Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Farmakologicky screening latek s zelezo chelatacni aktivitou

Diplomova prace

Vypracovala: Havrankova Lenka

Skolitel: Mgr. Mladénka Pfemysl|
Akademicky rok 2008/2009



ProhlaSuji, ze tato prace je mym pavodnim autorskym dilem, které jsem
vypracovala samostatné. Veskera literatura a dalSi zdroje, u nichZ jsem pfi
zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu literatury a v praci radné

citovany.



Dékuji Mgr. Prfemyslu Mladénkovi, Skoliteli mé diplomové prace, za
poskytnuté materialy, rady a pomoc pfi feSeni a zpracovani diplomové prace.
Dékuji také slecné Mgr. Libusi Zatloukalové za pomoc béhem méreni, a také
obéma za vytvoreni pfijemného pracovniho prostredi. Také dékuji Grantové
agenture Univerzity Karlovy, diky jeji pomoci byla tato diplomova prace

uskutecnéna (grant 53707 B).



A DS AL ..o 6

Abstrakt v anliCling ..............ooooiiiiiiii 8
1 UVOQ. e 10
2. ZBIBZO ..eviiiiiiiii 11
2.1. FyZi0logIe Z€leZA .......ccuviiiiiiiiiiiiii e 11
2.2. Patologické stavy spojené primarn€ s Zelezem...........ccoocvvvvreeiiiecieeiennenns 15
2.2.1. NedoStatek ZEIZa .........ceoveviirieieiie e 15
2.2.2. Nadbytek ZelezZa........oovvuviiiiiiiiiii i 15
2.2.2.1. Zelezo a reaktivni formy KysIKu ..........ccoovverrrcriceecieeeeeseseseeseesenias 17

2.3. Chelatace ZEIEZA.........eeiueiiiieiie ettt 18
2.3.1. Deferoxamin (DFO).......cccoiioiiiieie e 19
2.3.2. Dalsi klinicky pouzivané cheldtory Zeleza...........ccocoevviniienieiiiciicnene 20

3. FlaVONOIAY ......ccoviiiiiiiiiiiiiiiiee e 21
4. EXperimentalni CASt........cooveiiiiiiiii e 24
o B 5 1 o) v Lo UPRPRPI 24
5. Material @a metodiKa.............cccvviiiiiii 25
5.1. PouzZit€ chemikaAlie.........ooouiiiiiiiiiiie e e 25
5.2 PHISTIO] ettt sttt 28
5.3 POSTUP . s 28
5.3.1. Ptiprava zasobnich roztokl...........ccociiiiiiiiiiiiiii 28
5.3.2. Kalibrace Zeleznatych 10ntl.........ccvriiiiiiririiciseseese e 29
5.3.3. Stanoveni optimalniho prostfedi pro redukci zelezitych iontt................ 30

5.3.4. Stanoveni optimalni koncentrace hydroxylaminu pro redukci zelezitych

TOMETL 1. 31
5.3.5. Méfeni chelatace Zeleznatych 10nt0.........coocvviiiiiiiiiiiii, 31
5.3.6. Zm¢éteni schopnosti vazat celkove Zelezo........cccovvvvrriiinniiiiiiieiieee, 32

5.4 Statistickd analyza..........ccocviiiiiiiic 33
B. VYSIEAKY ...t 35
6.1. Standardizace postupu pro chelataci Zeleza............ccccooeiriiiiiiiiiciicien, 35
6.2. Stanoveni chelatacni i€innosti vybranych flavonoidd .........c..cccevviiiiennnnn 38
T.DISKUZE ... 41
8. ZAVEI .o 44



Seznam zkratek ..............

Seznam pouzité literatury



Abstrakt

Zelezo je dalezitym prvkem, ktery se G¢astni mnoha Zivotné daleZitych
procesu. Jeho nedostatek zplsobuje zastaveni bunééného rastu a mize vést
az k bunécné smrti. Naopak nadbytek Zeleza je pro organismus nebezpecny
v dusledku jeho katalytické Cinnosti pfi tvorbé volnych radikall. Proto musi
byt mnozZstvi Zeleza v organismu pfisné regulovano. Pfi pfetiZzeni organismu
Zelezem jsou pouzivany tzv.chelatory Zeleza.

Flavonoidy jsou rostlinné polyfenoly odvozené od kyslikaté
heterocyklické slou€eniny flavanu. Jsou dulezitou soucasti antioxidaéniho
systému, majici schopnost pfimo reagovat s volnymi radikaly a chelatovat
nékteré kovove ionty.

V této studii byla vyzkouSena chelataéni aktivita u 9 flavonoidu
(apigeninu, kaempferolu, quercetinu, rutinu, hesperetinu, hesperidinu,
naringeninu, naringinu a katechinu) a srovnana s klinicky pouzivanym
chelatorem zeleza deferoxaminem.

Pro spektofotometrické stanoveni chelatacni ucinnosti byly nalezeny
vhodné experimentalni podminky za pouziti ferozinu jako indikatoru
Zeleznatych iontd. Pro stanoveni celkové chelatace byl vyuzit hydroxylamin
jako redukeéni Cinidlo.

Chelatorem s nejvétsi chelatacni aktivitou se ukazal klinicky pouzivany
deferoxamin, ze zkouSenych flavonoidd byl nejucinnéjsi apigenin. Prakticky
neucinnymi flavonoidy se ukazaly katechin, hesperetin, hesperidin, naringin

a naringenin. Zavérem lze z této studie usoudit, Ze pro chelatacni aktivitu je



nutna prfitomnost hydroxyskupiny v poloze 5, pfipadné v poloze 3,

oxoskupina v poloze 4 a dvojna vazba v poloze 2-3.



Abstrakt v anliétiné

Iron is an important element involved in many vital processes. Its
defficiency stops of cell growth and can lead even to a cell death. On the
other hand excess of iron is dangerous for organism because of its catalytic
participation on free radical formation. Therefore the amount of iron in the
organism has to be meticulously regulated. Iron chelators are used when the
organism is iron-overloaded.

Flavonoids are vegetal polyphenols derivated from a heterocyclic
compounds named flavan. They are an important components of the
antioxidant system and are able to react with free radicals and to chelate
some metal ions.

In this study, nine flavonoids (apigenin, kaempferol, quercetin, rutin,
hesperetin, hesperidin, naringenin, naringin and catechin) were tested for
their chelation activity and compared with clinically used iron chelator
desferrioxamine.

Suitable experimental conditions with use of ferrozine as an ferrous
ion indicator were found for spectophotometric assesment of iron-chelation
efficiency. For assessment of the total chelation, hydroxylamine was used as
the reductant.

Chelator with the highest chelation activity was clinically used
desferrioxamine, from tested flavanoids was the most effective apigenin.
Practically ineffective flavanoids were catechin hesperetin, hesperidin,

naringin and naringenin. In conclusion the presence of 5-OH group,



eventually 3-OH group, 4-oxo group and 2-3 double bound is essential for

iron-chelation activity.



1. Uvod

Zelezo je dulezitym makroelementem pro organismus, podili se na
zakladnich fyziologickych dé&jich jako je transport kysliku, produkce ATP a
syntéza DNA. Pfi jeho nedostatku dochazi k zastaveni bunécného rustu a
nakonec az k bunécné smrti. Na druhé strané muize byt nadbytek Zeleza
toxicky. Pfi patologickych stavech, kdy mnozstvi zeleza pfesahuje normalni
hodnotu, mize dochazet k reakcim Zeleza s reaktivnimi formami Kkysliku
(ROS) za vzniku volnych radikalu, které jsou pro organismus nebezpecné.
Nadbytek Zeleza je spojen s onemocnénim nazyvanym hemochromatéza .
S podobnym nadbyteénym narlstem zasob Zeleza se setkavame u pacientl
s PB-talasemii, ktefi musi byt kvdli poruchy globinovych polypeptidovych
fetézcl léceni krevnimi transfuzemi. V obou pfipadech predstavuji tzv.
chelatory Zeleza, tj. latky vytvarejici s Zelezem komplex, ktery je nasledné
vyluCovan, nepostradatelnou soucast terapie. Dosud nejpouzivanéjSim
chelatorem je desferoxamin, ktery ma ale celou fadu nevyhod, proto je
screening latek s zelezo-chelatacni aktivitou, ktery je tématem této diplomové
prace, velmi zadouci. Nékteré flavonoidy, které jsou netoxickymi pfirodnimi
metabolity, maji urcité Zzelezo-chelata¢ni vlastnosti, a proto se tato diplomova

prace zabyva hledanim flavonoidnich metaboliti s touto aktivitou.
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2. Zelezo

2.1. Fyziologie Zeleza

Zelezo je nepostradatelny prvek, ktery je zapojeny v mnoha Zivotné
dllezitych procesech, jako je transport kysliku, produkce ATP a syntéza
DNA. Nedostatek Zeleza v bunikach zpusobuje zastaveni bunécného rustu a
nakonec vede az kbunétné smrti. Télo dospélého Clovéka obsahuje
normainé 35 az 45mg Zeleza na kilogram. Zelezo se vyskytuje pfedevsim ve
vazané formé, zejména jako soucast hemu a jako zasobni Zelezo uloZené v
bilkoviné feritinu, mala ¢ast Zeleza cirkuluje vazana v krvi na transportni
bilkovinu transferin. NejvétSi mnozZstvi Zeleza je uloZeno v cirkulujicich
Cervenych krvinkach, parenchymatickych bunkach jater,
retikuloendotelialnich makrofazich, kostni dfeni a ve svalech (1).

Schopnost Zeleza dodavat a pfijmout elektron, tj. pfechazet mezi
Zzeleznatymi a Zelezitymi ionty, je dllezitou vlastnosti, ktera predisponuje
Zelezo pro jeho rozsahlé vyuziti v organismu. Nicméné tato vlastnost muze
byt v nékterych situacich nebezpecna, protoze Zelezo je také znamé tvorbou
volnych radikalu, na které se mize podilet volné tj. nevazané nebo slabé
vazané Zelezo (2). Vzniklé volné radikaly mohou mit uzite€né fyziologické
funkce (31,32), jsou-li ale vytvofeny v nadbytku mohou poskodit biomolekuly,
a proto jsou zapleteny do etiologie nékolika nemoci (9-12). MnozZstvi Zeleza
v organismu proto musi byt peclivé regulovano, a to zejména na urovni

vstfebavani a distribuce. Na téchto procesech se podili fada proteinu (2).
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Zelezo se vstfebava zejména v podatedni &asti tenkého streva,
v duodenu. Lépe se vstiebava Zelezo vazané v hemu (napf. jako soucast
masa) nez Zzelezité/Zzeleznaté ionty v anorganické podobé. V potravé
pfijimame denné zhruba 10 mg Zeleza, z nichz se vstfeba asi 10 %. Protoze
lidské télo nema mechanismus, kterym by bylo schopno nadbytecné zelezo
odstranit, je mnozstvi Zeleza v organismu regulovano na urovni jeho
vstfebavani. Pfi nedostatku Zeleza Ci jeho zvySené potiebé (rist, t€hotenstvi
apod.) se procento resorpce zvySi, pfi nadbytku se snizi. Porucha téchto
regulacnich mechanisml vede k patologickym zménam mnozstvi Zeleza v
organismu - k jeho nedostatku ¢i nadbytku (3).

Absorpce hemového Zeleza je méné znama nez absorpce iontl
Zeleza v anorganické podobé. Zelezité ionty musi byt nejprve redukovany na
Zeleznaté. Tato redukce se uskuteCiuje pomoci specifické reduktazy
(duodenalni cytochrom b) a/nebo reduktantt (napf. vitamin C). Po pfeméné
jsou tyto ionty transportovany pfes apikalni membranu dvojmocnym kovovym
transportérem 1 (ang. divalent metal transporter, DMT -1) , ktery je
lokalizovany na stejné membrané (22). Uvnitf enterocytu mize Zelezo zUstat
nebo byt preneseno do krve. Za tento déj je zodpovédny jediny znamy
exportér zeleza z buriky — ferroportin(2). V krvi se takto prenesené Zelezo
vaze na transportni protein transferin. Jedna molekula transferinu je schopna
prenaset dva atomy Zeleza v trojmocné formé. P¥i efluxu z enterocytu pomoci
ferroportinu se Zelezo musi nejprve oxidovat na trojmocnou formu, tuto

oxidaci zajistuje membranovy protein haephastin.
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Zelezo v organismu prochazi rozsahlou recirkulaci, vétsi éast Zeleza pro
pokryti denni potfeby (cca 20 mg ve srovnani s 1 az 2 mg Zeleza nové
vstfebaného) pochazi ze zanikajicich starnoucich €ervenych krvinek, které
jsou odstranény z krve pohlcenim makrofagy. Tento déj probiha pfedevsim
ve slezin&. Zelezo se v makrofazich uvolfiuje z hemoglobinu a mGze v nich
byt uskladnéno ¢i je uvolnéno za pomoci ferroportinu do krve, kde se vaze
rovnéz na transferin. Jeho oxidaci na trojmocné Zelezo zajiStuje plasmaticky
protein ceruloplasmin, ktery je analogem haephastinu (2).

Vychyt Zeleza bunkou se uskuteCriuje pomoci specifickych receptoru
pro transferin, respektive Zelezo-nesouci transferin. Je to transferin-receptor
1 (TfR1) nebo cubilin-receptor (4). Vazba Zelezem nasyceného transferinu
k TfR1 ma za nasledek endocytézu celého komplexu do endosomu, kde se
diky okyseleni ATP-dependentni protonovou pumpou Zelezo, transferin a
TfR1 uvolni z komplexu (5). Transferinovy receptor a transferin jsou
recyklovany, TfR1 na povrch bufiky a transferin do krve (2). Zelezité ionty
jsou redukovany na Zeleznaté, protoze pouze Zeleznaté ionty mohou byt
transportovany pfes membranu do cytoplasmy prostfednictvim zminéného
DMT-1 (5). Dal$i osud Zeleza uvnitf bunky je nejasny. Mize byt skladovano
ve feritinu, pfesunuto do mitochondrie, kde mize byt pouzito pro syntézu
hemu nebo Fe-S klastri nebo se mlze stat soucasti vnitrobunééného poolu
Zeleza, tj. cytosolického Zeleza nevazaného feritinem (6).

Apoferitin je bilkovina skladajici se z 24 lehkych podjednotek (L),
které jsou zasadité a kyselych tezkych (H) podjednotek, ktera ma  uvnitf

jadro, kde je zelezo ulozeno jako hydrat oxidu zelezitého. Toto jadro mlze
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uskladnit az 4500 atomul Zeleza, ale obvykle jich pojme okolo 2000. Zelezo
prochazi ve formé Zeleznatého iontu skrz jeden z 6 prichodd vnitini dutiny
apoferitinu a je oxidovano na iont Zelezity feroxidasovou aktivitou tézké
podjednotky. Jestlize je Zelezo potfebné, muize byt snadno z feritinu
uvolnéno, ale pfesny mechanismus jeho uvolnéni a opétna redukce na
Zeleznatou formu jesté neni znama (6). Pfi velkém nadbytku Zeleza mulze
vznikat v burnkach z feritinu pigment hemosiderin, z néhoz na rozdil od
feritinu neni Zelezo mobilizovatelné v pfipadé potfeby.

Lidé nemaiji zadny specificky mechanismus pro vyluCovani Zeleza.
Zelezo je vyludovano pouze exfoliaci buné&k z enterocytl, Zeny maji navic
zvySené ztraty Zeleza menstruaci. Vylou€ené mnozstvi obvykle odpovida
absorbovanému mnozstvi, které je normalné 1-2 mg za den.

V regulaci metabolismu Zeleza na urovni organismu ma kliCovou roli
peptid hepcidin a dalSi molekuly, které ovliviiuji jeho tvorbu, patfi k nim
zejména HFE-protein, hemojuvelin (HJV) a transferinovy receptor 2 (TfR2).
Tyto molekuly se vyskytuji pfedevSim v jatrech, ktera jsou i mistem tvorby
hepcidinu a ktera jsou tak organem z hlediska Zeleza nejen zasobnim, ale i
regulacnim. Hepcidin sniZzuje resorpci Zeleza ve stfevé, ¢imz zabranuje
nadbytku Zeleza v organismu. Dale zpuUsobuje zadrzeni ZzZeleza v
makrofagovém systému. Tyto ucinky vedou k poklesu koncentrace Zeleza v
plasmé a dlouhodobé k nedostatku Zeleza. Naopak pfi nedostatku Zeleza
mnozstvi hepcidinu klesa. Mechanismus uc€inku hepcidinu spociva ve vazbé

na exportér Zeleza ferroportin, ktery je nasledné bufikou pohlcen a
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degradovan. Bunky tak zelezo nemohou uvolnit a Zelezo se v nich hromadi

).

2.2. Patologické stavy spojené primarné s Zelezem

2.2.1. Nedostatek zeleza

Nedostatek Zeleza vznika z duvodu nedostateéného pfijmu (napf. pfi
Spatné vyzivé), Spatného vstfebavani (pfi nemocech traviciho systému) Ci
nadmérnych ztrat (krvaceni). Nejprve dochazi k vyCerpani zasob zZeleza v
organismu, poté vznikaji projevy jeho nedostatku. Nejvyraznéjsi je
nedostatek ¢ervenych krvinek (anemie) se zvySenou unavnosti, bledosti, v
tézSich pfipadech dusSnosti. Anemii charakterizujeme jako mikrocytarni
(krvinky jsou mensi) a hypochromni (obsahuji méné krevniho barviva
hemoglobinu). Pfitomny jsou i zmény na kuzi, v ustnich koutcich, na nehtech

a sliznicich (42).

2.2.2. Nadbytek zeleza

Nadbytek zeleza je pro organismus Skodlivy. Pfi dlouhodobé
zvySenych hladinach Zeleza v organismu dochazi kjeho ukladani v
nékterych organech a jejich naslednému posSkozeni (poSkozeni jater az
cirhdza, Zlaz s vnitini sekreci, kardiomyopatie aj.) Nadbytek Zeleza mize byt
geneticky podminény nebo ziskany. Kromé zvySeného pfijmu a vstrebavani

se na ném muze podilet i nedostatecna utilizace Zeleza (2).
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Dédi¢né onemocnéni s nadmérnou a trvale zvySenou absorpci zeleza
ve stfevé se nazyva hereditarni (geneticka) hemochromatéza. Ma nékolik
forem podminénych mutacemi proteinu, které se podili na metabolismu a
vstiebavani Zeleza. NejCastéjSi je forma podminéna mutaci HFE-proteinu
(7). Patfi k mirnym formam s projevy vznikajicimi vétSinou ve stfednim véku,
Castéji u muzu. Dale mlze byt zplsobena mutaci TfR2, HJV a hepcidinu
(velmi vzacné). Posledni dvé formy patfi k t€Zkym onemocnénim, s projevy
vznikajicimi jiz v mladi - tzv.juvenilni hemochromatéza. U vSech téchto forem
je zifejmé nedostateCna tvorba hepcidinu, na jehoZ regulaci se vySe uvedené
molekuly podileji. Ponékud odlisna forma je zpusobena mutaci ferroportinu
(2).

Mezi nejCastéjSi pfiznaky hemochromatoézy patfi unava, slabost,
apatie, bolesti bficha, svalova bolest, srdecni obtize, ztrata libida, impotence,
poruchy menstruaéniho cyklu, bolesti kloubl, dychaci obtize, zvySena
pigmentace klze, vypadavani vlasu, ubyvani hmotnosti. Onemocnéni se I&Ci
zejména opakovanymi odbéry krve, které vedou ke sniZzovani obsahu Zeleza
v organismu. K ziskanému nadbytku Zeleza také vedou napf. nékteré anemie
ze zvySeného rozpadu Eervenych krvinek (tzv. hemolytické anemie) a stavy s
nadmérnym podavanim transfuzi. V poslednim pfipadé se totiZ do organismu
dostava pfimo Zelezo ve formé& hemoglobinu, obchazi se tak absorpcni
regulacni mechanismus a dochazi k akumulaci Zeleza. Typickym pfipadem je
léCba B-talasemie. V takovych pfipadech se v Ié¢bé uplathuji Iéky, které
Zelezo vyvazuji a nasledné se s nim vylu€uji z téla, jsou to tzv. chelatory

Zeleza (2) — viz kapitola 2.3.
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2.2.2.1. Zelezo a reaktivni formy kysliku

U Clovéka a ostatnich zvifat je za normalni situace zelezo uvéznéné
specifickymi proteiny, které jej vazou a €ini je tak nedostupné pro reakce s
ROS. Nicméné, pfi nékterych patologickych déjich dochazi k poruse
homeostazy Zeleza s jeho mobilizaci z téchto proteinl, uvolnéné Zelezo se
muUze ucastnit redoxnich reakci tvofici ROS. V zasadé, antioxidacni systém
tvofeny jak enzymy (superoxid dismutasa - SOD, katalazy, glutathion
peroxidasa - GPX) tak malymi antioxidanty jako glutationem, vitaminem C, E,
je schopen zabranit Sifeni ROS. Pokud ale produkce ROS prekona kapacitu
antioxida¢niho systému dochazi k tzv. oxidaénimu stresu (8,9,10).

Chemicka reakce mezi ROS a volnym Zelezem mUzZe mit za nasledek
poskozeni tkani a organd. Mezi ROS fadime superoxid (Oz*), peroxid vodiku
( H20,), hydroxylovy radikal (*OH ), alkoxylovy radikal (RO-), radikal oxidu
dusnatého (NO-), hydroperoxylovy radikal (HO,*) a rlzné peroxidy lipidu
(RO2¢) (11).

Superoxid je produkovan témér ve vSech aerobnich bunkach reakci:
O,+e — 0Oy
Enzymy SOD jej méni na kyslik:
Oy + Oy + 2H" — H,0, + O,
Pritomnost redukéniho Zeleza katalyzuje tvorbu hydroxylového radikalu pres
Fentonovu reakci:
Fe*" + H,0, — Fe** + OH + OH-
a superoxid muZe redukovat Fe** na Fe?" :

Fe** + 0, —» Fe?" + 0,
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Konecnym vysledkem obou chemickych reakci, které maji za nasledek
tvorbu hydroxylového radikalu je tzv. Haber-weisova reakce:
O, + H,0, #%°—, 0, + OH™ + OH- (8,11).
Poskozeni volnym radikalem je povazovano za prvni krok tkariovéeho
poskozeni u lidskych onemocnéni (8, 9, 10). U pacientu s pfesyceni zelezem
pfispiva chelatace Zeleza k prevenci poskozeni zpusobené hydroxylovymi

radikaly (12).

2.3. Chelatace zeleza

Pretizeni zelezem, jak bylo uvedeno v kapitole 2.2.2., mize vést k
zavaznému postiZzeni organu v disledku hromadiciho se Zeleza. V sou€asné
dobé je zakladem I|éCby tohoto pretizeni v€asné podani dostatecné davky
chelatoru zeleza (13).

Zelezo mé koordinaéni &islo 6, centralni atom Zeleza m(ize navazat az
6 jednovaznych ligandd. Vysledkem je osmisténny chelat (14). Ligandy
maijici vice atomu, které mohou byt navazany na centralni atom se nazyvaji
podle jejich poltu dvojvazné, trojvazné a Sestivazné. ZvySena stabilita
v chelataci dvojvaznych, trojvaznych a Sestivaznych chelatord nad
jednovaznymi je dobfe dokumentovana (15). Klinicky nejpouzivané&jSim

chelatorem Zeleza je deferoxamin.
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2.3.1. Deferoxamin (DFO)

Deferoxamin (viz.obr.1.) je Sestivazny chelator Zeleza, ktery byl
izolovan ze Streptomyces pilosus (16). Ma vysokou afinitu k Fe** jontim a
tvofi s nimi metabolicky neaktivni komplex v poméru 1:1, ktery neni schopen
redoxni aktivity. Nasledkem toho mize DFO snizit pfetizeni bunék a zmirnit
symptomy doprovazené pretizeni zelezem (17). Nicméné vysoce hydrofilni
povaha DFO omezuje efektivitu tohoto ligandu. Po peroralnim podani je
absorpce z gastrointestinalniho traktu nizka a jeho plazmaticky polocas je jen
12 min kvuli rychlému metabolismu (18). Pro uginnou terapii musi pacient
dostavat Casté infuze (pravidelné nitrozilni nebo subkutanni) nebo casté
intramuskularni injekce, které mohou zpuUsobit bolest a/nebo jiné lokalni
reakce v misté injekce (19). V soucasné dobé je tento chelator prvni volbou
pro lé€eni nemoci zplsobenych pretizenim Zeleza jako je terapie pacientu

trpicich B-talasemii Ié€enych krevnimi transfuzemi (18, 20).

HN ™ JV\H/NH
' \

OH o

Obr. &. 1. Deferoxamin
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2.3.2. DalSi klinicky pouzivané chelatory zeleza

Mezi dalSi chelatory, které jsou pouzivany pfi pretizeni organismu
Zelezem patfi deferipron (L1, Ferriprox™ ) a deferasirox (Exjade). Oba tyto
leky se podavaji peroralné a vylucuji zelezo mocCi a stolici v chelatované

formé (3).
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3. Flavonoidy

Flavonoidy jsou velice rozsahlou skupinou rostlinnych polyfenolt. V
souCasné dobé je znamo vice nez 4000 flavonoidnich latek a stale se
nachazeji dalsi slou€eniny. PFirodni flavonoidy maji nejCastéji podobu
O-glykosidu, jejich molekula se tedy da ,rozdélit* na cukernou a necukernou
Cast (tzv.aglykon) (21). Jsou odvozeny od kyslikaté heterocyklické slou€eniny
flavanu, tvofeného dvéma benzenovymi kruhy spojenymi heterocyklickym
pyranem (viz.obr.2.). Bézné byvaji vSechny tfi kruhy rizné substituovany
(hydroxyskupiny, methoxyskupiny, ketoskupina v poloze 4). Jednotlivé
derivaty délime hlavné podle pfitomnosti zminéné 4-keto skupiny, dvojné
vazby v poloze 2-3, hydroxyskupiny v poloze 3 a polohy fenylového zbytku
na nasledujici zakladni skupiny: flavanoly (katechiny), flavanony, flavononoly,
flavony, isoflavonoly, flavonoly a anthokyanidiny. Flavonoly jsou nejCastéjsi
skupinou flavonoidl zastoupenych v ovoci a zeleniné (21).

Flavonoidy jsou vyznamnou soucasti antioxidacniho systému,
zabranuji peroxidaci lipidd, likviduji volné kyslikové radikaly, mohou vazat a
inaktivovat nékteré kovové ionty (Zelezo, méd). Jejich antioxidacni aktivita je
zavisla na poctu a poloze hydroxylovych skupin v molekule, vliv ma i jejich
glykosylace (21). Antioxidaéni mechanismus flavonoidd vyplyva ze
schopnosti téchto latek pfimo reagovat s volnymi radikdly a takeé
pravdépodobné diky interakci s kovovymi ionty, zejména Zelezem pfipadné i
médi. Vzniklé komplexy pak pravdépodobné zabrani ucasti téchto redoxné

aktivnich kovl v produkci ROS (28-30). Jak je uvedeno vySe (kapitola

21



2.2.2.1.) hlavni roli v produkci velmi reaktivniho hydroxylového radikalu (HO-)
pres Fentonovu a Haber-Weissovu reakci ma Zelezo (33,34). Proto chelatace
kovovych iontl (Zeleza) muze byt rozhodujici v prevenci tvorby radikald,
které poskozuji cilové biomolekuly. Flavonoidy jsou béznou soucasti potravy,
meély by byt tedy velmi dobfe tolerovany bez vyznamnéjSich nezadoucich
ucinkd a v pfipadé vysoké ucinnosti by mohly nahradit sou¢asné pouzivané
chelatory Zeleza, jejichz podavani ma nizkou compliance (35).

Ukazuje se, ze pfirodni flavonoidy s popsanymi antioxidacnimi

vlastnostmi mohou vyznamnym zpusobem pusobit pfi prevenci chorob
majicich svlj puvod v oxidacnim poskozeni biologickych struktur
(atheroskleréza, kardiovaskularni onemocnéni, nadorova onemocnéni).
Ukazuje se ale, ze zvySeni pfijmu komplexu antioxidantl je vhodnéjSi nez
podavani samotnych antioxidacnich preparatu jako je vitamin C a E (21).
O flavonoidy je také zajem diky jejich farmakologickym efektim jako je
vasodilatacni, protizanétlivy, antiviroticky, antifungalni, antihepatotoxicky,
protialergicky a antiosteoporoticky ucinek (26). Mnoho ztéchto
farmakologickych efektd flavonoidll souvisi s jejich interakci s enzymy a
S jejich antioxida¢ni aktivitou (27).

Nejvétsi mnozstvi flavonoidd se nachazi v lusténinach, soji, ofesich
a semenech, kofeni, ale i v €aji (zejména zeleném), kavé a nebo v Cerveném

viné. Denné je mozno pfijmout v potravé okolo 23mg flavonoidu (24, 25).
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Obr.¢.2. Zakladni struktura flavonoidu

Flavonoidy jsou derivaty 2-fenyl-1,4-benzopyronu
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Cil prace

Tato diplomova prace méla hlavni dva cile: i) vytvofit a standardizovat
postup pro screening latek s potencialem chelatovat Zelezo a ii) na malém
vzorku rdznych flavonoidd stanovit zakladni strukturni soucasti téchto

slou€enin nutné pro chelataci Zeleza.
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5. Material a metodika

5.1. Pouzité chemikalie

Siran Zeleznaty (FeS0O4.7H,0 ), chlorid Zelezity (FeCls;.6H,0) , ferozin
(sodna sul  4,4'-(3-(2-pyridinyl)-1,2,4-triazin-5,6-diyl)bisbenzensulfonové
kyseliny), flavonoidy (flavon - apigenin, flavonoly - kaempferol, quercetin,
rutin, flavanony - hesperetin, hesperidin, naringenin, naringin, flavanol —
katechin) (viz.obr.3-11), dimethylsulfoxid (DMSO), methanol, hydroxylamin

chlorid (HA) byly zakoupeny od Sigma-Aldrich (Némecko).

Obr.¢.4. Strukturni vzorec kaempferolu
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OH OH OH

Obr.¢.6. Strukturni vzorec rutinu
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Obr.¢€.7. Strukturni vzorec hesperetinu

Obr.¢.9. Strukturni vzorec naringeninu
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Obr.€.10. Strukturni vzorec naringinu

Obr.¢.11. Strukturni vzorec katechinu

5.2. Pristroj

VSechna méfeni byla uskutenéna na spektrofotometru Anthos

reader 2010 (Anthos Labtec Instruments, Salzburg, Rakousko)

5.3. Postup

5.3.1. Priprava zasobnich roztok

a) ferozin 5mM v destilované vodé (Mw= 492,5 g/mol)
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b) FeCl3.6H,O 5mM v destilované vodé (Mw= 207,3 g/mol) — zasobni

roztok Fe*"

c) FeS0,.7H,O 5mM v destilované vodé ( Mw= 278,02 g/mol) —

zasobni roztok Fe?*

d) HA 10mM v destilované vodé ( Mw = 69,49 g/mol)

5.3.2. Kalibrace zeleznatych ionta

Kalibraéni kfivka (viz.obr.12) byla pfipravovana podle tab.¢.1. Ze
zasobniho roztoku siranu Zeleznatého byly nafedény rozdilné
koncentrace Zeleznatych iontl (v rozmezi 0-150 yM v destilované vodé).
Tyto roztoky byly napipetovany v mnozstvi 50 uyl na 96-jamkovou
mikrodestiCku. Postupné k nim bylo pfipipetovano rozpoustédlio (podle
testované slouceniny — metanol, DMSO nebo voda) v objemu 150 pl.
K jedné poloviné byl pfidan roztok ferozinu (50 pl), ke druhé poloviné
vzorku voda (slepy vzorek).

Po 5 minutach byla zmérfena absorbance pfi 562 nm na uvedeném

pristroji.
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Kalibrace roztoku zeleza

Koncentrace pfidanych
150 125 75 50 0

Zeleznatych iontua /uM/

Finalni koncentrace
30 25 15 10 0
Zeleznatych iontd /uM/

Absorbance

Tabulka €.1. Formular pro kalibraéni kfivku Zeleznatych iontu.

5.3.3. Stanoveni optimalniho prostredi pro

redukci zelezitych ionta

1. Na mikrodesti¢ku byla nejdfive nepipetovana rlizna rozpoustédla v

objemu 100 ul (4 vzorky pro kazdé rozpoustédlo).

2. Ke véem vzorkiim bylo pfidano 50 ul Fe** ionti o koncentraci 250 uM

a 50 pl 10mM roztoku HA.
3. Smés byla michana po dobu 2 minut.

4. K jedné poloviné vzorku bylo pfidano 50 pl ferrozinu do druhé poloviny

vzorku bylo pfidano pouze 50 ul destilované vody.

5. OkamZzité zméreni absorbance pfi 562 nm.
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5.3.4. Stanoveni optimalni koncentrace hydroxylaminu

pro redukci zelezitych iontu
. Na mikrodesti¢ku bylo napipetovano 100 pl vody do vSech vzorkd.
. Ke véem vzorkiim bylo pfidano 50 pl Fe** iontd o koncentraci 250 uM.

. Poté bylo pfidano 50 ul rdznych koncentraci HA (4 vzorky pro jednu

koncentraci).
. Smés byla michana po dobu 2 minut.

. Do jedné poloviny bylo pfidano 50 ul ferrozinu do druhé poloviny

vzorku bylo pfidano 50 ul destilované vody.

. Okamzité zméreni absorbance pfi 562 nm

5.3.5. Méreni chelatace zeleznatych iontu

. Ze zasobniho roztoku Zeleznatych iontl byl pfipraven testovaci roztok
Zeleza o koncentraci 250 uM.

. Prfiprava roztokl chelatord Zeleza - obvykle 10-1-0,1-0,01mM v
DMSO, jen v pfipadé deferoxaminu v destilované vodé.

. Chelataéni test v mikrodestiCkach (viz.tab.¢.2)

* smichani 150 ul roztoku chelatoru s 50 ul roztoku Zeleza

(4 vzorky). Pro slepy vzorek (chelator 0) bylo pouZito
rozpoustédlo chelatoru (DMSO, pfipadné voda).

* smeés byla michana po dobu 2 minut
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* bylo pfidano 50 ul ferozinu do poloviny vzork, do

zbyvaijici poloviny bylo napipetovano 50 pl destilované

vody.
koncentrace | Pfidana /mM/ 10 0,1 0,01 | 0,001 0
chelatoru Finalni /uM/ 6000 60 6 0,6 0
Absorbance Smesi ]
ferozinem

Absorbance smési s vodou

(bez ferozinu)

Tabulka €.2. Formular pro stanoveni chelatace Zeleznatych iontu.

* Absorbance byla zméfena pfi 562 nm okamzité a po 5 minutach.

5.3.6. Zméreni schopnosti vazat celkové zelezo.

Tato metoda méfi schopnost latky chelatovat jak Zzeleznaté, tak Zelezité ionty.
1. Priprava roztokd chelatoru zeleza — obvykle 10-1-0,1fmM ve vodé
nebo v DMSO.
2. Chelatacni test (viz.tab. 3)
* napipetovani 100 ul roztoku chelatoru (pro koncentraci = O,
rozpoustédlo)
- pfiprava &erstvého roztoku 250 pM Fe®*" ze zasobniho roztoku
« pfidani 50 pl roztoku Fe** do v&ech vzorki kromé kontrolniho vzorku,
2+

kde byla napipetovana stejna koncentrace a stejné mnozstvi Fe

iontl
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* smés byla michana po dobu 2 minut

» pfidani 50 yl HA do vSech vzorki

 pfidani 50 pl roztoku ferozinu do dvou stejnych vzork( a 50 l
vody do zbyvaijicich (slepy vzorek)

» okamzité zméreni absorbance pfi 562 nm

» méfeni absorbance po 5 minutach pfi 562 nm

Koncentrace testovaného

10 1 0,1 0 kontrolni

roztoku /mM/

Absorbance smési

s ferozinem

Absorbance smési
s vodou (bez ferozinu) —

slepy vzorek

Tabulka ¢.3. Chelatace celkového zeleza

- testované fadky

- c chelatoru = 0, misto chelatoru pouziti vhodného rozpoustédia

(voda nebo DMSO)

- kontrolni vzorky s Fe?*

X roztok ferozinu

voda
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5.4 Statisticka analyza

Vysledky jsou uvedeny jako pramér * standardni odchylka

> (x-x)’
(vypocitana podle vzorce n ). PFi srovnani ucinnosti jednotlivych

chelatord byl vyuzit test ANOVA s Bonferroniho post-testem za pomoci
programu GraphPad Prism verze 4.00 pro Windows, GraphPad Software

(San Diego California USA).
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6. Vysledky

6.1. Standardizace postupu pro chelataci zeleza

Nejprve byla stanovena kalibracni kfivka (viz.obr.12.)

kalibraéni kiivka - Fe"

c(Fe?") = A/109,11

absorbance (A)
o
(o¢]

0 20 40 60 80 100 120 140 160

c(Fe*)/ pmol.I"/

Obr.¢.12. Kalibra¢ni kfivka Zeleznatych iontd zobrazuje zavislost absorbance

(A) na finalni koncentraci Zeleznatych iont( /c(Fe?")/
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Poté bylo stanoveno vhodné prostfedi pro cheletaci Zelezitych iont

(viz.obr.13.) a stanovena optimalni koncentrace HA (viz.obr.14.).

Uéinnost rozpoustédel

100,0%

90,0% - . : =

80,0% -

70,0% - *

60,0%

50,0%

40,0% ol

30,0%

20,0%

10,0%

0,0% . . . ' ' .

methanol voda methanol DMSO DMSO Fe2+
2:1 1:1
DMSO methanol

stanovené % Fe >* iontl zeleza ve vzorku

Obr.€.13. Porovnani redukce Zzelezitych iontd v riznych rozpoustédlech
s kontrolnim vzorkem Zeleznatych iontd. Zeleznaté ionty byly stanoveny jak

v DMSO, tak ve vodé.
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100 - DMSO
-= voda
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% redukovanych Fe3*-iontu
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log koncentrace hydroxylaminu

1
N

Obr.¢.14. Stanoveni optimalni koncentrace HA

2/3+

Byla porovnana chelatace Fe?* a Fe?** iontt deferoxaminem (viz.obr.15.)

DEFEROXAMIN ve vodé

100- ——yv——Viy _ =
Em I/ A /A’ -¥ A - Fez+
L; 80+ ,Y A/’ AA == Fe2/3+
2 / ‘{ A A
< 60- / ,g
S [
O i ’A
© 404 /
e 1 F
S 20- &
- 475/
0~ = A ) T T T
-2 -1 0 1 2

log poméru chelator/zelezo

Obr.¢.15. Chelatace Zeleznatych a celkovych iontl deferoxaminem.
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% chelatovaného Fe"*

% chelatovaného Fe"*

6.2. Stanoveni chelatac¢ni u¢innosti vybranych

flavonoidu

Byla stanovena chelata¢ni u€innost vybranych flavonoidl (viz.obr.16,17.) a

procentualné srovnana (viz.obr.18.)
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Obr.6.16. Uginné flavonoidy — latky majici spoleénou 5-OH, 4-oxoskupinu a

2-3 dvojnou vazbu
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naringenin
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Obr.¢.17. Slabé ucinné flavonoidy — nemaji 2-3 dvojnou vazbu
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pomeér koncentrace chelator:zeleza 10:1
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Obr.€.18. Procentualni srovnani ucinnosti chelatoru. Stastisticka vyznamnost
p<0.001, Symboly A: vs apigenin, Q: vs quercetin, K: vs kaempferol, R: vs

rutin, D: vs deferoxamin, *: celkové Zelezo (Fe**") vs Fe?®*
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7. Diskuze

Ferozin je indikator, ktery ma vysokou afinitu k Fe?* ionttim, tvofi
s nimi stabilni komplex s vysokym extinkénim koeficientem pfi 562nm (23).
Pfi zkousSeni chelatacni aktivity flavonoidl byla vybrana pravé metodika
vyuzivajici ferozin jako indikator. Byla ovéfena linearni zavislost s vysokou
hodnotou spolehlivosti (R*= 0,9991) mezi koncentraci Fe®" iontl a
absorbanci (viz.obr.12). Ferozinova metoda byla modifikovana a
standardizovana pro stanoveni chelatace celkovych iontl Zeleza. Je znamo,
7e Fe* ionty nejsou ve vodném roztoku dobfe rozpustné, pravdépodobné
tvofi komplexy s molekulami vody, a dochazi k tvorbé oxidu zelezitého (41).
Z tohoto diivodu je voda nevhodné prostfedi pro redukci véech Fe" iontd, jak
bylo prokazano i vtéto DP (viz.obr.€.13). Mnohem vhodné&jSim
rozpoustédlem Fe® iont(l byl DMSO. V tomto prostfedi dochazi k redukci
90% zelezitych iontd na Zeleznaté pfi pouziti vhodného redukujiciho €inidla.
Jako redukuijici €inidlo byl vybran hydroxylamin. Byla stanovena jeho idealni
koncentrace pro redukci Fe®* iontd, kterd byla 10mM (viz.obr.14). P¥i
stanoveni chelatace celkovych iontl Zeleza je nutné nejprve zredukovat HA
Fe®" ionty, které zlstanou nezchelatovany po pfidani chelatoru, a tyto
zredukované Fe®" ionty jsou poté stanoveny pomoci ferozinu. Z tohoto
dlvodu, je mozné danou metodikou podat informace o chelataci celkovych a
Fe® iontll Zeleza, ale neni mozné stanovit kolik iontt Fe** bylo chelatovano.

NejucinnéjSim chelatorem jak celkovych tak Zeleznatych iontd se

ukazal Kklinicky pouzivany deferoxamin. Ze zkouSenych flavonoidid mél
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nejvétsi  chelataCni  aktivitu  apigenin  nasledovany  quercetinem
s kaempferolem a rutinem. Metabolity, které se ukazaly prakticky neuc¢inné
jsou katechin, hesperetin, hesperidin, naringin a naringenin. Pfedchozi
studie provedené ruznymi metodikami (ultrafialové spektroskopie,
elektrosprejové ionizace hmotnostni spektrometrie - ESI-MS) poukazuji na
nutné pfedpoklady pro chelataci iontl Zeleza flavonoidy (36, 37). Komplex
Zeleza s danym flavonoidem pravdépodobné vznikne mezi hydroxyskupinou
v poloze 5 a oxoskupinou v poloze 4 nebo hydoxyskupinou v poloze 3 a
oxoskupinou v poloze 4 (36, 37) .

Vysledky této DP jsou vsouladu stémito nalezy v odbornych
publikacich. Pfi porovnani ucinnost flavonoidl z hlediska struktury (viz.
kapitola 3.1.) vyplyne, Ze chelata¢ni aktivitu nalézame u téch flavonoidd,
které maji v poloze 2-3 dvojnou vazbu, 3 nebo 5-hydroxyskupinu a 4-
ketoskupinu. Jedna se o apigenin, kaempferol, quercetin a jeho glykosid
rutin, ktery ma sice svou cukernou c¢ast navazanou na hydroxyskupinu
v poloze 3 kruhu C, ale hydroxyskupinu v poloze 5 ma volnou. Pfi porovnani
chelatani aktivity poslednich dvou zminénych latek nebyl zjistén rozdil
v celkové chelataci zeleza ukazujici na pravdépodobné chelataéni misto
mezi 5-hydroxy a 4-ketoskupinou. 3-OH skupina mize mit spiSe negativni
vliv v pfitomnosti 5-OH a 4-keto-uskupeni, jak se da usoudit z vysledku: -
nejucinnéjSi ze zkouSenych flavonoidd apigenin nema 3-OH skupinu na
rozdil od quercetinu a kaempferolu, a pfesto je jeho ucinnost vysSSi nez u
téchto flavonoidi majici komplexni 3,5-hydroxyskupiny a 4-ketoskupinu. Pfi

srovnani ucinnosti kaepferolu a quercetinu, ktefi se liSi pouze v katecholové
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skupiné vidime, Ze jejich chelataéni aktivita je prakticky stejna, ztoho
vyplyva, Ze katecholova skupina kruhu B nehraje v chelataci Zeleza za
testovanych podminek zadnou roli. V souladu stimto zjiSténim, byla
chelatacni aktivita katechinu, ktery ma zminénou katecholovou skupinu,
prakticky nulova. DalSi zkouSené flavonoidy (hesperidin, naringin) obsahujici
ve své molekule glykosidicky navazany cukr na hydroxyskupinu v poloze 7
kruhu A vykazuji minimalni aktivitu v chelataci zeleza, stejné jako jejich
aglykony (hesperetin, naringenin). Zadny z t&chto flavonoid(i nema v poloze
2-3 dvojnou vazbu. Z toho vyplyva nezbytnost dvojné vazby v poloze 2-3 pro
chelata¢ni aktivitu flavonoidu.

Nékteré studie vysvétluji chelatacni aktivitu flavonoidul jejich schopnosti
redukovat Fe** na Fe?" pred jejich navazanim (37, 39). Flavonoidy s redukéni
aktivitou jsou ty s dvojnou vazbou v poloze 2-3, katecholovou skupinou na B
kruhu a hydroxyskupinou v poloze 3 (38). Toto ale neni pravdépodobné u
molekuly apigeninu, ktery postrada hydroxyskupinu v poloze 3 a skupinu
katecholovou. Skute¢né studie ukazaly, Ze apigenin postradajici vyse

zminéné predpoklady pro redukéni aktivitu, neni schopen redukce (40).
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8. Zaver

V ramci této DP byla upravena a standardizovana metodika pro
chelataci Zeleznatych a celkovych iontd Zeleza pomoci indikatoru
Zeleznatych iontu ferrozinu. V pfipadé stanoveni chelatace celkového Zeleza
je nutné pouzit jako rozpoustédlo DMSO a HA o koncentraci 10mM k
dosazeni uspokojivé redukce.

Neju€innéjSim chelatorem se ukazal znamy a klinicky pouzivany
deferoxamin. Ze zkouSenych flavonoidii ma nejvétsi chelatacni aktivitu
apigenin. Metabolity, které se ukazaly prakticky neuc€inné jsou katechin,
hesperetin, hesperidin, naringin a naringenin. Zavérem lze z této studie
usoudit Ze, pro chelataéni aktivitu v téchto podminkach je nutna pfitomnost
hydroxyskupiny v poloze 5, pfipadné v poloze 3, oxoskupina v poloze 4 a

dvojna vazba v poloze 2-3.
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Seznam zkratek:

DFO — deferoxamin

DMSO - dimethylsulfoxid

DMT-1 — dvojmocny kovovy transportér 1
GPX — glutathion peroxidasa

HA — hydroxylamin chlorid

HJV — hemojuvelin

ROS - reaktivni formy kysliku

SOD - superoxid dismutasa

TfR1 — transferinovy receptor 1

TfR2 - transferinovy receptor 2
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