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l. UVvoD

Oxidacni stres je dusledkem zvysené produkce volnych kyslikovych (i jinych) radikald a
hraje dileZzitou roli v patogenezi fady onemocnéni, mj. kardiovaskularniho systému, véetné
potencovana ptitomnosti volného nebo slabé vazaného Zeleza a vystupfiovanym uvoliovanim
katecholamint. Proto je jako vhodny standardizovany model akutniho infarktu myokardu
pouZivan synteticky katecholamin isoprenalin.

Téma disertace se zamétuje na latky s potencidlem chelatovat transitni kovy, pfedevsim
zelezo, které svou katalytickou roli pfispiva k rozvoji oxidaéniho stresu myokardu. Uginna
chelatace zeleza, jak vyplyva ze zminéné patogeneze, by tak mohla pfispét k prevenci rozvoje

poskozeni myokardu.



II. TEORETICKA CAST

1. Kardiovaskularni choroby

Kardiovaskularni onemocnéni, ptfedev§im ischemickd choroba srde¢ni (ICHS),
ptredstavuji vazny zdravotni problém v rozvinutych i rozvojovych zemich, s mortalitou
priblizné 20%, ackoliv se v posledni dob¢ projevil spiSe trend ustupu téchto onemocnéni
(Coady et al., 2001; Goldberg et al., 2006). ICHS je multifaktorialni onemocnéni, kde mezi
hlavni rizikové faktory patii predevsim arterialni hypertenze, diabetes mellitus, aterogenni
dyslipidémie, centralni obezita, hyperkoagula¢ni stavy, prozanétlivé stavy a v neposledni fad¢
také Zivotni styl (koufeni, stres, nizka fyzicka aktivita) a geneticka predispozice (Touyz
a Schiffrin, 2004; Grundy, 2008; Berenson et al., 1998; Marenberg et al., 1994).

Rozvoj ICHS je na jedné strané uzce spjat se snizenymi hladinami antioxidacnich
systému v myokardu a na druhé strané s oxida¢nim stresem (Loeper et al., 1991).

Oxidacni stres je diisledkem zvySené produkce reaktivnich forem kysliku a dusiku
(tzv. RONS, z ang. reactive oxygen and nitrogen species) a hraje duleZitou roli v patogenezi
mnoha nemoci vcetné aterosklerdzy, ICHS, méstnavého srde¢niho selhdni, kardiomyopatii ¢i
arytmii. Nicméné oxidacni stres se ucastni i velkého mnozstvi jinych onemocnéni u ¢lovéka
jako je zanét, zhoubna nadorova onemocnéni, stdrnuti a neurodegenerativni onemocnéni
(Parkinsonova a Alzheimerova choroba) (Russo et al., 2000; Halliwell, 1994; Gassen
a Youdim, 1997).

Oxidacni stres piedstavuje nerovnovahu mezi endogennimi antioxidanty a RONS
(Haliwell a Gutteridge, 1999; Russo et al., 2000). Béhem myokardialniho oxida¢niho stresu je
zvysena tvorba RONS, pfedevsim superoxidového, peroxidového a hydroxylového radikalu,
a obranné¢ mechanismy kardiomyocytt jsou zménény. Zdroji RONS v srde¢nich myocytech

mohou byt mitochondrialni elektronovy transportni fetézec, syntaza NO (NOS), NADPH
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oxidaza, xantinoxidaza, lipoxygenazy/cyklooxygenaza-2 nebo autooxidace riznych sloucenin,
predev§im endogennich katecholaminti (adrenalinu, noradrenalinu). RONS mohou byt ale
tvofeny i neenzymaticky za katalytického pusobeni ionti Zeleza nebo médi. Prokazalo se
totiz, ze Zelezo a méd’ se zvySené uvoliiuji béhem ischemie a byly také nalezeny ve vysokych
hladinach pii reperfuzi. RONS poté reaguji s biomolekulami, jako jsou lipidy bunécné
membrany, proteiny, karbohydraty, nukleové kyseliny a glutation, coZ nakonec vede k tvorbé
organickych radikalt, peroxidaci lipidt, inaktivaci enzymi, oxidaci glutationu a k destrukci
bunék (Baud a Ardaillou, 1986; Zwemer et al., 2000; Misra, 2009; Chevion et al., 1993).

Nejvice $kodlivé u¢inky na buiitky ma piedev$im hydroxylovy radikal (OH®). Ac¢koliv
organické peroxylové radikdly maji relativné nizkou oxidacni schopnost ve srovnani
s hydroxylovym radikalem, jsou schopny zhorSovat poSkozeni tkani v biologickych
systémech. Krom¢ toho jsou peroxylové radikaly tvofeny in vivo v membranach
a lipoproteinech  jako meziprodukty peroxidace lipidi, ktera je spojena
s ischemicko/reperfuznim poSkozenim. To spousti akutni zanétlivou odpovéd, u které
polymorfonuklearni neutrofily infiltruji myokardium a mohou mit Skodlivé ucinky produkci
dalsich RONS a proteolytickych enzymu (Ray et al., 1999; Jordan et al., 1999; Kaminski et
al., 2002).

Kardiomyopatie jsou heterogenni skupinou nemoci myokardia spojenych
s mechanickou a/nebo elektrickou dysfunkci, kterd se obvykle projevuje nepifimétenou
hypertrofii a/nebo dilataci komor (restriktivni kardiomyopatie je u nas vzacna). Stresova
kardiomyopatie, také znama jako Takotsubova kardiomyopatie, do¢asna apikalni vydut’ nebo
syndrom zlomeného srdce, je charakterizovana akutni, ale reverzibilni levokomorovou
systolickou dysfunkci za nepfitomnosti aterosklerdézy korondrnich tepen a mad symptomy
podobné AIM (Nef et al., 2010; Hansen, 2007;). Mohou se vyskytovat fatalni komplikace

jako kardiogenni Sok, maligni arytmie nebo ruptura levé komory (Akashi et al., 2004; Bonello



et al., 2008;). Muze zde byt zahrnuto mnoho patologickych mechanismu, v neposledni fadé
také nadbytek katecholaminli a zvySeni aktivity sympatiku, proto muze byt stresova
kardiomyopatie urychlena nadmérnou stimulaci myokardu endogennimi nebo exogennimi
katecholaminy. V akutni fazi stresem indukované kardiomyopatie hraje roli také pfitomnost
RONS stimulovana katecholaminy nebo ischemii (Akashi et al., 2003). Ty vedou k dysfunkci

a cytotoxicité kardiomyocytu.

1.1. Ischemicka choroba srdecni a akutni infarkt myokardu

Ischemicka choroba srde¢ni (ICHS) v dusledku aterosklerdzy koronarnich tepen (jiné
pri¢iny ICHS jsou relativné vzéacné, napf. stenoza aortdlnich chlopni, zavaznad anémie,
hypertyredza, spasmy koronarnich cév, aj.) pfedstavuje vyznamny zdravotni problém na
celém svété. Bylo prokazano, ze velky vliv muZze mit pravé i kardiotoxické pusobeni
katecholaminli, coz mize vyznamné pfispét k rozmanitym projevim ICHS vcetné
nejzavaznéjSich koronarnich syndroml (nestabilni angina pectoris, AIM). Klinicka
manifestace zminénych syndromt piedstavuje dalsi stresovou situaci, ¢imz se uzavird bludny
kruh (Kassim et al., 2008; Rump a Klaus, 1994; Kloner, 2006; Dhalla et al., 2010).

Akutni infarkt myokardu (AIM) patfi mezi nejvaznéjsi formy ICHS, je dusledkem
endotelialni dysfunkce se zvySenou agregaci desticek a prokoagulacnim stavem vedouci
k tromboze. AIM je provazen nekr6zou myokardu, ke které dosSlo na zaklad¢é nerovnovahy
mezi dodavkou krve srdci (v pripadé AIM v dusledku uzavéru koronarni tepny ¢i jeji vétve je
dodavka krve a tim i kysliku pfislusné partii myokardu zastavena plné) a potiebam srdce
v diisledku uzavéru koronarni tepny ¢i jeji vétve. Dochazi také ke zvySené peroxidaci lipida
a docasné inhibici antioxidacnich protektivnich enzymt, jako je superoxiddismutaza (SOD)

(Loeper et al., 1991).



AIM je povaZzovan za typickou formu ischemicko-reperfuzniho (I-R) poskozeni. Pfi
obnoveni prokrveni - reperfuze - se kyslik dostava do pfedtim ischemické tkané a navozuje
dalsi poskozeni. Reperfuze akutné ischemického myokardu je spojena s riznymi vyznaénymi
patofyziologickymi poruchami, jako jsou arytmie, pfechodna mechanicka dysfunkce
(,,stunning*) a bunécna smrt. Cely proces od sebe ovsem nelze lehce odd¢lit, a proto se hovoti
0 I-R poskozeni. Vyznamnou roli v ném hraji RONS, které se v nadmérné mife uvolni béhem
prvnich minut reperfuze. Je také dostate¢n¢ dobfe popsano uvolnéni volného Zeleza, které
cely proces tvorby RONS velmi vyznamné stupiiuje (Bolli, 1991; Misra et al., 2009).
Chelatace Zeleza se zda byt proto potencialné protektivni vici I-R poSkozeni myokardu.

Zelezo je zakladni prvek udastnici se mnoha Zivotnd duleZitych procesti (transport
kysliku, produkce ATP a syntéza DNA) (Richardson a Ponka, 1997). Nejdulezitéjsi vlastnosti
zeleza, pro kterou je nezbytnou soucasti mnoha enzymi, je jeho schopnost darovat a obdrzet
elektron, tzn. snadno piechazet mezi Zeleznatou (Fe?*) a Zelezitou (Fe**) formou, je tedy
snadno oxidovano a redukovano. Na druhou stranu tato uZzite¢na vlastnost muze byt za
urc¢itych podminek Skodliva kviali tcasti volného Zeleza na tvorbé silnych oxidacnich
sloucenin jako je hydroxylovy radikal. Z uvedeného plyne, Ze Zelezo hraje vyznamnou roli
takeé v patogenezi kardiovaskularnich onemocnéni (Halliwell a Gutteridge, 1999; Mladénka et
al., 2005; Murphy a Oudit, 2010). Zelezo hraje také roli v iniciaci a propagaci peroxidace
lipidd (oxidac¢ni reakce polynenasycenych lipidd odstranénim atomt vodiku z nenasycenych
mastnych kyselin v lipidové dvojvrstvé membran organel), at uZz prostiednictvim
hydroxylovych radikald nebo pfimo katalyzovanim peroxidace lipida (Halliwell a Gutteridge,
1999; Chau, 2000, Minotti a Aust, 1987).

Existuji narustajici epidemiologické dikazy tykajici se role zeleza v patogenezi
ateroskler6zy a ICHS. Mechanismus, kterym muze Zelezo stimulovat aterogenezi, je nejasny.

Predpoklada se, ze katalyticka role Zeleza v peroxidaci lipid mize byt dilezitym faktorem ve

10



tvorbé aterosklerotickych 1ézi. Zelezem katalyzované volné radikaly zptsobuji oxidaci
lipoproteint s nizkou hustotou (LDL), které se vyskytuji v endotelialnich bunkach, v bunikach
hladkého svalstva, lymfocytech a makrofazich. Oxidované LDL poté indukuji zmény
v endotelialnich bunikach se ztratou integrity, coz usnadituje pozdéjsi akumulaci cirkulujicich
monocytll a LDL a tak podporuji progresi aterosklerotické 1éze (Halliwell a Chirico, 1993;
Steinbrecher et al., 1990; de Valk a Marx, 1999; Balla et al., 1991). Aterosklerdza
koronarnich cév muze poté vést k ischemii myokardu a infarktu myokardu. Z uvedenych
skutecnosti plyne, ze by chelatace zeleza mohla zmirnit nékteré nasledky RONS. Na druhé

stran¢ ale, pokud je afinita chelatoru Zeleza s redukujicimi schopnostmi nizka, hrozi riziko

redukce Zzelezitych iontt na Zeleznaté, coz je nezadouci a vede k zesileni produkce RONS.
Srde¢ni selhani nebo arytmie jsou Castymi komplikacemi AIM, kde hraje opét svou
roli oxidacni stres (Zweier a Talukder, 2006). U pacientli se srdecnim selhanim byla zjisténa
zvysena produkce RONS, ktera muze prispivat k rozvoji hypertrofie srdce. A podobn¢, RONS
mohou hrét svou roli i ve vzniku arytmii (De Biase et al., 2003; Bernier et al.,1986; Manning

et al.,1984).

2. Katecholaminy a jejich vztah k AIM

Patogeneze ICHS zahrnuje vice faktorti, jednim z nich je praveé vystupniovana aktivita
sympatického nervového systému a dal$i neurohumoralni zmény. Zivotni styl je &asto
doprovazen stresem, ktery je spojen se zvySenou stimulaci sympatiku, uvolnénim
endogennich katecholaminl jak systémovych, zejména adrenalinu ze diené¢ nadledvin, tak
lokalnich, pfedevS§im noradrenalinu z postgangliovych zakonceni noradrenergnich vlaken
pifimo v myokardu. Endogenni katecholaminy jsou zakladnimi sloZzkami sympatického
nervového systému, ktery je zodpovédny, kromé jiného, za udrzovani kardiovaskularni

homeostdzy. Nicméné, za urcitych podminek mohou byt kardiotoxické a mohou pfispivat
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k dal$imu srdeénimu poskozeni, jako je chronické srde¢ni selhani, stresova kardiomyopatie,
arytmie a mohou byt bezprostfednim spoustécim faktorem rozvoje AIM (Dhalla et al., 2010;
Kloner, 2006). Proto jako vhodny standardizovany model AIM a stresové kardiomyopatie ke
studiu prospéSnych ucinki mnoha latek a srde¢ni funkce slouzi synteticky katecholamin

isoprenalin (1SO).

2.1. Isoprenalin (isoproterenol)

OH

HO

CH,

N TeH,
OH

Obr. 1: Chemicka struktura syntetického katecholaminu isoprenalinu.

Synteticky katecholamin isoprenalin (ISO) (Obr. 1) ma neselektivifi -agonistické
vlastnosti a byl dfive ve farmakoterapii pouzivan kratkodobé v ptipadech atrioventrikularni
blokady vzhledem k jeho pozitivné dromotropnim ucinkim. OvSem jeho podani v dostatecné
davce u laboratornich zvitat vyvolava patologicky stav v mnoha aspektech podobny AIM
u lidi, coz je patrné z biochemickych (napi. uvolnéni srde¢niho troponinu T), histologickych
nalezli (nekréza srdec¢ni tkan€) 1 ze zmén u elektrokardiogramu (EKG) (napi. elevace
ST-segmentu) (Rona, 1985; Chagoya de Sanchez et al., 1997; Diaz-Munoz et al., 2006;
Pinelli*® et al., 2004). Vyuziti ISO jako modelu AIM u malych laboratornich zvifat ma
mnoho vyhod: je relativné levny, pro navozeni infarktu neni nutné provadét obtizné
chirurgické zakroky a rozsah nekrozy myokardu souvisi s podanou davkou, na rozdil napf. od

modelu ligatury srde¢ni artérie (Mladénka et al., 2009% Hasenfuss, 1998; Rona et al., 1959).
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Ptestoze existuje nemald fada studii, ktera tento model zkoumala, neni pfesn¢ znamo, jakym
mechanismem dochadzi k poskozeni myokardu. Jednim z ddalezitych mechanismi
vysvétlujicich ISO indukované srde¢ni poSkozeni je piedevSim nadmérna stimulace
B-adrenergnich receptort, ktera vede v prvni fadé k vyrazné stimulaci myokardu s pozitivné
inotropnimi, chronotropnimi a dromotropnimi uCinky (zprostiedifované  ;-receptory)
a snizeni periferni cévni rezistence (zpusobené aktivapi ,-receptort). Dalsim vyznamnym
mechanismem je pravdépodobné i pfeména ISO na katecholaminové cytotoxické oxidacni
produkty (aminochromony, konkrétné isoprenochrom) autooxidaci, pfispivajici ke zvySenému
oxidaénimu stresu (Rajadurai a Prince, 2007; Remiao et al., 2002; Rona, 1985; Remiao et al.,
2000; Rump a Klaus, 1994). Kromé toho je tvorba volnych radikala potencovana za
katalytické pfitomnosti volného nebo slabé vazaného zeleza, které se zvySené uvoliuje z tkani
béhem a po ischemii (I-R poskozeni).

ISO zplisobuje zavazny stres myokardu a vede k morfologickym a funkénim zménam,
které uUsti v nekrozu srde¢niho svalu s progresivnim procesem remodelace srde¢nich komor
s difiznim poskozenim myokardu. Uz i relativné malé davky ISO (0,1 mg.kg™) (Blasig et al.,
1985) zpisobuji relativni ischemii myokardu, ktera je spojena s vyraznym vzestupem volneho
Zeleza a médi, které jsou nasledné uvolnény do cirkulace a napomahaji rozvoji oxida¢niho
stresu (Winsor et al., 1975; Berenshtein et al., 2002; Wexler, 1978; Gauthman et al., 2006).
Katecholaminy jsou navic schopny tvofit redoxné-aktivni komplexy Zeleza, které se mohou
podilet na poskozeni srde¢ni tkané pozorované u ISO-indukované kardiotoxicity a u AIM.
Dale dochazi ke stimulaci peroxidace lipidii, coz mize byt ditivod ireverzibilniho poskozeni
membran myokardu.

Patogeneze ISO poskozeni je tedy multifaktoridlni. Jeji soucasti je i pokles dodavky
krve myokardu kvuli periferni vasodilataci spojené s poklesem tlaku krve a tim i koronarni

perfuze, nasledované tvorbou mikrotrombd s patrnou obstrukci mnoha malych cév. Svoji
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prokazatelnou roli hraje i pfesyceni kardiomyocyta vapnikem (tzv. ,calcium overload®),
mitochondrialni dysfunkce, porucha intermediarniho metabolismu v srde¢ni tkani, aj. (Bindoli

et al., 1992; Rona, 1985; Pinelli® et al., 2004; Blasig et al., 1985; Diaz-Munoz et al., 2006).

3. Latky s potencialem chelatovat Zelezo

Chelatory Zeleza predstavuji rozsahlou skupinu 1é¢iv s velmi variabilni strukturou.
Klinicky jsou zatim vyuZzivané jako l1éCiva preventivné pusobici viuci kardiotoxicité pti 1écbé
antracykliny, v méné béznych piipadech pii akutnim pifedavkovani Zelezem a u chronického
piesyceni zelezem, které kromé opét ojedinélych geneticky podminénych piipadd byva
vétSinou spojeno s podavanim cCastych krevnich transfuzi, zejména u pacientd s talasemii
(Hershko et al. 2002; Olivieri a Brittenham, 1997; Tam et al., 2003; Hrdina et al., 2000).

Chelatory Zeleza jsou experimentalné zkoumdany i v fadé dalSich patologickych stavii.
Kromé vyse uvedenych indikaci se objevuje role chelator zeleza v celé fadé nemoci
charakterizovanych  oxidacnim  stresem, zahrnujici kardiovaskuldrni onemocnéni,
neurodegenerativni onemocnéni a zhoubna nadorovd onemocnéni. 1 kdyz zelezo neni
povazovano u téchto nemoci za hlavni pficinu, hraje v progresi téchto nemoci dalezitou roli.
Proto by chelatory Zeleza mohly mit terapeuticky prospéch u mnoha téchto stava (Tam et al.,
2003; Kalinowski a Richardson, 2005; Hatcher et al., 2009).

U né&kterych latek s Zelezo-chelata¢nimi vlastnostmi se v nedavné dob¢ prokazal také
protektivni u¢inek u zminéného katecholaminového modelu srde¢niho poskozeni. Ale G¢inky
antioxidant®l s Zelezo-chelata¢ni aktivitou jsou &asto rozporuplné (Mladénka et al., 2009°;

Karthick a Stanely Mainzen Prince, 2006).
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3.1. Klinicky pouzivané chelatory Zeleza

Zelezo-chelata¢ni terapie ma svij ptvod v 16¢bé syndromi chronického piesyceni
organismu zelezem, kdy je Zelezo za urcitych patologickych podminek uvolnéno ze zasob
a stoupaji hladiny volné¢ho zeleza, vedouci ke staviim oxidac¢niho stresu. Pokud se v téchto
piipadech pacienti nelé¢i, dochazi ke kumulaci Zeleza v jatrech, srdci, slinivce bfisni
a kloubech, coZz vede k dysfunkci téchto organti a brzkému umrti pacientti (Barton, 2007;
Porter, 2001; Fraga a Oteiza, 2002).

Chelatacni 1écba zahrnuje 1éCiva, ktera selektivné vazou nadbytek zeleza a zvySuji
jeho vylucovani. V soucasné dobé¢ jsou pro klinické vyuziti dostupné tii chelatory. Po desitky
let byl jako standard k tomuto Gcelu vyuzivan deferoxamin. V nedavné dobé byl v této oblasti
zaznamenan vyznamny pokrok, kdy byly objeveny nové chelatory se zlepSenymi
farmakologickymi vlastnostmi ve srovnani s deferoxaminem. Nejvyznamnéj$i jsou
deferasirox (Exjade(®)) a deferipron (Ferriprox(®)), které jsou jiz klinicky dostupné (Hatcher

et al., 2009; Barton, 2007).

3.1.1. Deferoxamin

OH O
@]
H
NN N
H,N I}I
OH O

Obr. 2: Chemicka struktura chelatoru zZeleza deferoxaminu.
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Deferoxamin (DFO) (Obr. 2) je tzv. siderofor (sloucenina vazajici a pienasejici zelezo
Vv buiikach mnoha druhti bakterii) produkovany bakterii Streptomyces pilous (De Domenico et
al., 2009, Gunter et al., 1993), identifikovan jako prvni U¢inny a biologicky aktivni chelator
Zeleza. DFO byl schvélen v roce 1960 jako prvni klinicky pouZivany chelator Zeleza
Vv piipadech pfetizeni organismu zelezem, kdy vyznamné zlepS$il nadé€je na preziti a kvalitu
Zivota u pacienti s témito nemocemi (Kalinowski a Richardson, 2005; Cianciulli, 2009;
Borgna-Pignatti et al., 1998, Cappellini a Pattoneri, 2009). Jeho vysoka afinita pro Zelezité
ionty, které jsou vazany dvéma atomy kysliku s vysokou afinitou v poméru 1:1 s naslednou
tvorbou komplexu feroxaminu, umoznuje jeho vyuziti jako standardu ke srovnani
Zelezo-chelatujici aktivity potencialnich novych chelatori Zeleza. Naopak ma mnohem nizsi
afinitu pro jiné ionty kov jako zinku, vapniku a hotciku. Navic DFO chelatuje za aerobnich
podminek s velkou afinitou také Zeleznaté ionty, kdy umoziuje jejich autooxidaci na Zelezité
ionty (Liu a Hider, 2002; Harris a Aisen, 1973).

Schopnost DFO penetrovat pfes bunécné membrany zavisi na velikosti molekuly
a lipofilit€. Pro jeho velkou molekulu (molekularni hmotnost 656 daltonti) a diky nizké
lipofilit¢ je DFO Spatné absorbovan z gastrointestinalniho traktu. TudiZ neni aktivni po p.o.
podani, podléha rychlé renalni eliminaci, ma velmi kratky biologicky poloCas a musi byt
proto podavan parenteralni infuzi, ktera je nezbytna pro optimalni chelataci Zeleza (Cianciulli,
2009; Gabutti a Piga, 1996; Barton, 2007). Nedostupnost z finan¢niho hlediska, nezbytné
Casté parenteralni podéani, coz miize byt pro spoustu pacientll nevhodné, ale i selhdni 1écby
nebo komplikace 1éCby, jako jsou neurotoxicita, retardace rustu, onemocnéni kosti ¢i
podrazdéni v misté vpichu, vedlo postupné k hledani alternativnich chelatorti zeleza (Olivieri
et al., 1986; Gabutti a Piga, 1996). Po mnoho let bylo vice jak 1000 molekul syntetickych,
mikrobidlnich i rostlinnych latek testovano in vitro i in vivo. Byla identifikovana fada dnes jiz

pouzivanych sloucenin (viz nize) (Cohen et al., 2004).
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3.1.2. Dexrazoxan
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Obr. 3: Chemicka struktura chelatoru dexrazoxanu.

Dexrazoxan (DEX) (Obr. 3), cyklicky derivat etylendiamintetraoctové kyseliny
(EDTA), je velmi ucinnym a v soucasné dob¢ jedinym pouzivanym IléCivem v prevenci
antracyklinové kardiotoxicity.

Antracykliny, jmenovité doxorubicin, jsou jedny z nejucinnéjSich chemoterapeuticky
ptsobicich latek pouzivanych k 1é¢be Sirokého spektra pevnych nadortt a hematologickych
malignit. Nicméné klinickd prospéSnost antracyklinii je vSeobecné vyznamné limitovana
jejich na davce zavislymi, kumulativnimi a potencialné zivot ohrozujicimi kardiotoxickymi
ucinky (Links a Lewis, 1999; Pai a Nahata, 2000; Wiseman a Spencer, 1998). Hlavnim
mechanismem antracyklinového poskozeni kardiomyocytu je, v zavislosti na Zeleze, tvorba
kyslikovych volnych radikali diky vytvofenym komplextim antracyklin-Zelezo, které jsou
schopné pienosu elektroni. RONS postupné indukuji poskozeni mitochondrii v myokardu
a peroxidaci lipidu v jejich membranach (Sugioka a Nakano, 1982; Hasinoff et al., 2003).

DEX je dobie tolerované léCivo se snasenlivosti podobnou placebu u dospélych
pacientll s rakovinou lécenych antracykliny (Cvetkovic a Scott, 2005). DEX je prolécivo,
které je in vivo v myokardidlnich bunkach metabolizovano hydrolyzou na aktivni
Zelezo-chelatujici produkty s otevienymi cykly, se strukturou podobnou EDTA a s podobnym

chelatujicim uc¢inkem (Obr. 4). Bylo prokazano, ze DEX podléhd enzymatické hydrolyze také
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v jatrech, ledvinach, erytrocytech a leukocytech (Hasinoff a Aoyama, 1999*"; Cvetkovic
a Scott, 2005). Krom¢ toho mtize byt pfeména urychlena ptitomnosti zeleznatych a Zelezitych
iontt (Buss a Hasinoff, 1995). Oboji, DEX i jeho metabolity, prokazaly in vitro schopnost
odstranit ionty Zeleza z transferinu a feritinu (transportni a skladovaci protein Zeleza). Take
vychytavaji ionty Zeleza, které myokard poskozuji tim, Zze vytvaii komplexy s antracykliny
(Wiseman a Spencer, 1998; Hasinoff et al., 1998). Tim se zabrani, aby komplexy
Fe**-antracykliny vstoupily do oxido-redukéniho cyklu a vytvorily reaktivni kyslikové
radikaly prostfednictvim Fentonovy a Haberovy-Weissovy reakce (Kaiserova et al., 2007).
Protoze je kardiotoxicita a protindadorova ucinnost antracyklini zprostfedkovana rozdilnym
mechanismem, DEX neovliviiuje protinadorovy té¢inek antracyklint.

Piedpoklada se, Zze poSkozeni myokardu volnymi radikaly indukovanymi antracykliny
je podobné I-R poskozeni. U DEX bylo prokazano, ze chrani bunky vuéi pusobeni
katecholaminti u I-R modelt AIM a chronickych modelt katecholaminové kardiotoxicity
(Ramu et al., 2006; Hasinoff, 2002). DEX vyznamn¢ zlepSoval I-R poskozeni redukci tvorby
volnych radikdli a tim vedl ke snizeni karbonylace proteinii a umoznil obnovu

hemodynamické rovnovahy (Ramu et al., 2006).
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Obr. 4: Zelezo-chelatujici produkty dexrazoxanu s otevienymi cykly.

3.1.3. Ostatni klinicky pouzivané chelatory Zeleza

Nedavné vysledky nasvédCuji tomu, Ze nizkomolekuldrni peroralni chelator
deferipron a nov¢jsi deferasirox jsou obzvlast ucinné také v odstranéni nebo v prevenci
nadbytku Zeleza v srdci (Anderson et al., 2002; Pennell et al., 2010; Musallam a Taher,

2011).

19



3.1.3.1.  Deferipron
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Obr. 5: Chemicka struktura deferipronu.

Deferipron (DFP) (Obr. 5) je synteticky dvojvazny chelator zeleza, kde jsou tfi
molekuly potiebné k vazbé jednoho atomu Zeleza. DFP vazZe také jiné kovy, jako zinek. Proto
byl zaznamenan nedostatek zinku u mensiho poctu pacienti s dlouhodobou terapii DFP
(Balfour Barman a Foster, 1999). DFP byl zaveden v Evropé v roce 2000 jako 1é¢ivo druhé
volby u pacientd s B-talasemii lécenych krevnimi transfuzemi s vedlej$imi uc¢inky DFO nebo
kde je DFO kontraindikovan. Zajimavou vyhodou DFP oproti DFO se zd& byt schopnost
sniZzovat toxicke hladiny Zeleza v srdci, coz byva obvykle zodpovédné za vétSinu morbidity
a mortality u pacientii S B-talasemii, predev§im ve spojeni se selhanim srdce. Tato vyhoda je
pravdépodobné umoznéna kviili malé molekule (139 daltoni) a jejimu lipofilnimu charakteru,
kdy pifechazi pres bunééné membrany snadnéji nez DFO (Cianciulli, 2009; Anderson et al.,
2002; Pennell et al., 2010; Barton, 2007; Borgna-Pignatti et al., 2004). DFP odstranuje také
zelezo z nesrdeéniho parenchymu, makrofagl, transferinu, feritinu a hemosiderinu.
Chelatované zelezo je poté vyluCovano piedev§im moci podle davky DFP. DFP se zdal byt
slibnym oraln¢ podavanym chelatorem, nicméné jeho uziti je limitovano vaznymi vedlej$imi

ucinky, jako je neutropenie a agranulocytéza (Capellini a Pattoneri, 2009). I pies vSechny
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nezadouci Gc¢inky je compliance u terapie DFP mnohem vétsi nez u terapie DFO a miize byt u

mnoha pacientt jeho t¢innou alternativou (Beutler et al., 2003).

3.1.3.2. Deferasirox

HO

Obr. 6: Chemicka struktura deferasiroxu.

Deferasirox (DFX) (Obr. 6), poprvé zaregistrovan v roce 2005 (dle AISLP u nas reg.
2006), je novy, p.o. G¢inny Siroce pouzivany trojvazny chelator k 1é¢b¢ piesyceni organismu
Zelezem u transfuzipa -talasemie, ktery poskytuje konstantni 24 hodinovou chelataci
s davkovanim jednou denné. Navic se jedna o bezpecné, dobie tolerované 1é¢ivo uzivané
u dospélych i déti v kratkodobé i dlouhodobé terapii (Capellini a Pattoneri, 2009; Piga et al.,
2006; Barton, 2007, Wood et al., 2010). Vétsina vedlejsich ti¢inkQ je mirna a/nebo docasna,
napf. nausea, zvraceni, abdominalni bolest, zacpa nebo prijem a vyrdzka (Cappellini et al.,
2006; Vichinsky et al., 2007). DFX je srovnatelny svou ucinnosti s DFO a jevi se jako
tolerabilni a bezpe¢ny pro dlouhodobou terapii. V Evropé byl zaveden jako 1é¢ivo prvni volby
k 1écbé transfuzniho ptesyceni zelezem f -talasemie u pacientil starSich 6 let a jako 1é¢ivo

druhé linie u ostatnich stavll spojenych s nadbytkem zeleza u déti ve veéku 2-5 let (Barton,
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2007; Cappellini, 2005). DFX vstupuje do raznych bun¢k, ptfedevsim do srde¢nich myocyti,
a chelatuje snadno intracelularni Zelezo. Vice nez 80% DFX, s nebo bez vazaného Zeleza, je
vylu€ovano stolici (Barton, 2007).

DFX je chelator s vysokou afinitou pro Zelezité ionty, dvé jeho molekuly vazou jeden
iont Zeleza (Yang et al., 2007). Ma minimalni afinitu pro jiné dvojmocné ionty kovt, jako je
zinek nebo méd’, tudiz se neprokazalo zadné klinicky vyznamné snizeni hladin zinku a médi

Vv plazmé u pacientu 1é¢enych DFX (Nisbet-Brown et al., 2003; Piga et al., 2006).

3.2. Polyfenolicke latky

Polyfenolické latky jsou rozsahlou skupinou latek zejména piirodniho ptivodu, které
jsou opakované predmétem vyzkumu z divodu celé fady potencidlnich pozitivnich vlastnosti
vcetné kardioprotektivnich vlastnosti, kdy vyssi ptijem polyfenolickych latek byva spojovan
se snizenou mortalitou u kardiovaskularnich onemocnéni (Mennen et al., 2004; Hertog et al.,
1993; Sesso et al.,, 2003). Tyto protektivni ucinky mohou byt alesponn cCasteéné
zprostiedkovany nejen schopnosti piimého vychytavani (,,zhaseni*) volnych radikali, ale
i Zelezo-chelataénimi vlastnostmi téchto latek, protoze volné Zelezo hraje vyznamnou roli
vV patogenezi nckterych kardiovaskularnich onemocnéni. Na druhé strané redukce
trojmocného zeleza na dvojmocné zvysuje pfisun katalyticky aktivniho Zeleza, a proto latky
schopné redukovat Zelezo mohou vést k prooxida¢nim ucinkim (Mira et al., 2002; Laughton
et al., 1989). Krom¢ celé¢ fady pozitivnich studii existuje i nezanedbatelny pocet studii
ukazujicich spiSe na nezadouci pusobeni téchto latek (Mladénka et al., 2009%; Mira et al.,

2002; Robaszkiewicz et al., 2007).
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3.2.1. Flavonoidy

Flavonoidy, derivaty benzopyranu s nizkou molekulovou hmotnosti, jsou pfirozené se
vyskytujici sekundarni metabolity rostlin. Flavonoidy jsou velkou skupinou pfirodnich
polyfenolickych sloucenin, nejhojnéjsi antioxidanty (pies 4000 riznych flavonoidll) nalezené
V bézné straveé. Hlavnimi zdroji flavonoida jsou jablka, cibule, moruse, bortivky, ¢okolada,
cervené ovoce, citrusové plody, ofechy a napoje jako ¢aj, pivo a vino (Russo et al., 2000;
Mennen et al., 2004; Hertog et al., 1995).

Flavonoidy jsou podle chemické struktury rozdéleny do nékolika tfid (Obr. 7):
flavonoly, flavanoly, flavony, flavanony, isoflavony a 2,3-dihydro derivaty flavond nazyvané
flavonony. Tyto podstupuji fadu pfemén ovliviiyjici heterocyklicky kruh C, coz umoziluje

vznik dalsi rodiny ¢lent flavonoidl zahrnujici anthokyaniny a katechiny (Russo et al., 2000;

Mennen et al., 2004).

Obr. 7: Zakladni rozdéleni flavonoidi: A: flavony, B: flavonoly, C: flavanony, D: flavanoly,

E: isoflavony, F: anthokyaniny.
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Flavonoidy byly béhem poslednich desetileti pod rozsahlym vyzkumem kviili jejich
potencialnim antioxidacnim, protizanétlivym, antialergickym, antidiabetickym,
kardioprotektivnim, hepatoprotektivnim, gastroprotektivnim, antitrombotickym,
imunostimula¢nim, antivirovym a protinadorovym ucinkim, které jsou predevSim
piisuzované jejich kovy-chelatujicim a volne radikaly-zhasejicim u¢inkiim (Mira et al., 2002;
van Acker et al., 1998; Chan et al., 1998; Hanasaki et al., 1994). Epidemiologické studie
predpokladaji, ze flavonoidy maji pozitivni vliv na rizna kardiovaskuldrni onemocnéni
(Hertog et al., 1993; Geleinjse et al., 2002; Knekt et al., 2002; Sesso et al., 2003; Rimm et al.,
1996; Hertog et al., 1997).

Farmakologické vlastnosti flavonoida jsou pfipsany jednak inhibici enzymu, jako je
cyklooxygenaza a xantinoxidaza, které jsou zapojené v produkci volnych radikalu, ale i jejich
piimym RONS-zhasejicim ucinkiim tvorbou méné reaktivnich flavonoid-fenoxylovych
radikala (Reakce 1,2), ¢imZ mohou chranit tkan¢ pted toxickymi ucinky volnych kyslikovych

radikali, jako je superoxidovy anion (O3”), peroxid vodiku (H20;) a hydroxylovy radikal
(OH') (You et al., 1999; Cotelle et al., 1996).

Dalsi antioxida¢ni mechanismus flavonoidi muze plynout z jejich ptimych interakci
s ionty kova (pfedevsim zelezem a médi) vedouci k vytvoreni chelatl, které jsou jen velmi
malo aktivni z hlediska tvorby RONS (Afanas’ev et al., 1989; Brown et al., 1998).

Na druhé strané bylo u flavonoidi také prokézano, ze maji i pro-oxidacni ucinky, které
jsou spojeny s jejich schopnosti redukce Zeleza a médi. Tyto redukované kovy mohou
katalyzovat produkci hydroxylovych radikdlit mechanismem Fentonovy reakce (Reakce 3,4),
ktera se nékdy souhrnné i s redukci Fe** ionti nazyva Haberova-Weissova reakce (Reakce 5)
a lipidovych radikali mechanismem rozloZeni lipidovych hydroperoxidi (Brown et al., 1998;
Moran et al., 1997; Afanas’ev et al., 1989; Tadolini et al., 1997; Baker a Gebick, 1986,

Halliwell, 1978).
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ROO- + FI-OH — ROOH + FI-O- (1)
HOe + FI-OH — H,0 + FI-Os (2
0, + Fe* — 0, + Fe* (3)
Fe*" + H,0, — Fe* +HO- +HO™ (4)

0, + Hp0,% «OH + OH  + O, (5)

Chemicka struktura flavonoidd hraje vyznamnou roli v jejich aktivité (Obr. 8).
Antioxidacni schopnost flavonoida urcuje nékolik faktori, jako je pocet a pozice fenolickych
vodikli, nasyceni heterocyklického kruhu C nebo jakakoliv substituce fenolickych vodika
cukrem nebo alkylovou skupinou. Obecné plati, ze vétsi pocCet volnych hydroxylovych skupin
koresponduje s  lepSim  u¢inkem  flavonoidi  jako  scavengeri.  Pfitomnost
orto-dihydroxyfenolické struktury B kruhu je povazovana za nejdilezitéjsi pro zhaseci
aktivitu oxidantt, ackoliv pfidané hydroxyskupiny v pozicich 5 a 6 (a 7) u kruhu A mohou
nahradit zhaSeci funkci hydroxyskupin kruhu B. 3",4"-dihydroxyfenolicka struktura kruhu B
vypada jako ideélni, protoZe jeji interakce s RONS muze vyustit ve tvorbu pomérné stalé¢ho
radikalu. Odstranéni nebo derivatizace jedné ¢i vice hydroxylovych skupin v ortho pozici
kruhu B vyznamné snizuje RONS-zhaSeci aktivitu. 3-hydroxyskupina u kruhu C, ve spojeni
s prilehlou 2,3-dvojnou vazbou a 4-oxoskupinou, umocnuji G¢inek zhaseni radikalu
(Rice-Evans et al., 1996; Okawa et al., 2001). Flavonoidy majici pouze volnou 5-hydroxy
a/nebo 7-hydroxyskupinu nejsou aktivni, nebo jen velmi slabé. Nicméné 5-hydroxyskupina
zlepSuje zhaseci aktivitu flavonoidd obsahujicich ortho-dihydroxyskupinu na kruhu B (Rice-
Evans et al., 1996; Chang et al., 2007). Obecn¢ metylace a také glykosylace spise redukuje

aktivitu ve srovnani s odpovidajicimi aglykony (Rice-Evans et al., 1996).
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Obr. 8: Strukturalni kritéria zvySujici antioxidaéni aktivitu flavonoidl. Detailni popis je

uveden v textu.

Chemicka struktura je dulezitd také pro jejich Zelezo-chelatacni u¢innost. Existuji tii
hlavni kov-chelatujici domény flavonoidu (Obr. 9): mezi 5-hydroxy a 4-karbonylovou
skupinou, mezi 3-hydroxy a 4-karbonylovou skupinou a mezi 3,4 -dihydroxyskupinami
umisténymi na kruhu B. Posledni zminéné chelatacni misto vypada vhodnéjsi, ale neni
prospésné za kyselejSich podminek, na rozdil od prvnich dvou zminénych. Divodem je to, ze
disociace obou hydroxylovych skupin u kruhu B je usnadnéna za neutralnich podminek, ale je
limitovana za podminek kyselych. Naopak 5-hydroxy a 4-keto chelata¢ni misto je
preferovano za kyselych podminek vzhledem k podporovanéjsi disociaci 5-hydroxyskupiny,
nez je tomu u 3-hydroxyskupiny (Mira et al., 2002; Schweigert et al., 2001). Flavonoidy
s volnou 6-hydroxy a 7-hydroxyskupinou mohou toto misto vyuZit k chelataci a vypada to, Ze
je toto misto preferovano pied 5-hydroxy a 4-ketoskupinou. Flavonoid chelatujici Zelezite
ionty musi mit nejméné 2 hydroxyskupiny v ortho poloze na kruhu B nebo pravdépodobné
3-hydroxy-4-keto-5-hydroxy strukturu s piitomnosti 2,3-dvojné vazby. Pyrogallolova
struktura kruhu B se zda, Ze zvySuje reduk¢ni potencial flavonoidi i anthocyanidini (Brown

et al., 1998; Mira et al., 2002; Guo M et al., 2007).
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Obr. 9: Nejobvyklej$i mozna kov-chelataéni mista flavonoidi. M- kov.

3.2.1.1. Rutin

Obr. 10:; Chemicka struktura rutinu.

Rutin (quercetin-3-rhamnosyl glukosid) (Obr. 10), jeden z hlavnich piedstavitelt
flavonoidl také zndmy jako vitamin P, je hojné pfitomen napi. v cibuli, jablkach, caji
a Cerveném viné¢ a vykazuje rozmanité farmakologické ucinky jako protidestickovy,
kapilar (Wadworth a Faulds, 1992; Hertog et al., 1993; Janbaz et al., 2002; Guo R et al.,
2007). Existuji také studie o jeho na davce zavislych ucincich inhibice peroxidace LDL
(reakce s lipidovymi peroxy-radikaly), coz je pravdépodobn¢ hlavni divod, pro¢ rutin snizuje
riziko rozvoje aterosklerdzy (Gong et al., 2010; Milde et al., 2000; Afanas’ev et al., 1989).

Inhibice tvorby volnych radikald je u rutinu spojena s jeho Zelezo/méd- chelataci,
antioxida¢nimi RONS-zhaSecimi vlastnostmi a inhibici peroxidace lipida. V diasledku toho se

zda byt potencialni uziteCnou latkou v redukci katecholaminové kardiotoxicity. Peroralni
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predlécba rutinem u potkani, kterym byl aplikovan ISO, brani tvorbé lipidovych peroxida a
hladin TBARS a poklesu koncentrace antioxidanti (Karthick a Stanely Mainzen Prince,
2006). Nekteré klinické a experimentélni studie jasn€ prokazaly, Ze rutin je Stépen ve stieve a
neni absorbovan jako puvodni (parentni) sloucenina (Manach et al., 1995; Choudbury et al.,
1999; Erlund et al., 2000). Proto neni jasné, zda mohou byt prospé&$né Gcinky rutinu pfipsané

piimo jemu, nebo jeho metabolitim.

3.2.2. Kumariny
L1

(@) O

Obr. 11: Chemicka struktura kumarinu.

Kumariny, heterocyklické slouceniny také znamé jako benzopyrony (Obr. 11), jsou
velmi rozsahlou skupinou sekundarnich metaboliti obsazenych v pozoruhodném mnozstvi
rostlin a esencialnich olejii a uzivanych jako koteni, ovSem jejich pfitomnost byla objevena
také u mikroorganismu a zivoc¢isnych zdroju (Borges et al., 2005).

Kumariny jsou latky s rdaznorodou chemickou strukturou, diky riznym typim
substituce, a spousta z nich je povazovana za zajimavé slouceniny pro farmakologicky
vyzkum kvili jejich Sirokému spektru potencidlné pozitivnich farmakologickych ucinka
(Borges et al., 2005; Campos-Toimil et al., 2002), jako je antioxida¢ni, antiagregacni,
(Kostova, 2006; Borges et al., 2005). Tyto uc¢inky mohou nékteré z nich piedurcit k 1é¢bé
a/nebo k prevenci kardiovaskularnich onemocnéni (Hoult a Paya, 1996; Baccard et al., 2000;

Kostova, 2006).
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Kumariny jsou kategorizovany do nékolika skupin: a) jednoduché kumariny, b)
furanokumariny, c) pyranokumariny, d) biskumariny a triskumariny, e) kumarinolignany
(Kostova, 2006; Borges et al., 2005). Hydroxykumariny jsou typickymi fenolickymi
slu¢eninami, ve kterych hydroxyskupina na aromatickém kruhu mutze vést k redukci jednoho
elektronu u volného radikalu a tudiz ucinkovat jako silny chelator kovii a zhase¢ volnych
radikali. Jsou tedy uéinnymi antioxidanty (Kostova, 2006; Pedersen et al., 2007). Proto nase
studie (Mladénka et al., 2010) zkoumala ucinky jednoduchych kumarint, pfedevs§im derivati
4-metylkumarinti, které jsou obvykle povazovany za bezpetné latky S antioxida¢nimi

vlastnostmi (Fort et al., 1998).
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I1l. CIL PRACE

Cilem této disertacni prace bylo:

- porovnat in vitro Zelezo-chelata¢ni ucinky testovanych polyfenolickych latek pii
pato/fyziologickych pH podminkéch, dale jejich vztah ke struktufe a srovnani

jejich ucinku se standardnim chelatorem deferoxaminem,
- zanalyzovat in vivo ucinky latek s Zelezo-chelatatnim potencialem na modelu stresové

kardiomyopatie navozeném vysokymi davkami 1SO, v mnoha aspektech

piipominajici AIM u lidi.
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IV. MATERIAL A METODIKA

1. Chemikalie

In vitro experimenty: sodna sul 3-(2-Pyridyl)-5,6-diphenyl-1,2,4-triazine-4",
4"~ disulfonické kyseliny (ferrozin), heptahydrat sulfatu Zeleznatého, hexahydrat chloridu
Zelezitého, hydroxylamin, dimethyl sulfoxid (DMSO), acetat sodny, kyselina octova,
4-(2-hydroxyethyl)-piperazineethanesulfonova kyselina (HEPES), sodna sul HEPES,
flavonoidy (Sigma-Aldrich, Némecko) (Obr. 12), 4-hydroxykumariny (Obr. 13)
(syntetizovany na University of Delhi, Faculty of Science, Department of chemistry, Indie).
Scopoletin, umbelliferon a scopolin (N2-N4) byly izolovany z Evolvulus alsinoides (Katedra
farmaceutické botaniky a ekologie, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Univerzita

Karlova v Praze), deferoxamin (Novartis, Svycarsko)

In vivo experimenty: fyziologicky roztok (Braun, Némecko), isoproterenol (Sigma-
Aldrich, USA), rutin (Sigma-Aldrich, USA), dexrazoxan (Cardioxane®, Chiron, UK), uretan
(Sigma-Aldrich, USA), chlorid draselny (Sigma-Aldrich, USA), 25% roztok NaCl s 500 1U

heparinu (Heparin Lé¢iva, Zentiva A.S., Ceska republika)
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[ flavon R Rs R, Ry Ry
FLAVONY R’ [flavon H H H H H
5-hydroxyflavon OH H H H H
7-hydroxyflaven H H OH H H
chrysin OH H OH H H
apigenin OH H OH H OH
luteolin OH H OH OH OH
negletein OH OH OCH, H H
baicalein OH OH OH H H
mosloflavon OH OCH, OCH, H H
diosmin OH H 0-Glc-Rha OH OCH,
flavanol Ry Rs R; Ry Ry Ry
3-hydroxyflavon H H H H H H
kaempferol H OH OH H H OH
quercetin H OH OH H OH OH
marin H OH OH OH H OH
myricetin H OH OH H OH OH
rutin -Glc-Rha OH OH H OH OH
troxerutin -Glc-Rha OH |0-CH,-OH H 0-C,H,-0H 0-C,H,-OH
| flavanon Ry R R; Ry Ry
naringenin H OH OH H OH
naringin H OH  |0-Glc-Rha H OH
hesperetin H OH OH OH OCH;
hesperidin H OH |0-Glc-Rha| OH OCH;
taxifolin OH (konf.5)| OH OH OH OH
flavanol R Ry Ry Ry konformace
epikatechin OH OH OH OH 2R, 3R
katechin OH OH OH OH 2R, 35
ISOFLAVONOIDY
isoflavonoid Rs R, Ry
daidzein H OH OH
|genistein OH OH OH

Obr. 12: Chemicka struktura vSech flavonoidu testovanych v této studii.

Glc: glukdza, Rha: thamnéza (Mladénka et al., 2011).
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Obr. 13: Chemicka struktura testovanych kumarint. Syntetizované 4-methylkumariny byly
rozdéleny do 6 skupin podle chemické struktury: 7,8-dihydroxy-4-methylkumariny (skupina A),
6,7- dihydroxy-4-methylkumarin (znamy take jako 4-methylesculetin, skupina B, pouze jedna latka),
7,8-diacetoxy-4-methylkumariny (skupina C), 7,8-dimethoxy-4-methylkumariny (skupina D),
5,7-dihydroxy-4-methylkumariny (skupina E), 5,7-diacetoxy-4-methylkumarin (skupina F, jedina
latka). Pfirodni kumariny (skupina N) jsou reprezentovany 4-hydroxykumarinem (N,),
umbelliferonem (7-hydroxykumarin, N,), scopoletinem (N3) a jeho B-D-glykosidem scopolinem (N,)
(Mladénka et al., 2010) .
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2. Pristrojové vybaveni

In vitro experimenty:

spektrofotometr Anthos reader 2010 (Anthos Labtec Instruments, Salzburg, Rakousko)

In vivo 24- hodinové pokusy:

Cardiosys® (Experimentria Ltd, Mad’arsko) se softwarem Cardiosys® V 1.1
polyetylenovy (PE) katétr (0.5/1.0 mm vyplnény heparinizovanym fyziologickym
roztokem 50 1U.ml™)

termokatétr (0.d. 0.8 mm)

polyetylenovy (PE) katétr (0.5/1.0 mm vyplnény heparinizovanym fyziologickym
roztokem 50 1U.ml™) spojeny se snimadem krevniho tlaku BPR-01 (Experimentria

Ltd, Mad’arsko)

In vivo 2-hodinové pokusy:

tlakovy snima¢ MLT0380/D (AdInstruments, Australie)

polyetylenovy (PE) katétr 0.5/1.0 mm

Millar PV-katétr SPR-838 (2F, 4E, 9 mm; Millar Instruments, Inc., Houston, U.S.A.)
EKG modul- subkutanni elektrody- standardni koncetinovy svod II (MLA1215,
AdInstruments, Australie)

piistroj PowerLab® vybavenym softwarem LabChart® verze 6 (AdInstruments,
Australie)

vyhtivana destiCka pro udrzeni stalé teploty (TCAT-2LV Controller, Physiterm

Instruments Inc., U.S.A.)
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3. Metodika experimenta v in vitro podminkach - stanoveni

chelatace zeleza

Ferrozin je specifické ¢inidlo, které tvofi purpurové zbarveny komplex (absorpéni
maximum v 562 nm) s Zeleznatymi ionty (Stookey, 1970). Zeleznaté ionty jsou méfeny piimo
pfidanim ferrozinu (50 pl, 5 mM ve vod¢). Pro stanoveni celkového Zeleza je nejdiive pridan
vodny roztok hydroxylaminu (50 pul, 10 mM) k redukci Zelezitych iontii na Zeleznaté, jejichz
koncentrace je poté zmétena pridanim ferrozinu (Mladénka et al., 2010). Rizné koncentrace
DMSO roztokt zkouSenych latek (flavonoidli, kumarinl, dexrazoxanu) byly smichany
s Zeleznatymi nebo Zelezitymi ionty (vysledna koncentrace 50uM) v nepufrovaném prostiedi
a v acetatovych (pH 4,5 and 5,5) a HEPES (pH 6,8 and 7,5) pufrech. U pH 7,5 stoupa s ¢asem
oxidace Zeleznatych iontd a tudiz byl pfidan jako reduktant hydroxylamin k prevenci této
oxidace (Obr. 14).

VSechny experimenty byly provedeny na 96-jamkové desticce. Kazdy vzorek byl
méfen minimalné dvakrat s pridanim ferrozinu a dvakrat také bez ferrozinu (tzv. ,,blank*
vzorek). Absorbance byla méfena okamzité po pfidani ferrozinu a o 5 minut pozdéji znovu
pomoci spektrofotometru Anthos reader 2010. Koncentrace zeleznatych iontd byla
kontrolovana u kazdého pokusu. Pro srovnani Zelezo-chelata¢ni aktivity byl pouzit DFO jako
standardni chelator Zeleza. Ferrozin je také chelator Zeleza, proto je po 5 minutach dosazeno
urcitého stupné chemické rovnovahy mezi chelataci Zeleza testovanych latek a ferrozinu.
Stabilita komplexti Zeleza se zkoumanymi latkami a DFO byla vypoctena jako % chelatace

zeleza po 5 minutach délena % chelatace Zeleza v Case 0.
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Obr. 14: Oxidace Zeleznatych iontt pti pH 7,5 a s pfidanim hydroxylaminu. U ostatnich

pouZitych pH k oxidaci prakticky nedochazi.

Vypocdty a statisticka analyza

Mnozstvi zbyvajicitho Zeleza bylo vypocteno jako rozdil absorbance testovaného
vzorku (s ferrozinem) a jeho odpovidajiciho blanku déleny rozdilem kontrolniho vzorku
a jeho blanku.

Normalizovana na dévce zavisla kiivka byla zkonstruovana uzitim GraphPad Prism
vision 4.00 pro Windows. Schopnost chelatace zeleza v poméru molarnich koncentraci 10:1
(nebo 1:1 pro flavonoidy) (latka:zelezo) byla vypoctena z rovnice kiivky:

y = 100 (1+10(°9EC500"k)

kde y= ucinnost chelatace zeleza v %, x= dekadicky logaritmus poméru koncentrace
latka:zelezo, k= sklon ktivky.

Data jsou vyjadfena jako praméry + SD, rozdily mezi skupinami byly povazovany
jako vyznamné pii P<0,05. Skupiny byly srovnany jednostrannym ANOVA testem

nasledovanym testem Bonferroniho.
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4. Metodika experimenti v in vivo podminkach

Pokusna zvirata

Miladi samci potkana Wistar:Han z Biotest s.r.o. (Konarovice, Ceska republika), vazici
ptiblizné 360 g, byli pouziti po dvou tydnech aklimatizace ve vivériu. Zvifata byla umisténa
v klimatizované mistnosti s volnym ptistupem ke standardni peletové dieté pro hlodavce
a k vode¢. Zvirata byla nala¢no 12 hodin pted pokusy.

Studie byla provedena pod dohledem Etické komise Univerzity Karlovy v Praze,
Farmacetutické fakulty v Hradci Kralové a podfizuje se “The Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” publikovanych v US National Institutes of Health (NIH Publication No.
85-23, revised 1996).

Fyziologicky roztok nebo latka(y) byla(y) aplikovana(y) 24 hodin pted chirurgickymi

procedurami a métenimi.

24-hodinové pokusy- rutin:

Zvitata byla ndhodné rozdélena do 6 skupin:
e kontrolni skupina (C, 7 zvitat) obdrzela fyziologicky roztok 1 ml.kg™ s.c.
e IS0 skupina (10 zvifat) — obdrzela 100 mg.kg™ ISO ve vodném roztoku s.c.
e skupina rutin- potkani obdrzeli bud’ 11,5 mg.kg ™ (Rull, 7 zvifat) nebo 46 mg.kg™
rutinu i.v. (Ru46, 7 zvitat).
e kombinacni skupiny — potkani obdrzeli bud’ 11,5 mg.kg'1 (Rul1+ISO, 10 zvitat) nebo
46 mg.kg™ rutinu i.v. (Ru46+IS0O, 17 zvifat) 5 minut pred aplikaci ISO u vySe zminénych

davek.
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24-hodinové pokusy- dexrazoxan:

Zvitata byla ndhodné rozdélena do 6 skupin:

kontrolni skupina I (7 zvifat) =2 ml.kg™ fyziologického roztoku s.c.

e 1SO skupina I (10 zvitat) — ISO 100 mg.kg™ s.c.
e DEX skupina I (7 zvifat) —20,4 mg.kg™ DEX i.v.
e kombinacni DEX- 1SO skupina | (8 zvirat) — potkani obdrzeli DEX 5 minut pied ISO

ve stejné davce jako vyse.

2-hodinove pokusy- dexrazoxan:

Zvitata byla nahodné rozdélena do téchto skupin:
e kontrolni skupina lla (3 zvitata) — stejna jako kontrolni skupina I (viz vyse)
e kontrolni skupina Ilb (3 zvitata) — potkani obdrzeli 1 ml fyziologického roztoku i.v.
o DEX skupina Il (5 zvifat) - 20,4 mg.kg™? DEX i.v.
e 150 skupina Il (9 zvifat) - 1SO 100 mg.kg™ s.c.
e DEX- ISO skupina Il (5 zvitat) - potkani obdrzeli DEX 5 minut pfed ISO ve stejné

davce jako vyse.

Postup méreni

Méreni srde¢nich funkci po 24 hodinach:

Potkani byli anestezovani uretanem (1,2 g.kg' ip.). PE-katétr vyplnény
heparinizovanym fyziologickym roztokem byl zaveden do pravé vena jugularis pro podani
studeného fyziologického roztoku (piiblizna teplota 10°C). Termokatétr (o.d. 0,8 mm) byl
zaveden pfes levou arteria carotis comm. do aortalniho oblouku. Jiny PE-katétr vyplnény

heparinizovanym fyziologickym roztokem byl zaveden do levé arteria iliaca, ktera byla
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spojena se snimacem krevniho tlaku BPR-01 pfistroje pro méfeni hemodynamickych zmén
Cardiosys® (Obr. 15). Pro méfeni srde¢niho minutového vydeje byla uzita termodiluéni
transpulmonalni metoda podle Stewarta-Hamiltona (Spiller a Webb-Peploe, 1985).

Me¢teni hemodynamickych parametr bylo zrealizovano 15 minut po zavedeni katétra.
Funkéni zmény (srde¢ni minutovy vydej, tepovy objem, krevni tlak, srdecni frekvence) byly
zprumérovany ze 4 méfeni provedenych v 5 minutovych intervalech. Vysledky byly
vyjadieny jako indexy (méfené parametry vztazené k hmotnosti potkana) s vyjimkou tlaku
krve, srde¢ni frekvence a tzv. ,,dvojproduktu” (systolicky tlak krve nasobeny srdeéni
frekvenci). Posledni parametr je bézn¢ uzivan jako nepiimy index srdecni spotieby kysliku.
Celkova periferni rezistence byla vypoctena jako podil stfedniho tlaku krve a srde¢niho
minutového vydeje.

Krevni vzorek (ptfiblizné 5 ml) byl odebran po hemodynamickém méteni z abdominalni
aorty do heparinizované testovaci zkumavky (170 IU). Poté bylo zvife usmrceno
predavkovanim i.v. roztokem chloridu draselného (1 mM), srdeéni komory byly vynaty,

zvazeny a zmrazeny pii -20°C pro pozd¢jsi analyzu obsahu vybranych prvkd.
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Obr. 15: Zobrazeni zavedeni katétri u 24-hodinového pokusu: PE-katétr do pravé vena
jugularis, termokatétr pfes levou arteria carotis communis dextra do aortadlniho oblouku a dalsi

PE-katétr do arteria iliaca communis sinistra.
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2-hodinové méreni srdecnich funkei:

Potkani vazici ptiblizné 370 g byli anestezovani i.p. roztokem uretanu (stejnd davka
jako vyse) pred aplikaci latek. Tlakovy snima¢ MLT0380/D spojeny s PE-katétrem 0,5/1,0
mm (naplnény heparinizovanym roztokem 10 TU/ml), byl zaveden do levé arteria iliaca
comm. Millar PV-katétr SPR-838 byl zaveden do levé srde¢ni komory pies pravou arteria
carotis comm. (Obr. 16). Tlakovy snima¢ i Millar PV-katétr spolu se subkutdnnimi
elektrodami pro snimani EKG (standardni koncetinovy svod II), byly spojeny s pfistrojem
PowerLab. Po 15 min stabilizace parametrii byla provedena kalibrace objemu, dulezita pro
uréeni objemu krve v levé komote, pomoci aplikace 20 pl 25% heparinizovaného roztoku
NaCl do vena saphena. Poté byl zvifatim podan fyziologicky roztok nebo latka(y). Zvirata
byla monitorovana po dv¢ hodiny. Teplota zvifete byla udrzovana pomoci vyhtivané desticky
behem celého experimentu na 36,5°C + 0,5°C. Pokus byl ukoncen stejné¢ jako tomu bylo

U 24-hodinovych pokust (viz vyse).
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Obr. 16: Zobrazeni zavedeni katétri u 2-hodinového pokusu: tlakovy snimac spojeny
s PE-katétrem do arteria iliaca communis sinistra, Millar katétr do levé komory prostfednictvim arteria

carotis communis dextra a kanylace vena saphena pro kalibraci pfistroje a aplikaci 1é¢iv.
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Histologicka analyza

Po pitveé byly apikalni ¢asti srdce dany do Bouinova roztoku a zpracovany pro svételnou
mikroskopii. Tkané byly zbaveny vody ve vzriistajicich koncentracich etanolu, impregnovany
v parafinu a nafezany na 5-8 um silné fezy. Tkanové fezy byly zbarvené hematoxylinem a
eosinem. Fotodokumenatce a digitalizace obrazk byly pofizeny svételnym mikroskopem
Olympus AX 70 s digitalni kamerou Pixelink PL-A642 (Vitana Corp. Ottawa, Kanada) se

softwarem analyzy obrazkd NIS (Laboratory Imaging, Ceska republika).

Biochemickéa analyza krve

Biochemické méfeni bylo provedeno v Ustavu Kklinické biochemie a diagnostiky
Fakultni nemocnice v Hradci Kralové (UKBD FN HK).

Srde¢ni troponin T (cTnT) a vitamin E byly méfeny v séru, malondialdehyd (MDA)
v plazmé a celkovy glutation (koncentrace redukovaného a oxidované¢ho glutationu) v krvi.
cTnT byl wurfen -elektrochemoluminiscencni imunoanalyzou (Elecsys 2010, Roche
Diagnostics), ktera pouzivd dvé monoklonalni protilatky specificky zaméfené proti cTnT.
MDA byl zméien jako ¢erveny komplex s tiobarbiturovou kyselinou (TBARS) pti 485, 532 a
560 nm uzitim Beckman DU 640 spektrofotometru (Beckman, Palo Alto, USA). Kapilarni
elektroforéza byla vyuZita pro separaci glutationu, ktery byl zméfen UV detekci (System
P/ACE 5100, Beckman) pii 200 nm. Po deproteinizaci byla provedena analyza vitaminu E

fluorimetrickou detekci v HPLC systému HP1050 (Hewlett Packard, Némecko).

Prvky v myokardu

Zmrazené vzorky srde¢ni tkané byly vysuSeny, zvaZzeny a vyluhovany pomoci

mikrovinné digesce uzitim kyseliny dusi¢né a peroxidu vodiku (Milestone MLS 1200 MEGA,
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Italie). Zelezo, méd a selen byly zméfeny uzitim grafitové atomové absorpéni
spektrofotometrie (Unicam, Solaar 959, U.K.), zinek byl stanoven uzitim plamenné atomove
absorp¢ni spektrofotometrie (Unicam, Solaar 959, U.K.) a vapnik byl méfen fotometricky
uzitim plamenné fotometrie (Eppendorf, Efox 5053, Némecko). Vysledky byly vyjadieny

v umol.g'1 (zelezo, méd’, zinek, vapnik) nebo nmol. g'1 (selen) suché tkang.

Analyza dat

Data jsou vyjadiena jako priméry + SEM. Skupiny byly srovnany jednosmérnym
ANOVA testem nasledovanym Tukeyho srovnavacim testem. K analyze byl vyuzit software
GraphPad Prism verze 4.00 pro Windows (GraphPad Software, San Diego, Kalifornie,
U.S.A). Rozdily mezi skupinami byly povazovany jako vyznamné pii P<0,05, pokud neni

uvedeno jinak.
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V. VYSLEDKY

1. Stanoveni chelatace Zeleza v in vitro podminkach

Ferrozin je specificky indikator Zeleznatych iontli. Koncentrace Zeleznatych iontid piimo
odpovida zmétené absorbanci (Obr. 17). Ferrozin ale nereaguje s Zelezitymi ionty, ovSem
existuje mozna metoda redukce na Zeleznaté ionty piiddnim vhodného redukéniho Cinidla,
hydroxylaminu, kde ale prostfedi hraje vyznamnou roli. Z testovanych rozpoustédel/pufrti
pouze DMSO (93 + 3% redukovanych zelezitych iontl) a acetatovy pufr o pH 4,5 (98 + 0%)
tvorily pfijatelné podminky pro redukci Zelezitych iontli. Voda, metanol nebo pufry v rozsahu

pH 5,5-7,5 byly spojeny s nizkou nebo vétSinou s zddnou redukei zelezitych iontii (Obr. 18).

1.5+

1.0+

R°=0.9991
0.5+

0.0

) )
0 50 100 150

Obr. 17: Kalibraéni kiivka vyjadiujici zavislost absorbance na koncentraci Zeleznatych iontt.
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Obr. 18: Vliv riznych prostitedi na redukci Zelezitych iontd. Redukce 50 uM Zelezitych
iontd hydroxylaminem (finalni koncentrace 2mM) byly srovnany v rtiznych prostfedich se stejnymi

koncentracemi kontrolniho roztoku Zeleznatych iontl. Statistickd vyznamnost vs. kontrola: * P<0,05,

** P<0,01, *** P<0,001 (Mladénka et al., 2010).

V ptipad¢ Zeleznatych iontl byly jejich komplexy s ferrozinem béhem experimentu
stilé ve vSech testovanych prostifedich s vyjimkou pufru o pH 7,5, kde stoupd oxidace
zeleznatych iontd s Casem. Pro tento ucel byly chelatacni pokusy v tomto pH provadény
s pfidanim hydroxylaminu jako redukéniho ¢inidla, aby eliminoval oxidaci (Obr. 19).

Jak flavonoidy, tak i kumariny, byly nejucinnéjS$imi chelatacnimi ¢inidly za podminek
blizkych fyziologickému pH, tzn. neutralnimu nebo jemu velmi blizkému pH (6,8; 7,5),

naopak tuto u¢innost ztracely v kyselém prostiedi (4,5; 5,5).
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Obr. 19: Oxidace Zeleznatych iontl v prostiedi o pH 7,5.

1.1. Chelatace flavonoidy

S vyjimkou flavonu, 7-hydroxyflavonu a daidzeinu, vSechny testované flavonoidy
byly schopny v riiznych stupnich chelatovat zelezo v riiznych pH prostiedich (Obr. 20, 21).

VSsechny flavonoidy tvofily stalé komplexy se Zelezem v neutrdlnich nebo mirné
kyselych podminkach (pH 6,8 a 7,5). Nékteré flavony, flavonoly a také flavanony, pfedev§im
ty s prilehlymi hydroxyskupinami na kruhu A nebo B, a/nebo volnou 3-hydroxyskupinu, byly
schopny dosahnout Uc¢innosti chelatace Zeleznatych iontl jako standardni chelator Zeleza
DFO. Testované flavanony bez katecholického B kruhu byly zietelné¢ méné Gcinnou skupinou
flavonoidt, pouze s mirnymi chelata¢nimi G¢inky pii pH 7,5.

Za kyselejsiho pH pouze n¢kolik flavonoidii prokédzalo urcitou chelataci Zeleznatych
iontl ve srovnani s DFO. Testované flavanony byly vétSinou bez jakéhokoliv u€inku. Pfi pH
5,5 pouze baicalein s volnymi 5,6,7-hydroxyskupinami a flavonoly s 3-hydroxy-4-keto-5-
hydroxy rozlozenim a s nejméné¢ dvéma volnymi hydroxyskupinami na kruhu B v ortho

poloze, dosahly uc¢innosti DFO. Baicalein byl podobn¢ aktivni jako DFO dokonce i v poméru
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1:1, narozdil od ostatnich flavonoll, které doséhly uc¢innosti DFO pouze v poméru 10:1. A
tyto komplexy flavonoidii s Zeleznatymi ionty byly stalé pti pH 5,5.

Pti pH 4,5 flavonoidy témétf nechelatovaly zaddné Zeleznaté ionty v poméru 1:1,
s vyjimkou baicaleinu (18 + 2%). V poméru 10:1 baicalein chelatoval 70 = 2%, morin
chelatoval 35 + 2%, zatimco jiné flavonoidy nechelatovaly Zelezo vice nez 25%. Uginnost
baicaleinu nebyla vyznamné¢ odlisné od standardniho chelatoru zeleza DFO (75 = 1%). Oboji
komplexy DFO i baicaleinu byly stabilni.

Chelatace celkového Zeleza, tj. Zelezitych i Zeleznatych iontd, pii pH 4,5
reprezentovala jasny rozdil s chelataci pouze zeleznatych ionti. Opét baicalein a flavonoly
alespon s volnou 3-hydroxyskupinou a nckteré flavony dosdhly nebo mély téméf stejnou
ucinnost jako DFO. Zde, oproti jinym vice neutralnim pH, katecholicky B kruh bez
3-hydroxy-4-keto nebo 5-hydroxy-4-keto uspofadani a 2-3 dvojné vazby nem¢l zadny ucinek
na chelataci. Navic nékteré flavonoidy, zvlasté ty s 5-hydroxy-4-keto usporadanim bez

3-hydroxyskupiny a/nebo katecholického B kruhu, netvorily stdlé komplexy Zzeleza.
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Obr. 20: Chelatace zeleza flavonoidy. Chelatace Zzeleznatych iont
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Obr. 21: Chelatace Zeleza flavonoidy. Chelatace Zeleznatych iont
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Dale byl v nasi studii srovnan Zelezo-chelata¢ni ucinek tzce piibuznych flavonoida pro

charakterizaci pfispéni ruznych funkénich skupin:

1) Hydroxyskupina na kruhu A. Rostouci pocet volnych hydroxyskupin na kruhu A
zlepSoval chelata¢ni schopnost: baicalein s volnymi 5,6,7-hydroxyskupinami byl
ucinnéjsi nez negletein s volnymi 5,6-hydroxyskupinami (Obr. 22). Negletein byl ale

ucinnéjsi nez 5-hydroxyflavon.

OH O

Obr. 22: Vliv 7-hydroxyskupiny na kruhu A a jeji metylace na chelata¢ni G¢innost u
A) negleteinu a B) baicaleinu. Smér $ipky poukazuje na uc¢innéjsi slouceninu.

Z&dné rozdily nebyly u viech pH nalezeny (Mladénka et al., 2011).

2) Hydroxyskupiny na kruhu B. Narozdil od kruhu A, neprojevily se Zadné rozdily mezi
katecholovym (dvé hydroxyskupiny v ortho pozici) a pyrogallovym (tii pfilehlé
hydroxyskupiny) uspotadani na kruhu B. Podobné¢ jedna nebo dvé hydroxyskupiny v
meta poloze nepfedstavovaly Zadnou vyhodu ve srovnani s flavonoidy bez Zzadné
hydroxyskupiny na kruhu B. Nebyly zadné rozdily mezi flavonolem morinem (dvé
hydroxyskupiny v meta pozici 2°’a 4" na kruhu B) a kampferolem (pouze jedna
hydroxyskupina v pozici 4" na kruhu B), s vyjimkou chelatace zeleznatych ionti pfi
pH 4,5 (Obr. 23). Navic byly katechol a pyrogallol v porovnani s jednou nebo Zadnou
hydroxyskupinou na kruhu B spojeny s vyssi chelataci jen za neutralnich nebo mirné

kyselych podminek (pH 6,8 a 7,5). V kyselejSim prosttedi nebyly zadné rozdily mezi
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flavonoidy s jednou, dvéma a tfemi hydroxyskupinami na kruhu B u testovanych

koncentraci.

Obr. 23: Vliv poétu hydroxyskupin na kruhu B na chelataéni G¢innost u A) morinu

a B) kampferolu. Oboustranna Sipka poukazuje na zadné rozdily mezi slou¢eninami.

3)

4)

Zadné rozdily nebyly u viech pH nalezeny (Mladénka et al., 2011).

3-hydroxyskupina. Volna 3-hydroxyskupina u flavonoida s 4-ketoskupinou obvykle
zvySovala chelataci zeleza, ale pfitomnost silného zelezo-chelatatniho mista
(katecholicky kruh B) v neutrdlnich podminkdch miize skryt pfispéni této
hydroxyskupiny. Navic to vypada, Zze 3-hydroxyskupina je spojena s vysokou afinitou
k zelezitym iontim, tudiz chelatace téchto iontl byla znacné zvySena v kyselych

podminkach.

5-hydroxyskupina. Volnd 5-hydroxyskupina u flavonoidi s 4-ketoskupinou muze
posilit Zelezo-chelataéni ucinek flavonoidu, zvlasté v neutralnim nebo blizkém
prosttedi (pH 6,8-7,5). Toto zlepSeni chelata¢ni aktivity bylo obvykle nizsi, nez v

piipadé volné 3-hydroxyskupiny, napi. 3-hydroxyflavon vs. kampferol (Obr. 24).
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B)
OH 4.5/55

A

Obr. 24: Vliv ptitomnosti 5-hydroxyskupiny na chelataéni uéinnosti u A) kampferolu
a B) 3-hydroxyflavonu. Smér Sipky poukazuje na G¢innéjsi slou¢eninu. Oboustranna Sipka poukazuje
na zadné rozdily mezi slouceninami.

Vyznamnost byla nalezena u pH 6,8 a 7,5, ale ne u pH 5,5 pro chelataci zeleznatych ionti

a pH 4,5 pro chelataci celkového Zeleza (Mladénka et al., 2011).

5) 2,3-dvojné vazba. Zda se, Ze zvySuje Zelezo-chelata¢ni ucinek, jako muzeme vidét

v pfipadé¢ srovnani quercetinu a taxifolinu (Obr. 25).

OH
o L
OH

A)

Obr. 25: Vliv pfitomnosti 2,3-dvojné vazby na chelatacni 0¢innost u A) taxifolinu
a B) quercetinu. Smér $ipky poukazuje na u¢innéjsi slouc¢eninu.

Zadné rozdily nebyly nalezeny u viech pH (Mladénka et al., 2011).

6) Ketoskupina v poloze 4. Ketoskupina sama maé ziejmé& nizky ucinek na chelataci
zeleza, ale je to dulezitd soucast chelata¢nich uskupeni 3-hydroxy-4-keto nebo
5-hydroxy-4-keto, a proto jeji odstranéni bylo spojeno s redukci chelatace Zeleza
(ukazéno ve srovnéni taxifolinu a katechinu v kyselém prostiedi, kde katecholicky B

kruh nehral déilezitou roli) (Obr. 26).
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Obr. 26: Vliv pritomnosti 4-ketoskupiny na chelataéni G¢innost u A) taxifolinu
a B) katechinu. Smér Sipky poukazuje na u¢innéj$i slou¢eninu. Oboustrann Sipka poukazuje na Zadné
rozdily mezi slouceninami.

Vyznamnost byla nalezena pro chelataci Zeleznatych iontt u pH 5,5 a pro chelataci celkového
zeleza u pH 4,5, Zadné rozdily nebyly nalezeny u pH 6,8 a 7,5 pro chelataci Zeleznatych iontl

(Mladénka et al., 2011).

7) U pozice kruhu B se nezdd byt patrna jakékoliv zména ucinku na aktivitu, napf.
isoflavonoid genistein a flavon apigenin se stejnymi funkénimi skupinami mély
stejnou ucinnost (Obr. 27).

A) OH

B)
HO O HO O
= U
OH O

OH O
OH

Obr. 27: Vliv pozice kruhu B na chelata¢ni u€innost u A) genisteinu a B) apigeninu.
Oboustranna Sipka poukazuje na zadné rozdily mezi slouceninami.

Z&dné rozdily nebyly nalezeny u viech pH (Mladénka et al., 2011).

8) Vedlejsi skupiny. Stereoisometrie u flavanolu tykajici se pozice 3-hydroxyskupiny
byla bezvyznamnad v ptipad¢ chelatace zeleza. Cukernd komponenta sama nijak

nepfispivala k chelataci, spiSe pokud blokovala zndmé chelatacni misto, tuto schopnost

54



snizovala (napf. v piipadé rutinu oproti quercetinu u Obr. 28). U flavanont se
neprojevily zadne rozdily mezi aglykony hesperetinem a naringeninem a jejich

odpovidajicimi glykosidy hesperidinem a naringinem v testovanych koncentracich.

B)
4.5/6.8-7.5\ HO
P —————— .
5.5

Obr. 28: Vliv 3-hydroxyskupiny na chelata¢ni G¢innost u A) rutinu and B) quercetinu.

Smér Sipky poukazuje na G¢inngjsi slouceninu. Oboustranna Sipka poukazuje na zadné rozdily
mezi slouceninami. Glc: glukodza, Rha: rhamnoza.

Vyznamnost byla nalezena u pH 4,5 pro chelataci celkového Zeleza a u pH 6,8 a 7,5 pro

chelataci Zeleznatych iontl, ale zadny rozdil nebyl objeven u pH pro chelataci Zeleznatych iontd

(Mladénka et al., 2011).

1.2. Chelatace kumariny

Na rozdil od flavonoidii, nebylo o chelataci Zeleza kumariny mnoho znamo, proto byly
nejdiive kumariny otestovany v nepufrovaném prostiedi rozpoustédla DMSO (Obr. 29).
Zadny z testovanych kumarinti nebyl u¢innéjsi nez standardni chelator Zeleza DFO nebo
flavonoidni glykosid rutin. 7,8-dihydroxykumariny (skupina A) byly nejucinnéjsi testované
kumariny v ptipadé chelatace zeleznatych iontl i chelatace celkového zeleza. 6,7-dihydroxy-
4-metylkumarin (B) byl podobné ucinny chelator celkového zeleza jako skupina A
a vyznamn¢ U¢innéjsi oproti pfirodnim kumarinim (N1-N4) a v§em kumarintim ze skupin D-

F. Ortho-dihydroxy-4-metylkumariny (C) byly také ucinné. VSechny kumariny s jednou

55



hydroxyskupinou, dvéma metoxylovymi skupinami nebo hydroxy- ¢i acetoxyskupinou v meta

pozici byly prakticky neaktivni.

100 1 I
80 - WmFe2+
o celkové zelezo (Fe2/3+)

DFCrutin Al A2 A3 B C1 C2 D1 D2 E1 E2 E3 F NI N2 N3 N4

Obr. 29: Zelezo-chelata¢ni G¢inky kumarinid v DMSO ve srovnani s DFO a rutinem 5 minut
po pfidani ferrozinu. Vysledky jsou vyjadfeny jako primeér + standardni odchylka pro molarni pomér
latka:Zelezo 10:1.

Vysvétleni zkratek v grafu: A: 7,8-dihydroxy-4-methylkumariny, B: 6,7- dihydroxy-4-
methylkumarin, C: 7,8-diacetoxy-4-methylkumariny, D: 7,8-dimethoxy-4-methylkumariny, E: 5,7-
dihydroxy-4-methylkumariny, F: 5,7-diacetoxy-4-methylkumarin, N: pfirodni kumariny. Blize viz.

Obr. 13 (Mladénka et al., 2010).

V nasledujicim pokusu byla testovdna chelatace Zeleznatych iontii/celkového zeleza
u kumarint s aktivnimi skupinami (kumariny bez postranniho fetézce v pozici 3) pfi riznych
pH (Obr. 30). DFO jako standard byl nejucinnéjsi latkou s vyjimkou pH 7,5, kde
7,8-dihydroxy-4-metylkumarin dosahl stejné ucinnosti. 6,8-dihydroxy-4-metylkumarin byl
o néco mén¢ ucinny nez 7,8-dihydroxy-4-metylkumarin pii pH 6,8 a 7,5, na druhé strané byl

ale ucinnéj§im chelatorem Zzelezitych iontd pii pH 4,5. DFO si udrZzel Zelezo-chelatacni
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aktivitu ve vSech testovanych prostfedich. Zajimavé je, Ze kumariny ztratily svou
Zelezo-chelataéni aktivitu v kyselém prostedi, ale byly schopny absolutné si ji udrzet za

podminek blizkych neutralnimu pH.
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Obr. 30: Chelatace zeleznatych ionti/celkového Zeleza zastupci ucéinnych skupin.
A: 7,8-dihydroxy-4-metylkumarin (kumarin Al), B: 6,7-dihydroxy-4-metylkumarin (kumarin B),

C: 7,8-dihydroxy-4-metylkumarin (kumarin C1) and D: DFO (Mladénka et al., 2010).

Posledni ¢asti této studie bylo zjistovani, zda jsou kumariny schopny redukovat Zelezité
ionty. Nejdiiv byla provéiena redukce zelezitych iontl za uziti roztoku DMSO bez pufri
(Obr. 31). DFO nebyl spojovan s zadnou redukci zelezitych iontl v rtiznych testovanych
koncentracich. Naopak, vSechny testované kumariny, s vyjimkou 7,8-metoxy-4-

metylkumarina (skupina D), redukovaly zelezité ionty v rizném rozsahu.
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Redukce Zelezitych ionti miize piedstavovat riziko kvili moZznosti vystupiiovani
Fentonovy reakce, urychlenim katalytické obnovy Zeleznatych iontd. Proto byla provedena
u ucinnych kumarinti detailn€j$i analyza redukce zelezitych iontd v pufrech. Opét DFO
neredukoval zelezité ionty pfi zddném testovaném pH. VSichni tfi testovani zastupci kumarina
redukovali vyznamné zelezo pti pH 4,5, v mensim rozsahu potom pii pH 5,5, Zadné Zelezité
ionty nebyly redukovany pii pH 6,8 a 7,5.

Je zajimavé, Ze se projevil vyznamny rozdil mezi dihydroxykumariny a
diacetoxykumariny. Dihydroxykumariny zplsobily redukci uz v nizkych koncentracich s
nejvyssi redukci v molarnim koncentraénim poméru kumarin:Zelezo mezi 1:1-10:1. DalSi
zvyseni koncentrace chelatoru vedlo k poklesu redukce. Naopak 7,8-diacetoxykumariny
zpusobily na davce zavislé zvySeni mnozstvi redukovanych zelezitych iont (= zeleznatych
iontll) v celém testovaném rozsahu (pomér molarni koncentrace kumarin:Zelezo 1:100-80:1).
Navic se projevil vyznamny rozdil mezi ortho-dihydroxy-4-metylkumariny v redukéni

ucinnosti, kdy byl zhruba 3-krat vyssi ucinek v ptipad¢ 7,8-dihydroxyderivati.
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Obr. 31: Redukce zelezitych ionti v DMSO. Roztoky testovanych latek v DMSO byly
smichany s zelezitymi ionty. Ferrozin byl podan ke zméfeni mnozstvi Zeleznatych iontl, které
odpovidaly redukovanym zelezitym iontim.

Vysvétleni zkratek v grafu: A: 7,8-dihydroxy-4-methylkumariny, B: 6,7- dihydroxy-4-
methylkumarin, C:  7,8-diacetoxy-4-methylkumariny, D: 7,8-dimethoxy-4-methylkumariny,
E: 5,7-dihydroxy-4-methylkumariny, F: 5,7-diacetoxy-4-methylkumarin, N: pfirodni kumariny. Blize

viz. Obr. 13 (Mladénka et al., 2010).

2. U¢inky latek s Zelezo chelataénim potencidlem in vivo

na modelu akutniho infarktu myokardu

2.1. Rutin

Aplikace 1SO (100 mg.kg™ s.c.) zpiisobila bdhem 24 hodin 30% Gmrtnost zvifat (3 z 10
pokusnych zvitat v této skupin€). Stejné tak 3 zvitata z 10 zemiela, kdyz byla premedikovana

11,5 mg.kg™ rutinu i.v. pied aplikaci ISO. Nicméné& davka 46 mg kg™ rutinu vedla ke zvy$ené
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imrtnosti na 53% (9 ze 17, navic dalsi 2 zvifata zemiela bdhem anestezie). Zadné ze zvifat
z kontrolni skupiny nebo zvifata 1ééena pouze rutinem (v obou davkach) nezahynula
(Obr. 32).

ISO zpiisobil masivni poskozeni myokardu, coz bylo potvrzeno histologickym nalezem
(viz. dale), zvySenim vlhké hmotnosti komor (Obr. 32), vzestupem srde¢niho troponinu T
(cTnT) v séru a koncentrace vapniku v myokardialnich buiikach. Rutin tyto parametry
nezlepsil, naopak u vyssi davky byla pozorovana tendence k ptetizeni myokardu véapnikem,
k uvolnéni cTnT a ke zvySeni vlhké hmotnosti komor. U potkanti, kterym byl aplikovan
pouze fyziologicky roztok nebo rutin samotny, doslo pouze k minimalnimu uvolnéni ¢TnT,

ale vyssi davka rutinu sama o sobé zvysila obsah vapniku v myokardu (Obr. 33).

A .
)‘O_,'J
100- 8 57
£
o
© 80- g 4 -
o <
P ™
= i ° 34
> ) 60 g -
— O o
) ©
E 404 f, 24
o S
[} . - -
20 2 1
£
0 T T \© 0 T T
x ©
¥y L L L £ F Yy L LL
& &< N > N NS
NS RS Ry O RN R
ST ST &

Obr. 32: Pteziti zvifat (A) a vlhkd hmotnost komor po aplikaci fyziologického roztoku
(kontrola), 1SO, rutinu v davkach 11,5 a 46 mg.kg™ (Ru 11 a Ru 46) a kombinace rutinu (v obou
davkach) a ISO experimentalnim potkanim. Statisticka vyznamnost pii P<0,05: ¢ vs. kontrolni

skupina.
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Obr. 33: Obsah vapniku v myokardu (A) a koncentrace srde¢niho troponinu T v séru (B) 24

hodin po aplikaci rutinu (Ru — 11,5 nebo 46 mg.kg™), 1SO (100 mg.kg™ s.c.) nebo jejich kombinaci

pokusnym potkantim. Statistickd vyznamnost pii P<0,05: ¢ vs. kontrolni skupina (Mladénka et al.,

2009%.

Rutin v zévislosti na dévce zvySoval srde¢ni index (Obr. 34A). Pokles srde¢niho

indexu navozeny ISO rutin nevratil zpét. Naproti tomu ale v obou davkach snizil

ISO-navozene zvyseni periferni cévni rezistence (Obr. 34B). Mezi skupinami nebyly Zadné

vyznamné rozdily u hodnot tlaku krve.
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Obr. 34: Srde¢ni index (A) a periferni cévni rezistence (B) 24 hodin po aplikaci rutinu (Ru —

11,5 nebo 46 mg.kg™ i.v.), 1ISO (100 mg.kg™ s.c.) nebo jejich kombinaci experimentalnim potkantim.

Statisticka vyznamnost pii P<0,05: ¢ vs. kontrolnf skupina, i vs. ISO skupina (Mladénka et al., 2009%).
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V piipadé koncentraci médi a zinku v myokardu, podani ISO mélo jen maly nebo
nepatrny vliv (Obr. 35). Zajimavé ale bylo, Zze vySs$i davka rutinu vyznamné zvySovala
hladiny médi v myokardu, zatimco ob¢ davky rutinu snizovaly obsah zinku v srdci nezavisle
na podani ISO, ackoliv v kombinaci s ISO byl pokles vyraznéjsi. Rozdily mezi skupinami
tykajici se obsahu myokardidlniho zeleza a selenu nebyly statisticky vyznamné. Ohledné
parametri oxidacniho stresu v krvi, rutin v zavislosti na davce zvySoval hladiny celkového
glutationu (Obr. 36A), nicméné podani ISO mélo jen maly ucinek na tento parametr. 1SO
a kombinac¢ni skupiny oproti kontrole a rutinu samotnému velmi mirn¢ zvySovaly hladiny
TBARS bez statistické vyznamnosti (Obr. 36B). Hladiny vitaminu E v séru byly srovnatelné

a bez vyznamnych rozdili u vSech skupin.
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Obr. 35: Koncentrace médi (A) a zinku (B) v myokardu 24 hodin po aplikaci rutinu
(Ru - 11,5 nebo 46 mg.kg™ i.v.), 1ISO (100 mg.kg™ s.c.) nebo jejich kombinaci experimentalnim
potkanim. Statisticka vyznamnost: ¢ vs. kontrolni skupina P<0,01, c* vs. kontrola pfi P<0,001, i vs.

ISO skupina pii P<0,01 (Mladénka et al., 2009°%).
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Obr. 36: Hladiny celkového glutationu v krvi (A) a konjugované dieny v plasmé - TBARS (B)
24 hodin po aplikaci rutinu (Ru — 11,5 nebo 46 mg.kg™ i.v.), ISO (100 mg.kg™” s.c.) nebo jejich
kombinaci experimentalnim potkaniim. Statistickd vyznamnost: ¢ vs. kontrolni skupina pii P<0,01

(Mladénka et al., 2009%.

Bylo provedeno také histologické vysetfeni, které bylo vyhodnoceno Doc. RNDr.
Vladimirem Semeckym, CSc. z Katedry biologickych a Iékaiskych véd a které zjistilo u obou
kontrolnich skupin zvifat a u obou davek rutinu normalni strukturu myokardialni tkané. Na
druhé stran¢ ISO podani zptsobilo vazné diftzni a fokalni poskozeni kardiomyocytii. Navic
byla také objevena vyznamnd zéanétliva infiltrace lokalizovana predevsim pod endokardialnim
epitelem nebo v tenké fibrozni tkani pod epikardidlnim endotelem. Naopak, pouze ojedin€la
infiltrace byla pfitomna v oblasti centralniho myokardu. Histopatologické nalezy u ISO
skupiny a v kombinac¢nich skupinidch ISO+rutin v obou davkach byly obdobné. Detailnéjsi

rozpis viz. nase publikace (Mladénka et al., 20099).
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2.2. Dexrazoxan

Podobné jako v ptfedchozim ptipadé¢ vedlo podani 100 mg.kg'1 s.c. ISO potkantim ke
30% umrtnosti (3 zvifata z 10) bé&hem 24 hodin. Premedikace potkanti 20,4 mg.kg" DEX i.v.
redukovalo imrtnost na 12,5 % (1 z 8 potkantl). Zadné ze zvifat nezemielo jak u kontrolni
skupiny, tak u skupiny DEX.

Stejné jako ve studii s rutinem, vedla aplikace ISO po 24 hodinach ke sniZzeni srdecniho
minutového vydeje a ke zvyseni periferni cévni rezistence, diastolického tlaku krve a srde¢ni
frekvence. Systolicky tlak krve se po podani ISO neménil, ve srovnani s kontrolami. DEX
neovlivitoval hemodynamické parametry zdravych zvitat, s vyjimkou vyznamného snizeni
srdecniho minutového vydeje. Podani DEX pted ISO castecné snizil ISO zvySenou periferni
cévni rezistenci a diastolicky tlak krve bez ucinku na zvySenou srde¢ni frekvenci a snizeny

srde¢ni minutovy vydej (Obr. 37).
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Obr. 37: Zmény hemodynamickych parametri po podani ISO, DEX nebo jejich kombinance.

Kontrolni zvitata obdrzela pouze fyziologicky roztok. A: srde¢ni frekvence, B: diastolicky tlak krve

C: periferni cévni rezistence, D: srde¢ni index.

Statistickd vyznamnost: * P<0,05 vs. kontrola, ** P<0,01 vs. kontrola, *** P<0,001 vs.

kontrola.

Po aplikaci ISO se projevily nékteré zmény v biochemickych a morfologickych
parametrech, spojené se srdeCnim poskozenim (zmény v koncentraci c¢TnT, vapniku
v kardiomyocytech, vlhké hmotnosti srde¢nich komor) (Obr. 38). DEX ovlivnil tyto zmény
jen v ptipad¢ obsahu vapniku v srdci. Mezi skupinami se neprojevily zadné vyznamné rozdily
u celkového glutationu v krvi, hladiny vitaminu E v plasm¢ a u koncentraci Zeleza, zinku,

selenu a médi v srde¢ni tkani.

65



V dalsim pokusu byly monitorovany akutni u¢inky ISO, DEX a jejich kombinace
behem 2 hodin po aplikaci zminénych latek. Protoze jsou kardiovaskularni parametry akutné
ovlivitovany objemem podanych roztokli, obdrzela dal§i skupina zvifat i.v. fyziologicky
roztok v adekvatnim objemu. Neprojevily se zadné zmény mezi i.v. a s.c. podanim
u kontrolnich skupin v zddném z méfenych parametrt. Pro lepsi prehlednost byla data obou
kontrolnich skupin prezentovana dohromady (jako kontroly).

Podobné jako u ptedeslych pokust, ISO zpusobil 33% umrtnost (3 z 9 zvifat) béhem
100 min. Dv¢ zvifata zemiela na atrioventrikularni (AV) blokddu a jedno z divodu
ventrikularni fibrilace. DEX sniZil imrtnost (1 z 5 zvifat zemielo na AV blokadu po 75 min),
zatimco zadné ze zvitat nezemielo po aplikaci fyziologického roztoku nebo DEX samotného.

Podani ISO s.c. zpusobilo vétSinou okamzit€¢ (obvykle béhem prvnich 60 sekund)
vyznamné zvySeni srdeCni frekvence a snizeni tlakti krve. Tyto ucinky byly doprovazeny
snizenim  levokomoroveho tlakoveho gradientu  (rozdil ~mezi  endsystolickym
a enddiastolickym tlakem) a parametru ventrikularni relaxace dP/dtmi, (Obr. 39). Naopak
parametr ventrikularni kontraktility, dP/dtn., byl spiSe nevyznamné zvySen. Zmény
u tepového objemu nebyly vyznamné. Podani DEX vyznamné neovlivnilo akutni
hemodynamické zmény vyvolané ISO, s vyjimkou krevniho tlaku, kde se u¢inek vyznamné
projevil od 35. minuty az do konce pokusu. DEX samotny mél na zdrava zvifata jen maly

ucinek.
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Obr. 38: Z&kladni biochemické a morfologické parametry spojené s kardiotoxicitou 1SO a jeji
ovlivnéni DEX. A: srde¢ni troponin T v séru. B: obsah vapniku v srdci. C: index vlhké hmotnosti

komor. Statistickd vyznamnost: * P<0,001 vs. kontrola.
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Obr. 39: Akutni hemodynamické zmény po aplikaci isoprenalinu (ISO), fyziologického roztoku
(kontroly), dexrazoxanu (DEX) nebo kombinace DEX+ISO. A: stfedni tlak krve. B: levokomorovy
tlakovy gradient. C: parametr relaxace levé komory dP/dt.;,. Vysledky jsou vyjadieny jako
procentudlni rozdil oproti vychozim hodnotdm (pfed aplikaci latek). Statistickd vyznamnost vs.
kontrola: * P<0,05, + P<0,01, A P<0,001.

Pro lepsi prehlednost jsou SEM a statisticka vyznamnost vs. kontrola ukdzany pouze v case 1, 3,
5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 a 120 min. Kontroly a DEX se vyznamné neodliSovaly v zadnych
hodnotach ani Casovych intervalech a jejich odchylky jsou zobrazené pouze v hornim sméru.
Vyznamné rozdily mezi DEX a DEX+ISO na hladiné¢ vyznamnosti P<0,05 byly nalezeny pouze

Vv pripad¢ stfedniho arterialniho tlaku krve od 30. min do konce pokusu (nezobrazeno v grafu).
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V ptipad¢ zmén EKG parametri (Obr. 40), ISO zpiisobil rychlé zvySeni/snizeni u ST
segmentu, amplitudy T viny a intervalu PR. Neprojevily se zadné vyznamné zmény u trvani
a velikosti amplitudy P viny nebo trvani QRS komplexu. QT interval je u potkant obtizné
zm¢fit (Beinfield a Lehr, 1968) a tudiz nebyl zahrnut v analyze EKG dat. DEX nebyl schopen
snizit prodlouZeni intervalu PR a zvySeni ST segmentu. Z toho vyplyva, ze nem¢l zadny vliv
na AV blokadu a ischemii. Caste¢né oviem snizoval zmény T viny.

U hemodynamickych i EKG parametrii se neprojevily zadné vyznamné rozdily mezi
skupinami s fyziologickym roztokem a skupinou DEX, ackoliv podani DEX mélo tendenci

k nevyznamnému snizeni sttedniho arterialniho tlaku krve po 1 hod.
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Vysledky jsou vyjadfeny jako absolutni aritmeticky rozdil vs. vychozi hodnota v ¢ase 0 (pied
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samotnym u zadného z méfenych EKG parametrt.
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(kontroly), dexrazoxanu (DEX) nebo kombinace DEX+ISO. A: vySka ST segmentu. B: amlituda T

viny. C: relativni PR interval (méfeny jako PR déleny délkou cyklu).

aplikaci latek) v pfipadé ST segmentu a amplitudy T a procentualni rozdil vs. vychozi hodnota v ¢ase

0 v pripadé PR intervalu. Statisticka vyznamnost vs. kontrola: * P<0,05, + PAORH0,001.



V1. DISKUZE

Zelezo je nepostradatelny prvek zahrnuty do mnoha Zivotné dileZitych procesii (napf.
prenos kysliku, syntéza DNA, tvorba ATP) a je nezbytnou sou¢asti mnoha enzymii. Zelezo se
za fyziologickych podminek prakticky nenachazi ve volné, redoxné aktivni formé, ale za
urcitych patologickych podminek, jako je nizké pH v ptipadé ischemie, mize byt z vazebnych
proteinti néasledné¢ uvolnéno do cirkulace a podilet se na produkci volnych radikalt
(Haberova-Weissova reakce) a nasledné na poskozeni makromolekul (napt. poskozeni lipidi
bunéénych membran, proteinii i DNA). Z uvedeného vyplyva, ze chelatory zeleza by mohly
byt prospésné v terapii AIM a nasledné reperfuze po terapeutickych zakrocich (obnoveni
perfuze po podani fibrinolytik ¢i po koronarni angioplastice), kdy Zelezo hraje vyznamnou
roli v patogenezi tzv. I-R poSkozeni. V dne$ni dobé jsou chelatory Zeleza vyuzivané jako
1é¢iva u mnoha patologickych stavii jako je akutni otrava Zelezem, chronicky nadbytek zeleza
nebo prevence antracyklinové kardiotoxicity (Oliviery a Brittenham, 1997; Popelova et al.,
2009; Cvetkovic a Scott, 2005). Nicméné jejich prospésny ucinek muize byt rozsahlejsi a jsou
zkoumany 1 jako l1éCiva v prevenci riznych stavl spojenych s I-R poskozenim (vysvétleno na
str. 10 a v Seznamu zkratek), které zavisi na jejich schopnosti inhibovat Fentonovu reakci
vazanim redoxn¢ aktivniho Zeleza (Kalinowski a Richardson, 2005).

V naSich in vitro pokusech jsme vyuzili pii stanovovani hladin Zeleza metodu
S pouzitim ferrozinu. Tato metoda ma relativné dostateCnou piesnost a specifitu a mize byt
vyuzita pro rychlou analyzu chelatace Zeleza. Stupen chelatace Zelezitych ionti muze byt
zhodnocen nepiimo méfenim chelatace celkového zeleza pii pH 4,5 nebo v prostiedi DMSO
bez pufru. Tato metodika nemuize byt vyuzita pii vysSim pH, protoZe rozpustnost Zelezitych
iontl klesd od kyselého po neutralni pH (Cornell a Schwertmann, 2003). Validita metody
uZité v nasi studii byla potvrzena DFO, standardnim chelatorem Zeleza klinicky uzivanym pfi

patologickych intoxikacich Zelezem. Chelatuje Zelezité ionty s vysokou afinitou v poméru 1:1.
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V nékterych studiich bylo jiz prokazano, ze latky s Zelezo-chelatatnimi uc¢inky
snizovaly poSkozeni myokardu u katecholaminového modelu AIM (Mladénka et al., 2009b).
Z toho divodu jsme ptedpokladali, ze by flavonoidy a kumariny mohly byt jesté¢ u€inngjsi,
protoze poskytuji, krom¢ Zelezo-chelatatni aktivity, 1 jiné potencidln¢ uzitecné
uc¢inky (Fylaktakidou et al., 2004; Borges et al., 2005; Menghini et al., 2010). Uziti n¢kterych
flavonoidii ¢i zelezo-chelatacnich 4-metylkumarini vSak muze byt nevhodné predevsim
v kyselém prostiedi. Tato problematika muze byt podpoifena i nasimi daty zminénymi diive
v ptipad¢ rutinu, ktery ma znac¢nou Zelezo-chelatacni aktivitu a zhorSuje poskozeni myokardu
u naseho modelu AIM, pravdépodobné, alespon castecné, diky jeho schopnosti redukovat
zelezité ionty (Mladénka et al., 20099).

V nasich in vitro studiich jsme proto srovnavali chelataéni Géinky jednotlivych
flavonoidii a kumarina pti rizném pH a prokdzali jsme, Ze nékteré flavonoidy 1 kumariny jsou
podobné aktivni jako standardni cheldtor DFO. V ptipad¢ flavonoidi jsou to predevSim
zastupci s katecholickym kruhem B s 3-hydroxy-4-keto uspofadanim a 2,3-dvojnou vazbou.
Nejucinngjsi flavonoidy s Zelezo-chelata¢ni aktivitou maji 6,7-dihydroxy uspoiadani kruhu A.
Flavonoidy z prvni skupiny, zahrnujici myricetin a quercetin, dosahly aktivity DFO pouze za
fyziologického nebo mu blizkého pH. Zastupce druhé jmenované skupiny, baikalein, prokazal
stejnou ucinnost jako DFO pii vSech testovanych pH. Skute¢nost, ze baikalein je u¢innéj$im
chelatorem Zeleza nez jiné obvyklé flavonoidy bylo nedavno prokéazano i jinymi autory (Perez
et al., 2009). Podobné tomu bylo i u zkoumanych lipofilnich 4-metylkumarind, kdy 2 -OH
skupiny v ortho pozici korespondovaly s nejvyssi Zelezo-chelataéni tc¢innosti a dosahly
ucinki DFO ptfi pH 6,8 a 7,5. U orto-diacetoxy-4-metylkumarini byla aktivita jiz nizsi.
Existuji i dalsi mozna chelatacni mista jako napt. 5-hydroxy-4-keto uspotadani u flavonoidi,

ale jeho vyznamnost je jiz niz$i nez u vySe zminénych chelatatnich mist. Komplex
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flavonoid-Zelezo tvofeny timto mistem je méné staly a Zelezo muze byt za kyselych podminek
snadno uvolné€no. Tato riznorodost v Zelezo-chelata¢nich schopnostech je vysvétlena
pravdépodobné riznou disociaci protonti hydroxyskupin.

Mezi nevyznamna chelata¢ni mista, kdy Zelezo neni stabilné vazané, patii u flavonoida
izolovanad ketoskupina, izolovana hydroxyskupina, metoxyskupina nebo hydroxyskupina
s ptilehlou metoxyskupinou (Kuo et al., 1998; Hider et al., 2001). V pfipad¢ kumarint Zelezo
vyznamné nevazaly zastupci s pouhymi metoxyskupinami, se samotnou hydroxyskupinou
nebo se dvéma hydroxy/acetoxyskupinami v meta pozici.

V piipadé srovnani U¢innosti a poctu hydroxyskupin jsme zjistili, ze flavonoidy
S jednou ¢i zddnou hydroxyskupinou nemaji chelatacni aktivitu, ale neni zadny rozdil mezi
katecholickym a pyrogallolovym B kruhem, tzn. Ze 2 hydroxyskupiny jsou dostacujici pro
chelataci Zeleza a prilehla skupina navic neposkytuje jiz zadnou vyhodu. Opacné vysledky
byly ovSem nalezeny u kruhu A u flavoni, kde zvySujici se poCet hydroxyskupin zlepsil
Zelezo-chelataéni potencial. U kumarinti ze ziskanych dat vyplyva, Zze 7,8-dihydroxy-4-
metylkumariny jsou sice aktivnéj§imi chelatory nez 6,7-dihydroxy-4-metylkumariny, ovsem
posledni zminéné se zdaji byt siln€jSimi chelatory v kyselém prostiedi (Raj et al., 1998).
V pripad¢ zhéaseci aktivity volnych radikalt je u flavonoidi nejvyznamnéjsi 3°,4’-orto-
dihydroxyfenolicka struktura B kruhu. Pfidané hydroxyskupiny v pozicich 5a 6 (a 7) u kruhu
A ale mohou nahradit zh&3eci funkci hydroxyskupin kruhu B.

V naSich publikovanych vysledcich (Mladénka et al., 2011) jsme také urcovali
stechiometrii flavonoidi, kdy jsme zméfili chelataci v molarnim poméru flavonoid:zelezo 1:1.
V neutralnim pH chelatoval baikalein, quercetin a myricetin pfiblizné 100% zeleza, coz
naznacuje komplexy se stechiometrii 1:1 nebo vyssi, zatimco morin, negletein, katechin,
epikatechin a taxifolin chelatovaly okolo 50 % Zeleza, coZz znamenda komplex 2:1

flavonoid:zelezo. 3-hydroxyflavon chelatoval okolo 30%, tedy lze pfedpokladat komplex 3:1.
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V fipadé pH 4,5 byla urCena stechiometrie chelatace Zelezitych iontt. Baikalein prokazal
pomér opét 1:1, quercetin, kampferol, myricetin, morin 2:1 a 3-hydroxyflavon 3:1. Tato
studie neanalyzovala chelataci Zelezitych iontti u vyS$iho pH kvili obtiznostem spojenym
s redukci iontu.

Nasledn¢ byla také zkouména schopnost 4-metylkumarinti redukovat zelezité¢ ionty.
Dokonce i kumariny s pouze jednou volnou hydroxyskupinou prokazaly ur€ity stupen
redukce Zelezitych iontd. Stejné kumariny s jednou volnou hydroxyskupinou se ukazaly byt
jen velmi malo aktivni RONS scavengery (Kaneko et al., 2003). Navic tato studie poukazala
na to, Ze mohou byt naopak Skodlivé kvili redukci zelezitych iontii na zeleznaté, které se
ucastni Fentonovy reakce produkujici OH' radikal.
zdravotnicky problém a jsou vedouci pfi¢inou mortality a morbidity po celém svété bez
ohledu na soucasny ptiznivy vyvoj v jejich incidenci (Dahlof, 2010). Pfedpoklada se, ze
rozvoj ICHS je Uzce spjat se stavem antioxidantti a oxida¢nim stresem a s nim spojenou
tvorbou RONS (Halliwell, 1994). Proto existuje fada studii, zahrnujici 1 naSe, kde je snaha
nalézt prevenci pred poSkozenim myokardu AIM, resp. I-R poskozenim. Z toho divodu bylo
vyvinuto nékolik in vivo zvifecich modelt AIM, napf. nami uzivany katecholaminovy,
jmenovité isoprenalinovy model (Karthick a Stanely Mainzen Prince, 2006; Kassim et al.,
2006; Rajadurai a Prince, 2007; Punithavathi et al., 2010; Chagoya de Sanchez et al., 1997).
Synteticky katecholamin ISO je c¢asto uzivan v experimentalni kardiologii k vyvolani
patologického stavu v mnoha aspektech podobnému AIM u lidi. Jeho podani ve velkych
davkach vede k nedostatecnému zdsobovani myokardu kyslikem néasledovanému ischemii
myokardu s produkci RONS, zalozené na uvolnéni volného Zeleza a médi (Pinelli® et al.,

2004; Diaz-munoz et al., 2006; Rona et al., 1983). Tento model mtze byt patofyziologicky
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vyznamny kvili tomu, Ze endogenni katecholaminy jsou vyznamné uvolnovany béhem AIM,
coz muze prispivat k pozdéjsimu zhorSeni onemocnéni (Lameris et al., 2000).

NaSe in vivo studie se zabyvala uCinky latek s Zelezo-chelata¢ni aktivitou, napf.
bioflavonoidu rutinu nebo DEX, chelatoru pouzivaného v praxi pii prevenci antracyklinové
kardiotoxicity, na isoprenalinovy model AIM.

Flavonoidy jsou skupinou latek, kterd je testovana pro svij pozitivni vliv na rizna
kardiovaskularni onemocnéni diky svym antioxidacnim uU¢inkim, které zahrnuji pifimé
vychytavani reaktivnich forem kysliku, chelataci kovu, inhibici n¢kterych radikaly-tvoticich
enzymu (xantinoxiddza, NADPH oxiddza a lipoxygenaza), dale inhibici agregace desti¢ek
nebo vasodilatacni vlastnosti. Tyto Uc¢inky nejsou piitomny u vSech flavonoidi, ale jsou
ovlivnény specifickymi substitucemi zakladni chemické struktury (Mladénka et al., 2010;
Rice-Evans et al., 1996). Ackoliv jsou flavonoidy obecné povazovany za bezpecné
slouceniny, mnoho publikaci vSak poukazalo na jejich prooxidacni ucinky (Galati a O'Brien,
2004; Chou et al., 2007).

Teoreticky by flavonoidy mély byt potencidlné protektivnimi latkami diky jejich
zelezo/méd’ vazajicim vlastnostem a vychytdvani RONS. Napi. u rutinu bylo prokazano
jednak vychytavani RONS (pfedev§im superoxidu a hypochloritu) (Russo et al., 2000;
Moridani et al., 2003; Firuzi et al., 2004), tak i vazani Zeleza a médi a sniZeni oxida¢niho
poskozeni katalyzovaného volnym Zelezem (Afanas’ev et al., 1989; Russo et al., 2000; Mira
et al., 2002). Navic se ukézalo, Ze rutin inhibuje xantinoxidazu, kterd je hlavnim RONS
produkujicim enzymem puasobicim v ischemické tké&ni (Russo et al., 2000; Berry a Hare,
2004). Nicméng, navzdory témto prospéSnym vlastnostem, v nasi studii rutin spiSe zhorSoval

poskozeni myokardu zptsobené ISO.

75



Existuji nejméné tii hlavni faktory pfispivajici k nezadoucimu pusobeni rutinu u ISO
modelu AIM:
1. Hydrofilni charakter rutinu, ktery mize ptedstavovat hlavni rozdil od jeho lipofilniho
aglykonu - quercetinu, u kterého bylo prokazano, Ze ptrechazi pies lipofilni bariéry. Naopak
rutin prechdzi jen v malém mnozstvi do bunck diky zminéné hydrofilit¢ a vyplyvajici
nepatrné rozpustnosti v membranach erytrocytu (Ferrali et al., 1997). Lipofilita koreluje
s protektivnimi antioxida¢nimi Géinky polyfenolu (Sestili et al., 2002). Z toho divodu mohou
rozdily v lipofilni/hydrofilni povaze vysvétlit selhani rutinu v in vivo protekci myokardu
u modelového poskozeni I1SO.
2.  Piimy vliv na kardiovaskularni systém, kdy se projevily pozitivné€ inotropni u¢inky
a ucinky vedouci ke snizeni tlaku krve (Lorenz et al., 2008; Hotta et al., 2006; Perez-Vizcaino
et al., 2009). V nasi studii rutin v zavislosti na davce zvySoval srde¢ni index pravdépodobné
diky zvySujici se srde¢ni inotropii. V pifipad¢ katecholaminového poSkozeni myokardu mize
mit pozitivné inotropni G¢inek rutinu hlavni vliv, protoze miize vést k pozd¢jSimu zvySovani
pozadavku na dodani kysliku myokardu a k vyznamnéj$Simu posSkozeni srdce. Stejné
vazodilatace navozena rutinem muze zhorSovat akutné patogenezi ISO poskozeni, protoze
ISO v davce pouzité v této studii vede k vyraznému poklesu tlaku krve a tim i poklesu
koronarni perfuze (viz Obr. 34).
3. Pravdépodobné existuje uzké davkové rozmezi mezi antioxidacnimi a pro-oxida¢nimi
vlastnostmi flavonoidi (Moran et al., 1997; Galati a O"Brien, 2004). Davka 46 mg.kg™ rutinu
byla vybrana jako ekvimolarni k bezpe¢né davce referen¢niho chelatoru Zeleza DFO
(50 mg.kg™) (Ambrosio et al., 1987). Zminéna davka rutinu zpusobila patrné histopatologické
zmény v myokardu a vyvolala nékteré zmény v hladindch myokardidlnich prvkd, jako je
zvyseni obsahu vapniku a m&di. Navic, ob& davky rutinu (krom& davky 46 mgkg™ byla

vV

testovana i nizsf davka 11,5 mg.kg™ pii i.v. podani) sniZily v davkové zavislosti obsah zinku
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v myokardu. Uvedené faktory mohou ovlivnit katecholaminovou kardiotoxicitu, protoze méd’
a zinek jsou soucasti antioxidacnich enzymii a zvySena hladina vapniku poukazuje na
nefyziologické myokardidlni zmény. Navic nékteré flavonoidy s katecholovym B kruhem
mohou produkovat RONS a oxidovat glutation nebo s nim tvofit adi¢ni slouceniny (Galati
a O"Brien, 2004).

Nase vysledky jsou tedy v pfimém kontrastu s daty jiné vyzkumné skupiny, ktera
naopak ukazala pozitivni U¢inky peroralniho podavéni rutinu na katecholaminovou
kardiotoxicitu (Karthick a Stanely Mainzen Prince, 2006; Stanely Mainzen Prince a Karthick,
2007). V nasi studii rutin aplikovany i.v. bezprostiedné (5 minut) pfed ISO neputsobil
preventivné vii¢i katecholaminové kardiotoxicité€, spise ji ve své vyssi davce zvySoval. OvSem
u peroralniho podani rutinu u lidi nebo potkanti nedochazi k jeho absorbci (Manach et al.,
1995; Choudhury et al., 1999). Je §tépen na rtizné metabolity (napf. quercetin, isorhamnetin,
tamarixetin nebo rizné fenolické kyseliny) intestinalnimi bakteriemi (Pashikanti et al., 2010;
Braune et al., 2001) a neni absorbovan jako ptvodni slouc¢enina. Je tudiz pravdépodobné, Ze
protektivniho vlivu p.o. podaného rutinu v téchto studiich nebylo zfejmé dosazeno rutinem
samotnym, ale spiSe jeho aktivnimi metabolity. Naopak, rutin podany i.v. (jako v nasi studii)
pravdépodobné nepodstupuje metabolizaci na quercetin (Choudhury et al., 1999). Dalsi in
vitro a in vivo studie jsou tfeba pro lepsi porozuméni G¢inkl rutinu (a/nebo jeho metaboliti)
v biologickych systémech.

Dalsim chelata¢nim ¢inidlem zkoumanym v ramci naSich in vivo studii je DEX. Jedna
se o prolécivo, které je pomalu pfeménéno na aktivni Zelezo-chelatujici metabolit(y), bud’
spontanné za neutralnich podminek nebo rychleji enzymy (Hasinoff a Aoyama, 1999%),
Navic miize byt tato pfeména znacné urychlena zelezem, predev§im Zeleznatymi ionty (Buss
a Hasinoff, 1995; Hasinoff a Aoyama, 1999%. Tato transformace byla nami potvrzena za

neutrdlniho a jemu blizkého pH (Obr. 41). Davka uzitd v nasi studii byla vybrana na zakladé
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nasich predeslych studii (Mladénka et al., 2009°; Mladénka et al., 2009%). Je ekvimolarni 50
mg.kg™ DFO, co? je davka v rozmezi obvyklych terapeutickych davek.

Pozitivni uc€inky DEX pravdépodobné odpovidaji antidysrytmické protekci myokardu.
Driivéjsi studie prokézaly snizeni rizika dysrytmii DEX po aplikaci antracyklint, kde DEX
piedchazel prodlouzeni QT intervalu (Ducroq et al., 2010; Galetta et al., 2005). Smrtelné
dysrytmie, nejcastéji fibrilace komor, se projevovaly vétSinou 30 min (nebo pozdé€ji) po
aplikaci ISO a byly pravdépodobné zpiisobeny spiSe RONS nez ISO. V nasi studii se
komorova fibrilace vyskytla u jednoho ISO zvifete (2 hodinovy experiment). Naopak dvé
zvifata zahynula po AV blokad¢ s naslednou zéastavou srdce. AV blokady se zdaji byt
typickym jevem pozorovanym po aplikaci vysokych davek katecholaminti na rozdil od jinych
modeli AIM (okluze koronarni arterie), kde dominuje fibrilace komor (Barta et al., 2008). Je
ovSem mozné, ze vyskyt AV blokdd razného stupné byl zintenzivnén anestezii uretanem.
V porovnani s ISO samotnym, ve skupiné DEX+ISO zemielo pouze jedno zvife na AV
blokadu a Zadne na fibrilaci komor. V této studii nem¢l DEX pfili§ vliv na AV blokadu, ale
zda se, ze inhibuje fibrilaci komor. Muze to byt z toho divodu, Ze Casné AV blokady
nemohou byt inhibovany DEX kvuli jeho nizké transformaci na aktivni metabolity v kyselych
fibrilaci komor. Dalsim dilezitym protektivnim ucinkem DEX je inhibice nadbytku véapniku,
coz je dalsi vyznamna pficina tachydysrytmii a pozdnéjsiho poskozeni myokardu. Navic byl
DEX v inhibici G¢inngj$i nez jind zelezo-chelata¢ni ¢inidla diky jeho neselektivni kov-
chelatujici aktivité. Kromé Zeleznatych a zelezitych iontd chelatoval DEX s docela podobnou
afinitou 1 méd’, vapnik, mangan a zinek (Tetef et al., 2001; Von Hoff, 1998). Na druhé strané
tato neselektivni chelatace mize byt spojena s vedlejsimi G¢inky DEX, pfedevsim rizikem

nadmérného vylucovani zinku. Naopak ale mirnd chelatace vépniku byla pravdépodobné
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zodpovédna za nepatrné snizeni levokomorového tlakového gradientu se sou¢asnym snizenim
tlaku krve po 90 min a za vyznamné snizeni minutového srde¢niho vydeje po 24 hodinéch.
Neschopnost DEX u¢innéji zabranit srde¢nimu poSkozeni zpusobeného ISO byla
pravdépodobné zplsobena relativné nizkou dévkou nebo nedostateCnou pieménou na
Zelezo-chelatujici metabolity. DEX nedosahoval G¢innosti napf. nového chelatoru Zeleza

PCTH (2-pyridoxylkarboxaldehyd 2-thiophenekarboxyl hydrazon), u kterého jsme zkoumali

mg.kg™ i.v.) ekvimolarni k b&zné davce DFO vedl ke 100% pieziti zvifat po aplikaci ISO,
inhiboval tedy jak Casné arytmie, tak pozd¢jsi poskozeni myokardu, coz bylo provazeno
predev§im vyznamnou redukci hladin srdecniho ¢TnT a vlhké hmotnosti komor zvySené po
podani ISO. DEX vlhkou hmotnost komor neovliviioval.

Mirny ucinek DEX zlepSovat katecholaminové poskozeni a naopak vysoka uc¢innost
tohoto chelatoru, ve srovnani s jinymi chelatory, v prevenci antracyklinové karditoxicity,
muze byt spojena s odliSnym chovanim tohoto chelatoru v rizném pH prostfedi vlivem
patofyziologickych faktorii, jako je acidéza doprovazejici AIM. Tudiz bylo dulezité takeé
testovat schopnost DEX véazat Zelezo za riznych pH (Obr. 41). Ac¢koliv je DEX povaZovan za
prolécivo, mize byt pfimo pfeménén volnymi Zeleznatymi ionty na uc¢inny cheléator zeleza.
Ale to muze byt uskutecnéno vétSinou pouze v neutralnim nebo velmi blizkém pH
(v molarnim koncentra¢nim poméru 100:1 DEX: Zelezo je piiblizné 50% Zeleza chelatovano).
Kyselé¢ podminky pti pH 5,5 tuto pfeménu znac¢né snizovaly. U vySe zminéné¢ho poméru bylo

chelatovano zhruba pouze 10% Zeleza.
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Obr. 41: In vitro chelatace zeleznatych ionti DEX pfi rizném pH a rizném molarnim poméru

koncentrace DEX:Fe?".
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VIl. ZAVER

Jednim z cild disertaéni prace bylo porovnat in vitro Zelezo-chelatacni ucinky
testovanych polyfenolickych latek (flavonoidi a kumarinil) pii pato/fyziologickych pH
podminkach. Nejen Ze schopnost jednotlivych latek chelatovat Zelezo byla zavisla na jejich
chemické struktufe, ale také na prostfedi. Napt. ortho-dihydroxy-4-metylkumariny
a ortho-diacetoxy-4-metylkumariny maji vyznamnou schopnost vazat Zelezo za podminek
blizkych fyziologickému pH. OvSem naopak miize byt jejich pouziti v kyselém prostiedi
(jako u AIM) nezadouci v disledku redukce zelezitych iontii a nasledné tcasti Zeleznatych
iontl ve Fentonoveé reakci s produkci vysoce reaktivniho OH’. Podobné tomu bylo i v piipadé
testovanych flavonoida.

V pripad¢ in vivo ucinkiti zkoumanych chelata¢nich latek mizeme shrnout, ze rutin,
i pres své predpoklady byt uclinnou kardioprotektivni latkou, nebyl schopen snizit
katecholaminovou kardiotoxicitu u experimentalnino modelu AIM navozeného vysokymi
davkami ISO, pravdépodobné diky nizké schopnosti chelatovat Zzelezo v kyselém prostiedi
provazajicim ischemii a jeho hydrofilnimu charakteru ztéZzujicimu prostup do bunék pies
biologické membrany. Naopak rutin spise myokardialni poskozeni zhorSoval, a to pfedevs§im
ve vysSich davkach.

DEX m¢él nékteré kardioprotektivni u€inky u modelu AIM, zejména snizoval Castecné
mortalitu, nasledky pozdéjsiho poskozeni myokardu, ptebytek vapniku v kardiomyocytech,
periferni hemodynamické poruchy a ziejmé také vyskyt fibrilace komor, zatimco nem¢l
ucinky na AV blokady, jak prokazaly 2-hodinové pokusy. Tyto uinky byly pravdépodobné
pievazné zalozeny na chelataci zeleza a Caste¢né na inhibici piebytku vapniku. Souhrnné
kardioprotektivni u€inky DEX jsou ovlivnény typem a vaznosti poskozeni myokardu, davkou

a davkovacim schématem DEX uZitého v experimentalni studii.
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Uvod a cil studie: Ischemicka choroba srdeéni (ICHS) a specialng jeji nejvaznéjsi forma

akutni infarkt myokardu (AIM) piedstavuje vyznamny zdravotni problém v rozvinutych
zemich s relativné vysokou mortalitou. V rdmci multifaktoridlni patogeneze AIM zaujimaji
vyznamné misto reaktivni formy kysliku a dusiku (RONS) tvofené za katalytického piisobeni
volného zeleza, vystupnovand aktivita sympatického nervového systému a uvolfiovani
katecholamint. Proto je jako vhodny model AIM pouzivan synteticky katecholamin
isoprenalin (ISO), ktery navozuje morfologické a funk¢éni zmény podobné tém, které
provazeji AIM u lidi.

AIM je povaZzovan 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 stupiiuje.

VyuZiti chelatort zeleza by mélo mit protektivni vliv na I-R a AIM, jak vyplyva ze
zminéné patogeneze. Chelatory Zeleza predstavuji rozsahlou skupinu 1é¢iv s velmi variabilni

strukturou. Klinicky jsou vyuZzivané v piipadech akutniho piedavkovani Zzelezem
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a chronického pfesyceni Zelezem spojeného piedev§im s castym podavanim krevnich
transfuzi zejména u pacientli s talasemii. Tyto latky jsou ovSem experimentaln¢ zkoumany
Vv fadé jinych indikaci.

Cil této studie byl tudiz zaméfen na latky s potencidlem chelatovat Zelezo, které

piispiva k rozvoji oxida¢niho stresu myokardu. Prostfednictvim in vitro metody jsme
porovnali Zelezo-chelata¢ni ucinky testovanych polyfenolickych latek pii pato/fyziologickych
pH podminkach, jejich vztah ke struktufe a srovnali jsme jejich ucinky se standardnim
chelatorem deferoxaminem. Druhou ¢ast disertani prace jsme vénovali in vivo analyze
ucinka latek s Zelezo-chelatanim potencialem na katecholaminovém modelu AIM
navozeném vysokymi davkami ISO.
Metodika: V in vitro studiich byla analyzovana chelata¢ni aktivita a stabilita utvofenych
komplexti u 26 flavonoidii z riznych skupin a fady ptirozené se vyskytujicich a chemicky
syntetizovanych 4-metylkumarini, a to za riznych pato/fyziologickych pH podminek
(4,5/5,5/6,8/7,5), ve srovnani s klinicky uzivanym chelatorem Zeleza deferoxaminem.
Chelatace Zeleznatych iontii a celkového zeleza byla zkoumana pomoci jednoduché
spektrofotometrické zkousky. Chelatory Zeleza byly smichany s Zeleznatymi nebo Zelezitymi
ionty v rtiznych koncentra¢nich pomérech. Koncentrace nevazaného Zeleza byla poté uréena
specifickym indikatorem zeleznatych ionth ferrozinem pii vinové délce 562 nm. Absorbance
byla méfena ihned po piidani ferrozinu a po 5 minutach. Stanoveni zelezitych ionti probiha
nepiimo, pomoci jejich redukce hydroxylaminem na Zeleznaté, které jsou nasledné stanoveny
ferrozinem. Timto nepfimym zpusobem je stanovena i chelatace celkového Zeleza.

V in vivo experimentech byli pouziti samci potkanti kmene Han:Wistar o primérné
hmotnosti 360 g. Potkani byli premedikovani i.v. flavonoidem rutinem (46 mg.kg™ a 11,5
mg.kg™) nebo standardnim chelatorem Zeleza dexrazoxanem (20,4 mg.kg™) (DEX) samotnym

nebo v kombinaci s 1SO (100 mg.kg™?) podanym s.c. Za 24 hodin po aplikaci 16¢iv byla
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zvifata anestezovana za pomoci uretanu (1,2 g.kg™ i.p.). Hemodynamické parametry srdeéni
funkce byly zméfeny prostiednictvim termodiluéni metody za pouziti piistroje Cardiosys®
(Experimetria Ltd. ©®, Mad’arsko). V piipadé DEX se provadglo jesté kontinualni 2-hodinové
méfeni hemodynamickych parametrii srde¢ni funkce a EKG parametrii pomoci pfistroje
PowerLab® (AdInstruments, Australie). Krevni vzorek byl odebran pro stanoveni
biochemickych markert. Po eutanazii potkant i.v. poddnim KCI (1 mM) bylo srdce vyjmuto
pro zvaZeni srde¢nich komor, analyzu vybranych iontd a histopatologické vySetieni.
predstavuje 6,7-dihydroxy struktura, jako v pfipad¢ baikaleinu, ktery prokazal stejnou aktivitu
ve vSech testovanych pH jako deferoxamin. Vyznamnou Zelezo-chelata¢ni aktivitu maji také
flavonoidy s 3-hydroxy-4-keto uspoiadanim 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 neutrdlnich podminek.
5-hydroxy-4-keto uspotadani bylo mén¢ aktivni a samotné keto, hydroxy, metoxyskupiny
nebo ortho-metoxy-hydroxyskupiny nebyly spojeny s chelataci Zeleza.

Mezi testovanymi kumariny byly nejucinnéj§imi chelatory Zeleza orto-
dihydroxyderivaty. 7,8-dihydroxy-4-metylkumariny dosahly za neutralniho pH ucinnosti
deferoxaminu, ovSem nevéazaly Zelezo dostate¢né 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-diacetoxykumarinti.

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 srde¢niho troponinu T (cTnT) do cirkulace, vzestupem vlhké hmotnosti

84



komor, pfesycenim myokardu vapnikem a histopatologickymi abnormalitami. V piipadé 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. Vyssi davka zvysila mortalitu, potencovala
uvolnéni cTnT a zvysila pfesyceni myokardu vapnikem.

DEX snizil umrtnost potkant piedev§im pravdépodobné diky utlumu dysrytmii

a inhibici pfebytku vapniku. Ackoliv mél DEX tendenci sniZzovat stfedni tlak krve, nemé¢l
Zadny vyznamny vliv na ostatni hemodynamické a EKG parametry.
Zavér: Schopnost jednotlivych latek chelatovat zelezo zéavisi na jejich chemické strukture
a prosttedi. Uziti nekterych Zelezo-chelatacnich flavonoidi ¢i 4-metylkumarini muze byt totiz
nevhodné piedev§im v kyselém prostfedi (jako je tomu u akutniho infarktu myokardu)
v disledku redukce zelezitych iontl a nasledné ucasti zeleznatych ionti ve Fentonové reakci
a zvysené produkci volnych radikalt kysliku a dusiku.

V piipadé in vivo a¢inka rutin nebyl schopen sniZit katecholaminovou kardiotoxicitu
pravdépodobné diky jeho hydrofilnimu charakteru a pro-oxida¢nim vlastnostem. Naopak toto
myokardialni poskozeni ve vysSich davkach spiSe zhorSoval. DEX prokazal nékteré
kardioprotektivni u¢inky u modelu AIM, ty byly ale pravdépodobné vétSinou zplisobené

antidysrytmickym ptsobenim diky chelataci Zeleza a inhibici pfesyceni myokardu vapnikem.
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Background and aim: Ischaemic heart disease (IHD) and particularly its most serious form -

acute myocardial infarction (AMI) - represents significant health problem in the developed
countries with relatively high mortality. Within multifactorial pathogenesis of AMI, reactive
oxygen and nitrogen species (RONS) generated by free iron catalytic effect and increased
activity of the sympathetic nervous system accompanied with a release of the catecholamines
play a significant role. Large doses of the synthetic katecholamine isoprenaline has been used
as a suitable experimental model of AMI.

AIM is considered as typical form of ischaemic-reperfusion (I-R) injury. RONS,
which are excessively released during the first minutes of reperfusion, play a significant role
in the pathogenesis of myocardial I-R injury. Free iron significantly increases the process of
RONS generation.

Use of iron chelators could have protective influence in I-R injury and AMI, which is
obvious from the mentioned pathogenesis. Iron chelators represent large group of drugs with

very variable chemical structure. In clinical practice they are used in cases of acute iron
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overdose and in chronic iron overload accompanying mainly frequent blood transfusions in
patients with thalassaemia. These substances are experimentally studied also in another
pathological conditions.

Aim of this study was therefore focused on substances with iron chelation potential.
By in vitro method we compared iron-chelating activity of the tested polyphenolic substances
in different patho/physiological pH conditions, their relation to the structure. Their chelating
activity was compared with the standard chelating agent deferoxamine. The last part of the
doctoral thesis deals with in vivo analysis of the effects of iron chelating substances in
catecholamine model of AMI, induced by the administration of high dose of 1SO.
Methods: In in vitro studies, 26 flavonoids from different subclasses and a series of naturally
and synthetic 4-methylcoumarins were analysed for their iron chelating activity and stability
of the formed complexes in four patho/physiologically relevant pH conditions
(4.5/5.5/6.8/7.5) and compared with clinically used iron chelator deferoxamine. Ferrous ions
and total iron chelating activity was assessed by a simple spectrophotometric assay. Iron
chelators were mixed with ferrous or ferric ions in various ratios. Concentration of free iron
was measured by specific indicator of ferrous ions ferrozine at 562 nm. Absorbance was
measured immediately after addition of ferrozine and 5 minutes later. Concentrations of ferric
ions is determined indirectly by means of ferric ions reduction by hydroxylamine to ferrous
ions, which are subsequently determined by ferrozine. By this indirect method, the total iron
chelation has been assessed too.

In in vivo experiments we used male Han:Wistar rats weighing approximately 360 g.
Rats were pretreated i.v. with flavonoid rutin (46 mg.kg™ and 11,5 mg.kg™) or with standard
iron chelator dexrazoxane (20,4 mg.kg™) (DEX) alone or in combination with 1SO (100
mg.kg™ s.c.). 24 hours after drug(s) administration, animals were anaesthetized with uretane

(1,2 gkg™ ip.). Haemodynamic parameters of cardiac function were assessed by
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thermodilution method using Cardiosys® (Experimetria Ltd. ©, Mad’arsko). In the case of
DEX, continual 2-hours measurements of haemodynamic and ECG parameters using
apparatus PowerLab® (AdInstruments, Australie) were performed. Blood sample was
withdrawn for biochemical measurement. Following euthanasia (1 mM KCI i.v.), the heart
ventricles were removed for the measurement of their wet weight, concentration of the
selected elements and for histopathological analysis.

Results: In vitro study demonstrated that the most effective iron binding site of flavonoids
represents 6,7-dihydroxy structure, as in the case of baicalein, which had the similar activity
in all tested pH as compared to deferoxamine. The 3-hydroxy-4-keto conformation together
with 2,3-double bond and catecholic B ring, for example myricetin and quercetin, were also
associated with a substantial iron chelation, but they have no significant role in the acidic
conditions. They have similar activity like baicalein and deferoxamine only in the neutral
conditions. The 5-hydroxy-4-keto site was less efficient and isolated keto, hydroxyl, methoxyl
groups or an ortho-methoxy-hydroxyl groups were not associated with iron chelation.

Among the tested coumarins, ortho-dihydroxyderivatives were the most potent iron
chelators. 7,8-dihydroxy-4-methylcoumarins reached the efficacy of deferoxamine in neutral
pH, but they did not bind iron firmly in acidic conditions. In addition, they reduced ferric ions
to ferrous ones, which could lead to intensification of the Fenton chemistry. Other tested
coumarins did not substantially chelate iron with exception of ortho-diacetoxycoumarins.

In in vivo study, 1SO alone caused 30% mortality, a decrease in blood presure, cardiac
output, total peripheral resistance and an increase in heart rate, marked elevation of cardiac
troponin T concentration, wet ventricle weight increase, myocardial calcium overload and
histopathological abnormalities. Regarding ECG parameters, 1SO caused rapid elevation in

ST junction and a depression in T-wave and R-wave amplitudes.
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Rutin decreased peripheral resistance elevation following ISO administration, but
generally, rutin rather aggravated catecholamine myocardial injury. Higher dose of rutin
increased mortality, intensified an increase in serum cTnT concentration and increased
calcium overload in myocardium.

DEX decreased mortality likely due to an attenuation of dysrhythmias and inhibition
of myocardial calcium overload. Although DEX tended to insignificantly decrease mean
blood pressure, it had no significant influence on other haemodynamic and ECG parameters.
Conclusion: Ability of particular substances to chelate iron depends on their chemical
structure and pH conditions. Using of some iron-chelating flavonoids or 4-methylcoumarins
could be unsuitable mainly in acidic conditions (e.g., in acute myocardial infarction), as
a consequence of ferric ions reduction and subsequent participation of ferrous ions in Fenton
chemistry.

In the case of in vivo effects, rutin was not able to decrease catecholamine
cardiotoxicity, probably due to its hydrophilic character and pro-oxidant properties.
Contrarily, rutin in higher dose rather aggravated this myocardial injury. DEX demonstrated
some cardioprotective effects in a model of AMI, which were probably caused, at least partly,
by antidysrhytmic activity due to iron chelation and partial prevention of calcium overload of

the myocardial tissue.
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X.  SEZNAM ZKRATEK

AIM- akutni infarkt myokardu

ATP- adenosintrifosfat

cTnT- srde¢ni troponin T

DEX- dexrazoxan

DFO- deferoxamin

DFP- deferipron

DFX- deferasirox

DMSO- dimetyl sulfoxid

DNA- deoxyribonukleova kyselina

EDTA- kyselina ethylendiaminotetraoctova

EKG- elektrokardiogram

HEPES- 4-(2-hydroxyethyl)-piperazineethanesulfonova kyselina
ICHS- ischemicka choroba srde¢ni

I-R- ischemicko-reperfuzni

ISO- isoprenalin

LDL- lipoproteiny s nizkou hustotou

MDA- malondialdehyd

NADPH- nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NOS- syntaza NO

PCTH- 2-pyridoxylkarboxaldehyd 2-thiophenekarboxyl hydrazon
RONS- z ang. reactive oxygen and nitrogen species, reaktivni slou¢eniny kysliku a dusiku
SOD- superoxiddismutaza

TBARS- reaktivni slou¢eniny kyseliny thiobarbiturové
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