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ABSTRAKT

Nedavné poznatky predpokladaji zasadni roli oxida¢niho stresu v patogenezi
mnoha zavaznych kardiovaskuldrnich nemoci. Hydroxylové radikaly, které jsou
tvofeny katalytickym plisobenim volnych iont Zeleza, patii mezi nejreaktivnéjsi a
ucinn¢ predejit této produkci ROS. Tato studie se zabyva toxicitou (snizeni bunécné
viability hodnocené pomoci testu vychytavani neutralni ¢erven¢) peroxidu vodiku
(H20,) a tert-butylhydroperoxidu (t-BHP) na kardiomyoblastové potkani bunécné
linii H9¢c2 a studiem schopnosti chelatoru zeleza salicylaldehyd isonikotinoyl
hydrazonu (SIH) pfedejit tomuto poskozeni.

24-hodinova inkubace H9¢2 bunék s H,O, (ICsp= 81,5 uM) nebo t-BHP
(ICs0= 66,4 uM) vedla v zavislosti na davce k rozvoji zmén bunééné morfologie,
mitochondrialni depolarizaci a bunéné smrti. Soucasna inkubace s cheladtorem SIH
Vv zavislosti na ddvce snizila nebo Gplné odvratila bunécné poskozeni a morfologické
zmény (ECso= 1,2 uM pro toxicitu 100uM H;0,, ECso= 5,7 uM pro 200uM H,0,,
ECs0= 2,9 uM pro 100uM t-BHP, ECso= 8,8 uM pro 200uM t-BHP). 100uM
koncentrace SIH byla schopna upln¢ ochranit bunky vystavené tak vysokym
koncentracim oxida¢nich ¢inidel jako 300 uM H,0O;, nebo t-BHP. Vlastni toxicita
SIH po 24-hodinové inkubaci (10 - 600 uM) byla velmi nizkd a nedosahla ani
hodnoty ICsp, 72-hodinova inkubace se SIH jiz vykazala toxicitu s hodnotou
ICs0=447,1 uM.

Tato studie potvrdila kli¢ovou roli volné bunééného Zeleza v peroxidativnim
bunééném poskozeni a ukdzala na vyznamné protektivni schopnosti chelatoru zeleza

SIH proti Fentonovu typu oxidacniho stresu vyvolan¢ho H,O; a t-BHP.



ABSTRACT

Recent evidence suggests that oxidative stress plays a crucial role in the
pathogenesis of many serious cardiovascular diseases. Hydroxyl radicals, which are
formed by catalytic effect of free cellular iron, belong among the most reactive and
toxic forms of reactive oxygen species (ROS). Iron chelation could therefore
effectively prevent the ROS formation. This study deals with toxicity (reduction cell
viability as determined by neutral red uptake assessment) of hydrogen peroxide
(H20,) and tert-butyl hydroperoxide (t-BHP) on H9c2 rat cardiomyoblast cell line
and with capability of the iron chelator salicylaldehyde isonicotinoyl hydrazone
(SIH) to prevent this damage.

24-hour incubation with H,O;, (ICso= 81.5 uM) or t-BHP (ICs= 66.4 uM)
dose-dependently resulted in pronounced change of cellular morphology,
mitochondrial depolarization and cell death. Co-incubation with SIH dose-
dependently reduced or abolished cell damage and morphological changes
(ECso= 1.2 uM for toxicity of 100uM H,0;, ECso= 5.7 uM for 200uM H,0, and
ECso= 2.9 uM for 100uM t-BHP, ECsp= 8.8 uM for 200uM t-BHP, respectively).
100uM SIH was able to completely protect cells exposed to as high as 300uM H,0,
or t-BHP concentrations. Own toxicity of SIH tested by 24-hour incubation
(10 - 600 uM) was very low and did not reach the ICso value, the 72-hour SIH
incubation showed ICsp=447.1 uM.

This study confirms key role of free cellular iron in peroxidative cell damage
and points to significant protective ability of iron chelation with SIH against Fenton

type of oxidative stress induced by both H,O, and t-BHP.
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1. Teoreticka cast

1.1.Volné radikaly a ROS

1.1.1. Uvod do problematiky volnych radikal

Aerobni organismy uz podle svého nazvu jsou zavislé na pritomnosti kysliku
(O2). Ten je nezbytny pro energeticky metabolismus, podili se na biotransformaci a
eliminaci mnoha eubiotik a xenobiotik, funkci imunitniho systému a na pfenosu
bunécnych signalli uvnit a mezi buitkami. Na druhé stran¢ ale mize O, pusobit na
organismy toxicky (Halliwell et Gutteridge, 1999). Dtive se myslelo, Ze toxicita O,
je zpusobena jeho pfimym inhibi¢nim plsobenim na nékteré bunétné enzymy
(Balentine, 1982), ale mira tohoto inhibi¢niho ptisobeni je ptili§ nizka. Teprve az
Rebecca Gershmanova a Daniel L. Gilbert spolu poprvé v 50. letech 20. stoleti
vyslovili hypotézu, Ze za toxicitu O jsou odpovédné volné kyslikové radikaly
vzniklé v organismu). Tak vznikl termin reaktivni formy kysliku (ROS) (Gilbert et
al, 1981).

ROS wvznikaji piijetim jednoho nebo vice elektroni do molekuly Oa.
Za fyziologickych podminek je tvorba ROS v rovnovdze s antioxidacnimi
ochrannymi mechanismy. Pokud je vSak tato rovnovaha naruSena, mohou volné
radikaly poskodit organely. V soucasné dobé se ma za to, ze pusobeni ROS je
vyznamnym patofyziologickym ¢initelem mnoha zavaznych nemoci (Halliwell et
Gutteridge, 1999; Valko et al., 2007).

Podobné jako ROS se v organismu nachazeji 1 dalSi reaktivni slouceniny
podobné¢ ROS. Tak napt. reaktivni formy dusiku (RNS), chléru nebo siry.
Nejvyznamnéjsi jsou RNS, které hraji vyznamnou roli v regulaci tonu hladkého
svalu véetné endotelialnich funkci (Halliwell et Gutteridge, 1999).

Podle Barry Halliwella a Johna M.C. Gutteridge mizeme volné radikaly
definovat jako takové atomy, molekuly nebo jejich fragmenty, které maji ve své
molekule nesparovany elektron a jsou schopné samostatné existence (Halliwell et

Gutteridge, 1999).



1.1.2. Vyznam ionti Zeleza

Ionty pfechodnych kovii, kromé zinku, maji ve své molekule jeden nebo vice
nesparovanych elektront (podle definice Halliwella a Gutteridge je tedy mozné je
povazovat za volné radikaly). Nejvétsi vyznam z nich maji ionty zeleza, v mensi
mife pak médi, manganu nebo zinku. Jsou pro organismus nezbytné pro spravny
chod metabolickych procesi. V organismu umoziuji pienos elektronit v rtznych
enzymovych  systémech (cyklooxygenazy, cytochromy, myeloperoxidaza,
ribonukleotid reduktaza, specifické a nespecifické hydroxyldzy, oxiddzy a mnohé
dalsi) nebo se ucastni transportu O, (hemoglobin a myoglobin). A pravé tyto
vlastnosti, které ¢ini ionty zeleza tak nepostradatelnymi pro spravnou funkci
organismu, je zaroven Cini potencidlné¢ velmi nebezpecnymi. Pokud se totiz tyto
ionty vyskytnou volné nebo labilné vazané, miizou participovat na tvorbé reaktivnich
sloucenin typu ROS prostiednictvim Fentonovy reakce (viz kapitola 1.1.5.1.)
(Halliwell et Gutteridge, 1992). Aby se organismus vyhnul tomuto nebezpeci, musi
byt neustale v organismu dodrzovana homeostaza zeleza (Dunn et al., 2006).

O iontech zinku nebo hliniku se naopak soudi, Ze mohou inhibovat urcité
radikalové reakce in vivo tim, Ze nahrazuji ionty zeleza nebo médi v aktivnich
mistech riznych enzyma (Berg et Shi, 1996).

Zelezo se v organismu vyskytuje hlavné ve vazané formé a to v hemovych
(hemoglobin, myoglobin, cytochromy a myeloperoxidaza) nebo nehemovych
strukturdch (proteiny obsahujici [Fe-S] skupinu, transferin a feritin). Pfitomn¢ je také
zelezo nevazané ¢i labiln€ vazané, které ma nejvétsi toxicky potencidl. Celkové
mnozstvi Zeleza v organismu je cca. 4,5-5 g U muze a u zeny cca. 2 g. Z tohoto
celkového mnozstvi zeleza je u muze piiblizné 2,5 g ve formé& hemoglobinu, 1 g
feritinu a 0,3 g v myoglobinech a 0,1 g Vv cytochromech. Denni ztraty zeleza
predstavuji 1 mg a jsou zpisobeny napi. krvaceni a jsou kompenzovany piijmem
z potravy (Fleming et Bacon, 2005).

Pokud se zelezo vyskytuje ve formé rozpustnych zeleznatych iontd (Fe®") se 4
ve vodé nerozpustné zelezité ionty (Fe3+) s 5 nesparovanymi elektrony. Redoxni
potencial zeleza je zna¢né€ ovlivnén aktudlnim spinovym stavem, ktery je urcen jeho

ligandy. Vyssi reaktivitu ma Fe?* ve stavu o vysokém spinu, tj. pii neobsazeném 4s
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orbitalu, ve kterém se snadno oxiduje naptiklad vzdusnym O, ve vodném roztoku (1)

(Halliwell et Gutteridge, 1992).
Fe*" + 0, « [Fe?"-0, < Fe®"-0,"] > Fe®) + 0," (1)

Naopak redukéni schopnost Fe?* je omezena navazanim Sesti ligandi, kdy
dojde k naruSeni degenerace 3d orbitalu (jeden volny elektron obsadi 4s orbital).
Mluvi se pak o stavu s nizkym spinem. Fakt, Ze ligandy mohou vyznamné ovliviiovat
redukéni potencial Fe?* ma v organismu velky vyznam, protoZe umoZiiuje
prostifednictvim jediného iontu vdzaného v riizném enzymu katalyzovat rtizné reakce.
Fe?* ve stavu o nizkém spinu se v organismu vyskytuje napi. v hemovych

strukturach (Halliwell et Gutteridge, 1999).

1.1.3. Metabolismus Zeleza

Zelezo je z potravy absorbovano prostiednictvim duodenalnich enterocytd,
kde jsou na apikalni membrané nehemové Fe®' ionty z potravy redukovany na Fe?*
ionty a nasledné aktivné transportovan metalotransportnim proteinem-1 (DMT-1).
Z potravy je také mozno ziskat hemové Zelezo a to prostiednictvim endocytozy
zprostiedkované prenaseCem pro hem (HCP-1), ze kterého je nasledné uvnitf
enterocytu uvolnény Fe?* ionty hem oxygenazou-1. Fe?* ionty jsou transportovany
ven z bunky feroportinem-1 (FPN-1); je to zatim jediny zndmy bunéény efluxni
systém pro zelezo v organismu. V extracelularnim prostoru jsou znovu oxidovany
ferroxiddzou hephaestin na Fe®* ionty nebo ceruloplasminem (ferroxidazou
analogickou k hephaestinu, ktera navic transportuje 90 % Cu v plasmé). Bez oxidace
by se nemohlo Zelezo reverzibilné navazat na transportni proteiny transferin nebo
lactoferin (vzdy po dvou iontech Fe**) (Dunn et al., 2006). Transferin neni schopen
vazat Fe** v kyselém pH, zatimco lactoferin ano. Ten je obsaZen ve slinach,
vaginalnim sekretu, chdmovodech, slzach, zlu¢i, v matetském mléce a dalSich télnich
tekutinach. Lactoferin je také produkovan aktivovanymi neutrofily pfi infekci
(Halliwell et Gutteridge, 1999).

Vyznamnéj§im zdrojem Zeleza pro organismus piedstavuje fagocytdza
starych a opotiebovanych erytrocyti makrofigy predeviim ve slezing. Zelezo

je uvnitf makrofagu uvolnéno z hemové struktury podobné jako v enterocytech a
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transportovano z buitky FPN-1 a v plasmé oxidovéano ceruloplasminem na Fe** a
nasledné navazano na transferin (Knutson et al., 2005).

Pfijem Zeleza erytrocyty a ostatnimi bunkami je zprostiedkovan
membranovym transferinovym receptorem-1 (TfR-1), ktery po navazani transferinu
vytvaii komplex, jez je internalizovan a vlivem nizkého pH jsou z transferinu
uvolnény Fe®* ionty, zatimco dochézi k protonaci vazebného mista pro Zelezo na
transferinu. Nasleduje redukce uvolnénych Fe** ionth na Fe®' ionty. Protonace
vazebného mista pro transferin a redukce Fe** jontd je nezbytna pro transport Zeleza
pfes endosomalni membranu. Zatim byla popsana jen endosomalni ferrireduktaza
Steap3 v erytrocytech (Ohgami et al., 2005). Prostiednictvim DMT-1 je Fe*
uvolnéno z endozému ve formé malych vezikul s transferinem a za asistence
proteinu Secl511 jsou tyto vezikuly uloZzeny do mitochondrie, zatimco transferin
je recyklovan a transportovan z buiky (Zhang et al., 2006). Jinou hypotézou
je uvolnéni Fe?* prostfednictvim DMR-1 za tvorby labiln& vazanych zasob Zeleza
tvofenych nizkomolekularnimi slou€eninami nebo chaperonovymi proteiny
(Richardson et al., 1996).

Zasadni roli v metabolismu zeleza hraji mitochondrie. Pfes membranu
je zelezo transportovano prostiednictvim mitoferrinu (Shaw et al., 2006). Uvnitf
mitochondrie jsou Fe®* ionty vyuZity pro tvorbu hemovych struktur enzymem
ferrochelatdzou nebo [Fe-S] proteinovych clusterli a néasledné transportovany ven
z mitochondrie. Predpoklada se, Ze regulatorem mitochondridlniho metabolismu
zeleza je protein frataxin fungujici jako prepina¢ mezi syntézou hemu a [Fe-S]
clusterti (Becker et al., 2002). Nespotiebované zelezo je ulozeno v mitochondrialnim
feritinu jako Fe?* ionty (v§znamnou zasobarnou Zeleza ve formé feritinu jsou jatra)
(Dunn et al., 2006).

Hospodafeni se zelezem kontroluje jaterni hormon hepcidin (hepatic
bactericidal protein). Dé&je se tak hlavné na trovni piijmu Zeleza duodenalnimi
enterocyty. Jatra produkuji hepcidin pfi  vysoké hladin€ zeleza v krvi
(zprostiedkovano receptory TfR-2, HFE a HIJV), nebo pfi infekci a zanétu
prostfednictvim IL-6. Hepcidin se navaze na transportni protein FPN-1 na povrchu
membrany makrofadgli, enterocytii nebo hepatocyti a po internalizaci dojde
k degradaci tohoto komplexu, coz mé za ndsledek snizené uvoltiovani ZzZeleza
makrofagy a hepatocyty a k snizenému piijmu Zeleza potravou. Hepcidin také

negativni zpétnou vazbou inhibuje ferroxidazu hephaestin v enterocytech. Na druhou
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stranu zvySend erytropoéza pii anémii nebo hypoxii vyvolava sniZzeni exprese
hepcidinu. Pfesny mechanismus této kaskady vSak ziistava stile neobjasnény.
Pfi nedostatku Zeleza mize byt jeho hladina zvySena post-transkripéni modifikaci
m-RNA pro TfR-1 a feritinu prostiednictvim Zelezo regulujicich proteint (IRP-1 a 2)
(Dunn et al., 2006; Nemeth et al., 2004).

1.1.4. Prehled ROS a reaktivita

ROS je skupinovy nazev zahrnujici nejenom kyslikové radikaly, ale také
nekteré neradikalové slouceniny od O, odvozené. NejvyznamnéjSimi zastupci ROS
jsou superoxidovy (O;") a hydroxylovy radikal (OH"). Dal$imi radikalovymi zastupci
jsou peroxylovy (ROy"), alkoxylovy (RO"), hydroperoxylovy (HO;") radikal. Mezi
neradikalové ROS patii peroxid vodiku (H20,), singletovy kyslik a ozén (Os)
(Halliwell et Gutteridge, 1999).

Kyslik v zakladnim stavu je Vpodstat¢ biradikal, protoze ma dva
nesparované elektrony s paralelnim spinem. Toto uspofadani piedstavuje z hlediska
reaktivity s neradikalovymi slou¢eninami zna¢nou nevyhodu (spinovou restrikci),
takZe O, reaguje pomalu a pouze pfijetim elektronu po jednom za vzniku jinych
forem ROS (Halliwell et Gutteridge, 1999).

Singletovy Kkyslik piedstavuje excitovany stav molekuly O, Vv zékladnim
stavu. Excitaci dochdzi ke zméné spinu, a tim 1 k odstranéni spinové restrikce.
Vyskytuje se ve dvou formach a to bud’ jako biradikal s elektrony v opaéném spinu
nebo jako neradikalova molekula. K excitaci O, dochazi v organismu nejcastéji
pfenesenim energie pii fotosenzitizacni reakci za pfitomnosti vhodného substratu
(napt. porfyrinu nebo nékterych 1é¢iv - napt. profend) (Halliwell et Gutteridge, 1999;
Foote et al., 1995).

Singletovy O, nejCastéji reaguje prenesenim excitované energie na jinou
molekulu a sam se vraci do zakladniho stavu. Tato reakce je znama jako quenching.
Pti reakci s organickymi slou¢eninami s dvojnymi vazbami mezi atomy uhliku
vznikaji bud’ endoperoxidy ¢i koncové hydroperoxidy (R-O-O-H) (Foote et al.,
1995).

Superoxidovy radikal piedstavuje nejvyznamnéjSiho zastupce ROS jak
fyziologickym vyznamem, tak 1 mirou jeho produkce. V organismu je produkovan

v Siroké mife enzymatickou redukci O, v riznych enzymovych systémech
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(viz kapitola 1.1.7.). Mlze ovSem vznikat i neenzymatickou redukci Oy, za Ucasti
iontll pfechodnych kovili. VétSina produkce O,." je vSak nezddouci, protoze vede
k produkci dalsich, mnohem reaktivnéjSich forem ROS a nasledn¢ k oxida¢nimu
poskozeni bufiky (viz kapitola 1.3.). Reaktivita O, sama o sobé& je velmi mala, pfimé
oxida¢ni poskozeni O, je minimalni. O, ve vodném prostiedi a za fyziologického
pH reaguje totiz s neradikdlovymi slouc¢eninami velmi neochotné. Jeho reaktivita
se vsak znacn¢ zvysi v pritomnosti ionti pfechodnych kova (viz kapitola 1.1.5.1.).
O,” miZe sdm snizovat aktivitu nékterych antioxida¢nich enzymi (glutathion
peroxiddzy nebo kataldzy) a enzymu energetického metabolismu (glyceraldehyd-3-
fostat dehydrogenazy, pyruvat dehydrogendzy nebo a-ketoglutarat dehydrogenazy a
fumardzy). Naopak s radikdly O,  reaguje  snadno, piikladem
je vznik ONOO™ (viz dale). Nejvyznamnéjsi reakei O,” je dismutace na H,O,.
Tuto reakci fyziologicky zajistuje enzym superoxid dismutaza (SOD) a predstavuje
jeden z pfirozenych antioxida¢nich mechanismi bunky (viz kapitola 1.2.1).
Dismutace ale mize probéhnout i neenzymaticky, hlavné v kyselém prostredi (bunky
makrofagi, blizko bunééné membrany), kdy dochazi ve velké mife k protonizaci O;”
na hydroperoxylovy radikal, ktery snadno reaguje s O, a H* (2). HO," na rozdil
od O;" je mnohem reaktivnéjsi, miZze snadno prostupovat bunénou membranou a
podilet se tak na vzniku H,O, i mimo misto svého vzniku (Halliwell et Gutteridge,
1999; Foote et al., 1995; Sawyer et Valentine, 1981).

HOzo + Oz._ +H — H,0, + O, (2)

vvvvvv

Jeho vyznam je hlavn€ patologicky, kdy vyvolava typické znaky oxidacniho
poSkozeni (viz kapitola 1.3.). Fyziologicky se v organismu uplatiiuje
v imunitnim systému, kde v aktivovanych neutrofilech pti fagocytdéze poskozuje
bakterie. V organismu vznikd z H,O, a to bud’ za katalytického pfispéni iontl Zeleza
v Haber-Weissov¢ reakci (viz kapitola 1.1.5.1.) nebo homolytickym $tépenim vazby
H,O, vyskytujici se napf. pii expozici UV zafeni, ionizujictho zafeni,
ultrazvukovému vinéni pii lithopsii (Morgan et al., 1988). V aktivovanych
neutrofilech je OH’ produkovan reakci HOCI s O, (3) (Folkes et al., 1995).
OH’ je nejreaktivnéj$im zastupce ROS. Diky své vysoké reaktivité neprostupuje

bunéénou membranou a po svém vzniku okamzité reaguje s molekulami v nejbliz§im
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okoli. Velmi ochotné reaguje s neradikdlovymi slou¢eninami a to bud’ odtrzenim
vodiku, adici nebo pfenosem elektronu. Podle substratu tak vznikaji nové, méné
reaktivni slouceniny jako alkylovy radikal (R"), alkoxylovy (RO"), peroxylovy (RO;")
nebo thiolovy radikal (RS). Pokud se setkaji dva OH" dimerizuji za vzniku H,0;
(Halliwell et Gutteridge, 1999).

HOCI + 0" — 0, + OH' + CI (3)

Peroxid vodiku je slabé oxidac¢ni ¢inidlo a v porovnani s OH" nebo RO,
radikdlem je sdm o sob¢ jen malo toxicky. V organismu je vyuZzivan jednak pii
odstrafiovani O," enzymatickou dismutaci prostiednictvim SOD (viz kapitola 1.3.) a
jednak v aktivovanych neutrofilech, kde z néj vznika vysoce reaktivni HOCI. H,O;
vznikd i neenzymaticky z HO; podle reakce (2). Sam oxiduje nékteré enzymy
(napt. glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazu) (Brodie et Reed, 1987), keto-kyseliny
a degraduje hemové struktury za uvolnéni ionti Fe (Gutteridge, 1986). Navzdory své
nizké reaktivité ale plisobi toxicky a ve vySSich koncentracich i letaln€. Jeho toxicita
se totiz vyrazné zvysi v pritomnosti iontl pfechodnych kovt (hlavné Fe a Cu), které
prostiednictvim Haber-Weissovy reakce produkuji vysoce reaktivni OH’
(viz kapitola 1.1.5.1.), ktery je zodpovédny za klasické projevy oxidac¢niho
poskozeni. ProtoZze nema néboj, mlize snadno prochazet bunéénou membranou a
pusobit tak toxicky i v jinych bunkach, nez kde vznikl (Halliwell et Gutteridge,
1999).

Peroxylové (RO,) a alkoxylové radikaly (RO jsou po OH
nejvyznamnéjsimi toxickymi zastupci ROS. Vznikaji hlavné ptisobenim OH’, ktery
odtrhne vodik z riznych organickych slouc¢enin za vzniku alkylového radikalu (R) a
v ptitomnosti O, za vzniku peroxylového radikéalu. Dal§im moznym zpiisobem jejich
vzniku je reakce HO,; s organickymi peroxidy nebo jejich degradace
(za katalytického ptsobeni iontl Fe, UV zafeni nebo tepla). Jsou to vyborna oxida¢ni
Cinidla, v pfitomnosti O, oxiduji rizné substraty (NADH, askorbovéd kyselina)
za vzniku O;". Reaguji predev§im odtrzenim vodiku; timto mechanismem
se vyznamné podili na peroxidaci lipidi v bunéné membrané (Halliwell et
Gutteridge, 1999; Sonntag, 1987).

Peroxonitrilovy anion je zastupcem RNS, ktery vznikd velmi snadno reakci

O, aNO’ (4). Tato reakce ma fyziologicky vyznam, protoze pfi ni dochazi k inhibici
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vasodilata¢niho pisobeni NO® produkovaného cévnim endotelem a soudi se,
7e zvySend produkce O,  cévnim endotelem je jednim z faktorti zpusobujici
hypertenzi (Nakazono et al., 1991). ONOO" je v alkalickém prostiedi stabilni a malo
reaktivni slouCeninou, ovSem za fyziologického pH se velmi ochotné protonuje
za vzniku peroxonitrilové kyseliny (ONOOH). V pfitomnosti iontl pfechodnych
kovi se cis forma této kyseliny se degraduje na nitroniovy kationt NO," a OH" anion
(5) a zptsobuje hydroxylaci a nitraci aromatickych sloucenin. Trans forma je silné
oxidaéni ¢inidlo, téméf tak silné jako OH’, a pii reakci s rliznymi molekulami
(napf. thioly) reaguji odtrzenim vodiku za vzniku R’, OH"a vysoce reaktivniho NO;’
radikalu, ktery nitruje aromatické slouceniny, typickym produktem je 3-nitrotyrozin,
ktery nasledné interferuje s transdukci bunécénych signdlti prostfednictvim blokady
tyrozin kinazového systému (6) (Beckman et Koppenol, 1996, Merényi et lind,
1998).

NO' + O,” — ONOO’ (4)
ONOOH —Fe— NO," + OH" (5)
ONOOH — NO; + OH +R’ (6)

Chlorna kyselina piedstavujici zastupce reaktivnich forem chloru ma velky
vyznam v imunitnim systému, kde stejné jako OH" pusobi toxicky na bakterie.
Vznika v aktivovanych neutrofilech plisobenim enzymu myeloperoxidazy (MPO)
reakci ClI' a HyO; (7). Odhaduje se, ze velka ¢ast H,O, vznikla v aktivovanych
neutrofilech je vyuzita pravé k produkci HOCI. HOCI je schopna produkovat OH’
bud’ pii reakci s O,” (3) nebo pfi reakci ionty Fe?* (10) (Folkes et al., 1995;
Schraufstatter et al., 1990). Je to velmi silné oxida¢ni ¢inidlo srovnatelné s OH’,
které¢ snadno oxiduje thioly, NAD(P)H nebo kyselinu askorbovou a vede k chloraci
aromatickych slou€enin. Pfi reakci s nenasycenymi organickymi slouceninami
vznikaji  chlorohydriny adici na dvojnou vazbu (8) a pifi reakci
s primarnimi aminy dochdzi k tvorbé chloramint (9). Obé tyto slouceniny jsou

zodpovédné za interferenci s repara¢nimi mechanismy DNA (Pero et al., 1996).
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H,0, + CI' 2% HOCI + OH" @)
N

R-NH, + HOCI — RNHCI + H,0  (9)

HOCI + Fe** > Fe** +CI'+OH"  (10)

1.1.5. Vyznamné zdroje ROS in vivo
1.15.1. Fentonova a Haber-Weissova reakce

V produkei ROS hraji ionty ptfechodnych kovl s nesparovanymi elektrony
vyznamnou ulohu pfti pfenosu elektronti a pti vzniku ROS a volnych radikali viibec.
Ionty Zeleza jsou v zavislosti na typu ligandt, ve kterych se vyskytuji v organismu,
schopné redukovat nebo oxidovat molekulu O, podle reakce (1). Pokud je zelezo
vazéano na transferin, feritin nebo lactoferin, vyskytuje se ve stavu o nizkém spinu a
nemuze participovat na pienosu elektronu. Naopak, pii vazb¢é zeleza v ATP, citratu a
dalSich nizkomolekularnich slouceninach (tzv. labilné vazana zésoba Zeleza) nebo
v cytochromech se jednd o stav s vysokym spinem, kdy jsou ionty Zeleza velmi
reaktivni. Fe?* ionty mohou byt oxidovany také jingmi ionty prechodnych kovi,
piikladem je Cu®* ionty vazané v ceruloplasminu (Halliwell et Gutteridge, 1999;
Buettner, 1993).

Diikazem vyse uvedeného je Fentonova reakce (11), popsana poprvé v roce
1876, pii které dochézi k oxidaci organické latky po pfidani smési H,O, a soli Fe?*.
Priibéh této reakce predpokladéd vznik vysoce reaktivniho OH. radikalu, meziprodukt

neni jasné popsan (Halliwell et Gutteridge, 1992; Sutton et Winterbourn; 1989).
Fe?" + H,0, — meziprodukt — Fe®" + OH' + OH™  (11)

V roce 1934-35 piisli Fritz Haber -Joseph Weiss s hypotézou vysvétlujici
vznik OH’ radikalu ve Fentonové reakci na zakladé redukce H,O, prostiednictvim

O,", za katalytické ucasti iontii pfechodnych kovli (zejména Fe a Cu) podle reakce

(12) (Halliwell et Gutteridge, 1990).

F
H,0,+0;" = 0, +OH +OH  (12)

17



Redoxni schopnosti ionti zeleza maji také vyznam pii urychleni
dekompozice ROS, pii které mohou vznikat jini zastupci ROS, jak je tomu v ptipadé
dekompozice organickych hydroperoxidi, napi. tert-butylhydroperoxidu (13),
ze kterych vznikaji alkoxylové radikaly (Halliwell et Gutteridge, 1999).

HsC HaC_
Fe" HyC—C—O00H———>H,C—C—0"+ OH + Fe3*
H3C H3C (13)

1.15.2. Enzymy produkujici ROS in vivo

1.15.2.1. Elektron transportni retézce mitochondrii a
endoplasmatického retikula

Tyto fetézce ptfitomné v mitochondriich nebo endoplasmatickém retikulu
predstavuji pravdépodobné nejvyznamnéjsi zdroj O, in vivo. Déje se tak unikem
elektront z prenaSece v fetézci pfimo na molekulu O, misto na dalsi ¢lanek fetézce.
Tento unik je minimalizovén precizni organizaci fetézce a nizkou mitochondridlni
koncentraci ;. Denné tak vznikne O pfiblizné z 1-3 % O, pfitomného
v mitochondriich. Predpoklada se, ze nejvice unikaji elektrony z cytochromt a
z radikélové (semichinonové) formy koenzymu Q a v endoplasmatickém retikulu
z flavoproteini (NADPH-P450-reduktaza) fungujicich jako kofaktory jinych
enzymovych systému jako napft. desaturazy (Goeptar et al., 1995; Turrens, 1997).

Poskozeni struktury mitochondrii nebo endoplasmatického retikula mtize byt
nasledkem poSkozeni oxidaénim stresem (viz dale), latkami interferujicimi s
membranovym pienosem nebo vlivem mutaci mitochondridlni DNA, jejiz Cetnost
se s ptibyvajicim vékem zvySuje a mutace se v organismu kumuluji. Mitochondridlni
DNA na rozdil od jaderné neni chranéna histony, takZze je snadno nachylna

k nejriznéj$im mutacim (Halliwell et Gutteridge, 1999).

1.1.5.2.2. Superoxid dismutaza

Enzym SOD je jednim ze zékladnich enzymu podilejicich se na odstranovani
ROS produkci mnohem méné reaktivnich slouc¢enin (viz kapitola 1.2.1) (Fridovich,
1995).
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1.1.5.2.3. Xanthin oxidaza

Xanthin oxid4za je jednim z nejvice studovanych enzymt produkujicich O;”
In vitro. V organismu se normalné nevyskytuje, misto ni je pfitomnd xanthin
dehydrogenaza, ktera prenasi elektron ze substratu rad&ji na NAD" neZ na O, za
tvorby O,". Xanthin dehydrogeniza se pfeméni na xanthin oxiddzu bud’ béhem
purifikace (vlivem proteolytickych enzyml nebo oxidaci thiolovymi skupinami)
nebo vlivem proteolytickych a oxidacnich enzymi uvoliujicich se pii tkanovém
poskozeni, charakteristicky pti ischemicko-reperfuznim poskozeni (Halliwell et

Gutteridge, 1999).

1.1.5.3. Dalsi zdroje ROS in vivo
1.1.5.3.1. Autooxidaéni reakce

Nékteré biologicky vyznamné molekuly jsou schopné tvorby ROS
za katalyzy iontl prechodnych kovl (Fe a Cu). Mezi tyto slouceniny patii
napt. glyceraldehyd, FMNH,;, FADH,, (nor)adrenalin, L-DOPA, dopamin,
tetrahydropteridin a thiolové slouc¢eniny jako cystein. Dochézi k redukci O, na O,",
ktery mize nasledné oxidovat substrat a iniciovat vznik fetézové reakce (Fridovich,
1995).

Vyznamnou autooxidacni reakci se oxidace hemovych Fe?* iontd na Fe**
za vzniku O," a methemoglobinu neschopného vazat O,. Predpoklada se, Ze takto

jsou kazdy den pfeménéna 3 % celkového O, (Brantley et al., 1993).

1.1.6. Redoxni stav buniky

ROS (a dalsi formy volnych radikal) jsou za normalnich okolnosti v nizké
koncentraci pfitomny v kazdé. Koncentraci ROS ur€uje rovnovdha mezi mirou jejich
produkce a mirou, s jakou jsou odstraiiovany v organismu antioxida¢nimi systémy.
Tato rovnovaha je Casto oznacovana jako redoxni stav bunky, je udrzovana v izkém
rozmezi a fluktuace redoxniho stavu buiiky urcuje bunécné funkce (Schafer et
Buettner, 2001). Nejvétsi vyznam pii udrzovani redoxniho stavu ma redoxni par
glutathionu (GSH/GSSG) a thioredoxinu (TRX) (Drége, 2002). Kazda bunika ma
svlyj charakteristicky redoxni stav, ktery udrzuje v uzkém rozmezi a ktery zajistuje

spravnou funkci ROS v bunéénych déjich (Valko et al., 2006).
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1.1.7. Fyziologicky vyznam ROS in vivo

Mezi nejvice zastoupené a patrné nejdulezitéjsi funkce ROS patii ucast na
pfenosu bunécnych signali. Dalsimi dé&ji, kde naSly ROS své uplatnéni,
je naptiklad fungovani imunitniho systému a kyslikové homeostazy. Z ROS
se nejcastéji vyskytuje O," (Halliwell et Gutteridge, 1999).

Nejvétsi vyznam maji ROS jako signalni molekuly. Prostfednictvim
intracelularnich signalnich kaskad reguluji mnohé bunééné d&je a funkce. Casto
se také pouziva anglicky termin "redox signalling". Stimulace bunék napi. riznymi
cytokiny (IL-1pB, IL-6, IL-3), rdstovymi faktory (TNF-a, ANGII, PDGF, NGF,
TGF-B1, GM-CSF, FGF-2), hormony ¢i jinymi latkami (trombin), vede k produkci
ROS, které nasledné reguluji rizné bunééné signalni kaskady. Bud’ vystupuji sami
jako druzi poslové nebo ptes bunééné Ca®* ionty aktivuji ¢i inaktivuji rizné cilové
enzymové struktury (Thannickal et Fanburg, 2000).

NAD(P)H oxidaza v nefagocytujicich buiikach jako jsou fibroblasty, bunky
cévni hladké svaloviny, kardiomyocyty a endotelialni buiiky produkuje ROS v mife
dosahujici zhruba 1/3 produkce ROS ve fagocytujicich bunikach (Jones et al., 1996).
Takto jsou regulovany na bunééné urovni déje jako fosforylace proteind, aktivace
proteinovych kindz, genova exprese, syntéza DNA a bunécny rist. Na Grovni tkani
jde napt. o regulaci funkci srdce a cév, tonu hladkych svali vcetné cévniho, a
exprese adhesivnich molekul (dilezité pfi embryogenezi, bunééném rlstu,
diferenciaci bun¢k, reparaci poskozeni tkani, adhezi leukocytli a dalSich procesy)
(Griendling et al., 2000).

Pravdépodobné nejvyznamnéjsi efekt ROS v transdukci bunéénych signalt
byl pozorovan v kaskadach proteinovych kindz aktivovanych mitogeny (MAPK)
odpovidajici za aktivaci jadernych transkripénich faktort,, které kontroluji expresi
protektivnich genti opravujici poSkozenou DNA, aktivuji imunitni systém, zastavuji
proliferaci poskozenych bunék a indukuji apoptézu (AP-1, NF-xB, p53, NFAT a
HIF-1) (Sun et Oberley, 1996).

Imunitni systém je dal§im mistem, kde ROS hraji vyznamnou roli. Jednak je
to schopnost destrukce bakterii a patogenti prostiednictvim aktivovanych neutrofila,
kde dochazi k masivni produkce ROS a dal§ich volnych radikald v zanétlivém
prosttedi do fagocytovanych vezikul s patogenem nebo uvolnénim piimo

do prostfedi. Hlavni enzymy produkujici ROS a ostatni oxidujici latky je fagocytarni
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isoforma NAD(P)H oxidazy, myeloperoxidazy v neutrofilech (produkuje HOCI) a
inducibilni synthaza oxidu dusnatého (produkujici NO a nasledné ONOO),
coz slouzi jako ochrana pied bakteriemi a dal§imi patogeny z okolniho prostiedi.
V zanétlivém lozisku tak vznika H,O, dosahujici koncentrace 10-100 uM. ROS dale
mohou modulovat, posilovat imunologické odpovédi jak T bunék imunitniho
systému, tak i aktivity makrofagi (Lamas et al., 1992).

Kyslikova homeostaza je zajisStovana prostfednictvim ROS. Piedpoklada se,
ze zmény v koncentraci kysliku jsou okamzité rozpoznany urcitymi ROS
produkujicimi proteiny jako napf. cytochromy-b obsazené v mitochondriich
baroreceptorti (,,carotid bodies®), které ptimo drazdi nervova zakonceni stimulujici
dychani a krevni obéh ve snaze se vyhnout hypoxii. Dal§im mechanismem ochrany
pfed hypoxii je zvySeni produkce hormonu erytropoetinu hlavné piisobenim

transkripéniho faktoru HIF-1, dale pak VEGF nebo IGF-11 (Wang et al., 1995).

1.2. Antioxida¢ni mechanismy v organismu

Vlivem neustalé produkce ROS in vivo se musel organismus adaptovat
na jeho pfitomnost G¢innou antioxidacni ochranou, aby byl viilbec schopen pfezit.
Jednotlivé antioxida¢ni mechanismy spolu musi kooperovat, jinak by antioxida¢ni
ochrana nebyla komplexni a jednotlivé sloZzky by byly inhibovany pfimo ROS.
Antioxidacni ochrana se li§i v zavislosti na typu bunky nebo tkan¢ a souvisi
s redoxnim potencidlem dané bunky ¢i tkdn€. Antioxidacni enzymy piisobi na tirovni
jiz vzniklych ROS, které odstranuji za tvorby nereaktivnich slou¢enin nebo mnohem
méné reaktivnich slouc¢enin. Antioxidanty neboli také zhasece volnych radikall jsou
schopné pfi reakci s ROS pievzit volny elektron a néasledné se ho "nereaktivne"
zbavit a ukoncit tak fetézovou reakci. Posledni moZnosti je pfimo zamezeni vzniku

ROS a to odstranénim katalyticky schopného zeleza (Halliwell et Gutteridge, 1999).

1.2.1. Antioxidacni enzymy

Zakladnimi antioxida¢nimi enzymy je rodina superoxid dismutiaz (SOD).
Tyto enzymy maji za kol odstranit z téla potencialné nebezpecny O, na mnohem
méné nebezpecny H,0,, ktery nasledné odstrani peroxidazy a katalazy. V lidském

organismu se vyskytuji dvé formy, z nichz je nejvice zastoupend CuZnSOD,
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neobycejné stabilni enzym zastoupeny témét ve vSech bunkach (nejvétsi koncentrace
v cytosolu, lysosomech, jadru a mezi mitochondrialnimi membranami; z organi
to jsou jatra, Sedd hmota mozku, ledviny, varlata a srde¢ni tkai). Druhou formou
je mén¢ stabilni MNnSOD, ktera je lokalizovana hlavné v mitochondriich. Obé¢ tyto
formy katalyzuji stejnou reakci a to dismutaci O, naH,0, a O, v zakladnim stavu.
Jako katalyzatory této reakce (14) slouzi Cu®" nebo Mn** ionty. Ob& formy maji
piiblizné stejnou aktivitu za fyziologického pH, ale MnSOD nizsi v zasaditéjSim
prostiedi lonty zinku slouzi pouze k stabilizaci enzymové struktury. SOD
je zpétnovazebn¢ inhibovana vysokymi koncentracemi H,O, (Halliwell et
Gutteridge, 1999).
SOD-Cu** + 0, — SOD-Cu* + 0,
SOD-Cu* + O, + 2H" — SOD-Cu?* + H,0,(14)

Mezi nejdalezitéjsi antioxidacni enzymy v organismu dale patii rodina
glutathion peroxidaz (GPX) vyuZzivajici ke své funkci tripeptid glutathion (GSH) -
v-glutamyl-cysteinyl-glycin. Jejich ulohou je odstrafiovat z organismu nejriznéjsi
peroxidy. Skladaji se z nékolika podjednotek obsahujicich v aktivnim centru
molekulu selenocysteinu. V téle se vyskytuji ¢tyfi rizné isoformy GPx, které se lisi
jednak lokalizaci, tak i substratovou specifitou. Nejvice zastoupena je tzv. klasicka
glutathion peroxidaza (Se-GPx) vyskytujici se volné v cytoplasmé a
v mitochondriich, kterd redukuje zejména H,O, a ROOH na vodu nebo pfislusné
alkoholy (synergisticky v bunice pusobi kataldza v peroxisomech). Dalsi formou
je fosfolipidova glutathion peroxidaza (PHGPx), vyskytujici se jako membranovy
protein, ktery redukuje hlavné peroxidy esterifikovanych mastnych kyselin a
cholesterolu. V gastrointestinalnim traktu se vyskytuje Gi-GPX, specializujici
se pravdépodobné na redukci peroxidi obsazenych v potravé (Halliwell et
Gutteridge, 1999). V plasm¢ a matetském mléce se vyskytuje PI-GPX, jejiz funkce
neni dosud plné objasnéna (Gérard-Monnier et Chaudiere, 1996).

Glutathion peroxiddzy odstranuji peroxidy redukci na piislusné alkoholy
(H,O v piipadé H,0,) za pomoci redukované formy glutathionu (GSH) (15).
Tato reakce je spfazena s regeneraci oxidované formy glutathionu (GSSG)
prostfednictvim enzymu glutathion reduktazy. Tento enzym obsahuje v aktivnim

centru na kazdé ze svych podjednotek molekulu FAD, ktery ptenasi elektron
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z kofaktoru NADPH na GSSG a regeneruje ho (16). GPx mize byt inhibovana
ONOO  iontem (Halliwell et Gutteridge, 1999).

GPx-Se” + ROOH + H" — GPx-Se-OH + ROH

GPx-Se-OH + GSH — GPx-Se-SG + H,0
GPx-Se-SG + GSH — GPx-Se” + H" + GSSG (15)
GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP* (16)

Stejnou roli i vyznam jako GPx ma i katalaza. Obsahuje na svych
podjednotkach hemovou skupinu vézajici Fe** ionty a na rozdil od peroxidaz
nepotiebuje Zadny kofaktor omezujici jeji aktivitu, takze je takika nesaturovatelna.
Reakce se uskuteciiuje redukci HpO, pies zatim neidentifikovany oxidovany
komplex I a naslednou regeneraci katalazového komplexu reakci s dalsi molekulou

H.0, podle reakce (17) (Halliwell et Gutteridge, 1999).

katalaza-Fe®* + H,O, — komplex I + H,O
komplex | + H,0, — katalaza-Fe** + H,0 +0O, (17)

Kataldza je obsaZena hlavné v jatrech a erytrocytech, kde dosahuje vysokych
koncentraci. Je lokalizovana pfedevS§im na jednoduchych membranach,
peroxisomech, ale muze se vyskytnout i1 volné v cytoplasmé a to po rozpadu
peroxisomi. Kataldza mize byt inhibovdna O, tvorbou ferroxykataldzy (obsahuje
hemové vazané Fe?* ionty) (Halliwell et Gutteridge, 1999).

Dalsim velmi vyznamnym antioxidaénim enzymem je polypeptid
thioredoxin (TRX). Je Siroce rozsifen po celém téle a zvlasté v endoplasmatickém
retikulu, je ale i k nalezeni na bunéném povrchu. Antioxida¢ni pusobeni je dano
schopnosti redukovat rizné proteiny obsahujici disulfidicky mustek pomoci dithio-

disulfidického seskupeni v jeho aktivnim centru (18) (Halliwell et Gutteridge, 1999).

thioredoxin-(SH), + protein-S; < thioredoxin-S; + protein-(SH), (18)
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Tato reakce je spfazena s recyklaci oxidované formy thioredoxinu pomoci
enzymu thioredoxin reduktizy vyuzivajici jako kofaktor redukovanou formu

NADPH podle reakce (19) (Mustacich et Powis, 2000).

thioredoxin-S; + NADPH+H" — NADP" + thioredoxin-(SH), (19)

1.2.2. Antioxidanty - nizkomolekularni antioxida¢ni slouc¢eniny

Jako antioxidanty se obecné oznacuji nizkomolekularni slouc¢eniny, které jsou
schopné vyvazat nebo také zhaset volné radikaly, jako jsou ROS. MuzZeme je rozd¢lit
na skupinu vznikajici In vivo a pfijimané potravou. Antioxidacni plsobeni
je u jednotlivych zastupct rozli¢né (dekarboxylace, oxidace, hydroxylace nebo
rozstépeni struktury), ale vesmés dochazi k tvorbé stabilnich meziprodukti nebo
radikall, které jsou nasledné bezpecné odstranény antioxida¢nimi enzymy nebo
recyklovany specifickymi pochody (Halliwell et Gutteridge, 1999).

Nejvyznamngjsi in vivo produkovany antioxidant je jiz zminény GSH (viz
kapitola 1.2.1.). Dal§imi jsou bilirubin, a-keto kyseliny (pyruvat a 2-oxoglutarat),
sexualni hormony jako estradiol a jeho derivaty, koenzym Q, hormony jako
serotonin nebo melatonin, kyselina mocova nebo pigment melanin (vznikly
oxidaci a polymeraci, tyrozinu, L-DOPA) (Halliwell et Gutteridge, 1999).

Z potravy prfijimdme celou fadu vyznamnych antioxidanti. NejznaméjSim
je Kkyselina askorbova (vitamin C), a-tokoferol (vitamin E) (Halliwell et

Gutteridge, 1999) a rtizné rostlinné flavonoidy (Kaiserova et al., 2007).

1.2.3. Chelatory Zeleza

Jelikoz se Zelezo nemiiZe eliminovat z organismu jinak neZ pti krvaceni, musi
existovat zpusob, jak nadbytec¢né a katalyticky reaktivni Zelezo bezpe¢né uskladnit a
udrzovat tak neustdle homeostazu Zeleza. V organismu maji tuto funkci pfirozené
chelatory Zeleza, transportni a zasobni proteiny transferin, lactoferin a feritin (viz
kapitola 1.1.3.) (Crichton et Charloteaux-Wauters, 1987). Chelatace Zeleza ma také
vyznam pii boji s infekci, protoze sekvestrace Zeleza ma vyznamny bakteriostaticky
vyznam. Béhem zanétu dochazi k snizeni pH, a proto se jako cheldtor uplatiiuje

hlavné lactoferin (Halliwell et Gutteridge, Arch. Biochem Biophys, 1990). Je nutné
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také zminit, Ze nékteré bakterie také mohou chelatovat zZelezo produkcei
tzv. sideroford schopnych vyvazat zelezo z transferinu (Drechsel et Winkelmann,
1997).

Pti rtiznych patologickych stavech dochazi k pretizeni organismu zelezem a
jeho naslednym patologickym uklddanim nebo tvorbou ROS. Ptirozené mechanismy
nejsou schopné dostatecné udrzet homeostazu zeleza, je tedy nutné piistoupit
k terapeutickému podavani chelatorti Zeleza. Béhem posledniho desetileti bylo
publikovano mnoho studii pouzivajici chelatory zeleza v prvni fad€¢ pro zmirnéni
pfesyceni Zelezem, nasledné jako antivirové, antiproliferativni, antifibrotické a
fotoprotektivni latky s antioxida¢nimi vlastnostmi (Tam et al., 2003).

Atom zeleza ma koordina¢ni Cislo 6, takze muze koordinacné vazat 6
monodentalnich ligandl. V praxi se vyskytuji chelatory zeleza jako bidentalni
ligandy (pomér chelator : zelezo - 3:1), tridentalni (2:1) a hexadentalni (1:1). Tyto
chelaty maji mnohem vétsi stabilitu nez monodentalni chelaty. Nové vyvijené latky
jsou bi- nebo tridentalni chelatory (lipofilnéjsi latky), protoze maji oproti
hexadentalnim cheldtort (siln€ hydrofilni povaha a velkd molekula) mnohem vétsi
biodostupnost a mohou se proto podavat peroraln€. Vzniklé komplexy se zelezem
jsou vylouceny moci nebo stolici. Optimalni chelator zeleza by mél tvofit pevné a
stabilni komplexy se zZelezem, mit malou strukturu, dobrou biodostupnost
pii peroralni aplikaci a dobrou prostupnost biologickymi membranami (Tam et al.,
2003).

Nejstar$i 1é¢iva pouzivana a vyvijena pro lé¢bu B-thalassemie maji ptivod
v ptirodnich sideroforech. Lécivo prvni volby desferoxamin (DFO, obr. 1.1)
je zastupce sideroforil s otevienou hydroxymatovou strukturou, izolovany z plisné
Sterptomyces pilous. Je to hexadentalni sloucenina, ktera velmi uéinné vaze
extracelularni Zelezo. Jeji nevyhodou je velkd a hydrofilni molekula, tudiz
se nejenom prakticky nevstiebavda z per os a musi se podavat bolestivou
dlouhodobou infuzi, ale i1 Spatné prostupuje do bunck k intracelularnim zasobam
zeleza. Navic je DFO velmi rychle eliminovan ledvinami, a proto jsou vyvijeny nové
modifikace formy s prodlouZzenym uvoliiovanim jako ICL-749B (Galanello, 2001)
nebo DFO vézané na hydroyxethyl derivat Skrobu (HES-DFO), které maji
prodlouzené uvoliovani (Hedlund et al., 1993). Pii predavkovani se vyskytuji

zavazné nezadouci ucinky jako ototoxicita (Tam et al., 2003).
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V praxi novéji pouzivany chelator zeleza deferipron (obr. 1.2) je zastupcem
fady hydroxypyridinti, které jsou ucinnymi bidentdlnimi chelatory registrovanymi
pii 1écbeé B-thalassemie. Je to analog mimosinu, cheldtoru izolovaného z lusku
Mimosa paduca. Je peroralné ucéinny, ale podstupuje vyraznou biotransformaci
na nechelatujici O-glukuronid. Proto byla vyvinuta druhd fada s methylamidovym
substituentem (zastupci CP502 a CP363 jsou v preklinické fazi zkouseni) (Liu et
Hider, 2002).

Dalsim novéjSim chelatorem zeleza pouzivanym jiz v praxi pro lécbu B-
thalassemie je deferasirox (ICL670, obr. 1.3), derivat triazolu tridentaln¢ vazajici
zelezo slabéji nez DFO, ktery je na rozdil od n¢j ale ucinny per os (Liu et Hider,
2002).

Ve fazi (pre)klinického zkousSeni v indikaci B-thalassemie je celd fada dalSich
potencialnich chelatori Zeleza. Napiiklad od Streptomyces antibioticus DSM 1865
jsou odvozené oralné Gi¢inné latky jako desferrithiocin (DFT) (Na* sil vykazuje
nefrotoxicitu) a jeho analog deferitin (GT56-252), ktery je ve fazi klinického
zkouseni (Bergeron et al., 1991; Marquis et al., 2002). Jinou skupinou chelatort jsou
hydroxylované derivaty N,N'-dibenzylethylendiamin-N,N'-dioctové Kkyseliny
(DBED). Jsou to hexadentalni slouceniny, které jsou stejné jako DFO nejsou u¢inné
per os. Nov¢jsi derivat bez hydroxylovych skupin (DBED), vykazujice navic
schopnost vychytavat OH" (Galey et al., 1995).

Velmi vyznamnou skupinou cheldtort Zeleza jsou derivaty aroylhydrazonti.
Zakladni latkou je pyridoxal isonikotinoyl hydrazon (PIH, obr. 1.4) objeveny v 70.
letech v laboratofi dr. Ponky (Ponka et al., 1979). PIH a jeho analogy jako
salicylaldehyd benzoyl hydrazon (SBH) a nejvyznamnéj$i derivat salicylaldehyd
isonikotinoyl hydrazon (SIH, obr. 1.5) maji vyznamné chelataéni schopnosti
pfevySujici DFO s prokdzanymi vyznamnymi antioxida¢nimi vlastnostmi. Jedna
se o netoxicke, tridentdlni specifické cheldtory Zeleza s malou lipofilni molekulou,
které dobie prostupuji bunéénou membranou a mohou sekvestrovat i intracelularni
zelezo (Ponka et al., 1974, 1994). Jejich nevyhodou je labilni hydrazonova vazba,
kterd se ve vodném prostfedi velmi snadno rozklada. Neékteré derivaty PIH maji
vyznamné antiproliferativni vlastnosti dané schopnosti inhibovat ribonukleotid
reduktazu (Fe - dependentni enzym). Jedna se o naftalenovy derivat 2-hydroxy-1-
naftyl isonikotinoyl hydrazon (NIH, obr. 1.6) nebo o thiosemikarbazonové derivaty

(Lovejoy et Richardson, 2002), ze kterych triapin (3-aminopyridin-2-
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karboxaldehyd thiosemikarbazon) (obr. 1.7) je ve tfeti fazi klinického zkouseni
(Richardson, 2002).

Ve snaze zabranit nezadouci sekvestraci zeleza z biologicky vyznamnych
reakci pii dlouhodobém podévani, byla vyvinuta fada prochelatora Zzeleza SIH
maskujici aktivni fenolovou skupinu nezbytnou pro chelata¢ni ucinek. Derivaty
borové kyseliny a SIH tvoti ester BSIH ( obr. 1.8) hydrolyzujici se na SIH
az po reakci s HyO, v zanétlivém lozisku (Franz et al., 2007). Dalsi moznosti tvorby
prochelator, hlavné pro prevenci oxidacniho poskozeni kiize UVA paprsky,
je tvorba fotolabilniho 1-(2-nitrofenyl)ethylem etheru PIH nebo SIH (2-NFE-SIH,
obr. 1.9) (Yiakouki et al., 2006).

Velmi zajimavym cheldtorem Zzeleza je derivat bisdioxopiperazinu
dexrazoxan (obr. 1.10), ktery je jako jediny chelator zeleza pouzivan v indikaci
prevence chronické kardiotoxicity zplsobené antracyklinovymi chemoterapeutiky.
Jedna se o prolécivo, které se v organismu $tépi na vlastni u¢innou latku ADR-925
(obr. 1.11) podobajici se molekule EDTA. Na rozdil od ostatnich funguje jako
nespecificky chelator a pfesny mechanismus pusobeni neni znamy (Hasinoff, 1998).
Diive ptedpokladand teorie o kliCovém vyznamu oxidacniho stresu v iniciaci
chronické antracyklinové kardiotoxicity byla v poslednich pracich zpochybnéna
(Kaiserova et al., 20006).

Mezi fotoprotektivni chelatory zZeleza patii 2-furildioximy (FDO) a nékteré
dalsi jemu nepodobné slouceniny jako kyselina kojova (5-hydroxy-2-
(hydroxymethyl)-4H-pyran-4-on) (Mitani et al, 2001). V soucasné dobé jsou
pouzivany v kosmetické jako topické ptipravky v kombinaci s vitaminem E (Tam et
al., 2003).
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1.3.0xidaéni stres

1.3.1. Razné arovné oxidac¢niho stresu a vyznam adaptacnich a
repara¢nich mechanismu

Za fyziologickych podminek musi byt v kazdé bunce produkce ROS
vyrovnand antioxidaénim mechanismim. Pokud je poskozen antioxidacni
mechanismus a / nebo je zvySena produkce ROS, dochazi k stavu oznacovaného
pojmem oxidacni stres, coz mize mit za nasledek poskozeni bunécnych soucasti.
Termin oxida¢ni stres poprvé pouzil Sies v roce 1985 (Sies, 1991). Bunééné
poskozeni muze byt rizné zavazné, zalezi na mnozstvi produkovanych ROS a
na adaptacnich a repara¢nich schopnostech bunky (Halliwell et Gutteridge, 1999).

Pokud je produkovano pouze malé mnozstvi ROS, dochazi k zméné bunééné
funkce. Mal¢ koncentrace H;0- ¢i jinych ROS (jednotky uM) stimuluji proliferaci
riznych bunéénych linii. ROS také mohou interferovat s transdukci bunéénych
signali a také s mezibunéfnou komunikaci prostfednictvim "gap junctions”
(Halliwell et Gutteridge, 1999; Valko et al., 2007).

Pti vétS§im oxidac¢nim poskozeni jsou pro osud buiiky rozhodujici adaptacni a
reparaéni mechanismy zahrnuji indukci antioxidacnich systémit, produkci
chaperont (ochranujicich proteiny) nebo ubiquitinu (oznacuje poskozené proteiny a
pfedurcuje je k zéniku v proteasomu), zvySeni exprese genu kodujiciho proteasom
(multikatalytického proteazového komplexu) a napf. aktivaci transkripénich faktort
ze skupiny MAPK (AP-1, NF-kB, p53). Pokud je rozsah buné¢ného poskozeni velky
a neopravitelny, buiika podstupuje bunéénou smrt bud’ apoptéozou nebo nekrézou

(viz dale) (Halliwell et Gutteridge, 1999; Pahl et Baeuerle, 1994).

1.3.2. Poskozeni DNA oxida¢nim stresem

V poskozeni DNA maji krom& ROS také velky vyznam reaktivni formy
dusiku a chloru. Dochazi k hydroxylaci, nitraci nebo chloraci a k deaminaci
purinovych a pyrimidinovych bazi (tvorba hypoxanthinu z uracilu nebo uracilu
z cytosinu, tvorba hydroxy-, nitro- nebo chloro- derivati guaninu v poloze 8).
Nejvice prostudovanym mechanismem poSkozeni DNA je hydroxylace guaninu
na 8-hydroxyguanin, zpisobena OH' radikalem. ROS mohou také poSkozovat

histony, Stépit fetézec DNA a vytvaret tak abnormalni strukturu DNA, dale mohou
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inhibovat a posSkozovat enzymy ucastnici se reparanich procesit v DNA
(endonukleazy, ligazy apod.) (Sancar, 1996). Tyto zmény maji za nasledek mutace
projevujici se expresi nefunk¢nich nebo abnormalné funkcnich proteinti. Hromadéni
zlomi v DNA je spojovano s depleci ATP a NAD" (deplece NAD" je zpiisobena
poly(ADP-riboza)polymerazou (PARP) §tépici NAD" a interferujici se syntézou
ATP) koncici programovanou bunécnou smrti (Szdbo et al., 1996). Dlouhodobé
vystaveni DNA oxida¢nimu stresu ma vyznamnou spojitost s kancerogenezi,

teratogenezi nebo starnutim (Halliwell et Gutteridge, 1999.)

1.3.3. PoSkozeni lipidii oxida¢nim stresem

Dalsim cilem bunécného poskozeni jsou lipidové struktury napt. v bunééné
membrané nebo LDL lipoproteinech. Membrdnovy prostor pfedstavuje na rozdil
od cytosolu silné hydrofobni prostiedi, kde reaktivita ROS roste. Prakticky vSechny
ROS vznikajici v organismu (primarné i sekundarn¢) napadaji nenasycené mastné
kyseliny obsahujici dvojnou vazbu, skterou reaguji za tvorby endoperoxidu,
prekurzoru malondialdehydu (MDA), charakteristick¢ého, ne vSak hlavniho,
kone¢ného produktu. V mnohem vétsi mife je produkovan 4-hydroxy-2-nonenal
(HNE) (Marnett, 1999, Halliwell et Gutteridge, 1999). Endoperoxidy mohou
radikalové reagovat s dalSimi molekulami lipidi a vytvafet tak C-C vazbu
S pfemosténim struktury za vzniku nefunkénich struktur (Foote et al, 1995) nebo
ztraty semipermeabilniho charakteru buné&né membrany nebo piimo jejim
poskozenim s naslednym nekontrolovatelnym influxem plasmatického obsahu
do buiniky a naopak (Halliwell et Gutterige, 1999). Malondialdehyd piedstavuje
za fyziologického pH nereaktivni slouceninu ve formé& enolatu, ale v kyselém
prostfedi pfedstavuje velmi reaktivni slouceninu, kterd snadno reaguje hlavné
s aminokyselinami a purinovymi a pyrimidinovymi bazemi. Vysledkem je mutagenni

pusobeni (Benamira et al, 1995).

1.3.4. PoSkozeni proteinii oxida¢nim stresem

Mechanismy zahrnujici poskozeni proteinit ROS souvisi bud’ s hydroxylaci
aromatickych zbytki aminokyselin v proteinech (vznik tyrozinu z fenylalaninu),

oxidaci aminokyselin obsahujici thiolové skupiny (cystein a methionin) za tvorby
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pfemosténi struktury proteinu prostfednictvim disulfidickych mustkt. Dusledkem
téchto reakci je poskozeni struktury proteind, které nemuizou plnit svoji funkci.
Piikladem je oxidace thiolovych skupin enzymu ribonukleotid reduktazy (Stadtman,
2004).

1.3.5. PoSkozeni bunéénych funkci oxida¢nim stresem

Poskozeni lipidl, proteini a DNA znamena také poskozeni receptord a
transportnich proteinti. Znamé jsou poskozené B- a az-adrenergni receptory (Kramer
et al., 1986), membranové transportni systémy jako Ca’*ATPéaza, Ca®‘/Na’
vyménikovy systém, K kanaly a kone¢né& i Na'/K”ATPazovy systém. Tyto zmény
vedou k porugeni iontové homeostazy (Ca®*, K*) a k abnormalni funkci piedeviim
nervového a kardiovaskularniho systému. Zmény v bunééné koncentraci iontd maji
nasledné vyznam pii zméné€ bunétného objemu. H,O, nebo tert-buthylhydroperoxid
pfidany k in vitro bun&¢né linii vede k abnormalnimu otevirani K* kanalu a tplnému
vyplaveni K* z buriky (Halliwell et Gutteridge, 1999).

Velky vyznam ma poSkozeni bun&cné regulace Ca®* koncentrace, ktera je za
normalnich okolnosti velmi nizkd a je regulovdna skladovanim Ca®*
v mitochondriich nebo endoplasmatickém retikulu (hlavni zasobarny Ca®* v buiice).
Ca’" jonty maji vyznam jako druzi poslové, v depolarizaci bundéné membrany a

regulaci mnohych bunéénych funkci (Orrenius et Nicotera, 1994).

1.3.6. PoSkozeni mitochondrii a endoplasmatického retikula
oxida¢nim stresem

Vlivem oxida¢niho stresu dochazi k uvolnéni Ca** poskozenim mitochondrie
ONOO" a endoplasmatického retikula peroxidy, a tim k nadmérné aktivaci
proteinkinazy C, fosfolipazy A, syntazy NO, Ca2+-dependentni endonukledzy (enzym
fragmentujici DNA, velmi dulezity pii apoptdze) a calpainu (protedzy Stépici aktin).
Tyto dé€je maji za nasledek poSkozeni struktury cytoskeletu, oxidaci thiolovych
skupin a depleci ATP, coz se bézn¢ projevuje jako tzv. ,,cell blebbing* (predstupent
vedouci k tvorbé apoptotickych télisek) (Orrenius et Nicotera, 1994).

Poskozeni mitochondridlni membrany ROS vede ke ztrat€¢ neprostupnosti

mitochondridlni membrany pro vétSinu molekul. Tato neprostupnost je nezbytna
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pro syntézu ATP v dychacim fetézci. Mitochondridlni membrana obsahuje pory
spojujici matrix s okolim. Tyto pory se mohou oteviit pii zvysené koncentraci Ca®* a
ur¢itého indukéniho ¢inidla (0¢innymi latkami v tomto smyslu jsou ONOO™ a RO;")
(Packer et Murphy, 1995). Dochazi k zastaveni produkce ATP a k tniku latek
z matrix (enzymy, GSH, Ca?"), nasledkem &eho je porusend osmoticka rovnovaha a
mitochondrie bobtna (Halliwell et Gutteridge, 1999).

Akao et al. Rozpoznal ve své praci tfi rizné faze v rozvoji bunééné smrti
zprostfedkované mitochondriemi. Jedna se o fazi inicialni, kdy dochazi k rozvoji
morfologickych zmén podmin&nych piesycenim Ca®" iontd, oviem pii zachovaném
mitochondridlnim potencidlu. Nasleduje faze depolarizacni, kdy dojde k nédhlému
zhrouceni mitochondrialniho potencialu otevienim PTP a nakonec posledni
fragmentacni faze, kdy dojde ke zméndm na povrchu bunééné membrany vedouci

k eventualnimu rozpadu na malé ¢astice (Akao et al., 2003).

1.3.7. Bunééna smrt

Bunécna smrt nastava ptirozené dvéma mechanismy nekrdzou a apoptodzou,
v zavislosti na velikosti poSkozeni a sile plisobici noxy. Nizké koncentrace ROS
vedou spise k apoptdze, zatimco vysoké k nekrdéze (Hampton et Orrenius, 1997).
Apoptoza predstavuje programovanou bunéfnou smrt a na rozdil od nekrézy
je d¢jem aktivnim a presné organizovanym, vyzadujicim energii ve form¢ ATP.

Buiika podstupuje apoptdézu bud’ pii ztraté pozitivnich signali potiebnych
pro riist a pfeziti, nebo pfi pfijeti negativniho signalu (zvySend hladina oxidantt
Vv buiice nebo vystaveni bunék zafeni o vysoké energii ¢i chemoterapii apod.
(Hengartner et al. 2000). Bunéénou sebevrazdu muze zpusobit také nahromadéni
poskozené DNA (tvorba fragmentl) prostfednictvim PARP enzymového
mechanismu (Szabo et al., 1996), ktery je proto nékdy oznacovan jako sebevrazedna
odpoved’ (viz poskozeni DNA oxida¢nim stresem) (Halliwell et Gutteridge, 1999).

Pti nekroze dochéazi z morfologického hlediska k ztraté bunécné integrity,
flokulaci chromatinu, bobtnani bunéénych organel (mitochondrie piestavaji tvofit
ATP) ptechézi v postupné zvétSovani bunééného objemu s naslednou rupturou bunky
a uvolnénim celého obsahu do okoli. Z biochemického hlediska ptedstavuje nekroza
ztratu schopnosti regulovat iontovou homeostdzu. Dochazi pii ni k nahodilé

degradaci DNA na mono- a oligonukleotidy (vyskytujici se i opozdéné po bunééné
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smrti), kterd ma za nasledek roztirani DNA po celém agarézovém gelu
pii elektroforéze. Nevyzaduje energii a muze probihat i pii 4°C. Z hlediska
fyziologického vyznamu piedstavuje nekrdéza smrt skupiny bunék. Vlivem bunécné
ruptury a uvolnéni bunécéného obsahu (proteolytické, katalytické enzymy, enzymy
produkujici ROS, ionty Zeleza, m&di a H', cytokiny a podobné fungujici bun&éné
fragmenty) do okoli vyvolava nekréza imunitni zanétlivou reakci, ktera poskozuje i
primarni noxou nezasazené bunky. Zbytky jsou fagocytovany makrofagy (Halliwell
et Gutteridge, 1999).

Pii apoptoze dochazi z morfologického hlediska k smrstovani bunécné
membrany, je pozorovatelnd tvorba bublin (tzv. ,,membrane blebs*), ale membrana
zustava neporusena. Uvnitf builkky se zacinaji tvofit apoptoticka tcliska (tvorba
novych membran obalujicich bunéény obsah ve formé intaktnich vesikul), v jadie
zaCina agregovat chromatin, ale veSkeré organely zlstavaji  funk¢ni.
Z biochemického hlediska je apoptoza piesné regulovanym procesem vyzadujicim
aktivaci a koordinaci enzymatickych procesii. Na rozdil od nekrézy je apoptoza
zavisld na ptisunu ATP zneporuSenych mitochondrii; bunécny mitochondridlni
systém je béhem apoptdzy piestavovan blize k bunéénému jadru a jednotlivé
mitochondrie jsou propojeny do tvaru popisovaného jako ,,obilny klas* (Skulachev et
al., 2004). Béhem apoptozy dochazi k nékterym charakteristickym zménam,
jako je vystaveni fosfatidylserinu na plasmatické membrané, uvolnéni cytochromu c
z mitochondrie do cytoplasmy a k charakteristické fragmentaci DNA. Fragmentace
DNA neprobihéd nahodile, vznikaji proto useky ptresnych délek a charakteristickym
koncem, které pii elektroforéze vytvaii na agaré6zovém gelu ,zebficek™.
Z fyziologického hlediska je apoptéza smrti jediné bunky, vyvolané urcitym
fyziologickym nebo patologickym stimulem. Nedochazi k zanétlivé reakci a okolni
bunky zastavaji netknuté. Apoptoticka téliska jsou fagocytovany okolnimi bunkami
nebo makrofagy (Halliwell et Gutteridge, 1999).

V literatufe byly popsany tfi rizné mechanismy, kterymi je zajiStovana
apoptoza. Jedna se o zprostfedkovani vnitinimi signaly (pfes mitochondrie), nebo
pfes externi signaly zprostfedkované pies tzv. ,,death receptors Fas a konecné
prostfednictvim apoptézu indukujiciho faktoru (AIF) (Hale et al., 1996).

Zprosttedkovani apoptdzy pies vnitini signalni cestu je disledkem poskozeni
bunky. Vyznamnym c¢lankem této cesty jsou proteiny z rodiny Bcl-2, lokalizované

na vnitini mitochondridlni membrané, které jsou aktivovany také prostfednictvim
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ROS a RNS (Philchenkov et al., 2004). Bcl-2 rodina se sklada ze tfi skupin a
to z anti-apoptoticky puisobicich Bcl-2 proteind vazajicich se na pro-apoptoticky
pusobici Bax proteiny (jejich expresi indukuje protein pS3n) a z pro-apoptotickych
proteintt BH3, které se vazi na Bcl-2 a znemoziuji tak inhibici apoptozy (Gogvadze
et al., 2006). Bax zptsobuje tvorbu port v mitochondrialni membrané a dasledkem
je uvolnéni cytochromu ¢ do cytoplasmy. Cytochrom c vytvari komplex (spotfeba
ATP) s proteinem Apaf-1. Agregace téchto komplexti vytvaii apoptozomy vazajici
se na prokaspazu 9. (Philchenkov et al., 2004). Aktivovana kaspaza-9 nasledné
aktivuje dalsi tzv. ,,exekucni kaspazy 3 a 7, které vedou ve vysledku k rozstépeni
strukturdlnich proteinti cytoplasmy, degradaci DNA a fagocytdze buiky (Briine et
al., 1997).
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2. Clile diplomové prace

e Ov¢ieni pouzitelnosti metody stanoveni bunécné viability H9c2 bunék
na 96-jamkové mikrotitracni desticce.

e Charakterizace toxicity H,O, a t-BHP ve wvzrustajicich koncentracich
na bunécnou linii H9¢2 po 24-hodinové inkubaci.

e Charakterizace toxicity 200 uM H»0O, a 200 uM t-BHP v Casovém priabehu.

e Studium protektivnich ucinkGt v zavislosti na davce cheldtoru Zeleza
salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazonu (SIH) na H9c2 bunécné linii
vystavené oxida¢nimu stresu vyvolanému 100 uM a 200 uM H,O, nebo
t-BHP.

e Studium protektivnich uc¢inki 100 uM SIH na bunééné linii H9¢c2 vystavené
vzrustajici koncentraci H,O, nebo t-BHP.

o Charakterizace vlastni toxicity chelatoru zeleza SIH - akutni (24-hodinova
inkubace) a dlouhodobé (72-hodinova inkubace).
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3. Metodicka cCast

3.1.Pristrojové vybaveni

3.1.1.

Zarizeni pro sterilni praci a kultivaci bunééné linie H9c2

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

bunécny inkubator s termostatem a regulaci koncentrace CO, Forma
Scientific CO, incubator, model 311 (Forma Scientific, USA)
laboratorni sklo sterilni (Thermo Fisher Scientific, Ceska republika)
mikrozkumavky 0,5 a 1,5 ml (Eppendorf, Némecko)

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

automatické pipety Eppendorf research rizného rozsahu (Eppendorf,
Némecko)

pipeta elektronicka 8-kanalova e-PET Biohit 50-1200 pl (Biohit,
Finko)

plastové sterilni kultivaéni nadoby T75, Petriho misky 150mm,
6-jamkové desticky (TPP) a 96-jamkové mikrotitratni kultivacni
desticky s plochym dnem (Gama),sérologické sterilni pipety rtizného
rozsahu (TPP)

plastové sterilni zkumavky o rizném objemu (TPP)

Spicky sterilni rizného rozsahu (Eppendorf, Biohit)

vodni lazet Memmert WB 14 LV (Memmert, Némecko)

3.1.2. Invertovany epifluorescen¢ni mikroskop

Pro mikroskopii ve fdzovém rozhrani a pro fluorescenéni mikroskopii byl

pouzivan invertovany mikroskop Nikon Eclipse TS 100 s objektivem Nicon
10x/0,25. Pro pofizeni fotografii byla pouzita kamera COOL-1300Q (VDS
Vosskiihler, Némecko) se softwarem NIS-Elements AR 2.20 (Laboratory Imaging,
Ceska republika)

38



Pro fluorescen¢ni mikroskopii byl pouzit zdroj UV Nikon S-CHG s rtutovou
lampou a filtry Texas Red (TxR), FITC a DAPI (Nikon).

3.1.3.

Ctecka 96-jamkovych mikrotitraénich desti¢ek

Pro spektrofotometrickd stanoveni byly pouzity cteCky Microplate reader

model 550 (Bio-Rad; USA) s vyménnymi optickymi filtry a Infinite M 200 (Tecan;

Rakousko) s optickym hranolem.

3.14.

Ostatni laboratorni vybaveni

Analytické vahy ScalTec SBC 22

Laboratorni sklo (Thermo Fisher Scientific, Ceska republika)
Laboratorni tiepadky vortex (Thermo Fisher Scientific, Ceské
republika)

Mikrozkumavky 0,5 a 1,5 ml (Eppendorf, Némecko)

automatické Pipety Eppendorf research riizného rozsahu (Eppendorf,
Némecko)

Plastové zkumavky o riizném objemu (TPP, Svycarsko)

Spi¢ky riizného rozsahu (Eppendorf, Némecko a Biohit, Finsko)

3.2.In vitro cytotoxicitni experimenty

3.2.1.

Bunééna linie H9¢2

Vsechny pokusy byly provadény s bunéénou linii H9¢2 (American Type

Culture Collection, Rockville, MD, USA) odvozenou z embryonalnich potkanich

srdecnich myoblastii. Jedna se o nenddorovou linii, kterd je mnoha laboratofemi stale

Cast&ji pouzivana jako relevantni in vitro model srde¢ni tkané. Jeji hlavni vyhodou

je pasazovatelnost a tedy 1 snadné dostupnost velkého mnozstvi bunék.

3.2.2.

Kultiva¢ni média a reagencie

Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Lonza, BioWhitaker
nebo Sigma)
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e Fetalni teleci sérum (FCS; Lonza)

o fosfatovy pufr tablety (PBS, Sigma)

e HEPES roztok 1M (Sigma)

e penicilin-streptomycin roztok 100x koncentrovany (P/S, pouZivany
v koncentraci 10 000 jednotek/ml penicilinu a 10 mg/ml
streptomycinu; Sigma)

e trypsin-EDTA roztok 10x koncentrovany (pouzivany jako roztok 0,5
% trypsin a 0,02 % EDTA,; Sigma)

Zasobni roztoky P/S a trypsin-EDTA byly pfed pouzitim nafedény PBS
pufrem. Se vSemi roztoky bylo zachazeno v aseptickém prostiedi a byly uchovavany

v chladu.

3.2.3. Kultivace, pasaZovani a prace s bunécnou linii H9¢2

Aby si buniky zachovaly svoji morfologii, byly pasdzovany pravidelné kazdy
3. — 4. den, kdy dosahovaly pfiblizn€¢ 80-90% konfluence. Buniky byly kultivovany
ve sterilnich plastovych kultivaénich nadobach T75 nebo na Petriho miskach.
Kultivace bunék byla provadéna s DMEM obsahujici pyruvat (Lonza nebo
BioWhitaker) doplnéném o 10 % FCS, 1 % HEPES a 1 % P/S. Buiky byly po celou
dobu kultivace a experimentil uchovavany v termostatu pii 37°C a smési 95 %
vzduchu a 5% CO,. Na oplachnuti bun¢k pted trypsinovanim a na pfipravu smési
trypsinu s EDTA a roztoku penicilin/streptomycinu byl pouzivan PBS pufr.

Zbytkova proliferace bun¢k H9¢c2 zplisobena stimula¢nim vlivem ristovych
faktori obsazenych v FCS by mohla zplsobit zkresleni vysledkli kombinace
cytotoxického a antiproliferativniho ptisobeni studovanych latek. Proto byla 24 hodin
po nasazeni bunck nutna pre-inkubace v bezsérovém médiu (SFM) trvajicich dalSich
24 hodin. SloZeni SFM bylo DMEM neobsahujici pyruvat (Sigma) s 1 % HEPES a
1% P/S.

3.2.4. Rozmrazovani nové generace H9¢2 bunék

Kryozkumavku s 10 ml zamraZené suspenze bunék v roztoku DMEM, 10 %

FBS, 5 % DMSO a 1 % P/S jsme vyndali z tekutého dusiku, povolili uzavér a
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uchovavali na suchém ledu dokud jsme nezacali pracovat. Poté jsme kryozkumavku

rychle rozehtali v dlani nebo ve vodni lazni (37°C), pii pomalém rozmrazovani

by mohly byt bunky poSkozeny DMSO. K rozmrazenym buiikdm bylo postupné

piidavano chladné médium (aby se piedeslo osmotickému Soku pii nahlém snizeni

koncentrace DMSO), a byla provedena centrifugace 7 min pii 70 G. Supernatant

jsme odsali a peletu resuspendovali v 5 ml predehfatého média se sérem a prenesli

do sterilni plastové kultiva¢ni nadoby, inkubovali pfes noc a druhy den vyménili

médium.

3.3.Reagencie a chemikalie

ADS pufr o pH 7,4 (NaCl 116 mM, KCI 5,3 mM, MgS0O,.7H,0 1,2
mM, 1,13 mM, HEPES 20 mM)

dimetylsulfoxid > 99,9% (DMSQO; Sigma)

etanol absolutni p.a. > 99,9% (Penta)

formaldehyd 36,3% (Penta)

fosfatovy pufr tablety (PBS; Sigma)

fosfore¢nan sodny monohydrat p.a. (NaH,PO,.H,0; Penta)

D-gluk6za monohydrat farma (Penta)

hydroxid sodny p.a. (NaOH; Penta)

chlorid draselny p.a. (KCI; Penta)

chlorid sodny p.a. (NaCl; Penta)

chlorid vapenaty hexahydrat CL 2002 (CaCl,.6H,0; Penta)

sonda JC-1 (Molecular Probes/Invitrogen)

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

neutralni ¢erven roztok 3,3g/L (Sigma)

peroxid vodiku 3% roztok (H202; Fluka)

salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon (SIH; prof. P. Ponka, McGill
University, Kanada)

siran hofeénaty heptahydrat CL 2002(MgSQO4.7H,0; Penta)
tert-butylhydroperoxid 70% roztok(t-BHP; Sigma)

trypanova modr (Sigma)
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e ultradestilovana voda (MQ; piistroj Milli-Q RG, Millipore, Ceska
republika)

Na pfipravu vSech reagencii a pracovnich roztoki byla pouzita
ultradestilovand voda, krom¢ zasobniho roztoku SIH, ktery byl pfipravovan
v DMSO.

Vsechny pracovni roztoky byly pfipravovany ad hoc. Zasobni roztoky SIH
byly po piipravé dispenzarizovany po 100 ul a zamraZzeny, aby se piedeslo

kontaminaci vzdu$nou vlhkosti.

3.4.Usporadani experimentii

Pro stanovovani toxicity nebo protekce bunék byly bunky 48 hodin
pred kazdym experimentem nasazeny na 96-jamkovou mikrotitraéni kultivacni
desti¢ku s plochym dnem v koncentraci 10 000 bunék na jamku ve 100 ul DMEM
s 10 % FCS. Suspenze pro nasazeni bun¢k na 96-jamkovou desticku byla ziskana
ziedénim zakladni suspenze, v které se stanovil pocet bunék pocitanim v Biirkerove
komurce. Po 24-hodinach od nasazeni bylo builkdm vyménéno médium se sérem
za 200 pl SFM a tésné pied vlastnim pokusem znovu vyménéno za 200 pl SFM,
do které¢ho byly poté pfidany stanovované latky. Inkubace se stanovovanou latkou
trvaly 24 nebo 72 hodin a potom bylo nésledné provadéno stanoveni bunécné
zivotaschopnosti.

Pro fotografickou dokumentaci byly builky nasazeny na 6 jamkovou
kultiva¢ni desti¢ku v koncentraci 180 000 bun¢k na jamku ve 2,5 ml média se sérem.
Suspenze pro nasazeni bunék byla opét ziskana ziedénim zakladni suspenze, v které
se stanovil pocet bunck pocitanim v Biirkerové komtrce. Po 24 hodinach bylo
vyménéno médium za 2,5 ml SFM a za dalSich 24 hodin za 2 ml spolu
se stanovovanymi latkami. Fotografie byly pofizovany bud’ po skonceni 24-hodinové
inkubace se stanovovanymi latkami nebo pfimo po jejich pfidani pro sledovéni
v Case. Pro experimenty s fluorescenéni sondou JC-1, byla tato sonda pfidana v den
experimentu a misto SFM byl pouZit ¢iry a nefluoreskujici ADS pufr doplnény
01 mM CaCl; a 1g/1 glukozy.
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3.5.Statistické analyzy a vypocéty ECsg a 1Cs

Pro statistickou analyzu dat byl pouzivan softwaru SigmaStat for Windows
verze 3.0.1 (SPSS, USA). Pro analyzu variability dat byla pouzita metoda One Way
ANOVA a pro soubor dat s nenormalnim rozlozenim dat Kruskal-Wallis One Way
ANOVA on Ranks.

Pro porovnani dvou skupin dat bya pouzita metoda t-testu a u souboru dat
s nenormalnim rozlozenim byla pouzita metoda Mann-Whitney Rank Sum Test.

Pro stanoveni hodnot ECsp a 1Csp byl pouzit software CalcuSyn verze 2.0
(Biosoft, UK).

Hodnoty v grafech uvadény jako vysledna hodnota + standardni chybova

hodnota.

3.6.Stanoveni toxicity oxida¢né piisobicich latek

Stanoveni toxicity peroxidu vodiku (H,0O;) a tert-butylhydroperoxidu (t-BHP)
bylo provedeno 24-hodinovou inkubaci bun¢k se vzrustajici koncentraci téchto latek
na 96-jamkové desticce podle zminéného uspotfadani. Pracovni roztoky H,O, a
t-BHP byly pipetovany do kazdé jamky zvlast. Kazdy experiment se skladal z téchto
skupin: slepy vzorek, 2 x kontrola a 2 x vzrlstajici koncentrace H,O, nebo

t-BHP [uM]: 10; 30; 60; 80; 100; 200 (pouze u H,0,); 300; 600.

3.7.Stanoveni akutni i dlouhodobé toxicity chelitoru zeleza STH

Stanoveni akutni toxicity SIH bylo provedeno 24-hodinovou inkubaci bunék
se vzrustajici koncentraci SIH na 96-jamkové desti¢ce podle zminéného schématu.
Pracovni roztoky SIH byly pifidavany k buinkam spolu se SFM a 0,6 % DMSO
pro zlepSeni rozpustnosti vysokych koncentraci SIH. Kazdy experiment se skladal
z téchto skupin: slepy vzorek, 2 x kontrola, 2 x kontrola s 0,6 % DMSO a vzriistajici
koncentrace SIH [uM]: 10; 30; 100; 300; 600.

Pfi stanoveni dlouhodobé toxicity trvala inkubace 72 hodin, jinak bylo

uspotadani pokusu analogické se stanovenim akutni toxicity SIH.
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3.8.Studium protekce H9c2 bunék SIH pred oxida¢nim
posSkozenim v zavislosti na davce SIH

Stanoveni protekéniho uc¢inku jednotlivych koncentraci SIH bylo provedeno
jejich 24- hodinovou ko-inkubaci se vzristajici koncentraci SIH a danou koncentraci
H20, nebo t-BHP na 96-jamkové desticce podle zminéného uspofadani. Pracovni
roztoky SIH byly ptidavany k buitkdm spolu se SFM a 0,1 % DMSO a pracovni
roztoky H,O, nebo t-BHP byly pak pipetovany piimo do jednotlivych jamek.
Kazdy experiment se skladal z téchto skupin: slepy vzorek, 3 x kontrola, 2 x 100

nebo 200 uM H,0; nebo t-BHP a vzrustajici SIH [uM]: 0,3; 1; 3; 10; 30; 100.

3.9.Studium protekce H9c2 bunék SIH pred oxida¢nim
posSkozenim v zavislosti na zvySujici se koncentraci H,O, a
t-BHP

Stanoveni protekéniho t¢inku SIH bylo provadéno 24-hodinovou ko-inkubaci
H9¢2 bunék se 100 uM roztokem SIH a vzristajici koncentraci H,O, nebo t-BHP
na 96-jamkové desticce podle zminéného uspotadani. Pracovni roztok SIH byl
pfidavan k buiikkam spolu se SFM a 0,1 % DMSO a pracovni vodné roztoky H,0;
nebo t-BHP byly pipetovany piimo do jednotlivych jamek. Kazdy experiment
se skladal z téchto skupin: slepy vzorek, 2 x kontrola a vzrastajici koncentrace H,0,

nebo t-BHP [uM]: 100; 300; 600; 1000; 3000 v pfitomnosti 100 uM SIH.

3.10. Stanoveni poctu Zivych bunék pocitanim v Biirkerové
komiirce

Pocet zivych bunék byl stanoven pocitinim bunék ve smési s roztokem
trypanové modii v Biirkerové komtrce. Tato metoda vyuziva schopnosti Zivych
bun¢k aktivné odstranovat trypanovou modf ze svého nitra, kam samovolné
difundovala. Zivé buiiky proto ziistavaji patrné jako jasné zafici svétlé Gtvary oproti
modravému pozadi. Mrtvé bunky jsou stejné barvy jako pozadi a dobie odliSitelné
od bun¢k zivych.

Buiiky pfi stanoveni byly inkubovany se stejnym objemem 0,4% roztoku

trypanové modii a po 5 minutich po 10 pl naneseny na ob¢é pocitaci plochy
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Biirkerovy komurky. Vysledny soucet bun¢k v 10 ¢tvercich vynéasobeny 2000

se rovna poctu bun¢k v 1 ml suspenze.

3.11. Stanoveni Zivotaschopnosti bunék H9c2 pomoci
vychytavani neutralni ¢ervené

Bunécna Zivotaschopnost byla stanovovana spektrofotometrickym meéfenim
absorbance roztoku neutrdlni Cervené na cteCce mikrotitracnich desti¢ek BioRad
Microplate reader model 550 nebo Tecan Infinite M 200. Principem stanoveni
je fakt, ze zivé buiky aktivné vychytavaji z média molekuly neutralni Cervené, které
jsou nasledné uloZeny v kyselém prostiedi lysosomd, zatimco mrtvé bunky nikoliv.
Po lyze bunék se neutralni Cerven uvolni z lysosomi do roztoku a jeji mnozstvi
odpovida poctu prezivsich bunck.

Po ukonceni 24- nebo 72-hodinové inkubace bylo bunkam odsato 100 pl
inkubaéniho média a piidano 100 pl roztoku neutrdlni cervené (80 pg/ml),
aby vyslednd koncentrace neutralni Cervené¢ byla 40 pg/ml. Bunky byly poté
3 hodiny inkubovany v termostatu pii 37° C ve smési 95 % vzduchu a 5 % COa.
Po této inkubaci bylo odstranéno veSker¢ médium a nasledovala 15 minutova
inkubace se 100 pl fixa¢niho roztoku (1 g chloridu vapenatého na 100 ml 0,5%
formaldehydu) pfi pokojové teploté. Po 15 minutach byl odsat veskery fixa¢ni roztok
a buiky dvakrat oplachnuty 50 pl PBS. Po oplachnuti byly bunky inkubovany
s 200 pl lyza¢niho roztoku (1 % ledové kyseliny octové v 50% etanolu) pti pokojové
teploté¢ 15 minut a dalSich 15 minut tfepany na tfepacce pii pokojové teplote.
Poté byla odectena absorbance pii 540 nm. Vysledné hodnoty absorbance zmensené
o hodnotu slepého vzorku jsou vyjadieny jako procenta kontroly (kontrola = 100 %
zivotaschopnych bungk). Slepy vzorek byl primér jamek s buitkami inkubovanymi

se 3 mM peroxidu vodiku.
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3.12. Fotograficka dokumentace toxicitnich a protektivnich
studii na bunnkach H9c2

3.12.1. Metody fotografické dokumentace

Fotografickd dokumentace byla pofizovana pii mikroskopii ve fadzovém
kontrastu viditelného svételného spektra a pii fluorescenéni mikroskopii se sondou
JC-1 pii 10ti-ndsobném zvétsent.

Pro tyto experimenty byly buiiky uspotfadany podle jiz zminéného uspotfadani
a inkubovény 24 hodin se studovanou latkou nebo jejich smésmi.

Fotografie pro dokumentaci v pribéhu casu byly pofizovany na kontrolnich
bunkach, ke kterym bylo pfidano po inkubaci se sondou JC-1 (viz kapitola
3.12.2) 200 uM H,0; nebo 200 uM t-BHP. Fotografie byly nasledné pofizovany
v pravidelnych 30-minutovych intervalech po celkovou dobu 4,5 hodin.

Fluorescen¢ni sonda JC-1 patii k potenciometrickym fluorescenénim sondam,
Casto pouzivanym v molekuldrni biologii pro znazornéni organel s uritym
elektrickym potencidlem na membrané. V bunce predstavuji takovéto organely
mitochondrie. Sonda JC-1 je aktivné kumulovana pravé v mistech s vysokym
elektrickym potencidlem a dosahuje tam tak vysokych koncentraci, pii kterych
dimerizuje za tvorby tzv. "J-agregatu", které fluoreskuji jasn¢ ¢ervené. Pfi poruseni
mitochondridlni membrany dochdzi k poruseni elektrického potencialu a sonda unika
do cytosolu, kde jiz nedosahuje takovych koncentraci a "J-agregaty" jiz nevytvaii a

fluoreskuje jasné zelen¢.

3.12.2. Inkubace H9¢2 bunék s fluorescenéni sondou JC-1

Podle vySe zminéného uspotfadani experimentu bylo buitkdm po 24-hodinové
inkubaci se studovanou latkou odebrano médium a vyménéno za 2 ml predehiatého
ADS pufru s 1 mM CaCly, 1 g/l glukozy a 0,5 uM roztokem sondy JC-1. V tomto
pufru byly bunky inkubovany 30 minut pii 37°C, poté dvakrat dikladn¢ oplachnuty
predehiatym ADS pufrem s 1 mM CaCl; a 1 g/l glukozy a ponechany 15-20 minut

na tmavém misté pii laboratorni teploté pfed vlastnim zahdjenim experimentu.
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4. Vysledky

4.1.Stanoveni toxicity oxida¢né pusobicich latek

4.1.1. Fotograficka dokumentace toxicity H,O, a t-BHP na H9c2

buiikach v pribéhu ¢asu

Béhem 4,5 hodinové inkubace H9c2 bunc¢k s 200 uM H;0; nebo 200 uM
t-BHP byly pofizeny fotografie, na kterych je jasn¢ patrnd zmeéna bunécné
morfologie a postupna ztrata mitochondrialniho elektrického potencidlu. Horni ¢ast
obrazkt ukazuje fotografie H9¢2 bunék ve fazovém kontrastu a spodni Cést tytéz
buniky v tmavém poli se sondou JC-1.

Na fotografiich jsou patrné morfologické zmény, které byly pii inkubaci
s 200 uM H,0O; patrné od 30. minuty (obr. 4.1.c nahote) pouze jako mirné zvétSeni
zrnitosti cytosolu a od 180. minuty (obr. 4.1.h nahote) jako vyraznéjsi ztratou
bunééné morfologie a od 240. minuty (obr. 4.1.i nahote) byla patrnd fragmentace
bunécénych soucésti lokalizovana hlavné v okoli bunééného jadra. Podle fotografii
se sondou JC-1 byla patrna rychla depolarizace mitochondrialni membrany
charakterizovana vyraznym tubytkem ¢ervené fluorescence JC-1 sondy od 30. minuty
(obr. 4.1.c dole), pficemz v 90. minuté (obr. 4.1.e dole) jiz byl pomér Cervené a
zelené fluorescence vyrovnany. Ztrata funkénich mitochondrii pokracovala
az do 210. minuty (obr. 4.1.ch dole), kdy se jiz ddle pomér neménil.

Pti inkubaci H9¢2 bunék s 200 uM t-BHP byly na rozdil od H,O, pozorovany
od 30. minuty (obr. 4.2.c nahote) vyraznéj§i zmény v bunééné morfologii, postupné
smr$tovani bunck vcetné zvySeni denzity cytosolu a od 180. minuty (obr. 4.2.h
nahote) tvorba vesikul uvnitf bunky. Tvorba bunéénych fragmenti lokalizovanych
Vv blizkosti jadra nebyla na rozdil od H,O; pozorovana. Podle fotografii se sondou
JC-1 je patrné, ze si bunky vystavené t-BHP zachovéavaji del$i dobu funkc¢ni
mitochondrie. Od 1. minuty (obr. 4.2.a dole) je patrny mirny ndrlst zelené
fluorescence do 120. minuty (obr. 4.2.f dole), kdy je pomér Cervené a zelené
fluorescence zhruba vyrovnany. Od 120. minuty (obr. 4.2.f dole) nésleduje postupna
ztrata Cervené a vyrazny piirastek zelené fluorescence, svédcici o ztraté funkénich
mitochondrii. Ztrata funkénich mitochondrii pokradovala na rozdil od H,0O;

az do 270. minuty (obr. 4.2.j dole)
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Obr. 4.1.a;: H,O5 — 0 min. Obr. 4.2.a: t-BHP — 0 min.
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Obr. 4.1.b: H,O, — 1 min Obr. 4.2.b: t-BHP — 1 min
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Obr. 4.1.c: H,O, — 30 min Obr. 4.2.c: t-BHP — 30 min
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Obr. 4.1.d: H,O, — 60 min Obr. 4.2.d: t-BHP — 60 min
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Obr. 4.1.e: H,O, — 90 min Obr. 4.2.e: t-BHP — 90 min
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Obr. 4.1.f: H,O, — 120 min Obr. 4.1.f: t-BHP — 120 min
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Obr. 4.2.g: t-BHP — 150 min

Obr. 4.1.9: H,0, — 150 min
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Obr. 4.2.h: t-BHP — 180 min

Obr. 4.1.h: H,O, — 180 min
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Obr. 4.2.ch: t-BHP — 210 min

Obr. 4.1.ch: H,O, — 210 min
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Obr. 4.2.i: t-BHP — 240 min

Obr. 4.1.i: H,O, — 240 min
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Obr. 4.2.j: t-BHP — 270 min

Obr. 4.1.j: H,0, — 270 min
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4.1.2. Stanoveni toxicity H,0O,

Po 24-hodinové inkubaci H9¢2 bunék se vzrustajici koncentraci H,O, bylo
nejprve pozorovano mirné a statisticky nevyznamné snizeni bunécné viability
od koncentrace 30 uM, coz bylo nasledovano prudkym narGstem toxicity
pti dosazeni koncentraci 100 uM a vyssich. Hodnota ICsy (koncentrace H,O,,

kterd zpusobila snizeni viability na 50% kontrolnich hodnot) byla stanovena

81,5 uM. (obr. 4.3).
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Obr.4.3: Viabilita H9¢2 bun¢k 24 hodin po expozici H2O2. N= 5 experimentt.
Statisticky vyznamné odlisné vysledky oproti kontrole (ANOVA; P<0,05) jsou

oznaceny pismenem C. Data uvadéna jako vysledna hodnota se standardni chybou.
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4.1.3. Stanoveni toxicity t-BHP

Po 24-hodinové inkubaci H9¢2 bunék se vzrustajici koncentraci t-BHP bylo
nejprve pozorovano mirné¢ a statisticky nevyznamné zvySeni bunécné viability
pii koncentracich 10 a 30 pM, coz bylo nasledovano malym statisticky
nevyznamnym snizenim bunécné viability pii koncentraci 60 pM a naslednym
prudkym nértstem toxicity pii dosazeni koncentraci 80 pM a vyssich. Hodnota ICsg

(koncentrace t-BHP, ktera zpusobila snizeni viability na 50% kontrolnich hodnot)

byla stanovena 66,4 uM. (obr. 4.4)
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Obr. 4.4: Viabilita H9c2 bun€k 24 hodin po expozici t-BHP. N= 5
experimentll. Statisticky vyznamné odliSné vysledky oproti kontrole (ANOVA;

P<0,05) jsou oznafeny pismenem C. Data uvadéna jako vysledna hodnota se

standardni chybou.
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4.1.4. Porovnani toxicity H,O, a t-BHP

H,0, vykazoval urcité odlisSnosti v plisobeni od t-BHP na H9c2 buiky.
Chemicky je t-BHP jako terminalni hydroperoxylovy radikal stabilnéjsi nez H,O»,
ktery se snadno rozklada. U H,0O, byla oproti t-BHP pozorovana niz$i, statisticky
nevyznamna toxicita (toxicita 80 uM t-BHP dosahla 29,2% viability kontroly oproti
stejné koncentrace H,O,, ktera dosdhla 72,3% viability kontroly) a béhem
experimentll vykazoval H,O, mnohem vétsi variabilitu vysledki (obr. 4.3 a 4.4).
Dale byl patrny znacny rozdil v morfologii mrtvych bun¢k po 24-hodinové expozici
H9¢2 bun¢k H,0, a t-BHP svédéici o odlisSném mechanismu bunééné smrti (obr.
4.6.a, 4.7.a, 4.8.a, 4.9.a). Bunky vystavené¢ 100 a 200 pM t-BHP vytvaii po
24-hodinové inkubaci kompaktni ovalné mrtvé bunky, kdeZzto po 24-hodinové
inkubaci s H,0, vytvaii nekompaktni "roztrhané" Gtvary. K tomuto zavéru piispiva i
poznatek z pozorovani se sondou JC-1, kdy si buiiky inkubované se 100 uM t-BHP
zachovavaji po delsi dobu neporuseny mitochondridlni potenciadl oproti Hy0»
(obr. 4.1.a-j, 4.2.a-j). Z téchto pozorovani lze pitedpokladat, ze v mechanismu

bunécné smrti se u t-BHP objevuje spise apoptoza, zatimco u HyO; nekroza.
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4.2.Studium protekce H9¢2 bunék pomoci chelatoru Zeleza STH

4.2.1. Morfologické hodnoceni protekce H9¢c2 bunék SIH pred
oxida¢nim poskozenim H,0, a t-BHP

Na fotografiich pofizenych po 24-hodinové inkubaci H9c2 bunék
za kontrolnich podminek, s oxida¢né pisobicimi latkami (100 a 200 uM H,0; a 100
a 200 uM t-BHP) samotnymi nebo s chelatorem zeleza SIH byla zaznamendna,
vyrazna davkov€ zavisla ochrana bunék, ktera byla od koncentrace 10 pM SIH
(obr. 4.6.b, 4.7.b, 4.8.b, 4.9.b) schopna zcela ochranit buiiky a pfedejit tak bunécné
smrti vyvolané oxida¢nim stresem (obr. 4.6.a, 4.7.a, 4.8.a, 4.9.a). Bunécna

morfologie ochranénych buné¢k byla srovnatelnd s morfologii bunc¢k kontrolnich

(obr. 4.5).

W I 0

Obr. 4.6.a: H9¢2 bunky inkubované Obr. 4.6.b: H9¢2 bunky koinkubované
24 hodin se 100 uM H,0; 24 hodin se 100 uM H,0; a 10 uM SIH
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Obr. 4.7.a: H9¢2 buiky inkubované Obr. 4.7.b: H9¢2 bunky koinkubované
24 hodin s 200 uM H,0, 24 hodin s 200 uM H,0; a 10 uM SIH.

Obr. 4.8.a: H9¢2 buiiky inkubované Obr. 4.8.b: H9¢2 bunky koinkubované
24 hodin s 100 uM t-BHP 24 hod. s 100 uM t-BHP a 10 uM STH.

Obr. 4.9.a: H9¢2 buiiky inkubované Obr. 4.9.b: H9¢2 bunky koinkubované
24 hodin s 200 uM t-BHP. 24 hod. s 200 uM t-BHP a 10 uM STH.

63



4.2.2. Studium protekce H9¢2 bunék pred oxida¢nim poSkozenim
H,0, v zavislosti na koncentraci SIH

Po 24-hodinové inkubaci H9¢2 bunék s dvéma koncentracemi H,O, (100 a
200 uM) a vzristajici koncentraci chelatoru zeleza SIH byla zjiSténa statisticky
vyznamna, davkoveé zavisla protekce H9c2 bunék pied oxida¢nim poskozenim a
nasledné bunécéné smrti. 3uM koncentrace SIH byla schopna statisticky vyznamné
zvysit bunécnou viabilitu pouze u bunék inkubovanych se 100 uM H,0;. Od 10pM
koncentrace SIH bylo statisticky vyznamné zvySeni bunécné viability pozorovano
pro obé koncentrace H,O,. Pro 100 uM H,0, byla hodnota ECs, (koncentrace SIH,
ktera byla schopna snizit toxicitu H,O, na 50%) stanovena 1,2 uM SIH (obr. 4.10.a)
a pro 200 uM H,0, byla ECsp= 5,7 uM SIH (obr. 4.10.b). Maximalni protekce
pii vystaveni bun¢k 100 uM H,0; byla dosazena pii pouziti koncentrace SIH 3 uM,
kdy bylo dosazeno 91,3% viability kontrolnich bunék (100%). Pti vystaveni bun&k
200 uM H,0; byla maximalni protekce dosazena pii pouziti koncentrace SIH 10 uM,
kdy byla viabilita bunék stanovena na 77,2%.
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Obr. 4.10.a: Viabilita H9c2 po 24-hodinové inkubaci 100 uM H;0;
se vzrustajici koncentraci SIH. N= 3 experimenty. Statisticky vyznamné odlisné
vysledky (ANOVA; P<0,05) oproti kontrolni skupiné jsou oznafeny pismenem C ,
oproti 100 uM H;0, pak pismenem p. Data uvadéna jako vysledna hodnota se

standardni chybou.
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4.2.3. Studium protekce H9c2 bunék pred oxidaénim poskozenim
t-BHP v zavislosti na koncentraci STH

Po 24-hodinové inkubaci H9¢2 bun€k s dvéma koncentracemi t-BHP (100 a
200 uM) a vzrlstajici koncentraci cheldtoru zeleza SIH byla zjiSténa statisticky
vyznamna, davkoveé zavisla protekce H9c2 bunék pied oxida¢nim poskozenim a
nasledné¢ bunécéné smrti. 3uM koncentrace SIH byla schopna staticky vyznamné
zvysit bunéénou viabilitu pouze u bunék inkubovanych se 100 uM t-BHP. Od 10uM
koncentrace SIH bylo statisticky vyznamné zvySeni bunécné viability pozorovano
pro obé koncentrace t-BHP. Pro 100 uM t-BHP byla hodnota ECs, (koncentrace SIH,
ktera byla schopna snizit toxicitu H,O, na 50%) stanovena 2,9 uM SIH (obr. 4.11.a)
a pro 200 uM H,0, byla ECs;= 8,9 uM SIH (obr. 4.11.b). Maximalni protekce
pii vystaveni bun¢k 100 uM t-BHP byla dosazena pfti pouziti koncentrace SIH 3 pM,
kdy bylo dosazeno 82,2% viability kontrolnich bunék (100%). Pti vystaveni bun&k
200 pM t-BHP byla maximalni protekce dosazena pii pouziti koncentrace SIH
10 uM, kdy byla viabilita bun€k stanovena na 79,5%.
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Obr. 4.11.a: Viabilita H9c2 po 24-hodinové inkubaci 100 pM t-BHP
se vzristajici koncentraci SIH. N=3 experimenty. Statisticky vyznamné¢ odliSné
vysledky (ANOVA; P<0,05) oproti kontrole jsou oznaceny pismenem c, 100 pM
t-BHP jsou oznaceny pismenem t. Data uvadéna jako vysledna hodnota se standardni

chybou.
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4.2.4. Studium protekce H9c2 bunék pomoci SIH v zavislosti na
zvysujici se koncentraci H,O, a t-BHP
Po 24-hodinové inkubaci H9c2 bunck se 100 uM chelatoru zeleza SIH a
vzristajici koncentraci (100 - 3000 pM) oxidacné pisobicich latek H,O, a t-BHP
byla zjisténa vyrazna schopnost chelatoru zeleza SIH poskytnout ¢aste¢nou ochranu i
1000 uM H,0; (obr. 4.12) a 600 uM t-BHP, zatimco téméf kompletni ochranu
300uM koncentraci H,O, a t-BHP (4.13).
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Obr. 4.12.: Viabilita H9c2 po 24-hodinové inkubaci 100 puM SIH
se vzrustajici koncentraci H,O,. N=4 experimenty. Statisticky vyznamné vysledky

(P<0,05) oproti kontrole oznaceny pismenem ¢. Data uvadéna jako vysledna hodnota

se standardni chybou.
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Obr. 4.13: Viabilita H9c2 po 24-hodinové inkubaci 100 uM SIH se vzristajici
koncentraci t-BHP. N= 4 experimenty. Statisticky vyznamné odlisné¢ vysledky
(ANOVA; P<0,05) oproti kontrole jsou oznaceny pismenem c. Data uvadéna jako

vysledna hodnota se standardni chybou.
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4.2.5. Porovnani koncentraéni zavislosti toxicity H,O, a t-BHP v
zavislosti na pritomnosti/absenci SIH

Porovnani vysledkt cytotoxicitnich studii oxida¢né puisobicich latek H,O; a
t-BHP s protekénimi schopnostmi 100 uM chelatoru zeleza SIH, bylo provedeno
statistickou analyzou dat a grafickym zpracovanim. Porovnanim vysledkt ziskanych
z koncentraci 100 — 600 uM H,O, (obr. 4.14) nebo t-BHP (obr. 4.15) ukazuje
statisticky vyznamnou, davkové zavislou protekci SIH proti toxicité oxidacné
pusobicich latek v jinak letalnich koncentracich. Pro zjisténi statistické vyznamnosti

byly porovnavany data stejnych koncentraci mezi jednotlivymi skupinami (H,O, s a
bez 100 uM SIH).
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Obr. 4.14: Porovnani viability H9¢2 bun¢k po inkubaci pouze se vzristajici
koncentraci H,O, a po obdobné inkubaci se 100 uM SIH. Statisticky vyznamné
odlisné vysledky (t-test, P<0,05) pro stejné koncentrace mezi skupinami jsou

zvyraznény *. Data uvadéna jako vysledné hodnoty se standardni chybou.
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Obr. 4.15: Porovnani viability H9¢2 bun¢k po inkubaci pouze se vzristajici
koncentraci t-BHP a po obdobné inkubaci se 100 puM SIH. Statisticky vyznamné
odlisné vysledky (t-test, P<0,05) pro stejné koncentrace mezi skupinami jsou

zvyraznény *. Data uvadéna jako vysledné hodnoty se standardni chybou.
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4.3.Stanoveni akutni i dlouhodobé toxicity chelatoru Zeleza STH

4.3.1.

Stanoveni akutni toxicity chelatoru zeleza STH

Po 24-hodinové inkubaci H9c2 bunék se vzrlstajici koncentraci SIH bylo

pozorovano mirné a statisticky nevyznamné snizeni bunécné viability pti 10uM

koncentraci SIH, nasledovano mirnym, ale statisticky vyznamnym snizenim viability

pii dosazeni koncentrace SIH 30 uM a vys$Sich. Hodnota ICsy (koncentrace SIH,

kterd by zpusobila snizeni viability na 50% kontrolnich hodnot) nebyla viibec

dosazena. (obr. 4.16). Pouzité kosolvens, 0,6% roztok DMSO po 24-hodinové

inkubaci vykazal nepatrné a statisticky nevyznamné snizeni bunécné viability.
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4.16: Viabilita H9c2 bunék 24 hodin po expozici SIH. N= 4

experimentl. Statisticky vyznamné odlisné vysledky oproti DMSO (ANOVA;

P<0,05) jsou oznaCeny pismenem d. Data uvadéna jako vysledna hodnota se

standardni chybou.
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4.3.2. Stanoveni dlouhodobé toxicity chelatoru Zeleza STH

Po 72-hodinové inkubaci H9¢c2 bun€k se vzrlstajici koncentraci SIH bylo
pozorovano mirné a statisticky nevyznamné snizeni bunécné viability pti 10uM
koncentraci SIH a nésledné vyrazné a statisticky vyznamné snizeni bunécné viability
pti dosazeni koncentrace 30 uM a vysSich. Hodnota ICsy (koncentrace SIH, ktera
zpusobila snizeni viability na 50% kontrolnich hodnot) byla po 72-hodinich
stanovena 447,1 upM. (obr. 4.17). Pouzité kosolvens, 0,6% roztok DMSO
po 72-hodinové inkubaci vykazal pouze nepatrné a statisticky nevyznamné snizeni

bunécné viability.
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Obr. 4.17: Viabilita H9¢2 bun€k 72 hodin po expozici vzristajici koncentraci
SIH. N=3 experimentd. Statisticky vyznamné odlisné vysledky oproti DMSO
(ANOVA; P<0,05) jsou oznafeny pismenem d. Data uvadéna jako hodnota

se standardni chybou.
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5. Diskuze

Oxidac¢ni stres ma velky vyznam v etiopatogenezi mnoha zavaznych
onemocnéni a predstavuje tak vyznamny patologicky fenomén. Oxidacni stres
zpusobuji reaktivni formy kysliku (ROS), dusiku (RNS) a chléru nebo siry. ROS
se bézn¢ vyskytuji v bunikkach jako produkt aerobniho metabolismu a zastavaji rizné
bunééné funkce Jejich hladina v organismu je peclivé sledovana a udrzovéna
antioxida¢nimi bunénymi mechanismy. Pokud tyto mechanismy selhaji nebo dojde
k nadprodukci ROS, dochazi k oxida¢nimu stresu a bunéénému poskozeni.
reaguje okamzit¢ po vzniku s okolnimi molekulami proteint, lipidd, cukri a
také DNA (Halliwell et Gutteridge, 1999).

Onemocnéni zplisobend oxida¢nim stresem je mozné rozdélit do nékolika
skupin. Prvni skupina zahrnuje ve své patogenezi zvySenou hladinu pro-oxidantl
Vv buiice zptsobenou disbalanci v redoxnim stavu antioxida¢nich mechanismil (GSH,
TRX) a zvySenou gluk6ézovou toleranci, souhrnné nazyvané jako ,,mitochondrialni
oxidacni stres”, které maji vyznam pfi vzniku diabetu melitus a rakoviny. Druha
skupina zahrnuje ve své patogenezi zvySené ,zanctlivé oxidaéni podminky*
se zvySenou produkci ROS zplisobenou zvysenou aktivitou bud’ nékterych NAD(P)H
oxidaz, které vedou k chronickym zanétlivym stavim (také Parkinsonova nebo
Alzheimerova choroba) nebo krozvoji aterosklerotickych komplikaci nebo
prostiednictvim xanthin oxidazy, ktera se vyznamné podili na rozvoji
ischemicko/reperfuzniho poskozeni (Dhalla et al., 2000; Jenner, 2003; Sayre et al.,
2001). Srde¢ni tkan je obecné malo vybavena antioxidaénimi enzymy a antioxidanty
(katalaza, SOD, GPx a GSH), takze je velmi nachylna k oxida¢nimu poskozeni.
Podle mnoZstvi a reaktivity mohou ROS zpisobit mnohocetné zmény v bunééné
struktufe a funkcich vedouci k srdeénimu selhani (Sawyer et al., 2002).

V této praci jsme pouzivali bunéénou liniit H9¢2, jenz je vhodnym modelem
srdeéni tkané in vitro, ackoli nejde o "pravé" kardiomyocyty. H9c2 bunééna linie
byla ptivodné izolovana z embryonalnich potkanich kardiomyocytd levé komory a
zachovava si vétsinu elektrofyziologickych a biochemickych znakt srde¢ni a z ¢asti 1
kosterni svalové tkané (Hescheler et al., 1991), jako je depolarizace plasmatické
membrany vyvolana acetylcholinem (Kimes et Brandt, 1976), vstup iontd Ca®*

prostfednictvim pomalych L-typt Ca®* kanalti (Hescheler et al., 1991) a dokonce i
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expresi vysoce specifickych srde¢niho troponinu T (dr. Simiinek, nepublikovana
data).

Nase prace sledovala poskozeni srdeCnich bunck oxida¢nim stresem
vyvolanym H;0; a t-BHP, pfi¢emz jsme prokdzali vyznamnou zavislost zvysujici
se davky na snizeni bunécné viability oproti kontrole. Béhem nasSich experimentt byl
také patrny stimulujici vliv velmi nizkych koncentraci H,O, (10 uM) a t-BHP
(10 — 30 uM) na buné&nou proliferaci, zatimco pii vysSich koncentracich byl
pozorovan cytotoxicky ucinek. V literatuie publikované vysledky shodné ukazuji,
ze vystaveni kardiomyocyti izolovanych z dospélych potkanti (AVRM) nizkym a
subtoxickym koncentracim ROS (10-30 uM H;0,) vede k zvySeni produkce proteinti
v srde¢ni buiice a nasledné k hypertrofii bez vlivu na incidenci apoptdzy, zatimco
vystaveni vys$§im koncentracim H,O; (100 — 300 uM) vede k vyraznému zvySeni
Cetnosti apoptdozy a bunééné smrti (Kwon et al., 2003). Toto rozdilné ptsobeni
je dano aktivaci specifickych kindzovych cest v zavislosti na davce ROS, jde hlavné
o aktivaci ERK1/2, p38, AKT a JNK kinazovych systémut (Sugden et Clerk, 1998).
Nizké koncentrace Hy0O, aktivuji zejména ERKI1/2 kindzu stimulujici
pres a-adrenergni receptory hypertrofii srde¢ni tkdn¢. Naopak za apoptdézu zodpovida
aktivace JNK kinazy (Kwon et al., 2003). Tyto poznatky potvrzuje i rozpoznana
stimulace tyrosin kindzy a ndsledné¢ ERK kinazy vedouci k srde¢nimu poskozeni
béhem I/R poskozeni (Bogoyevitch et al., 2000).

Na charakteru toxicity ROS maji velky vliv jejich fyzikalné-chemické
vlastnosti a pouzitd koncentrace. V nas$i praci jsme pouzivali osvédCené a
dlouhodobé pouzivané latky (H20, a t-BHP) zpiisobujici oxida¢ni poSkozeni riiznych
buné¢k (Akao et al., 2003; Rush et al., 1985; Sarddo et al., 2007). Zatimco je H,0, ve
vodném prostfedi minimaln¢ reaktivni a rychle se rozklada, tak organické
hydroperoxidy jsou diky chemické struktute stabilnéjsi a piisobi proto jako oxidacni
C¢inidla. t-BHP se pozvolna rozklada na alkoxylové radikaly RO’, které vyznamné
akceleruji peroxidaci lipid v buiice. Obé€ tyto reakce jsou usnadnény a probihaji ve
vetsi mife v pfitomnosti iontl Zeleza (Halliwell et Gutteridge, 1999). V souladu
svyse uvedenym jsme pozorovali vyrazny, ale statisticky nevyznamny rozdil
v toxicité 80 uM H,O, oproti stejné koncentraci t-BHP. Také morfologické zmény
jsme pozorovali odlisné, svéd¢ici o rozdilném mechanismu bunécné smrti po
vystaveni 100 nebo 200uM koncentraci téchto latek. Mnozi autofi popisovali nejen u

H9c2, ale i ostatnich bunék vystavenych nizkym koncentracim H,O, a t-BHP
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(do 100 uM koncentrace) zvySeny vyskyt apoptézy oproti nekrdze, zatimco u
vys$8ich koncentraci (300 uM a vyssi) spiSe vyskyt nekrozy nez apoptozy (Akao et
al., 2003; Simimek et al., 2005; Sarddo et al., 2007). Ackoli nase experimenty
nebyly provadény se sofistikovanymi metodami detekce apoptézy a nekrdzy,
usuzujeme podle pozorovani zmén v morfologickych znacich a mitochondrialnich
funkci (znaceni JC-1 sondou) na skuteCnost, ze se v toxicité t-BHP se objevuje
apoptoza ve veétsi mife nez u H,O»; pro potvrzeni téchto nasich pfedpokladt bude ale
potieba provést dalsi experimenty.

Béhem nasich studii jsme také v nékolika pilotnich experimentech potvrdili
vyznam presyceni Ca®" ionty na toxicitu oxida¢n& pisobicich latek a bun&éné smrti
viibec. Buiiky inkubované po dobu 6 hodin s 200 uM H,0, nebo t-BHP, kterym byla
snizena hladina Ca®" iontd v inkubaénim roztoku, nevykazovaly do paté hodiny
zadné znamky bunécného poskozeni, ani poSkozeni mitochondridlnich funkei
(inkubace se sondou JC-1) (nepublikovand data). Tento pozorovany vyznam Ca®*
iontl pro mediaci bunéfného poskozeni souvisi s publikovanymi poznatky, ze
zvySena peroxidace lipidi bunééné membrany ma mimo jiné za ndsledek zvySeny
influx Ca®* iontd do buiiky a aktivaci napf. specifickych proteinovych kinaz
(Halliwell et Gutteridge, 1999).

Na vzniku OH" a RO’ radikélu, a tim na vzniku a propagaci oxida¢niho stresu,
maji velky vyznam ionty pfechodnych kovil, zejména ionty Zeleza (Fe®*/Fe®"). Pokud
se tyto ionty vyskytnou ve volné nebo labilné vazané formé v bunce plsobici jako
katalyzatory Fentonovy, resp. Haber-Weissovy reakce. Pii téchto reakci dochazi
vlivem velmi snadného ptechodu Fe?* na Fe** k redukci H,0, a oxidaci O," za
vzniku vysoce reaktivniho OH' radikalu (Halliwell et Gutteridge, 1992). Ackoli je
zelezo nepostradatelnym prvkem v lidském organismu, predstavuje Zelezem
katalyzovana produkce ROS prostfednictvim Haber-Weissovy reakce pomyslny
velmi nebezpeény dvouseény meé. Zelezo je na jedné strané schopné napf. uéinné
prenaset elektrony v dychacim fetézci a tvofit tak energii, ale na druhé i zplsobit
zavazné bunééné poskozeni tim, ze umozni vzniknout tak nebezpecnym a
nezadoucim latkdm, jakymi je beze sporu hydroxylovy radikal.

Proti oxida¢nimu stresu mizeme obecné bojovat bud’ pouzitim antioxidanti
odstranujicich jiz vzniklé ROS, nebo pfimo zamezenim jejich vzniku, coZ je obecné

mnohem vyhodngjsi a efektivnéjsi pfistup k dané problematice.
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Jak jiz bylo zminéno, nezddouci redoxni vlastnosti iontl Zeleza souvisi pouze
s jejich nevazanou formou. Volné¢ Zelezo se da efektivné odstranit za pouziti
vhodného specifického chelatoru (Chaston et Richardson, 2003), ktery v zavislosti
na své chemické struktufe a fyzikalné-chemickych vlastnostech riznou silou
prokazateln¢ chelatuji zelezo (Glickstein et al., 2005).

V klinické praxi jsou jiz fadu let pouzivané chelatory zeleza v indikaci 1écba
hemosiderdzy (piesyceni organismu Zelezem) souvisejici zejména s B-thalassemii, s
opakovanymi krevnimi transfizemi nebo pii rhambdomyolyze (Reeder et al., 2002),
které zpisobuji nadmérné ukladani Zeleza v riznych tkanich a ptedstavuji riziko
rozvoje oxidacniho poskozeni. Vzhledem ktomu, ze télo nemd mechanismus,
jakym by se zbavilo nadmérného zeleza (kromé& fyziologického krvaceni u Zen
formou menstruace), predstavuji chelatory zeleza u anemickych pacientii jediny
terapeuticky mozny zasah.

Nejznaméjsimi chelatory Zeleza jsou DFO, deferipron a nékterd novéjsi
analoga. Jejich klinické pouziti je bohuzel spojeno s mnozstvim problému jakymi
je napf. u DFO nutnost podani dlouhotrvajici a velmi casto bolestivou inflizi
(u nov¢jsich latek jiz p.o. apklikace), ale hlavné omezena prostupnost do buiky
vzhledem Kk jejich hydrofilnimu charakteru molekuly (Tim et al., 2003).

Antioxidacni ptisobeni chelatora zeleza vSak rozhodné nemusi souviset pouze
se stavy s primarnim pfetizenim Zelezem. Je znamou skutecnosti, Ze zanétliva reakce
vytvarejici kyselé prostiedi a ROS jako H,O, mohou uvolnit Zelezo z jeho vazané
formy a to se pak mize podilet na vzniku dalsich ROS (Halliwell et Gutteridge,
1999). Neéktefi autofi popisuji i antioxida¢ni u€inky nezavislé na chelataci zeleza,
vlastnim oxidoredukénim plsobenim DFO nebo deferipronu zabranujici oxidaci
Fe2+ v hemoglobinu nebo myoglobinu a vzniku proteinového piemosténi molekuly
hemu (,,heme-to-protein cross linked*) (Reeder et al., 2008).

Bohuzel Sirokému uplatnéni chelatoriit Zeleza typu DFO a dalSich jako
ucinnych antioxida¢né ptisobicich latek brani jejich omezend prostupnost
pfes plasmatickou membranu a tudiZ minimalni schopnost zasdahnout
do vnitrobunécéné produkce ROS. Zbytecné by tak chelatovaly Zelezo z ostatnich
¢asti organismu a zplsobovaly by tam nezaddouci nedostatek zeleza, zatimco by
bunky umiraly disledkem oxida¢niho poskozeni. Naopak Vv jiné velmi vyznamné

skupin¢ chelatori Zeleza, derivati aroylhydrazontli, se tento problém prakticky
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nevyskytuje, a proto je pokladame za velice slibnou skupinu Zelezo chelatujicich
latek.

Prvnim zastupcem ze skupiny aroylhydrazoni, je pyridoxal isonikotinoyl
hydrazon (PIH), ktery byl objeven nahodou v 70. letech minulého stoleti v prazské
laboratofi dr. Ponky pfi studiu mobilizace Zeleza z retikulocyti (Ponka et al., 1979).
Vykazuje vyrazné chelatacni schopnosti srovnatelné s DFO (Ponka et al., 1979) a
vykazuji vyborné antioxida¢ni vlastnosti na razném stupni poskozeni, nezavislé na
pouzitych bunikach (Hermes-Lima et al., 1994; 1998; 2000).

Zcelé skupiny analogh PIH jsme se soustfedili na salicylaldehyd
isonikotinoyl hydrazon (SIH). Tato latka velmi snadno a rychle prostupuje do buniky
a chelatuje tam cytoplazmatické Zelezo (Simiinek et al., 2007). Byly u ni prokazané
mohutné antioxida¢ni schopnosti dané chelataci volného Zeleza jak v in vitro
podminkdch na bunéénych liniich, vcetné neonatdlnich spontanné bijicich
kardiomyocyti, tak i v in vivo na kralicich (Simiinek et al., 2005, Stérba et al., 2007).
V souladu s témito publikovanymi daty je i tato nase prace, kde SIH v zavislosti na
davce byl schopen zabranit oxida¢nimu poskozeni nebo ho uplné zastavit. Jako
nejvyhodné&jsi koncentrace SIH proti riznym koncentracim H,O, nebo t-BHP byla
pozorovana 10 uM koncentrace pii minimalni toxicité. Mohutnost antioxida¢niho
plusobeni demonstruje i pozorovana castecnd, ale statisticky vyznamnd ochrana
100 uM SIH proti 1000 pM Hy0, a 600 pM t-BHP (statisticky nevyznamna).
V piedchozi praci nasi skupiny byla pro DFO stanovena hodnota ECso, poskytujici
stejnou protekei jako 0,8 uM SIH, pfi terapeuticky nedosazitelné hlading¢ 1300 uM
DFO (Simiinek et al., 2005).

Dalsi nespornou vyhodou SIH je jeho minimalni toxicita, kterd je zavisla na
davce a zfejmé vyplyva z chelatace nitrobunééného Zeleza potiebného pro
fyziologické funkce. Béhem nasi prace byla sledovédna jak akutni (po 24-hodinové
inkubaci), kterd byla minimalni a v daném limitu rozpustnosti nedosahovala hodnot
ICsp, tak i dlouhodoba toxicita (po 72-hodinové inkubaci), ktera jiz hodnot ICs
dosahla, ale pti 447,1 uM SIH, kterd nema v protekci pied oxidacnim stresem smysl.

Zajimavym trendem v toxicit¢ derivati aroylhydrazonii je vliv zpilisobu
podani pfi in vivo testech na dosazené cytotoxicitni vysledky. Zatimco pfi peroralnim
podavani byla hodnota ICsq v rozmezi 4,5 — 5,3 g /kg, tak po intraperitonealni podani
byla ICsy rovna 1,0 — 1,2 g/kg. (Sookanichsilp et al. 1991). V pokusech in vivo
na kralicich nebyly bé&hem 10-tydenniho podavani SIH (davka 50 mg/kg)
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stavy, poskozeni jater, ledvin, plic, svalu a tenkého stfeva). Byl pozorovan pouze
pomalejsi narGst télesné hmotnosti a ojedinélé a nekonzistentni zmény
V biochemickych a hematologickych parametrech bez zjevného vlivu na toxicitu
(Klimtova et al., 2003).

Mezi hlavni mechanismy toxicity cheldtori Zzeleza patii inhibice
ribonukleotid reduktazy (zelezo dependentni enzym katalytujici syntézu DNA),
¢ehoz se da ovSem elegantné vyuzit v protinddorové terapii, kde chelatory zeleza
NIH a triapin vykazuji vybornou antiproliferativni u¢innost (Richardson, 2002).

Ve snaze predejit toxicité, byly béhem ne¢kolika poslednich let od SIH
vyvinuty prochelatory, které poskytuji aktivni chelator az po kontaktu s H,O, (Franz
et al., 2007) v mist¢ oxida¢niho inzultu nebo az po vystaveni UVA zaieni v pokoZce
(Yiakouki et al., 2006).

Vysledky nasi prace tedy potvrdily a zna¢né rozsitily jiz diive publikované
poznatky (Simiinek et al, 2005, Kurz et al, 2006) o antioxidacnich a
kardioprotektivnich schopnostech chelatoru zeleza SIH proti poSkozeni srde¢nich
buné¢k oxidaénim stresem pii jeho velmi nizké vlastni toxicité. Derivaty
aroylhydrazonl proto podle naSeho nézoru zasluhuji dal$i studium u patologickych
stavii se znamou nebo predpoklddanou ucasti volnych kyslikovych radikala
vznikajicich za katalytické UCasti Zeleza.

V druhé poloving roku 2007 byl v nasi laboratofi zahdjen projekt zaméfeny
na moznost vyuziti cheldtorii zeleza pro prevenci poskozeni srdecnich bunék
katecholaminy, resp. jejich oxida¢nimi produkty - aminochromy. Nase prvni
vysledky naznacuji zajimavy protektivni potencidl aroylhydrazonovych chelatorti
(dr. Simiinek, vistni sdéleni).

Dal$im logickou indikaci pro zhodnoceni potencidlu aroylhydrazonovych
chelatorii je ischemicko/reperfuzni poskozeni myokardu, kde se také predpoklada
vyrazna patofyziologicka role oxida¢niho stresu. Naptiklad prace Dobsédka et al.
(2002) prokézala protektivni tcinek deferoxaminu na apoptézu bunék myokardu
pii ischémii/reperfuzi. Jsme piesvédCeni, ze lipofilni chelatory Zeleza s dobrou
intracelularni prostupnosti by mohly byt jest¢ vhodnéj$imi latkami.

Ur¢itym omezenim aroylhydrazonovych cheldtori odvozenych od
aromatickych aldehydl je nestabilita hydrazonové vazby. V soucasné dobé proto

v ramci projektu Grantové agentury UK pracujeme na syntéze a hodnoceni novych
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chelatori se zvySenou odolnosti vici hydrolyze, napt. hydrazonii aromatickych
hydroxyketond s isoniazidem, u kterych by se jejich farmakokinetické parametry

mohly zlepsit.
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6. Zavéry

e Pouziti 96-jamkovych mikrotitratnich desti¢ek pro bunécné kultivace a

stanoveni bunécné viability H9¢2 bun€k je vhodné a ptinasi fadu vyhod
jako malé spotieba reagencii, kultiva¢nich médii, bun¢k H9¢c2 a zejména

moznost ziskani velkého poctu dat.

e Zjistili jsme statisticky vyznamnou, davkové zavislou toxicitu H,O, a t-BHP na

H9c2 bunééné linii po 24-hodinové inkubaci a urcili hodnoty 1Cs
81,5 uM pro H,0O, a 66,4 uM pro t-BHP. T-BHP shledavame vhodné;jSim
modelem oxida¢niho stresu vzhledem k vétsi chemické stabilite a

koherentnosti ziskanych vysledk.

e Pozorovali jsme rozdilny sled morfologickych zmén vedouci k zméné

bunééného tvaru, fragmentaci bunécného obsahu, kondenzaci jadra a
ztraté mitochondridlniho potencidlu v prabéhu 4,5-hodinové expozici

HO9c2 bunék s 200 uM H,0, a t-BHP s ptedpokladanou ucasti apoptodzy.

e Potvrdili a rozsifili jsme nalezy predchozich studii prokazujicich vyrazny a

statisticky vyznamny protektivni potencial chelatoru Zeleza SIH pro
ochranu H9¢2 buné¢k pied toxicitou H,O, a t-BHP. 10 uM SIH bylo
schopno poskytnout Uplnou ochranu proti 200 uM H,O, a t-BHP.
Hodnoty ECsy byly zjistényl,2 uM pro 100 uM H0,, 5,7 uM pro
200 uM H20, a 2,9 uM pro 100 uM t-BHP, 8,8 uM pro 200 pM t-BHP.

e Chelator zeleza SIH v koncentraci 100 uM byl schopen poskytnout statisticky

vyznamnou, davkové zavislou ochranu H9c2 bunc¢k pied oxida¢nim

poskozenim jesté¢ 1000 uM H,0, a 600 uM t-BHP.

e Zjistili jsme statisticky vyznamnou a davkov€ zéavislou minimalni akutni

e Jako

toxicitu (hodnota ICsy nebyla vibec dosazena) chelatoru zeleza SIH
po 24-hodinové inkubaci, avSak jiz vyraznéj$i, opét statisticky
vyznamnou dlouhodobou toxicitu v zavislosti na davce po 72-hodinové
inkubaci, kdy hodnota 1Csy byla rovna 447,1 uM SIH. Koncentrace
10 uM SIH nevykazovala statisticky nevyznamnou akutni 1 dlouhodobou
toxicitu.

optimalni protek¢ni koncentraci proti oxida¢nimu poskozeni H,O, a
t-BHP povazujeme vzhledem k vysoké protekéni uc€innosti a minimalni

akutni 1 dlouhodobé¢ toxicité 10 uM SIH.
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8. Prehled zkratek

AIF - apoptozu indukujici faktor 1

Akt - protein kinases B

ANGII - angiopoetin 11

ANOVA - analysis of variance

AP-1 - activator protein 1

Apaf-1 - apoptotic protease activating
factor 1

AVRM - adult rat ventricular
myocytes

BSIH - isonicotinoyl acid benzyl
idene-hydrazide

CuZnSOD - méd’-zinkova superoxid
dismutaza

DAPI - 4',6-diamidino-2-phenylindole

DBED - N,N'-dibenzylethylendiamin-
N,N'-dioctové kyseliny

DFO - desferrioxamin

DFT - desferrithiocin

DMEM - Dulbecco’s Modiefied
Eagle’s Medium

DMSO - dimethyl sulfoxid

DMT-1 - divalent metal transporter
gene

EDTA - ethylen diamin tetraaoctova
kyselina

ERK1/2 - extracellular signal-
regulated kinases 1/2

FADH; - flavin adenine dinucleotide
(redukované forma)

FDO - 2-furildioximy

FGF-2 - fibroblast growth factor 2

FITC - fluorescein isothiokyanat

FMN_H - flavin mononucleotide
(redukovand forma)

FPN-1 - feroportin 1

Gi-GPx - gastrointestinalni glutathion
peroxidaza

GM-CSF - granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor

GPx - glutathion peroxidaza

GSH/GSSG - glutahion (redukovana /
oxidovana forma)

HCP-1 - hem carrier protein 1

HEPES - 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid

HFE - hemochromatosis

HIF-1 - Hypoxia-inducible factor 1

HJV - hemojuvelin

HNE - 4-hydroxy-2-nonenal

IGF-I1 - insulin-like growth factor Il

IL - interleukiny

IRP 1(2) - iron regulated protein 1(2)

JNK - C-Jun N-terminal kinases

MAPK - mitogen-activated protein
kinases

MDA - malondialdehyd

MnSOD - manganova superoxid
dismutaza

MOP - myeloperoxidaza

NADH - nicotinamide adenine
dinucleotide (redukovana forma)

NADPH - nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate

(redukovand forma)
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NF-yB - nuclear factor-kappa B

2-NFE-SIH - 2-nitrofenylethyl
salicyladehyd isonikotionyl
hydrazonu

NGF - nerve growth factor

NIH - 2-hydroxy-1-naftyl
isonikotinoyl hydrazonu

PAPR - 3'-phosphoadenosine 5'-
phosphosulfate reductase

PDGF - platelet-derived growth factor

PHGPx - fosfolipidovéa glutathion
peroxidaza

PIH - pyridoxal isonikotinoyl
hydrazonu

PI-GPx - plasmaticka glutathion
peroxidaza

ROS - reaktivni formy kysliku

RNS - reaktivni formy dusiku

Se-GPx - klasicé glutathion
peroxidaza

SIH - salicyladehyd isonikotinoyl
hydrazonu

SOD - superoxid dismutaza

t-BHP - tert-butylhydroperoxide

TfR-1(2) - transferinovy receptor 1(2)

TGF-p; - transforming growth factor
(tumor growth factor) B

TNF-a - tumor necrosis factor a

TRX - thioredoxin

TXR - Texas Red

VEGF - vascular endothelial growth

factor
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