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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biochemickych véd

Kandidat: Katetina Pravdikova

Skolitel: Doc. PharmDr. Toma$ Simtnek, Ph.D.

Néazev diplomové prace: Studium protektivnich ~ vlastnosti  série  novych
aroylhydrazonovych chelatorti iontl zeleza

pfed poskozenim srde¢nich bun¢k oxida¢nim stresem.

Oxidac¢ni stres je definovan jako nerovnovdha mezi oxidanty a antioxidanty
ve prospéch oxidantl. Pfi tomto dé€ji dochdzi prostfednictvim Haber-Weissovy reakce,
kde se jako katalyzator ucastni redoxné aktivni zelezo, k tvorbé reaktivnich forem
kysliku. Ty hraji vyznamnou roli v patogenezi mnoha onemocnéni vcetné
kardiovaskularnich. Po objasnéni ulohy Zeleza v téchto dé&jich se pozornost zaméfila
na chelatory Zeleza. Jejich uziti pomaha odstranit volné ionty Zeleza, které tak nemohou
katalyzovat radikdlové reakce, coz vede k zamezeni dalSiho rozvoje oxidacniho
poskozeni myokardu.

Cilem této prace bylo studium kardioprotektivnich u€¢inkli nové syntetizovanych
aroylhydrazonovych derivati chelatoru zeleza SIH proti toxickému plsobeni peroxidu
vodiku in vitro. Zkoumana byla také jejich vlastni toxicita.

K hodnoceni protektivnich 1 toxickych uc¢inkd jednotlivych cheldtori byla
pouzita bunécna linie H9c2 odvozend od potkanich embryondlnich srdec¢nich
myoblasti. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci testu viability bunék zalozeného
na vychytavani neutrdlni Cervené zivymi buinkami. K fotografické dokumentaci byla
pouzita fluorescencni mikroskopie bunék barvenych fluorescen¢ni sondou JC-1.

Vysledky ukazaly, ze redukované derivaty rSIH, rHAPI a rHPPI nemaji zadné
kardioprotektivni uCinky. Naopak chelatory BHPPI, 2API a 7HII vykazovaly
pfisrovndni s referen¢nim cheldtorem SIH lepsi kardioprotektivni Uc¢inky. OvSem
vlastni toxicita vSech téchto latek byla ve srovnani se SIH vyssi. Pii porovnani poméru
cytoprotektivni Ui€innosti a vlastni toxicity zadny zkouSeny chelator nevykazoval lepsi
pomér nez referencni chelator STH.

Nicméné tato prace piinasi fadu poznatkl, které poslouzi jako zpétnd vazba

koleglim v chemické laboratofi pfi planovani syntéz dalSich perspektivnich derivati.
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ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biochemical Sciences

Candidate: Katefina Pravdikova
Supervisor: Doc. PharmDr. Tomas Simtnek, Ph.D.
Title of diploma thesis: Study of the protective properties of the series of novel

aroylhydrazone iron chelators against the oxidative
stress-induced cardiomyocyte injury.

Oxidative stress is an imbalance between oxidants and antioxidants in favor
of oxidants. In this process occurs the formation of reactive oxygen species (ROS)
via the Haber-Weiss reaction, where a redox-active iron participates as the catalyst.
ROS play an important role in the pathogenesis of many diseases, including
cardiovascular diseases. After clarifying the role of iron in these processes, attention has
focused on iron chelators. They may remove free iron ions, which thus cannot catalyse
radical reactions, and prevent further development of oxidative damage to the
myocardium.

The aim of this work was to study the cardioprotective effects of newly
synthesized aroylhydrazone derivatives of iron chelator SIH against the toxic effects
of hydrogen peroxide in vitro. Their own toxicities were also examined.

H9c2 cell line derived from rat embryonic cardiac myoblasts was used
for evaluation of the protective and toxic effects of chelators. The evaluation was done
using a cell viability assay based on the uptake of neutral red by living cells.
Fluorescence microscopy was used for photographic documentation of stained cells
with fluorescent probe JC-1.

The results showed that the reduced derivatives rSIH, rHAPI and rHPPI do not
possess any cardioprotective effects. On the contrary, chelators BHPPI, 2API and 7HII
showed better cardioprotective effects in comparison to reference chelator SIH.
However, the inherent toxicity of these compounds was higher than of SIH. There was
no tested chelator with a better ratio of cytoprotective effect and inherent toxicity
than the reference chelator SIH.

However, this work brings a lot of findings that serve as feedback for colleagues

in the chemical laboratory in planning syntheses of other promising derivatives.
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1. Uvod

Tato préace je soucasti SirSiho vyzkumu provadéného na Farmaceutické fakulté
UK, ktery se zabyvd moznostmi farmakologické ochrany srde¢nich bunék

pted plisobenim oxida¢niho stresu.

Cilem této diplomové prace bylo tivodni studium novych aroylhydrazonovych
chelatorti Zeleza syntetizovanych na katedie anorganické a organické chemie FaF UK.
Toto studium bylo provadéno v podminkach in vitro na bunééné linii H9¢2 odvozené
od potkanich embryonalnich srde¢nich myoblasti a jeho zdmérem bylo vytipovat
zajimavé a nad€jné latky pro dalsi studium a pro potencialni vyuZiti v terapii srdecnich
onemocnéni se znamou nebo predpokladanou roli oxida¢niho stresu a pfinést zpétnou

vazbu koleglim z chemického pracoviste pro syntézy dalSich latek.



2. Soucasny stav resené problematiky

2.1. Kyslik

Kyslik je nejrozSifenéjSim prvkem v piirod€. Existuje ve dvou alotropickych
formach. Atmosféricky kyslik tvoii dvojatomové molekuly O,, které nas obklopuji.
Druhou alotropickou formou je o0zén (viz 2.2.2.3). Kyslik se vyskytuje v nékolika
(Kritsmar-Smogrovi¢ 2007, Rayner-Canham a Overton 2006).

Skoro vSechny organismy, s vyjimkou né€kterych anaerobnich a aerotolerantnich,
potfebuji kyslik. Vyuzivaji jej pro efektivni vyrobu energie pomoci elektronovych
transportnich fetézctl, jako jsou ty v mitochondriich eukaryotnich bunék a bunéénych
membranach mnoha bakterii (Halliwell a Gutteridge 2007).

Mnohobunécéné organismy, vcetné savcl, maji vyvinuty mechanismy, které
zajistuji, aby byl kyslik dorucen ke vSem bunikam, které jej potfebuji. Malé mnozstvi O,
miZe cestovat rozpusténo v krevni plazmé. Toto mnoZstvi je limitovano rozpustnosti
kysliku ve vodném prostiedi pii télesné teploté. Zbyly kyslik je pfendSen pomoci
prenasect (Halliwell a Gutteridge 2007).

Globiny jsou malé respiracni proteiny, které reverzibilné vazi a prenasi O,
prostiednictvim porfyrinového kruhu obsahujiciho Zelezo. VétSina globinli se podili
na udrzeni ptisunu kysliku do aerobniho metabolismu respiracniho fetézce, i kdyz jsou
jim také pfipisovany enzymatické funkce (Brunori a Gibson 2001, Flogel et al. 2001,
Minning et al. 1999, Pesce et al. 2003).

Hemoglobin (Hb) transportuje kyslik v obéhovém systému. Myoglobin (Mb) se
nachézi v srdci a v pficn€ pruhovanych svalech, kde usnadnuje Siteni O,. Neuroglobin
(Nb) zésobuje kyslikem nervovou tkan (Halliwell a Gutteridge 2007, Pesce et al. 2003,
Rokyta 2000).

I kdyz je kyslik biogennim prvkem a jeho pfitomnost je nezbytna pro existenci
vétSiny zivych organizmi na této planeté, ma i mnoho toxickych ucinka (Halliwell

a Gutteridge 1984).
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2.2. Reaktivni formy Kkysliku

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou slouceniny odvozeny od molekularniho
kysliku, které zahrnuji nejen volné kyslikové radikdly, ale také slouceniny
neradikalového typu (viz Tab. 2.1.) (Battino et al. 1999, Circu a Aw 2010, Turrens
2003).

Biradikalni molekuldrni kyslik m& dva neparové elektrony lokalizované
vriznych n* antivazebnych orbitalech. Tyto elektrony maji stejny spin, a kyslik
tak mze pfijimat elektrony pouze po jednom (Halliwell a Gutteridge 2007). Z toho
vyplyvé, Ze kyslik neni pfili§ reaktivni. Situace se zméni, pokud dojde k excitaci
jednoho z téchto dvou elektronti. Excitovany elektron zméni svlij spin, ¢imZ vznika
silny a rychle reagujici oxidant (dva elektrony s odlisnym spinem jsou schopny snadno
reagovat s jinymi pary elektront predevsim ve dvojné vazb¢) (Turrens 2003).

Redukce molekularniho kysliku probihd ve ¢tyfech krocich, béhem kterych

vznikaji riizné reaktivni formy kysliku:

0,4+ e - 03¢ +e (+2H*) > H,0,+ e~ (+H*) > OHe 4+ e (+H*) - 2 H,0

(Galaris a Pantopoulos 2008)

Radikaly Neradikaly
Superoxidovy radikal O, Singletovy kyslik ‘0,
Hydroxylovy radikal OHe Peroxid vodiku H,0,
Hydroperoxylovy radikal HO,¢ 0Oz6n O3

Peroxylovy radikal RO, Kyselina chlorna HOCI

Alkoxylovy radikal RO*
Aryloxylovy radikal ArOe
Arylperoxylovy radikal ArO,e
Acyloxylovy radikal RCO,*

Acylperoxylovy radikal RCO3¢

Tab. 2.1. Reaktivni formy kysliku (Battino et al. 1999).
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2.2.1 Volné radikaly

Volné radikaly (VR) jsou definovany jako castice, které maji jeden nebo vice
neparovych elektronti (Halliwell a Gutteridge 2007). Mohou byt pozitivné€ ¢i negativné
nabité, nebo elektricky neutralni (Battino et al. 1999).

Radikdly mohou vznikat rlznymi zpusoby. Ztratou jednoho -elektronu
z neradikdlu (kation-radikal), nebo naopak pfijetim elektronu (anion-radikal). Také
mohou vznikat homolytickym $t€penim kovalentni vazby — jeden elektron z vazebného
paru zlstava kazdému atomu. Energie potfebna pro rozStépeni kovalentni vazby je
ziskavana teplem, UV zafenim ¢i ionizujicim zéfenim. VR také mohou vznikat
procesem zvanym vakuové vymrazovani neboli lyofilizace (Halliwell a Gutteridge
2007).

Chemicka reaktivita volnych radikali se vzajemné velmi lisi (Halliwell

a Gutteridge 2007).
2.2.1.1 Superoxidovy radikal

Superoxidovy anion-radikdl (O;*) vznikd pfidanim jednoho elektronu
do zakladniho stavu kysliku. Jedna se o prekurzor vétSiny ROS a je prostfednikem
pii oxidacnich fetézovych reakcich (Turrens 2003). Jeho polocas je pfiblizné 2-4 pus
(Dat et al. 2000).

O,* je tvoren témét ve vSech aerobnich bunkach. Jednim z dulezitych zdroji
je respiracni vzplanuti fagocytl, poté co odhali cizi ¢astice nebo imunitni komplexy.
Pfitomto vzplanuti dochdzi k aktivaci NADPH oxidazy, ktera katalyzuje vznik
superoxidu. Mezi fagocytujici bunky, které vytvaii O, patii neutrofily, monocyty,
makrofagy a eozinofily (Halliwell a Gutteridge 1984, Turrens 2003). Superoxid
také mize vznikat diky proteolytické konverzi xantindehydrogendzy na xantinoxidazu
¢i piisobenim cytochrom P450-dependentni oxygendzy. Mimo tyto enzymatické reakce
miZze vznikat i neenzymaticky (Turrens 2003).

Reakci s druhym O, poskytuje dalsi ROS. Dismutaci vznik4 peroxid vodiku
(H20,), pfijetim elektronu vznikd peroxidovy aniont, ktery se mulze dale meénit
na kyslikovy aniont (O*) (Halliwell a Gutteridge 2007, Turrens 2003). O, také miize
pfijmout proton za vzniku hydroperoxylového radikalu (HO;*) (Battino et al. 1999).
Kromé toho mize O, reagovat s dal$imi radikély, mezi které patii oxid dusnaty (NOe).

Touto reakci vznika peroxynitrit (ONOQO"), ktery je také velmi silny oxidant (Turrens
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2003), je vSak povazovan za méné reaktivni neZ peroxidy (Dat et al. 2000).
Pro oxidanty obsahujici dusik, které jsou odvozené od NOe se pouziva oznaceni
reaktivni formy dusiku (RNS) (Turrens 2003).

Superoxidovy radikal mize oxidovat n¢které aminokyseliny (histidin, methionin
a tryptofan). Také je zodpovédny za peroxidaci lipidl, ktera zpisobuje oslabeni

membran (Dat et al. 2000).
2.2.1.2 Hydroxylovy radikal

Homolytickym Stépenim vazby O-O v peroxidu vodiku vznika hydroxylovy
radikal (HOe). Tato reakce muze byt katalyzovana teplem, ionizujicim zéafenim nebo
pfitomnosti né€kterych kovl jako je Zelezo ¢i méd’. Dal§imi zdroji hydroxylového
radikdlu jsou 0zén (ve vodném roztoku se rozkladd za vzniku HOe), peroxynitrit,
kyselina chlorna (reakci s O;’), ultrazvuk (vodné roztoky jsou vystaveny procesu
zvanému akustickd kavitace, a tim se ziskd potiebna energie k homolytickému Stépeni
vody). Také chinony a semichinony mohou produkovat HOe z peroxidu vodiku
(Halliwell a Gutteridge 2007).

Hydroxylovy radikal mé velmi kratky polocas, ktery je mensi nez 1 ps (Dat et al.
2000). Extrémné rychle reaguje stémét kazdym typem molekuly nachdzejicim se
v zivych buiikach, ktery se ocitne v jeho blizkosti (Halliwell a Gutteridge 1984). Mize
poskodit DNA prostfednictvim reakei s bazemi. S guaninem vytvaii 8-oxo-7,8-dihydro-
20-deoxyguanosin (8-oxo-dG), ktery je dobry ukazatel oxida¢niho poskozeni.
Také poskozuje bunééné membrany reakcei s lipidy (Valko et al. 2005).

Jeho reakce se mohou rozdélit na tfi typy - dehydrogenace, adice a ptrenos

elektronu (Halliwell a Gutteridge 2007).
2.2.1.3 Hydroperoxylovy radikdl

1.7 e . r 1.7 + r 7 . .

Vznika reakci superoxidového radikalu s H'. V porovnani se superoxidem je
mnohem silngj$i oxidacni Cinidlo. Diky tomu, Ze nenese zaddny naboj, by mél
prostupovat snadnéji membranami (na rozdil od O,’¢). Tato skutecnost naznacuje, ze ma

potencidl zplisobovat poskozeni bunék (Halliwell a Gutteridge 2007).

13



2.2.1.4 Peroxylové a alkoxylové radikaly

Peroxylové (RO,*) a alkoxylové (ROe) radikaly jsou obvykle dobrymi
oxida¢nimi ¢inidly (Halliwell a Gutteridge 2007). RO,* jsou méné¢ reaktivni a vice
selektivni nez OHe (Pierrefiche a Laborit 1995).

Peroxylové radikaly mohou vznikat reakci uhlikovych radikali (Re) s kyslikem
¢i hydroperoxylového radikalu s peroxidy. Pti této reakci kromé RO, vznika i peroxid
vodiku. Jinym zplsobem vedoucim k jejich tvorbé je reakce alkoxylovych radikald,
kde dochazi k odtrzeni He z peroxidd. Také Fe’" a nékteré jeho cheldty mohou rozlozit
peroxidy na peroxylovy radikal (Halliwell a Gutteridge 2007).

Alkoxylové radikaly jsou tvofeny rozkladem organickych peroxidi (ROOH) ¢i
produkovany substituovanymi N-hydroxypyridony (Halliwell a Gutteridge 2007).

2.2.2 Slouceniny neradikalového typu
2.2.2.1 Singletovy kyslik

Singletovy kyslik je reaktivnéjsi forma kysliku, kterd ma vétsi oxidacni ucinky.
Toho bylo dosazeno excitaci jednoho elektronu a zménou spinu, a tim byla odstranéna
spinova restrikce (Halliwell a Gutteridge 2007, Turrens 2003). Této excitace lze
dosdhnout pomoci nékterych latek (chlorofyl, retinal, flavonoidy, porfyriny)
fotosenzitiza¢ni reakci. Singletovy kyslik nema Zz4dné neparové elektrony — nejedna se

tedy o volny radikal (Halliwell a Gutteridge 2007, Martinez-Cayuela 1995).
2.2.2.2 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku je téméf bezbarva lehce namodrald vysoce viskozni kapalina. Je
extrémné korozivni (Rayner-Canham a Overton 2006).

Pfidanim druhého elektronu na superoxidovy anion vznikd peroxidovy anion
(0,%), ktery nema 74dné nepéarové elektrony a neni tedy volnym radikalem (Battino et
al. 1999). Jakykoli O,>" vytvofeny pii fyziologickém pH bude okamzité protonovan
za vzniku peroxidu vodiku. Ve vodném roztoku O podstupuje dismutaci za vzniku
H,0, a O,. Tato reakce probiha spontanné nebo je katalyzovana superoxiddismutdzou
(SOD). Rychlost dismutace je vétsi pii kyselém pH (Halliwell a Gutteridge 1984).
Takto vznikly peroxid vodiku muze byt plné¢ redukovan na vodu nebo jen Castecné
na hydroxylovy radikal (Turrens 2003). Také v pfitomnosti iontd pfechodnych kovii se

snadno rozklada a produkuje hydroxylovy radikal skrze Haber-Weissovu ¢i Fentonovu
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reakci (Battino et al. 1999, Dat et al. 2000, Turrens 2003). Peroxid vodiku muze také
vznikat Cinnosti nékterych enzymi, jako je napiiklad monoaminooxiddza (MAO),
xantinoxidaza (XO) a uratoxidaza (Halliwell a Gutteridge 2007). Polocas peroxidu
vodiku je 1 ms (Dat et al. 2000).

Peroxid vodiku volné prochazi pomoci akvaporinli pies biologické membrany,
a diky delSimu polocasu tak miiZe napadat i mista vzdalené&jsi od svého vzniku (Dat et
al. 2000, Halliwell a Gutteridge 2007). V rozmezi koncentraci 10-100 uM zptisobuje
H,O, starnuti nebo apoptoézu. Pfi nizSich koncentracich muze podpofit proliferaci
nekterych bunék a naopak pii vysSich koncentracich potlacuje apoptéozu a podnécuje

nekrézu (Halliwell a Gutteridge 2007).
2.2.2.3 Ozon

Ozén (0O3) je druhd alotropni modifikace kysliku (viz 2.7). Jednd se
o tifatomovou molekulu, kterd se vyskytuje ve formé plynu. Tento plyn je velmi
drazdivy, ma charakteristicky pronikavy zdpach, ktery miZze byt rozpoznan
v koncentraci tak nizké jako 0,01 ppm (Kritsmar-Smogrovi¢ 2007).

I kdyz se jednd vétSinou o exogenni latku, mize byt generovana i in vivo
v aterosklerotickém plétu pti ozonolyze cholesterolu (Halliwell a Gutteridge 2007).

Jiz pfi nizkych koncentracich jako je 0,5 ppm muize exogenni 0zoén zpisobit
ztratu plicnich fasinkovych bunék a pneumocytit 1. typu. Tato poSkozeni nastdvaji
jiz béhem par hodin. Déle v plicich zplsobuje zanét, aktivuje makrofagy a pfitahuje
do plic neutrofily, které pak vytvaii dalsi ROS a jsou dal§im zdrojem oxidacniho stresu.
Kromé toho ozén drazdi i dalSi organy jako je klize a o€i tim, Ze oxiduje proteiny

a lipidy (Halliwell a Gutteridge 2007).
2.2.2.4 Kyselina chlornad

Kyselina chlornd& HOCI je slaba kyselina (Halliwell a Gutteridge 2007)
produkovana enzymem myeloperoxidazou (MPO), ktery je obsazen v azurofilnich
granulich neutrofilnich granulocytl a v lyzozomech monocytii. HOCI je az padesatkrat
ucinnéjsi v zabijeni mikrobii neZ peroxid vodiku (Racek 2008).

Patii mezi silnd oxidac¢ni Cinidla s vysokou reaktivitou a schopnosti poskozovat

biomolekuly jak pfimo, tak rozpadem za tvorby chloru (Halliwell a Gutteridge 2007).
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Kyselina chlorna reaguje se superoxidovym radikdlem nebo za pfitomnosti
7eleznatych (Fe®") iontd za vzniku OHe, reakci s peroxidem vodiku vznika singletovy
kyslik (Halliwell a Gutteridge 2007, Racek 2008).

HOCI oxiduje thioly, askorbat, NAD(P)H a DNA. Také muze chlorovat DNA
baze (pfedev$im pyrimidinové) a tyrosinové zbytky v proteinech. To zplsobuje
poskozeni postrannich fetézcl, fragmentaci a agregaci proteini. Také je povazovana
za hlavni faktor, uplatiujici se v oxidacni modifikaci lipoproteinii o nizké hustoté
(LDL) s aterogennim u¢inkem (Racek 2008).

Miize béhem sekund inaktivovat oy-antitrypsin tim, Ze napadne jeho
methioninovy zbytek a vytvoii methioninsulfoxid. Tim padem nemulzZe a,-antitrypsin
inhibovat nékteré proteolytické enzymy (napiiklad elastdzu) a dochazi k zdvaznému
poskozeni plic (emfyzém). Také inaktivuje antikoagulacné aktivni trombomodulin (opét

reakci na methioninu) a zvySuje srazlivost krve (Halliwell a Gutteridge 2007).
2.2.3 Zdroje ROS

In vivo mohou volné radikdly vznikat zriznych zdroji, mezi které patii
napiiklad autooxidace, fotochemické a enzymatické reakce a miZe zahrnovat
jak exogenni slou¢eniny, tak xenobiotika (Kehrer 2000).

Mezi enzymy schopné generovat ROS patii cytochrom P450, riizné oxidazy,
peroxiddzy, lipooxygenazy a dehydrogenazy. Zapojeni xenobiotik miize byt zvlaste
dilezité pifi urcovani rozsahu tvorby ROS generovanymi témito enzymy. Napiiklad
rizné chinony mohou podstoupit redoxni cykleni a generovat velké mnozstvi ROS, aniz
by byly samy degradovany. NADPH oxidadza je dobfe znama jako zdroj ROS, coz je
soucast jeji antibakterialni funkce ve fagocytujicich buiikach. Na druhou stranu je tento
enzym piitomen i v dal§ich buiikdch a ma dulezitou roli pfi transdukci signalu (Kehrer
2000).

Co se ty¢e bunéénych kompartmentli, produkce téchto reaktivnich forem byla
identifikovana v cytosolu, peroxisomech, plazm¢ a membranach endoplazmatického
retikula 1 matrix a membranach mitochondrii (Venditti et al. 2013).

Hlavnimi misty produkce ROS jsou v mitochondriich komplexy I a III. Nedavno
byla prokédzana produkce ROS i v komplexu II u hlistice Ascaris suum a u potkana.
mitochondridlni glycerol-3-fosfdtdehydrogenaze (mGPDH), pochézi z elektronového

toku do komplexu II. FAD, chinonovy (Q) pool u 4. suum a flavinova sit’ u potkanti
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v mitochondriich v komplexu II (za pfitomnosti sukcinatu) byly navrzeny jako zdroj

ROS (Venditti et al. 2013).
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2.3. Oxidaéni stres

ROS jsou prubézné¢ produkovany buikami a také pribézn€ odstrafiovany
specifickymi bunéénymi enzymatickymi systémy. Tento dynamicky stav se vyrazné lisi
u riznych druhli bunék a zaroven v riznych kompartmentech jedné bunky, stejné jako
mira jejich odstranovani. Jakmile hladiny ROS ptekroci urcity prah, projevi se jejich
Skodlivé UcCinky a stavaji se nebezpeCnymi pro bunécnou integritu (Galaris
a Pantopoulos 2008).

Oxida¢ni stres je definovan jako nerovnovadha mezi oxidanty a antioxidanty
ve prospéch oxidantii, kterd miiZze potencidlné vést k zavaznému poSkozeni bunck.
Oxidanty jsou tvofeny jako normalni produkty aerobniho metabolismu, ale také mohou
byt produkovany ve zvySené mife za patofyziologickych podminek (Sies 1997).

Klicového hrace ur€ujiciho konec¢ny vysledek ucinkd vyvolanych ROS

predstavuje zelezo (Galaris a Pantopoulos 2008).
2.3.1 Fentonova reakce

Témét ve vSech ptipadech souvisejicich s oxidacnim stresem je pocateénim
reaktivnim meziproduktem O’e, ktery je pfeveden na H»O,. Ani jeden z nich neni
silnym oxida¢nim ¢inidlem a jedinymi intraceluldrnimi cily, se kterymi mohou obvykle
pfimo interagovat, jsou Zelezo nebo molekuly obsahujici Zelezo (Galaris a Pantopoulos
2008).

Superoxid je schopny reagovat s proteiny obsahujicimi Fe-S centra (zejména
4Fe-4S) se soubéznym uvolilovanim zeleza a inaktivaci téchto proteinti (Galaris
a Pantopoulos 2008). Inaktivace téchto proteinli je rychly proces a vede k oxidaci Fe-S
klastrii (1), ze kterych se pak uvoliiuje Fe*', které uZ neni tak silné vazano (2) (Jomova

a Valko 2011).
[2Fe(1I) 2Fe(Il) — 4S]?* 4+ 05  +2H* - [Fe(I) 3Fe(1ll) — 4S]3* + H,0, (1)
[Fe(I) 3Fe(IIl) — 4S]3* — [3Fe(lll) — 4S]* + Fe(1l) (2)

Pokud jsou k dispozici redoxné aktivni ionty Zeleza, mlize probihat Fentonova
reakce, pfi které vznikaji extrémné reaktivni HOe (Galaris a Pantopoulos 2008,

Kalinowski a Richardson 2005).

Fe* + H,0, — Fe3* + OH « +0H"
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2.3.2 Haber-Weissova reakce

Pii tomto dé&ji reaguje peroxid vodiku se superoxidem za katalyzy Zelezem

(Kalinowski a Richardson 2005).

Fe katalyza
OE L4 + H202 _— 02 + OH L4 +OH_

Tato reakce je kombinaci Fentonovy reakce a redukce zelezitych iontli pomoci

superoxidu (Jomova a Valko 2011).
Fe3* + 03 » - Fe?t + 0,

Ackoliv jsou 1 jiné pirechodné kovy schopny katalyzovat Haber-Weissovu reakei,
praveé katalyza Zelezem je povazovana za hlavni mechanismus, kterym vzniké4 Skodlivy

HO-e v biologickych systémech (Kehrer 2000).
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2.4. Zelezo

w7

Zelezo (Fe) je &tvrty nejhojnéjsi prvek na Zemi (Halliwell a Gutteridge 2007).
Ma zésadni roli vbunécném ristu a replikaci diky tomu, Ze mnoho proteinti
obsahujicich Zelezo ve své molekule katalyzuje klicové reakce spojené s energetickym
metabolismem (cytochromy, mitochondrialni akonitdza, Fe-S proteiny elektronového
transportniho fetézce), dychanim (hemoglobin a myoglobin) a syntézou DNA
(ribonukleotidreduktaza) (Richardson a Ponka 1997).

Biologické funkce Zeleza jsou zaloZzeny na jeho chemickych vlastnostech
(naptiklad tvofi rtizné koordina¢ni slouceniny s organickymi ligandy a ma vhodny
redoxni potencial) (Galey 2001, Papanikolaou a Pantopoulos 2005). Na druhé strané ma
ale také schopnost katalyzovat tvorbu reaktivnich radikalt. Buniky musi udrzovat
koncentrace volného zeleza tak nizké, jak je to jen mozné, aby se zabranilo tvorbé
téchto radikalt, které vedou k poskozeni DNA, peroxidaci lipidi a mnoha dalSim
toxickym efektim (Galey 2001, Valko et al. 2005).

V zivé hmoté existuje zelezo ve dvou stabilnich oxida¢nich stavech jako
zeleznaté (Fe*") a Zelezité (Fe’") ionty (Arredondo a Nuiiez 2005). P¥i fyziologickém
pH je Fe’" rozpustné, ale ve vodném prostiedi je nestabilni a ma tendenci reagovat
s molekularnim kyslikem za vzniku Fe’" a superoxidu. Fe’* méa naopak nizkou
rozpustnost ve vodé a precipituje ve form¢ hydroxidi Fe(OH)s; (Valko et al. 2005,
Jomova a Valko 2011). V dusledku toho je rozpustnost Zeleza v oxidacnim prostiedsi,
jako je extracelularni tekutina, omezena soucinem rozpustnosti Fe(OH); (Arredondo
a Nufiez 2005). Z téchto poznatkli vyplyvd omezend biologicka dostupnost zeleza
(Papanikolaou a Pantopoulos 2005). V prubéhu casu se vyvinuly proteiny, které
dokazou vazat Fe'' tak, aby bylo termodynamicky stabilni, a zaroven dostupné
pro biologické procesy (Arredondo a Nufiez 2005).

Hladina Zeleza je v biologickych systémech piisné kontrolovana transportnimi
a skladovacimi proteiny, aby se zabranilo nezddoucim radikdlovym reakcim (Galey
2001). Obsah Zeleza v organismu se pohybuje od 45 mg/kg u Zen do 55 mg/kg u muzi,
coz celkové €ini asi 3-5 g (Fontecave a Pierre 1993, Papanikolaou a Pantopoulos 2005).
Zhruba 65 % z tohoto mnoZstvi se nachdzi v hemoglobinu, zatimco myoglobin,
cytochromy a jiné enzymy obsahujici Zelezo zaujimaji dalSich 10 %. 25 % zeleza je
rozdéleno mezi skladovaci proteiny feritin a hemosiderin. Extracelularni transportni

protein transferin obsahuje pouze 0,1 % Zeleza (Jomova a Valko 2011).
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Nedostatek Zeleza je Siroce rozsifeny stav, ktery postihuje pfiblizn¢ 500 miliont
lidi na celém svéteé (Valko et al. 2005). Nedostatek mlize vést k anémii, mentalni
retardaci u rostoucich déti (poruchy myelinizace), poruchdm dopaminergnich drah ¢i
snizeni imunity (Arredondo a Nufiez 2005).

Naopak pfetizeni zelezem je méné Casté. Jedna se o vady vstfebavani ¢i dopravy
zeleza nebo sekundarni poruchy. Ptipady akutni toxicity jsou pomérné vzacné a souvisi
s hepatotoxicitou. Chronickd toxicita ZzZeleza miZze byt spojena s primarni
hemochromatézou (genetickd porucha, pifi které je zvySena absorpce Zeleza
ve stievech), vysokym piijmem Zeleza v potravé nebo Castymi krevnimi transfuzemi.
Vysoky obsah zeleza je spojovan s nékolika patologickymi stavy (onemocnéni jater,
srdecni choroby, rakovina, neurodegenerativni poruchy, diabetes, hormonalni

abnormality a abnormality imunitniho systému) (Valko et al. 2005).
2.4.1 Vstifebavani Zeleza

K absorpci do organismu dochazi v tenkém stfevé pomoci enterocytii. Ty mohou
vstiebavat Zelezo ve dvou forméch — jako hemové, nebo nehemové anorganické
(Kalinowski a Richardson 2005).

Vstiebavani hemového Zzeleza je odlisné od nehemového. Hem je vysoce
biologicky dostupny zdroj zeleza a absorbuje se jako intaktni metaloporfyrin, ktery je
méné ovlivnén lumindlnimi ligandy. Vstifebava se pomoci proteinu pfenasejiciho hem
(HCP1). Jeho exprese je regulovana transkripéné a posttranslaéné. Vychytavani hemu
zprostfedkované HCP1 je zavislé na teploté a je saturabilni. Absorbovany hem je
degradovén inducibilni hemoxygendzou (HO-1) za vzniku biliverdinu, oxidu uhelnatého
a anorganického Zeleza, které je uvolnéno do cytosolu (Galaris a Pantopoulos 2008,
Latunde-Dada et al. 2006).

Nehemové Zzelezo je transportovano pies bunéénou membrdnu enterocytl
do cytosolu pomoci prenasece divalentnich iontii kovi 1 (DMT1; nebo také DCTI,
Nramp?2). Jak zndzvu vyplyva, DMT1 mize ptenaSet pouze dvojmocné ionty kovi.
Protoze anorganické zZelezo nachazejici se v potravé je ve formé nedostupnych
a nerozpustnych Zelezitych sloucenin, musi byt pted absorpci redukovéano na Zeleznatou
formu. K této redukci dochazi duodendlnim cytochromem b (Dcytb), ktery ma
ferrireduktdzovou aktivitu (Kalinowski a Richardson 2005). Hemoprotein Dcytb se
nachazi na apikalni membrané enterocytt. DMT1 je také zapojen do vychytavani Fe*™
v ledvinéch a do transportu zeleza v mozku (Hentze et al. 2004). Absorpci nehemového
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zeleza usnadnuje napiiklad kyselina askorbovd, maso a ryby, naopak za inhibici
absorpce jsou zodpoveédné naptiklad ttisloviny, fytaty, vejce ¢i mléko (Hallberg 1981).
Nakonec je Zelezo uvolnéno z enterocytii do krevniho fecisté pomoci proteinu
ferroportinu 1 (Iregl, MTP). Na tomto procesu se podili i hephaestin, ktery oxiduje Fe**
na Fe'* (Valko et al. 2005) a usnadiiuje inkorporaci Zeleza do transferinu (Singh et al.
2011). Hephaestin je transmembranovy ceruloplazminovy homolog, ktery je
exprimovan ve stfev€. Ferroportin je exprimovan na basolaterdlni membrané

duodenalnich enterocyti (Hentze et al. 2004, Kalinowski a Richardson 2005)

Trarllilerin
Fe3*

a nedostatek Zeleza indukuje jeho expresi (Arredondo a Nufiez 2005).

Fe3*

- Stfevo Plazma

Obr. 2.1. Model absorpce anorganického Zeleza enterocyty. Pozité Fe'" je redukovano v lumen stieva
na Fe** pomoci duodenélniho cytochromu b (Dcytb) a transportovano pies apikélni membramu pomoci
DMTI. Transport Fe*" pres basolaterdlni membranu je zprosttedkovan ferroportinem. Doruceni Zeleza
do cirkulujictho transferinu je spojené sjeho reoxidaci na Fe’" pomoci hephaestinu vazaného

na basolateralni membrané a rozpustného ceruloplazminu (Galaris a Pantopoulos 2008).

Dtlezitou roli pii regulaci Zeleza hraje také 25-aminokyselinovy peptidovy
hormon produkovany hepatocyty oznacovany jako hepcidin (nazyvan také HAMP ¢i
LEAP-1 dle mista diivejsi izolace). Hepcidin existuje jako prekurzor preprohepcidin,
ktery obsahuje 84 aminokyselin. Enzymatickym S$tépenim se uvolni aminokyselinova
sekvence o 64 aminokyselinach, ktera je transportovdna zcytoplasmy do lumen
endoplazmatického retikula (ER) a nasleduje odstranéni 39 aminokyselin konvertazou
podobnou furinu (Singh et al. 2011). Hepcidin zplsobuje inhibici intestinalniho

vstfebavani Zeleza (Papanikolaou et al 2005) vazbou na ferroportin, ¢imz indukuje jeho
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internalizaci a degradaci (Singht et al. 2011). Zanét a pietizeni Zelezem indukuje

syntézu hepcidinu, naopak anémie ¢i hypoxie ji potlacuje (Papanikolaou et al. 2005).
2.4.2 Transport Zeleza

Aby mohlo byt Zelezo pieneseno, musi se navazat na apotransferin (apoTf). Tim
vznikd protein transferin (Tf), ktery dodava Zelezo buiikdm a tkdnim (Arredondo
a Nufiez 2005, Galaris a Pantopoulos 2008). Transferin je vysokoafinitni
a nizkokapacitni monomerni protein, ktery mtiZe transportovat pouze dva Fe’" ionty
(Puntarulo 2005, Valko et al. 2005). Za fyziologickych podminek je pouze zhruba 30 %
transferinu saturovano Zelezem a zbytek zlstava v apo-formé (Galaris a Pantopoulos
2008). Pfi pretizeni Zelezem se vplazmé vyskytuje i1 volné Zelezo nevazané
na transferin (NTBI) (Henzte et al. 2004).

Drtivd vétSina Zeleza vazaného na transferin pochazi z retikuloendotelidlnich
makrofagu, které recykluji Zelezo ze zestarlych Cervenych krvinek pomoci fagocytdzy

(Galaris a Pantopoulos 2008).
2.4.3 Vstup do buiiky

Transferin doruci svij naklad do buniky navazdnim na transferinovy receptor
(TfR). Transferinovy receptor 1 (TfR1) je exprimovan na vétSin€ typu bunék.
Transferinovy receptor 2 (TfR2) je homolog TfR1 a je exprimovan na hepatocytech
a hematopoetickych bunikach. TfR2 méa dvé formy a a B (Aisen et al. 2001, Galaris
a Pantopoulos 2008, Sheftel et al. 2012).

Za fyziologickych podminek Fe vstupuje do buiiky v komplexu Tf/TfR1 pomoci
endocytozy. V kyselém pH endozomu je Fe'  uvolnéno z transferinu, redukovano
na Fe’* (pomoci ferrireduktizy Steap3) a transportovano do cytosolu diky DMTI.
Podstatna cast intracelularniho Zeleza je vyuzita mitochondriemi pro syntézu hemu
a sestaveni Fe-S klastri. Do této organely je Zelezo transportovdno pomoci mitoferinu
(Arredondo a Nufiez 2005, Galaris a Pantopoulos 2008). Diky kyselému pH zlstava
apotransferin navazdn na TfR a tento komplex putuje zpét k plazmatické membrané.
Zde je neutralni prostedi, dochazi k rychlé disociaci a obé ¢asti komplexu jsou pak

reutilizovany pro dalsi pouziti (Richardson a Ponka 1997).
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Obr. 2.2. Bunééné vychytavani zeleza cestou transferinového cyklu. Fe, transferin se navaze
na transferinovy receptor a za ucasti klatrinu je endocytovan. Acidifikace endozomu pomoci protonové
pumpy vyusti vuvolnéni zeleza, které je nasledné transportovano pies endozomalni membranu
do cytosolu pomoci DMT1. Internalizované Zelezo je vyuzito pro metabolické cely v mitochondriich
a piebytek je skladovan ve feritinu v cytosolu. Cast intracelularniho Zeleza ziistava v labilni formé (LIP).
Receptorovy komplex apotransferin/transferin je recyklovan na povrch buiiky, kde je apotransferin

uvolnén (Galaris a Pantopoulos 2008).
2.4.4. Skladovani

Prebytek Zeleza, ktery piekro¢i bunééné pozadavky a neni vyuzit
pro metabolické d€je je skladovan v cytosolu buiikky ve feritinu. Feritin se sklada
z 24 podjednotek tézkych H (heavy ¢i heart) a lehkych L (light ¢i liver) fetézcii. Oba
tyto fetézce jsou potifebné pro jeho spravnou funkci. Jednd se o vysokokapacitni
a nizkoafinitni protein, ktery je schopny pojmout az 4 500 atomi Zeleza. Exprese
feritinu je regulovana na posttranskripéni tirovni (Galaris a Pantopoulos 2008, Valko et
al. 2005). Feritin hraje dtlezitou roli v prevenci toxicity zeleza, protoze je schopny
vazat zelezo ve své centralni dutiné v rozpustné, netoxické a biologicky dostupné
formé. Dalsim zasobni formou Zeleza je hemosiderin, ktery je ve vodé Spatné rozpustny
produkt rozkladu feritinu (Puntarulo 2005).

Mimoto je Zelezo v cytosolu pfitomno také v labilni redoxné aktivni formé
(LIP). Zelezo se do cytosolu dostava po uvolnéni z endozomu, kde je pravdépodobnd

vazéano na nizkomolekularni ligandy, jako je citrat, ATP, AMP, kyselina citronové nebo
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pyrofosfat (Galaris a Pantopoulos 2008, Puntarulo 2005). LIP pfedstavuje pouze 3-5 %
celkového bunécného Zeleza (Arredondo a Nudiez 2005).

Redoxné aktivni zelezo neni pfitomno pouze v cytosolu a v mitochondriich,
ale hlavn€ vramci jinych bunénych kompartmentii (lyzozomy, ER) (Arredondo
a Nufiez 2005, Galaris a Pantopoulos 2008).

Hlavnimi skladovacimi misty zeleza jsou jatra (zhruba 1/3), slezina a kostni dfent

(Puntarulo 2005).
2.4.5 Regulace homeostazy Zeleza

Homeostdza Zeleza je regulovana posttranskripéné. Je provadéna pomoci
proteini regulujicich zelezo IRP1 a IRP2, které se vdzou na elementy kontrolujici
zelezo IREs. IREs se nachazeji v neptfekladanych regionech mRNA hlavnich proteinti
regulujicich bunéénou homeostazu zeleza (TR, feritin). IRP1 mlze fungovat jako
protein, ktery se vdZze na mRNA nebo jako akonitdza (podle toho jestli je nebo neni
pritomny Fe-S klastr). IRP2 je strukturdln¢ a funkéné podobny IRP1, ale nesestavuje
klastry ani nevykazuje akonitdzovou aktivitu (Aisen et al. 2001, Arredondo a Nufiez
2005, Cairo et al. 2002, Eisenstein a Ross 2003).

IRPs nereaguji pouze na zmény v Urovni Zeleza, ale také jsou citlivé na ROS.
IRP1 je rapidn¢ indukovdn oxidativnim stresem ve form¢ extracelularniho H,O,.
Aktivace IRP1 zprostfedkovand peroxidem vodiku stimuluje vychytdvani Zzeleza
pomoci TfR1 a potlacuje syntézu feritinu (Arredondo a Nunez 2005, Galaris

a Pantopoulos 2008, Puntarulo 2005).
2.4.6 Vylucovani

Jakmile Zelezo vstoupi do krevniho ob€hu, organismus nema zadné fyziologicky
vyznamné mechanismy, které by zplsobovaly vétsi vyluCovani Zeleza. V malych
mnozstvich, pfiblizné¢ 1-3 mg/den, se Zelezo ztraci deskvamaci bunck predevSim
ze stfeva, ale také zIuci, z kiize nebo krvacenim a u Zen menstruaci (Fontecave a Pierre

1993, Galey 2001, Puntarulo 2005, Valko et al. 2005).
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2.5 Chelatory Zeleza

Jak jiz bylo zminéno vySe, i pies to, Ze Zelezo hraje zésadni roli v biologickych
systémech, je také diky své redoxni aktivité¢ potenciondlné toxicky kov. Chelatace
zeleza exogennimi ligandy se tedy nabizi jako mozZnost, jak 1éCit napiiklad nemoci
z pretizeni Zeleza, ¢i jak omezit ucast Fe na reakcich, které generuji VR a tim ovliviiuji
oxidac¢ni rovnovahu bun¢k a tkani (Buss et al. 2004).

Existuje n¢kolik dilezitych kritérii, které musime brat v uvahu pii snaze nalézt
ucinné chelatory Zeleza. Jedna se o cestu podani, chelata¢ni G€innost a toxicita ligandu
(Kalinowski a Richardson 2005). Chelator musi mit vysokou afinitu k Zelezu,
specificnost ve srovnani s jinymi kovovymi ionty, vhodnou tkanovou distribuci,
metabolismus a biologickou dostupnost (Galey 2001). V idealnim ptipadé by mél byt
ucinny po perordlnim podani, ekonomicky dostupny a bez nezddoucich ucinkil

(Kalinowski a Richardson 2005).
2.5.1 Siderofory

Jedna se o pfirodni chelatory Zeleza produkované nékterymi mikroorganismy,
kterym zajistuji zelezo pro jejich rast (Galey 2001, Kalinowski a Richardson 2005).
Maji vysoké afinitni konstanty, nicméné, s vyjimkou DFO, omezenou biologickou
dostupnost a sklon ostrafiovat Fe’* z feritinu i transferinu. To limituje jejich pouziti
in vivo. Dal8i nevyhodou téchto latek je mozné zvysSeni patogenity nékterych bakterii

a plisni (Galey 2001, Sharpe et al. 2011).

2.5.1.1 Desferrioxamin

Desferrioxamin (DFO) je hexadentdlni siderofor izolovany ze Streptomyces
pilosus (Buss et al. 2004). Pouziva se pro terapii nemoci z ptetizeni zelezem jako je
napiiklad B-talasémie ¢i dédi¢na hemochromatoza, kde funguje jako ucinny zpisob
odstranéni nadmérného mnozstvi Zeleza z organismu (Galey 2001). Ma vysokou afinitu
pro Fe’". Vytvaii s nim metabolicky neaktivni vysoce stabilni komplexy v poméru 1:1,
a tim zabranuje produkci ROS (Kalinowski a Richardson 2005, Sharpe et al. 2011).
Afinita DFO k Fe*" je o 20 ¥ad nizsi (Sharpe et al. 2011). Uginnost je viak velmi
ovlivnéna jeho hydrofilitou. Ta zpiisobuje Spatnou absorpci z gastrointestinalniho traktu
(Je tedy perordln€ neuc¢inny) a ma kratky plazmaticky polocas. Proto se podava

podkoznimi injekcemi, které se musi podavat dvakrat denné a navic tyto infuze trvaji az
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12 hodin (Buss et al. 2004, Kalinowski a Richardson 2005, Sharpe et al. 2011). To je
pro spolupréci pacientll velmi nepfiznivé a proto se provadi rizné pokusy s cilem zlepsit
metody doruc¢eni DFO, napiiklad konjugaci se Skrobem ¢i prodlouzené uvolnovani
z lipozomit (Kontoghiorghes et al. 2005, Sharpe et al. 2011). DFO ma také

antineoplastickou aktivitu (Kalinowski a Richardson 2005).

0

H3C\H/N\/\/\/NH OH

Cl)H NH
AN~ X
0

0

Obr. 2.3. Chemicka struktura desferrioxaminu (DFO) (Kalinowski a Richardson 2005).
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Obr. 2.4. Chemicka struktura komplexu DFO s trojmocnym Zelezem (Kalinowski a Richardson 2005).
2.5.1.2 Desferrithiocin a desferri-exocheliny

Desferrithiocin (DFT) je tridentalni siderofor izolovany z bakterie Streptomyces
antibioticus (Tam et al. 2003). Tento ligand vaze Zelezo prostfednictvim fenolického
kysliku, karboxylového kysliku a thiazolového dusiku (Buss et al. 2004, Sharpe et al.
2011). Patii mezi prvni oraln¢ aktivni siderofory. Nicméné jeho vyzkum byl ukoncen
v II. fazi klinickych studii, protoZe se objevily toxické uc€inky na ledviny (Sharpe et al.
2011). Kvtli tomuto neptiznivému nezadoucimu ucinku byly studovany dalsi analogy.
Ty jiz nebyly nefrotoxické, ale vykazovaly GIT toxicitu (Kalinowski a Richardson
2005). Kromé afinity k zelezu ma také afinitu k iontiim zinku a médi (Buss et al. 2004).

Desferri-exocheliny jsou skupina hexadentdlnich siderofori uvolnénych
z Mycobacterium tuberculosis (Pahl et al. 2000), které¢ vyuzivaji kyslikové atomy, aby
vazaly Zelezo (Kalinowski a Richardson 2005). Byly provedeny studie, které ukazaly
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schopnost téchto siderofortl pfimo odstraiiovat Zelezo z lidského transferinu a koniského
feritinu (Gobin a Horwitz 1996). Byla u nich prokazana silnd protinadorova aktivita

na buitkach MCF-7 (Kalinowski a Richardson 2005).

OH

Obr. 2.5. Chemicka struktura desferrithiocinu (DFT) (Kalinowski a Richardson 2005).
2.5.2 Syntetické chelatory Zeleza
2.5.2.1 Deferasirox

Deferasirox  (ICL670A) je  4-[3,5-bis(2-hydroxyfenyl)-1,2,4-triazol-1-yl]
benzoova kyselina (Tam et al. 2003). Jedna se o perordln¢ aktivni tridentalni chelator
(Kontoghiorghes et al. 2005), ktery jako donorové skupiny vyuziva triazolylovy dusik
a dva fenolické kysliky. Selektivné vaze Fe’™ a nebo Fe’" (Kalinowski a Richardson
2005). M4 nizkou rychlost plazmatické clearance, proto se uziva pouze jednou denn¢.
Cast&jsi podavani by zpiisobilo hromadéni 1éku v plazmé a tkanich a nasledné zvyseni
toxicity. Je schopen vstoupit do bunck, ale jeho komplexy s zelezem nemusi byt
schopny difundovat zbunék ven kvili mnohem vys§i molekulové hmotnosti
(Kontoghiorghes et al. 2005). U této slouceniny byla také prokazana antiproliferacni
aktivita ovSem pfi vySSich koncentracich nez vykazuji jiné chelatory, které se vyviji
jako protinadorové latky (Richardson et al. 2009).

OH

HO
OH

Obr. 2.6. Chemicka struktura deferasiroxu (Kalinowski a Richardson 2005).
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2.5.2.2 Deferipron

1,2-dimethyl-3-hydroxypyridin-4-on (L1, CP20, deferipron) je bidentalni
chelator (Kalinowski a Richardson 2005). M4 velmi hotkou chut’ a je téZce rozpustny
ve vod¢ pfi neutralnim pH. Oproti tomu v kyselém prostiedi zaludku je velmi dobie
rozpustny, a proto se podava ve formé tablet ¢i kapsli (Kontoghiorghes et al. 2005).
Diky své peroralni aktivité, byl prvni slou¢eninou, ktera tesila problém non-compliance
pacientii s 1écbou DFO (Sharpe et al. 2011).

Byly provedeny studie, kde se uzivala kombinace L1 a DFO ve snaze zvysit
clearance zeleza (Kalinowski a Richardson 2005, Sharpe et al. 2011). Tato kombinace
se zda byt ucinna pfi snizovani zdvazného srde¢niho zatiZzeni zelezem (Sharpe et al.
2011). Tato lécba je zvlasteé dalezitd pro zachranu Zzivota pacientil s kardiomyopatii
zpusobené nadmérym ukladanim Zeleza v srdci (Kontoghiorghes et al. 2005). Mensi
lipofilni chelator véaze Zelezo v intracelularnich kompartmentech neptistupnych
pro vétsi ligand. Pak pfenese sviij ndklad k silnéjSimu extraceluldarnimu hexadentalnimu
chelatoru, coz vede k synergickému efektu (Sharpe et al. 2011). Béhem téchto studii
bylo zjisténo dvojndsobné zvySeni medidnu hladiny zeleza vylu¢ované moci
u talasemickych pacientil ve srovnani s monoterapii jednotlivymi chelatory (Kalinowski
a Richardson 2005). Tato kombinacni 1écba mize umoznit pouziti niz§ich davek obou
chelatort a tim omezit toxicitu pozorovanou pii vyssich davkach (Sharpe et al. 2011).

Jiz byly zkoumany také analogy deferipronu. Jednim z nich je LINAII, ktery
patii do druhé generace analogll. Allyl substituent zvySuje lipofilitu slouCeniny
a vykazuje lepsi Uc¢inek na mobilizaci Zeleza nez L1. Také je pomaleji metabolizovan
(Kontoghiorghes et al. 2005). Fluorované derivaty deferipronu byly zvefejnény
v patentu. Byly vyvinuty, aby prochazely hematoencefalickou bariérou do mozku
a pusobily jako lécebné prostredky pii neurodegenerativnich onemocnénich jako je

Parkinsonova ¢i Alzheimerova nemoc (Sharpe et al. 2011).

o
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Obr. 2.7. Chemicka struktura deferipronu (Sharpe et al. 2011).

29



2.5.2.3 Tachpyridin

Hexadentalni cheléator, ktery vyuziva tfi pyridylové dusiky a tfi sekundérni
aminové dusiky k vazani zeleza (Buss et al. 2004). Za aerobnich podminek vaze silngji
Fe’ nez Fe’* (Planalp et al. 2002), navic bylo zjisténo, ze dokaze redukovat navézané

trojmocné Zelezo na zelezo dvojmocné (Park et al. 1998).

2.5.2.4 Aroylhydrazony
2.5.2.4.1 PIH a analogy

Pyridoxalisonikotinoylhydrazon (PIH) je perordlné ucinny tridentalni chelator
(Tam et al. 2003), ktery vaze Zelezo oktahedralné€ ptes karbonylovy kyslik, iminovy
dusik a fenolicky kyslik. Pomér ligandu a Zeleza je 2:1. PIH a jeho analogy jsou znamé
jako série 100 (Kalinowski a Richardson 2005). Mé vysokou afinitu pro Fe’", dokaze
ucinné prostupovat pies plazmatické a mitochondridlni membrany jako volny ligand
i v komplexu s Zelezem, diky ¢emuz ma chelata¢ni G€innost pfinejmensim srovnatelnou
s DFO (Chaston a Richardson 2003, Kalinowski a Richardson 2005). PIH také vaze
Fe®', ale sniz§i afinitou. Zeleznaty komplex PIH je citlivy k oxidaéni konverzi
v ptitomnosti kysliku, kdy tvoii Zelezit¢ komplexy (Sharpe et al. 2011). Tim se snizuje
hladina Fe*" dostupného pro produkci ROS (Kalinowski a Richardson 2005). Bylo také
prokéazéano, ze PIH a jeho analogy vaZou ionty vapenaté, manganaté a zine¢naté, ackoliv
s mnohem niz§i afinitou nez Zelezité ionty (Sharpe et al. 2011).

Komplexy Zeleza a PIH ¢i jeho analogli nejsou zcela inertni. Schopnost PIH
a dalSich analogti série 100 podporovat ROS hraje roli v oxidacnim poskozeni bunék.
Mira tohoto efektu je ovSem nizs$i nez je tomu u cytotoxickych cheldtort jako je
napfiklad triapin nebo cheldtory PKIH fady (viz 2.5.2.4.4) (Kalinowski a Richardson
2005).
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Obr. 2.8. Chemicka struktura PIH (Chaston a Richardson 2003).
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Obr. 2.9. Tridentalni chelator PIH pouziva k navazani zeleza karbonylovy a fenolicky kyslik a iminovy

dusik (Kalinowski a Richardson 2005).

2.5.2.4.2 SIH a analogy

Dalsi cheldtory vznikly ndhradou pyridoxalu v PIH vice lipofilni
salicylaldehydovou skupinou. Vznikla tak série 200. Tato strukturdlni obména ma
za nasledek zvySenou afinitu k iontlim Zeleza nez PIH. Tyto chelatory maji jak Gcinky
vazat zelezo, tak cytotoxické. U chelatorii série 200 byla prokdzana vysSsi G€innost
v prevenci vychytavani Zeleza z Tf nez u DFO. Diky tomu maji tyto chelatory potencial
nahradit problematické pouziti DFO v klinické 1é¢bé nemoci z pietizeni Zelezem. Navic
pfistudiich invivo na kralicich nebyly patrné nezaddouci ucinky (Kalinowski
a Richardson 2005).

Matetskou  slouceninou je  salicylaldehydisonikotinoylhydrazon  (SIH)
(Kalinowski a Richardson 2005). SIH je tridentalni chelator. Diky své lipofilit¢ snadno
vstupuje do bunék, kde pevné chelatuje intracelulatni redoxné aktivni Zelezo a tvofi
s Zelezitymi ionty komplexy v poméru 2:1. Dokéaze tedy efektivné blokovat produkci
OH- z H,0, zavislou na Zeleze (Horackova et al. 2000, Simtinek et al. 2005). Také bylo
prokéazano, ze SIH chréani proti kardiotoxicité zpiisobené antracyklinem daunorubicinem
jak in vitro, tak in vivo (Simtnek et al. 2008, Stérba et al. 2007). Nevyhodou je jeho
kratky biologicky poloc¢as. Proto vznikaji stdle nové analogy SIH, u kterych je snaha
dosahnout vyssi stability a také lepSich u¢inkt. Pfikladem mohou byt chelatory HAPI;
NHAPI; 2,6DHAPI, CHAPI, HPPI, SBH a dalsi (Hruskova et al. 2011, Charkoudian et
al. 2007).
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Obr. 2.10. Priklady chemickych struktur nékterych aroylhydrazonovych chelatord odvozenych od SIH
(Hruskova et al. 2011, Charkoudian et al. 2007).

2.5.2.4.3 NIH a analogy

Jedna se o dalsi fadu analogii PIH, které tvoii sérii 300. Bylo u nich dosaZeno
vyssi lipofility nez u pfedchozich dvou sérii zaclenénim 2-hydroxy-1-naftaldehydové
skupiny. Tato Skala latek opét vyuziva dva kyslikové atomy a jeden atom dusiku, aby
mohla tvofit komplex s Zelezitymi ionty. Komplexy s Zeleznatymi ionty nejsou stabilni.
Produkce VR neni soucésti cytotoxického uc€inku téchto latek, protoze zelezo
v komplexu nemlize ménit svij stav ztrojmocného na dvojmocné (Richardson
a Bernhardt 1999).

Znalosti ziskané z posouzeni biologické aktivity chelatorti sérii 100, 200 a 300
byly nasledné pouzity pro piipravu riiznych novych ttid ligandd, které maji potencidl

pro 1é€bu nemoci z pretizeni Zelezem ¢i rakoviny (Kalinowski Richardson 2005).

2.5.2.4.4 PCIH, PKIH a jejich analogy

2-pyridylkarboxaldehydisonikotinoylhydrazon (PCIH) a jeho analogy jsou

tridentdlni chelatory, které vazi Zelezo prostiednictvim iminového a pyridylového
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dusiku a karbonylového kysliku (Kalinowski a Richardson 2005). Tyto latky vazi témét
vyluéné zeleznaté ionty (Sharpe et al 2011). V in vitro studiich byl zvyraznén jejich
potencidl nahradit DFO pfi 1é€bé nemoci z pfetizeni Zelezem. Studie pouZzivajici model
mitochondridlniho ptetiZzeni Zelezem demonstroval potencionalni pouziti téchto liganda
pro lécbu Friedreichovy ataxie. Byly také piezkoumany redoxni aktivity vyslednych
komplexti Zeleza PCIH analogli. Komplexy s Zelezem nevyvolavaji Skodlivé redoxni
reakce a tim potvrzuji potencial série PCIH pro 1écbu pretizeni zelezem (Kalinowski
a Richardson 2005).

Dalsi skupinou latek jsou di-2-pyridylketonisonikotinoylhydrazon (PKIH)
aodn¢j odvozené analogy. Stejn¢ jako u predchozich latek se jednd o tridentalni
chelatory zeleza. Pii fyziologickém pH =zistdvaji tyto latky neutrdlni, a mohou
prostupovat bunéénymi membranami. Bylo zjiSténo, ze PKIH analogy stimuluji
hydroxylaci benzoatu v pfitomnosti Zeleznatych iontél a peroxidu vodiku. Zeleznaté
komplexy také v pfitomnosti peroxidu vodiku zvySuji degeneraci plazmidové DNA.
PKIH vyrazné zvysil generaci intracelularnich ROS. To vSe pfispiva k cytotoxicité

PKIH analogti (Bernhardt et al. 2003, Kalinowski a Richardson 2005).
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Obr. 2.11. Struktury vybranych aroylhydrazonovych chelatorti (Kalinowski a Richardson 2005).

2.5.2.5 Thiosemikarbazony

Thiosemikarbazony patii mezi prvni chelatory, které vykézaly potencial jako
protinddorové latky. Tyto ligandy maji vysokou afinitu k ionttim Zeleza a dal$im iontim
kovii jako je Cu*", Zn®", Ga®" &i Co”". Jedna se o tridentalni chelatory, které vazou
zelezo pomoci atomu siry a dvou dusikovych donorovych atomt (Richardson et al.

2009).

2.5.2.5.1 Triapin

Chemicka struktura triapinu je 3-aminopyridin-2-karboxaldehyd
thiosemikarbazon. Pasobi jako inhibitor ribonukleotidreduktazy (RR) (Chaston

a Richardson 2003, Tam et al. 2003). Triapinovy komplex Zeleza je redoxné aktivni.
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Zelezity komplex se redukuje na Zeleznatou formu a dochdzi k vytvateni ROS, které

jsou schopny inaktivovat enzym RR (Richardson et al. 2009).

H
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Obr. 2.12. Chemicka struktury triapinu (Kalinowski a Richardson 2005).

2.5.2.6 Hybridni cheldatory odvozené od thiosemikarbazonit a aroylhydrazonii

2-hydroxy-1-naftylaldehyd-3-thiosemikarbazon (NT) je matefskou latkou,
od které byly odvozeny dals§i analogy. U téchto chelatori byl prokdzan vyznamny
potencial pro 1é€bu poruch z ptetizeni Zelezem s nizkou antiproliferativni aktivitou
(Chaston a Richardson 2003, Kalinowski a Richardson 2005).

Di-2-pyridylketonthiosemikarbazon (DpT) a jeho analogy tvoii dals$i skupinu
hybridnich chelatorti. Jedna se o kiizence PKIH a 2-hydroxy-1-naftylaldehyd
thiosemikarbazonové série ligandu (Richardson et al. 2009). Jednou z velmi G¢innych
sloucenin této fady je di-2-pyridylketon-4,4,-dimethyl-3-thiosemikarbazon (Dp44mT),
ktery vykazoval vysokou antiproliferativni i¢innost (Kalinowski a Richardson 2005).

Také je potfeba zminit 2-benzoylpyridinthiosemikarbazon (BpT) a jeho analogy.
Substituci 2-pyridylového kruhu v DpT sérii fenylovou skupinou doslo ke zvySeni
lipofility. BpT chelatory prokazuji vétsi antiproliferacni aktivitu nez jejich odpovidajici
DpT prot&jsky diky zvySené redoxni aktivit¢ komplexu BpT s Zelezem (Richardson et
al. 2009).

DpT Dp44mT

BpT NT
Obr. 2.13. Chemické struktury vybranych hybridnich chelatord (Kalinowski a Richardson 2005,
Richardson et al. 2009).
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2.6 Prochelatory Zeleza

Jednou z dalSich moznosti jsou tzv. prochelatory zeleza. Jedna se o latky, jejichz
chelata¢ni G¢inek je maskovan. Tyto latky maji malou nebo zadnou afinitu ke kovovym
iontim. Tento stav se meéni v pfitomnosti ROS, které dokaZou toto maskovani
selektivné odstranit a vznikaji tak vysokoafinitni ligandy schopné vazat Zelezo.
Vyhodou je, ze diky maskovani chelatacniho u¢inku maji minimdlni vlastni toxicitu
(nezplsobuji depleci Zeleza bunikdm) a jejich aktivace probiha tam, kde je pravé
potieba,  diky  pfitomnosti  ROS. Jednd se o  latky  odvozené
od salicylaldehydisonikotinoylhydrazonu (SIH) a salicylaldehydbenzoylhydrazonu
(SBH) (Charkoudian et al. 2006, Charkoudian et al. 2007).

Prvni latkou této skupiny byl BSIH. Jedna se o chemickou modifikaci SIH,
kde je fenolicky hydroxyl chranény boronylovou skupinou. Pii ataku H,O, dochazi
k oxidaci vazby bor-uhlik a odstépeni boronovych kyselin nebo jejich estert. Vyhodou
je, ze odstupujici boronové kyseliny ¢i kone¢ny produkt kyselina borita nejsou toxickeé.
Patii sem také dalsi procheldtory Zeleza odvozené rovnéZ od SIH jako naptiklad
BASIH, (p-OMe)BASIH ¢i (m-Cl)BASIH (Charkoudian et al. 2006, Charkoudian et al.
2007).

Druhou skupinu prochelatori odvozenych od SBH zastupuji naptiklad latky
BSBH(m-OMe), BSBH(m-OEt) ¢i BSBH(MeO); (Charkoudian et al. 2007).

Pfi zkoumani téchto novych latek vykazoval slibné ucinky prochelator BSIH,
u kterého nebyla zaznamenana prakticky zadna vlastni toxicita. Vykazoval lepsi G€inky
nez SIH ve vyssich davkach (300 pM a 600 uM) pfi ochrané bunck pied oxidacnim
poskozenim vyvolanym toxickou davkou peroxidu vodiku 200 uM (Machacek 2012).
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Obr. 2.14. Vybrané aroylhydrazonové prochelatory zeleza odvozené od chelatoru SIH (Charkoudian et
al. 2007).
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Obr. 2.15. Vybrané aroylhydrazonové prochelatory zeleza odvozené od chelatoru SBH (Charkoudian et
al. 2007).
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3. Cile prace

e [nvitro studium novych aroylhydrazonovych potencidlnich cytoprotektivnich
chelatori zeleza rSIH, rHAPI, rHPPI, BHAPI, BHPPI, 2API, 7HII, H16 a H18
na embryonalni kardiomyoblastové bunééné linii H9¢2 izolované z potkana kmene

BDI1X (Rattus norvegicus):

e hodnoceni protektivnich G¢inkGi studovanych potencialnich chelatori
v zévislosti na pouzité koncentraci na modelovy oxidacni stres vyvolany
peroxidem vodiku o koncentraci 200 uM (24-hodinova inkubace bunck

s testovanymi latkami v kombinaci s peroxidem vodiku)

e stanoveni vlastni toxicity studovanych potencidlnich chelatord v zavislosti

na davce (72-hodinova inkubace bung¢k s testovanymi latkami)

e vypocet koncentraci vedoucich k ochrané 50 % bun¢k (ECsp) a koncentraci

vedoucich k usmrceni 50 % buné¢k (TCsp) studovanych latek

e porovnani protektivnich a toxickych ucinkd jednotlivych potencidlnich

chelatort mezi sebou a s referenénim chelatorem SIH
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4. Material a metodiky

4.1 Material

4.1.1 Pristrojové vybaveni

4.1.1.1 Zatizeni pro sterilni praci a kultivaci bunécnych linii

vodni ldzet Memmert WB 14 LV (Memmert, Némecko)

box s laminarnim proudénim Aura 2000 m.a.c. s tfidou biohazardu A (BioAir,
Italie)

bunécny inkubator s termostatem a regulaci koncentrace CO, Forma Scientific
CO; incubator, model 311 (Forma Scientific, USA)

invertovany mikroskop Nikon Eclipse TS 100 s objektivem Nikon 10x/0,25
(Nikon, Japonsko)

sterilni plastové kultivaéni lahve T75, 96-jamkové a 12-jamkové mikrotitraéni
desti¢ky s plochym dnem (TPP, Svycarsko)

sterilni plastové zkumavky o riizném objemu (TPP, Svycarsko)

plastové mikrozkumavky 0,5 ml (Eppendorf, Némecko)

pipetiky Eppendorf easypet (Eppendorf, Némecko) a BioHit midi plus (Biohit,
Finsko)

sterilni plastové sérologické pipety riizného rozsahu (TPP, Svycarsko)
automatické pipety Eppendorf research rtizného rozsahu (Eppendorf, Némecko)
8-kandlova elektronicka pipeta e-PET BioHit 500-1200 pl (BioHit, Finsko)
8-kanalova elektronicka pipeta e-PET BioHit 5-100 ul (BioHit, Finsko)

sterilni jednorazové Spicky rtzného rozsahu na piislusné pipety (Eppendorf,
Némecko; BioHit, Finsko)

Biirkerova komiirka (Brand, Némecko)

sterilni laboratorni sklo (Thermo Fisher Scientific, Ceska republika)

sterilni plastové Petriho misky 150 cm® (TPP, Svycarsko)
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4.1.1.2 Ctecka 96-jamkovych mikrotitraénich desticek

Pro spektrofotometricka stanoveni na 96-jamkovych destickach byla pouzita
¢tecka mikrotitratnich desti¢ek Infinite M 200 PRO s optickym hranolem (Tecan,

Rakousko). Jako detektor zde slouzi UV kiemikové fotodiody pro méteni absorbance.
4.1.1.3 Ostatni laboratorni vybaveni

e analytické vahy ScalTec SBC 22

e laboratorni sklo (Thermo Fisher Scientific, Ceska republika)

o plastové zkumavky o riizném objemu (TPP, Svycarsko)

e mikrozkumavky 0,5; 1 ml (Eppendorf, Némecko)

e automatické pipety Eppendorf Research rizného rozsahu (Eppendorf, Némecko)

e Spicky pro automatické pipety riizného objemu (Eppendorf, Némecko; BioHit,
Finsko)

e deskova tfepacka Heidolph Titramax 100 (Heidolph Instruments, Némecko)

e laboratorni tfepacky vortex IKA MS3 basic (IKA, Némecko)

4.1.2 Reagencie a chemikalie

e dimethylsulfoxid > 99,9% (DMSO) (Sigma, Némecko)

e ecthanol absolutni p.a. > 99,9% (Penta, Ceska republika)

o formaldehyd 36,3% (Penta, Ceska republika)

o fosfatovy pufr v tabletach (PBS) (Sigma, Némecko)

e kyselina octova ledova p.a. > 99,9% (Penta, Ceska republika)

e roztok neutrdlni ¢ervené 3,3 g/l (Sigma, Némecko)

e Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) pro SCM (Lonza, Belgie)

e Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) pro SFM (Sigma, Némecko)

e teplem deaktivované fetalni hovézi sérum (Lonza, Belgie)

e smés penicilinu a streptomycinu (P/S; koncentrace penicilinu 10 000
jednotek/ml a streptomycinu 10 mg/ml) (Lonza, Belgie)

e HEPES pufr | M (N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N’-(2-ethansulfonova kyselina))
(Sigma, Némecko)

e trypsin s EDTA (roztok 0,5% trypsinu a 0,02% EDTA) (Lonza, Belgie)

e chlorid vapenaty (Penta, Ceska republika)

39



peroxid vodiku 3% roztok (Sigma, Némecko)

trypanova modf (Sigma, Némecko)

ultradestilovana voda (MQ-voda, piistroj Milli-Q RG, Millipore, Ceska
republika)

ADS pufr o pH 7,4 (NaCl 116 mM; KCl 5,3 mM; MgSO47H,O 1,2 mM,
HEPES 20 mM)

fluorescencni sonda JC-1 (Molecular Probes, USA)
salicylaldehydisonikotinoylhydrazon (SIH; katedra anorganické a organické
chemie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita Karlova)
N’-(2-hydroxybenzyl)isonikotinoylhydrazid ~ (rSIH; katedra  anorganické
a organické chemie, Farmaceutickd fakulta, Univerzita Karlova)
N’-(1-(2-hydroxyfenyl)ethyl)isonikotinoylhydrazid (rHAPI; katedra anorganické
a organické chemie, Farmaceutickd fakulta, Univerzita Karlova)
N’-(1-(2-hydroxyfenyl)propyl)isonikotinoylhydrazid (rHPPI; katedra
anorganické a organické chemie, Farmaceutickd fakulta, Univerzita Karlova)
(E)-N’-(1-(5-brom-2-hydroxyfenyl)ethyliden)isonikotinoylhydrazid =~ (BHAPI;
katedra anorganické a organické chemie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita
Karlova)

(E)-N’-(1-(5-brom-2-hydroxyfenyl)propyliden)isonikotinoylhydrazid = (BHPPI;
katedra anorganické a organické chemie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita
Karlova)

(E)-N’-(1-(pyridin-2-yl)ethyliden)isonikotinoylhydrazid (2API; katedra
anorganické a organické chemie, Farmaceutickd fakulta, Univerzita Karlova)
(E)-N’-(7-hydroxy-2,3-dihydro-1H-inden-1-yliden)isonikotinoylhydrazid (7HII;
katedra anorganické a organické chemie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita
Karlova)

(E)-N’-(1-(2-hydroxyfenyl)-2-methylpropyliden)isonikotinoylhydrazid ~ (H16;
katedra anorganické a organické chemie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita
Karlova)

(E)-N’-(1-(2-hydroxyfenyl)-3-methylbutyliden)isonikotinoylhydrazid (H18;
katedra anorganické a organické chemie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita

Karlova)
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Struktura a cistota latek pfipravenych na katedfe anorganické a organické
chemie Farmaceutické fakulty byla potvrzena 'H a >C NMR spektrometrii (Varian
Mercury-Vx BB 300 a VNMR S5000) a infracervenou spektrometrii (Nicolet

Impact 4), teploty tani byly méfeny na Koflerové pfistroji.
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Obr. 4.1. Chemické struktury nové syntetizovanych latek studovanych v ramci této diplomové prace.
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4.2 Metodiky
4.2.1 Bunécéna linie H9¢2

Buné¢na linie H9¢2 odvozena od nenddorovych embryonélnich kardiomyoblast
izolovanych z potkana kmene BD1X (Rattus norvegicus), ktera byla pouzita pii vSech
pokusech, byla ziskdna zamerické banky bunéénych linii (American Type Culture

Collection; Rockville, MD, USA).

Tato linie je velmi Casto vyuzivana jako model srde¢ni tkané in vitro diky

snadné pasdzovatelnosti a velmi snadné dostupnosti potiebného poctu bunék.
4.2.1.1 Kultivace

Buiiky byly kultivovany v 75cm® kultivaénich lahvich v inkubatoru,
pii standardni teploté 37 °C a v atmosféfe, kterd svym 5% obsahem oxidu uhli¢itého
napodobuje bilanci plynil uvnitf lidského téla.

Pro kultivaci bun¢k bylo pouzito médium DMEM, které navic obsahovalo 10 %
tepeln¢ inaktivovaného fetdlniho hovéziho séra, 1 % pufru HEPES (pH = 7,4) a 1 %
smési penicilinu a streptomycinu (dale jen SCM).

VSechny manipulace sbunkami byly provadény za sterilnich podminek

v laminarnim boxu a veskeré ptfidavané tekutiny byly vytemperovéany na 37 °C.
4.2.1.2 PasaZovani

Buniky byly zpasazovany kazdy 3. az 4. den po dosazeni 80-90% konfluence
do novych kultivaénich nadob s Gerstvym médiem. Redéni bylo voleno podle rychlosti
déleni bunck a planované doby mezi pasazemi tak, aby odpovidalo dosazeni maximalné
80-90% konfluence pted nasledujicim pasazovanim.

Nejprve se slilo médium z bun¢k. Pro odstranéni zbylého séra se provedly dva
oplachy 5 ml PBS. Pak byly pfidany 2 ml trypsinu s EDTA a kultivacni lahev se
nechala cca 5 minut inkubovat pii 37 °C v inkubatoru. Poté se n¢kolikrat lehce uhodilo
do hrany dna inkuba¢ni lahve, aby se vSechny buiky uvolnily (zkontrolovano
pod mikroskopem). Pro inaktivaci trypsinu bylo pfiddno 10 ml SCM.

Po diikladné resuspendaci bunék v médiu pomoci sterilni pipety byl pfenesen
potfebny objem suspenze do nové sterilni kultivaéni lahve s potfebnym mnozstvim

Cerstvého média — celkovy objem SCM v lahvi byl maximalné¢ 20 ml. Pomoci
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jednoduchych pohybt byly buniky rovhomérné rozprostieny po celém dné lahve a lahev
byla vloZena do inkubatoru.
Zbylad suspenze bunék, kterd nebyla pouzita k udrzeni bunétné linie, byla

pouZita na in vitro pokusy.
4.2.1.3 Pocitani bunék

Buiiky byly pocitany v Biirkerové komirce pod mikroskopem.

Po dikladném promichdni suspenze bunék bylo odebrano 100 pl
do mikrozkumavky se 100 pl 0,4% roztoku trypanové modii. VSe se dobfe promichalo
a nechalo stat cca 5 minutu pfi pokojové teploté. Trypanova modf obarvi pouze mrtvé
bunky (modré), nebot” Zivé bunky barvivo aktivné transportuji ven ze svého nitra
a zustavaji bezbarvé. Pozadi je v zorném poli svétle modré.

Po stanovené dobé¢ se obarvena suspenze ditkladné promichala a co nejrychleji
se napipetovalo 10 pl na kazdou polovinu Biirkerovy komirky.

Pod mikroskopem se na kazdé poloving Biirkerovy komirky spocitaly bunky
v péti z deviti Ctvercl a to vzdy stejnym zplisobem. Vysledek se pak vyndsobil ¢islem

2 000 a tim byl ziskan pocet bun€k v 1 ml suspenze.
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Obr. 4.2. Chemicka struktura trypanové modii.
4.2.1.4 Studium kardioprotektivnich ucinki testovanych latek

4.2.1.4.1 Schéma pokusi

Bunécnd suspenze ziskand pifi pasdzovani se nafedila na hustotu
100 000 bunék/ml a ditkladné se promichala. Z vanicky byla tato suspenze pipetovana
multikandlovou pipetou na 96-jamkovou desticku, do kazdé jamky 100 pl suspenze, tzn.
10 000 buné¢k na jamku. Desticka byla poté vloZena na 24 hodin do inkubatoru, aby se
bunky pfichytily na dné€ jamek.
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Druhy den se ze vSech jamek odpipetovalo médium a nahradilo se 200 pl
bezsérového média DMEM, které navic obsahovalo 1 % pufru HEPES (pH=7,4)a 1 %
smési penicilinu a streptomycinu (dale jen SFM), aby bunky ptestaly proliferovat.
Desticka byla opét vloZena na 24 hodin do inkubatoru.

Treti den se ze vSech jamek odpipetovalo staré médium, nahradilo se 100 pl
SFM a poté se do kazdé jamky ptidalo dalSich 100 pl roztokli zkouSenych latek
ve dvojnasobné koncentraci nez byla koncentrace pozadovand (vyslednd). Poté se
pockalo cca 15 minut, aby se studované latky mohly dostat do bun€k a na zavér se
pridalo 5 pl roztoku peroxidu vodiku v SFM o pifedem stanovené koncentraci. Desticky
se nechaly inkubovat pii 37 °C po dobu 24 hodin.

Po inkubaci nésledovalo vyhodnoceni pomoci testu vychytavani neutralni

cervené.
4.2.1.4.2 Roztoky pridavané k buiikam pied 24 hodinovou inkubaci

Roztoky testovanych latek byly na 96-jamkovou destiCku nanaseny
po sloupcich.

Na kazdé desti¢ce byl prvni sloupec vénovan negativni kontrole, tzn. vSechny
buniky byly po inkubaci mrtvé. Latkou pro negativni kontrolu byl 3% peroxid vodiku
ziedény kultivaénim médiem na koncentraci 0,01 M (vysledna koncentrace po ptidani
k buiikkdm byla 0,005 M).

Dale byly alespon dva sloupce na kazdé desti¢ce vénovany pozitivni kontrole.
Do téchto sloupcti bylo pfiddno kultivaéni médium a rozpoustédlo, které bylo pouzito
pro ptipravu zésobnich roztoki testovanych latek (DMSO), ve stejném mnozstvi, jako
v ostatnich jamkach na desticce. Pokud bylo vnéjakém sloupci pouzito vice
rozpoustédla, byl na destiCku pfidan alespont jeden sloupec s kontrolou s vyssi
koncentraci rozpoustédla.

Do ostatnich sloupci byly pfidany roztoky zkouSenych latek pfipravenych
v SFM z ptedpfipravenych zasobnich roztokl (viz 4.2.1.4.3). Pfi ptipravé bylo dbano
na to, aby koncentrace rozpoustédla byla u vSech vzorki stejna.

Dale byla do sloupct se zkouSenymi latkami pfiddna smés kultivaéniho média

a peroxid vodiku, jehoz koncentrace byla ur€ena v samostatném pokusu (viz 5.1.7).
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Testované latky

Redukované formy potencidlnich chelatorG Zeleza rSIH, rHAPI, rHPPI byly
studovany ve vyslednych koncentracich 1 uM, 10 uM, 100 uM a 1 000 pM. Chelatory
SIH, BHAPI, BHPPL, 2API, 7HII, H16 a HI8 byly studovény ve vyslednych
koncentracich 0,3 uM, 1 uM, 3 uM, 10 uM, 30 uM a 100 uM. Potenciélni chelator H16
byl navic zkousSen ve vysledné koncentraci 300 uM.

Ve vyslednych roztocich byl DMSO ptitomen v koncentraci 0,1 %. Vyjimkou
byl roztok studované latky H16 o koncentraci 300 uM, kde bylo obsaZeno 0,3 %
DMSO.

Peroxid vodiku

Roztok peroxidu vodiku v SFM byl do jednotlivych sloupcti pfidavan tak,
aby byla vysledna koncentrace 200 pM.

4.2.1.4.3 Zasobni roztoky
Aroylhydrazonové cheldtory Zeleza

Aroylhydrazonové chelatory jsou velmi malo rozpustné ve vodé. Proto bylo
pro zasobni roztoky jako rozpoustédlo pouzito DMSO, kde jsou cheldtory rozpustné
a navic jsou chranény pted hydrolyzou.

Ptipravovalo se 100 pl zasobniho roztoku studovanych latek rSIH, rHAPI,
rHPPI o koncentraci 1 M rozpusténim praskovych latek v DMSO. Z téchto roztokt byly
pak jesté fedénim pomoci DMSO piipraveny koncentrace 100 mM a 10 mM.

U chelatori SIH, BHAPI, BHPPI, 2API, 7HII, H16 a HI18 se piipravovalo
200 pl zésobniho roztoku o koncentraci 100 mM rozpusSténim praSkovych chelatorti
v DMSO. Z téchto roztok byly pak jest¢ pomoci DMSO pfipraveny koncentrace
10 mM a I mM.

Takto pfipravené roztoky byly uchovavany pfi teploté -20 °C, aby se zabranilo

kontaminaci vzduSnou vlhkosti a degradaci vzorku.
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4.2.1.5 Studium kardiotoxickych ucinki testovanych latek

4.2.1.5.1 Schéma pokusi

Bunéénd suspenze =ziskand pifi pasdzovani se nafedila na hustotu
100 000 bunék/ml a ditkladné se promichala. Z vanicky byla tato suspenze pipetovana
multikanalovou pipetou na 96-jamkovou desticku, do kazd¢ jamky 100 pl suspenze, tzn.
10 000 bun€k na jamku. Desticka byla poté vloZzena na 24 hodin do inkubéatoru,
aby se bunky pfichytily na dné€ jamek.

Druhy den se ze vSech jamek odpipetovalo médium a nahradilo se 200 pl
bezsérového média SFM (viz vySe). Desticka byla opét vloZzena na 24 hodin
do inkubétoru.

Treti den se ze vSech jamek odpipetovalo staré médium, nahradilo se 100 pl
SFM a poté se do kazdé jamky ptidalo dalSich 100 pl roztokli zkouSenych latek
ve dvojnasobné koncentraci nez byla koncentrace pozadovana (vyslednd). Desticky
se nechaly inkubovat pii 37 °C po dobu 72 hodin.

Po inkubaci nésledovalo vyhodnoceni pomoci testu vychytavani neutralni

cerveng.
4.2.1.5.2 Roztoky pridavané k buiikam pied 72 hodinovou inkubaci

Roztoky byly na 96-jamkovou desti¢ku nanaseny po sloupcich.

Na kazdé desticce byly sloupce vénované negativni kontrole a pozitivni
kontrole, jak je to popsano v bod¢ 4.2.1.4.2. Do ostatnich sloupct byly ptidany roztoky
zkouSenych latek pfipravenych v SFM z ptedpfipravenych zasobnich roztokl
(viz 4.2.1.4.3). Pii ptipravé bylo dbano na to, aby koncentrace rozpoustédla byla

u vSech vzorkt stejna.

Aroylhydrazonové chelatory Zeleza

Potencidlni cheldtory zeleza rSIH, rHAPI, rHPPI byly studovany ve vyslednych
koncentracich 50 uM, 80 uM, 100 uM, 200 uM, 300 uM a 500 uM. Chelatory BHAPI,
BHPPI, 2API, 7HII, H16 a HI8 byly studovany ve vyslednych koncentracich 0,3 uM,
I uM, 3 uM, 10 uM, 30 uM a 100 uM. Chelator SIH byl studovan ve vyslednych
koncentracich 10 uM, 20 uM, 30 uM, 50 uM, 80 uM, 100 uM, 200 uM a 300 uM.
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Ve vyslednych roztocich byl DMSO pftitomen v koncentraci 0,1 %. Vyjimkou
byl roztok chelatoru SIH o koncentraci 300 uM, kde bylo obsazeno 0,3 % DMSO.

4.2.1.5.3 Zasobni roztoky

Byly pouZzity stejné zasobni roztoky studovanych latek o stejnych koncentracich

jako vbodé 4.2.1.4.3.

4.2.2 Vyhodnoceni pokust
4.2.2.1 Test vychytavani neutrdalni Cervené

Po 24 hodinové inkubaci se studovanymi latkami a peroxidem vodiku
¢ipo 72 hodinové inkubaci se studovanymi latkami bylo z kazdé jamky odsato 100 pl
média. Poté se pfidalo 100 pl roztoku neutrdlni Cervené o koncentraci 80 pg/ml.
Vysledna koncentrace neutralni ervené po pfidani tedy byla 40 pg/ml.

Roztok, ktery se ptidaval, byl ziskan nafedénim komeréné dostupného zasobniho
roztoku o koncentraci 3,3 g/l kultivacnim médiem v ¢as potieby.

Buiiky se nechaly 3 hodiny inkubovat. Poté se tekutina z jamek odpipetovala.
Do kazdé jamky se ptidalo 100 pl fixacniho roztoku a desticky se nechaly stat
piipokojové teploté 15 minut. Pak se roztok odsél a buiiky se dvakrat oplachly 100 pl
PBS pufrem. Po oplachnuti se pfidalo 200 pl lyza¢niho roztoku a opét se nechalo stat
pii pokojové teploté 15 minut. DestiCky se umistily na tfepacku a tfepaly se dalSich
15 minut pii 650 otdckéach za minutu.

U takto pfipravenych desti¢ek jsme méfili absorbanci pfi 540 nm na pfistroji
TECAN. Absorbanci negativni kontroly jsme odecetli od ostatnich sloupci.

Tato metoda je zaloZena na schopnosti zivych bunck zaclenit a vazat barvivo
neutralni Cerven. Jednd se o slabé kationové barvivo, které pronika pres bunécné
membrany a koncentruje se v lyzozomech (Repetto et al. 2008). Mizeme tedy
konstatovat, ze ¢im véEtsi je absorbance naméfend v dané jamce, tim vice

zivotaschopnych bunék tam bylo.
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Obr. 4.3. Chemicka struktura molekuly neutralni ¢ervené.

4.2.2.1.1 Roztoky potiebné pri vyhodnoceni
Vsechny nize uvedené roztoky byly piipravovany do zasoby a uchovavany
pti pokojové teploté.

PBS pufr

Byl pfipraven rozpusténim komeréné€ dostupnych tablet v predepsaném mnozstvi

MQ-vody.
Fixacni roztok pro test vychytavani neutralni cervené

Jedna se 0 0,5% roztok formaldehydu v 1% roztoku chloridu vépenatého.
Lyzacni roztok pro test vychytavani neutrdlni cervené

Jedna se o 1% roztok kyseliny octové v 50% ethanolu.

4.2.2.2 Fotograficka dokumentace

K fluorescencni mikroskopii byl pouzit mikroskop Nikon Eclipse TS100-F
s objektivy 10x/0,25 (Nikon Corporation, Japonsko). Pro pofizovani fotografické
dokumentace je k mikroskopu pfipojena chlazena CCD kamera COOL-13Q (VDS
Vosskiithler GmbH, Némecko). Jako UV zdroj byl pouzit Nikon S-CHG s rtutovou
lampou. Filtry Texas Red (TxR) a FITC jsou rovnéz od firmy Nikon. Ke zpracovani
snimkii byl pouzit program NIS-Elements AR 2.20 (Laboratory Imaging s.r.o., Ceska
republika).

4.2.2.2.1 Fluorescen¢ni barveni mitochondrii

K fotografické dokumentaci mitochondrii byla pouZita fluorescen¢ni sonda JC-1

(5,5¢,6,6 -tetrachlor-1,1°,3,3 -tetracthylbenzimidazolylkarbocyanin jodid). Jedna se
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o kationické barvivo indikujici potencidl na membrané¢ mitochondrii. Barva sondy se
odviji od potencidlové-citlivého barevného posunu (akumulace v mistech s vysokym
elektrickym potencidlem — napt. neposkozené mitochondrie). V mitochondriich je tedy
vysoka koncentrace tohoto barviva, které zde dimerizuje za tvorby tzv. J-agregatil, jez
fluoreskuji cervené. Pokud dojde k poSkozeni mitochondridlni membrany a naruSeni
jejiho potencidlu, unikd barvivo volné¢ do cytoplazmy, kde ma niz$i koncentraci,
nevytvari dimery a fluoreskuje jasné zelené.

K buikdm 24 hodin inkubovanym se studovanymi latkami se ptidalo 20 pl
50 uM JC-1 sondy, takZe vysledna koncentrace byla 1 uM. Buiiky se nechaly 30 minut
inkubovat v temnu pti 37 °C. Poté se dvakrat oplachly 1 ml ADS pufrus 1 g/l glukézy.

cl N> <N cl
| M
cl N 1 (N cl
H4C CHj

Obr. 4.4. Chemicka struktura fluorescencni sondy JC-1.

4.2.3 Statistické zpracovani dat

Statistick¢é zpracovani dat bylo provedeno pomoci programu SigmaStat
pro Windows 3.0 (SPSS, USA). Vysledky jsou vyjadieny jako primérné hodnoty
meéteni se standardnimi chybami (+ SE) daného poctu experimentii (n). Pro detekci
odlehlych hodnot byl pouzit Grubbslv test. Pro vypocitani statistické vyznamnosti se
vyuzila metoda One-Way ANOVA s Bonferroniho post hoc testem pro hodnoty
s normalnim rozloZenim. Pro hodnoty bez normalniho rozloZeni se vyuzila metoda One-
Way ANOVA on Ranks s Dunnyho post hoc testem.

K vypocitani hodnot ECsp a TCsy byl pouzit software CalcuSyn 2.0 (BioSoft,
Velka Britanie). Hodnota ECsy je koncentrace, ktera vede k ochran¢ 50 % bunck.
Hodnota TCs je koncentrace, ktera vede k usmrceni 50 % bunék.

K sestrojeni grafii byl pouzit program GraphPad Prism 6.0 pro Windows.
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5. Vvsledky

5.1 Uvodni experimenty
5.1.1 Toxicita peroxidu vodiku

Po 24 hodinové inkubaci bun¢k H9c2 se vzristajicimi koncentracemi peroxidu
vodiku byl testem vychytdvani neutrdlni cervené zaznamenan statisticky vyznamny,
davkové zavisly pokles wviability bunck, a to jiz od30uM koncentrace.

TCso (H,0,) = 62,39 + 1,70 pM.
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Obr. 5.1. Viabilita H9¢c2 buné€k po 24 hodinové inkubaci se vzristajicimi koncentracemi peroxidu vodiku
hodnocena testem vychytavani neutrdlni cervené. Data jsou zobrazena jako primérné hodnoty + SE,
n = 4. Statisticky vyznamné odlisné vysledky (ANOVA; p <0,05) oproti kontrolni skupin€ jsou oznaceny
symbolem *.

Pro zjistovani, zda jsou nové chelatory Zeleza schopny ochranit srde¢ni buniky
pfed oxidaénim poskozenim, byl pouZzit 200 pM peroxid vodiku, ktery snizil viabilitu

bun¢k na 0 % oproti kontrolni skupiné (100 %).
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5.1.2 Kardioprotektivni ucinky referen¢niho cheliatoru Zeleza STH

Po 24 hodinové inkubaci bunck H9c2 s200 uM roztokem peroxidu vodiku
v kombinaci se vzristajicimi koncentracemi cheldtoru zeleza SIH bylo testem
vychytavani neutrdlni Cervené zaznamenano statisticky vyznamné, davkové zavislé
zvySeni viability bun€k jiz od 1 uM koncentrace. Nejvyssi protekce bylo dosazeno
piipouziti koncentrace 30 uM SIH, kdy bylo ochrdnéno 67 % bunék (ve srovnani
s kontrolni skupinou 100 %). ECso (SIH) = 17,63 +1,38 uM.
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Obr. 5.2. Viabilita H9c2 bun¢k po 24 hodinové inkubaci s200 uM roztokem peroxidu vodiku
v kombinaci se vzrlstajicimi koncentracemi chelatoru Zeleza SIH hodnocena testem vychytavani
neutralni ¢ervené. Data jsou uvedena jako praimémé hodnoty + SE, n = 11. Statisticky vyznamné odli§né
vysledky (ANOVA; p < 0,05) oproti kontrolni skupiné jsou oznaceny symbolem *, statisticky vyznamné
odlisné vysledky (ANOVA; p < 0,05) oproti skupiné s peroxidem vodiku jsou oznaceny symbolem °.
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5.1.3 Kardiotoxické ucinky referencniho chelatoru Zeleza SIH

Po 72 hodinové inkubaci buné€k H9c2 se vzrlstajicimi koncentracemi chelatoru
zeleza SIH byl testem vychytavani neutralni ¢ervené zaznamenan statisticky vyznamny,
davkové  zavisly  pokles  viability buné€k jiz od 10 uM  koncentrace.

TCso (STH) = 49,47 + 1,77 uM.
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Obr. 5.3. Viabilita H9¢c2 bunck po 72 hodinové inkubaci se vzristajicimi koncentracemi chelatoru Zeleza
SIH hodnocena testem vychytavani neutralni cervené. Data jsou uvedena jako primérna hodnota + SE,
n = 4. Statisticky vyznamné odlisné vysledky (ANOVA; p <0,05) oproti kontrolni skupiné jsou oznaceny
symbolem *.



5.2 Studium kardioprotektivnich iéinki novych derivatu
5.2.1 Studium kardioprotektivnich a¢inki rSIH

Po 24 hodinové inkubaci bunék H9c2 s 200 uM roztokem peroxidu vodiku
v kombinaci se vzrlstajicimi koncentracemi rSIH byl testem vychytdvani neutralni
cervené zaznamenan statisticky vyznamny pokles viability bun¢k. Studovana latka rSIH
nebyla schopena v Zadné ze zkouSenych koncentraci ochranit buniky pfed poSkozenim
vyvolanym 200 pM peroxidem vodiku. Mira viability bun€k byla pii vSech zkousenych
koncentracich rSIH 0 % oproti kontrolni skupiné (100 %). ECso (rSIH) nebylo mozné

vypocitat.
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Obr. 5.4. Viabilita H9c2 bunc¢k po 24 hodinové inkubaci s200 uM roztokem peroxidu vodiku
v kombinaci se vzrustajicimi koncentracemi rSIH hodnocena testem vychytavani neutralni cervené. Data
jsou uvedena jako primémé hodnoty + SE, n=4. Statisticky vyznamn¢ odlisné vysledky (ANOVA;
p <0,05) oproti kontrolni skupiné jsou oznaceny symbolem *, statisticky vyznamné odlisné vysledky

(ANOVA; p < 0,05) oproti skuping s peroxidem vodiku jsou oznaceny symbolem °.
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5.2.2 Studium kardioprotektivnich ué¢inki rHAPI

Po 24 hodinové inkubaci bunck H9c2 s200 uM roztokem peroxidu vodiku
v kombinaci se vzrlstajicimi koncentracemi rHAPI byl testem vychytdvani neutralni
cerven¢ zaznamendn statisticky vyznamny pokles viability bunék. Studovana latka
rHAPI nebyla schopena vzZaddné ze zkouSenych koncentraci ochranit bunky
pted poskozenim vyvolanym 200 uM peroxidem vodiku. Mira viability bunék se
piivSech zkouSenych koncentracich tHAPI pohybovala v rozmezi 0 % az 2 % oproti

kontrolni skupiné (100 %). ECso (tHAPI) nebylo mozné vypocitat.
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Obr. 5.5. Viabilita H9c2 bunck po 24 hodinové inkubaci s200 uM roztokem peroxidu vodiku
v kombinaci se vzrtstajicimi koncentracemi rHAPI hodnocena testem vychytavani neutralni cervené.
Data jsou uvedena jako pramérné hodnoty + SE, n = 4. Statisticky vyznamné odlisné vysledky (ANOVA;
p <0,05) oproti kontrolni skupiné jsou oznaceny symbolem *, statisticky vyznamné odlisné vysledky

(ANOVA; p < 0,05) oproti skupiné s peroxidem vodiku jsou oznaceny symbolem °.
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5.2.3 Studium kardioprotektivnich ucinki rHPPI

Po 24 hodinové inkubaci bunck H9c2 s200 uM roztokem peroxidu vodiku
v kombinaci se vzriistajicimi koncentracemi rHPPI byl testem vychytavani neutralni
cerven¢ zaznamendn statisticky vyznamny pokles viability bunék. Studovana latka
rHPPI nebyla schopena vzadné ze zkouSenych koncentraci ochranit bunky
pted poskozenim vyvolanym 200 pM peroxidem vodiku. Mira viability bunc¢k byla
piivSech zkouSenych koncentracich rHPPI 0 % oproti kontrolni skupiné¢ (100 %).
ECso (rHPPI) nebylo mozné vypocitat.
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Obr. 5.6. Viabilita H9c2 buncék po 24 hodinové inkubaci s200 uM roztokem peroxidu vodiku
v kombinaci se vzristajicimi koncentracemi rHPPI hodnocena testem vychytdvani neutralni cervené.
Data jsou uvedena jako primérné hodnoty + SE, n = 3. Statisticky vyznamné odlisné vysledky (ANOVA;
p <0,05) oproti kontrolni skupiné jsou oznaceny symbolem *, statisticky vyznamné odlisné vysledky

(ANOVA; p < 0,05) oproti skuping s peroxidem vodiku jsou oznaceny symbolem °.
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5.2.4 Studium kardioprotektivnich ucinki chelatoru Zeleza BHAPI

Po 24 hodinové inkubaci bunék H9c2 s200 uM roztokem peroxidu vodiku
v kombinaci se vzrlstajicimi koncentracemi cheldtoru Zeleza BHAPI bylo testem
vychytavani neutrdlni Cervené zaznamenano statisticky vyznamné, davkové zavislé
zvySeni viability bun¢k od 10 uM koncentrace. Nejvyssi protekce bylo dosazeno
ptipouziti koncentrace 30 uM BHAPI, kdy bylo ochranéno 52 % buné¢k (ve srovnani
s kontrolni skupinou 100 %). Pifi nejvyssi zkouSené koncentraci 100 pM BHAPI
mira viability bunék rapidné poklesla na 2 % oproti kontrolni skupiné (100 %).

ECso (BHAPI) = 30,34 + 7,23 uM.
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Obr. 5.7. Viabilita H9c2 bunck po 24 hodinové inkubaci s200 uM roztokem peroxidu vodiku
v kombinaci se vzristajicimi koncentracemi chelatoru Zeleza BHAPI hodnocena testem vychytavani
neutralni cervené. Data jsou uvedena jako primérné hodnoty + SE, n = 4. Statisticky vyznamné odli$né
vysledky (ANOVA; p < 0,05) oproti kontrolni skupiné jsou oznaceny symbolem *, statisticky vyznamné
odlisné vysledky (ANOVA; p < 0,05) oproti skuping s peroxidem vodiku jsou oznaceny symbolem °.
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5.2.5 Studium kardioprotektivnich tcinka chelatoru zeleza BHPPI

Po 24 hodinové inkubaci bunék H9c2 s200 uM roztokem peroxidu vodiku
v kombinaci se vzrlstajicimi koncentracemi cheldtoru zeleza BHPPI bylo testem
vychytavani neutrdlni Cervené zaznamenano statisticky vyznamné, davkové zavislé
zvySeni viability buné€k od 3 uM koncentrace. Nejvyssi protekce bylo dosazeno
piipouziti koncentrace 100 uM BHPPI, kdy bylo ochranéno 69 % bunék (ve srovnani
s kontrolni skupinou 100 %). ECso (BHPPI) = 17,18 + 4,39 uM.
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Obr. 5.8. Viabilita H9c2 bun¢k po 24 hodinové inkubaci s200 uM roztokem peroxidu vodiku
v kombinaci se vzrlstajicimi koncentracemi chelatoru Zeleza BHPPI hodnocena testem vychytavani
neutralni ¢ervené. Data jsou uvedena jako primérné hodnoty + SE, n = 6. Statisticky vyznamné odlisné
vysledky (ANOVA; p < 0,05) oproti kontrolni skupin€ jsou oznaCeny symbolem *, statisticky vyznamné
odlisné vysledky (ANOVA; p < 0,05) oproti skuping s peroxidem vodiku jsou oznaceny symbolem °.
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5.2.6 Studium kardioprotektivnich acinku chelatoru Zeleza 2API

Po 24 hodinové inkubaci bunék H9c2 s200 uM roztokem peroxidu vodiku
v kombinaci se vzrlstajicimi koncentracemi chelatoru Zeleza 2API bylo testem
vychytavani neutrdlni Cervené zaznamenano statisticky vyznamné, davkové zavislé
zvySeni viability bunék od 3 uM koncentrace. Nejvyssi protekce bylo dosazeno
piipouziti koncentrace 30 puM 2API, kdy bylo ochranéno 71 % bunck (ve srovnani
s kontrolni skupinou 100 %). ECso (2API) = 8,48 + 3,11 uM.
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Obr. 5.9. Viabilita H9c2 bunck po 24 hodinové inkubaci s200 uM roztokem peroxidu vodiku
v kombinaci se vzrlstajicimi koncentracemi chelatoru zeleza 2API hodnocend testem vychytavani
neutralni cervené. Data jsou uvedena jako prumérné hodnoty + SE, n = 5. Statisticky vyznamné odli§né
vysledky (ANOVA; p < 0,05) oproti kontrolni skupiné jsou oznaceny symbolem *, statisticky vyznamné
odlisné vysledky (ANOVA; p < 0,05) oproti skuping s peroxidem vodiku jsou oznaceny symbolem °.
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5.2.7 Studium kardioprotektivnich ucinki chelatoru zeleza 7HII

Po 24 hodinové inkubaci bunék H9c2 s200 uM roztokem peroxidu vodiku
v kombinaci se vzrlstajicimi koncentracemi chelatoru Zzeleza 7HII bylo testem
vychytavani neutrdlni Cervené zaznamenano statisticky vyznamné, davkové zavislé
zvySeni viability buné¢k od 1 puM koncentrace. Od nasledné koncentrace (3 pM)
do nejvyssi zkousené koncentrace (100 uM) 7HII se viabilita bun¢k pohybovala
vrozmezi 63 % az 67 %. Nejvyssi protekce bylo dosazeno pii pouZiti koncentrace
10 uM 7HII, kdy bylo ochranéno 67 % bunc¢k (ve srovnani s kontrolni skupinou
100 %). ECso (7HII) = 2,68 + 1,30 uM.
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Obr. 5.10. Viabilita H9c2 bunék po 24 hodinové inkubaci s 200 uM roztokem peroxidu vodiku
v kombinaci se vzrustajicimi koncentracemi chelatoru Zeleza 7HII hodnocend testem vychytavani
neutralni ¢ervené. Data jsou uvedena jako primérné hodnoty + SE, n = 6. Statisticky vyznamné odlisné
vysledky (ANOVA; p < 0,05) oproti kontrolni skupin€ jsou oznaceny symbolem *, statisticky vyznamné
odlisné vysledky (ANOVA; p < 0,05) oproti skupiné s peroxidem vodiku jsou oznaceny symbolem °.
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5.2.8 Studium kardioprotektivnich a¢inkda H16

Po 24 hodinové inkubaci bunck H9c2 s200 uM roztokem peroxidu vodiku
v kombinaci se vzristajicimi koncentracemi H16 byl testem vychytavani neutralni
cerven¢ zaznamenan statisticky vyznamny pokles viability buné¢k. Studovana latka H16
nebyla schopena ve vétsiné zkouSenych koncentraci ochranit buiiky ptfed poSkozenim
vyvolanym 200 uM peroxidem vodiku. Pti koncentraci 300 uM H16 bylo ochranéno
8 % bunék oproti kontrolni skupiné (100 %). ECso (H16) nebylo mozné vypocitat.
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Obr. 5.11. Viabilita H9c2 bunék po 24 hodinové inkubaci s 200 uM roztokem peroxidu vodiku
v kombinaci se vzristajicimi koncentracemi H16 hodnocend testem vychytavani neutralni cervené. Data
jsou uvedena jako primémé hodnoty + SE, n= 6. Statisticky vyznamné odlisné vysledky (ANOVA;
p <0,05) oproti kontrolni skupiné jsou oznaceny symbolem *, statisticky vyznamné odlisné vysledky

(ANOVA; p < 0,05) oproti skuping s peroxidem vodiku jsou oznaceny symbolem °.
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5.2.9 Studium kardioprotektivnich ucinki chelatoru Zeleza H18

Po 24 hodinové inkubaci bunék H9c2 s200 uM roztokem peroxidu vodiku
v kombinaci se vzrlstajicimi koncentracemi chelatoru Zeleza H18 bylo testem
vychytavani neutrdlni Cervené zaznamenano statisticky vyznamné, davkové zavislé
zvySeni viability bun¢k od 30 uM koncentrace. Nejvyssi protekce bylo dosazeno
piipouziti koncentrace 100 uM H18, kdy bylo ochranéno 58 % bunck (ve srovnani
s kontrolni skupinou 100 %). ECso (H18) =27,76 + 3,90 uM.
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Obr. 5.12. Viabilita H9c2 bunék po 24 hodinové inkubaci s 200 uM roztokem peroxidu vodiku
v kombinaci se vzristajicimi koncentracemi chelatoru zeleza H18 hodnocena testem vychytavani
neutralni cervené. Data jsou uvedena jako prumérné hodnoty + SE, n = 6. Statisticky vyznamné odli$né
vysledky (ANOVA; p < 0,05) oproti kontrolni skupiné jsou oznaceny symbolem *, statisticky vyznamné
odlisné vysledky (ANOVA; p < 0,05) oproti skupiné s peroxidem vodiku jsou oznaceny symbolem °.
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5.2.10 Srovnani kardioprotektivnich ucinku zkouSenych latek

100 pm

200 pM H;02+ 10 iM SIH

200 pM H;0;2+ 10 uM rSIH 200 pM H,0,+ 10 pM rHAPI 200 pM H3z02+ 10 pM rHPPI

100 pm

200 uM H20,+ 10 uM 2AP

200 pM H;0, + 10-uM 7HII 200 pM H02+ 10 uM H16 200 uM H,0, +10 pM H18

Obr. 5.13. Viabilita H9c2 bunék po 24 hodinové inkubaci s 200 uM H,O, samotnym anebo v kombinaci
s 10 uM chelatorem SIH ¢i studovanymi latkami rSIH, rHAPI, rtHPPI, BHAPI, BHPPI, 2API, 7HII, H16
nebo H18 po barveni fluorescencni sondou JC-1, kterd se akumuluje v mistech s vysokym elektrickym
potencidlem — napf. neposSkozené mitochondrie. V mitochondriich viabilnich bun¢k je tedy vysoka
koncentrace tohoto barviva, které zde dimerizuje za tvorby tzv. J-agregati, jez fluoreskuji cervené. Pokud
dojde k poskozeni mitochondridlni membrany a naruSeni jejiho potenciadlu, unikd barvivo volné

do cytoplazmy, kde ma niz$i koncentraci, nevytvaii dimery a fluoreskuje jasné zelené.
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5.3 Studium kardiotoxickych u¢inkii novych derivati
5.3.1 Studium kardiotoxickych ucinki rSIH

Po 72 hodinové inkubaci bun€k H9c2 se vzristajicimi koncentracemi rSIH byl
testem vychytdvani neutrdlni Cervené zaznamendan statisticky vyznamny, davkoveé

zavisly pokles viability bunék od 50 uM koncentrace. TCsy (rfSIH) = 39,59 + 5,11 uM.
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Obr. 5.14. Viabilita H9¢c2 bunék po 72 hodinové inkubaci se vzrustajicimi koncentracemi rSIH
hodnocena testem vychytavani neutralni cervené. Data jsou uvedena jako primérna hodnota + SE, n = 4.
Statisticky vyznamné odlisné vysledky (ANOVA; p <0,05) oproti kontrolni skupiné jsou oznaceny
symbolem *.

63



5.3.2 Studium kardiotoxickych ucinkii rHAPI

Po 72 hodinové inkubaci bun€k H9c2 se vzristajicimi koncentracemi rHAPI byl
testem vychytdvani neutrdlni Cerven¢ zaznamendn statisticky vyznamny, dévkoveé

zavisly pokles viability bun€k od 50 uM koncentrace. TCso (rHAPI) = 83,96 + 2,76 uM.
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Obr. 5.15. Viabilita H9¢c2 buné¢k po 72 hodinové inkubaci se vzristajicimi koncentracemi rHAPI
hodnocena testem vychytavani neutralni cervené. Data jsou uvedena jako primérna hodnota + SE, n = 4.
Statisticky vyznamné odlisné vysledky (ANOVA; p <0,05) oproti kontrolni skupiné jsou oznaceny
symbolem *.
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5.3.3 Studium kardiotoxickych ucinki rHPPI

Po 72 hodinové inkubaci bunck HO9c2 se vzrlstajicimi koncentracemi
rHPPI byl testem vychytdvani neutrdlni cervené zaznamenan statisticky vyznamny,
davkové  zavisly  pokles  wviability bunék od 50 uM  koncentrace.
TCso (tHPPI) = 226,12 + 6,31 pM.

o)
o
1

NN
o
1

v v

Bunécna viabilita
(% kontroly)
S

N
o
1

0 50 80 100

Obr. 5.16. Viabilita H9c2 bunc¢k po 72 hodinové inkubaci se vzrlstajicimi koncentracemi rHPPI
hodnocena testem vychytavani neutralni cervené. Data jsou uvedena jako primérna hodnota + SE, n = 4.
Statisticky vyznamné odlisné vysledky (ANOVA; p <0,05) oproti kontrolni skupiné jsou oznaceny
symbolem *.
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5.3.4 Studium kardiotoxickych u¢inkii chelitoru Zeleza BHAPI

Po 72 hodinové inkubaci buné€k H9c2 se vzrlstajicimi koncentracemi chelatoru
zeleza BHAPI byl testem vychytdvdni neutrdlni Cervené zaznamenan statisticky
vyznamny, davkové zavisly pokles viability bunék od 0,3 pM koncentrace.

TCso (BHAPI) = 6,99 + 0,82 M.
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Obr. 5.17. Viabilita H9¢2 bunck po 72 hodinové inkubaci se vzristajicimi koncentracemi chelatoru
zeleza BHAPI hodnocena testem vychytdvani neutralni ¢ervené. Data jsou uvedena jako primérna
hodnota + SE, n = 4. Statisticky vyznamné odlisné vysledky (ANOVA; p < 0,05) oproti kontrolni skupiné

jsou oznaceny symbolem *.
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5.3.5 Studium kardiotoxickych ac¢inki chelatoru Zeleza BHPPI

Po 72 hodinové inkubaci bunék H9c2 se vzrlstajicimi koncentracemi chelatoru

zeleza BHPPI byl testem vychytdvani neutralni Cervené zaznamenan statisticky

vyznamny, davkové zavisly pokles viability bunék od 0,3 pM koncentrace.

TCso (BHPPI) = 6,31 + 0,59 M.
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Obr. 5.18. Viabilita H9¢2 bunck po 72 hodinové inkubaci se vzristajicimi koncentracemi chelatoru

zeleza BHPPI hodnocena testem vychytavani neutralni Cervené.

Data jsou uvedena jako primérna

hodnota + SE, n = 6. Statisticky vyznamné odli$né vysledky (ANOVA; p < 0,05) oproti kontrolni skupiné

jsou oznaceny symbolem *.
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5.3.6 Studium kardiotoxickych ucinki chelatoru Zeleza 2API

Po 72 hodinové inkubaci bun€k H9c2 se vzristajicimi koncentracemi chelatoru
zeleza 2API byl testem vychytdvani neutrdlni cervené zaznamenan statisticky
vyznamny, davkové zavisly pokles viability bunék od 0,3 pM koncentrace.

TCso (2API) = 3,07 + 0,55 uM.
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Obr. 5.19. Viabilita H9¢2 bunck po 72 hodinové inkubaci se vzristajicimi koncentracemi chelatoru
zeleza 2API hodnocena testem vychytavani neutralni ¢ervené. Data jsou uvedena jako primérna hodnota
+ SE, n= 3. Statisticky vyznamné odlisné vysledky (ANOVA; p < 0,05) oproti kontrolni skupiné jsou

oznaceny symbolem *.
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5.3.7 Studium kardiotoxickych tcinkii chelatoru Zeleza 7HII

Po 72 hodinové inkubaci bunék H9c2 se vzrlstajicimi koncentracemi chelatoru
zeleza 7HII byl testem vychytdvani neutrdlni Cervené zaznamenan  statisticky
vyznamny, davkové zavisly pokles viability bunék od 0,3 pM koncentrace.
Pti naslednych zkouSenych koncentracich se hodnoty viability pohybovaly v rozmezi
30 % az 18 % oproti kontrolni skupiné (100 %). Nejvyssi toxicita byla zpiisobena
koncentraci 10 uM 7HIIL. TCs, (7HII) = 0,62 + 0,17 uM.
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Obr. 5.20. Viabilita H9¢2 bunek po 72 hodinové inkubaci se vzristajicimi koncentracemi chelatoru
zeleza 7HII hodnocena testem vychytavani neutralni cervené. Data jsou uvedena jako pramérna
hodnota + SE, n = 6. Statisticky vyznamné odli$né vysledky (ANOVA; p < 0,05) oproti kontrolni skupiné

jsou oznaceny symbolem *.
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5.3.8 Studium kardiotoxickych ucinki H16

Po 72 hodinové inkubaci bun¢k H9c2 se vzristajicimi koncentracemi H16 byl
testem vychytavani neutrdlni Cervené zaznamenan statisticky vyznamny pokles viability
bun¢k pii0,3 uM; 3 uM; 10 uM; 30 uM a 100 uM koncentracich. OvSem snizeni
viability bunék se pohybovalo pouze v rozmezi 93 % az 96 % oproti kontrolni skupiné

(100 %). TCso (H16) nebylo mozné vypocitat.
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Obr. 5.21. Viabilita H9c2 bunék po 72 hodinové inkubaci se vzristajicimi koncentracemi H16
hodnocena testem vychytavani neutralni cervené. Data jsou uvedena jako primérna hodnota + SE, n = 6.
Statisticky vyznamné odlisné vysledky (ANOVA; p <0,05) oproti kontrolni skupiné jsou oznaceny
symbolem *.
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5.3.9 Studium kardiotoxickych ucinki chelatoru Zeleza H18

Po 72 hodinové inkubaci bunék H9c2 se vzrlstajicimi koncentracemi chelatoru
zeleza HI18 byl testem vychytdvdni neutrdlni cervené zaznamendan statisticky
vyznamny, davkové  zavisly pokles viability bun€k od1 puM  koncentrace.

TCso (H18) = 7,40 = 2,13 M.
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Obr. 5.22. Viabilita H9¢2 bun¢k po 72 hodinové inkubaci se vzristajicimi koncentracemi chelatoru
zeleza H18 hodnocend testem vychytavani neutralni cervené. Data jsou uvedena jako pramérna
hodnota + SE, n = 5. Statisticky vyznamné odli$né vysledky (ANOVA; p < 0,05) oproti kontrolni skupiné

jsou oznaceny symbolem *.
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6. Diskuze

Pojem oxidacni stres je <cCasto pouzivan pii mnoha biochemickych,
fyziologickych a patofyziologickych situacich. Jak jiz bylo popsano, tento pojem
popisuje nasledek zvysené produkce ROS a/nebo pokles v jejich eliminaci (Azzi 2007).

ROS jsou nebezpecné pro buiky, tkané¢ i orgdny a ztohoto zjisténi bylo
vyvozeno, Zze oxidaéni stres hraje dilezitou roli v patogenezi a rozvoji
kardiovaskularnich  onemocnéni  vcetné¢  hypertenze, dyslipidemie, diabetes
mellitus (DM), aterosklerdzy, infarktu myokardu (IM), ventrikularni hypertrofie,
ischemické choroby srde¢ni (ICHS), anginy pektoris, srde¢niho selhani, fibrilace sini
a dalSich onemocnéni jako jsou neurodegenerativni onemocnéni, zanétlivd onemocnéni,
virus lidské imunodeficience (HIV) ¢i rakovina (Akao et al. 2003, Azzi 2007, Droge
2002, Higashi et al. 2009, Valko et al. 2007). VSechna tato onemocnéni se mohou délit
do dvou kategorii. Prvni kategorie (DM, rakovina) ukazuje b&ézny prooxidaéni posun
v systémovém thiol/disulfid redoxnim stavu a poruchu glukézové clearance. Muze se
jednat o mitochondrialni oxida¢ni stres. Bez terapeutické intervence miize dojit
k hromadnému chiadnuti kosterniho svalstva pfipominajicimu chiadnuti spojené se
starnutim. Druha skupina, které se da fikat zanétlivé oxidacni podminky, je typicky
spojena s nadmérnou stimulaci aktivity NADPH oxidazy cytokiny nebo dalSimi Ciniteli
(Droge 2002).

Odhaduje se, ze az 5 % kysliku spotiebovaného v tkanich je transformovéano
na ROS. V kardiovaskularnim systému mohou ROS pochéazet z nckolika rtznych
celularnich zdroji. Jednd se o mitochondridlni elektronovy transportni fetézec, XO,
lipooxygenazy, cyklooxygendzy (COX), peroxidazy, NADPH oxidazy, endotelialni NO
synthazu (eNOS), MPO jakoz i dalsi bilkoviny obsahujici hem (Higashi et al. 2009,
Sugamura a Keaney 2011, Zhang et al. 2012). Tyto latky jsou u¢inné detoxikovany
endogennimi  enzymatickymi lapa¢i volnych radikald, jako je SOD ¢i
glutathionperoxiddza. Nicméné za podminek spojenych s nadmérnou produkci ROS
(z&nét, ischemie-reperfuze) mize dojit k piekroeni kapacity této endogenni
antioxidacni ochrany (Lefer a Granger 2000).

Ischemicko-reperfuzni poskozeni (I/R) myokardu nevznika pii hypoxii, ale az
po obnoveni pritoku dostate¢n¢ okysli¢ené krve ischemickou tkani. Charakteristickym

znakem je zde zvySend tvorba ROS, které jsou hlavnimi medidtory tohoto poSkozeni.

72



Ischemické poskozeni je mnohem slozitéj$i d¢j, nez jen deplece O, a ATP ¢i
nahromadéni CO,. Tyto udalosti zjednodusené predstavuji prvni disledky ischemie, coz
vyvolava nescCetné mnozstvi zmén na subcelularni, bunécné, tkdnové a organové trovni
(Raedschelders et al. 2012). Po ischemii pfi nasledné reperfuzi vznikéd mateisky radikal
O;’s, ktery slouZzi jako prekurzor pro dalsi radikély, cestou Haber-Weissovy a Fentonovy
reakce zprostfedkované volnymi redoxné aktivnimi ionty Zeleza (Munoz et al. 2010,
Raedschelders et al. 2012).

Jak jiz bylo naznaceno, jedna ze strategii pro zmirnéni reperfuzniho poSkozeni
zavislého na ROS se tyka odstrafiovani volného Zeleza, aby tento prvek nebyl pfitomen
v tkani béhem ischemie a reperfuze. Volné Zelezo podporuje oxidaci lipidd, a to
zejména v pritomnosti ROS. Kromé& toho Zelezem katalyzované oxida¢ni reakce byly
spojeny se srde¢ni dysfunkci v priitbéhu ischemie a reperfuze. Takze neni ptekvapujici,
ze chelatace kovl je testovdna jako antioxidacni strategie v oblasti prevence I/R
poskozeni (Voest et al. 1994, Sugamura a Keaney 2011).

Intracelularni zelezo se dramaticky zvysSuje béhem ischemie (z davodu
akumulace reduk¢nich ekvivalentl a také z divodu ischémii vyvolané aciddzy). Proto
bylo navrzeno pouziti chelatori zeleza, aby se sniZilo po-ischemické poSkozeni tkané
(Galey 2001). Rada studii ukazala, Ze uziti DFO zlepgilo preziti a fyziologické funkce
v riznych modelech cerebralniho nebo srde¢niho I/R poskozeni (Galay 2001, Sugamura
a Keaney 2011). Tyto vysledky naznacuji, Ze chelatory Zeleza mohou byt prospésné
pii lécbé mrtvice a infarktu. Také by mohly byt prospé$né béhem kardiopulmonalniho
bypassu ¢i pfi transplantaci orgdnd, kde také dochazi k prechodné ischemii (Galey
2001).

Bohuzel DFO je hydrofilni a proto $patn¢ prochéazi plazmatickymi membranami,
coz ma za nasledek velmi omezeny pfistup k intracelularnimu volnému Zelezu. Tento
fakt, spolecné¢ s (pro pacienta) nepifiznivym zpusobem podani, vedl k hledani
efektivngjsich kardioprotektivnich chelatorii Zeleza (Simtinek et al. 2005).

SIH je oproti diive zminénému chelatoru DFO vysoce lipofilni. Snadno vstupuje
do bunck, pevné chelatuje intracelularné redoxné aktivni Zelezo a je tedy schopen
ginné blokovat produkci OHe (Siminek et al. 2005). Studie provedena Siminkem et al.
(2005) ukézala, ze SIH je vyrazn¢ U€inngj$i, jiz v mikromolarnich koncentracich,
v ochran¢ kardiomyocytt pied toxicitou H,O, nez DFO. Ve studii provedené¢ Bendovou
et al. (2010) SIH ukazal nejlepSi pomér cytoprotektivni ucinnosti a vlastni toxicity

ze sedmi chelatacnich latek z n€kolika rGznych chemickych rodin vcéetné tii klinicky
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uzivanych 1¢kti — DFO, deferipron a deferasirox. Jak jiz bylo zminéno vyse, také dokaze
chranit proti kardiotoxicité zptisobené daunorubicinem (Simtinek et al. 2008). Oviem
kvali labilni hydrazonové vazbé SIH snadno podléha hydrolyze a ma tedy kratky
biologicky polocas. Tento fakt omezuje jeho potencidl pro pouziti v klinické praxi
(Hruskova et al. 2011).

Pti zkoumani dalSich chelatorGi Hruskovou et al. (2011) vykazovaly slibné
ucinky chelatory Zeleza HAPI a HPPL. U obou téchto latek byla prokazéna vys$si
stabilita proti hydrolyze oproti labilnimu SIH (diky nahrazeni aldiminového vodiku STH
za objeméjsi elektron donorovou alkylovou skupinu), kterd byla testovana in vitro
v krali¢i plazmé. Také vykazovaly vysokou chelata¢ni aktivitu v roztoku, ovSem
pfiporovnani chelata¢ni aktivity v buiikdch H9c2 se vyrazné neliSily od referencniho
SIH. Kardioprotektivni vlastnosti byly rozvéz zkoumany na bunétné linii H9c2
v pfitomnosti 200 uM  terc-butylhydroperoxidu (--BHP). Pfi 24  hodinové
inkubaci bun€k s --BHP a s HAPI a HPPI byla stdle zachovana bunécnd morfologie
atyto latky byly schopny statisticky vyznamné zvysSit Zivotaschopnost bunék.
Pti porovnani kardioprotektivnich uc¢inkti SIH, HAPI a HPPI pfi koncentraci 100 uM
s 200 uM #BHP, oba naposledy zminéné vykazovaly vyssi ucinnost. Stanoveni vlastni
toxicity chelatort probihalo jednak 24 hodinovou, a také 72 hodinovou inkubaci bunék
H9c2 s HAPI a HPPI (opét 100 uM). V porovnani se SIH oba cheldtory vykazovaly
niz8i vlastni toxicitu pti 24 hodinové inkubaci, ovSem pii 72 hodinové inkubaci byla
jejich toxicita vy$si nez u SIH. Chelator HAPI by diky absenci kratkodobé 24 hodinové
toxicity a lepSim antioxida¢nim a cytoprotektivnim U¢inkiim mohl najit uplatnéni
pii kratkodobém podani naptiklad u I/R poranéni.

Nadéjné vysledky zkouméni téchto chelatori odvozenych od SIH vedlo
k syntéze dalSich latek s riznymi strukturdlnimi obménami ve snaze zlepSit jejich
vlastnosti, zvyS$it i€innost ¢i snizit toxicitu.

Cilem této prace bylo prozkoumat tyto nové derivaty, nastinit jejich Uc¢innost
a vlastni toxicitu a urcit, zda maji potencidl pro dalsi studium a ptipadné vyuziti

v terapii srdecnich onemocnéni.

studiich vykazovaly dobré kardioprotektivni ucinky (HruSkova et al. 2011), vznikly
redukované formy rSIH, rHAPI a rHPPI. Tyto potencialni chelatory byly snahou ziskat
stabilngj$i derivaty, protoZe pravé piitomnost dvojné vazby mezi atomy dusiku a uhliku

je nachylna k hydrolyze.
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Dalsi chelatory BHAPI a BHPPI byly ziskany zavedenim halogenu do molekuly
CHAPI a HPPIL. Tato chemickd obména zvySuje lipofilitu molekul, které tak mohou
lépe pronikat do bunék. Mimo to miize brom ovliviiovat stabilitu hydrazonové vazby
a chelata¢ni schopnost.

Zaménou fenolického hydroxylu za pyridinovy dusik v ketonové ¢asti molekuly
vznikl cheldtor 2API. Jedna se o analog HAPI.

Posledni zkoumané chelatory Zeleza 7HII, H16 a H18 obsahuji v ketonové ¢asti
delsi, vétvené Ci cyklické alkylové fetézce. 7HII a H16 obsahuji v ketonové casti
molekuly stejny pocet uhlikii jako HPPI stim rozdilem, ze 7HII je ma uspofadané
do kruhu a H16 ma rozvétveny fetézec v a poloze vici hydrazonové vazbé. H18
obsahuje v jiz zminéné ketonové ¢asti isobutylovy zbytek.

Z probéhlych méteni byly stanoveny hodnoty ECsy (WM) pro modelovy chelator

zeleza SIH a ostatni zkouSené potencidlni chelatory zeleza.

Chelator ECso

SIH 17,63 +1,38
rSIH *
rHAPI *
rHPPI *
BHAPI 30,34+ 7,23
BHPPI 17,18 £+ 4,39
2API 8,48 +£3,11
7HII 2,68 +1,30
H16 *

H18 27,76 £ 3,90

Tab. 6.1. Hodnoty ECsy (uM) chelatoru zeleza SIH a zkouSenych potencialnich chelatori Zeleza, které
byly ziskany 24 hodinovou inkubaci bunék H9¢2 se zkouSenymi chelatory a s 200 puM peroxidem vodiku
a vypoctem pomoci software CalcuSyn. Data jsou uvedena jako primérna hodnota + SE, n > 4. Hodnoty

ECs, které nemohly byt vypocitany, jsou ozna¢eny symbolem *.

Na zéklad¢ porovnani hodnot ECsy miZzeme konstatovat, Ze v porovnani se SIH
jako modelovym chelatorem Zeleza vykazovaly lepsi kardioprotektivni Gc¢inky proti
oxidacnimu poSkozeni zpiisobenému toxickou davkou 200 uM H,O, chelatory BHPPI,
2API a 7HII. Chelatory zeleza BHAPI a H18 mély niz$i kardioprotektivni G€inky nez
modelovy SIH a redukované studované latky rSIH, rHAPI, rHPPI a H16 vznikly
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zménou postranniho uhlikového fetézce nevykazovaly Zddnou kardioprotektivni

aktivitu.

Srovnani kardioprotektivnich G¢inki vybranych potencidlnich chelatort Zeleza

je zobrazeno v nasledujicim obrazku 6.1.
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Obr. 6.1. Vzijemné porovnani viability H9c2 bunck po 24 hodinové inkubaci se vzristajicimi
koncentracemi vybranych chelatori zeleza a 200 uM peroxidem vodiku hodnocend pomoci testu
vychytavani neutralni Cervené. Data jsou uvedena jako primérna hodnota + SE, n>4. Statisticky
vyznamné odlisné vysledky (ANOVA; p <0,05) oproti kontrolni skupiné jsou oznaceny symbolem *,
statisticky vyznamné¢ odlisné vysledky (ANOVA; p <0,05) oproti skupiné s peroxidem vodiku jsou

oznaceny symbolem °.

Kvili neschopnosti redukovanych studovanych latek ochranit buniky proti
oxidacnimu poskozeni bylo zkoumano, zda viibec a pokud ano, tak v jaké mife dokazi
tyto potencialni chelatory nové série chelatovat Zelezo. Data uvedena na obr. 6.2, 6.3
a 6.4 byla naméfena a vyhodnocena kolegyni z pracovist¢ Mgr. EliSkou Mackovou
a zobrazuji vysledky testii chelatacni aktivity jednotlivych chelator jednak v roztoku
pomoci slabého chelatoru Zeleza kalceinu (viz obr. 6.2 a obr. 6.3), ale také v buitkach

MCF-7 metodou mobilizace *Fe z bundk (viz obr. 6.4).
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Obr. 6.2. Dynamika procesu chelatace iontd Zeleza v roztoku jednotlivymi zkouSenymi potencialnimi

chelatory, n = 3.
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Obr. 6.3. Stanoveni chelatac¢ni aktivity jednotlivych zkouSenych potencialnich chelatori pomoci kalceinu
(5 uM) v roztoku. Data jsou uvedena jako primérna hodnota + SE, n = 3. Statisticky vyznamné odlisné

vysledky (ANOVA; p <0,05) oproti SIH jsou oznaceny symbolem *.
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Obr. 6.4. Stanoveni chelatac¢ni aktivity jednotlivych zkousenych potencialnich chelatortt pomoci bunécné
*Fe mobilizace (buiiky MCF-7, 25 uM). Data jsou uvedena jako priméma hodnota + SE, n>3.
Statisticky vyznamné odlisné vysledky (ANOVA; p < 0,05) oproti kontrolni (nelécené) skupiné jsou

oznaceny symbolem *.

Jak je patrné z té€chto obrazki, redukované formy rSIH, rHAPI a rHPPI vykazuji
nizkou chelata¢ni aktivitu. Redoxné¢ aktivni ionty Zeleza tedy nejsou chelatovany a jako
volné mohou katalyzovat vznik ROS, které vedou k poSkozeni bun€k. Ztrata chelatacni
schopnosti zfejm¢ vyplyva ze zmény prostorové orientace molekuly, ¢i zménou
elektronové hustoty na dusiku diky zméné hybridizace. Pfi stanoveni chelatacni aktivity
pomoci bun&éné ’Fe mobilizace také studovana latka H16 vykazovala niz§i aktivitu.
Z obrazku 6.4 je patrné, ze H16 nedokazal dostatecné chelatovat zelezo a vynést ho
v komplexu z buniky ven. Tato zjisténi dokresluji poznatky ziskané v této praci, Ze
studované latky rSIH, rHAPI, rHPPI a H16 nedokézi ochranit bunky pfed oxida¢nim
stresem vyvolanym 200 uM H,O,. Miuzeme tedy konstatovat, Ze piitomnost

hydrazonové vazby je nezbytna pro kardioprotektivni ucinek chelatori.

Chelatory BHAPI, BHPPI, 7HII vykazovaly nepatrné¢ vyssi chelatacni aktivitu
vroztoku nez referencni cheldtor SIH. Pii testovani chelatacni aktivity v MCF-7
bunkach vykazoval chelator 7HII nepatrné vyssi aktivitu a chelatory BHAPI, BHPPI
a H18 niz§i chelatacni aktivitu nez SIH, diky které dokazi tyto chelatory ochranit bunky
pfed poskozenim vyvolanym oxida¢nim stresem. Chelator 2API vykazoval nizkou
chelatacni aktivitu v roztoku, ale pfi testech na bunikach byla jeho chelatacni aktivita

srovnatelnd se SIH a kardioprotektivni Gi€inky vykazoval dokonce vétsi nez SIH.
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Co se tyce kardioprotektivnich u¢inkl, mizeme fict, ze chelatory BHPPI, 2API
a 7HII vykazuji vyssi u€innost nez referencni SIH. OvSem samotné toto konstatovani
nestac¢i. Abychom mohli posoudit, zda jsou tyto chelatory lepsi nez SIH, musime také
posoudit jejich vlastni toxicitu vii¢i bunikam.

Pfi zkoumani vlastni toxicity chelatori byla zexperimentld s jednotlivymi

chelatory vypocitana hodnota TCsy (uM).

Chelator TCsp

SIH 49,47 +1,77
rSIH 39,59+5,11
rHAPI 83,96+ 2,76
rHPPI 226,12 +6,31
BHAPI 6,99 £ 0,82
BHPPI 6,31+0,59
2API 3,07 £ 0,55
7HII 0,62+0,17
H16 *

H18 7,40 £2,13
H,0, 62,39+1,70

Tab. 6.2. Hodnoty TCs, (uM) peroxidu vodiku, chelatoru Zeleza SIH a studovanych latek, které byly
ziskany 72 hodinovou inkubaci bunék H9c2 se studovanymi latkami a vypoCtem pomoci software
CalcuSyn. Data jsou uvedena jako primérna hodnota se + SE, n > 3. Hodnoty TCs, které nemohly byt

vypocitany, jsou oznaceny symbolem *.

Redukované studované latky rHAPI a rHPPI sice vykazovaly niz8i vlastni
toxicitu nez SIH, ov§em kvili neschopnosti ochranit buiiky pfed oxidacnim poskozenim
nema toto zjiSténi pro potenciondlni terapii srdecnich onemocnéni zvlastni vyznam.
Dalsi redukovand studovana latka rSIH, stejné jako ostatni zkouSené chelatory BHAPI,
BHPPI, 2API, 7HII a H18 mély v porovnani se SIH vyssi toxicitu. Nejvyssi toxicita
byla zjisténa u chelatoru 7HIL, coZ lze vysvétlit zvySenou schopnosti této latky pronikat
do bun¢k. Vysokd toxicita chelatorit je zplsobena pravdépodobné depleci Zeleza
v bunikach. Latka H16 vykazovala velmi nizkou toxicitu ve vSech zkousenych
koncentracich. Z tohoto diivedu nemohla byt vypocitana hodnota TCso. Nizkd vlastni
toxicita je pravdépodobné zplisobena rozvétvenim fetézce v tésné blizkosti hydrazonové

vazby, kter¢ stericky brani hydrolyze.
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Obr. 6.5. Vzijemné porovnani viability H9c2 bunek po 72 hodinové inkubaci se vzristajicimi
koncentracemi vybranych chelatorti Zeleza hodnocena pomoci testu vychytavani neutralni cervené. Data

jsou uvedena jako prumérna hodnota + SE, n > 3. Statisticky vyznamné odlisné vysledky (ANOVA;

p < 0,05) oproti kontrolni skuping jsou oznac¢eny symbolem *.

Pro komplexni porovnani cytoprotektivnich u¢inkGi a vlastni toxicity
referencniho chelatoru Zeleza SIH s novymi aroylhydrazonovymi chelatory Zeleza byl

vypocitan pomér TCso/ECs, ktery miizeme chépat jako jakousi analogii terapeutického

indexu.

Chelator TCs0/ECso
SIH 2,81
rSIH *
rHAPI *
rHPPI *
BHAPI 0,23
BHPPI 0,37
2API 0,36
7HII 0,23
H16 *
H18 0,27

Tab. 6.3. Poméry vlastni toxicity (TCsp) a cytoprotektivni uc¢innosti (ECsg) jednotlivych zkouSenych
chelatorti. N > 3. Hodnoty TC;¢/ECs, které nemohly byt vypocitany, jsou ozna¢eny symbolem *.
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Jak vidime v tabulce 6.3 1 pifes slibné kardioprotektivni ucinky nékterych
chelatori, zadny nevykazuje lepSi pomér ucinnosti a toxicity nez SIH. NejlepSich
hodnot doséhly chelatory 2API a BHPPI. Oba tyto chelatory stejné jako BHAPI, 7HII

a H18 si jisté zasluhuji dal$i zkoumani.

Tato série zkoumanych aroylhydrazonovych chelatori ionth Zeleza sice
nesplnila kladena oc¢ekavani, ale diky nastinéni kardioprotektivnich a toxickych u¢inkl

jednotlivych studovanych latek umozni dal§i postup pifi vyvoji novych chemickych

[RA4
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7. Zavéry

e Redukované studované latky rSIH, rHAPI, rHPPI:

e nedokazaly ani v nejvysSi zkouSené koncentraci 1000 uM ochranit buiky

HO9c¢2 pted oxida¢nim poskozenim vyvolanym 200 uM peroxidem vodiku.

e vlastni toxicita latky rSIH byla vys§i oproti SIH. Vlastni toxicita rHAPI
a rHPPI byla niz$i nez SIH.

e QOstatni

zkousené nové chelatory Zeleza vykazovaly davkové zavislé

kardioprotektivni ucinky.

e Bromované chelatory BHAPI a BHPPI:

BHAPI  vykazoval niz§i kardioprotektivni  U€inky v porovnani
s modelovym chelatorem SIH 1 ostatnimi zkouSenymi cheldtory. Vlastni
toxicita BHAPI byla vyssi oproti SIH.

BHPPI vykazoval vys§i kardioprotektivni uc¢innost oproti SIH
1 oproti BHAPI. Vlastni toxicita BHPPI byla vyssi oproti SIH a BHAPI.

e  Chelatory obshujici modifikaci ketonové ¢asti fetézce 2API a 7THII:

vykazovaly nejvyssi kardioprotektivni Uc€inky oproti SIH 1 dalSim

zkousenym chelatoriim. OvSem vykazuji také vyssi vlastni toxicitu.

e Studované latky s prodlouzenym postrannim alkylovym fetézcem H16 a H18:

H16 nevykazoval kardioprotektivni u€inky. Jeho toxicita vici builkdm
HO9c¢2 byla minimalni pfi v8ech zkousenych koncentracich.
H18 vykazoval niz§i kardioprotektivni ucinky a vyss§i vlastni toxicitu

nez SIH.

e Pii porovnani poméru vlastni toxicity a cytoprotektivni G€innosti Zadny zkouseny

chelator nevykézal lepsi pomér nez modelovy chelator SIH.
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8. Seznam zKkratek

'*0, 0, "0
2,6DHAPI
2API

7HII

8-0x0-dG
AMP
ANOVA
apoTf
ATP
BHAPI
BHPPI

BpT
CO,
Dcytb
DFO
DFT
DM
DMEM
DMSO
DMT1, DCT1, Nramp2
DNA
Dp44mT
DpT
ECs
EDTA
ER

FAD
FBS
Fe(OH);
Fo**

Fo*

GIT

izotopy kysliku
(E)-N’-(1-(2,6-dihydroxyfenyl)ethyliden)isonikotinoylhydrazid
(E)-N’-(1-(pyridin-2-yl)ethyliden)isonikotinoylhydrazid
(E)-N’-(7-hydroxy-2,3-dihydro-1H-inden-1-
yliden)isonikotinoylhydrazid
8-0x0-7,8-dihydro-20-deoxyguanosin

adenosinmonofosfat

analyza rozptylu (analysis of variance)

apotransferin

adenosintrifosfat
(E)-N’-(1-(5-brom-2-hydroxyfenyl)ethyliden)isonikotinoylhydrazid
(E)-N’-(1-(5-brom-2-
hydroxyfenyl)propyliden)isonikotinoylhydrazid
2-benzoylpyridinthiosemikarbazon

oxid uhlicity

duodenalni cytochrom b

desferrioxamin

desferrithiocin

diabetes mellitus

kultivacni médium (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
dimethylsulfoxid

prenasec¢ divalentnich iont kovii 1 (divalent metal-ion transporter 1)
deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
di-2-pyridylketon-4,4-dimethyl-3-thiosemikarbazon
di-2-pyridylketonthiosemikarbazon

molarni koncentrace, ktera vede k ochrané 50 % bun¢k
kyselina ethylendiamintetraoctova (ethylenediaminetetraacetic acid)
endoplazmatické retikulum

flavinadenindinukleotid

fetalni bovinni sérum

hydroxid zelezity

zeleznaté ionty

zelezité ionty

gastrointestinalni trakt
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Hl6

HI18

H,0,
HAMP, LEAP-1
HAPI

Hb

HCP1
HEPES
HO-1

HO,*
HOCI
HPPI
CHAPI

I/R
ICL670A
ICHS

M

Iregl, MPT, FPN
IREs

IRP1, IRP2
L1, CP20
LDL

LIP

MAO

Mb

MPO
mRNA

NADPH
Nb
NHAPI
NMR
NO-

NR

NT

(E)-N’-(1-(2-hydroxyfenyl)-2-
methylpropyliden)isonikotinoylhydrazid
(E)-N’-(1-(2-hydroxyfenyl)-3-
methylbutyliden)isonikotinoylhydrazid

peroxid vodiku

hepcidin
(E)-N’-(1-(2-hydroxyfenyl)ethyliden)isonikotinoylhydrazid
hemoglobin

protein pfenasejici hem 1 (haem carrier protein 1)
2-(4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl)ethansulfonova kyselina
hemoxygenaza

hydroperoxylovy radikal

kyselina chlorna
(E)-N’-(1-(2-hydroxyfenyl)propyliden)isonikotinoylhydrazid
(E)-N’-(1-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)ethyliden)isonikotinoylhydrazid
ischemicko-reperfuzni poskozeni

deferasirox

ischemicka choroba srde¢ni

infarkt myokardu

ferroportin

na zelezo reagujici slozky (iron responsive elements)
proteiny regulujici Zelezo (iron regulatory proteins)
deferipron

lipoproteiny s nizkou hustotou (low density lipoproteins)
zasoba labilniho Zeleza (labile iron pool)

monoaminooxiddza

myoglobin

myeloperoxidaza

medidtorova ribonukleova kyselina (messenger ribonucleic acid)
pocet experimentil

nikotinamidadenindinukleotidfosfat

neuroglobin
(E)-N’-(1-(2-hydroxy-5-nitrofenyl)ethyliden)isonikotinoylhydrazid
nuklearni magnetickd rezonance

oxid dusnaty

neutralni ¢ervén (neutral red)

2-hydroxy-1-naftylaldehyd-3-thiosemikarbazon
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NTBI zelezo nevazané na transferin (non-transferrin bound iron)

0, kyslik

o* kyslikovy anion

O, superoxidovy anion-radikal

0,” peroxidovy anion

O, 0zon

OH- hydroxylovy radikal

ONOO peroxynitrit

p hladina statistické vyznamnosti

PCIH 2-pyridylkarboxaldehydisonikotinoylhydrazon

PIH pyridoxalisonikotinoylhydrazon

PKIH di-2-pyridylketonisonikotinoylhydrazon

Re uhlikovy radikal

rHAPI N’-(1-(2-hydroxyfenyl)ethyl)isonikotinoylhydrazid
rHPPI N’-(1-(2-hydroxyfenyl)propyl)isonikotinoylhydrazid
RNS reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species)
RO- alkoxylovy radikal

RO,e peroxylovy radikal

ROOH organické peroxidy

ROS reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
RR ribonukleotidreduktaza

rSIH N’-(2-hydroxybenzyl)isonikotinoylhydrazid

SBH salicylaldehydbenzoylhydrazon

SCM DMEM obsahujici sérum (serum containing medium)
SE standardni chyba (standard error)

SFM DMEM neobsahujici sérum (serum free medium)
SIH salicylaldehydisonikotinoylhydrazon

SOD superoxiddismutaza

t-BHP terc-butylhydroperoxid

TCs molarni koncentrace, ktera vede k usmrceni 50 % bunék
TCs¢/ECsy pomeér, ktery lze chapat jako terapeuticky index studované latky
Tf transferin

TR 1,2 transferinové receptory 1, 2

VR volné radikaly

X0 xantinoxiddza
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