim koeficientu a molekulové hmotnosti.
Sestivazné chelatory nepronikaji HEB kvli jejich vysoké molekulové hmotnosti (52).

Vzhledem k tomu, Ze komplexy Zeleza s testovanymi chelatory byly stabilni

a nebyla pozorovana Zadna redukce Zelezitych iontl, bylo potvrzeno, Ze klinicky
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pouzivané chelatory i testované chelatory ze skupiny 8-hydroxychinolini jsou
bezpecné z hlediska vyvazovani volného Zeleza. Ukazuje se ale, Ze pfi patologiich
spojenych se silnou redukci pH (napf. ischémie) by 8-hydroxychinoliny

(zejm.chloroxin) mohly byt vyhodnéjsi.
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10 Zaveér

Bylo zjisSténo, Ze pfi stoupajicim pH se zvySuje chelatacni aktivita
registrovanych peroralné podavanych chelatort i chelatord ze skupiny 8-
hydroxychinolind. Nejuc¢innéjsi z naSich testovanych chelatord byl pfi pH 7.5
deferasirox. Naopak ostatni chelatory byly prakticky stejné uc€inné. Vyjimku
prestavuje pH 4.5, kdy vSechny chelatory byly relativné malo u¢inné, nejucinné;si byl
chloroxin, naopak nejslabsim chelatorem byl deferasirox.

Rozdily mezi 8-hydroxychinoliny se vyskytly pfi pH 4.5 a 5.5, avSak v chelataci
Zeleznatych iont pfi ostatnich pH, stejné tak i v chelataci celkového Zeleza, byla
jejich chelata¢ni u€innost srovnatelna.

Je také nutno dodat, Ze vSechny chelatory tvofi velmi stabilni komplexy
Zelezo-chelator a nehrozi ani redukce Zelezitych iontd na redoxné aktivni Zeleznaté
ionty.

Zavérem je tedy patrné, Ze pfi patologiich spojenych se silnou redukci pH
(napf. ischémie) by mélo byt pfi volbé chelatoru pfihlédnuto k jeho mozné zménéné

acinnosti oproti neutralnimu prostredi.
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11 Seznam zkratek

3-aminopyridin-2-karboxaldehyd
3-AP thiosemikarbazon

kontinualni  aktivator  erytropoetinového

CERA receptoru

CFU-E pozdni prekurzory erytropoezy
DEX dexrazoxan

DFO deferoxamin

DMSO dimethylsulfoxid
EPO erytropoetin

HA hydroxylamin chlorid
Hb hemoglobin

HbA hemoglobin A

HbA2 hemoglobin A2

HbE hemoglobin E

HbF hemoglobin F

HbH hemoglobin H

HbM hemoglobin M

HbS hemoglobin S
ICL670 deferasirox

IF faktor intrinsic faktor

IL 6 interleukin 6

IRE iron response element



IRP

L1

MAO B
MDS
PIH
rHUEPO
ROS
RR
8-OHQ

5-CI-7-1-8-OHQ

iron regulatory protein

deferipron

monoaminooxidaza B
myelodysplasticky syndrom
pyridoxal isonicotinoyl hydrazon
rekombinantni lidsky erytropoetin
reaktivni formy kysliku
RNA-reduktaza
8-hydroxychinolin

5-chlor-7-jod-8-hydroxychinolin, kliochinol
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