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Abstrakt

Vysledky tady studii dokazuji, Zze na patogenezi mnoha onemocnéni vcetné
kardiovaskularnich chorob ma vyznamny vliv oxida¢ni stres. Ustfedni roli v rozvoji
oxida¢niho posSkozeni hraji ionty volného Zeleza, které katalyzuji tvorbu hydroxylovych
radikali. Ty patfi mezi nejreaktivnéjsi a nejtoxictéjsi formy reaktivnich sloucenin kysliku
(ROS). Jako prevence proti rozvoji oxida¢niho posSkozeni tkdni mohou byt pouzity chelatory
zeleza. Tato studie se zabyva potvrzenim schopnosti cheldtoru Zzeleza salicylaldehyd
isonikotinoyl hydrazonu (SIH) tomuto poSkozeni piedchédzet a studiem vlastnosti novych
aroylhydrazonovych chelatort od SIH odvozenych. Protektivni u¢innosti pfed modelovych
oxida¢nim stresem i vlastni toxicity jednotlivych latek byly hodnoceny in vitro s vyuzitim
potkani kardiomyoblastové bunécné linie H9¢2, viabilita bunék byla hodnocena pomoci testu
vychytavani neutrdlni ¢ervené.

24-hodinova inkubace H9c¢2 bunék s200 pM tert-butyl hydroperoxidu (t-BHP)
navodila dramatické zmény bunééné morfologie a néaslednou bunéfnou smrt. Soucasna
inkubace se vSemi cheldtory v zavislosti na davce snizila nebo uplné potlacila bunécéné
poskozeni. Nahrada salicylaldehydu ve struktute SIH metylketonem vedla k zesileni
protektivnich ~ vlastnosti ligandu, timto chelatorem je 1-(2-hydroxyfenyl)ethyliden
isonikotinoylhydrazon - 2-HAF-INH (SIH: ECsp = 18,2 uM; 2-HAF-INH: ECso = 11,4 uM).
Ve srovnani se SIH, kdy doslo po 24 hodinové inkubaci ke snizeni viability bun¢k o 45%,
nevykazoval 100 uM 2-HAF-INH Zadnou akutni toxicitu. Pii 72 hodinové inkubaci vsak 100
uM 2-HAF-INH vykazal toxicitu vyssi (88% snizeni viability bun€k) nez SIH (68%).
Hodnota ICsy byla stanovena pro SIH 29,7 uM, pro 2-HAF-INH 12,2 uM. Ze série dalSich
osmi ruzné substituovanych aroylhydrazonli vykazal nejlep$i pomér cytoprotektivnich a
toxickych vlastnosti 1- (2- hydroxy- 7-oxo- 7,8-dihydronafthalen- 1-yl) ethyliden
isonikotinoyl hydrazon (AHC-INH).

Tato studie potvrdila klicovou roli volného Zeleza v peroxidativnim poSkozeni bunék i
vyznamné protektivni schopnosti novych originalnich aroylhydrazonovych chelatorti Zeleza,

které proto zasluhuji dalsi studium.



Abstract

Results of many studies demonstrate a significant role of oxidative stress in the
pathogenesis of many illnesses including cardiovascular diseases. Free cellular iron plays
significant role in development of oxidative cell damage; it catalyzes formation of hydroxyl
radicals. Hydroxyl radicals belong among the most reactive and toxic forms of reactive
oxygen species (ROS). Hence, iron chelators can be used as preventive agents against the
development of oxidative damage of tissues. This study deals with confirmation of ability of
the iron chelator salicylaldehyde isonicotinoyl hydrazone (SIH) to prevent this damage and
with the study of properties of new aroylhydrazone chelators derived from SIH. Protective
effects against a model oxidative stress and own toxicities of individual agents were evaluated
in vitro using rat cardiomyoblast cell line H9c2, the viability of cells was determined by
neutral red uptake assay.

A 24-hour incubation of H9c2 cells with 200 uM tert-buthyl hydroperoxide (t-BHP)
evoked dramatic changes of cellular morphology and was followed by cell death. Co-
incubation with all chelators dose-dependently reduced or abolished cell damage. The
replacement of salicyl aldehyde in SIH with a methyl ketone led to an amplification of
protective properties of this ligand, this chelator is (1-(2-hydroxyphenyl)ethylidene)
isonicotinohydrazide - 2-HAF-INH (SIH: ECs = 18.2 uM; 2-HAF-INH: ECs = 11.4 uM). In
comparison with SIH, where following a 24-hour incubation a 45% reduction of cell viability
was observed, 100 uM 2-HAF-INH did not show any acute toxicity. After 72-hour incubation
the toxicity of 2-HAF-INH was higher (88% reduction of cell viability) than SIH (68%). The
ICso value was determined as 29.7 uM for SIH and 12.2 uM 2-HAF-INH. From the series of
other eight differently substituted aroylhydrazones, the best ratio of cytoprotective and toxic
properties showed 1-(2-hydroxy-7-o0xo-7,8-dihydronaphthalen-1-yl)ethylidene)
isonicotinohydrazide (AHC-INH).

This study confirms a key role of free cellular iron in peroxidative cell damage and
significant protective ability of new original aroylhydrazone iron chelators, which deserve

further investigation.
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1.1. Uvod

1.1.1. Kyslik — jeho biologické vlastnosti

Prvek kyslik (chemicky symbol O) nas obklopuje ve formé molekuly tvofené dvéma
atomy, O,. Ptes 99 % atmosférického kysliku je izotopem kysliku 16, ale nalezneme zde i
stopy kysliku 17 a 18. Kromé né¢kterych anaerobnich a aerotolerantnich druhi, vyZzaduji
vSechny organismy O, pro produkci energie (Lane, 2002).

Prvni zivé organismy na Zemi zily v atmosféfe obsahujici velké mnozstvi N, a COs,
ale velmi malo O,. Anaerobni mikroorganismy stale existuji, ale obvykle je po expozici 21 %
O jejich rist inhibovan nebo dochazi k jejich zaniku, nalezneme je tak v prostiedi, do kterého
O, nepronika. Jiné organismy si vytvofily systém obsahujici antioxidanty (produkce novych
molekul s novou funkci) k ochrané pied toxicitou O,. Organismy s toleranci O, tento systém
vyuzivaji k metabolickym pochodtim, které jsou katalyzovany oxidazami a hydroxylazami.

Vyuziti O, V transportnim fetézci elektront usnadnilo produkci energie ve formé
ATP. ZvySena produkce energie umoznila rozvoj mnohobunéénych organismu, ty ale
potiebuji systém zajist'ujici distribuci O, do celého téla. Pievazna vétsina kysliku je pfenaSena
pomoci hemoglobinu, kde se kyslik vaZe reverzibilng na Fe?* hemové skupiny. Svalova tkaii
vyuziva pro uskladnéni O, myoglobin a intracelularni pO; V neuronech pomaha regulovat
neuroglobin. (Halliwel et Gutteridge, 2007)

Skodlivy efekt O, na anaerobni organismy je zptisoben oxidaci zékladnich slozek
bunky (Morris, 1976). Oxidace esencialnich biomolekul, jako jsou thioly, proteiny s vazbou
Fe-S nebo redukované pteridiny, vyvoland O, muize zplsobit selhdni metabolismu. Tato
oxidace je Casto doprovazena soucasnou redukci O, na volné radikély kysliku (,,oxygen free
radicals®) a jiné toxické reaktivni slouceniny kysliku (,,reactive oxygen species®, ROS)

(Halliwell et Gutteridge, 2007).

1.1.2. Mitochondrie

Mitochondrie jsou obvykle objemové nejrozsahlejsim kompartmentem buiiky. Hlavni
soucasti mitochondrie jsou enzymy dychaciho fetézce a enzymovy komplex ATP syntaz, dale
zde nalezneme fadu transportnich proteini. V matrix je uloZena mitochondridlni DNA,
ribozomy, tRNA, proteosyntetické enzymy, enzymy Krebsova cyklu (cyklu kyseliny

citronové) a enzymy metabolizujici lipidy (B-oxidace mastnych kyselin) (Necas et al., 2000).
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Mitochondrie jsou hlavnim zdrojem ATP. Vyuzivaji asi 80 % O;. Produkce energie
béhem metabolismu je v podstaté jednoducha: molekuly jsou oxidovany, ztraci elektrony,
dinukleotid (NAD"), a flaviny (flavin mononukleotid (FMN) a flavin adenin dinukleotid
(FAD)). Ty ptfechazi na redukované formy (NADH, FMNH,; a FADH;) a poté jsou
reoxidovany kyslikem, tim je produkovéano velké mnozstvi energie ve formé ATP. Oxidace je
v riznych stupnich katalyzovana tak, aby se energie uvoliiovala postupné, ¢ehoz je dosazeno
diky transportnimu fetézci elektron. Hlavnim oxida¢nim enzymem casti transportniho

fetézce elektront, kdy je vyuzivan O,, je cytochrom oxidaza (Halliwell et Gutteridge, 2007).

1.1.3. Cytochromy P 450

Endoplasmatické retikulum (ER) a casto i1 jiné organely mnoha ZivociSnych i
rostlinnych tkéni obsahuji cytochromy znamé pod souhrnnym oznacenim cytochromy P 450
(CYP 450). Cytochromy P 450 se podili na metabolismu IéCiv a jinych xenobiotik,
arachidonovych kyselin, eikosanoidli, cholesterolu a vitaminu Ds. Jsou tvofené jednim
polypeptidovym fetézcem obsahujicim hemové proteiny. Jako CYP 450 byly pojmenovany
proto, ze redukované forma CYP absorbuje zareni o vinové délce 450 nm.

CYP katalyzuji oxidaci substratu kyslikem. Jeden kyslik se vaze na substrat a druhy

tvoii vodu, tato reakce je znama jako monooxigenazova reakce (Halliwell et Gutteridge,
2007).

1.2. ROS a volné radikaly

1.2.1. Uvod do problematiky

Pojmem ,,volné radikaly* (,,free radicals*“) oznacujeme jakykoliv druh latky schopné
samostatné existence (vyjadieno pojmem ,,volny* (,,free*)), kterd obsahuje jeden nebo vice
neparovych elektronti. Neparovy elektron je ten, ktery obsazuje jako jediny orbital atomu ¢i
molekuly (Halliwell et Gutteridge, 2007). Neparové elektrony obvykle poskytuji radikalim
znacny stupen reaktivity (Valko et al., 2007).

Oznaceni ,,volné radikaly* bylo v biologii pouzito poprvé roku 1956 D. Harmanem,
ktery se zabyval myslenkou, Ze volné radikaly hraji roli v procesu starnuti. Jeho prace spustila

intenzivni vyzkum na poli volnych radikald v biologickych systémech (Harman, 1956).
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Mohou vznikat ztratou jednoho elektronu z ,,neradikalti nebo naopak jeho piijetim, pfipadné

rozstépenim molekuly (Halliwell et Gutteridge, 2007).

X—e — X7 (radikalovy kation)
Y +e — Y  (radikalovy anion)
AB— A'+B

Nejvyznamnéj$i skupinu radikali vznikajicich v zivych organismech piredstavuji
radikaly odvozené od kysliku. Molekula kysliku mé jedine¢nou elektronovou konfiguraci a je
sama o sob¢ radikdlem (Valko et al.,, 2007). Radikaly kysliku zahrnujeme spolecné
s nékterymi neradikaly odvozenymi od O, (napf. H,O,, HOCI, O3) do skupiny latek
oznacovanych jako reaktivni formy kysliku, ROS (reactive oxygen species) (Halliwell et
Gutteridge, 2007). ROS se podileji na biologickych procesech, a to od embryogeneze po
proces starnuti, jak v normalni zdravé tkani tak pfi fadé¢ nemoci. Reguluji vyznamné kroky
transdukéni kaskady signali a ovliviuji fadu dalezitych vlastnosti buiiky, jako napf.
fosforylace proteinid, genova exprese, aktivace transkripcnich faktord, syntéza DNA nebo
proliferace bun¢k (Hoidal, 2001).

K produkci ROS dochazi predevsim v mitochondriich (Cadenas et Sies, 1998).
Transportni fetézec elektront je hlavnim zdrojem ATP a je nezbytny pro Zivot. BEhem tohoto
procesu se malé mnozstvi elektront vaZe pfednostné na kyslik a vznikaji tak superoxidové

radikaly, které mohou dale reagovat za vzniku ostatnich ROS (Valko et al.,2007).

1.2.2. Prehled zastupci ROS a jejich vlastnosti

Jak jiz bylo feceno, ROS je ozna¢enim skupiny latek odvozenych od kysliku, at’ uz se
jedna o radikaly ¢&i nikoliv (Hoidal, 2001). Sir§i vyznam ma pojem RS (,.reactive species®),
ten zahrnuje i reaktivni slouceniny dusiku, chloru, bromu a siry (Halliwell et Gutteridge,
2007).

1.2.2.1. Kyslik v zakladnim stavu (O,)
Diky pfitomnosti dvou neparovych elektronit miizeme molekulu kysliku oznacit za

volny radikal (mohl by byt oznacen i jako O;"). Oba elektrony maji stejny spin (oznacovany

také jako paralelni spin). V tomto stavu je kyslik nejstabilnéjsi (zdkladni stav). S neradikaly
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reaguje velmi pomalu a to tak, Ze pfijima elektrony po jednom (uplatiiuje se tzv. spinova
restrikce - oba elektrony pfijimané kyslikem musi mit opa¢ny spin), oproti tomu s radikaly, u

kterych nalezneme pouze 1 elektron, reaguje rychleji.

1.2.2.2. Singletovy kyslik (O)
Singletovy kyslik patii do skupiny neradikali (nemé neparové elektrony). Vznika z O,

dodanim energie. Je to reaktivnéjsi forma kysliku nez O, nedochazi totiz ke spinové restrikei.

1.2.2.3. Superoxidovy radikal (0;")
Elektron pfijaty molekulou O, v zakladnim stavu vstupuje do n* antivazebného

orbitalu, produkt této reakce oznaCujeme jako superoxidovy radikal (Halliwell et Gutteridge,
2007). Superoxidy jsou produkovany komplexem I a III transportniho fetézce elektronil,
pficemz superoxidy zavislé na komplexu I jsou produkovany do mitochondridlni matrix,
superoxidy komplexu III ptimo do extramitochondrialniho prostoru (Muller et al., 2004,Valko
et al.,2007).

Diky pfitomnosti jednoho neparového elektronu je superoxid slabsim radikdlem nez
O,. Pfijetim dalSiho elektronu vznika 0,7, tedy peroxidovy ion. Dodénim dalSich dvou
elektront se pak vazba mezi atomy rozpada a vznikaji dva ionty kysliku (0%) (Halliwell et
Gutteridge, 2007).

1.2.2.4. Hydroxylovy radikal (OH")
Hydroxylovy radikal, OH’, je neutralni formou hydroxidového iontu (Valko et al.,

2007). Muze byt produkovan reakci ionti pfechodnych kovi s H,O, nebo homolytickym

rozstépenim vazby 0-0 v H,0; vyvolanym ptisobenim UV zareni.
H-O-O-H — 2 OH’

K této reakci dochazi naptiklad v pokozce vystavené slunecnimu zéfeni. Hydroxylové
radikaly vznikaji také z ozonu a peroxynitrilu. Mezi dalSi zdroje miZeme také zatadit:
ioniza¢ni reakce, reakce O, s kyselinou chlornou, ultrazvuk, rozklad N-hydroxythiopyridonii
nebo produkce z chinond (chinony a semichinony mohou tvofit OHe z H,O; redoxni reakci

vyuzivajici ionty Zeleza).
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V troposféfe se vyskytuje OH™ v plynném stavu. Zde vznika fotolyzou atmosferické

kyseliny dusité.

HNO, — OH" + NO’
(Halliwell et Gutteridge, 2007)
Hydroxylovy radikal je vysoce reaktivni. Reakcemi vznikaji velmi nebezpecné
radikaly s kratkym polo¢asem (Pastor et al., 2000). Reakce OHe muzeme rozdélit do 3

zakladnich typa: odstranéni vodiku, adice a ptenos elektront (Halliwell et Gutteridge, 2007.).

1.2.2.5. Peroxylovy a alkoxylovy radikal ( RO;", RO")
Peroxylovy (RO3") a alkoxylovy (RO") radikal jsou vétSinou velmi dobie oxidovatelné

molekuly, které maji vysokou pozitivni E°. Aromatické alkoxylové a peroxylové radikaly
jsou méné reaktivni nez alifatické, protoZze maji elektrony delokalizované v benzenovém
kruhu.

Tyto radikaly vznikaji reakci uhlikatych radikalid s O, (vznik RO;"), rozkladem
organickych peroxidi (ROOH) (vznik RO;i RO’) a také mohou byt produkovany
substituovanymi N-hydroxypyridony. VétSina peroxidl je stabilni za pokojové teploty, ale

rozklada se zahtivanim, ptisobenim UV zafeni nebo adici ¢i tranzici iontd kovii, napf.

ROOH + Fe(Ill) — RO, + Fe *" + H+
ROOH + Fe** — RO’ + OH + Fe(lIl)

Tato reakce patiti mezi zdroje peroxidace lipidli Zelezem. Zatimco peroxidy proteinl jsou

ionty kovti rozkladany, peroxidy lipidd mohou reagovat s HO," za vzniku RO;".

H02.+ ROOH — ROZ. + H,0,
(Halliwell et Gutteridge, 2007)

1.2.2.6. Peroxynitril (ONOQO)
Peroxynitril vznika z NO™ a O, nebo ¢astéji kombinaci NO," a O;".

NO™+O;” — ONOO
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Adice ONOO™ do bungk, tkani ¢i té€lnich tekutin vede k jeho rychlé peptonizaci, ktera je
nasledovana snizenim poctu —SH skupin a antioxidantl, oxidaci a nitraci lipidd, poskozeni
DNA nitraci a deaminaci bazi DNA, nitraci aromatickych zbytki aminokyselin v proteinech,
oxidaci cysteinu, methioninu a dalSich.

Tak jako reaguje O, s NO', mize reagovat také s NO,', vznika tak velmi

nebezpecnd sloucenina, peroxynitrat.

02.- + NOZ. — O,NOO
(Halliwell et Gutteridge, 2007)

1.2.2.7. Peroxid vodiku (H,0)
Peroxid vodiku je kovalentni, viskozni kapalina s bodem varu 150°C. Pro fadu bun¢k

je toxicky vrozmezi 10 az 100 pM, vyvolava apoptozu. V nizSich davkach naopak miize
podporovat proliferaci nékterych bunék, v davkach vysokych pak potlacuje apoptdézu a
vyvolava nekrdzu.

H,0; je misitelny s vodou, muze difundovat do bunék nebo mezi né€ in vivo a to mimo
jiné 1 s vyuzitim aquaporintl.

Vznika pisobenim enzymd, napf. xantinu, koproporfyrinogenu III, glukoéza-, lyzyl-a
monoamin-oxidaz. Substratem oxidace je nejéastéji askorbat nebo nékteré flavonoidy. K jeho
produkci mtize dochézet také fotochemickymi reakcemi. Rada tkani, i kdyZz ne vsechny,
produkuje H;O, nepfetrzité. Vyznamnym zdrojem pfispivajicim k tvorbé jsou mitochondrie,
které jsou soucasné 1 jeho konzumentem.

H,0; je jen slabé oxidacni a redukéni Cinidlo a je tedy slabé reaktivni, napt. pfi
inkubaci DNA, lipid nebo proteinli s nizkym mnoZstvim peroxidu (v fadu mM) nepisobi
H20, Zadnou oxidaci. Je v§ak schopny inaktivovat fadu enzym, obvykle na hyperaktivnich —
SH vazbach nezbytnych pro katalytické reakce, ¢imz buniky pfimo poskozuje. Pfidani H,O; ve
vys$§im mnozstvi vede k oxidaci lipidii, DNA a proteind, ta vSak neni vysledkem ptlisobeni
H,0, samotného. Peroxid totiz prostupuje bunénou membranou a reaguje s Zelezem,
expozice bunék peroxidu vodiku zvysit produkci O, a to diky aktivaci NADPH-oxidazy
(Halliwell et Gutteridge, 2007).
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1.2.2.8. Kyselina chlorna (HOCI)
Kyselina chlorna vznika ptisobenim enzymu myeloperoxidazy (MPO):

H,O, + CI — HOCI + OH

Je to slaba kyselina, kterd je za pH = 7 z50 % ionizovana. Pii nizkych hodnotich pH

prostiedi se rozklada za soucasného uvolnéni plynného chloru (Cly):

HOCI+H" +CI" < Cl,+H,0

HOCI je silné oxidacni €inidlo, které ma v zivém systému fadu cilti. Prostupuje membranami,
zpusobuje zde poskozeni membranovych proteinti a lipidd a nici 1 intraceluldrni slozky bunky.
Vyvolavé oxidaci thiold, askorbatu, NAD(P)H nebo DNA. Zpisobuje poskozeni postrannich
fetézcl, fragmentaci a agregaci proteinil, Ucastni se také tvorby singletového kysliku a
nitrilchloridu a oxidace NO,” na NO3". Reakce s O," nebo Fe** vede ke vzniku OH' nebo

sloucenin se srovnatelnou reaktivitou (Halliwell et Gutteridge, 2007).

1.2.2.9. Ozon (O3)
Ozon patfi mezi neradikaly. Je to drazdivy plyn malo rozpustny ve vodé, tvoieny 3

atomy kysliku. Oz zajiSt'uje zakladni ,,antioxida¢ni* funkci v nejvySsich vrstvach atmosféry,
kde brani prostupu UV zafeni. Pravé zde ozon vznikd fotodisociaci O, na kyslikové atomy,
které se pak vazi na molekuly O,. Problém nastava, kdyz se zacne tvofit v nizsich vrstvach
atmosféry. K jeho tvorbé dochazi fotochemickou reakci mezi oxidy dusiku a uhlovodiky.

Jedna se o silné oxidacni ¢inidlo, oxidujici lipidy a proteiny. Ve vodnych roztocich se
O3 rozklada za vzniku OH'. Reakce Os siadou biomolekul, napt. NADH, NADPH nebo
albuminem, vede k uvolnéni Oy, coz mize vyustit v fadu dalsich oxida¢nich reakci.

Bé&Zné je ozon fazen mezi exogenni toxiny, ale muze vznikat také in vivo (pi. produkty

ozonolyzy cholesterolu v aterosklerotickych 1ézich) (Halliwell et Gutteridge, 2007).

1.2.3. Pfechodné kovy a jejich vyznam

VétSina kovit prvniho fadku c¢asti d periodické soustavy prvkll obsahuje v atomu

a/nebo iontu neparovy elektron, diky tomu je mtizeme fadit mezi volné radikaly. Rada jejich
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biologickych vlastnosti, at uz prospéSnych (syntéza proteinli ucastnicich se dychani,
transportu O,, tvorby NO°, soucasti antioxida¢niho systému) &i Skodlivych, vyplyva ze
schopnosti piijimat nebo poskytovat neparovy elektron do reakce. Pienos neparovych
elektront piechodnych kovii podporuje moznost pirekonat spinovou restrikci v reakci O,
s neradikaly. Nebezpe¢né je, ze mohou katalyzovat reakce volnych radikélii, jako je
autooxidace a tvorba OH’. Tyto kovy se tak stavaji potencionalnimi prooxidanty (Halliwell et
Gutteridge, 2007).

1.2.3.1. Zelezo (Fe)
1) Vlastnosti

Zelezo se b&zné vyskytuje ve dvou elektronovych konfiguracich v oxidaénim ¢&isle Fe(II)
a Fe(1ll), mnohem méné¢ Casto pak Fe(IV), Fe(V) a Fe(VI). Ve slouceninach je v pfitomnosti
kysliku stabilni formou oxida¢ni stav Fe(IlI). Pokud je slou¢enina ve formé soli (napt. FeSOy)
vystavena pusobeni kysliku, oxiduje se Zelezo pomalu do stavu Fe(IIl). Fe?* zde prochazi

jednoelektronovou oxidaci:

Fe?* + 0, & [Fe?*-0, « Fe(lll)- O,7] < Fe(Ill)

(Halliwell et Gutteridge, 2007)

Zelezo je esencialni prvek metabolickych procest, které jsou nezbytné pro Zivot. Uéastni

se syntézy DNA, dychani a kli¢ovych metabolickych reakci. Hladina Fe v bufice musi byt
velmi dobie regulovana, dosahuje se toho transportem, skladovanim a pisobenim regulac¢nich
proteind. Zatizeni organismu vys$Sim mnozstvim tohoto kovu vede k poSkozeni volnymi

radikaly vznikajicimi v prubéhu Fentonovy reakce (viz. 1.2.4.1.) (Dunn et al., 2006).

2) Metabolismus

Vétsina anorganického Zeleza se ve stravé vyskytuje ve formé Fe(IIl) (Halliwell et
Gutteridge, 2007). Pied vlastni absorpci musi byt Fe(Ill) redukovano na Fe(Il). K tomu
dochazi na apikalnim povrchu enterocyt diky Fe(Ill)-redukénimu duodenalnimu cytochromu
b (Dcytb) (Dunn et al., 2006). Fe(Il) je vychytavano prenasecem dvojmocnych iontd Nramp2
(také DMT1 nebo DCT1) (Halliwell et Gutteridge, 2007). DalSim zdrojem Zeleza ve stravé je
hem, molekula tvofena protoporfyrinem, na kterém je vazéno Zelezo. Hem se uvoliluje po

rozkladu hemoglobinu a myoglobinu masa. Vstiebava se po vazbé na HCP1 (heme carrier
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protein 1) v duodenu, diky receptorem zprostiedkované endocytoze. Vzniklé endozomalni
vesikuly migruji do endoplasmatického retikula, kde se z hemu plsobenim hem-oxygenazy 1
(HO1) uvolnuje Zelezo (Dunn et al., 2006).

Do intersticidlniho prostoru je Fe(Il) exportovano pies bazolateralni membranu ve
vazbé na FPN1 a oxidovano ferooxidadnim hephaestinem (Hp). Zelezo se poté s vysokou
afinitou vaze v séru na transportni protein transferin (Tf) a tak pfechazi do krevniho ob&hu
(Dunn et al., 2006). Transferin pfijima i Zelezo uvolnéné po rozkladu starych Cervenych
krvinek a pienasi je do kostni diené. Pro dlouhodobéjsi uskladnéni Zeleza je vyuzivan feritin.

V organismu se setkdvame s dalSimi proteiny velice podobnymi transferinu:
laktoferinem, ovotransferinem (téz conalbumin), melanotransferinem a uteroferinem.

Bunky, které vyuzivaji zelezo, maji na svém povrchu receptory pro transferin. Na né
se vaze plazmaticky transferin a vznikly komplex prostupuje endocytézou do buiky, kde
pfechazi do cytoplazmy vakuol. Fe se uvolni z vazby, je redukovano a transportovano
z vakuoly diky Nramp2. Transferin, ze kterého se zelezo uvolnilo (apotransferin) je
vylucovan z buiiky a opétovné vyuzivan k novému pienosu (Halliwell et Gutteridge, 2007).

Pro metabolismus Zeleza jsou nezbytné mitochondrie. Dochézi zde k syntéze hemu a
je to také vyznamné misto biosyntézy skupin [Fe-S].

Hladina Zzeleza v organismu je ovliviiovana hepcidinem, hormonem a negativnim
reguldtorem metabolismu Fe, a nepfimo také proteiny HJV, TfR2 ¢i HFE, které ovliviiuji
expresi hepcidinu. Hepcidin je antimikrobidlni peptid a medidtor pfirozené imunity, ktery
vznika piedevsim v jatrech. Hlavnim mistem jeho regulace je duodenum, respektive DMT1 a
Dcytb, kde dochazi k ptimé ¢i nepiimé interakci mezi hepcidinem a transportnimi proteiny

(Dunn et al., 2006).

1.2.3.2. Méd’ (Cu)
1) Vlastnosti

M¢éd’ se bézné vyskytuje ve dvou oxidacnich stavech, Cu(I) a Cu(II). Rozdil jednoho
elektronu mezi Cu* a Cu®* nebo Cu®* a Cu(III) poskytuje m&di schopnost podporovat reakce
radikalt. Diky zméné oxidacniho ¢isla mize katalyzovat konverzi dvou radikali O, a dvou

H* iontt na H,0, a O, (Halliwell et Gutteridge, 2007).

0,"+0," + 2H" — H>,0, + O,
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2) Metabolismus

Ionty médi jsou ve srovnani se Zelezem velmi silnymi katalyzatory oxida¢niho poskozeni.
Dochazi ke katalyze oxida¢niho poskozeni DNA a stimulaci peroxidace LDL cholesterolu.
Nejen nadbytek ale také nedostatek médi mize vyvolat oxidacni stres.

Cu se vstfebava v duodenu ve formé cheldtu s aminokyselinami nebo malymi peptidy.
Cast médi vstupujici do mukozy travicich bunék nepiechazi do krve, ale je stejné jako Zelezo
Vv téchto bunkach ukladéna. Zbytek se uvolituje do krve, kde se vaze na transcuprein a na
albumin. M&d’ je vychytavéana jatry s vyuzitim Ctrl a vstupuje do bunék ve formé Cu’. Cést
Cu se v jatrech vaze na protein ceruloplasmin, v této formé je pak uvoliiovana do plazmy.

Ceruloplasmin ptenasi méd’ do bunck. V buiice se méd’ dorucend diky Ctrl véaze na
transportni proteiny, tzv. Cu-chaperony (CCS). Nekteré CCS ptenasi Cu na CuZnSOD, jiné
do Golgiho aparatu, kde je Cu zabudovana do uvoliiovanych proteinli a dalsi pfedavaji Cu
mitochondriim, kde je inkorporovana do cytochrom-oxidazy (Prohazka et Gybina,
2004;Halliwell et Gutteridge, 2007).

1.2.3.3. Mangan (Mn)
Mangan je ve vodnych roztocich nejstabilnéjsi v oxida¢nim stavu Mn?". MiiZeme se

s nim setkat také ve form& Mn(III), Mn(IV) nebo Mn(VII). Mn®* je schopen interakce s O,
Mn®* + 0,” — Mn(0,)*
Mn(O,)* + O,” + 2H" — Mn*" + H,0, + O,

Stejné jako méd’ je Mn schopny katalyzovat dismutaci O, na H,O,. Ve srovnani s Fe?* a Cu’
se nechelatovany Mn?* neobjevuje v reakci s H,O,, pii které vznika OH' ((Halliwell et
Gutteridge, 2007).

1.2.4. Vyznamné zdroje ROS in vivo

1.2.4.1. Fentonova a Haber-Weissova reakce
Fentonova reakce je zdkladnim piikladem poskozovani organismu reakci volnych

radikala za katalyzy pfechodnymi kovy. Tento proces byl poprvé popsan Fentonem v roce

1876 takto: Smé&s H,0, a soli Fe** zptisobuje oxidaci fady riiznych organickych molekul.
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Fe?* + H,0, — prechodné oxidované formy — Fe(Ill) + OH' + OH’

(Halliwell et Gutteridge, 2007)
Za fyziologickych podminek je zajiSténa takova hladina Zeleza, pii které v organismu
nenalezneme témét zadné ,,volné intracelularni Zelezo®. Za stresu vSak nadbytek superoxidu
zvys$i hladinu volného zeleza, to se uvoliuje z molekul obsahujicich Fe (Liochew et
Fridowich, 2002). Zvysené mnozstvi Fe®* se poté podili na Fentonové reakei, za které vzniké
vysoce reaktivni hydroxylovy radikal (Valko et al., 2007). Identita ani vlastnosti ostatnich
reaktivnich produktd (meziprodukt) vznikajicich v pribéhu reakce nejsou znamé (Halliwell
et Gutteridge, 2007).
Fe(II) navdzané na stejné ligandy muze také reagovat s H,O, tato reakce je vsak ve
srovnani s Fe(I[) obvykle pomalejsi. Tvorba OH™ s vyuzitim smési Fe(Ill) a H,O, vede

soucasné ke vzniku O;", reakce je inhibovana superoxid-dismutazou (SOD) (viz. 1.3.1.)
Fe(I1l) + H,0; — prechodné oxidované formy —Fe?* + O, + 2H"
Ve Fentonové systému se mizeme setkat (v zavislosti na podminkéch) s fadou dalsich
reakci:
OH’" + Fe?* — Fe(Ill) + OH’

OH + H,O, — H,0 + H + 02.-

(Halliwell et Gutteridge, 2007)

Superoxidovy radikal se podili také na Haber-Weissové reakci:
02._ +H,0, — O, + OH + OH"

Tato reakce kombinuje Fentonovu reakci a redukci Fe* diky superoxidu a poskytuje vytézek
Fe*" a kysliku.

F63+ +0,7 — F62+ + 0,

(Liochew et Fridowich, 2002; Valko et al., 2007)
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1.2.4.2. Enzymy produkujici ROS in vivo
1.2.4.2.1. Transportni Fetézec elektronii na membranach

Jak jiz bylo feceno v kapitole 1.2., transportni fetézec elektroni v mitochondriich,
pfipadné v endoplazmatickém retikulu je hlavnim zdrojem ATP a je tedy nezbytny pro
zivotaschopnost organismu (Valko et al., 2007). Soucasné je také vyznamnym zdrojem ROS.
Tvorba ROS v nefagocytujicich bunkach je ¢asto povazovana za nepodstatny vedlejsi produkt
dychaciho fetézce mitochondrii (Hoidal, 2001). Béhem pienosu energie se malé mnozstvi
elektrond pfednostné navazuje na kyslik, coz vede ke vzniku superoxidového radikalu (Valko
et al., 2007). K uniku elektronti za vzniku O, mizZe dojit u slozek komplexu I a III a, za
urcitych okolnosti i u komplexu II a koenzymu Q.

Endoplazmatické retikulum (mikrozomalni frakce) produkuje velké mnozstvi O,” a

H.0O, (Halliwell et Gutteridge, 2007).

1.2.4.2.2. Xanthin-oxidaza
Ve zdravé tkani se bézné vyskytuje xanthin-dehydrogenaza (XDH) Ta zajist'uje pfenos

elektronu na NAD", ne na O,. V poskozenych tkanich mize XDH piejit oxidaci —SH skupiny
nebo Caste¢nou pyrolyzou na xantin-oxidazu (XO). Nasledny nedostatek ATP v hypoxické
tkani zpisobuje akumulaci hypoxantinu, ten miize byt oxidovan xanthin-oxidazou za vzniku

velkého mnozstvi O, a H,0, (Halliwell et Gutteridge, 2007).

1.2.4.2.3. Superoxid-dismutaza

vvvvvv

pred oxida¢nim stresem. SOD dismutuji superoxid za vzniku H,O; a O, (tedy méné reaktivni

ROS) (vice v kapitole 1.3.1.) (Ledvina et al., 2005).

02._ + 02._ +2H" — H,05 + O,

1.2.4.3. DalSi zdroje ROS

1.2.4.3.1. Autooxidacni reakce
Rada vyznamnych biomolekul podléha oxidaci kyslikem, pfi¢emz se uvoliuje O,".
Mezi tyto molekuly patii napt. glyceraldehyd, FMNH,, FADH,, adrenalin a noradrenalin, L-

DOPA, dopamin, rizné tetrahydropteridiny a triolové slouc¢eniny jako cystein.
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Oxidace zalina pomalu, ale prvni uvolnény O,  miZe dale oxidovat slouceninu.
Zaclina tak fetézova reakce, jejimz produktem je pomémé velké mnozstvi O;". Jelikoz je O,
malo reaktivni, je reakce zesilovana ptfidavkem piechodnych kovii, nejcastéji ionty Mn, Cu a

Fe (Halliwell et Gutteridge, 2007).

1.2.4.3.2. Ostatni zdroje
Fagocytujici bunky produkuji velké mnozstvi volnych radikald, béhem fagocytézy se

spotfebuje vysoky pocet molekul kysliku, coz je oznaCovano jako ,,oxida¢ni vzplanuti®.

Velké mnozstvi ROS vznikd také ve vnéjSim prostfedi. Pisobenim zéafeni o vysoké
energii vznika ROS ze smogu, vyfukovych plyntu ¢i cigaretového koufe (Ledvina et al.,
2005).

1.2.5. Redoxni stav buiiky

Volné radikaly a reaktivni diamagnetické slouceniny odvozené od radikald jsou
zastoupeny Vv bunkach v malych, ale méfitelnych koncentracich. Kazda bunka ma
charakteristickou koncentraci elektronti ulozenych v riznych kompartmentech (= redoxni
stav), tento stav a jeho oscilace urcuji funkce bunék. Redoxni stav buiiky je udrzovan za
normalnich podminek v uzkém rozmezi. Za patologickych podminek se redoxni stav
piesunuje do nizsich nebo vyssich oblasti (Schafer et Buettner, 2001). Intracelularni redoxni
homeostaza je primarné zajiStovana glutathionem (GSH) a thioredoxinem (TRX). Glutathion
(par GSH/GSSG) predstavuje hlavni bunéény redoxni naraznikovy systém a je tedy
indikatorem redoxniho prostfedi v bunce (Dréoge, 2002; Schafer et Buettner, 2001). Oba
redoxni ndraznikové systémy, tedy GSH a TRX, plisobi proti nitrobunéénému oxidacnimu
stresu, maji tedy antioxidacni funkci (Droge, 2002). Kromé nich zde jsou dals$i antioxidanty
s nizkou relativni molekulovou hmotnosti, které mohou pftispivat k odstraniovani ROS, pokud
jsou piitomné ve vyssich koncentracich (Sies, 1993).

Bunécny cyklus je charakterizovan kolisdnim redoxniho prostfedi v bunice, zvlasté pak
intracelularnimi zménami v koncentraci glutathionu (Arrigo, 1999). Jak se ukazalo, GSH
hraje vyznamnou roli v ochran¢ buiiky pfed apoptézou. Nedostatek GSH se projevi jako
ptechod bunécného prostiedi do oxidovangjSiho stavu, coZ je spojeno praveé s naporem
apoptozy nebo nekrézy. Zatimco apoptoza je zpusobena stiedné silnymi oxidacnimi stimuly,

nekroza je spojena se stimuly velmi intenzivnimi (Cai et Jones, 1998).
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1.2.6. ROS a jejich fyziologicky vyznam

ROS se ucastni fady biologickych procesti, a to od embryogeneze po starnuti, ve
zdravych tkanich stejné jako u fady onemocnéni. Podili se na regulaci dilezitych krokt
signaliza¢nich kaskad a dilezitych bunéénych procesti (Hoidal, 2001). Rada fyziologickych
funkci je tedy kontrolovana redoxnimi signalizatnimi drahami (Droge, 2002). Patii sem
naptiklad:

Redoxnim systémem regulovana produkce oxidu dusnatého (NO), ktery je
Vv tkanich produkovan specifickymi NO-syntazami (NOS), ty existuji ve tfech isoformach:
neuronalni NOS (nNOS), indukovatelna NOS (iNOS) a endotelialni NOS (eNOS) (Bredt et
al., 1991).

Produkce ROS fagocytarni NAD(P)H-oxidazou (oxida¢ni vzplanuti). Oxidacni
vzplanuti je charakterizovano masivni produkci ROS v mist¢ zadnétu a ma klicovou roli
Vv ochran¢ proti patogentim z vnéjsiho prostiedi (Keisari et al., 1983).

Produkce ROS NAD(P)H-oxidazou v nefagocytujicich buiikach. Ruzné typy
nefagocytujicich bunck, jako napt. fibroblasty, builky hladké svaloviny cév, kardiomyocy a
endotelialni bunky, jsou schopné tvorit diky NAD(P)H-oxidaze ROS, které jsou dale
vyuzivany V regula¢nich intracelularnich signaliza¢nich kaskadach (Jones et al.,1996). Tyto
ROS maji dileZitou roli v regulaci funkce srde¢nich a cévnich bunék (Valko et al., 2007).

Regulace cévniho tonu a dalsi regula¢ni funkce NO'. Regulaci cévniho tonu
zajistuje cGMP. Vznik cGMP vyvolava enzym rozpustna guanylat-cyklaza (sGC) a je zndmo,
7e sGC je aktivovana peroxidem vodiku nebo NO' radikalem (Valko et al., 2007).

Redoxni regulace adheze bunék. Buné&nid adheze méa vyznamnou roli
v embryogenezi, bunééném rustu, diferenciaci, reparaci po$kozeni atd. Adheze leukocyt na
buriky je vyvolana pusobenim ROS (Valko et al., 2007). Zmény adhezivnich vlastnosti bunék
a tkani jsou regulovany redoxnim systémem (Albelda et al., 1994).

Redoxni regulace imunitni odpovédi. Imunitni reakce je proces regulovany
redoxnim systémem. Aktivace T-lymfocyti se vyznamné zvySuje pusobenim ROS nebo
zménou redoxniho stavu intracelularniho glutathionu. Vyznamné fyziologické koncentrace
superoxidového radikalu a peroxidu vodiku mohou vyvolat napf. i produkei interleukinu 2,

coz je produkt T-buné¢k (Los et al.,1995;Valko et al., 2007).
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ROS-vyvolana apoptoza. Programovand bunécnd smrt (apoptdéza) je nezbytnd pro
spravny vyvoj i pro odstranéni bun¢k, které ptedstavuji hrozbu pro zachovani integrity
organismu. Existuji tfi rizné mechanismy, které maze buika vyuzit k apoptdze:

a) spusténi internim signalem (vnitiéni neboli mitochondrialni draha) — ROS, radiace...
b) spusténi externim signalem (vné&jsi draha neboli receptorova smrt)

C) spusténi apoptozu indukujicim faktorem (AIF) (Valko et al., 2007).

1.3. Antioxida¢ni mechanismy v organismu

Expozice organismu volnym radikalim z rGznych zdroji vedla v prabéhu evoluce
k rozvoji fady obrannych mechanismt (Cadenas, 1997). Produkce ROS mitochondriemi je
nedilnou soucasti jak apoptozy tak nekrézy. Za fyziologickych podminek je Zivotnost a
funk¢énost bunky siln¢ zavisld na udrzeni rovnovdhy mezi tvorbou a inaktivaci ROS
v mitochondrii (Ott et al., 2007). Obranné mechanismy proti oxida¢nimu stresu zpusobeného
volnymi radikaly zahrnuji: mechanismy preventivni, mechanismy opravné, fyzikdlni ochranu
a ochranu antioxidaé¢ni (Valko et al., 2007).

Ochranu pifed RS =zajiStuji antioxidacni enzymy a neenzymatické antioxidanty.

Vyznamnou funkci maji také chelatory zeleza (Halliwell et Gutteridge, 2007).

1.3.1. Antioxidac¢ni enzymy

Oxidacni stres miize vést k vyplaveni vétsitho mnozstvi zeleza (pfipadné také médi).
To také vysvétluje, pro¢ buiiky spoléhaji na antioxidaéni enzymy, které odstranuji O," (SOD)

a peroxidy (katalazy, peroxiredoxiny, GPx). Je totiZ nezbytné minimalizovat hladinu O," a

wevr

ROS (Halliwell et Gutteridge, 2007).

Ziejm¢ nejdulezitéjsi faktor, ktery chrani télo pred oxidacnim stresem in Vvivo
predstavuji superoxid-dismutazy (SOD). SOD jsou u aerobl vSudypifitomné a zda se, ze
sttedni délka zivota vSech druht savci zavisi na poméru aktivity SOD a koncentrace O
(Ledvina et al., 2005). Superoxid-dismutazy pfeménuji vysoce reaktivni a superoxidové
radikély, na ionty méné reaktivni. Tyto ionty jsou poté pfeménovany dvéma dal$imi enzymy.

Reakce se SOD je oznacovana jako dismutace
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Existuje vice forem SOD: jednd se o proteiny spojené s médi a zinkem, manganem
nebo zelezem, tedy metaloproteiny. Cu-Zn-SOD je obsazena V cytozolu vSech eukaryotnich
bunék. V mitochondriich clovéka a u riiznych bakterii se setkdme s formou SOD obsahujici
mangan (Mn-SOD). Rada dalsich bakterii obsahuje enzym s navazanym Zelezem (Fe-SOD), u
nékterych bakterii dokonce nalezneme obé formy, tedy Mn-SOD i Fe-SOD (Muth et al.,
2004).

SOD pieménuje superoxidovy radikdl v pribéhu dismuta¢ni reakce za vzniku
peroxidu vodiku a molekuly kysliku (Carbone et al., 2003). Typickou reakci metaloproteinu
Cu-Zn-SOD muzeme vyjadfit:

Cu**-SOD + 0, — Cu*-SOD + 0,
Cu*-SOD + 0," + 2H" — Cu?*-SOD + H,0,

Dal§im vyznamnym antioxida¢nim enzymem je glutathion-peroxidaza (GPx). Jako
jediny enzym v téle obsahuje jinak velmi toxicky selen (Ledvina et al., 2005). Nachazi se
pfedevsim v erytrocytech, kde chrani pfed oxidaci jak lipidy membran, tak hemoglobin, déle
ji mizeme najit také zabudovanou ve spermiich, které tak chrani pfed oxidaci (Ledvina et al.,
2005).

Glutathion-peroxidaza redukuje H,O, na H,O za soucasné oxidace glutathionu (GSH).
Nésledna redukce oxidované formy glutathionu (GSSG) je katalyzovana glutathion-

reduktazou.

H,0, +2 GSH — GSSG +2 H,0
GSSG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP*

Stejnou funkci jako glutathion-peroxidaiza ma katalaza (CAT). Tento enzym
nalezneme ve vétSin€ bunck Zivocisné tkané. Kataldza je pfitomnd ve vSech organech téla,
nejvetsi koncentrace dosahuje v jatrech a erytrocytech, v podstatné mensim mmnoZstvi ji
nalezneme v mozku, srdci &i piiéné pruhované svaloving (Stipek, 2001). CAT katalyzuje

dismutaci dvou molekul H,O, na vodu a O, v piipadé vysoké koncentrace peroxidu.

2 H202 — 2H20+02
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Pti nizkych koncentracich peroxidu vodiku v buiikach se enzym chova stejné jako peroxiddza
a O, se neuvolnuje (Ledvina et al., 2005).

Mezi antioxida¢ni enzymy fadime také thioredoxin (TRX) endoplasmatického
retikula (viz. 1.2.5.).

1.3.2. Neenzymatické antioxidanty

Jednim z nejvyznamné&jSich antioxidanti této skupiny je in vivo vznikajici tripeptid
glutathion (GSH), ktery se podili na tvorbé redoxniho naraznikového systému burky.
Oxidovanou formou glutathionu je GSSG, glutathiondisulfid. GSH je pfitomen ve vysoké
koncentraci v cytosolu (1-11 mM), bunééném jadie (3-15 mM) a v mitochondriich (5-11 mM)
a je hlavnim rozpustnym antioxidantem téchto kompartmentt.. Syntetizovan je v cytozolu
pomoci glutamatcystein-ligdzy a glutathion-syntdzy, do mitochondrii se dostava transportem
pies vnitini membranu (Valko et al., 2007). Oxidovany glutathion se kumuluje uvnitt bunék a
pomér GSH/GSSG je dobrym méfitkem oxidacniho stresu organismu (Jones et al., 2000).
Prilis velka koncentrace GSSG muiZe poskodit oxidaci fadu enzymil.

Glutathion je kofaktorem riznych detoxikacnich enzymu chranicich organismus proti
oxida¢nimu stresu, podili se na transportu aminokyselin plasmatickou membranou, odklizi
hydroxylové radikaly a singletovy kyslik, detoxifikuje peroxid vodiku a peroxidy lipida za
souCasné katalyzy glutathion-peroxidazy a je také schopny regenerovat vyznamné
antioxidanty, vitaminy C a E, zpét na aktivni formu (Valko et al., 2007).

Vyznamnou skupinu neenzymatickych antioxidantl predstavuji i vitaminy:

Vitamin E (a-tokoferol) je hlavnim v tucich rozpustnym antioxidantem, ktery se v buiikach
nachazi. Jeho absorpce je spojena se vstiebavanim tuku ve stievé (absorbuje se asi 40 %
celkového mnozstvi). Tokoferol je oviem také schopen redukovat Fe** na Fe?, tzn. mize
vystupovat i jako prooxidant.

Vitamin C (kyselina askorbova) je ve vodé¢ rozpustné esencialni molekula. Jako antioxidant
odstraiiuje  ROS. Ve srovnani s tokoferolem je siln€Sim inhibitorem oxidace LDL
cholesterolu. Kyselina askorbova také mize vystupovat jako prooxidant nebo jako redukéni
agens Vv reakcich s Cu nebo Fe solemi.

B karoten je prekurzor vitaminu A (retinolu) tvofeny dvéma molekulami tohoto vitaminu.

Antioxidacni funkce B karotenu je déna schopnosti odstraniovat singletovy kyslik, odklizet
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volné radikaly a chranit lipidy buné¢né membrany pfed oxidaénim poskozenim (Stipek,

2001).

1.3.3. Chelatory Zeleza

Obsah zeleza v téle je urcovan tim, kolik ho je absorbovano gasterointestinalnim

traktem (GIT). Jakmile jednou vstoupi do krve, neexistuje zadny fyziologicky mechanismus,
ktery by jej odstranil. Jedinou moznosti tak zlistdva krvaceni, nejcastéji se jednd o krvaceni
menstruacni. Neschopnost odstranit nadbytek Zeleza se muze projevit jako ,,pretizeni®.
Ptechodna nadmira zeleza doprovazi fadu nemoci, mizeme se ale setkat i1 s pretizenim
chronickym. Pretizeni zelezem se muze objevit také jako vedlejsi projev 1écby jiného
onemocnéni, napt. thalasemie (Halliwell et Gutteridge, 2007).
V minulosti byla provedena fada pokust inhibovat oxida¢ni poSkozeni zavislé na ptitomnosti
zeleza nebo médi pouzitim riznych komplexotvornych latek, chelator. Ty mohou piisobit
riznymi mechanismy, Jednoduse lze fici, ze pfidani chelatoru snizuje mnozstvi OH’, coz lze
sledovat ve smési ionty kovi-H,0,.

Prvnim chelataénim agens, o kterém se zjistilo, Ze je schopno sniZit podil tvorby OH’
zéavislé na pritomnosti O, in vitro, byl DETAPAC (Halliwell et Gutteridge, 2007).

Pii vyzkumu ucinnych chelatori zeleza byla snaha zabyvat se tfemi hlavnimi
podminkami, tedy zpisobem podani, efektivitou chelatace zeleza a toxicitou daného ligandu.
Idealni latka by byla aktivni po peroralnim podani, ekonomickd, vysoce specifickd a bez

nebezpe¢nych vedlejsich ucinki (Kalinowski et Richardson, 2005).

1.3.3.1. Siderofory
Siderofory jsou pfirozen¢ se vyskytujici cheldtory Zeleza produkované

mikroorganismy (Kalinowski et Richardson, 2005).

Deferoxamin (desferioxamin, DFO, obr. 1) je silnym chelatorem Fe(III)
produkovany Streptomyces pilosus (Halliwell et Gutteridge, 2007). Tento chelator se jiz
nekolik desetileti pouziva jako prevence pietizeni Zelezem a také pro 1écbu predavkovani
zelezem u pacientti, ktefi pozili toxickou oralni davku soli Zeleza nebo podstupuji opakované
transflze krve, napt. pii 1é¢bé P-talasemie (Halliwell et Gutteridge, 2007). Pozitivni
terapeuticky efekt je ¢asto podpoten schopnosti DFO ptedchazet Fentonové reakci vyvolané
,volnym* Zelezem (Reeder et al., 2007). Infuzi lze zvifatim i ¢loveéku aplikovat velkou davku

DFO (50 mg/kg vahy za den). Tyto vysoké davky mohou pfechodné vyvolat sluchové a
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zrakové potize a také stoupd riziko vaznych infekci. DFO je vysoce (ale ne absolutng)
specificky pro Fe(IIl). Komplex Fe(IlI)-DFO (ferioxamin) je obtizné redukovan nejen O, ale
1 silnéjS$imi redukénimi ¢inidly.

Kromé chelatace DFO navic reaguje pfimo s riznymi RS, jako je RO;", pomalu s O;",
OH’ nebo HOCI. Nevyhodou DFO je jeho silna hydrofilita, ktera ztézuje prostup do bunék
ptes bunécnou membranu. Nevstiebava se z GIT a musi byt tedy podavan intraven6zni nebo
subkutanni infuzi (Halliwell et Gutteridge, 2007). Tato aplikace je vSak velice bolestiva
(Kalinowski et Richardson, 2005).

Dalsim sideroforem je desferithiocin (DFT), 2-(3-hydroxypiridin-2-yl)-4-metyl-4,5-
dihydrothiazol-4-karboxylova kyselina, produkuje jej Streptomyces antibioticus. DFT patii
mezi prvni objevené siderofory aktivni po oralni aplikaci (Tam et al., 2003). Stinnou strankou
vSak zlstava, Ze mize pusobit neurotoxicky. Kvili vysoké oralni aktivité pokracoval vyzkum
obmén struktury DFT pro zisk vyhodné&jSich produkti. Analog DFT, (S)-
desmetyldesferithiocin (DMDFT) si zachovava chelatacni aktivitu a doSlo u ngj
K vyznamnému snizeni toxicity po oralni aplikaci (Bergeron et al., 1999). Kromé¢ studii
zabyvajicich se DFT jako chelatorem v 1écbé onemocnéni s pfedavkovanim Fe, byly
provedeny také studie antiproliferativni aktivity tohoto ligandu in vitro. Tento vyzkum ukazal,
ze DFT je ve srovnani s DFO v této inhibici uc¢inné&jsi (Kalinowski et Richardson, 2005).

Poslednim zastupcem této skupiny je desferiexochelin (D-Exo). D-Exo je produkovan
Mycobacteriem tuberculosis. Diky rovnovaze mezi lipo- a hydrofilitou snadno prostupuje do
bunék a tvoii zde komplexy se Zelezem. U desferiexochelinu nebyla zaznamenéana
vyznamnéj$i toxicita. Ve srovnani s DFO je lepSim antiproliferativnim agens (Pahl et al.,
2001).

1.3.3.2. Syntetické chelatory Zeleza
Ve srovnani se siderofory, které se v piirodé vyskytuji pfirozené, byly syntetické

chelatory navrZzeny a syntetizovany tak, aby bylo dosazeno vyhodnéjSich vlastnosti
(Kalinowski et Richardson, 2005).

Dosud byla provedena fada studii zabyvajicich se pravé témito syntetickymi chelatory
zeleza (obr. 1). Mezi tyto latky fadime:

Tridentalni chelator ICL670A (deferasirox) aplikovany peroralné pii 1écbé thalasemie
(Nick et al., 2003). Velkym kladem tohoto chelatoru je selektivni vazba Fe(Il) a/nebo Fe(III)
(Heinz et al., 1999).
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Bidentalni chelator Fe deferipron (L1, CP20, 1,2-dymetyl-3-hydroxypyridin-4-on). Jeho
analog CP94 je hydrofobné&jsi a ma vyssi chelatacni efekt pro Zelezo nez samotny deferipron.
Novou generaci tvoii derivaty deferipronu ve formé poléciv (Kalinowski et Richardson,
2005).

Tachpyridin je hexadentalni chelator. Jeho nedostatkem je neselektivnost k Fe
(Kalinowski et Richardson, 2005).

Vyznamnou skupinu piedstavuji aroylhydrazony: pyridoxal isonikotinoyl hydrazon
(PIH) a jeho dalsi analogy (série 100). PIH je oraln¢ aktivni, tridentalni chelator (Ponka et
al., 1979). Ve srovnani s DFO ma PIH vysokou afinitu k Fe(IIl). Byla také prokazana jeho
afinita k Fe(I), ta je vSak mnohem mensi (Vitolo et al., 1990). PIH velmi dobie prostupuje do
plazmy a pies mitochondrialni membrany, kde chelatuje Zelezo (Ponka et al., 1979).
Salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon (SIH) a jeho analogy (série 200). In vitro studie
prokézaly stejnou ¢i vyssi aktivitu mobilizovat Fe nez PIH a jeho analogy. Byla prokazana
také antiproliferativni aktivita SIH a jeho analogli proti riznym typtim nadorovych bunék
(Richardson et al., 1995).

Séric 300 ma vyssi lipofilitu nez sériec 100 a 200 diky inkorporaci 2-hydroxy-1-
naftaldehydové skupiny (Kalinowski et Richardson, 2005) a nejlepsi antiproliferativni aktivitu
(Richardson et al., 2005).

Informace ziskané studiem biologické aktivity sérii téchto ligandl jsou vyuzivané ve
tvorbé fady novych chelatorli s potencidlem pro 1é¢bu onemocnéni s vysokou hladinou Zeleza
i rakoviny. Jsou to napiiklad: analogy 2-pyridylkarboxaldehyd isonikotinoyl hydrazonu
(PCIH) nebo analogy di-2-pyridylketon isonikotinoyl hydrazonu (PKIH) (Kalinowski et
Richardson, 2005).

Poslednim ze syntetickych chelatori, ktery byl popsan v literatufe, jsou
thiosemikarbazony. Patii mezi prvni chelatory pouzité jako protinadorové latky. Tyto
tridentalni ligandy maji vysokou afinitu pro Zelezo a dalsi ionty jako je Cu(Il), Ga(III), Co(II)
a Zn(ll). Komplexy skovy maji casto lepsi aktivitu nez volny chelator. Nejlépe
prostudovanym zastupcem je triapin. Neustale také probiha vyzkum chelator odvozenych

od thiosemikarbazoni a aroylhydrazont (Kalinowski et Richardson, 2005).
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1.4. Oxidacni stres

Oxidacni stres je definovan jako nerovnovaha, ve které prevazi produkce ROS nad
antioxidacni ochranou (Ott et al., 2007). Patii mezi jednu z pficin podilejicich se na rozvoji
mnoha patologickych zmén v organismu, napt. kardiovaskularnich onemocnéni, rakoviny,
diabetu, ischémicko-reperfuzniho poskozeni tkani a fady dalSich nemoci a také starnuti (Valko
et al., 2007). ROS jsou ale nezbytné i pro fadu procest, ke kterym v bunikach dochazi za
fyziologickych podminek. Citlivost k oxida¢nimu poSkozeni mize byt proménliva. Po rizné
dlouhou dobu muize buinka fungovat i za pozménéného redoxniho stavu, aniz by doslo
k poskozeni, a postupné se vrati do stavu ,,normalniho®. Pfi¢iny zmén redoxniho stavu mohou
pusobit pouze kratky ¢as nebo se vyskytuji trvale. Nizkd hladina oxida¢niho stresoru vede ke
zméndm bunécné proliferace, navic mize oxidacni stres ovlivnit intracelularni komunikaci
prostiednictvim ,,gap junctions® (Halliwell et Gutteridge, 2007). Ve vysokych koncentracich
se v§ak ROS stava vyznamnym mediatorem poskozeni bunééné struktury (Valko et al., 2007).
Casto neni mozné uréit prvotni cil, protoze se mechanismy vzajemné piekryvaji a dopliuji.
Prvotni cil oxida¢niho stresu se 1isi i v zavislosti na typu burnky, typu stresu a jeho sile

(Halliwell et Gutteridge, 2007).

1.4.1. Poskozeni DNA

Oxidac¢ni poskozeni DNA zplsobuje modifikaci purinovych a pyrimidinovych bazi,
deoxyribozové kostry nebo propojeni s jinou molekulou (,,cross-linking®). Pozménéna
struktura DNA se stava potencialnim mutagenem, piispivda ke vzniku rakoviny,
Kk pted¢asnému starnuti a k rozvoji degenerativnich onemocnéni (Ott et al., 2007).

Vyznamnym cilem ROS je mitochondridlni DNA (mtDNA), kterd koduje 13
polypeptidli, 22 transferovych RNA (tRNA) a 2 ribozomdlni RNA (rRNA), které jsou
vSechny nezbytné pro transport elektront a tvorbu ATP oxidac¢ni fosforylaci. Projevuje se tak
nedostatek ATP a NAD" (Halliwell et Gutteridge, 2007). Oxidaéni poskozeni vyvolané ROS
je pravdépodobné hlavnim zdrojem nestability mitochondrialniho genomu, coz vede v

bunkach k respira¢ni dysfunkci a také podpofie starnuti (Ott et al., 2007).
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1.4.2. Poskozeni proteint

Hlavnim mechanismem toxicity O, je pfima oxidace a inaktivace Fe-S proteint, napf.
akonitazy, a soucasné zvySeni hladiny zeleza v daném kompartmentu. Vznik inaktivni
skupiny [3Fe-4S"] zptsobuje soudasny nartst Fe?* a H,O,. Produkce Fe** a H,0,, soudasti
Fentonovy a Haber-Weissovy reakce, tak vede k tvorb¢ silnych hydroxylovych radikald, které
mohou nasledné¢ také oxidovat mitochondrialni proteiny, DNA a lipidy a tim zesiluji oxida¢ni
poskozeni vyvolané O,". Mitochondrialni akonitdza ma kli¢ovou roli v Krebsové cyklu,
katalyzuje pfeménu citratu na isocitrat. Jeji inhibice tak vede k dysfunkci Krebsova cyklu a
ma vliv na produkci energie a Zivotaschopnost bunky.

O," muze inaktivovat i jiné Fe-S proteiny, jako NADH-dehydrogenazu komplexu 1.

Oxidované proteiny jsou rozpoznavany proteazami a nasledné degradovany. (Ott et al., 2007).

1.4.3. Poskozeni lipida

Tvorba ROS a stimulace peroxidace lipidii v mitochondrii mlze vést az k zastaveni
jejiho metabolismu. Peroxidy lipidd ovliviiuji Zivotni funkce mitochondrii, napf. respiraci,
oxidacni fosforylaci, vlastnosti vnitfni membrany, udrzovani membranového potencialu
(AW¥y,) a kapacitu Ca®* naraznikového systému. Produkty peroxidace lipidi mohou ménit i
ochranou bariérovou funkci membrdn interakci s jejimi proteiny piimo nebo nepifimo
interakci s lipidy membrany (Ott et al., 2007).

Extrémné citlivé k oxidaci jsou polynenasycené mastné kyseliny residui fosfolipidu.
Vznikajici peroxylové radikaly (ROO’) se méni cykliza¢ni reakci na endoperoxidy
(prekurzory malondialdehydu) a vyslednym produktem peroxidace je malondialdehyd
(MDA). Dalsim vyznamnym produktem peroxidace lipida je 4-hydroxy-2-nonenal (HNE).
MDA je mutagenni. HNE je mutagenni jen slabé, ale zfejmé hlavnim toxickym produktem

peroxidace lipidt (Valko et al., 2007).

1.4.4. Poruchy metabolismu ionti v buiikach

ROS mohou poskodit pohyb iontd riznymi zptisoby:

1) ovlivnénim redoxni regulace gent kodujicich proteiny iontovych kanald,
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2) ovlivnénim redoxni regulace proteinti iontovych kanali samotnych, napf. oxidace
nebo redukce thiolovych skupin nebo nitrace tyroxinu modulujici funkei kanalu,

3) sekundarnim efektem, kdy zména aktivity jednoho iontového kanalu mize zpusobit
otevieni nebo uzavieni jiného kandlu v disledku nerovnovahy iontti a/nebo zmén
membranového potencialu.

Oxidac¢ni stres muze posSkodit proteiny podilejici se na udrzeni iontového gradientu
mezi buitkami a extracelularnim prostfedim. Na*, K'-ATPazovy systém (téZ sodikova pumpa)
plazmatické membrany vyuZiva energii vznikajici hydrolyzou ATP pro export Na* a import
K*. Tento enzym obsahuje zdkladni katalytické skupiny —SH, které jsou citlivé k oxidaénimu
ataku, a je tak pfimo inaktivovan ROS. Draslikové kanaly jsou napadany RS a aldehydy
produkovanymi b&hem peroxidace lipidi. K* kanaly jsou nezbytné pro elektrickou aktivitu
neuronll a srdecnich bunck, nezbytné jsou 1 pro dals$i buiiky, napt. T-lymfocyty, pticné
pruhované svalstvo a bunky epitelu. Efekt ROS se li§i v zavislosti na kanalu 1 na konkrétnim
ROS, nékdy se K* kanal otevie, jindy je jeho funkce inhibovana.

Zmeéna iontové rovnovahy bunky muize zpisobit i zmény bunécného objemu, které
vedou k porucham funkce. Vyznamnym iontem je zde piedevs§im vapnik. Za normalnich
okolnosti je intracelularni hladina volného Ca?* nizka. Véapnik je uskladnén v mitochondriich
a endoplasmatickém retikulu nebo navazan na proteiny cytoplazmy. Prechodné zvyseni
hladiny volného Ca?* reguluje fadu fyziologickych procesii, jako je bunécéna proliferace a
uvoliiovani neurotransmiterti. Neregulovatelny riist intracelularni hladiny Ca?* viak vede

k poskozeni buriky a jejimu zaniku (Halliwell et Gutteridge, 2007).

1.4.5. Poskozeni mitochondrii a endoplazmatického retikula

Mitochondrie jsou povaZovany za hlavni intracelularni zdroj ROS a stavaji se tak také
primarnim cilem ni¢ivych efekt ROS (Ott et al., 2007).

Pisobenim oxida¢niho stresu je poSkozena regulace metabolismu Ca®, coz vede ke
zvyseni jeho hladiny. ROS poskozuji systém vychytavani Ca** endoplazmatickym retikulem a
oxidaci —SH skupin membranovych kanalti zasahuji do pohybu Ca?* pfes plazmatickou
membranu (Halliwell et Gutteridge, 2007). Nariist mitochondridlniho Ca®* stimuluje dalsi
tvorbu ROS. Ptimo nebo zvySenim oxidace NAD(P)H se tak zesiluji signaly podporujici
zménu permeability membrany (tzv. mitochondrial permeability transition - MPT). Za

fyziologickych podminek je MPT vratny d¢j, diky kterému se mitochondrie stdva volné
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propustnou pro slouceniny o molekulové hmotnosti vétsi nez 1500 Da (Lemasters et al.,
1999). MPT vede Kk otevieni porti vnitini membrany a poruseni membranového potencialu.
Kdyz se slouceniny (jako napt. mitochondrialni GSH a Ca2+) uvolni pory z matrix, dochazi
Kk poruSeni osmotické rovnovahy a mitochondrie bobtna. Pfi MPT se zastavi syntéza ATP a

cely proces vede k buné¢éné smrti (Halliwell et Gutteridge, 2007).

1.4.6. Buné¢éna smrt

Jestlize se buinika vyskytuje v prostiedi, které je neslucitelné s jeji existenci, pak
zanikd. Bézné se setkavame se dvéma zdkladnimi typy bunécné smrti, tedy smrti
katastrofickou ¢i neprogramovanou (nekréza) a smrti cilenou neboli programovanou
(apoptoza) (Necas et al., 2000). Zatimco nejCastéjSim induktorem apoptdzy je slaby oxidacni
stres, vysoké hladiny ROS vedou k nekroze (Hoidal, 2001).

K nekroéze dochézi, pokud se soucasné projevi rizné akutni formy poskozeni bunky.
Jednou z prvnich zmén pii nedostatku kysliku nebo pii inhibici metabolismu je tvorba
vyénélkli plasmatické membrdny, oznacovanych v anglictiné jako blebs. Tyto ,,bleby*
obsahuji cytosol a endoplazmatické retikulum, ale neobsahuji vétsi organely, jako jsou
mitochondrie.

Az do tohoto okamziku je bunééné poskozeni reverzibilni. Ireverzibilnim se stava
v okamziku, kdy vycnélek plazmatické membrany praskne. Dochazi k poruSe permeability
plazmatické membrany, k uvolnéni intracelularnich enzyml a metaboliti a ke kolapsu
elektrického a iontového gradientu membrany (Lemasters et al., 1999). Kone¢nym procesem
byva nejCastéji rozlozeni bunécnych struktur a makromolekul enzymy, které se uvolni
Z lysozomt (autolyza bunky) (Necas et al., 2000). K ruptufe membrany hepatocytli, myocytl
a sinusoidalnich bun¢k endotelu dochézi az po piechodu do metastabilniho stavu (Lemasters
etal., 1999).

Dochazi-li k nekroze bunék v mnohobunééném organismu, reaguje okolni tkan zpravidla
zanétlivou reakcei (Necas et al., 2000).

Apoptoza, aktivni, geneticky regulovand forma bunééné smrti, je soucasti bunécného
zaniku béhem organogeneze i kontroly bunécné proliferace a diferenciace v jiz hotové tkani,
stejné jako béhem patogeneze riznych onemocnéni (Gogvadze et al., 2006). Apoptéza neni

narozdil od nekrozy doprovadzena zancty, jizvenim a uvolfiovanim bunééného obsahu
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(Lemasters et al., 1999). Tato forma bunécné smrti je zavisla na ATP, ktery je za normalnich
aerobnich podminek tvofen v mitochondriich (Sardao et al., 2007).

Béhem apoptozy se jednotlivé buniky izoluji od svého nejbliz§iho okoli a poté je zahajen
charakteristicky sled strukturnich a biochemickych zmén. Ty zahrnuji bunééné smrstovani,
zmeény lipidi plazmatické membrany, kondenzaci chromatinu, degradaci internukleozomalni
DNA a uvoliiovani na membranu navazanych ¢astic cytoplazmy obsahujicich ultrastrukturalni
organely a chromatin. Apoptoticka téliska jsou vychytavdna sousednimi buikami a
makrofagy.

Také v procesu apoptdzy se uplatituje MPT. Narozdil od nekrozy, kdy dochazi pfti silném
naporu MPT k nedostatku ATP, se apoptdza rozviji za situace, kdy je MPT ptitomno bez
vyCerpani ATP (Lemasters et al., 1999).

Kli¢ovou roli v regulaci apoptézy hraji mitochondrie. Pfesnéji, uvoliiovani riznych
proapoptotickych proteind, které jsou za normalnich okolnosti pfitomné v intermembranovém
prostoru téchto organel, bylo pozorovano v Casnych stadiich apoptdzy. Mezi tyto proteiny
patii slozka mitochondrialniho fetézce, cytochrom c, ten interaguje s molekulou Apaf-1
(apoptotic protease activating factor 1), coz vede k fetézci dalSich reakci koncicich apoptézou
(Gogvadze et al., 2006).

Ve tkénich poskozenych ischemii, toxickymi chemikaliemi nebo virovou infekei se ¢asto
soucasn¢ objevuje jak apoptdza tak nekrdza. Bylo zjiSténo, ze pfitomnost obou typil bunécné
smrti se nemusi projevit jen ve stejné tkani, ale dokonce i v jedné buiice. Novy pojem,
nekroptéza, byl pouzit pro zdlraznéni procesu, ktery zacina béznym signalem nebo
toxickym stresem, pokracuje dil¢imi drahami a vrcholi lyzou bunky (nekr6zou) nebo

programovanou resorpci (apoptodza) v zavislosti na modifikujicich faktorech (Lemasters et al.,
1999).
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2. Cile diplomové prace
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Studium potencialnich protektivnich ucinkd nové série chelator zeleza odvozenych
od salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazonu (SIH) na bunééné linii potkanich
embryonalnich kardiomyoblasti H9c2 vystavené oxidacnimu stresu vyvolaného

pusobenim 200 uM t-BHP

Charakterizace vlastni cytotoxicity této série novych latek pti kratkodobé (24 hodin) a
dlouhodobé (72 hodin) inkubaci H9¢2 bun¢k

Porovnani a rozbor protektivnich a toxickych vlastnosti nové série chelatorti zeleza a

jejich srovnani s vlastnostmi referencni latky - SIH
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3. Metodicka ¢ast
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3.1. Pristrojové vybaveni

3.1.1. Zarizeni pro sterilni praci a kultivaci bunéc¢né linie H9¢c2

* vodni lazen Memmert WB 14 LV (Memmert, Némecko)

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

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

» plastové sterilni kultiva¢ni naddoby T75, Petriho misky 150 mm, 96-jamkové a 12-
jamkové mikrotitraéni kultivaéni desti¢ky s plochym dnem (Gama, Ceska republika)

= laboratorni sklo sterilni (Thermo Fisher Scientific, Ceska republika)

= plastové sterilni zkumavky o riizném objemu (TPP, Svycarsko)

» mikrozkumavky 0,5 a 1,5 ml (Eppendorf, Némecko)

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

= sérologické sterilni pipety riizného rozsahu (TPP, Svycarsko)

» automatické pipety Eppendorf research rizného rozsahu (Eppendorf, Némecko)

» pipeta elektronicka 8-kanalova e-PET BioHit 50-1200 ul (Biohit, Finsko)

» sterilni Spicky riizného rozsahu (Memmert, Némecko)

3.1.2. Invertovany epifluorescen¢ni mikroskop

Pro mikroskopii na fidzovém rozhrani a fluorescen¢ni mikroskopii byl pouzit
invertovany mikroskop Nikon Eclipse TS 100 s objektivem Nikon 10x/0,25 (Nikon,
Japonsko). Fotografie byly potizeny kamerou COOL-1300Q (VDS Vosskiihler, Némecko) se
softwarem NIS-Elements AR 2.20 (Laboratory Imaging, Ceska republika) a se zdrojem UV
Nikon S-CHG se rtutovou lampou a filtry Texas Red (TxR), FITC a DAPI (Nikon,
Japonsko).

3.1.3. Cte¢ka 96-jamkovych mikrotitra¢nich desti¢ek

Pro spektrofotometricka stanoveni byla pouzita ¢tecka Infinite M 200 s optickym

hranolem (Tecan, Rakousko).
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3.1.4. Ostatni laboratorni vybaveni

= analytické vahy ScalTec SBC 22

= laboratorni tfepacky vortex (Thermo Fisher Scientific, Ceska republika)

= laboratorni sklo (Thermo Fisher Scientific, Ceska republika)

= plastové zkumavky o riizném objemu (TPP, Svycarsko)

*» mikrozkumavky 0,5 a 1,5 ml (Eppendorf, Némecko)

= automatické pipety Eppendorf research razného rozsahu (Eppendorf, Némecko)

= $picky rizného objemu (Eppendorf, Némecko; BioHit, Finsko)

3.2. Reagencie a chemikalie

=  ADS pufr o pH 7,4 (NaCl 116 mM, KCI 5,3 mM, MgS0,.7 H,0 1,2 mM, 1,13 mM,
HEPES 20 mM)

* dimethylsulfoxid > 99,9% (DMSO, Sigma)

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

= formaldehyd 36,3% (Penta)

* Fosfatovy pufr tablety (PBS, Sigma)

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

* neutrdlni Cerven roztok 3,3 g/l (Sigma)

= peroxid vodiku 3% roztok (H,O,, Fluka)

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

= Hoechst 33342 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA)

= propidium iodid (PI, Molecular Probes, Eugene, OR, USA)

= tert-buthylhydroperoxid 70% roztok (t-BHP, Sigma)

* trypanova modf (Sigma)

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

= (E)-N’-(1-(2-hydroxy-7-oxo-7,8-dihydronaftalen-1-yl)ethyliden)isonikotinohydrazid
(AHC-INH, katedra anorganické a organické chemie, Farmaceuticka fakulta,
Univerzita Karlova)

= (E)-N"-(1-(5-chloro-2-hydroxyfenyl)ethyliden)isonikotinohydrazid (CAF-INH,

katedra anorganické a organické chemie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita Karlova)
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» (E)-N’-(1-(2-hydroxyfenyl)ethyliden)isonikotinohydrazid (2-HAF-INH, katedra
anorganické a organické chemie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita Karlova)

» (E)-N"-(1-(2-hydroxyfenyl)propyliden)isonikotinohydrazid (2-HPF-INH, katedra
anorganické a organické chemie, Farmaceutické fakulta, Univerzita Karlova))

» (E)-N’-(1-(2,4-dihydroxyfenyl)ethyliden)isonikotinohydrazid (2,4-DHAF-INH,
katedra anorganické a organické chemie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita Karlova)

» (E)-N"-(2,6-dihydroxyfenyl)ethyliden)isonikotinohydrazid (2,6-DHAF-INH, katedra
anorganické a organické chemie, Farmaceutickd fakulta, Univerzita Karlova)

» (E)-N’-(1-(5-acetyl-2,4-dihydroxyfenyl)ethyliden)isonikotinohydrazid (4,6-DAR-INH,
katedra anorganické a organické chemie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita Karlova)

= (E)-N"-(1-(2-hydroxy-4-methoxyfenyl)ethyliden)isonikotinohydrazid (HMAF-INH,
katedra anorganické a organické chemie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita Karlova)

= (E)-N"-(1-(2-hydroxy-5-nitrofenyl)ethyliden)isonikotinohydrazid (HNAF-INH,

katedra anorganické a organické chemie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita Karlova)

Struktura a Cistota latek pfipravenych na katedie anorganické a organické chemie
Farmaceutické fakulty byla potvrzena *H a *C NMR spektry (Varian Mercury-Vx BB 300) a
infracervenymi spektry (Nicolet Impact 4), teploty tani byly méfeny pomoci piistroje Biichi
B-545.

Pro pfipravu vSech reagencii a pracovnich roztokll byla pouzita ultradestilovana voda,
vyjimkou jsou zasobni roztoky chelatort zeleza (AHC-INH, CAF-INH, 2-HAF-INH, 2-HPF-
INH, 2,4-DHAF-INH, 2,6-DHAF-INH, 4,6-DAR-INH, HMAF-INH, HNAF-INH a SIH),
které byly ptipraveny v DMSO.

VSechny pracovni roztoky byly pfipravovany ad hoc. Zasobni roztoky chelatori byly po

ptipravé zamraZeny (-25°C), aby se pfedeslo kontaminaci vzdusnou vlhkosti z prostfedi.
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Obr 2: Chemicke struktury salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazonu (SIH) a od né&;j

odvozenych novych aroylhydrazonovych chelatort zeleza.
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3.3. In vitro cytotoxicitni experimenty

3.3.1. Bunécna linie H9¢2

Veskeré pokusy byly provadény s pouzitim bunééné linie H9c2 (American Type
Culture Collection, Rockville, MD, USA), ktera byla odvozena z embryonalnich potkanich
srdecnich myoblasti. H9¢c2 je nenadorova linie, kterou stale Castéji pouziva fada laboratofi
jako relevantni in vitro model srde¢ni tkané. Jeji hlavni vyhodou je pasazovatelnost a tim i

snadnd dostupnost velkého poctu bunék.

3.3.2. Reagencie a kultivaéni média

= Dulbeco Modified Eagle’s Medium (DMEM, BioWhitaker nebo Sigma)

» fetalni bovinni sérum (FBS, Lonza, Belgie)

= fosfatovy pufr tablety (PBS, Sigma)

» HEPES roztok 1M (Sigma)

= penicilin-streptomycin 100x koncentrovany roztok (P/S, pouzivany v koncentraci 10
000 jednotek/ml penicilinu a 10 mg/ml streptomycinu, Lonza)

= trypsin-EDTA 10x koncentrovany roztok (pouzivany jako 0,5% trypsin a 0,02%EDTA

roztok, Lonza)

Zasobni roztoky P/S a trypsin-EDTA byly pfed pouZitim nafedény PBS. VSechny

roztoky byly uchovavany v chladu a pracovalo se s nimi v aseptickém prostiedi.

3.3.3. Kultivace, pasaZovani a prace s bunécnou linii H9c2

Buiiky byly kultivovany ve sterilnich plastovych kultivacnich nddobach T75 nebo na
Petriho miskach. Kultivace byla provadéna s DMEM obsahujicim pyruvat (BioWhitaker), ke
kterému bylo pfidano 10% FBS, 1% HEPES a 1% P/S. Pro oplach buné&k pfed pasdZovanim
byl pouzivan PBS pufr. Kultivatni nadoby s buitkami byly po celou dobu uchovéavany
Vv termostatu pii 37°C a v prostiedi tvofeném z 95% vzduchem a 5% CO;. Pro zachovani
morfologickych vlastnosti bun€k se pravidelné kazdy 3. -4. den, kdy bylo dosazeno asi 80 -

90% konfluence, provadéla pasaz.
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Buiiky byly nasazovany na 96-jamkové kultivaéni desticky v poctu 10 000 na jamku.
24 hodin po nasazeni bylo nutné provést vyménu média s obsahem FBS za médium bezsérové
(SFM), tvofeného DMEM neobsahujicim pyruvat (Sigma), 1% HEPES a 1% P/S. Vymeéna
byla provedena z toho divodu, Ze rastové faktory obsazené v FBS stimuluji proliferaci bunék
H9c2 a tim by mohlo dojit ke =zkresleni vysledki kombinaci cytotoxického a
antiproliferativniho plsobeni studovanych latek. Takto byly buiky pied vlastnimi

experimenty inkubovany dalsich 24 hodin.

3.3.4. Stanoveni poctu Zivych bunék pocitinim na Biirkerové komiirce

Pocet zivych bunck byl zjistovan pocitanim na Biirkerové komtrce, na kterou byla
aplikovana smés bunck v 0,2 % roztoku trypanové modfi. Vyuzivéa se zde schopnosti zivych
bunck odstraiiovat ze svého nitra trypanovou modf, kterd sem samovolné prostoupila. Na
modrém pozadi tak v mikroskopu jasné¢ vidime svétlé kulovité utvary - zivé buiky. Mrtvé
buiiky maji barvu stejnou jako pozadi, a proto je 1ze snadno odlisit.

Bunky byly pfed vlastnim stanovenim inkubovany po dobu péti minut se stejnym
objemem 0,4% roztoku trypanové modri. Na obé pocitaci plochy Biirkerovy komurky se tato
smés nanesla v mnozstvi 10 pl. Vysledny soucet v 10 ¢tvercich vynasobeny 2000 se rovnal

po¢tu bunék v 1 ml suspenze.

3.4. Usporadani pokust

Pro vlastni pokusy, tedy stanoveni protekce nebo toxicity, byly buniky nasazeny na 96-
jamkovou desti¢ku s plochym dnem v koncentraci 10 000 bun¢k na jamku ve 100 ul DMEM
s 10% FBS vzdy 48 hodin pfed vlastnim experimentem. Suspenze pro nasazeni na 96-
jamkovou desticku byla ziskdna fedénim zakladni suspenze, u které se stanovil pocet bunck
na Biirkerové komtirce.

Médium se sérem bylo vyménéno 24 hodin po nasazeni za 200 ul SFM a totéZ se
opakovalo 1 pfed vlastnim pokusem. Inkubace s touto smési trvala 24 nebo 72 hodin, poté
nasledovalo stanoveni bunécné zivotaschopnosti.

Pro fotografickou dokumentaci byly buiky nasazeny na 12 jamkovou kultivaéni
desticku v koncentraci 75 000 buné€k na jamku v 1 ml sérového média. Suspenzi pro nasazeni

na 12 jamkovou desticku jsme opét ziskali zfedénim zakladni suspenze po urceni poctu bunék
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na Biirkerové komurce. Po 24 hodindch bylo médium vyménéno za 1 ml SFM a po dalSich 24
hodinach za 1 ml SFM se stanovovanymi latkami. Fotografie byly potizeny po ukonceni 24-
hodinové inkubace se stanovovanymi latkami. Fluorescen¢ni sondy byly k buiikkam ptidany

vV dobé experimentu, kdy bylo SFM vyménéno za Ciry a nefluoreskujici ADS puft.

3.5. Statistické analyza a vypocty hodnot ECs a I1Cs

Pro statistickou analyzu dat byl pouzit software SigmaStat for Windows verze 3.0.1.
(SPSS, USA). Pro analyzu variability dat byla pouzita metoda One Way ANOVA.

Pro stanoveni hodnot ICsy (koncentrace studovaného chelatoru, pti které dochazi k
50% snizeni bunécné Zivotaschopnosti oproti kontrole) a ECsp (koncentrace studovaného
chelatoru, pii které dochazi k protekci na 50% kontrolnich hodnot) a byl pouzit software

CalcuSyn verze 2.0 (Biosoft, Velka Britanie).

3.6. Studium protekce bunék H9¢2 novymi chelitory Zeleza pred

modelovym oxida¢nim poskozenim

Stanoveni protektivniho uc¢inku jednotlivych koncentraci chelator bylo provedeno po
24-hodinové koinkubaci bun¢k se vzriistajici koncentraci chelatoru a 200 uM t-BHP na 96-
jamkové desticce s plochym dnem. Pracovni roztoky chelatord (100, 10 a 1 mM roztoky v
DMSO) byly k buiikam pfidany spole¢né se SFM a dodrzeni 0,1% finalni koncentrace DMSO
u vSech experimentalnich i kontrolnich skupin. Pracovni roztok t-BHP byl poté pipetovan do
jednotlivych jamek pfimo.

Schéma pokusu: 1x slepy vzorek (negativni kontrola viability - buniky inkubované s 3
mM H0,), 4x kontrola (100% viabilita), 1x 200 pl t-BHP a vzristajici koncentrace chelatorti
(uM): 0,3; 1; 3; 10; 30; 100.

3.7. Stanoveni vlastni toxicity novych chelatori Zeleza

Stanoveni vlastni toxicity studovanych latek bylo provadéno po 24- a 72-hodinovych
inkubacich buné€k s chelatory na 96-jamkovych desti¢kdch Pracovni roztoky chelatorii se

ptidavaly k buitkdm spolu se SFM a DMSO (0,1 %). Pro hodnoceni toxicity za 24 hodin byly

vSechny chelatory aplikovany v jednotné koncentraci 100 puM (maximalni dosazitelna

46



koncentrace pro rozpusténi vSech chelatorll) a tyto experimenty byly provadény soucasné s
hodnocenim cytoprotekce.

Pro zhodnoceni dlouhodobé toxicity (inkubace 72 h) byla pouzita fada zvySujicich se
koncentraci chelator. Schéma pokusu: 1x slepy vzorek, 5x kontrola a vzristajici koncentrace

chelatoru (uM): 0,3; 1; 3; 10; 30; 100.

3.8. Stanoveni Zivotaschopnosti bunék H9¢2 pomoci vychytavani neutralni
cervené

Zivotaschopnost bundk byla stanovovana spektrofotometrickym méfenim absorbance
roztoku neutralni ¢ervené na Ctecce mikrotitracnich desti¢ek Tecan Infinite M 200. Princip
stanoveni je zalozen na skutecnosti, Ze zivé buiniky vychytavaji neutrdlni cerven z média do
lysozomti, zatimco mrtvé bunky nikoliv. Po lyze bunék se neutralni Cervein uvoliiuje do
roztoku a jeji mnozstvi tak odpovida poctu zivych buné¢k.

Po ukonceni inkubace (24 nebo 72 hodin), bylo z jamek mikrotitracni desticky odséato
100 pl média a ptidano 100 pl roztoku neutralni cervené (80 pg/ml), tak aby vysledna
koncentrace neutrdlni ¢ervené byla 40 pg/ml. Nasledovala tfihodinova inkubace v termostatu
pii 37°C v prosttedi 95% vzduchu a 5% CO,. Po tfech hodindch bylo odstranéno veskeré
médium a do jamek bylo pfidano 100 pl fixacniho roztoku (1% roztok CaCl; v 0,5%
formaldehydu). Inkubace s fixa¢nim roztokem pii pokojové teploté trvala 15 minut. Po
uplynuti dané doby byl roztok odstranén a bunky byly dvakrat oplachnuty 50 ul PBS.
Nasledné byly bunky inkubovany s 200 ul lyza¢niho roztoku (1% ledové kyseliny octové
Vv 50% etanolu) 15 minut pii pokojové teploté a dalSich 15 minut tfepany na tfepacce pfi
teploté 25°C. Poté byla odectena absorbance pii 540 nm. Od naméfenych hodnot absorbance
byla odectena hodnota slepého vzorku. Vysledné hodnoty jsou vyjadieny jako procenta
kontroly (kontrola = 100% zivotaschopnych bunék). Slepy vzorek byl primérem hodnot
absorbance namétenych v jamkéch, do kterych byl k buikdm pfidan roztok H»O, (finalni

koncentrace 3 mM).
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3.9. Fotograficka dokumentace protektivnich tucinki chelatort na buikach
HOc2

3.9.1. Metody fotografické dokumentace

Fotografickd dokumentace byla pofizena za pomoci fluorescenéni mikroskopie se
sondami Hoechst 33342 a propidium jodidem s pouzitim 10x objektivu.

Buniky pro dokumentaci byly pfipraveny podle jiz zminéného schématu a inkubovany po
dobu 24 hodin se studovanou latkou.

Hoechst 33342 je modfe fluorescencni sonda (Aex = 360 nm, Aeyy = 460 nm), kterd barvi
bunécna jadra. Pomoci této sondy lze identifikovat i1 apoptotické buiiky, u kterych doslo ke
kondenzaci chromatinu a pravé kondenzovany chromatin vykazuje intenzivngjs$i zabarveni.
Propidium jodid (PI) je ¢ervené barvivo vazici se na DNA (hex = 560 nm, Aeyy = 630 nm). Pl
neni schopen prostupovat plazmatickou membranou Zzivych bunck, ale prochézi do
nekrotickych , ptipadné pozdné apoptotickych bunék a barvi jejich jadra, coz se projevi jako

¢ervena fluorescence.

3.9.2. Inkubace H9¢c2 bunék s fluorescenénimi sondami Hoechst 33342 a PI
Po 24 hodinové inkubaci se studovanou latkou bylo buitkdm odebrano SFM a vyménéno

za 1 ml ADS pufru s3 pg.ml™ Hoechst 33342 a 3ug.ml™ PI. Stouto smési byly buiky

inkubovany 15 minut pfi pokojové teplote.
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4. Vysledky
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4.1. Fotograficka dokumentace

Porovnani protekce H9c2 bunék pred oxida¢nim poskozenim 200 pM t-BHP pomoci

SIH a 2-HAF-INH

Na fotografiich bun¢k znac¢enych sondami Hoechst 33342 (modra fluorescence) a PI
(Cervend fluorescence) pofizenych po 24 hodinové inkubaci H9c2 bunck s oxida¢né
pusobicim t-BHP a 10 a 30 uM koncentracemi chelator zeleza SIH a 2-HAF-INH je jasné
viditelnd davkove zéavisla ochrana bunck. Fotografie ukazuji ochranu bunék pfi pouziti jiz
diive testovaného chelatoru Zeleza SIH a nového chelatoru Zeleza 2-HAF-INH, u kterého byly
ve srovnani se SIH prokéazany lepsi protektivni G€inky ptfed oxida¢nim poSkozenim. Tmavée
modrou fluorescenci vykazuje chromatin v jadrech zivych bunék, svétle modré kulovité
utvary predstavuji bunky v ¢asném stadiu apoptozy, Cervena fluorescence naopak oznacuje
jadra bunék nekrotickych, pfipadné pozdné apoptotickych. Chelator Zeleza 2-HAF-INH mél
v koncentraci 10 pM (obr. 4.3.b) zietelné vyssi protektivni uc¢inky nez SIH (obr. 4.3.a), u
koncentrace 30 uM pouzitého chelatoru jsou jiz vysledky protekce obou latek srovnatelné
(obr. 4.4.a, 4.4.b) Pro srovnani vysledki protekce byly pouzity fotografie kontrolnich bun¢k
(bez ptidanych latek) (obr. 4.1.) a bunék inkubovanych se samotnym t-BHP (obr. 4.2.).

Obr. 4.1.: Kontrolni buiiky po 24 hodinach. Obr. 4.2.: H9¢2 bunky inkubované 24 hodin
s 200 uM t-BHP

50



Obr. 4.3.a: H9¢2 buiky koinkubované Obr. 4.3.b: H9¢2 bunky koinkubované
24 hodin s 200 uM t-BHP a 10 uM SIH 24 hodin s 200 puM t-BHP a 10 uM 2-HAF-
INH

Obr. 4.4.a: H9¢c2c buiiky koinkubované Obr. 4.4.b: H9¢2 buiky koinkubované 24
24 hodin s 200 uM t-BHP a 30 uM SIH hodin s 200 uM t-BHP a 30 uM 2-HAF-INH
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4.2. Studium uéinku chelatoru zeleza STH

4.2.1. Protekce pred toxicitou t-BHP

Po 24 hodinové inkubaci H9¢c2 bunék s 200 uM t-BHP a vzrustajici koncentraci
chelatoru zeleza SIH byla za pouziti testu vychytavani neutralni Cervené zjiSténa statisticky
vyznamnd, davkové zavisla protekce H9¢c2 bunck pied oxidaénim poSkozenim a naslednou
bunécnou smrti. Statisticky vyznamné zvySeni bunécné viability bylo pozorovano od
koncentrace 10 uM SIH. Hodnota ECsg (koncentrace SIH, ktera byla schopna snizit toxicitu
t-BHP na 50%) byla vypoctena 18,2 uM (tab. 5.1.). Maximalni protekce pii vystaveni bunék
200 uM t-BHP bylo dosazeno pii pouziti nejvyssi koncentrace SIH (100 uM), kdy bylo

dosazeno 66% urovné viability kontrolnich bunék (100%).
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Obr. 4.5.: Viabilita H9¢2 bunék po 24 hodinové inkubaci s 200 uM t-BHP a v
kombinaci t-BHP se vzrustajici koncentraci SIH (0,3 - 100 uM).
N = 6 experimentd. Statisticky vyznamné odlisné vysledky (ANOVA; P < 0,01) oproti
kontrolni skupin€ jsou oznafeny symbolem *, oproti skupin¢ inkubované s 200 uM t-BHP

pak symbolem #. Data jsou uvadéna jako primérna hodnota se standardni chybou.
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4.2.2. Hodnoceni vlastni toxicity
Po 24 hodinové inkubaci H9c2 bunék s cheldtorem SIH v koncentraci 100 uM byl

pozorovan statisticky vyznamny pokles viability na 55% kontrolnich hodnot (obr. 5.2.). Po 72
hodinové inkubaci H9c2 bun€k se vzrustajici koncentraci SIH bylo pozorovano mirné a
statisticky nevyznamné sniZzeni bunécné viability pti 3 uM a 10 uM koncentraci SIH.
Nasledovalo vyrazné a statisticky vyznamné snizeni viability bunék pii pouziti koncentraci 30
uM a 100 uM. Hodnota ICsy (koncentrace SIH, ktera zptsobila snizeni viability na 50%
kontrolni hodnoty) byla stanovena 29,7 uM (tab. 5.1.).

125+

~100+
75+
*

50+ *

25- Z

0

O 03 1 3 10 30 100
Koncentrace SIH (uM)

Bunécna viabilita

(% kontroly

Obr. 4.6.: Viabilita bunék H9¢2 72 hodin po expozici vzristajicim koncentracim

SIH
N = 5 experimentl. Statisticky vyznamné odlisné vysledky oproti kontrolni skupiné

(ANOVA, P <0,01) jsou oznaceny symbolem *. Data jsou uvedena jako primérna hodnota se

standardni chybou.
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4.3. Studium ucéinku chelatoru zeleza 2-HAF-INH

4.3.1. Protekce pred toxicitou t-BHP

Za pouziti testu vychytavani neutrdlni cervené byla po 24 hodinové inkubaci H9¢c2
bunck s 200 uM t-BHP a vzriistajici koncentraci cheldtoru zeleza 2-HAF-INH zaznamenana
statisticky vyznamnda, davkové zavisla protekce H9c2 bunck pied oxidaénim poskozenim
nasledovanym bunécnou smrti. Od koncentrace 10 uM 2-HAF-INH bylo pozorovano
statisticky vyznamné zvySeni viability. Hodnota ECsy ( koncentrace 2-HAF-INH, ktera byla
schopna snizit toxicitu t-BHP na 50%) byla vypoctena 11,4 uM (tab. 5.1.). Maximalni
protekce pii ptisobeni 200 uM t-BHP bylo dosazeno pii pouziti koncentrace 2-HAF-INH 30
uM, kdy bylo dosazeno 90% trovng viability kontrolnich bun€k (100%).
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Obr. 4.7.: Viabilita H9¢2 bunék po 24 hodinové inkubaci s 200 uM t-BHP a v
kombinaci t-BHP se vzrustajici koncentraci 2-HAF-INH (0,3 - 100 uM).
N = 3 experimenty. Statisticky vyznamné odlisné vysledky (ANOVA; P < 0,01) oproti
kontrolni skupin€ jsou oznafeny symbolem *, oproti skupin¢ inkubované s 200 uM t-BHP

pak symbolem #. Data jsou uvadéna jako primérna hodnota se standardni chybou.
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4.3.2. Hodnoceni vlastni toxicity
Po 24 hodinové inkubaci H9¢c2 bunék s chelatorem 2-HAF-INH o koncentraci 100 pM

nebyl pozorovan zadny pokles viability (obr. 5.2.). Po ukonceni 72 hodinové inkubace H9c2
bun¢k se vzrustajici koncentraci 2-HAF-INH bylo zjisténo mirné a statisticky nevyznamné
snizeni bunécné viability pfi 3 uM koncentraci 2-HAF-INH. Nasledovalo statisticky
vyznamné snizeni viability bun€k pfi pouziti koncentrace 10 uM a k vyraznému poklesu
viability doslo po pouziti 30 uM a 100 uM 2-HAF-INH. Hodnota 1Csy (koncentrace 2-HAF-
INH, kterd zplsobila sniZeni viability na 50% kontrolni hodnoty) byla stanovena 12,2 uM
(tab. 5.1.).
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Obr. 4.8.: Viabilita bunék H9¢2 72 hodin po expozici vzristajicim koncentracim
2-HAF-INN
N = 3 experimenty. Statisticky vyznamné odlisné vysledky (ANOVA, P < 0,01) oproti
kontrolni skupin€ jsou oznaceny symbolem *. Data jsou uvadeéna jako priimérnd hodnota se

standardni chybou.
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4.4. Studium ucinki chelatoru Zeleza 2,4-DHAF-INH

4.4.1. Protekce pred toxicitou t-BHP

Za pouziti testu vychytavani neutralni ¢ervené byla potvrzena statisticky vyznamna,
davkove zavisla protekce H9c2 bunck pred oxidacnim posSkozenim a naslednou bunécnou
smrti po 24 hodinové inkubaci H9c2 bunc¢k s 200 uM t-BHP a vzrlstajici koncentraci
chelatoru zeleza 2,4-DHAF-INH. Statisticky vyznamné zvySeni bunétné viability bylo
pozorovano od koncentrace 3 uM 2,4-DHAF-INH. Hodnota ECs, (koncentrace 2,4-DHAF-
INH, ktera byla schopna snizit toxicitu t-BHP na 50%) byla stanovena 9,2 uM (tab. 5.1.).
Maximalni protekce pfi vystaveni bunck 200 uM t-BHP bylo dosaZeno pii pouziti nejvyssi
koncentrace 2,4-DHAF-INH (100 uM), kdy bylo dosazeno 76% trovné viability kontrolnich
bunék (100%).
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Obr. 4.9.: Viabilita H9¢c2 bunék po 24 hodinové inkubaci s 200 pM t-BHP a v
kombinaci t-BHP se vzrustajici koncentraci 2,4-DHAF-INH (0,3 - 100 uM).
N = 5 experimentl. Statisticky vyznamné odlisné vysledky oproti kontrolni skupiné
(ANOVA; P < 0,01) jsou vyznaceny symbolem *, oproti skupin¢ inkubované s 200 uM

t-BHP potom symbolem #. Data jsou uvadéna jako primérna hodnota se standardni chybou.
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4.4.2. Hodnoceni vlastni toxicity
Po 24 hodinové inkubaci H9c2 bunék s chelatorem zZeleza 2,4-DHAF-INH o

koncentraci 100 uM doslo k poklesu viability na 77% kontrolnich hodnot, nejedna se o
statisticky vyznamné snizeni. Mirného a statisticky nevyznamného snizeni bunécné viability
po 72 hodinové inkubaci H9c2 bunék se vzristajici koncentraci 2,4-DHAF-INH bylo
dosazeno ptfi 1 uM koncentraci 2,4-DHAF-INH, vyrazné a statisticky vyznamné snizeni
viability bun¢k bylo zaznamenano pfi pouziti 3 uM 2,4-DHAF-INH a koncentraci vysSich.
Hodnota ICsy (koncentrace 2,4-DHAF-INH, ktera zpusobila sniZzeni viability na 50%
kontrolni hodnoty) byla stanovena 2,6 uM (tab. 5.1.).
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Obr. 4.10.: Viabilita bunék H9¢2 72 hodin po expozici vzristajicim koncentracim
2,4-DHAF-INH
N = 3 experimenty. Data jsou uvedena jako primémd hodnota se standardni chybou.
Statisticky vyznamné odlisné vysledky oproti kontrolni skupin¢ (ANOVA, P < 0,01) jsou

oznaceny symbolem *.
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4.5. Studium ucinki chelatoru Zeleza 2,6-DHAF-INH

4.5.1. Protekce pred toxicitou t-BHP

Po 24 hodinové inkubaci H9c2 bunék se vzrustajici koncentraci chelatoru zeleza
2,6-DHAF-INH a s200 uM t-BHP byla za pouziti testu vychytdvani neutralni Cervené
zjisténa statisticky vyznamna, davkové zavisld protekce H9c2 bunék pred oxidaénim
poskozenim nésledovanym bunéfnou smrti. Statisticky vyznamné zvySeni viability bylo
pozorovano od koncentrace 30 uM 2,6-DHAF-INH. Hodnota ECs, ( koncentrace 2,6-DHAF-
INH, ktera byla schopna snizit toxicitu t-BHP na 50%) byla stanovena 48,3 uM (tab. 5.1.).
Maximalni protekce pifi pasobeni 200 puM t-BHP bylo dosazeno pii pouziti nejvyssi
koncentrace 2-HAF-INH 100 uM, kdy bylo dosazeno 75% trovné viability kontrolnich bun¢k
(100%).
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Obr. 4.11.: Viabilita H9¢c2 bunék po 24 hodinové inkubaci s 200 pM t-BHP a v
kombinaci t-BHP se vzrustajici koncentraci 2,6-DHAF-INH (0,3 - 100 uM).
N = 5 experimentl. Statisticky vyznamné odliSné vysledky oproti kontrolni skupiné
(ANOVA; P < 0,01) jsou vyznaceny symbolem *, oproti skupiné inkubované s 200 uM t-

BHP potom symbolem #. Data jsou uvadéna jako primérna hodnota se standardni chybou.
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4.5.2. Hodnoceni vlastni toxicity
Po 24 hodinové inkubaci H9¢2 bunék s chelatorem 2,6-DHAF-INH v koncentraci 100

uM byl pozorovan statisticky nevyznamny pokles viability na 79% kontrolnich hodnot (obr.
5.2.). Po 72 hodinové inkubaci H9¢c2 bun¢k se vzrustajici koncentraci 2,6-DHAF-INH bylo
zjisttno mirné a statisticky nevyznamné snizeni bunécéné viability pifi koncentraci
2,6-DHAF-INH 1 uM a 3 puM. Vyrazného a statisticky vyznamného snizeni viability bun¢k
bylo dosazeno pii pouziti 10 uM 2,6-DHAF-INH a koncentraci vyssich. Hodnota 1Cs
(koncentrace 2,6-DHAF-INH, ktera zpusobila snizeni viability na 50% kontrolni hodnoty)
byla stanovena 31,2 uM (tab. 5.1.).
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Obr. 4.12.: Viabilita bunék H9¢2 72 hodin po expozici vzristajicim koncentracim
2,6-DHAF-INH
N = 4 experimenty. Statisticky vyznamné odlisné vysledky (ANOVA, P < 0,01) oproti
kontrolni skupiné jsou oznaceny symbolem *. Data jsou uvadéna jako primérnd hodnota se

standardni chybou.
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4.6. Studium ucinku chelatoru zeleza HMAF-INH

4.6.1. Protekce pred toxicitou t-BHP

Po 24 hodinové inkubaci H9¢c2 bunék s 200 uM t-BHP a vzrustajici koncentraci
chelatoru zeleza HMAF-INH byla zaznamenéana statisticky vyznamnd, davkové zavisla
protekce H9c2 bunék pred oxidacnim poskozenim, které je nasledovdno bunéénou smrti.Pro
hodnoceni byl pouzit test vychytavani neutralni Cervené. Statisticky vyznamného zvySeni
viability bylo dosazeno od koncentrace 10 uM HMAF-INH. Hodnota ECs, ( koncentrace
HMAF-INH, ktera byla schopna snizit toxicitu t-BHP na 50%) byla vypo¢tena 21,2 uM (tab.
5.1.). Maximalni protekce pii pisobeni 200 uM t-BHP bylo dosaZzeno pii pouziti nejvyssi
koncentrace HMAF-INH, tedy 100 uM, kdy bylo dosazeno 87% trovn¢ viability kontrolnich
bunék (100%).
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Obr. 4.13.: Viabilita H9¢2 bunék po 24 hodinové inkubaci s 200 pM t-BHP a v
kombinaci t-BHP se vzrustajici koncentraci HMAF-INH (0,3 - 100 uM).
N = 5 experimenti. Statisticky vyznamné odlisné vysledky (ANOVA; P < 0,01) oproti
kontrolni skupin€ jsou oznafeny symbolem *, oproti skupin¢ inkubované s 200 uM t-BHP

pak symbolem #. Data jsou uvadéna jako prumérna hodnota se standardni chybou.
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4.6.2. Hodnoceni vlastni toxicity
Po 24 hodinov¢é inkubaci H9¢2 bunék s chelatorem HMAF-INH v koncentraci 100 uM

byl pozorovan pokles viability na 85% kontrolnich hodnot (obr. 5.2.). K mirnému a
statisticky nevyznamnému snizeni bunécéné viability po 72 hodinové inkubaci H9¢2 bunék se
vzrustajici koncentraci HMAF-INH doslo u 1 uM koncentrace HMAF-INH, vyrazné a
statisticky vyznamné snizeni viability bun¢k bylo zaznamendno pii pouziti 3 uM HMAF-INH
a koncentraci vysSich. Hodnota ICsy (koncentrace HMAF-INH, ktera zpisobila snizeni
viability na 50% kontrolni hodnoty) byla stanovena 9,5 uM (tab. 5.1.).

125+

2 _ 100
o >
®
; -Ig 75- *

c
ug g
B 9 50+ *
cC <
o 25+ * *

o

0O 03 1 3 10 30 100
Koncentrace HMAF-INH (uM)

Obr. 4.14.: Viabilita bunék H9¢2 72 hodin po expozici vzristajicim koncentracim
HMAF-INH
N = 4 experimenty. Data jsou uvadéna jako primémd hodnota se standardni chybou.
Vysledky, které jsou statisticky vyznamné odliSné oproti kontrolni skupiné¢ (ANOVA, P <

0,01), jsou oznaceny symbolem *.
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4.7. Studium uéinka chelatoru zeleza HNAF-INH

4.7.1. Protekce pred toxicitou t-BHP

Po 24 hodinové inkubaci H9¢c2 bunék s 200 uM t-BHP a vzrustajici koncentraci

chelatoru zeleza HNAF-INH byla zjisténa za pouziti testu vychytavani neutrdlni Cervené

statisticky vyznamna, davkové zavisla protekce H9c2 bunck pred oxida¢nim posSkozenim a

naslednou bunécnou smrti. Statisticky vyznamné zvySeni bunécné viability bylo pozorovano

u nejvyssi koncentrace, tedy 100 uM HNAF-INH, kdy bylo dosazeno 57% urovné viability

kontrolnich bunék (100%). Hodnota ECsp (koncentrace HNAF-INH, ktera byla schopna snizit

toxicitu t-BHP na 50%) byla vypoctena 68,5 uM (tab. 5.1.).
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Obr. 4.15.: Viabilita H9¢2 bunék po 24 hodinové inkubaci s 200 pM t-BHP a v

kombinaci t-BHP se vzrustajici koncentraci HNAF-INH (0,3 - 100 uM).

N = 3 experimenty. Data jsou uvadéna jako primémd hodnota se standardni chybou.

Statisticky vyznamné odlisné vysledky oproti kontrolni skupiné (ANOVA; P < 0,01) jsou

vyznaeny symbolem *, oproti skupiné inkubované s 200 uM t-BHP potom symbolem #.
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4.7.2. Hodnoceni vlastni toxicity
Po 24 hodinové inkubaci H9¢2 bunék s chelatorem HNAF-INH v koncentraci 100 uM

byl pozorovan statisticky nevyznamny pokles viability na 90% kontrolnich hodnot (obr. 5.2.).
Po 72 hodinové inkubaci H9¢2 bunék se vzristajici koncentraci HNAF-INH bylo pozorovano
mirné a statisticky nevyznamné sniZzeni bunécné viability. Statisticky vyznamného snizeni
viability bun¢k nebylo dosazeno pii zadné s pouzitych koncentraci HNAF-INH. Hodnota ICs
(koncentrace HNAF-INH, ktera zpusobi snizeni viability na 50% kontrolni hodnoty) byla
teoreticky stanovena 109,3 uM (tab. 5.1.).

125+
100+

a o~
i

Bunécna viabilita

(% kontroly)

N
T

o

0O 03 1 3 10 30 100
Koncentrace HNAF-INH (uM)

Obr. 4.16.: Viabilita bunék H9¢2 72 hodin po expozici vzristajicim koncentracim

HNAF-INH

N = 3 experimenty. Data jsou uvadéna jako priméma hodnota se standardni chybou.
Statisticky vyznamné odlisné vysledky (ANOVA, P < 0,01) oproti kontrolni skupiné jsou

oznaceny symbolem * (statisticky vyznamné odliSnych vysledky nebylo dosaZzeno).
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4.8. Studium ucinki chelatoru Zeleza 4,6-DAR-INH

4.8.1. Protekce pred toxicitou t-BHP

Za pouziti testu vychytavani neutralni ¢ervené byla potvrzena statisticky vyznamna,
davkove zavisla protekce H9c2 bunck pred oxidacnim posSkozenim a naslednou bunécnou
smrti po 24 hodinové inkubaci H9c2 bunc¢k s 200 uM t-BHP a vzrlstajici koncentraci
chelatoru zeleza4,6-DAR-INH. Statisticky vyznamné zvySeni bunécné viability bylo
pozorovano od koncentrace 30 uM 4,6-DAR-INH. Hodnota ECs, (koncentrace 4,6-DAR-
INH, ktera byla schopna snizit toxicitu t-BHP na 50%) byla stanovena 39,9 uM (tab. 5.1.).
Maximalni protekce pfi vystaveni bunck 200 uM t-BHP bylo dosaZeno pii pouziti nejvyssi
testované koncentrace 4,6-DAR-INH (100 uM), kdy bylo dosazeno 81% trovné viability
kontrolnich bun¢k (100%).
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Obr. 4.17.: Viabilita H9¢2 bunék po 24 hodinové inkubaci s 200 pM t-BHP a v
kombinaci t-BHP se vzrustajici koncentraci 4,6-DAR-INH (0,3 - 100 uM).

N = 4 experimenty. Statisticky vyznamn¢ odlisné vysledky (ANOVA; P < 0,01) oproti
kontrolni skupin€ jsou oznafeny symbolem *, oproti skupin¢ inkubované s 200 uM t-BHP

pak symbolem #. Data jsou uvadéna jako prumérna hodnota se standardni chybou.
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4.8.2. Hodnoceni vlastni toxicity
Po 24 hodinové inkubaci H9¢2 bunék s chelatorem 4,6-DAR-INH v koncentraci 100

uM doslo k poklesu viability na 91% kontrolnich hodnot (obr. 5.2.). Po 72 hodinové inkubaci
HI9c2 bunck se vzrhstajici koncentraci 4,6-DAR-INH bylo zjisténo mirné a statisticky
nevyznamné snizeni bunécné viability pii koncentraci 4,6-DAR-INH 10 uM a 30 puM.
Vyrazného a statisticky vyznamného snizeni viability bun¢k bylo dosazeno pfi pouziti 100
uM, tedy nejvyssi koncentrace 4,6-DAR-INH. Hodnota 1Csy (koncentrace 4,6-DAR-INH,
ktera zpusobila snizeni viability na 50% kontrolni hodnoty) byla stanovena 73,3 uM (tab.
5.1).
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Obr. 4.18.: Viabilita bunék H9¢2 72 hodin po expozici vzristajicim koncentracim
4,6-DAR-INH
N = 4 experimenty. Vysledky, které jsou statisticky vyznamné odlisné oproti kontrolni
skupiné (ANOVA, P < 0,01), jsou oznaeny symbolem *. Data jsou uvadéna jako primérna

hodnota se standardni chybou.
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4.9. Studium ucéinku chelatoru zeleza 2-HPF-INH

4.9.1. Protekce pred toxicitou t-BHP

Po 24 hodinové inkubaci H9c2 bunck se vzristajici koncentraci chelatoru Zeleza
2-HPF-INH a s 200 uM t-BHP byla za pouziti testu vychytdvani neutralni Cervené zjisténa
statisticky vyznamnd, davkoveé zavisla protekce H9c2 bunck pied oxidaénim poskozenim s
naslednou bunéfnou smrti. Statisticky vyznamné zvySeni viability bylo pozorovéno od
koncentrace 10 uM 2-HPF-INH. Hodnota ECsq ( koncentrace 2-HPF-INH, ktera byla schopna
snizit toxicitu t-BHP na 50%) byla stanovena 17,8 uM (tab. 5.1.). Maximalni protekce pfi
pusobeni 200 uM t-BHP bylo dosazeno pii pouziti koncentrace 2-HPF-INH 30 puM,stejné
jako u koncentrace nejvyssi (100 uM), v obou piipadech bylo dosazeno 78% trovné viability

kontrolnich bun¢k (100%).
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Obr. 4.19.: Viabilita H9c2 bunék po 24 hodinové inkubaci s 200 pM t-BHP a v
kombinaci t-BHP se vzrustajici koncentraci 2-HPF-INH (0,3 - 100 uM).
N = 4 experimenty. Statisticky vyznamné odlisné vysledky (ANOVA; P < 0,01) oproti
kontrolni skupin€ jsou oznaceny symbolem *, oproti skupin€¢ inkubované s 200 uM t-BHP

pak symbolem #. Data jsou uvadéna jako primérna hodnota se standardni chybou.
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4.9.2. Hodnoceni vlastni toxicity
Po 24 hodinové¢ inkubaci H9¢2 bun¢k se 100 uM chelatoru 2-HPF-INH byl pozorovan

statisticky nevyznamny pokles viability na 80% kontrolnich hodnot (obr. 5.2.). Po ukonc¢eni
72 hodinové inkubace H9c2 bun¢k se vzristajici koncentraci 2-HPF-INH bylo zjisténo mirné
a statisticky nevyznamné snizeni bunécné viability pii 1 uM, 3 uM a 10 uM koncentraci 2-
HPF-INH. K vyraznému statisticky vyznamné snizeni viability doslo po pouziti 30 uM a 100
uM 2-HPF-INH. Hodnota ICsy (koncentrace 2-HPF-INH, ktera zptsobila snizeni viability na
50% kontrolni hodnoty) byla stanovena 29,2 uM (tab. 5.1.).
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Obr. 4.20.: Viabilita bunék H9c2 72 hodin po expozici vzrastajicim koncentracim
2-HPF-INH
N = 3 experimenty. Data jsou uvadéna jako primérna hodnota se standardni chybou.
Vysledky, které jsou statisticky vyznamné odliSné oproti kontrolni skupiné (ANOVA, P <

0,01), jsou oznaceny symbolem *.
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4.10. Studium ucinku chelatoru zeleza 2-HAF-INH

4.10.1. Protekce pred toxicitou t-BHP

Po 24 hodinové inkubaci H9¢c2 bunék s 200 uM t-BHP a vzristajici koncentraci
chelatoru zeleza AHC-INH bylo dosazeno statisticky vyznamné, davkoveé zavislé protekce
HO9c¢2 bunék pied oxida¢nim poskozenim nasledovanym bunécnou smrti.Pro ziskani vysledki
bylo pouzito testu vychytavani neutralni Cervené. Statisticky vyznamné zvySeni viability bylo
pozorovano od koncentrace 30 uM AHC-INH. Hodnota ECs ( koncentrace AHC-INH, ktera
byla schopna snizit toxicitu t-BHP na 50%) byla vypoctena 56,3 uM (tab. 5.1.). Maximalni
protekce pii puasobeni 200 uM t-BHP bylo dosazeno pii pouziti nejvyssi stanovované
koncentrace AHC-INH (100 uM), kdy bylo dosazeno 61% trovné viability kontrolnich bunék
(100%).
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Obr. 4.21.: Viabilita H9c2 bunék po 24 hodinové inkubaci s 200 pM t-BHP a v
kombinaci t-BHP se vzrustajici koncentraci AHC-INH (0,3 - 100 uM).
N = 4 experimenty. Statisticky vyznamn¢ odlisné vysledky (ANOVA; P < 0,01) oproti
kontrolni skupin€ jsou oznafeny symbolem *, oproti skupin¢ inkubované s 200 uM t-BHP

pak symbolem #. Data jsou uvadéna jako primérna hodnota se standardni chybou.
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4.10.2. Hodnoceni vlastni toxicity
Po 24 hodinové inkubaci H9¢2 bunék s chelatorem AHC-INH v koncentraci 100 uM

byl pozorovan pokles viability na 83% kontrolnich hodnot (obr. 5.2.). Po 72 hodinové
inkubaci H9c2 bun¢k se vzristajici koncentraci AHC-INH bylo zjisténo mirné a statisticky
nevyznamné snizeni bunécné viability u vSech testovanych koncentraci AHC-INH.
Vyrazného a statisticky vyznamného snizeni viability bun¢k dosazeno nebylo. Hodnota ICs
(koncentrace AHC-INH, ktera by zputsobila snizeni viability na 50% kontrolni hodnoty) byla
teoreticky stanovena 129,2 uM (tab. 5.1.).
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Obr. 4.22.: Viabilita bunék H9¢2 72 hodin po expozici vzristajicim koncentracim

AHC-INH
N = 3 experimenty. Statisticky vyznamné odliSnych vysledkti oproti kontrolni skupiné
(ANOVA, P <0,01) nebylo dosazeno, byly by oznaceny symbolem *. Data jsou uvadéna jako

prumérna hodnota se standardni chybou.
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4.11. Studium ucinku chelatoru zeleza CAF-INH

4.11.1. Protekce pred toxicitou t-BHP

Za pouziti testu vychytavani neutralni Cervené byla potvrzena statisticky vyznamna,
davkove zavisla protekce H9c2 bunck pred oxidacnim posSkozenim a naslednou bunécnou
smrti po 24 hodinové inkubaci H9c2 bunc¢k s 200 uM t-BHP a vzrlstajici koncentraci
chelatoru zeleza CAF-INH. Statisticky vyznamné zvySeni bunéc¢né viability bylo pozorovano
od koncentrace 10 uM CAF-INH. Hodnota ECs, (koncentrace CAF-INH, ktera byla schopna
snizit toxicitu t-BHP na 50%) byla stanovena 9,5 uM (tab. 5.1.). Maximalni protekce pfi
vystaveni bun¢k 200 uM t-BHP bylo dosazeno pii pouziti 30 uM CAF-INH, kdy bylo

dosazeno 72% urovné viability kontrolnich bunék (100%).
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Obr. 4.23.: Viabilita H9c2 bunék po 24 hodinové inkubaci s 200 pM t-BHP a v
kombinaci t-BHP se vzrustajici koncentraci CAF-INH (0,3 - 100 pM).
N = 3 experimenty. Statisticky vyznamné odlisné vysledky (ANOVA; P < 0,01) oproti
kontrolni skupin€ jsou oznafeny symbolem *, oproti skupin¢ inkubované s 200 uM t-BHP

pak symbolem #. Data jsou uvadéna jako prumérna hodnota se standardni chybou.
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4.11.2. Hodnoceni vlastni toxicity
Po 24 hodinové inkubaci H9¢2 bun¢k s cheldtorem CAF-INH v koncentraci 100 uM

byl pozorovan statisticky vyznamny pokles viability na 56% kontrolnich hodnot (obr. 5.2.).
Po 72 hodinové inkubaci H9c2 bunék se vzristajici koncentraci CAF-INH bylo zjisténo mirné
a statisticky nevyznamné snizeni bunécné viability pii koncentraci
CAF-INH 0,3 uM a 10 uM. Vyrazného a statisticky vyznamného snizeni viability bun¢k bylo
dosazeno pii pouziti 3 uM CAF-INH a koncentraci vyssich. Hodnota ICsy (koncentrace CAF-
INH, ktera zpusobila snizeni viability na 50% kontrolni hodnoty) byla stanovena 4,8 uM (tab.
5.1).
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Obr. 4.24.: Viabilita bunék H9c2 72 hodin po expozici vzrastajicim koncentracim

CAF-INH
N = 2 experimenty. Vysledky, které jsou statisticky vyznamné odliSné oproti kontrolni
skupiné (ANOVA, P < 0,01), jsou oznaceny symbolem *. Data jsou uvadéna jako primérna

hodnota se standardni chybou.
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5. Diskuze
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Nerovnovaha Zeleza v organismu hraje tstfedni roli pfi oxida¢nim poskozeni, které je
spojeno s fadou patologickych stavt (Galey, 2001).

Zelezo je jednim z iont kovi, které v buiikach velmi ¢asto nachazime, coZ odrazi jeho
zasadni roli v redoxnich reakcich (Richardson, 1998). Je kofaktorem zakladnich Zivotnich
procest, jako napf. transportu kysliku, syntézy DNA nebo bunécné respirace (Buss et Ponka,
2003). Bunky v8ak musi udrzovat hladinu volného Zeleza vzdy tak nizko, jak jen to je mozné,
aby zabranily jeho interakcim s O, a dal§imi ROS, coz by vyvolalo toxickou reakci. Zelezo je
totiz silnym katalyzatorem nekontrolovatelného oxida¢niho poskozeni struktury DNA,
proteini a lipidd. V pfitomnosti latek s redukénimi vlastnostmi miize u Zeleza dochazet
k redoxni cykliza¢ni reakci, kdy Fe pfechazi mezi dvéma oxida¢nimi stavy a tim se také
kontinualné tvoii vysoce reaktivni slouceniny kysliku (Miller et al., 1990).

Hladina zeleza v organismu je kontrolovana transportem a ukladdnim proteint,
na které je Zelezo navazano, tak, aby doslo k minimalizaci rizika reakci s volnymi radikaly.
Nicméné, za urcitych podminek mulze byt rovnovaha naruSena, a to bud’ pouze v urCitém
misté nebo v celém systému. T¢lo ma totiz jen omezenou schopnost odstranovat nadbytek
zeleza, a proto muze k pietizeni dojit napiiklad pfi prodlouzené hyperabsorpci zeleza ze
stravy, podani nadbytku Fe parenteraln¢ (krevni transfuzi a podobn¢) nebo pii kombinaci
téchto dvou procest (Buss et Ponka, 2003). Systémové pietizeni zelezem je spojeno s fadou
onemocnéni, mezi které patéi hereditarni hemochromatoza ¢i B-thalasemie (Galey, 2001).
Tato hereditdrni onemocnéni doprovazena nadbytkem Zeleza jsou zpiisobena mutaci genli pro
regulaci a vyuziti Zeleza. Opacny problém pak predstavuje nedostatek Zeleza v organismu, pfi
kterém dochazi k rozvoji anemického stavu (Charkoudian et al., 2008).

V organismu pramérného dospélého muze se nachéazi asi 4,5 g zeleza. Hlavnim
mistem, kde jej nalezneme, je hemoglobin. Dal§i vyznamna zasobni mista piedstavuji jatra,
kosterni svalstvo ¢i makrofagy (Halliwell et Gutteridge, 2007). V myoglobinu, cytochromech
a dalSich Fe obsahujicich enzymech se nachazi asi 10% celkového Zeleza, 20-30% nalezneme
ve feritinu a jeho degrada¢nim produktu hemosiderinu, transferin obsahuje jen asi 0,1-0,2%
télesného zeleza (Galey, 2001). Ze stravy se denn¢ do téla absorbuji 1-2 mg Fe a stejné
mnozstvi se pro zachovani rovnovahy vyluéuje. Zelezo je vyluéovano v potu, stolici, modi,
krvi (pfedev§im menstruacni) a malé mnozstvi také plicemi pii expektoraci hlenu (Halliwell
et Gutteridge, 2007).

Ztraty zeleza jsou kompenzovany absorpci ze stravy pies enterocyty duodena (Dunn et

al., 2006). Absorbované zelezo je pienaseno na transferin, ktery ma dveé vazebna mista
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s vysokou afinitou Kk zelezu. Za normalniho stavu je plazmaticky transferin nasycen jen z 20-
30%. Bunécnd homeostaza Fe je udrzovana koordinovanou regulaci exprese receptorti pro
transferin a exprese feritinu na posttranskripni urovni. Exprese téchto proteinii je navic
regulovana i hladinou zeleza v bunikach, a to diky interakci Fe s proteiny vazicimi zelezo
(IRPs) (Galey, 2001).

Za urcitych podminek dochazi k uvolnéni zeleza z vazby na proteiny a vzniklé ,,volné
zelezo*“ (,free iron*) (Casto se setkavame i s oznacCenim ,,nizkomolekularni Zelezo®, ,low
molecular weight iron pool®) podporuje tvorbu toxického hydroxylového radikalu (OH)
(Horackova et al., 2000). Tento jev oznaCujeme jako jiz zminénou Fentonovu reakci.
Fentonova reakce je vyznamnym dé&jem, ktery zesiluje poSkozeni oxidacnim stresem.
Uvolnéni Zeleza z feritinu vyZaduje redukci v pritomnosti akceptoru Fe?* (Jacobs et al.,
1989). Fyziologickd redukéni agens, jako je vitamin C nebo glutathion, nejsou schopny
uvolnit Fe z feritinu v potiebném mnozstvi, zatimco superoxidovy radikal je vyznamnym
mediatorem této reakce. Uvoliovani Fe z feritinu je pozorovano u nékterych patologickych
stavll. Proteolyticka degradace feritinu pii oxidacnim stresu tak siln¢ pfispivd k uvolnéni
zeleza (Pourzand et al., 1999). Zelezo pak podporuje vznik vétstho mnozstvi OH’
prostiednictvim Haber-Weissovy reakce. Z toho vyplyva, ze se zelezo ptimo podili na rozvoji
oxida¢niho poskozeni.

Oxidac¢ni stres je definovan jako nerovnovaha, ve které pfevazi produkce ROS nad
antioxida¢ni ochranou (Ott et al., 2007). Vystaveni bun&né linie plisobeni vzristajiciho
oxidacniho stresu spousti fadu reakci, v zavislosti na typu buiilky muze zahrnovat zvySeni
proliferace nebo zastaveni rustu, poskozeni DNA, oxidaci proteinii a lipidl, apoptézu a
nakonec i nekrozu (Kurz et al., 2006). Zakladnim cilem oxida¢niho poskozeni jsou piedev§im
,»kyselé vakuolarni utvary* bohaté na nizkomolekularni Zelezo (Petrat et al., 2001). Mezi tyto
utvary patii lysozomy a endozomy, coz jsou hlavni bunétné struktury, které zajiStuji
autofagické odstranéni nefunk¢nich ¢i starych organel a proteint (Baird et al., 2006; Abas et
al., 2000). Tyto organely odstrafiuji také material s obsahem zeleza, napt. feritin ¢i
cytochromy, coz vysvétluje pfitomnost aktivniho nizkomolekularniho Zeleza v jejich struktuie
(Tenopoulou et al., 2007). Za normalnich podminek je poté Zelezo pfendseno ven z lysozomu
a vyuzivéano v anabolickych procesech. Pti oxidaénim posSkozeni tak mulzZe dojit k prasknuti
lysozomu, uvolnéni jeho obsahu vcetné zeleza do cytozolu buinky a jejimu naslednému
poskozeni, které vede k apoptoze nebo nekroze (Yuan et al., 2000).

Oxidac¢ni stres se podili na fad€¢ patologickych stavii zahrnujicich kardiovaskularni

onemocnéni, rakovinu, neurologické potize, diabetes, ischémii, starnuti a fadu dalSich potizi.
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(Valko et al., 2007). Mezi poruchy spojené se zvySenou hladinou volného zeleza fadime
predevsim:

Zanétliva onemocnéni. Pii zan¢tu neutrofily a makrofagy prostupujici do postizeného

mista produkuji velké mnozstvi superoxidu a NO. Toto ,,oxidacni vzplanuti“ vyvolava
uvolnéni zeleza z feritinu. Pfitomnost volného Zeleza pak zptsobuje tvorbu hydroxylového
radikalu, ktery se ucastni poSkozovani postizené tkané. Piikladem takového onemocnéni
muze byt revmatoidni artritida (Galey, 2001), coz je autoimunitni onemocnéni, které
zpusobuje chronicky zanét kloubti a okolnich tkani s infiltraci makrofagl a aktivovanych T
bun¢k (Bauerova et Bezek, 1999).
Studie zabyvajici se 1écbou zanétlivych onemocnéni prokazaly, ze chelatory zeleza redukuji
chronickou fazi zanétu, ale nejsou schopny piedchazet rozvoji akutni faze. Lécba pomoci
DFO ma ale fadu nezadoucich vedlejSich ucinkti, napt. rozvoj anémie nebo toxickych ucinkl
na CNS (Galey, 2001).

Ischémie/reperfuze. Jedna se o klinicky problém projevujici se zastavenim
zasobovani tkan¢ Zzivinami a kyslikem, které je nasledovdano obnovou krevniho obéhu
(Becker, 2004). Ischemicko-reperfuzni poskozeni srdce a mozku (akutni infarkt myokardu a
moskova mrtvice) patii mezihlavni pfi¢iny umrti ve svété. Hypoxické nebo ischemické tkané
jsou schopné ptezit po rizn¢ dlouhou dobu a to v zavislosti na druhu tkan¢ a jeji funkci. Na
nedostatek O, reaguji riznym zpasobem. Casna reakce obvykle zahrnuje zvysené
odbouravani glykogenu a glykolyzu, coz vede k produkci laktitu a rozvoji acidézy. Miize
dojit k poklesu hladiny ATP a porucham iontové rovnovéahy. Pokud nedostatek kysliku netrva
tak dlouho, aby doslo k nevratnému poskozeni tkané, mize byt bunééna struktura zachranéna
reperfuzi krve, pfivodem Zivin a O;. Reperfuze je samoziejmé nezbytnd, ale ukazalo se, Ze
obnova piivodu kysliku do ischemické tkané vede k jejimu poskozeni, na némz nese hlavni
vinu vzplanuti produkce ROS. Reperfuze mrtvé nebo zanikajici tkdné navic zvySuje moznost
uvoliiovani toxickych latek do cirkulace, jedna se napiiklad o xantin-oxiddzu (XO),
oxidované biologicky aktivni lipidy a pfechodné kovy. Tyto latky pak zpisobuji poskozeni a
potize v jinych tkanich organismu, coZz muze vést az k syndromu multiorganového selhani
(MODS, multiple organ dysfunction syndrome) (Halliwell et Gutteridge, 2007). Hladina
intracelularniho Zeleza prudce vzrustd béhem ischémie pravdépodobné kvili akumulaci
redukujicich latek a rozvoji acidozy (Voogt et al., 1992). Kdyz je parcialni tlak kysliku béhem
reperfuze nahle obnoven, volné zelezo katalyzuje produkci hydroxylového radikalu.

Pro snizeni nasledného poskozeni ischemickych tkani Ize vyuzit cheldtort zeleza. Vysledky

fady studii s DFO nebo L1 ukazuji, Ze chelatory by mohly byt uzite¢né pravé v lécbé
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mozkové mrtvice a infarktu myokardu. Urcity piinos lze ocekavat pii jejich pouziti pfi
operacich, jako jsou rGzné transplantace ¢i kardiopulmondrni bypassy, pii kterych hrozi
ischemické poskozeni tkani (Galey, 2001). Pravé timto smérem byl zaméfen nas vyzkum.

Aterosklerdza. Ateroskleroza je onemocnéni velkych a stiednich tepen. Na sténé cév

jsou pozorovany nazloutlé prouzky nebo skvrny, tzv. lipidni skvrny, které postupné pfechazeji
ve fibrézni platy, dochézi k jejich kalcifikaci a nasleduje vznik ateromovych plati. Ve sténé
cévni se nachazi kaSovitd hmota tvofena mnozstvim lipidd a rozpadlych bunck.
Aterosklerotické zmény vedou k zuzeni cévniho prusvitu, nasedajici trombdze, piipadné ke
krvaceni platu. To vyvolava ischemické zmény v organech, které cévy zédsobuji kyslikem
(Macak et Macdkova, 2004). Vyznamnou roli v rozvoji aterosklerézy hraji oxidované
nizkomolekularni lipoproteiny. Vyznam médi a zeleza v oxidativni modifikaci LDL
cholesterolu, kterd zvySuje jeho afinitu pro subendotelidlni makrofagy a také jeho
aterogenicitu, je velmi dobfe znam. Neni ale zatim jasné, jakého pivodu a v jaké forme je
zelezo, které cely proces katalyzuje (Galey, 2001).
V 50. a 60. letech minulého stoleti probihaly studie zaméfené na vyuziti EDTA v terapii
aterosklerdzy, tyto studie vSak neprokézaly prakticky zadny pozitivni efekt. Dnes se vyzkum
zabyva tadou novych specifickych chelatori, u kterych by mohlo byt dosazeno lepSich
vysledku (Galey, 2001).

Neurodegenerativni onemocnéni. Rizné oblasti lidského mozku obsahuji velké
mnozstvi Zeleza navazaného na proteiny, naopak cerebrospinalni tekutina obsahuje jen malé
mnozstvi transferinu, SOD a glutathion-peroxidazy (Double et al., 1998). Mozek je navic
velmi bohaty na polynenasycené mastné kyseliny a stava se tak velmi citlivym k oxida¢nimu
poskozeni, které je zavislé na pfitomnosti zeleza. Ischemické nebo traumatické poSkozeni
mozku vznika Casto jako nasledek vzristajicich katalytickych schopnosti zeleza, které vedou
K zesileni peroxidace lipidi. Velmi citlivé ke zménam metabolismu Zeleza jsou ptedevsim
oblasti bohaté na dopamin, a to proto, Ze dopamin mé schopnost pevn¢ vazat zelezo a mize
tak podl¢hat redoxni cyklizaci a diky tomu produkovat redukované slouceniny kysliku
(Galey, 2001). Oxidaéni stres spojeny s poruchou regulace Zeleza je jednim z faktorti na véku
zavislych degenerativnich onemocnéni, jako je napf. Alzheimerova nebo Parkinsonova
choroba (Charkoudian et al., 2008).

Mozek pacientii trpicich Alzheimerovou chorobou (AD) vykazuje silné oxidacni
poskozeni spojené s akumulaci amyloid-p peptidu (AP) (Butterfield et al., 2002). A je peptid
obsahujici 39-42 aminokyselin, odvozeny od vétsiho amyloid-B prekurzorového proteinu

(APP). AP i APP obsahuji vazebna mista s vysokou afinitou k médi, ptipadné k zelezu a
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zinku. Vykazuji také silnou redukéni aktivitu, ¢imz podporuji vznik peroxidu vodiku a dalSich
produktu (Valko et al., 2007).

Parkinsonova choroba (PD) je doprovazena ztratou neuroni v oblasti mozku
oznaCované jako substantia nigra (Sayre et al., 2007). Bunky substantia nigra uZivaji pro
komunikaci s bunikami jiné ¢asti mozku, striatem, dopamin. Pokles dopaminu v substantia
nigra vede soucasn¢ k poklesu hladiny dopaminu v corpus striatum, coZ je povazovano za
hlavni pfi¢inu symptoma PD (Jenner, 2003). PoSkozeni dopaminergnich bunék je spojovano
s oxidaénim stresem, na pocatku téchto zmén stoji patrné nedostatek glutathionu v oblasti
substantia nigra (Valko et al., 2007).

| u téchto onemocnéni lze ocekéavat pozitivni vliv chelatori na 1é¢bu, hlavnim
problémem zlistdva transport téchto latek pfes hematoencefalickou bariéru. Studie provedené
s DFO a L1 prokézaly schopnost téchto chelatori snizovat hladinu Fe v mozku, soucasné
vsak doslo i ke snizeni hladiny dopaminu.

Hladinu volného Zeleza mohou zvySovat také xenobiotika. Riizna xenobiotika mohou
totiz v organismu podléhat redoxni cyklizaci a maji navic 1 schopnost produkovat superoxid,
¢imz uvoliuji Zelezo z vazby na feritin a to vSe vede k poSkozeni tkani. Mezi tyto latky patii
napiiklad herbicid paraquat nebo antracyklinova cytostatika (Galey, 2001).

Pii na$i préci jsme pouzivali bunéénou linii H9¢2, ktera ptedstavuje vhodny model
srdeéni tkané in vitro. O kardiomyocyty v pravém smyslu se vSak nejedna, bunky jsou
morfologicky shodné s nezralymi kardiomyocyty a vykazuji fadu jim odpovidajicich
vlastnosti (Turner et al., 1998; Hescheler et al., 1991). Tato bunétna linie je odvozena
z embryonalnich komorovych bunék potkana (American Type Culture Collection) (Turner et
al., 1998, Siminek et al., 2005), vykazuje elektrofyziologické a biochemické vlastnosti jak
kosterni tak srde¢ni tkané, jako je napf. depolarizace v zavislosti na acetylcholinu ¢i aktivace
proudéni vapniku do bunky pfes kandly typu L. Zajimavou vlastnosti H9c2 bunék je
schopnost diferenciovat se z jednojaderného myoblastu. Béhem tohoto procesu si bunky
ponechévaji slozky elektrické a hormondlni signalni drahy srde¢nich bunék (Sdardao et al.,
2007). Hlavni vyhodou linie H9¢c2 je snadna pasazovatelnost a tedy i snadnd dostupnost
velkého mnozstvi bun¢k. Vyhodnost jejich pouzivani v laboratornich podminkéach prokazal
v roce 2001 tym L Ecuyera, ktery H9¢2 bunky pouzival ke studiu produkce volnych radikald,
ke studiu citlivosti molekul k oxida¢nimu poskozeni a k expresi geni v kontrolovatelném
mnozstvi (L Ecuyer et al., 2001, Sardao et al., 2007).

Modelové poskozeni srde¢nich bunék oxida¢nim stresem bylo vyvolano plsobenim

tert-butylhydrogenperoxidu (t-BHP). t-BHP je organicky hydroperoxid s kratkym fetézcem
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(Lemasters et al., 1999), ktery prostupuje bunéénou membranou, pouzivany jako model pro
studium ucink oxidaéniho stresu na funkce bunék a pribéh smrti v riznych bunéénych
liniich (Sardao et al., 2007). Jakmile se dostane do nitra bunky, tvoii t-BHP tert-butoxy
radikaly, které se ucastni rtznych patologickych zmén spojenych s naslednym snizenim
bunécné zivotaschopnosti nasledkem apoptozy a nekrézy. Efekt, ktery t-BHP vyvolava, zavisi
na pouzit¢ bunétné linii, kulturnim typu bunék, koncentraci prooxidantu a také na dobé
expozice. Nejcastéji dochazi k peroxidaci lipidii, modifikaci thiolovych skupin proteinti
(Sardao et al., 2007), oxidaci GSH a NAD(P)H (Lemasters et al., 1999). Hladina GSH klesa i
diky snizeni aktivity glutathion-reduktazy a zvyseni aktivity glutathion-peroxidazy (Kim et
al.,, 1999). V pribc¢hu nasich pokusti jsme pouzivali t-BHP v koncentraci 200 uM. Toto
mnozstvi jsme zvolili na zdklad¢ vysledkli experimentti, které na katedfe biochemickych véd
probéhly v minulych letech (Jirkovsky, 2008). Koncentrace 200 uM t-BHP totiz zajistuje
prokazatelné poskozeni bun€k linie H9¢2 oxida¢nim stresem a stava se tak vhodnym vzorkem
prostiedi pro studium protektivnich vlastnosti ndmi testovanych chelatort (Jirkovsky, 2008).

Obecné miiZzeme fici, ze proti oxida¢nimu stresu 1ze bojovat pomoci antioxidantd, tedy
latek, které odstranuji jiz vzniklé ROS nebo brani dalsi oxidaci substratu (Balcerczyk et al.,
2007) nebo pifimo zamezenim tvorby ROS. Jak jiz bylo feCeno, ptitomnost oxida¢niho
poskozeni piimo souvisi s vyskytem volného Zeleza v dané tkani. Farmakologicky lze
zabranit Ucasti Zeleza na tvorbé OH" pomoci specialnich komplexotvornych latek — tzv.
chelatort zeleza. V soucasnosti klinicky uZivana chelata¢ni terapie zahrnuje pouziti latek silné
vazicich Fe v 1écb& potencidlné nebezpecnych onemocnéni, predev§im nemoci spojenych
s nadbytkem Zeleza a v posledni dobé také v I1écbé rakoviny. Jedna se o ligandy, které
podporuji vyluCovani a casteCny nedostatek tohoto piechodného kovu v biologickych
systémech. Tyto Fe-vazici latky jsou tvofeny ftadou bidentdlnich, tridentalnich a
hexadentalnich ligandii, ve kterych je 2, 3 nebo 6 atomil schopno reagovat s Zelezem za
vzniku oktahedralniho komplexu (Kalinowski et Richardson, 2005). Aby mohly byt
povazovany za klinicky vyznamné, musi chelatory vykazovat vysokou afinitu k Zelezu, a to
pfedevSim oproti ostatnim pfechodnym kovliim, snadny prostup tkadnémi, vhodny
metabolismus a dostupnost po oralni aplikaci (Galey, 2001).

V klinické praxi jsou chelatory vyuzivany jiz dlouhou dobu, a to nejen u pietizeni
organismu zelezem nebo jako prevence oxida¢niho poSkozeni. K typickému vyuziti téchto
latek patii také 1écba otrav tézkymi kovy, odstranéni nadmérného mnozstvi médi u Wilsonovy
choroby a samoziejmé zeleza pii hemochromatéze. V laboratornich podminkéch je chelatace

vyuZivéna pro zabranéni srazeni krve (EDTA odstrafiuje z krve Ca?* ionty) (Vokurka et Hugo,
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2002). Novy vyzkum ukazuje i na moznost vyuziti chelatatnich vlastnosti v terapii HIV.
Replikace viru HIV-1 je totiz podminéna dostatkem Fe v jeho struktuie a chelatace tohoto
Zeleza pak proliferaci bun¢k brzdi ¢i zcela zastavi (Debebe et al., 2007).

Zakladnim problémem vétSiny znamych ligand tak zlstdva schopnost vyvazovat
zelezo z proteinti a zdkladnich enzyma. Silné chelatory mohou dokonce zasahovat do procesu
inkorporace zeleza do hemové skupiny. Jako nasledek nedostatku Fe se rozviji anémie,
dochazi k porucham neurologickych funkci, imunitniho systému a epitelalnich tkani (Galey,
2001). Obecné lze fici, ze silné hydrofilni chelatory vazou jen extracelularni zelezo, ke
kterému maji pfistup, nékteré se ale diky specifickému transportu mohou dostat i k Fe
Vv cytosolu. Relativné lipofilni cheldtory mohou vazat intracelularni volné Zelezo a bohuzel i
Fe z intracelularnich proteint (Weiss et al., 1997).

Z tohoto ditivodu neustale pokracuje vyzkum novych chelator Zeleza s nizkou
toxicitou. Velké nadé¢je jsou vkladany do derivati aroylhydrazonu. V 70. letch 20. stoleti byl
skupinou dr. Ponky objeven tridentalni chelator zeleza pyridoxal isonikotinoyl hydrazon
(PIH) s vysokou afinitou pro Fe(IIl), ale nizkou pro jiné biologicky vyznamné kationty, jako
je Ca(ll) nebo Mg(ll) (Richarson, 1998). Od struktury PIH byla poté odvozena cela tada
analogl, u kterych jsou studovany vlastnosti a moznosti budouciho vyuziti. Na katedie
biochemickych véd FaF UK byl jiz diive zahdjen vyzkum, ktery byl zaméfen na
salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon (SIH). Tento ligand velmi snadno prostupuje do buiiky
a chelatuje zde zelezo (Simiinek et al, 2005). U SIH a jeho analogi byla prokizana
antiproliferativni aktivita in vitro, predpoklada se, ze je zpusobena schopnosti chelatord
inhibovat ribonukleotidovou reduktazu (Richardson, 1995). Také touto schopnosti
aroylhydrazont se nase pracovni skupina dale zabyva.

Cilem nasi prace bylo potvrzeni protektivnich vlastnosti aroylhydrazonu SIH in vitro a
porovnani téchto vysledkl s vlastnostmi nové syntetizovanych cheldtorti od struktury SIH
odvozenych. Cheléatory nové struktury byly pfipraveny na katedfe anorganické a organické
chemie FaF UK (K. Hruskova, Dr. K. Vavrova). U kazdé strukturni obmény byla
predpokladdna zména ve vlastnostech chelatoru, které bylo tfeba potvrdit ¢i vyvratit studiem
in vitro. U vsSech téchto latek byla nasi pracovni skupinou potvrzena vysoka chelatacni

aktivita srovnatelna s "matetskou" latkou SIH (obr. 5.1).
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Obr. 5.1.: Porovnani chelata¢ni u¢innosti nové syntetizovanych chelatoru Zeleza
vidi SIH Chelata¢ni aktivita byla hodnocena fluorimetricky pomoci sledovani schopnosti
latky vyvazat Zelezo z komplexu s calceinem. (Mgr. P. Haskova, katedra biochemickych véd

FaF UK, 2008, dosud nepublikovana data)

Hlavnim cilem této diplomové prace pak bylo srovnat sérii téchto latek z hlediska
jejich schopnosti omezit poskozeni bunééné linie kardiomyoblasti H9c2 modelovym
oxidac¢nim insultem a zaroven zhodnotit vlastni toxicitu chelatorti vii¢i témto bunkam.

U kazdého chelatoru byly testovany antioxidacni schopnosti po 24 hodinové expozici
200 uM t-BHP. Po inkubaci H9¢2 bunék s 200 uM t-BHP a 100 uM koncentraci chelatorti
zeleza byla potvrzena statisticky vyznamna protekce H9¢c2 bunck pied oxidacnim poSkozenim
a naslednou bunécnou smrti u vSech testovanych chelatort. Pfi pouziti 100 uM SIH bylo
dosazeno 66% urovné viability kontrolnich bun¢k. LepSich avSak statisticky nevyznamné
vysSich vysledkl bylo ve srovnani s chelatorem SIH dosazeno u 2-HAF-INH (o 24% lepsi
vysledek), 2,4-DHAF-INH (0 10%), 2,6-DHAF-INH (0 9%), HMAF-INH (0 21%), 4,6-DAR-
INH (0 15%) a u 2-HPF-INH (o 12%). Maximalni protekce pii vystaveni bunék 200 uM t-
BHP byla pozorovana u chelatoru 2-HAF-INH, kdy bylo dosaZzeno 90% urovné viability
kontrolnich bunék (100%).
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Obr. 5.2.: Viabilita H9¢2 bunék po 24 hodinové inkubaci s 200 pM t-BHP a v
kombinaci t-BHP se 100 uM koncentracemi jednotlivych chelatori Zeleza.
Statisticky vyznamné odlisné vysledky (ANOVA; P < 0,01) oproti kontrolni skupiné jsou
oznaeny symbolem *, oproti skupiné inkubované s 200 uM t-BHP pak symbolem #. Data

jsou uvadena jako primérnd hodnota se standardni chybou.

Dale jsme s vyuzitim software CalcuSyn hledali takové koncentrace chelatorl, pfi
které je dany ligand schopen omezit toxicitu 200 uM t-BHP 0 50 % - tj. urcit median efektivni
koncentrace, hodnotu ECsp. Z nami ziskanych vysledkt vyplyva, ze ECsyp SIH bylo dosazeno
pii pouziti koncentrace 18,2 uM. Lepsich vysledkd (niz$i ECsg) ve srovnani se SIH bylo
dosazeno u nové syntetizovanych cheldtori 2-HAF-INH, 2,4-DHAF-INH, 2-HPF-INH a
CAF-INH (obr. 5.3.)
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Obr. 5.3.: Porovnani viabilit H9¢2 bunék po 24h inkubacich s kombinaci 200 puM
t-BHP a zvysujicich se koncentraci jednotlivych chelatori

Jak jiz bylo zminéno vySe, minimalni vlastni toxicita (ptipadné jeji Uplnd absence) je
nezbytnym (i kdyZ samoziejmé nikoliv postacujicim) pfedpokladem potencialniho klinického
vyuziti kazdého nového chelatoru. V pribéhu nasi prace jsme proto také hodnotili toxicity
jednotlivych chelatort, a to akutni (po 24 hodinové inkubaci) a dlouhodobou (po 72 hodinové
inkubaci). Pro porovnani antioxida¢nich a toxickych vlastnotlivych latek (a tim stanoveni
obdoby terapeutického indexu) by bylo idealni srovnavat hodnoty ICsg a ECsy ziskané po
shodné dlouhych experimentech. Pfi 24h inkubaci ale toxicita Zadné z testovanych latek
nedosadhla 50% (obr. 5.4.) a dalsi eskalace koncentraci nad hodnotu 100 uM nebyla u vétSiny
latek mozné vzhledem k omezené rozpustnosti vysoce lipofilnich chelatorti ve vod¢€. Provedli

jsme proto srovnani toxicit vSech latek v jednotné koncentraci 100 uM (obr. 5.4.).
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Po 24 hodinové inkubaci H9c2 bunék se 100 pM koncentraci chelatori zeleza bylo
pozorovano mirné a statisticky nevyznamné snizeni bunécné viability u vSech testovanych
chelatori kromé SIH a CAF-INH. Pii pouziti 100 uM SIH doslo k signifikantnimu snizeni
viability bunék o 45% oproti viabilit¢ kontrolnich buné&k. Niz8i akutni toxicitu ve srovnani
s chelatorem SIH vykazaly vSechny nové chelatory. Statisticky vyznamné lepsSich vysledkt
bylo dosazeno u 2-HAF-INH (nedoslo ke snizeni viability), HMAF-INH (snizeni viability o
15%), HNAF-INH (0o 10%) a u 4,6-DAR-INH (o 9%). Nulova toxicita po 24 hodinové

inkubaci byla pozorovana u chelatoru 2-HAF-INH, kdy bylo dosazeno 106% trovné viability
kontrolnich bunék (100%).
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Obr. 5.4..: Viabilita bunék H9c2 24 hodin po expozici 100 pM jednotlivych
chelatorii Zeleza.
Vysledky, které jsou statisticky vyznamné odliSné oproti kontrolni skupiné (ANOVA, P <
0,01), jsou oznaceny symbolem *, oproti skuping inkubované s 100 uM SIH pak symbolem $.

Data jsou uvadéna jako primérna hodnota se standardni chybou.
Po 72-hodinové inkubaci byla hodnota ICsy dosazena u vSech latek kromé AHC-INH a

HNAF-INH, zde byly hodnoty vypocitany programem CalcuSyn metodou interpolace.
Poméry ECsg (24h) a 1Csp (72h) shrnuté v tabulce 5.1., proto zdanlivé podhodnocuji potencial
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téchto latek (zvyraznénim jejich toxicity), pro nads ucel - tj. srovnani jednotlivych novych
chelatort s matetskou latkou SIH - se ale pouzit mohou.

Pro SIH byla po 72h inkubaci stanovena hodnota 1Csy 29,7 uM, nizsi toxicita (tedy
vys§i hodnoty ICsp) byly zjistény u HNAF-INH, 4,6-DAR-INH a AHC-INH. Naopak vyssi
toxicita byla zaznamendna v piipadé chelatort CAF-INH, 2,4-DHAF-INH, HMAF-INH a 2-
HAF-INH. Latky 2-HPF-INH a 2,6-DHAF-INH vykézaly obdobnou miru toxického ptisobeni
jako SIH (obr.5.5., 5.6., tab. 5.1.)

Mirné a statisticky nevyznamné snizeni bunécné viability po 72 hodinové inkubaci
H9c2 bunck se 100 uM chelatort zeleza bylo pozorovano u chelatoru HNAF-INH a AHC-
INH. Pti pouziti 100 uM SIH doslo ke snizeni viability bun¢k o 68% oproti kontrolni skuping.
Statisticky vyznamné niz§i dlouhodobd toxicita oproti SIH byla pozorovéna u cheldtort
HNAF-INH (snizeni viability bun¢k o 21 % oproti kontrole) a AHC-INH (o 20%). U téchto
dvou latek také nedosahlo snizeni viability oproti kontrolnim hodnotdm statistické

vyznamnosti (obr. 5.5.).
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Obr. 5.5..: Viabilita bunék H9c2 po 72 hodinové expozici 100 uM jednotlivych
chelatoru Zeleza.
Statisticky vyznamn¢ odlisné vysledky oproti kontrolni skupiné¢ (ANOVA, P < 0,01), jsou
oznaeny symbolem *, oproti skupiné inkubované s 100 uM SIH pak symbolem $. Data jsou

uvadéna jako primérné hodnoty se standardni chybou.
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Obr. 5.6.: Porovnani viabilit H9¢2 bunék po 72 hodinové inkubaci se zvySujicimi
se koncentracemi jednotlivych chelatori.

Poméry antioxidaénich aktivit (vyjadienych jako ECsg) a vlastnich toxicit (ICsp) jsou
pro jednotlivé latky shrnuty v tab. 5.1. Velmi obdobné hodnoty ECsy a ICsp jako u
modelového chelatoru SIH (a tim 1 jejich pomér) byly zaznamenéany 1 u 2-HPF-INH. Pomér
ECso/ ICs je v porovnani se SIH dale srovnatelny u HNAF-INH, kde se rovnym dilem snizila
jak protektivni aktivita tak toxicita. Zajimavych vysledkd bylo dosaZzeno u nové
syntetizovaného chelatoru 2-HAF-INH, nejblizsiho analogu SIH. 100uM koncentace tohoto
agens zajistila 90% ochranu proti ptisobeni t-BHP, zatimco SIH 66% (obr. 5.2.). Zatimco 2-
HAF-INH nevykézal Zadnou akutni toxicitu, SIH sniZil pocet bun¢k o 45%, pfi testovani po
dobu 72 hodin nicméné byla jiz toxicita vyssi nez u SIH, doslo ke sniZeni viability o 88%,
zatimco u SIH o 68% (obr. 5.4.). Pomér ECsq (24h) / 1Cs (72h) je tak u 2-HAF INH mirné
horsi nez u SIH. Lepsi pomér ECsg / 1Cs0 byl dosaZzen u dvou latek - AHC-INH a 4,6-DAR
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INH. V obou piipadech byl pokles protekce pted toxicitou t-BHP doprovazen jesté
vyrazngj$im snizenim vlastni toxicity latek. U Etyt zbyvajicich latek byl index ECsqp/ 1Cs0 Vv
porovnani se SIH horsi a to i pies to, ze u 2,4-DHAF-INH a CAF-INH byla zdvojnasobena
jejich protektivni €¢innost (dosazeny polovi¢ni hodnoty ECsg oproti cheldtoru SIH). Toxicita
zde ale byla pifi 72h (ale nikoliv 24h) inkubaci vy$$i nez u SIH. HMAF-INH vykazal
srovnatelnou protektivni ti¢innost, ale vyssi toxicitu (po 72h inkubaci) nez SIH; u 2,6-DHAF-
INH byla naopak srovnatelna toxicita, ale niz§i protekce (tab. 5.1.).

Ani po dikladné analyze nelze z dat, které mame v soucasné chvili k dispozici,
vyvodit jednoznacné zavéry o vztazich mezi chemickou strukturou, protektivni U¢innosti a
toxicitou téchto novych latek. Je zfejmé, ze ani jedna z téchto vlastnosti pfimo nekoreluje s
prostou schopnosti vazat trojmocné Zelezo, ktera je u vSech téchto latek prakticky totozna
(obr. 5.1.). Jejich studium proto dale pokracuje. V nejblizsi dob&é by mély byt na katedie
farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv FaF UK dokonceny studie stability téchto latek v
biologickém prostiedi (krali¢i plasma). Snadnéa hydrolyza hydrazonové vazby ma za nésledek
rozpad chelatorti na isoniazid a piislusny aromaticky aldehyd (salicylaldehyd v piipadé SIH)
nebo keton (nové cheldtory). Rychlost a mira tohoto rozpadu by mohly ovlivnit jak
antioxidaéni aktivitu, tak toxicitu, kterd je podle naSich pfedstav primarné navozena odnétim
zeleza z pro bunku zivotné dileZitych proteind. Bylo by proto vhodné otestovat toxicity (i
pfipadné antioxidacni aktivity) téchto rozkladnych produktl. Zajimavé by také bylo provést
experimenty s komplexy (chelaty) zkoumanych latek s Zelezem, coz by mélo odlisit toxicitu
zpusobenou depleci Zeleza od jejich "vlastni" toxicity. VSechny tyto latky jsou v soucasnosti
také na katedie biochemickych véd FaF UK testovany jako potencidlni antiproliferativni
agens. Hodnoceny jsou ucinky na proliferaci dvou nadorovych linii, HL-60 (odvozené z
bun¢k humanni promyelocytarni leukémie) a MCF-7 (adenokarcinom prsu), které reprezentuji
jak hematologické malignity, tak i1 solidni nadory. DileZita pak bude mira selektivity toxicity

chelatort vii¢i nadorovym buiitkam v porovnani s nenddorovymi.
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ECso[uM] 1Cso[uM] ECso/I1Cso

(24 h) (72 h)
SIH 18,2 29,7 0,61
2-HAF-INH 11,4 12,2 0,93
2,4-DHAF-INH 9,2 2,7 3,45
2,6-DHAF-INH 48,3 31,2 1,55
HMAF-INH 21,2 9,5 2,22
HNAF-INH 68,5 iolg?g 0,63
4,6-DAR-INH 39,9 733 0,54
2-HPF-INH 17,8 29,2 0,61
AHC-INH 56,3 ?1%8?2) 0,44
CAF-INH 9,5 48 1,97

Tab. 5.1.: Pirehled a porovnani hodnot ECs, (koncentrace chelatori, které o 50%
snizily toxicitu navozenou 24h inkubaci H9¢2 bunék s 200 puM tBHP) a ICs
(koncentrace chelatori, které pri 72h inkubaci snizily viabilitu H9c¢2 bunék na 50%
kontrolnich hodnot)
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6. Zavéry
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Potvrdili jsme vysledky pfedchozich studii prokazujici vyrazné a statisticky
vyznamné protektivni vlastnosti chelatoru zeleza SIH pro ochranu bunék H9c2
ptred toxickym pusobenim t-BHP. Hodnota ECs byla pii pouziti 200 uM t-BHP
stanovena 18,2 uM.

Protekce bunék pred oxidacnim poskozenim byla potvrzena u vSech novych
aroylhydrazonovych chelatort zeleza odvozenych od struktury SIH.

Zjistili jsme, ze obmény ve struktuie SIH mohou ovlivnit protektivni vlastnosti
chelatoru zeleza. K vyznamnému zesileni protektivnich vlastnosti doslo nahradou
salicylaldehydu metylketonem (chelator 2-HAF-INH), kdy bylo dosazeno hodnoty
ECsp 11,4 puM. Naopak nejhorSich vysledkti bylo dosazeno po vclenéni
nitroskupiny do zékladni struktury (chelator HNAF-INH), tato latka méla ECsg
68,5 uM.

Statisticky vyznamna akutni (24h) toxicita nebyla ve srovnani se SIH zjisténa u
zadného nového chelatoru s vyjimkou chlorovaného analogu CAF-INH.

Toxické vlastnosti po 72 hodinové inkubaci (dlouhodoba toxicita) byly
pozorovany u vSech testovanych chelatori. Hodnota ICso SIH odpovida
koncentraci 29,7 uM. Toxi¢téjsi nez SIH byla po dlouhodobé inkubaci vétSina
chelatort, vyjimku tvofi HNAF-INH a AHC-INH, u kterych nedoslo ke statisticky
vyznamnému snizeni viability bunék u zadné z testovanych koncentraci (< 100
uM).

Jako antioxida¢né nejucinnéjSi chelator Zeleza byl zcelé skupiny novych
aroylhydrazoni vyhodnocen 2-HAF-INH. Ten mél ve srovnani se SIH nizsi
hodnotu ECsy (11,4 pM), akutni toxicita nebyla u tohoto chelatoru vibec
pozorovana. Vyssi hodnotu toxicity po dlouhodobé inkubaci (ICsp = 12,2 uM) lze
ziejmé& piicitat vyrazn€jSim schopnostem tohoto ligandu vyvazovat zelezo
z zivotné dulezitych proteinti buné¢k.

Chelator s nejvyhodnéjSim pomérem cytoprotektivnich a toxickych vlastnosti pfi
dlouhodobé (72h) inkubaci je AHC-INH, kde pokles protekce pied t-BHP byl

doprovazen jesté vyraznéjSim snizenim toxicity.
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8. Prehled zkratek

AP
AD
AlF
Apaf-1

APP

ATP
CAT
cGMP

CP21
CYP 450
DCT1

Dcytb
DFO
DFT
DMT 1

DNA
ER
eNOS
EDTA

FAD/FADH,
FMN/FMNH,
FPN 1

GIT

GPx

GSH

amyloid-p peptid

Alzheimerova choroba

apoptézu indukujici faktor

faktor aktivujici
apoptotickou proteazu 1
amyloid-p prekurzorovy
peptid

adenosin trifosfat
katalaza

cyklicky guanosin
monofosfat

deferipron

cytochrom P450
protein vyvolavajici
pfirozenou rezistenci
makrofagl

duodenalni cytochrom b
desferoxamin

desferithiocin

prenasec bivalentnich kovt

1

deoxyribonukleova kyselina

endoplazmatické retikulum

endotelialni NO-syntaza
etylendiamintetraoctova
kyselina

flavin adenin dinukleotid
flavin mononukleotid
feroportin 1
gastrointestinalni trakt
glutathion-peroxidaza

glutathion

HC1
HCP 1
HFE
HJV
HNE

Hp
ICL670A
L1

iINOS
MAPK

MDA
mDNA

MODS

MPO
MPT

NAD'/NADH

nNOS

NOS

Nramp2

PARP 1

PCIH

PD
PIH

hem-oxygenaza

hem pienasejici protein
gen hemochromatozy
homojuvelin
4-hydroxy-2-nonenal
ferooxida¢ni hephaestin
deferasirox

deferipron

indukovatelna NO-syntaza

mitogenem aktivovana
protein kindza
malondialdehyd

mitochondrialni

deoxyribonukleova kyselina

syndrom multiorganového

selhédni
myeloperoxiddza
zména permeability
membrany

nikotinamid dinukleotid
neuronalni NO-syntdza
NO-syntaza

protein vyvolavajici
pfirozenou rezistenci
makrofagl

poly(ADP-
ribdza)polymeraza 1
2-pyridylcarboxaldehyd
isonicotinoyl hydrazon
Parkinsonova choroba
pyridoxal isonicotinoyl
hydrazon
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PKIH

RNS
ROS
rRNA

RS
sGC
SIH

SOD
Tf
TR 2
TNF
t-BHP
tRNA

TRX
XDH
XO

di-2-pyridylketon
isonicotinoyl hydrazon
reaktivni formy dusiku
reaktivni formy kysliku
ribozomalni ribonukleova
kyselina

reaktivni slouCeniny
rozpustna guanylat-cyklaza
salicylaldehyd isonicotinoyl
hydrazon
superoxid-dismutaza
transferin

receptor pro transferin 2
tumor nekrotizujici faktor
tert-buthylhydroperoxid
transferova ribonukleova
kyselina

thioredoxin
xanthin-dehydrogenaza

xanthin-oxidaza
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