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Nazev disertacni prace Vliv polyfenolickych latek s zelezo chelatacni aktivitou u modelu akutniho
infarktu mykardu a oxida¢niho stresu navozeného katecholaminy

Uvod a cil studie: Ischemicka choroba srde¢ni (ICHS) a specialné jeji nejvaznéjsi forma akutni infarkt
myokardu (AIM) pfedstavuje vyznamny zdravotni problém v rozvinutych zemich s relativné vysokou
mortalitou. V ramci multifaktorialni patogeneze AIM zaujimaji vyznamné misto reaktivni formy kysliku a
dusiku (RONS) tvofené za katalytického plisobeni volného Zeleza, vystupriovana aktivita sympatického
nervového systému a uvolfiovani katecholamind. Proto je jako vhodny model AIM pouzivan synteticky
katecholamin isoprenalin (ISO), ktery navozuje morfologické a funkéni zmény podobné tém, které provazeji
AIM u lidi.

AIM je povazovan za typickou formu ischemicko-reperfuzniho (I-R) poSkozeni myokardu. Vyznamnou
roli v ném hraji RONS, které se v nadmérné mife uvolni béhem prvnich minut reperfuze. Volné zelezo cely
proces tvorby RONS velmi vyznamné stupnuje.

Vyuziti chelator(i Zeleza by mélo mit protektivni vliv na I-R a AIM, jak vyplyva ze zminéné
patogeneze. Chelatory Zeleza pfedstavuji rozsahlou skupinu 1é€iv s velmi variabilni strukturou. Klinicky jsou
vyuzivaneé v pripadech akutniho pfedavkovani Zelezem a chronického pfesyceni Zelezem spojeného
predevsim s ¢astym podavanim krevnich transfuzi zejména u pacient( s talasemii. Tyto latky jsou ovSem
experimentalné zkoumany v fadé jinych indikaci.

Cil této studie byl tudiz zamérfen na latky s potencialem chelatovat Zelezo, které pfispiva k rozvoji
oxidac¢niho stresu myokardu. Prostfednictvim in vitro metody jsme porovnali Zelezo-chelatani uc€inky
testovanych polyfenolickych latek pfi pato/fyziologickych pH podminkach, jejich vztah ke struktufe a srovnali
jsme jejich U€inky se standardnim chelatorem deferoxaminem. Druhou &ast disertalni prace jsme vénovali in
vivo analyze UcinkU latek s zZelezo-chelataénim potencialem na katecholaminovém modelu AIM navozeném
vysokymi davkami 1SO.

Metodika: V in vitro studiich byla analyzovana chelatacni aktivita a stabilita utvofenych komplext u 26
flavonoidll z riznych skupin a fady pfirozené se vyskytujicich a chemicky syntetizovanych 4-metylkumaring,
a to za raznych pato/fyziologickych pH podminek (4,5/5,5/6,8/7,5), ve srovnani s klinicky uzivanym
chelatorem Zeleza deferoxaminem. Chelatace Zeleznatych iontd a celkového Zeleza byla zkoumana pomoci
jednoduché spektrofotometrické zkousky. Chelatory Zeleza byly smichany s Zeleznatymi nebo Zelezitymi
ionty v riznych koncentra¢nich pomérech. Koncentrace nevazaného zeleza byla poté uréena specifickym
indikatorem Zeleznatych iont(l ferrozinem pfi vinové délce 562 nm. Absorbance byla méfena ihned po pfidani
ferrozinu a po 5 minutach. Stanoveni zelezitych iontli probiha nepfimo, pomoci jejich redukce
hydroxylaminem na Zeleznaté, které jsou nasledné stanoveny ferrozinem. Timto nepfimym zplsobem je
stanovena i chelatace celkového Zeleza.

V in vivo experimentech byli pouziti samci potkand kmene Han:Wistar o primérné hmotnosti 360 g.
Potkani byli premedikovani i.v. flavonoidem rutinem (46 mg.kg-1 a 11,5 mg.kg-1) nebo standardnim
chelatorem Zeleza dexrazoxanem (20,4 mg.kg-1) (DEX) samotnym nebo v kombinaci s ISO (100 mg.kg-1)
podanym s.c. Za 24 hodin po aplikaci |IéCiv byla zvifata anestezovana za pomoci uretanu (1,2 g.kg-1 i.p.).
Hemodynamické parametry srde¢ni funkce byly zméfeny prostfednictvim termodiluéni metody za pouziti
pristroje Cardiosys (Experimetria Ltd., Madarsko). V pfipadé DEX se provadélo jesté kontinualni 2-hodinové



méfeni hemodynamickych parametr srde¢ni funkce a EKG parametrd pomoci pfistroje PowerLab
(AdInstruments, Austrdlie). Krevni vzorek byl odebran pro stanoveni biochemickych markeru. Po eutanazii
potkan( i.v. podanim KCI (1 mM) bylo srdce vyjmuto pro zvazeni srde¢nich komor, analyzu vybranych iontt
a histopatologické vySetfeni.

dihydroxy struktura, jako v pfipadé baikaleinu, ktery prokazal stejnou aktivitu ve vSech testovanych pH jako
deferoxamin. Vyznamnou Zelezo-chelataéni aktivitu maji také flavonoidy s 3-hydroxy-4-keto usporadanim
spolu s 2,3-dvojnou vaznou a katecholickym B kruhem, napf. myricetin a quercetin, ale nemaji vyznamnou
roli v kyselejSim prostiedi, podobnou aktivitu jako baikalein a deferoxamin méli pouze za neutralnich
podminek. 5-hydroxy-4-keto uspofadani bylo méné aktivni a samotné keto, hydroxy, metoxyskupiny nebo
ortho-metoxy-hydroxyskupiny nebyly spojeny s chelataci zeleza.

Mezi testovanymi kumariny byly nejuc¢innéjSimi chelatory Zeleza orto-dihydroxyderivaty. 7,8-
dihydroxy-4-metylkumariny dosahly za neutralniho pH G¢innosti deferoxaminu, ovSem nevéazaly Zelezo
dostatecné pevné za kyselych podminek, navic redukovaly Zelezité ionty, €&imz by mohly vést k zesileni
Fentonovy reakce a tim i oxida¢niho stresu. Ostatni kumariny vyznamné Zelezo nechelatovaly, s vyjimkou
orto-diacetoxykumarinu.

V in vivo studii bylo podani ISO ve srovnani s kontrolou spojeno s 30% mortalitou, poklesem tlaku
krve, snizenim srde¢niho vydeje, zvySenim periferni cévni rezistence a srdecni frekvence, uvolnénim
srdecniho troponinu T (cTnT) do cirkulace, vzestupem vlhké hmotnosti komor, pfesycenim myokardu
vapnikem a histopatologickymi abnormalitami. V pfipadé EKG ISO vedl k rychlému zvySeni ST segmentu a
snizeni amplitudy T viny a R viny.

Rutin snizil vzestup periferni cévni rezistence po podani ISO, ale obecné spise zhorSoval
katecholaminové poSkozeni myokardu. Vy3Si davka zvysila mortalitu, potencovala uvolnéni cTnT a zvysila
pfesyceni myokardu vapnikem.

DEX snizil umrtnost potkan(i pfedev§im pravdépodobné diky utlumu dysrytmii a inhibici pfebytku
vapniku. Ac¢koliv mél DEX tendenci snizovat stfedni tlak krve, nemél Zadny vyznamny vliv na ostatni
hemodynamické a EKG parametry.

Zavér: Schopnost jednotlivych latek chelatovat zelezo zavisi na jejich chemické struktufe a prostredi. Uziti
nékterych zelezo-chelataénich flavonoidu ¢i 4-metylkumarint mize byt totiz nevhodné predevsSim v kyselém
prostfedi (jako je tomu u akutniho infarktu myokardu) v disledku redukce Zelezitych iont a nasledné ucasti
Zeleznatych iontl ve Fentonoveé reakci a zvySené produkci volnych radikal( kysliku a dusiku.

V pfipadé in vivo u€inku rutin nebyl schopen snizit katecholaminovou kardiotoxicitu pravdépodobné
diky jeho hydrofilnimu charakteru a pro-oxidacnim vlastnostem. Naopak toto myokardialni poSkozeni ve
vys8ich davkach spiSe zhorSoval. DEX prokazal nékteré kardioprotektivni U¢inky u modelu AlM, ty byly ale
pravdépodobné vétsSinou zpusobené antidysrytmickym plUsobenim diky chelataci zeleza a inhibici pfesyceni
myokardu vapnikem.



