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Reaktivne formy kyslika (ROS) a dusika (RNS) su v organizme produkované
zanormalnych i patologickych podmienok. Organizmus disponuje antioxida¢nymi
mechanizmami, ktoré ho chrania pred ich Skodlivymi u¢inkami. V pripade nerovnovahy
medzi produkciou ROS/RNS a antioxida¢nymi mechanizmami, dochadza k oxida¢nému
stresu, ktory pdsobi v patogenéze mnohych ochoreni vratane kardiovaskularnych.
Z dovodu pritomnosti vel'kého mnozstva mitochondrii a nizSieho mnozstva pritomnych
antioxidantov s kardiomyocyty obzvlast citlivé k oxidaénému stresu. Zelezo, sa
katalyzovanim radikalovych reakcii vyznamnou mierou podiel'a na vzniku a rozvoji
oxidacného stresu. Odstranenie volného Zeleza pomocou chelatorov Zeleza je jednou
Z moznosti, ako oxida¢nému stresu predchadzat, alebo ho miernit’.

Cielom tejto diplomovej prace bolo Studium kardioprotektivnych ucinkov
v prostredi  H20. i vlastnych kardiotoxickych vlastnosti novo syntetizovanych
aroylhydrazonovych chelatorov zeleza (H21, H22, H23, H24, H25 a H26), na linii
potkanich embryonalnych kardiomyoblastov H9c2.

Protektivne i toxické vlastnosti skuasanych chelatorov, boli vyhodnotené
na zaklade viability buniek testom vychytavania neutralnej ¢ervene zivymi bunkami.
Fotograficka dokumentécia bola vyhotovena fluorescenénou mikroskopiou za pouzitia
mitochondrialnej sondy JC-1.

Vsetky Studované latky sa prejavili ako relativne vel'mi malo toxické voci
bunkam H9c2, zaroven vSak (s vynimkou latky H24) neboli vébec schopné bunky
ochranit’ v prostredi 200uM peroxidu vodika. Cheldtor H24 ako jediny z pomedzi

testovanych latok preukdzal schopnost’ chranit bunky pred oxidaénym stresom



sposobenym H>0>. Avsak zo vSetkych skisanych latok vykazoval i najvyssiu vlastnd
toxicitu po 24 i 72 hodinéch.

Tato praca nepriniesla ocCakdvané vysledky, avSak je zdrojom cennych
informacii pre d’al$iu syntézu a $tadium novych latok chelatujiacich Zelezo s potencialne

kardioprotektivnymi vlastnostami.
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Reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS) are in
an organism generated under normal or pathological conditions. There are antioxidant
mechanisms, which protects the organism from their harmful effect. In case of
imbalance between ROS/RNS production and antioxidant mechanisms, an oxidative
stress is initiated. The oxidative stress is involved in the pathogenesis of many diseases,
including cardiovascular desease. In consequence of higher presence of mitochondria
and lower presence of antioxidants cardiomyocytes are more sensitive to the oxidative
stress. Iron, by catalysing radical’s reactions, significantly participates on formation and
development of oxidative stress. Elimination of the free iron by iron chelators is one
option how to prevent or moderate oxidative stress.

The aim of this master theses was to study cardioprotective effect in presence of
H>02 and own toxicity of newly synthetized aroylhydrazone iron chelators (H21, H22,
H23, H24, H25 and H26) on rat embryotic cardiomyoblasts H9c2.

Protective and toxic properties of studied chelators were evaluated by cell
viability assay based on neutral red uptake by living cells. Photographic documentation
was made out by fluorescent microscopy of cells stained by mitochondrial probe JC-1.

All studied substances showed relatively low toxicity against H9c2 cells.
Although, they were not able (with the exception of H24) to protect cells in a presence
of 200uM hydrogen peroxide. From all tested substances, only chelator H24 showed
ability to protect cells from oxidative stress caused by H>O.. However, chelator H24

showed the highest own toxicity after 24 and 72 hours.



Even though my data haven’t showed expected results, they remain a source of
important information for the next synthesis and study of new iron chelators with

potentially cardioprotective properties.
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1 Uvod

V organizmoch, ktoré sa nachadzaju v prostredi bohatom na kyslik, ktory
vyuzivaji k produkcii ATP, neustale dochadza aj k tvorbe reaktivnych foriem kyslika
(ROS), ktoré svojim pdsobenim bunky poSkodzuju. Tie sa tomu brania pomocou
antioxida¢nych mechanizmov, ktoré ROS odstranuju. Ked produkcia ROS prevysi

nad kapacitou antioxida¢nej ochrany, dochadza k rozvoju oxida¢ného stresu.

ROS zohrévaju ulohu v patogenéze mnohych ochoreni, ako st napriklad
aterosklerdza, kardiomyopatia, rakovina, alebo ischemicko-reperfuzne poskodenia

po infarkte myokardu, mozgovej prihode a d’alsie.

Na vzniku arozvoji oxidacného stresu sa vyznamne podiela volné, slabo
viazané Zelezo, ktoré ucastou vo Fentonovej a Haber-Weissovej reakcii, napomaha
tvorbe reaktivneho hydroxylového radikalu. Preto odstranenie prebyto¢ného Zzeleza
pomocou jeho chelatacie, sa javi ako vhodny spdsob ako predchadzat’, alebo miernit

oxidacny stres, a zabranit’ tak nasledkom jeho posobenia.

V stcasnosti su klinicky pouzivané tri latky s chelatacnym ucinkom,
desferioxamin, deferipron a deferasirox. Neustdle, Vvsnahe najst chelatory
s vyhodnejsimi vlastnostami sa  syntetizuji asktsaju nové latky s chelataénym

ucinkom.

STubnou skupinou st derivaty aroylhydrazonu, do ktorej patri aj SIH, ktory sa
prejavil ako ucinny chelator, avSak v plazme je vel'mi rychlo hydrolyzovany. V snahe
najst’ stabilnejsi a prinajmensom rovnako u¢inny chelator ako samotny SIH, sa sktisajt
jeno rdzne derivaty. Tato diplomova praca sa venovala S$tudiu potencialnych

kardioprotektivnych a kariotoxickych vlastnosti niektorych z tychto derivatov.

11



2 Sucasny stav rieSenej problematiky

2.1 Kyslik

V stcéasnosti je Kyslik najrozsirenejSim prvkom zemskej kory. Je sucastou
atmosféry (21%), litosféry a hydrosféry (pri 10°C dosahuje koncentraciu 0,284 mmol/l)
(1, 2). Avsak na zaciatku, ked’ vznikali prvé Zivé organizmy, Kyslik na Zemi nebol.
Vacsina drah intermediarneho metabolizmu organizmov, ktoré pozname (glykolyza,
syntéza a oxidacia mastnych kyselin, Krebsov cyklus a mnohé iné), sa vyvinuli
zatychto anaerébnych podmienok. Kyslik sa objavil az omnoho neskor,
cca pred 2,4 miliardami rokov. Zacali ho produkovat’ fotosyntetizujice cyanobaktérie,
az dosiahol podiel v atmosfére 2-4 %, ¢o zodpoveda tlaku 15-30 Torr. Tento tlak je
priblizne rovnaky, ako hodnota parcidlneho tlaku kyslika na konci kapilar vo vicSine
tkaniv cicavcov (3).

S vynimkou niektorych anaerébnych a kyslik tolerantnych jednobunkovcov,
v sucasnosti vSetky organizmy vyuzivaji kyslik k efektivnej produkcii energie pomocou
prenosu elektronov (1). A je pre ich zivot nevyhnutny (4).

U mnohobunkovych organizmov je zabezpecend dodavka kyslika pre vSetky
bunky, pomocou hemoglobinu amyoglobinu (1). Az 90 % Oz privedeného
do organizmu, je u cicavcov spotrebovanych mitochondriami, hlavnymi producentami
ATP. Zakladnym principom je oxidacia substratov, ktoré stracaju elektrény, ktoré su
akceptované elektrénovymi nosi¢mi (NAD, FMN, FAD), za vzniku ich redukovanych
foriem (NADH, FMNH., FADH?). Tie, su nasledne reoxidovane kyslikom za produkcie
velkého mnozstva ATP (az 32 molekul ATP z jednej molekuly O). V tomto procese je
kyslik redukovany na vodu (1, 5).

Viacsina zvySného kysliku, ktory nebol spotrebovany mitochondriami, je vyuZzita
enzymami, ako oxydazy aoxygenazy, alebo sa zaCastiiuje na neenzymatickych
oxida¢nych reakciach (1).

Vzhladom na to, Ze kyslik je toxicky, mutagenicky plyn, sa u aerébnych
organizmov vytvoril systém antioxidac¢nej ochrany (1). Jeho toxicita sa pripisuje
produkcii volnych kyslikovych radikdlov (4). Vzhl'adom na svoju elektronovi
konfiguriciu st atdbmy kyslika pri beznych podmienkach nestale. Kyslik ma vysokt

elektronegativitu, a je teda silnym oxidovadlom (2).
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2.2 ROS

ROS, ¢ize reaktivne kyslikové cCastice, je spolo¢ny termin zahtiiajuci kyslikové
radikaly, ale aj neradik&lové derivaty Oz, z ktorych ale radikaly mézu vznikat' (vid’
Tab. 2.1) (1, 4).

radikaly neradikaly

Superoxid Ogze— Peroxid vodika H202
Hydroxylovy radikdl  "OH Kyselina chlorna HOCI
Peroxylovy ROy’ Oz6n O3
Alkoxylovy RO’ Singletovy kyslik 10,
Hydroperoxylovy HO?

Tab. 2.1 Prehl'ad ROS (1)

Jednoelektrénovou redukciou Kkyslika vznikd superoxid. Ten sa moze

protonizovat’ na hydroperoxylovy radikal, alebo prijatim d’alSicho elektrénu a dvoch

protonov vznikne peroxid vodika. Ten v pritomnosti este jedného elektronu a protonu sa

rozpada na vodu a hydroxylovy radikal. Excitdciou molekuly kyslika vznika singletovy

kyslik (4).

0,50, H,0, % HO" + H,0 5 H,0

2H*
Obr. 2.1 Postupna redukcia kyslika na vodu (5).

ROS su prirodzenym produktom aer6bneho metabolizmu (6). Vznikaju
v mnohych enzymovych i neenzymovych reakciach (4). Za patologickych podmienok

mozu byt produkované vo zvysenej miere a Sposobovat’ tak oxidacny stres (6).

ROS zastavaju v organizme uréité biologické funkcie, ale v nadmernom
mnozstve st Skodlivé. Su sucastou mnohych signalizacnych drédh. Svoju ulohu
zohravaju aj pri obrane organizmu proti infekénym agens, pri takzvanom respiraénom
vzplanuti. Naopak, vo vyssich koncentraciach poskodzuju rézne bunkové Struktiry ako

su lipidy, membrany, proteiny alebo nukleové kyseliny (4, 7).
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2.2.1 VoI'né radikaly

Volny radikal, je akakol'vek molekula, atom, alebo i6n s neparovym elektronom

VO valenénej sfére, schopny aspon kratkodobej samostatnej existencie (8).

Volné radikaly vznikaju prijatim, alebo odovzdanim jedného -elektronu
z neradikalovej castice. Ktomuto dochadza napriklad pri homolytickom Stiepeni
kovalentnej vézby, pri¢om potrebna energia sa ziska z tepla, alebo elektromagnetického

Ziarenia (1).

Volné radikaly si casto velmi reaktivne zlGCeniny aich reakciou
s neradikdlovymi zlu¢eninami vznikaji d’alSie radikaly (retazova reakcia), ktoré¢ mézu

byt’ viac, rovnako, alebo menej reaktivne ako povodny radikal (1).

2.2.1.1 Superoxid (O2")

Superoxid vznika prijatim jedného elektronu molekulou kyslika v zakladnom
stave do jeho ©* antiorbitalu (1).

V organizme je superoxid tvoreny prirodzene, aktivovanymi fagocytmi pocas
zapalu pomocou NADPH oxidazy (8), enzymami ako xantinoxidaza, peroxidaza
a d’alSie. Tvori sa aj pri oxidacii mnohych biologicky dodlezitych molekul, ako su
glyceraldehyd, adrenalin, noradrenalin, L-dopa, dopamin a iné. Najviac superoxidu je
produkovaného v dychacom retazci, v ktorom dochadza k stratdm elektronov pri ich
prenose v ramci ret'azca, o opét’ vedie k produkcii O2™ (1). Vécsina superoxidu zostava
uvéznena v mitochondriach. Avsak napriek tomu je schopny do urcitej miery prestipit’

vonkaj$iu mitochondrialnu membranu (9).

O2" je nestabilny a spontanne (reakciou nazyvanou dismutécia, ktora je velmi
pomala, k ~ 0,2 mol*I**s? (10)), alebo za udasti superoxiddismutdzy sa premiena
na peroxid vodika, ktory je sam o sebe stabilny (8, 9). Nekatalyzovana dismutacia je
pomald avyrazne zavisla na pH. Zatial ¢o reakcia v pritomnosti SOD je omnoho

rychlejsia a na pH v rozmedzi 5,3 - 9,5 v podstate nezavisla (1).

20,7 + 2HY — 0y + H0, 1)
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Superoxid sa zucastiiuje na Haber-Weissovej reakcii za vzniku hydroxylového
radikalu (vid’ kap. 2.4.1). AvSak ma schopnost’ nie len s kovmi reagovat’, ale dokaze aj
uvolnovat’ Zelezo zo molektl obsahujtcich zelezo ako napriklad feritin, alebo enzymy
obsahujuce klaster [4Fe-4S] (14).

2.2.1.2 Hydroxylovy radikal ("OH)

Hydroxyovy radikal je tvoreny v mnohych reakciach v organizme. Jednou z nich
je aj Fentonova reakcia (vid’ kap. 2.4.1). Vznika aj v pokozke vystavenej slne¢nému
Ziareniu, kde vplyvom UV Ziarenia dochadza k rozkladu Hz02. Dal3imi zdrojmi *OH je
ionizujuce ziarenie, reakcia kyseliny chlornej a superoxidu, alebo kyseliny chldrnej

s chelatmi zeleza:
HOCI + O — O2+ Cl+ OH" (5)

Hydroxylovy radikal existuje extrémne kratky ¢as (107°s) (5). Reaguje vel'mi
rychlo s takmer vSetkymi typmi molekul nachadzajtcich sa v zivom organizme: cukry,
aminokyseliny, fosfolipidy a iné. Sam dokaze iniciovat’ oxidaciu mastnych kyselin. Je

to najreaktivnejsi kyslikovy radikal s vysokym redukénym potencialom (1).

2.2.1.3 Peroxylovy a alkoxylovy radikal

Peroxylovy (RO2") a alkoxylovy (RO") radikal s dobrymi oxidaénymi ¢inidlami
(1). Ich reaktivita zavisi na R skupine (7). Obidva tieto typy radikalov si schopné
odtrhnut’ z inych molekul atdom vodika, ¢o je dolezita reakcia prebiehajuca pri oxidacii

tukov (1).
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2.2.2 Neradikalové zlicCeniny

2.2.2.1 Peroxid vodika (H202)

Peroxid vodika je bezfarebna kvapalina neobmedzene miesitelna s vodou.
Pre va¢sinu buniek je toxicky v rozmedzi 10-100 uM. Ma slabé oxidacné a redukéné

vlastnosti a je pomerne malo reaktivny (1).

In vivo je produkovany niektorymi enzymami ako xantin a urat oxidazy. Taktiez

vznika pri dismutécii molekuly superoxidu (vid’ kap. 2.2.1.1.) (1).

Molekula peroxidu vodika je pomocou katalazy, alebo glutationperoxidazy

rozkladana na kyslik a vodu.
H.O, — Oz +2 H0 1)

Vd’aka svojej nizkej reaktivite je sim osebe schopny inaktivovat’ iba niektoré
enzymy, ale nedochadza k priamej oxidacii DNA, lipidov, ani véicsiny proteinov.
Zapritomnosti kovov (zelezo amed), vznikaju reaktivne volné radikaly, ako

hydroxylovy radikal, ktoré nasledne sposobuju ovel'a zavaznejsie poskodenia bunky (1).

2.2.2.2 Kyselina chlérna (HOCI)

Kyselina chlérna je produkovana enzymom myeloperoxidazou v aktivovanych
neutrofiloch (1).

HOCI + CI- — OH + HOCI 1)

Je to slaba kyselina (pKa = 7,5), vysoko reaktivna, schopna poskodzovat’ biomolekuly.
Je silnym dvojelektonovym oxida¢nym c¢inidlom. HOCI je schopné chloracie DNA
bazi, moze oxidovat’ tioly, kyselinu askorbovu, alebo NAD(P)H (1).

16



2.2.2.3 0z6n (Os)

Ozén je trojatdbmovy, bezfarebny plyn. Je doélezitym ochrannym Stitom
pred radianym ziarenim z vesmiru. Nie je volnym radikdlom, ale je silnej$im
oxidaénym ¢inidlom, nez molekularny kyslik. Produkovany je fotodisociaciou
molekularneho kyslika na atom kyslika, ktory potom reaguje s d’alsou molekulou
kyslika (1).

0, — 20 (@)
02+0— 03 (1)

V niz8ich vrstvach atmosféry je tvoreny ako vysledok fotochemickych reakcii

prebiehajucich v pritomnosti poldtantov vo vzduchu (1).

2.2.2.4 Singletovy kyslik (*O2)

Singletovy kyslik vznika prijatim energie molekulou kyslika v zakladnom stave,
od ktorého sa 1isi konfigurdciou elektronov. Na rozdiel od molekuly kyslika nema,
ziadne nesparované elektrony, ale obidva tieto elektrony okupuju jeden orbital. Pri ¢om
druhy orbital zostdva prazdny, pripraveny na reakciu. Preto je singletovy Kkyslik,
v porovnani s kyslikom v zakladnom stave, omnoho reaktivnejsi a moze viest

K vyznamnejsiemu poskodeniu biomolekul (5).

In vivo vznikad vo fotosenzitivnych reakciach, kde molekula (napr. bilirubin,
retinal, riboflavin, porfyriny) osvetlena svetlom ur¢itej vinovej dizky absorbuje energiu,

dostane sa do excitovaného stavu a nasledne tuto energiu prenesie na kyslik (1).
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2.3 RNS

Reaktivne formy dusika maju podobny vyznam ako reaktivne formy kyslika.
Vznikaju z aminokyseliny L-argininu pomocou NO-syntazy produkujicej oxidy dusika,
medzi ktoré patri oxid dusnaty (NO), nitrosénium (NO¥), nitrozyl (NO), alebo
peroxynitrit (ONOO") (4).

2.3.1 Oxid dusnaty (NO")

Oxid dusnaty je, vdaka jednému neparovému elektronu, radikal. Lahko
prechadza cez lipidova dvojvrstvu. Na zéklade svojej radikdlovej povahy ma kratky

biologicky polcas, takze je aj rychlo odstraiiovany (66).
NO" je dolezitym intracelularnym poslom (5).

Jeho funkcia spociva v stimul&cii cGMP, a tak schopnosti ovplyviiovat’ hladinu
vapnika v hladkom svalstve, vyvolavat' tak svalovl relaxaciu, inhibovat' agregaciu

dostic¢iek a ovplyviovat’ neurotransmisiu (4).

NO" je schopny reagovat’ so superoxidom, alebo kyslikom, za vzniku d’alSich

radikalov, ako peroxinitrit (11).
NO' + 02" — ONOO~ 1)

Je schopny redukovat’ i6ny vol'nych kovov, alebo oxidovat’ kovy v proteinovych
komplexoch, napriklad v hemoglobine, za vzniku metenoglobinu a NO3z (4, 11).
Inhibuje cytochrém P450, akonitazu, aj katalazu. Na druhej strane NO reakciou
s hemoglobinom zabezpetuje NAD™ pre potreby glykolyzy v podmienkach hypoxie
(112).
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2.3.2 Peroxynitrit (ONOQO")

Peroxynitrit nie je radikalom. Nema Ziadny neparovy elektron (12).

Reaguje s oxidom uhli¢itym za  vzniku  vysoko  reaktivneho
nitrosoperoxykarbonatu. Obidve tieto zluCeniny sa nésledne podielaji na produkcii
dralsich, este reaktivnejSich ROS (5). S peroxidom vodika reaguje ONOO"™ za vzniku
singletového kyslika (1).

Peroxynitrit oxiduje tiolové skupiny proteinov a vytvara disulfidy, alebo nitruje
tyrosyloveé skupiny (5). Je schopny nitrécie alebo deaminacie DNA baz (1). Taktiez

reaguje s nenasytenymi mastnymi kyselinami obsiahnutymi v membranach (5).
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2.4 Oxidacny stres

Pojem oxida¢ny stres bol prvykrat definovany v roku 1991, ako ,,naruSenie
rovnovahy medzi prooxidaénymi a antioxidaénymi mechanizmami® (13). Je to stav,
ked zvySena produkcia volnych radikalov (vid’ kap. 2.2) prevazi nad antioxida¢nou

ochranou tela (10).

V zdravom organizme je produkcia ROS aRNS viac-menej vyvazena
antioxidaénym systémom. Aj napriek udrziavaniu tejto rovnovahy, su biomolekuly
V organizme priebezne tvorenymi volnymi radikdlmi poSkodzované a musia byt

opravované, alebo nahradzované (1).
Oxidacny stres moze vznikat’ na zéklade:

1) znizenej antioxidacnej ochrany, napriklad z dovodu mutacii antioxida¢nych

enzymov, alebo nedostatoénym prijmom antioxidantov v potrave (1).

2) Zvysenej produkcie ROS/RNS, v pripade vystavenia organizmu vécSiemu
mnozstvu kyslika, za pritomnosti toxinov, pri nadmernej aktivacii prirodzenych

ROS/RNS systémov v organizme (zépal, zvySena aktivacia fagocytov) (1).

Reaktivnym formam kyslika sa pripisuje Ucast’ na patogenéze mnohych
ochoreni, ako su napriklad rakovina, diabetes, kardiovaskularne ochorenia,
aterosklerdza, neurologické choroby (Alzheimerova, Parkinsonova choroba), alebo
chronicky zapal (10). Bunky totiz dokazu tolerovat’ oxida¢ny stres len do urcitej miery,
najma pomocou stimulécie antioxida¢nych systémov. St schopné sa adaptovat’. AvSak

prilisny oxida¢ny stres moze viest’ az k bunkovej smrti (1).

Radikaly, ako superoxid a peroxid vodika, sa vyznacuji schopnost'ou reagovat’
v pritomnosti prechodnych kovov ako Zelezo, chrom, med’, alebo kobalt, za vzniku
dalsich radikalov, prikladom je Fentonova, alebo Haber-Weissova reakcia (10) (vid’
kap. 2.4.1).

Prave vdaka ucasti vreakciach produkujucich volné radikaly, pretaZenie
organizmu Zzelezom prispieva k rozvoju oxida¢ného stresu (14), apreto je hladina
vol'ného 1 celkového Zeleza v organizme za normalnych podmienok vel'mi prisne

regulovana (vid’ kap. 2.5.1.4).
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Samotny oxidacny stres zvySuje niekol’kymi mechanizmami hladinu kovov,
ktoré nasledne moézu katalyzovat' reakcie uz spominané vysSie: 1) Mftve bunky
uvolnuju zelezo, pdvodne obsiahnuté v nich do okolia. 2) Superoxid je schopny uvolnit
zelezo z feritinu a FeS - proteinov. 3) Peroxid prispieva k uvol'neniu Zeleza na zaklade
poskodzovania hemovych proteinov. 4) Peroxynitrit dokdze uvolnit Zelezo z FeS-

proteinov (1).

2.4.1 Fentonova a Haber-Weisova reakcia

Za normélnych okolnosti sa v organizme nenachddza takmer Ziadne volné
zelezo. Pod tymto pojmom je myslené Zelezo, ktoré ma aspoil jeden valencény elektron
volny, alebo nim viaze slabo viazany ligand (napr. Zelezo viazané na ADP, ATP,

EDTA, fosféat, citrat, alebo iny chelator) (9, 15).

VolIné Zelezo (ale 1 iné prechodné prvky) sa podiel'a na reakciach produkujucich
volné radikaly. Typickym prikladom je Fentonova reakcia, ktorej vysledkom je
hydroxylovy radikal (9).

Fe** + 0 — Fe** + O 9)
Fe** + H.02 — Fe** + "OH + OH" )

Superoxidovy radikal konvertuje trojmocny ion Zeleza na i6n dvojmocny, ktory
nasledne reaguje s pomerne stabilnym anie az tak Skodlivym peroxidom vodika, za

vzniku vysoko reaktivneho hydroxylového radikalu (9).

V ramci Fentonovho systému moze prebiehat’ niekol’ko d’alSich reakeii (1):

OH" + H202 — H20 + H + 02" @
OH' + Fe?* — Fe®* OH- )
HO," + Fe?* + H* — Fe®* + H»0» 1)
HO," + Fe® — Fe?* + H* + O 1)

Mnohé zeleznaté chelaty katalyzuju Fentonovu reakciu, ale chelaty zelezité

musia byt’ redukovatel'né, aby mohli pdsobit’ ako katalyzatory tejto reakcie. Zaroven, sa
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rozne chelaty navzajom lisia vo svojej schopnosti katalyzovat’ reakciu a modifikujd tym

jej priebeh (15).

Haber-Weissova reakcia je kombinaciou Fentonovej reakcie a redukcie
zelezitého i6nu pomocou superoxidu. V tomto pripade superoxid reaguje s peroxidom

vodika za vzniku hydroxylového radikalu. Reakcia je katalyzovana zelezom (10).

Fed*/Fe?

Oz~ + H20 O2 + 'OH + OH" (10)
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2.5 Zelezo

Zelezo je biogénny stopovy prvok (16), esencialny prakticky pre vietky Zijice
bunky. Bez neho by nemohli prebichat’ mnohé Zivotne dolezité procesy, ako napriklad
transport kyslika, produkcia ATP, alebo DNA syntéza (17). Zelezo je totiz obsiahnuté
v heme, v molekuladch hemoglobinu, myoglobinu, cytochrébmov a inych enzymoch.
Uplatiiuje sa aj vo funkciach imunitného systému, kde je sucastou NADPH-oxidazy
potrebnej k obrane proti mikrébom. M& vyznam aj pre bunkovl proliferaciu,
diferenciéciu a pre regul&ciu génovej expresie. (16) Nedostatok Zeleza zastavuje rast

buniek a vedie az k ich smrti (17).

V prostredi bohatom na kyslik, ¢ize prostredi, v ktorom sa vyvijali I'udia i d’alSie
cicavce, je nedostatok zeleza bezny, aj napriek tomu, Ze je to jeden z najrozsirenejSich
prvkov nazemskom povrchu. Tento paradox vyplyva pradve zo skutocnosti, Ze
v pritomnosti kyslika za fyziologického pH sa Zelezo nachadza v jeho velmi zle
rozpustnej oxidovanej forme, ako zelezity i6n. Cez bunkovi membranu moze byt
zelezo prenasané len ako lepSie rozpustny zeleznaty i0n, ktory je ale nestabilny a rychlo
oxidovany znovu na Fe®**. Preto sa vyvinuli mechanizmy pre efektivnu konzervaciu

a vnatornu recyklaciu zeleza v organizme (18, 19).

Za normalnych okolnosti, sa v tele dospelého muza nachadza 35-45 mg/kg
zeleza. 'V dosledku pravidelnych strat krvi pocCas menStruacie, maju Zeny
pred menopauzou zasoby Zeleza mensie. Az 80% celkového zeleza je stcastou
hemoglobinu. 10-15 % Zeleza je pritomnych v myoglobine a v ostatnych tkanivach

(cytochrémy a enzymy) (20).

Biologicka dolezitost’ Zeleza je zaloZena na jeho chemickych vlastnostiach ako
prechodného prvku. LCahko sa zapaja do jednoelektronovych oxida¢nych reakeii,

v ktorych prechadza medzi svojou Zelezitou (Fe*) a zeleznatou (Fe?*) formou (21).

Zaroven, tie isté chemické vlastnosti st pri¢inou toxickych vlastnosti volného
zeleza pri jeho nadbytku (4). Volné Zelezo totiz moédze poskodzovat tkanivo
katalyzovanim premeny superoxidu a hydrogén peroxidu v Haber-Weissovej reakcii
na vol'né radikaly, ktoré nasledne mozu poskodit’ bunkové membrany, proteiny a DNA
(20).
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Podiel'anim sa na Haber-Weissovej reakcii vol'né Zelezo zohrava zasadnt tlohu
v oxida¢nom strese, obzvlast’ v pripade pri jeho prebytku, alebo v pripade nadprodukcie
superoxidu, napriklad pri zapalovych reakcidch . Aby sa zabranilo rozvoju oxidacného
stresu, zelezo cirkulujuce v plazme je naviazané na transferin a v bunkach sa kumuluje

vo forme feritinu (20).

Prave preto, ze nadbytok zeleza na jednej strane a jeho nedostatok na strane
druhej, sposobuji bunkova smrt’, musi byt hladina reaktivneho Zeleza vel'mi prisne

regulovana (21).

2.5.1 Metabolizmus zeleza

2.5.1.1 Absorpcia

Vzhl'adom na to, Ze okrem exfolidcie enterocytov (cyklus enterocytov je
35 hodin) apravidelnych strat krvi pri menstruacii, neexistuje ziadny fyziologicky
spbsob exkrécie zeleza z l'udského organizmu (20), zohrava absorpcia v enterocytoch
klaGovli ulohu v kompenzécii dennych strat Zeleza aurCuje tak jeho hladinu
v organizme. Tieto straty bezne ¢inia 1-2 mg/den, ale moze to byt az 6 mg/den (17, 22).

Zakladnym ciel'om absorpcie je uspokojit’ potrebu Zeleza pre erytropoézu (20).

Kontrolné mechanizmy pre absorpciu zeleza sa musia vysporiadat’ s réznou
biodostupnostou zeleza zrbznych zdrojov potravy, ato vrozsahu od 5-12 %
Vo vegetarianskej strave, do 14-18 % v zmiesanej potrave. Zelezo sa nachadza vo forme
hemu, feritinu, alebo ako Zelezité i6ny. Zjavne existuji odliSné mechanizmy pre
absorpciu hemového a nehemového Zeleza a je mozné, ze existuje aj odlisny spésob

vstrebavania feritinu (17, 18).

Absorpcia prebieha v absorpénych vilach v blizkosti gastro-duodenéalneho
spojenia, kde je pH Zzaludo¢ného efluxatu eSte stale nizke, ¢o spolu s pdsobenim
traviacich enzymov napomaha naviazaniu zeleza na rozpustné zli€eniny, ako napriklad
aminy, aminokyseliny a cukry. Tieto podmienky st nevyhnutné pre jeho biodostupnost.
Preto napriklad dlhotrvajdca achlorhydria vedie k deficitu zeleza v organizme (17, 23).

Anorganické, nehemové Zelezo predstavuje 90 % zeleza nachadzajuceho sa

v potrave (23). Aby zelezo mohlo byt absorbované, musi byt najprv redukované
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na zeleznaté (Fe?*) idny (22). Tato premena prebieha na apikalnej membrane
enterocytov za pomoci duodenalneho cytochromu b (Dcytb). Expresia Dcytb je
stimulovana hypoxiou, deficitom zeleza, alebo hypotransferinémiou, a naopak
potlacovana nadbytkom zeleza (17). Pravdepodobne existuje eSte d’alsi mechanizmus
redukcie zeleza, pretoze experimenty na mysSiach s porusenym Dcytb neukazali

vyznamné ovplyvnenie zasob Zeleza v tele (23).

Zeleznaté iény nasledne mozu byt transportované cez apikalnu membranu
pomocou transportéru divalentnych kovov 1 (DMT-1). Dal§imi substratmi pre DMT-1,
okrem Fe?*, st aj d’alsie divalentné iony ako Zn?*, Mn?*, Co?*, Cd?*, Cu?*, Ni** a Pb?*.
Ide o aktivny symport zavisly na membranovom potenciali (17,24). DMT-1 je pritomny

nie len v proximalnom duodenu, ale je taktieZ aj intracelularnym transportérom (17).

Hemové Zelezo v potrave, je vysledkom rozlozenia hemoglobinu a myoglobinu
nachadzajucich sa v mésitej strave. Do buniek sa dostava receptorom sprostredkovanou
endocytézou pomocou prenasaca pre hem, ktory je vo velkej miere exprimovany
v duodenu. Endozomalny vezikul migruje do endoplazmatického retikula, kde je Zelezo
uvolnené z hemu pomocou hemoxygenazy-1 (24). Alebo, je hem transportovany
cez apikalnu membréanu priamo a exportovany cez bazolaterdlnu membranu enterocytu
pomocou FLVCR (feline leukemia virus) a v plazme nasledne viazany na cirkulujdci
hemopexin. AvSak mechanizmus vstrebavania hemového zeleza este stale nie je plne

pochopeny (23).

Zelezo uvolnené z hemu, alebo importované pomocou DMTI sa moze stat
stcast'ou hypotetického ,,labilného* poolu, moze byt inkorporované do feritinu, alebo
prenesené k bazolateralnej membrane a uvolnené do krvi (24). Labilny pool oznacéuje
slabo chelatované Zelezo naviazané na nizkomolekularne zlaceniny, ako napriklad
citrét, fosfat, nukleotidy a iné (25). Zvazuje sa aj ucast’ chaperonov, transcytoza, alebo

vezikularny transport (23).

Cez bazolaterdlnu membranu enterocytu je zelezo prendsané pomocou
transmembranového proteinu feroportinu 1 (FPN-1), ktory je pravdepodobne zaroven aj
reduktazou. Aby Zelezo mohlo byt cez membranu transportované, musi byt’ redukované
opat’ na Zeleznaty i6n. Po preneseni je opdt oxidované na i6n Zelezity pomocou
transmembranového proteinu s feroxidazovou aktivitou hefaestinu (17, 24). Zelezity ion

sa s vysokou afinitou v plazme viaze na transportny protein transferin (24).

25



FPN1 je negativne regulovany hormonom hepcidinom. Je kI'i¢ovym bunkovym

exportérom Zeleza a zaroven jedinym znamym mechanizmom pre efflux zeleza (17).

lumen Fe

apical surface

duodenal
cytochrome b

intracellular
iron pool (?)
ferroportinl

basolateral surface

blood

Obr. 2.2 Schematicka ilustracia absorpcie zeleza prebichajica v lumen tenkého Creva.
Zelezité iony st pomocou duodenalneho cytochromu b redukované na iony Zeleznaté,
nasledne su transportované cez membranu enterocytu pomocou transportéru
pre divalentné iony (DMT-1). V enterocyte Zelezo: 1) je inkorporovane do feritinu, 2) sa

stiva stcast’'ou labilného poolu, 3) prechadza priamo do krvi pomocou FPN1 (17).

2.5.1.2 Distribucia

Z celkového mnozstva Zeleza v organizme (3-5g), jeho viac ako dve tretiny su
inkorporované v hemoglobine. Zvy$né Zelezo sa nachadza prevazne v hepatocytoch
(1000mg), alebo v retikuloendotelialnych makrofagoch (600mg). Dalej sa v mensom
mnozstve nachadza vo svaloch, v myoglobine (300mg). Zvys$né Zzelezo (8mg) sa

nachadza v ostatnych tkanivach, ako sti¢ast’ niektorych proteinov a enzymov (23).

Po prestupe Zeleza z enterocytu do cirkulacie, je Zelezo distribuované do tkaniv
pomocou transportného proteinu, transferinu (Tf), na ktory sa viaze okamzite po vstupe
do krvi. Tf obsahuje dve vdzbové miesta pre zelezité iony, ktoré viaze s vysokou

afinitou, na rozdiel od i6nov zeleznatych, ku ktorym je jeho afinita naopak vel'mi nizka.
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Napriek neustalym zmendm vo vyuZiti Zeleza, je jeho plazmaticka koncentracia
pomerne stabilnd. Za normélnych okolnosti, iba 30 % transferinu je saturovaného
zelezom (2-3 mg). Plazmatickd hladina Zeleza neviazaného na transportny protein
(NTBI), t. j. Zeleza viazaného na iné proteiny, ako napriklad feritin, aloumin, alebo
na zliceniny ako citrat, je velmi nizka. Zvycajne nepresahuje 1 pumol/l a Casto je
pod detekovatelnym limitom (17, 18). Saturacia Tf pod 16 % naznacuje deficit Zeleza,
zatial’ ¢o nad 45 % je priznakom jeho nadbytku. Ked’ saturacia presiahne 60 %, NTBI sa

za¢ne akumulovat’ v cirkul&cii a poSkodzovat’ parenchymatické bunky (26).

Chelatacia Zeleza transferinom ma v podstate tri zakladné acely: 1) Vd’aka nemu
st zelezité iony rozpustené v plazme za fyziologickych podmienok. 2) Zucastiuje sa
na procesoch transportu a vychytavania zeleza bunkami. 3) Udrziava Fe®" v redoxne

neaktivnom stave, ¢im predchadza tvorbe vol'nych radikalov (23).

Denne plazmou precirkuluje cca 20-25 mg Zeleza. To je potom vychytavané

najma prekurzormi erytrocytov a vyuzivané na tvorbu hemoglobinu (23).

2.5.1.3 Skladovanie

Zelezo  je  skladované v bunkiach  (prevazne v hepatocytoch
a retikuloendoteliadlnych makrofagoch - v slezine a peceni) pomocou feritinu. Feritin
dokéze absorbovat’ velké mnoZstvo Zeleza vo forme Zelezitych idnov, ktoré su tak
potom netoxické. Je tvoreny apoproteinom (445kD), ktory moze byt’ obklopeny az 4500
atdbmami zeleza. Syntéza feritinu prebieha vo vSetkych bunkach, primarne vSak
v hepatocytoch a makrofagoch. Je tvoreny 24 podjednotkami, dvoch typov. H-typ a L-
typ. Kombinaciou tychto podjednotiek vznikaju rbézne izoformy feritinu, typické
pre rozne tkaniva (20). Pomer podjednotiek zalezi na type tkaniva, fyziologickej funkcii
a zmenach v dosledku zapalu alebo infekcie (21). H-podjednotka ma feroxidazovu

aktivitu, o pomaha v boji proti oxida¢nému stresu (20).

Uloha makrofagov v skladovani Zeleza spoéiva vich schopnosti fagocytovat
(predovsetkym v slezine) staré erytrocyty. Nasledne je hemoglobin a hem degradovany
pomocou hemoxygendzy. Vol'né Zelezo je potom vychytdvané molekulami feritinu,

alebo uvolnované do cirkulacie, kde sa viaze na transferin (20).
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Peceni je hlavny orgén, kde sa skladuje Zelezo. Vel'mi 'ahko dokaze vychytavat
cirkulujuce Zelezo. Hepatocyty maji receptory ako pre transferin, tak aj pre feritin,

hemoglobin, haptoglobin, alebo hem (20).

2.5.1.4 Regulacia

2.5.1.4.1 Regulécia na systémovej urovni

Zakladom udrziavania hladiny zeleza na systémovej Urovni a prevencie tak jeho
deficitu, alebo nadbytku, je regulacia jeho absorpcie. Tato regulacia je zabezpeCovana
pomocou peptidového horménu hepcidinu (25 aminokyselin), produkovaného najmé
v hepatocytoch, ktory je vylu¢ovany do plazmy, kde cirkuluje volny, alebo naviazany

na a2-makroglobulin (23, 18). Vylu¢ovany je l'advinami (18).

Hepcidin vykonava svoju funkciu viazanim sa na feroportin a jeho degradéaciou.
Feroportin, exportér Zzeleza, je vysoko exprimovany na bazolateralnej membrane
enterocytov ana bunkovej membrane makrofagov. Tymto spdsobom sa znizuje
membranova koncentracia feroportinu, atak i mnoZstvo Zeleza, ktoré sa dostane
do plazmy, kde by sa viazalo natransferin (27). Hepcidin je teda negativnym

regulatorom absorpcie zeleza a jeho uvolfiovania (23).

Expresia hepcidinu zavisi na mnohych podmienkach, charakterizovanych
zvySenou potrebou Zzeleza pre erytroidy azvySenym mnozstvom erytropoetinu.
Ovplyviovana je napriklad deficitom zeleza, hypoxiou, alebo zvySenou erytropoézou
(27). Vplyv moze mat’ aj pritomnost’ zapalu (18). Expresia hepcidinu je pravdepodobne

regulovana ako zasobou zeleza v peceni, tak aj jeho cirkulujdcou hladinou (18, 27).
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2.5.1.4.2Regulécia na arovni buniek

Udrziavanie hladiny Zeleza na bunkovej urovni je zalozené na koordinacii jeho
vychytavania, skladovania a exkrécii, tak aby sa zabezpecilo jeho dostatocné mnozstvo

pre bunku, ale zaroven, aby sa zabranilo jeho toxickym u¢inkom (26).

Hlavnym zdrojom zeleza pre bunky je Zelezo naviazané na transferin, ktoré je
vychytavané pomocou transferinového receptoru (TfR1) (26). Cely komplex Tf-TfR1 je
endocytovany. Endozom je pomocou na ATP zavislej protonovej pumpe okysleny (17),
¢o vedie k zmene konformécie transferinu ireceptoru a méa za nasledok uvolnenie
zeleza (26). Tieto zelezité i6ny su redukované na iony Zeleznaté, ktoré moézu byt

nasledne prenesené pomocou DMT-1 z endozému do cytoplazmy (21).

V cytoplazme moze byt Zelezo skladované vo forme feritinu, prechadzat
do mitochondrii, alebo sa stat’ si¢astou LIP (21). Predpoklada sa, Ze hladina LIP odraza

mnozstvo zeleza v bunke (28).

V niektorych bunkéch, ako v placente, ¢reve, makrofagoch a hepatocytoch je

exprimovany feroportin, exportér zeleza z bunky (29).

Cely metabolizmus Zeleza je na molekulovej urovni kontrolovany posttranskripénou
regulaciou za pomoci IRE (iron responsive element) / IRP (iron responsive protein)
systému. IRE su 30 nukleotidov dlhé Struktiry v mRNA, ktoré predstavuji Specifické
miesta na naviazanie IRP1 a IRP2. Po naviazani IRP na IRE, tento systém inhibuje
translaciu mRNA kddujacej feritin, feroportin, mitochondridlnu akonitazu, a naopak
stabilizuje MRNA pre transferin a DMT-1 (23, 26).
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2.5.2 Pret’aZzenie organizmu Zelezom

K pretazeniu organizmu zelezom moze dochadzat’ z roznych pric¢in, vrodenych

(primarnych), alebo ziskanych (sekundarnych) (prehl'ad vid’ Tab. 2.2) (30).

Ochorenia spojené s pretazenim organizmu Zelezom

1. Primarna hemochromatéza
a) Typl - mutacia HFE génu
b) Typ 2 - mutécia génu pre hemojuvelin
c) Typ 3 - mutacia génu pre TfR2

d) Typ 4 - mutacia génu pre feroportin

2. Sekundarne priciny
a) Hemoglobinopatie ( talasémia)
b) Sideroblasticka anémia
c) Myelodysplasticky syndrom
d) Myelofibtéza
e) Aplastickd anémia
f) Intravendzna suplementacia Zeleza pri chronickom zlyhavani obli¢iek
g) Friedreichova ataxia

h) Zvyseny prisun Zeleza v potravy

1) Chronické ochorenie pecene

Tab. 2.2 Prehl'ad ochoreni spojeny s pretazenim organizmu zelezom (30)

NajcCastejsSim ochorenim vedicim k pretaZzeniu organizmu zelezom je
hereditarna hemochromat6za, charakterizovand progresivnou akumuldciou Zeleza
Vo vacsine tkaniv (najmé srdce, pecenl a pankreas), co ma za nasledok poskodzovanie
buniek a tkaniv (10, 28, 31). Na zaklade genetickych, biochemickych a klinickych
znakov su klasifikované styri typy hereditarnej hemochromatozy (vid’ Tab. 2.2).

Nadbytok zZeleza mé Skodlivy vplyv aj v mozgu, kde je vysoka koncentricia
kyslika, ¢o vedie k zvySenej produkcii ROS. Vyssia hladina Zeleza bola pozorovana

u Parkinsonovej a Alzheimerovej choroby (32).
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Okrem vysSie menovanych aV tabulke uvedenych ochoreni, Zelezo ma svoj
podiel aj v patogenéze mnohych inych ochoreni ako napr. Huntingtonova choroba,

mozgova prihoda, roztrisena skleroza a iné (33).

2.5.3 Kardiotoxicita zeleza

V kardiomyocytoch sa nachadza viac mitochondrii a menej antioxidantov
v porovnani Sinymi bunkami, preto si viac citlivé na zvySenti hladinu Zzeleza

v organizme (30).

Pri zvySenom mnozstve Zeleza v tele dochadza k saturdcii transferinu, a tak
k zvysenej hladine Zeleza neviazaného na transferin v plazme (30). Za normalnych
podmienok prijimaju kardiomyocyty zelezo prisne regulovanym transportom pomocou
transferinového receptoru. AvSak volné zelezo do nich I'ahko vstupuje prostrednictvom
L-typu kalciovych kanalov vo forme zeleznatych idnov azvySuje tak hladinu
intracelularneho Zeleza (34). V bunke sa viaze na feritin. Pri presyteni tohto
skladovacieho proteinu sa intracelularne za¢ne nachadzat’ zelezo vo forme LIP, ktoré je
schopné podiel'at’ sa na Fentonovej reakcii. Vzniknuté ROS sposobuji oxidaény stres

avedl Kk peroxidacii lipidov, poSkodzovaniu mitochondrii, poruchdim membrany az

k smrti myocytov (30, 35).

Zelezo sa v srdcovom tkanive kumuluje a tvori depozity. MnoZstvo Zeleza

v tkanive koreluje s mierou srdcovej dysfunkcie (30).
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2.6 Antioxida¢né mechanizmy

Aerdbne organizmy Zzijace v prostredi bohatom na kyslik si museli vyvinut
antioxidacny systém, ktory ich chrani pred oxidacnymi vlastnostami kyslika, jeho

reaktivnymi derivatmi (ROS) i pred reaktivnymi formami dusika (1).

Pre prezitie buniek je dolezitd rovnovdha medzi produkciou ROS/RNS
a antioxida¢nou ochranou (36). V opa¢nom pripade vznika oxida¢ny stres, ktory vedie

k poskodzovaniu buniek (vid kap.2.4).

Antioxidant moZeme definovat’ ako akukol'vek substanciu, pritomnd v ovela
nizSej koncentracii ako oxidovatelny substrat, ktord vyrazne zabrafiuje oxidacii tohto
substrdtu. Pri ¢om termin oxidovatelny substrat zahfiia vSetky typy molekul

nachadzajlce sa in vivo (1).

Niektoré antioxidanty su uéinné v hydrofilnom, niektoré v lipfilnom prostredi
a iné plnia svoju ulohu v oboch prostrediach. Ur¢ité antioxidaéne pdsobiace molekuly
st schopné obnovovat’ funkciu inych antioxidantov, regenerovat’ ich, ¢omu sa hovori

,,antioxidacna siet™ (7).
Antioxida¢ny systém pozostava z:

1) Mechanizmov prevencie: proteiny, ktoré minimalizuji dostupnost pro-

oxidantov, ako su napr. zelezo a med’ (transferin, cerulopazmin) (1, 36).

2) Fyziologickej ochrany (36). Napriklad umiestnenie dychacieho retazca
vV kompartmente mitochondrii, alebo ovela nizSia koncentricia kyslika
nachadzajtceho sa intracelularne, obzvlast’ v mitochondriach, v porovnani s jeho

koncentraciou v okoli (1).

3) Antioxidac¢nej obrany, ktora pozostava: a) z enzymov, ktoré odstranuju volné
radikaly ~ (superoxiddismutdza,  kataldza,  peroxidaza, tiol-Specifické
antioxidanty), b) nizkomolekularnych zlt¢enin, ktoré ,,zametaju ROS a RNS
(glutation, tokoferol, kyselina askorbova a d’al$ie) c) proteinov, ktoré ochranujl

biomolekuly pred poSkodenim (napriklad heat shock proteins) (1, 36).

4) Repara¢nych mechanizmov (36).
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2.6.1 Antioxidacné enzymy

2.6.1.1 Superoxiddismutaza (SOD)

Superoxiddismutdzy st proteiny obsahujdce kov, odstrafiujice superoxidovy
radikal, zavzniku menej reaktivneho peroxidu vodika ako findlneho produktu

dismutacie (37). SOD vyznamne urychl'uju tento proces (vid’ kap. 2.2.1.1).

V eukaryotickych bunkach boli identifikované tri izoformy enzymu, a to
cytozolova zinkovo-mednata SOD (ZnCu-SOD), mitochondridlna manganova SOD
(Mn-SOD) a mimobunkova SOD (EC-SOD) (7).

ZnCu-SOD sa v eukaryotickych bunkach nachadza prevazne v cytozéle, ale
pritomnd je ivjadre, peroxizomoch, alebo medzi vnatornou a vonkajSou
mitochondridlnou membranou. Tvoria ju dve podjednotky. Med'naté i6ny sa podiel'aji

na katalytickej funkcii SOD, zatial’ ¢o zino¢naté i6ny enzym stabilizuju (1).

Mn-SOD je tetramér, kde kazda podjednotka obsahuje jeden atdm manganu.
Mangan prechadza medzi oxidaénymi stavmi Mn(III) a Mn(Il). Tato SOD je jednym

z najucinnejSich antioxidacnych enzymov, ktory vykazuje protinddorovu aktivitu (7).

2.6.1.2 Katalaza (KAT)

Katalaza je enzym, ktory sa podiela na rozklade peroxidu vodika, za vzniku
vody a kyslika (vid’ kap. 2.2.1.1). Jedna molekula dokaze za minttu rozlozit' az Sest

miliénov molekul peroxidu vodika (7).

Enzym je tvoreny $tyrmi podjednotkami, z ktorych kazda obsahuje hemovu
skupinu obsahujtcu zelezity i6n. KAT je lokalizovana v bunke, v peroxizémoch. Z toho

vyplyva, Ze peroxid vodika nemdze byt odstraneny inde ako v peroxizéme (1).
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2.6.1.3 Glutationperoxidaza (GPx)

Glutationperoxidaza odstraiiuje peroxid vodika, alebo organické peroxidy, tak ze

ich redukuje za sucasnej oxidacie tripeptidu glutationu (1).
2GSH + H202, — GSSG + 2H20 Q)
2GSH + ROOH — GSSG + ROH + H20 1)

GPx sutazi o H202, ako o substrat s katalazou (7). GPx je zloZena zo $tyroch

podjednotiek, z ktorych kazda obsahuje jeden atom selénu (1).

2.6.2 Neenzymové antioxidanty

Okrem vyssie spominanych enzymov sa do antioxida¢nej ochrany zapajaja i iné
molekuly, niektoré su tvorené in vivo, iné prijimané v potrave. Takymito zla¢eninami
st napr. nizSie spominany glutation, vitamin C a E, karotenoidy, ale i niekol’ko d’alSich

(1).

2.6.2.1 Glutation (GSH)

Glutation je tripeptid, zlozeny z aminokyselin glutaminu, cysteinu a glycinu.
V milimolarnych koncentraciach sa nachadza v cytozole, jadre a mitochondriach.

Produkovany je cytozolom, a do mitochondrii je prenasany aktivnym transportom (1).
Protektivne vlastnosti GSH proti oxidaénému stresu spocivaju v:

1) GSH je kofaktorom niektorych enzymov ako GPx (36).
2) Podiel’a sa na transporte aminokyselin cez membranu (36).

3) Priamo odstranuje hydroxylovy radikal a singletovy kyslik. Spolu s GPx
odstranuje peroxid vodika a lipidove peroxidy (36).

4) Je schopny regenerovat’ iné antioxidanty, napriklad vitamin C a E (36).
5) Je schopny chelatovat’ med’, a tak zabranovat’ tvorbe vol'nych radikalov (1).

Vo vSeobecnosti antioxidacné vlastnosti tiolovych zlucenin, st zalozené na

atome siry, ktory sa dokaze I'ahko vyrovnat’ so stratou jedného elektronu. Polcas takto
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vzniknutého radikalu, je dlh§i nez polcas akéhokol'vek iného radikalu vzniknutého

pocas oxidac¢ného stresu (1).
GSH + R* —» GS+ + RH Q)
GSe+ + GS* — GSSG Q)

Vznikajuci  oxidovany  glutation je naspat’ redukovany pomocou

glutationreduktéazy (1).

GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP* 1)

2.6.2.2 Vitamin C

Vitamin C, znamy aj ako kyselina askorbova, je vyznamnym antioxidantom
hydrofilnej povahy. Obsahuje dve ionizovatelné hydroxylové skupiny. Za
fyziologického pH sa 99 % kyseliny nachadza vo forme semihydroaskorbatu (SHA) (7).

SHA pri reakcii s ROS/RNS prijima jeden elektrén, ¢o vedie k vzniku
semidehydroaskorbatového radikdlu. Jeho disproporcionaciou vznikd askorbat
a dehydroaskorbat (DHA). DHA sa rozpada na oxalat, treonét, a iné produkty. Niektoré
bunky st schopné vychytavat DHA a konvertovat’ ho spét’ na askorbat (1, 7).

In vivo kyselina askorbovd chrani rozne biomolekuly proti oxidaénému
poSkodeniu spdsobeného ROS 1 RNS. ZvySeny prisun vitaminu C je spojeny so
znizenym vyskytom rakoviny a kardiovaskularnych ochoreni, prave z dévodu jeho
antioxidacnej aktivity (38).

— + RN
H, DX \D

Obr. 2.3 Oxidovana a redukovana forma kyseliny askorbovej (39).
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2.6.2.3 Vitamin E

Vitamin E je v tukoch rozpustny vitamin patriaci medzi vyznamné antioxidanty.
Jeho hlavnou funkciou je odstranovanie peroxylovych radikalov, ktoré sa zapajaja do
retazovej reakcie, ¢im inhibuje lipidovu peroxidaciu, ¢im chrani polynenasytené mastné

kyseliny v membranach (40, 41).

Zatial' ¢o kyselina askorbova pracuje v hydrofilnom prostredi, vitamin E
uplatiiuje svoju funkciu v prostredi lipofilnom. V priebehu antioxidacnej reakcie a-
tokoferol sa meni natokoferolovy radikél, ten je néasledne za pomoci askorbatu
redukovany na pévodny a-tokoferol (7). Tokoferolovy radikal, nie je Uplne nereaktivny,
ale je menej reaktivny ako radikal peroxylovy (41), s ktorym méze reagovat’ za vzniku

neradikalovej zluc¢eniny (1).

HsC CHs CHj CHs

I o e e OH

CH,

Obr. ¢. 2.4 Chemicky vzorec vitaminu E (a-tokoferol).

2.6.2.4 Karotenoidy

Karotenoidy st skupinou farebnych pigmentov, zvyc€ajne zltej, alebo oranzove;j

farby, vyskytujlce sa v rastlinnych tkanivach (1).

Ich Struktara je tvorend dlhym systémom striedajucich sa jednoduchych

a dvojitych vizieb. Co ma vplyv na ich schopnost’ absorbovat’ viditelné svetlo (1).

Dokazu inaktivovat' excitované molekuly. Prikladom takejto molekuly je

singletovy kyslik (40).

Obr. ¢&. 2.5 Priklad struktary karotenoidu - B-karotén.
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2.7 Chelatory zZeleza

Vzhl'adom na to, ze nedostatok zeleza, rovnako ako aj nadbytok, su
pre organizmus Skodlivé, je udrziavanie Zeleza v rovnovdhe nevyhnutné. AvsSak, ako
vyplyva z predchadzajlcej kapitoly, v organizme sa pre zelezo nenachadza ziadny

exkre¢ny mechanizmus (14).

Z klinického hladiska je deficit Zzeleza l'ahko lieCiteIny jeho suplementéciou.
V pripade nadbytku, je liecba, prave z ddévodu neschopnosti organizmu zelezo

vylucovat, omnoho komplikovanejsia (14).

Jednou z moznosti ako riesit’ situaciu prebytku Zeleza v organizme su chelétory
zeleza, latky, ktoré koordinane viazu extracelularne aj intracelularne zelezo, a tak
podporuju jeho exkréciu vo forme koordinacnej zluceniny, ¢im znizuji jeho dostupnost’
v biologickom systéme (42). Zaroven menia redoxny potencial Zeleza, atim aj jeho

schopnost’ katalyzovat’ reakcie, ktorymi st produkované ROS (15).

Zakladnym zdrojom pre chelaticiu je tzv. ,,volné Zelezo*, viazané¢ na nizko
molekularne zléeniny, ako st aminokyseliny, citrat, ATP, GTP, ADP, askorbét a iné.
(14). Za normalnych okolnosti je vdcSina zeleza pre chelataciu nedostupna, viazana
na transferin. Pritomnost’ chelatovateI'ného ,,vol'ného* Zeleza, je dokumentovand len

U pacientov so zavaznym pret'azenim zelezom, kedy je transferin saturovany (20).

Latky schopné chelatovat’ Zelezo sa UspeSne pouzivaju v klinickej praxi, kde
podporuju vylucovanie Zeleza za podmienok pretazenia organizmu Zzelezom (37).

Ich terapeuticky potencial je zaloZeny na:

a) Odstraneni prebytocného zeleza za ucelom prevencie tvorby ROS
a zabraneniu tak poSkodeniu tkaniv. Napr. utalasémie major,
neurodegenerativnych  ochoreniach, Friedrichovej ataxii, prevencia
antracyklinami vyvolanej kardiotoxicity, prevencia ototoxicity vyvolanej

aminoglykosidovymi antibiotikami a d’alsie (14).

b) Odstraneni Zeleza z nehemovych zelezo obsahujucich enzymov, ktoré
zohravaju klIaCov tulohu v danom ochoreni. Uplatnenie nachadzaju

v liecbe HIV, astmy, malarie a inych (14).
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2.7.1 Vlastnosti a Struktuara chelatorov

Idedlny chelator by mal disponovat’ vlastnostami ako napriklad moznost
podania oralne, schopnost’ prestupovat biologické membrany, vysoka afinita

k Zelezitym ibnom a nizka toxicita (10).

Chelator aby mohol plnit svoju funkciu, musi byt schopny sa dostat’
v dostato¢nej koncentracii na miesto u¢inku (43). Ziadanou vlastnostou je aj
biodostupnost’ po peroralnom podani, ¢o je spojené s dobrou membranovou
permeabilitou (14). Priestupnost’ latok cez membrany zavisi najmd na lipofilite,
ionizacii a velkosti molekuly (43). Podla Lipinského pravidiel, sa ofakava dobra
biodostupnost’ u molekudl s logP < 5, s mnoZzstvom OH a NH skupin men$im ako 5,
celkovym obsahom atomov dusika a kyslika nepresahujucim pocet 10 a s molekulovou

hmotnost'ou menSou ako 500 (14).

Chelatory by mali uprednostiiovat’ Zelezité iony pred Zeleznatymi. Tie, ktoré
vykazuju afinitu k Fe®* viazu aj iné trojmocné iény, zatial’ ¢o chelatory s afinitou k Fe?*
chelatujd aj dvojmocné iony. Trojmocné idny (AI**, Ga®") vsak nie su pre Zijuce bunky

esencialne, na rozdiel od i6nov dvojmocnych (Zn?*, Cu?*, Mg?* a iné) (14).

Preferencia zelezitych idonov pred i6nmi Zeleznatymi je spojena s pritomnost’ou
molekul kyslika ako ligandov, pritomnost’ atdémov dusika postva afinitu chelatoru
smerom k i6nom dvojmocnym (43). Afinita k Fe3* ionom sa vyjadruje ako pFe®*,
definované ako zaporny logaritmus koncentracie vol'ného Zeleza v roztoku. Cim vyssia

je hodnota pFe®", tym je chelator silnejsi (14).

Toxicita chelatorov Zeleza savisi sich, uz vy$Sie spominanou, selektivitou
ku kovom. Nedostato¢na selektivita moze viest' k nedostatku niektorych kovov (napr.
zinok) v organizme, alebo k redoxnej cyklizacii komplexov Zeleza medzi Fe?* a Fe*
a naslednej produkcii ROS (43).

VysSia saturdcia koordina¢nych stran Zeleza je spojend sjeho niZSou
katalytickou aktivitou. Maximalne koordina¢né Cislo zeleza je 6, takze hexadentélne
chelatory dokazu kompletne saturovat’ vidzbové miesta zeleza atak ho kompletne
deaktivovat’ (10). Avsak problémom je biodostupnost’ po peroralnom podani, vzhl'adom

na ich vel'ki molekulovi hmotnost’ (500-900) (14, 43).
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2.7.2 Klinicky pouzivané chelatory Zeleza

V stcasnosti sa v klinickej praxi na lieCbu nadbytku Zzeleza v organizme

pouzivaju tri chelatory: desferioxamin, deferiprion a deferasirox (42).

Hlavnou indikaciou je terapia chronického nadbytku Zeleza, napriklad
potransfizna hemosider6za, ktord sa vyskytuje pri talasémii maior, sideroblastickej

anémii, autoiminnej hemolytickej anémii a pri inych chronickych anémiach (42).

2.7.2.1 Desferioxamin (DFO, Desferal®)

Desferioxamin (Obr. 2.6) bol prvym klinicky pouzivanym chelatorom Zeleza. Je
hexadentalnym  sideroférom, pochadzajicim zo Streptomyces pilosus. Cize je
prirodnym chelatorom. Ked'ze zelezo je za fyziologickych podmienok zle rozpustné,
ulohou sideroforov je selektivne tvorit komplexy so Zelezom a uchovavat' ho tak
Vv rozpustnej forme, aby mohlo byt prijaté pomocou $pecifického transportného systému
(42).

DFO obsahuje tri amidové funkéné skupiny, ktoré tvoria, s vysokou afinitou
K Zelezitym i6nom, stabilny ferioxaminovy komplex v pomere 1:1 (Obr. 2.6), ktory je

z organizmu vylu¢ovany prevazne moc¢om (14).

V terapeuticky relevantnych koncentraciach (20-100 uM) méze inhibovat

bunkovu proliferaciu in vitro, aj in vivo (1).

DFO sa vyznacuje nizkou biodostupnostou po peroralnom podani, v dosledku
jeho velkej molekulovej hmotnosti (44) a hydrofilnej povahy. Biologicky polcas
desferioxaminu je velmi kratky, 5-10 min. V désledku ¢oho musi byt podavany
subkutdnne 10-12 hodin. Preto ma aj napriek vysokej ucinnosti velmi nizku
compliance. Nedostatkom je aj Casta hypersenzitivita pacientov k lie¢ivu a vysoka cena
(45).

39



Ox_NH
O-----Fe -~-o\
7 \
N—O 0§<
O
NH,
a) b)

Obr. 2.6 a) desferioxamin (DFO), b) ferioxaminovy komplex (42).

2.7.2.2 Deferiprén (L1, Ferriprox®)

Deferipron (Obr. 2.8) je v porovnani s DFO mal lipofilnd molekula, s dobrou
bio dostupnostou po perordlnom podani. Na zaklade jeho lipofilnej povahy je
deferipron distribuovany do réznych tkaniv, pravdepodobne vd’aka ¢omu je schopny

odstranovat’ prebyto¢né zelezo aj z kardiomyocytov (14).

Je to bidentéalny chelator, zo skupiny hydroxypyridinov, ktory tvori so Zelezom
komplexy v pomere 1:3. Biologicky pol¢as ma kratsi ako dve hodiny. Vyznacuje sa

lepSou compliance nez DFO a nizkou cenou (14, 42).

Jeho nevyhodou je vysoky , first-pass® efekt, prostrednictvom glukuronidacie

a vyskyt neziaducich G¢inkov ako agranulocytdza a GIT diskomfort (14).

Syntetizuju sa analogy deferipronu v snahe zmensit’ first-pass efekt, a tym znizit’

davkovanie a vyskyt neziaducich ucinkov (vid’ kap. 2.7.3) (42).

2.7.2.3 Kombina¢na terapia deferipronu a desferioxaminu

V terapii deferiprobnom v kombinécii s desferioxaminom je vylu¢ené mnozstvo
Zeleza aZz dvakrat vysSie neZ v pripade monoterapie, ¢o vedie k znizovaniu davok

jednotlivych lie¢iv, a tak k nizsiemu vyskytu neziaducich téinkov (42).

Predpoklada sa, ze mala a lipofilna molekula deferipronu prenika do bunky, kde
tvori komplexy so zelezom, prenasa ho do plazmy, kde ho odovzdava extracelularnemu
desferioxaminu (42), ktory méa vys§iu vizbovi kapacitu. Cim sa uvolnia molekuly

v

deferipronu, ktoré mozu opéat’ chelatovat’ zelezo v tkanivach (14).
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2.7.2.4 Deferasirox (ICL670A, Exjade®)

Deferasirox (obr. 2.7) je d’al$im peroralne pouzivanym tridentalnym chelatorom
Vv klinickej praxi. So Zelezom tvori komplex 2:1. Jeho vyhodou je schopnost’ penetrovat’
do srdecného tkaniva a odstranovat zneho nadbytoéné Zzelezo. Vdaka nizkym

terapeutickym davkam (20-30 mg/kg/dei) ma lepSiu compliance nez deferipron (14).

Neziaduce ucinky st podobné ako u deferiprénu, a to najma agranulocytoza,

gastrointestinalny diskomfort a kozné vyrazky. Nevyhodou je i jeho vysoka cena (14).
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Obr. 2.7 a) Deferasirox, b) Komplex deferasiroxu s Fe v pomere 1:2.
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2.7.3 Perspektivne chelatory

2.7.3.1 Hydroxypyridindnové derivaty

V snahe vylep$it' vlastnosti deferipronu, boli syntetizované jeho derivaty.
Jednym z nich je CP94 (Obr. 2.8). Pri pokusoch na hlodavcoch u neho bola pozorovana
takmer 6x vysSia u¢innost’ nez u pdvodného deferipronu, avsak pri podani pacientom

s talasémiou sa tento efekt neprejavil (42).

= 0
OH OH
] |
N ]\lJ Et
a) | b) Et

Obr. 2.8 Chemicka Struktara: a) deferipron, b) CP94 (42)

Dalsim typom obmien molekuly bolo syntetizovanie esterovych prolie¢iv. Tie
prejavili vysSiu ucinnost’ a nizsiu toxicitu, nez povodna molekula deferipronu. Inou
moznostou je syntéza hexadentdlnych hydroxypyridindnovych analégov, ktoré

vykazujl vys§iu téinnost pri niz§ich koncentraciach ligandu (42).

2.7.3.2 Aroylhydrazonové derivaty

Skupina aroylhydrazénovych derivatov bola vytvorena v snahe najst’ oralne

aktivny chelator v lie¢be pret'azenia organizmu zelezom (32).

2.7.3.2.1 Analdgy série 100

Prvou molekulou tohto typu bol pyridoxalisonikotinoylhydrazén (PIH). PIH
(Obr. 2.9) je mozné podavat’ oralne a patri medzi tridentalne ligandy, tvoriace komplex
so Zelezom v pomere 2:1, prostrednictvom iminového dusika a karbonylového a
fenolického kyslika. Syntéza prebieha prostrednictvom kondenzacie Schiffovych bazi
z pyridoxalu a hydrazidu kyseliny isonikotinovej. Vyznacuje sa vysokou afinitou k Fe**,
je relativne lipofilny (42). In vivo, preukazal schopnost’ chranit’ retinu pred ischemicko-
reperfuznym poskodenim (32).
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Obr. 2.9 a) Chemicka $truktara PIH, b) v§eobecny vzorec pre sériu 100.

2.7.3.2.2 Analdgy série 200

Nahradenim pyridoxalu za viac hydrofébnu salicylaldehydovd skupinu vznikli
derivaty patriace do série 200 (42).

Z&kladnou molekulou skupiny je salicylaldehydisonikotinoylhydrazén (SIH)
(42). SIH (Obr. 2.10) je tridentalny chelator s nizkou molekulovou hmotnostou
a optimalnou lipofilitou, 'ahko vstupuje do buniek, kde vel'mi efektivne blokuje
na zeleze zavisli produkciu hydroxylovych radikalov. Ukazal sa byt vel'mi efektivny
v protekcii buniek H9c2 (bunkové linia odvodend od kardiomyoblastov potkana), ale
i inych, pred poskodenim navodenym peroxidom vodika, terc-butylhydroperoxidom
(t-BHP), alebo antracyklinom daunorubicinom (46, 47). Sdm je malo toxicky.
Nanestastie sa SIH vyznacuje relativne kratkym biologickym pol¢asom, najma

z dévodu hydrolyzy hydrazidovej vazby (47).

= "N = N
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Obr. 2.10 a) chemicka struktara SIH, b) vS§eobecny vzorec latok zo série 200.

a)

Latky zo serie 200, sa vyznauju vySSou lipofilitou, cytotoxicitou
a antiproliferativnym efektom v porovnani s latkami zo skupiny 100 (98). Zaroven sa
nahradenim aldiminového protonu elektrondonorovou skupinou a/alebo pridanim
elektronakceptorovych skupin, ktoré znizuju nukleofilny atak vody na hydrazénovu
vazbu, podarilo dosiahnut’ vyssiu stabilitu v porovnani so SIH (46, 47). Takto vznikli
napriklad HAPI, HPPI, NHAPI a iné (nazvy vid’ zoznam skratiek, chemicka $truktara
vid’ Obr. 2.10) (47).
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Obr. 2.11 Chemické struktury niektorych aroylhydrazonovych chelatorov zo série 200.

2.7.3.2.3 Analdgy série 300

Inkorporovanim 2-hydroxy-1-naftaldehydovej skupiny do molekuly, vznikla eSte
lipofilnesia séria analdogov oznaCovana cislom 300. Su nie len najlipofilnejSie, ale

vykazuju aj najvyssSiu antiprolifera¢nu aktivitu (42).

i §
son
OH

Obr. 2.12 Vseobecny chemicky vzorec latok zo série 300.

b)

2.7.3.2.4 Analdgy PCIH a PKIH

Dalsou skupinou st latky s 2-pyridylkarboxaldehydisonikotinoyl-hydrazénom
v molekule (PCIH) (Obr. 2.13). Vzhladom na antitumordéznu aktivitu
tiosemikarbazonov  (vid kap. 2.7.3.3), sa zavedenim 2-pyridylkarboxaldhydu
do molekuly ocakaval ten isty typ ucinku. Tento typ latok naopak preukazal
prekvapujico nizku antiproliferaéna aktivitu, zato vSak vykazuju vyraznu schopnost’
mobilizovat  intracelularne  Zelezo.  Maji  teda  potencidl, namid  2-
pyridylcarboxaldehydtiofenkarboxaldehydbenzoylhydrazon (PCTH), nahradit DFO

Vv liecbe ochoreni z pretazenia zelezom (42).

V snahe vytvorit chelatory s vySSou antiproliferacnou aktivitou boli
syntetizované derivaty di-2-pyridylketonisonikotinoylhydrazonu (PKIH) (Obr. 2.13),
ktoré sa naozaj preukazali ako vysoko cytotoxicke (42).

44



Obr. 2.13 Chemicka Struktara b) PKIH.

2.7.3.3 Tiosemikarbazony

Tiosemikarbazény su tridentadlne chelatory, podobne ako analégy PIH
s antikancer6znou aktivitou. Vyznacuju sa vysokou afinitou K Zelezu, ale ik inym
ionom ako Cu, Gaz, Co2 a Znz. Ich komplexy s kovmi maju ¢asto vyssiu protinadorovia
aktivitu nez samotny chelator. Starsie tiosemikarbazony podliehali glukuronidacii a boli

z organizmu rychlo vylu¢ované. U novS§ich molekul je tento nedostatok odstraneny (42).

Jednym zo zéastupcov tejto skupiny je triapin, ktory prejavil selektivnu
antitumorovu aktivitu (42).

2.7.3.4 Hybridné chelatory

Kombinaciou analogov PCIH a 2-pyridylkarboxaldehydu z tiosemikarbazidov,
vznikla skupina latok, ktoré podobne ako PCIH vykazovali nizku antiprolifera¢nq, ale
vysoku chelatacni UCinnost. To naznacuje, Ze tiosemikarbazidova skupina, je

pre antiproliferaény efekt tiosemikarbazonov nevyhnutna (42).

Dalsi typ hybridov vznikol spojenim 2-hydroxy-1-naftylaldehydu z PIH
analogov a tiosemikarbazidu. Zakladnou molekulou sa stal 2-hydroxy-1-naftylaldehyd-
3-tiosemikarbazén (NT). V skupine oznaCovanej aj ako NT séria, sa nachadzaju
chelatory ako N4mT a N44mT, ktoré maju velmi vysoku antiproliferaéna aktivitu
(Obr. 2.14) (42).

Séria DpT vznikla obmenou semikarbazonu za tiosemikarbazon v skupine PKIH
analogov. Skupina sa vyznacuje antiproliferacnymi vlastnostami. Jednou
z najucinnejSich je di-2-pyridylketon-4,4-dimetyl-3-tiosemikarbazon (Dp44mT) (42).
Dp44mT (Obr. 2.14) je vysoko efektivny v ochrane buniek pred t-BHP indukovanou
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toxicitou. Vo vysSich koncentraciach zaina prevladat’ jeho cytotoxicky efekt, ktory

vychadza z jeho schopnosti viazat’ Fe, ktoré je esenciélne pre viabilitu buniek (48).

H NH i
,N\< C H_JN-cn,
_N 2 - \<

NT N4mT
. CH,
NN
Yo
S
DpT Dp44mT

Obr. 2.14 Chemické struktiry niektorych hybridnych chelatorov.
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3 Ciele prace

In vitro $tidium novo syntetizovanych chelatorov zeleza H21, H22, H23, H24, H25
aH26, zo skupiny aroylhydrazonovych derivatov odvodenych od SIH zo série 200,
na linii kardiomyoblastov H9c2 z potkana:

e Stadium kardioprotektivnych u¢inkov  chelatorov Zeleza H21 az H26
v zavislosti na davke, v prostredi 200 uM peroxidu vodika - protekcia po 24 a 72

hodinach.

e Stadium vlastného toxického podsobenia chelatorov Zeleza H21 az H26

v zavislosti na davke - toxicita po 24 a 72 hodinach.

e Stanovenie koncentrécii veddcich k ochrane 50 % buniek pred toxickym
posobenim 200 pM H202 (ECso) a koncentracii veducich k usmrteniu 50 %

buniek oproti kontrole (TCso).

e Vzajomné porovnanie dosiahnutych vysledkov.
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4 Material

4.1 Pristrojove vybavenie

bunkovy inkubator s termostatom a reguldciou koncentracie CO., Sanyo CO:
Inkubator MCO-19AIC, (Panasonic Healthcare, Holandsko)

box s laminarnym pradenim Bio Air Topsafe 1.2 (EuroClone S.p.A, Taliansko)
vodny kupel Memmert WB 14 LV (Memmert, Nemecko)

Invertovany epifluorescenény mikroskop Nikon Eclipse TS 100 s objektivom
Nikon 10x/0,25 (Nikon, Japonsko), kamerou CCD-COOL-13Q (VDS
Vosskihler GmbH, Nemecko), UV zdrojom Nikon S-CHG s ortutovou lampou
(Nikon, Japonsko) afiltre: cerveny Texas Red (TxR) azeleny FITC (Nikon,
Nemecko)

Citatka 96-jamkovych dostiCiek Infinite M 200 PRO s optickym hranolom
(Tecan, Rakusko)

doskova trepacka Heidolph Titramax 100 (Heidolph Instruments, Nemecko)
analytické vahy Sartorius CP2225D (Sartorius AG, Nemecko)

laboratorne trepacky Vortex IKA MS3 basic (IKA, Nemecko)

pipetiky BioHit midi plus (Biohit, Finsko)

automatické pipety Eppendorf research r6zneho rozsahu (Eppendorf, Nemecko)
pipeta elektronickd multikanalova - e-PET Biohit 50-1200 ul a 5-100 pl (Biohit,
Finsko)

4.2 Spotrebny material

sterilné kultiva¢né nadoby T75

96 - jamkove a 12 jamkové mikrotitratné dosticky s plochym
sérologické pipety 5 ml a 10 ml (TPP, Svajiarsko)

sterilné Spic¢ky rozneho objemu (Memmert, Nemecko)
mikroskumavky 0,5; 1,5 a 2 ml (Eppendorf, Nemecko)
Burkerova komérka (Brand, Nemecko)

laboratérne sklo (Thermo Fisher Scientific, Cesk4 Republika)
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4.3 Chemikalie

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Lonza, Belgicko)

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Sigma, Nemecko)

Fetalne bovinné serum (FBS; Lonza, Belgicko)

fosfatovy pufor v tabletach (PBS, Sigma, Nemecko)

HEPES roztok 1M  (N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N’-(2-ethansulfonova
kyselina)) (Sigma, Nemecko)

roztok penicilinu-streptomycinu

(P/S, 10 000 jednotiek/ml penicilinu a 10 mg/ml streptomycinu; Sigma,

Nemecko)

trypsin-EDTA (roztok 0,5% trypsinu a 0,02% EDTA) (Lonza, Belgicko)
dimetylsulfoxid > 99,9% (DMSO) (Sigma, Nemecko)

roztok neutralnej cervene 3,3 g/l (Sigma, Nemecko)

peroxid vodika 3% roztok (Sigma, Nemecko)

tympanova modréa (Sigma, Nemecko)

formaldehyd 36,3% (Penta, Ceska republika)

chlorid vapenaty (Penta, Ceské republika)

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

kyselina octova 'adova p.a. > 99,9% (Penta, Ceska republika)

ADS pufor o pH 7,4 (NaCl 116 mM; KC1 5,3 mM; MgS04-7H20 1,2 mM,
HEPES 20 mM)

fluorescenéna mitochondrialna sonda JC-1 (Molecular Probes, USA)

4.3.1 Skusané latky

Vsetky skasané latky boli poskytnuté katedrou organickej a anorganickej chémie:

H21: (E)-N'-[1-(2-hydroxy-5-nitrofenyl)ethyliden]-1-naftohydrazid

H22: (E)-N'-[1-(2-hydroxyfenyl)ethyliden]-1-naftohydrazid naftohydrazid

H23: (E)-N'-[1-(2-hydroxyfenyl)propyliden]-1-naftohydrazid naftohydrazid
H24: (E)-N'-[1-(2-hydroxy-5-nitrofenyl)ethyliden]-(1,1'-bifenyl)-4-
karbohydrazid
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e H25: (E)-N’-[1-(2-hydroxyfenyl)ethyliden]-(1,1"-bifenyl)-4-karbohydrazid
e H26: (E)-N’-[1-(2-hydroxyfenyl)propyliden]-(1,1’-bifenyl)-4-karbohydrazid
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OH OH
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Obr. 4.1 Chemickeé vzorce latok skasanych v ramci tejto diplomovej prace.

4.3.2 Bunkova linia H9c2

Vo vSetkych pokusoch bola pouzivand linia buniek H9c2 izolovana
z nenadorovych embryonalnych kardiomyoblastov z potkana z kmefia BD1X (Rattus
norvegicus), z americkej banky bunkovych linii (American Type Culture Collection;
Rockville, MD, USA).

Bunky H9c2 sa pouzivaju ako in vitro model kostrového aj srdcového svalu,
vzhl'adom na to, ze vykazuju elektrochemické a biochemické vlastnosti oboch tychto
svalov. Expresia $pecifickych podjednotieck L-typu kalciovych kanalov typickych pre
kostrovy alebo srdcovy sval je zavisla na okolitych podmienkach (zlozenie média,

cytokiny, mnozstvo zivin, rastové faktory) (49).
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5 Metodika

5.1 Manipulécia s bunkovou liniou

5.1.1 Kultivacia

Bunky boli kultivované v sterilnych kultivaénych nadobach s plochou dna 75
cm?  zapritomnosti  kompletného kultivaéného média (CCM), pozostavajuceho
z DMEM Lonza obsahujiuceho 10 % tepelne inaktivovaného FBS, 1% HEPES pufru

(pH 7,4) a 1% roztoku penicilinu/streptomycinu.

Podmienky v inkubéatore, v ktorom boli bunky po cely ¢as uchovavané, boli
nastavené tak, aby ¢o najlepSie simulovali situaciu v organizme. Inkubator udrziaval

teplotu 37°C a 5 % oxidu uhli¢itého v atmosfére.

Akakol'vek manipulacia s bunkami bola vykonavana v boxe slamindrnym

pradenim za sterilnych podmienok.

Bunky boli kazdy den, maximélne kazdy druhy, kontrolované pod mikroskopom
(zvdcSenie 10x). Takto bol neustdle sledovany ich stav, kondicia, konfluencia

a pripadna pritomnost’ kontaminacie mohla byt’ v€as odhalena.

5.1.2 Pasazovanie

Pasazovanie bolo vykondvané 2x tyzdenne, kazdy treti az Stvrty den, ked’ bunky
v kultiva¢nej nadobe dosiahli konfluenciu 80-90 %. Pasazovaci pomer odpovedal
rychlosti rozmnoZovania buniek, tak aby do dalSiecho pasdZovania opédt’ dosiahli

konfluenciu 80-90 %.

Proces pasazovania sa zahdjil odobranim starého média z kultiva¢nej nadoby.
Dalej sa bunky oplachli 2x v cca 5 ml fosfatového pufru (PBS), ¢im sa odstranili zvysky
kultivacného média, ktoré by inaktivovali trypsin pouzity v nasledujucom kroku.
Trypsin, ktory bol pouzivany na uvolnenie buniek od dna kultiva¢nej nadoby, bol

pridavany v objeme 1 ml, rozprestrety po celej ploche dna kultivaénej nadoby
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a ponechany v inkubétore v pritomnosti buniek 4-5 minat. Po uplynuti tejto doby sa
kultiva¢na nadoba s trypsinom a bunkami vybrala z inkubatoru, zl'ahka sa pobtchalo
po stranach, aby sa uvolnili vSetky bunky avizualne sa skontrolovala pod
mikroskopom. Uvolnené bunky bolo mozné Tlahko urcit’ ich zagulaten¢ho tvaru
a vol'ného pohybu v médiu, ktory bolo mozné pozorovat' pod mikroskopom. Trypsin
bol inaktivovany pridanim cerstvého kultivaéného média, v ktorom sa bunky pomocou
pipety dokladne resuspendovali. Na zaver sa preniesol potrebny diel bunkovej suspenzie
do novej kultiva¢nej nadoby obsahujtcej Cerstvé kultivacné médium, tak aby vysledny

objem tekutiny v nadobe nebol viac ako 20 ml.

5.1.3 Pocitanie buniek

Pred kazdym nasadzovanim buniek na pokus do 96-jamkovej TPP dosticky, sa
bunky ziskané z kultivaénej nadoby spocitali a nasledne sa pridanim vhodného
mnozstva Cerstvého kultivatného média vytvorila suspenzia 0 koncentrécii

100*10° buniek v 1 ml,

Pocitanie buniek bolo nasledujucim krokom po zpasdZovanie buniek (vid
kap. 5.1.2), ¢im sa stanovil pocet buniek v suspenzii, ktora vznikla po uvolneni buniek
pomocou trypsinu a pridanim CCM. Pokial’ boli pouZivané bunky z viacerych
kultiva¢nych nadob, tak boli premiestnené do jednej nddoby a poriadne premiesané, aby

sa vytvorila homogénna suspenzia.

Z tejto dbkladne resuspendovanej suspenzie buniek bolo odobranych 100 pl
do 0,5 ml mikroskimaviek a pripipetovanych 100 pl trypanovej modrej. Poriadne sa to

premiesalo a nechalo sa to spolu cca 5 minut pri laboratornej teplote.

Pocitanie Zivych buniek je zalozené na vstupovani trypanovej modrej
do mitvych buniek, zatial’ ¢o do zZivych buniek s neporuSenou membranou neprenika.
Poskodené bunky st potom pri pozorovani pod mikroskopom sfarbené do modra
Takymto spésobom je mozné nie len ur€it’ pocet Zivych buniek, ale na zaklade pomeru

medzi Zivymi a mftvymi bunkami je mozné stanovit’ ich vitalitu.

Po uplynuti 5 mintt sa suspenzia opét’ dokladne premiesala a nanieslo sa 10 pl
do kazdej polovice Blrkerovej komorky. Nasledne sa pod mikroskopom pri zvac¢Seni

10x spocitali Zivé (nezafarbené) bunky, ktoré sa nachadzali v piatich Stvorcoch
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z deviatich v hornej idolnej polovici Biirkerove] komorky. Zapocitana bola kazda
bunka leziaca vo vnutri pocitaného Stvorca a vSetky bunky dotykajice sa jeho lavej
alebo hornej ohranicujucej Ciary. Tymto postupom sa zabezpeclilo, ze ziadna bunka

nebola pocitana dvakrat.

Ziskany pocet buniek bol vynasobeny 2krat, ¢im sa zobralo do Uvahy riedenie
suspenzie vzniknuté pridanim trypanovej modrej. Tymto postupom sme ziskali

informaciu o0 mnozstve buniek v 1 pl suspenzie.

5.1.4 Nasadzovanie buniek na pokus

Na zaklade vysledku pocitania bunick bola riedenim s CCM pripravena
suspenzia o koncentréacii 100*10° buniek/ml. Tymto opatrenim bola snaha zabezpegit
optimalne a zaroven rovnaké mnozstvo buniek v kazdej jamke pri vSetkych replikaciach

pokusu.

Do kazdej jamky 96-jamkovej dosticky sa pipetovalo 100 pl pripravenej

suspenzie, ¢o predstavuje 10 000 buniek v kazdej jamke.

Bunky sa nechali inkubovat’ 24 hodin, ¢im sa bunkdm doprial Ccas
na zrehabilitovanie sa. Po uplynuti tejto doby bolo kultivatné médium vymenené
zamédium bez séra (SFM), aby sa zastavila proliferacia buniek. SFM pozostavalo
z DMEM Sigma neobsahujuceho pyruvat, 1 % HEPES pufru (pH 7,4) a 1 % roztoku
penicilinu/streptomycinu. Bunky sa inkubovali v pritomnosti SFM najmenej d’alSich 24
hodin.
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5.2 Stadium kardioprotektivnych a kardiotoxickych

vlastnosti testovanych latok

5.2.1 Priprava zasobnych roztokov

Bunky H9¢2 boli kultivované v pritomnosti skisanych latok v médiu o réznych
koncentraciach. V prvom rade sa pripravili zasobné roztoky testovanych latok v DMSO,
v ktorom su pomerne dobre rozpustné, o koncentraciach 1000-krat vysSich nez

planované vysledné koncentracie.

Rozpustenim krystalickych latok H21, H22, H23, H24, H25 a H26 sa pripravili
ich roztoky o koncentracii 100 mM o0 objeme cca 100 pl.

Z tychto predpripravenych roztokov latok H21, H25 a H26 sa d’alej riedenim
v DMSO pripravili este roztoky o koncentraciach 0,1 mM, 1 mM, 10 mM a 30 mM.

Zasobné roztoky boli pocas celého obdobia vykonavania experimentov

uchovavané v chlade pri -20°C.

5.2.2 Priprava skuSanych roztokov pre test na kardiotoxické

vlastnosti testovanych latok
V experimentoch boli bunky H9c2 kultivované po dobu 24 alebo 72 hodin

Vv pritomnosti skiiSanych roztokov pozostavajucich z SFM, do ktorych boli pridané

potrebné mnozstva zadsobnych roztokov.

Takto boli pripravené skusané roztoky cheldtorov o pozadovanych vyslednych

koncentraciach 0,1 uM, 1 uM, 10 uM, 30 uM a 100 uM.
Pri kazdom pokuse bola pritomna kontrola a slepy roztok (blank).

Roztok pre kontrolu pozostaval iba z SFM a DMSO. DMSO bolo pridané

v objeme rovnakom ako objemy zasobnych roztokov pridanych k SFM pri priprave

skuSanych roztokov.
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Roztokom pouzitym pre blank bol 200 uM roztok peroxidu vodika v SFM
s pridavkom DMSO, opit’ v rovnakom objeme ako pri priprave vysSie uvedenych

roztokov.

5.2.3 Priprava  skuSanych  roztokov pre test na

kardioprotektivne vlastnosti testovanych latok

V tomto type testov boli bunky H9¢2 taktiez kultivované po dobu 24 a 72 hodin
Vv pritomnosti skuSanych roztokov testovanych latok, pozostavajicich zo skusanych

latok rozpustenych v 200 uM roztoku peroxidu vodika v SFM.

Roztok pre kontrolu aroztok pre blank boli pripravené rovnakym spdsobom

a zlozenim ako pri testoch na kardiotoxicitu (vid’ kap. 5.2.2).

5.2.4 Experiment
Samotné experimenty boli vykonané na vopred predpripravenych bunkéch

na 96- jamkovej dosticke (vid kap. 5.1.4).

Z kazdej jamky bolo odstrdnené SFM anamiesto toho boli do jamiek

napipetované skusané roztoky v objeme 200 ul. (vid’ kap. 5.2.1 a2 5.2.2).

Bunky sa nechali inkubovat’ v pritomnosti skuSanych roztokov v inkubéatore
(37°C, 5% CO2) planovanych 24 alebo 72 hodin. Po uplynuti stanovenej doby sa

vykonal test vychytavania neutralnej ervene.
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5.3 Vyhodnotenie pokusov

5.3.1 Test vychytavania neutralnej ¢ervene

Test vychytavania neutralnej Cervene (NR test) poskytuje odhad mnozstva
Zijcich buniek v kultdre. Je jednym z najviac pouzivanych testov na cytotoxicitu
zalozeny naschopnosti zijucich buniek inkorporovat a viazat supravitdlne

kationaktivne farbivo, neutralnu ¢erven, v lyzozémoch (49).

Neutralna ¢erveni, lahko prechadza bunkovou membranou. U mitvych buniek
dochadza k zmene bunkového povrchu aj na lyzozomalnej membréne, takze bunky
nedokézu v sebe toto farbivo kumulovat’ a viazat’. MnoZstvo zadrzaného farbiva je teda

priamo Umerné mnozstve zijacich buniek (50).

5.3.2 Roztoky potrebné k testu vychytavania neutralnej

cervene

Pre test na vychytavanie neutralnej cervene boli pouzivané roztoky:

Fixaény roztok: 0,5 % roztok formaldehydu v 1 % roztoku chloridu vapenatého.

Lyzaény roztok: 1 % roztok kyseliny octovej v 50 % etanole.

5.3.3 Prevedenie testu na vychytavanie neutralnej ¢ervene

Z kazdej jamky na testovanej 96-jamkovej dosticke, sa odobralo 100 pl
skuSaného média a nahradilo sa 100 pl roztoku neutralnej cervene v DMEM (80 pg/ml).
Cim sa vytvorila vysledna koncentracia farbiva 40 pg/ml v kazdej jamke. Spoloéne sa to

ponechalo inkubovat’ 3 hodiny v prostredi inkubatoru.

Po uplynuti 3 hodin sa odsatim média a pridanim 100 ul fixa¢ného roztoku na
15 minat pri laboratornej teplote bunky zafixovali na dne jamiek. ZvySky fixa¢ného
roztoku a neutralnej Cervene boli 2x vyplachnuté pouzitim 100 pul PBS. Nasledne sa
pridalo do kazdej jamky 200 pl lyza¢ného roztoku a nechalo sa to 30 mintt trepat

na trepacke pri laboratornej teplote.
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Samotné meranie absorbancie prebehlo na spektrofotometri TECAN pri vinovej
dizke 540 nm.

5.3.4 Statistické spracovanie vysledkov

Statistick4 analyza vysledkov bola vykonana pomocou programu SigmaStat 3.0
(SPSS, USA). Pomocou analyzy rozptylu (ANOVA) boli urcené signifikantne odlisné
hodnoty (p<0,05) vzhl'adom ku kontrole (v grafoch oznac¢ené symbolom *) a k blanku
(v grafoch oznaené symbolom*®). Odlahlé hodnoty boli vylicené pomocou

Grubbsovho testu.

Vysledky su uvedené ako priemerné hodnoty poétu (n= 3-4) merani
so standardnymi odchylkami (+/- SD).

Pre vypocet TC50 (molarna koncentrécia studovanej latky, ktord zabije na 50 %
buniek v porovnani s kontrolou) a EC50 (molarna koncentracia studovanej latky, ktora
ochréni 50 % buniek v porovnani s kontrolou) bol pouzity software CalcuSyn 2.0
(Biosoft, Vel'ka Britania).

5.4 Zhotovenie fotodokumentacie

Vytvorenie fotodokumentacie je zalozené na farbeni mitochondrii pomocou
fluorescenénej sondy JC-1 (5,5%,6,6°-tetrachlor-1,1¢,3,3¢-tetraethylbenzimidazolyl-
karbocyanin  jodid). Ide o farbivo ktoré sa v zavislosti na potencidli kumuluje
v mitochondriach  (maju  vysoky elektricky potencial). Naésledne v zavislosti
na koncentracii (v miestach s vysokou koncentraciou) sa tvoria tzv. J-agregaty, ¢o

spbsobi zmenu zafarbenia zo zelenej na ervent (51).

Poskodené mitochondrie v mftvych bunkach, maji zmeneny membranovy
potencial, ¢iZze nasledne nedochadza ku kumulacii JC-1, tvorbe J-agregatov a zmene

farby, takze ostavaju zelené (51).
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5.4.1 Fluorescencné farbenie mitochondrii
S bunkami bolo zaobchadzané spdsobom opisanym v kapitole 5.1. Rozdiel
spocival v nasadeni buniek do 12-jamkovych dosti¢iek, v objeme 750 pl suspenzie

buniek (vid kap. 5.1.4) na jednu jamku. Pocet buniek v jednej jamke predstavoval
75*10% buniek.

Nasledne boli kbunkam pridané skasané latky postupom opisanym

v kapitole 5.1.4. az na to, ze do kazdej jamky bol pipetovany 1 ml skusanych roztokov.

Po uplynuti 24 alebo 72 hodin bolo do kazdej jamky pridanych 5 pul 0,5M JC-1
a nechanych inkubovat’ 10 mintt. Nasledne bolo skisané médium so sondou odobrané
abunky 2x omyt¢ 1 ml SFM. Do kazdej jamky sa pridalo 0,5 ml SFM. V tomto

mnozstve bezsérového média boli bunky fotene.

5.4.2 Fotenie buniek

Fotky boli vyhotovené pomocou invertovaného epifluorescencéného mikroskopu
(vid’. kap. 4.1.1). Zhotovené fotografie boli spracované v programe NIS-elements AR

3.10 (Laboratory Imaging, Ceska republika).
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6 Vysledky

6.1 H21 - kardioprotektivne a kardiotoxicke vlastnosti

V teste vychytavania neutralnej ¢ervene po 24hodinovej inkubéacii buniek H9c2
s cheldtorom H21 (koncentrcie: 0,1; 1; 10; 30; 100 pM) nebolo zaznamenané
Statisticky vyznamné zniZenie viability buniek. NajnizSia viabilita (94,92 %
zivotaschopnych buniek oproti kontrole) bola namerana pri koncentracii chelatoru
10 uM. Na zéklade vysledkov v rozmedzi testovanych koncentracii nebolo mozné

vypocitat’ TCso.

Po 72hodinovej inkubécii buniek H9c2 s chelatorom H21 (koncentracie: 0,1; 1;
10; 30; 100 uM) bolo v teste vychytavania neutralnej cervene pozorované signifikantné
znizenie viability buniek na 58,72 % pri najvysSej pouzitej koncentracii 100 pM.

Vypocitané TCso zodpoveda 153,9 M.

Pri inkubécii buniek po dobu 24 hodin s testovanou latkou (1; 10; 30; 100 uM)
v prostredi 200 uM peroxidu vodika nebola preukazana statisticky vyznamna protekcia.
Najvyssia viabilita 5,02 % bola namerana pri koncentréacii 10 uM. ECso nebolo mozné

z nameranych dat vypocitat.

Ani po 72hodinovej inkubacii v prostredi 200 pM peroxidu vodika nebola
pozorovana ziadna protekcia. Viabilita buniek dokonca v porovnani s blankom bola

niz8ia. ECsonebolo mozné vypocitat’.

59



H21

120
1001 I o
Lo 24-n toxicita
% V 72-h toxicita .
2 80 O 24-h protekcie
= A 72-h protekcie
= ;
§ £ 60;
8‘§ R
SR 40
N —
©
g
S 201
AT - I
0 20 40 60 80 100
-20 koncentracia [uM]

Obr. 6.1 Viabilita buniek v teste vychytavania neutralnej ¢ervene po inkubdcii buniek
24 a 72 hodin s chelatorom H21 (toxicita) a v prostredi s chelatorom a 200 uM H20>
(protekcia). N>3. Statisticky vyznamne odlisné hodnoty od kontroly (p<0,05) su
oznaGené symbolom *. Statisticky vyznamne odlisné hodnoty od samotného 200 pM
H202 (p<0,05) st oznacené symbolom # (len u protekcie).

H21
¢ (UM) 0 0.1 1 10 30 100
T24 ) 100.00%| 111.46%| 106.78%| 94.92%| 97.41%]| 99.89%
SD 0.00%| 8.50%| 1.03%| 2.34%| 7.34%| 6.64%
TCso > 100 uM (neda sa vypocitat’)
T72 0] 100.009%) 101.82%| 92.86%| 92.71%| 84.34%| 58.72%
SD 0.00%| 6.20%| 7.06%| 5.81%| 7.28%| 6.40%
TCs > 100 pM (= 153,9 uM )
P24 %) 100.00%| 3.27%| 1.17%| 5.02%| 4.31%| 4.52%
SD 0.00%| 3.28%| 1.85%| 4.15%| 6.19%| 6.34%
ECso > 100 uM (neda sa vypocitat)
P72 %] 100.00%| 4.72%| -0.34%| 0.51%| 3.62%| -0.63%
SD 0.00%| 0.94%| 1.18%| 3.57%| 1.09%| 1.10%
ECso > 100 uM (neda sa vypocitat’)

Tab. 6.1 Prehl'ad vysledkov pre latku H21. V tabul’ke sa nach&dzajd priemerné hodnoty
viability buniek (&) z poétu (n= 3-4) merani toxicity a protekcie v prostredi 200 uM
H202 po 24 (T24, P24) a72 (T72, P72) hodinach testom vychytavania neutrélnej
Cervene zivymi bunkami) a Standardné odchylky (SD). Uvedené si TCso (moléarna
koncentracia latky, ktora usmrti 50 % buniek oproti kontrole) a ECso (molarna
koncentracia latky, ktora ochrani 50 % buniek v porovnani s kontrolou) latok.
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6.2 H22 - kardioprotektivne a kardiotoxické vlastnosti

V teste vychytavania neutralnej ¢ervene po 24hodinovej inkub&cii buniek H9c2
s cheldtorom H22 (koncentrécie: 0,1; 1; 10; 30; 100 pM) nebolo zaznamenané
Statisticky vyznamné znizenie viability buniek. Najniz§ia viabilita (92,12 %
zivotaschopnych buniek oproti kontrole) bola namerana pri koncentracii chelatoru
10 uM. Na zéklade vysledkov v rozmedzi testovanych koncentracii nebolo mozné
vypocitat’ TCso.

Po 72hodinovej inkubécii buniek H9c2 s cheldtorom H22 (koncentracie: 0,1; 1;
10; 30; 100 uM) test vychytavania neutralnej ¢ervene preukazal signifikantné znizenie
viability buniek na 67,59 % pri najvyssej pouzitej koncentracii 100 UM. Vypocitané
TCso zodpoveda 393,9 uM.

Pri inkubécii buniek po dobu 24 hodin s testovanou latkou (1; 10; 30; 100 uM)
v prostredi 200 puM peroxidu vodika nebola zaznamenana Statisticky vyznamna
protekcia. Najvyssia viabilita 5,09 % bola namerana pri koncentracii 10 uM. ECso
nebolo mozné z nameranych hodnoét vypoditat'.

Ani po 72hodinovej inkubécii v prostredi 200 pM peroxidu vodika nebola
pozorovand ziadna protekcia. Viabilita buniek bola dokonca nizSia nez

u samotného blanku. ECso nebolo mozné vypocitat.
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Obr. 6.2 Viabilita buniek v teste vychytavania neutralnej ¢ervene po inkubdcii buniek
24 a 72 hodin s chelatorom H22 (toxicita) a v prostredi s chelatorom a 200 uM H»0;
(protekcia). N>3. Statisticky vyznamne odlisné hodnoty od kontroly (p<0,05) st
oznaéené symbolom *. Statisticky vyznamne odli§né hodnoty od samotného 200 pM
H202 (p<0,05) st oznacené symbolom * (len u protekcie).

H22
c (UM) 0 0.1 1 10 30 100

T24 ] 100.00%]| 104.33%]| 99.36%| 92.12%| 95.89%| 99.36%
SD 0.00%| 5.34%| 10.92%| 7.07%| 10.10%| 10.92%

TCs > 100 uM (neda sa vypocitat)
T72 ) 100.00%| 98.28%| 92.85%| 84.58%| 90.79%| 67.59%
SD 0.00%| 8.55%| 4.42%| 11.86%| 3.16%| 9.37%

TCs TC50 > 100uM (= 393,9uM)
P24 %) 100.00%| 3.26%| 0.87%]| 5.09%| 3.43%| 4.20%
SD 0.00%| 5.73%| 1.83%| 6.29%| 6.15%| 9.67%

ECso > 100 pM (neda sa vypocitat)
P72 %) 100.00%| 3.27%| 0.67%| -0.42%| 2.48%| 0.13%
SD 0.00%| 0.29%| 0.94%| 1.48%| 0.81%| 2.29%

ECs > 100 uM (neda sa vypocitat’)

Tab. 6.2 Prehl'ad vysledkov pre latku H22. V tabul’ke sa nachadzaju priemerné hodnoty
viability buniek (&) z pocétu (n= 3-4) merani toxicity a protekcie v prostredi 200 pM
H20. po 24 (T24, P24) a72 (T72, P72) hodinach testom vychytadvania neutralnej
¢ervene zivymi bunkami) a Standardné odchylky (SD). Uvedené su TCso (molarna
koncentracia latky, ktora usmrti 50 % buniek oproti kontrole) a ECso (molarna
koncentracia latky, ktora ochrani 50 % buniek v porovnani s kontrolou) latok.

62



6.3 H23 - kardioprotektivne a kardiotoxické vlastnosti

V teste vychytavania neutralnej ¢ervene po 24 hodinovej inkubdcii buniek H9¢2
s cheldtorom H23 (koncentricie: 0,1; 1; 10; 30; 100 pM) nebolo zaznamenané
Statisticky vyznamné zniZenie viability buniek. NajnizSia viabilita (88,90 %
zivotaschopnych buniek oproti kontrole) bola namerana pri koncentracii chelatoru
10 uM. Na zéklade vysledkov v rozmedzi testovanych koncentracii nebolo mozné
vypocitat’ TCso.

Po 72hodinovej inkubécii buniek H9c2 s cheldtorom H23 (koncentracie: 0,1; 1;
10; 30; 100 uM) test vychytavania neutralnej ¢ervene preukazal signifikantné zniZenie
viability buniek na 72,58 % pri najvyssej pouzitej koncentracii 100 pM. Vypocitané
TCso zodpoveda 435,9 uM.

Pri inkubécii buniek po dobu 24 hodin s testovanou latkou (1; 10; 30; 100 uM)
v prostredi 200 uM peroxidu vodika nebola zaznamenana ziadna protekcia buniek.
Pri vSetkych pouzitych koncentraciach s vynimkou 10 uM poklesla zivotaschopnost’
buniek pod hodnoty blanku (3,08 %). ECso nebolo mozné z nameranych hodn6t
vypocitat’.

Taktiez po 72hodinovej inkubacii v prostredi 200 uM peroxidu vodika nebola

pozorovand Ziadna protekcia. ECsp nebolo mozné vypocitat’.
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Obr. 6.3 Viabilita buniek v teste vychytavania neutralnej ¢ervene po inkubacii buniek
24 a 72 hodin s chelatorom H23 (toxicita) a v prostredi s chelatorom a 200 uM H»0;
(protekcia). N>3. Statisticky vyznamne odlisné hodnoty od kontroly (p<0,05) st
oznaGené symbolom *. Statisticky vyznamne odlisné hodnoty od samotného 200 pM
H202 (p<0,05) st oznacené symbolom * (len u protekcie).

H23
¢ (UM) 0 0.1 1 10 30 100

T24 %] 100.00%| 105.67%| 98.10%| 88.90%| 89.04%)| 91.40%
SD 0.00%| 11.26%| 6.81%| 9.55%| 13.81%| 11.47%

TCs > 100 uM (neda sa vypocitat’)
T72 () 100.00%(103.89%| 99.21%| 91.46%| 81.50%| 72.58%
SD 0.00%| 4.32%| 6.92%| 12.24%| 15.03%| 11.13%

TCyy TC50 > 100uM (= 435,9uM)
P24 %) 100.00%| 3.08%| 0.94%| 4.13%| 2.06%| 2.29%
SD 0.00%| 0.40%| 1.83%| 5.32%| 5.17%| 4.76%

ECs > 100 uM (neda sa vypoditat’)
P72 1) 100.00%| 4.53%| -0.12%| -0.34%| 3.74%| -0.53%
SD 0.00%| 1.06%| 0.59%| 1.15%| 0.77%| 1.80%

ECs > 100 uM (neda sa vypocitat’)

Tab. 6.3 Prehl'ad vysledkov pre latku H23. V tabul’ke sa nachadzaju priemerné hodnoty
viability buniek (&) z poc¢tu (n= 3-4) merani toxicity a protekcie v prostredi 200 pM
H>O2 po 24 (T24, P24) a72 (T72, P72) hodinach testom vychytavania neutrdlnej
Cervene zivymi bunkami) a Standardné odchylky (SD). Uvedené si TCso (moléarna
koncentracia latky, ktora usmrti 50 % buniek oproti kontrole) a ECso (molarna
koncentracia latky, ktora ochrani 50 % buniek v porovnani s kontrolou) latok.

64



6.4 H24 - kardioprotektivne a kardiotoxickeé vlastnosti

V teste vychytavania neutralnej ¢ervene po 24 hodinovej inkubacii buniek H9¢c2
s chelatorom H24 (koncentracie: 0,1; 1; 10; 30; 100 pM) nebolo zaznamenané
Statisticky vyznamné zniZenie viability buniek. NajnizSia viabilita (79,21 %
zivotaschopnych buniek oproti kontrole) bola namerand pri koncentrécii chelatoru
30 uM. Na zéklade vysledkov Vv rozmedzi testovanych koncentracii nebolo mozné

vypocitat’ TCso.

Po 72hodinovej inkubécii buniek H9c2 s chelatorom H24 (koncentracie: 0,1; 1;
10; 30; 100 uM) bolo v teste vychytavania neutralnej cervene pozorované signifikantné
znizenie viability buniek pri koncentraciach 30 a 100 pM na 68,69 % a 25,29 %.
Vypocitané TCso zodpoveda 45,0 uM.

Pri inkubécii buniek po dobu 24 hodin s testovanou latkou (1; 10; 30; 100 uM)
v prostredi 200 uM peroxidu vodika bola preukazana Statisticky vyznamna protekcia
oproti blanku pri vSetkych pouzitych koncentraciach. NajvysSia viabilita buniek

51,80 % bola namerané pri koncentracii 30 uM. ECso zodpoveda koncentracii 22,8 puM.

Po 72hodinovej inkubacii v prostredi 200 UM peroxidu vodika bola pozorovana
Statisticky vyznamna protekcia buniek pred oxidaénym posobenim H20: v pritomnosti
koncentracii chelatoru 10, 30 a 100 uM, pri ktorych viabilita buniek predstavovaa

31,80 %, 41,79 % a 22,47. ECso nebolo z nameranych hodndt mozné vypocitat’.
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Obr. 6.4 Viabilita buniek v teste vychytavania neutralnej ¢ervene po inkubacii buniek
24 a 72 hodin s chelatorom H24 (toxicita) a v prostredi s chelatorom a 200 uM H»0;
(protekcia). N>3. Statisticky vyznamne odlisné hodnoty od kontroly (p<0,05) st
oznaéené symbolom *. Statisticky vyznamne odli§né hodnoty od samotného 200 puM
H202 (p<0,05) st oznacené symbolom # (len u protekcie).

H24
¢ (UM) 0 0.1 1 10 30 100
T24 1) 100.00%|105.91%| 86.46%| 81.95%| 79.21%| 86.26%
SD 0.00%| 10.40%| 1.07%| 8.51%| 11.90%| 9.95%
TCyg > 100 uM (neda sa vypocitat’)
T72 %] 100.00%|106.39%| 81.66%| 83.31%| 68.69%| 25.29%
SD 0.00%| 5.40%| 14.66%| 0.65%| 10.92%| 2.97%
TCsg 45,0 uM
P24 %] 100.00%| 3.63%| 29.59%| 40.64%| 51.80%| 50.14%
SD 0.00%| 3.11%| 12.06%| 3.14%| 8.56%| 3.44%
ECs 22,8 uM
P72 1) 100.00%| 4.50%| 12.17%| 31.80%| 41.79%| 22.47%
SD 0.00%| 2.44%| 16.13%| 10.18%| 8.43%| 8.87%
ECso > 100 uM (neda sa vypocitat)

Tab. 6.4 Prehl'ad vysledkov pre latku H24. V tabul’ke sa nachadzaji priemerné hodnoty
viability buniek (&) z pocétu (n= 3-4) merani toxicity a protekcie v prostredi 200 pM
H20. po 24 (T24, P24) a72 (T72, P72) hodinach testom vychytavania neutralnej
¢ervene zivymi bunkami) a Standardné odchylky (SD). Uvedené su TCso (molarna
koncentracia latky, ktora usmrti 50 % buniek oproti kontrole) a ECso (molarna
koncentracia latky, ktora ochrani 50 % buniek v porovnani s kontrolou) latok.

66



6.5 H25 - kardioprotektivne a kardiotoxickeé vlastnosti

V teste vychytdvania neutralnej cervene po 24hodinovej inkubacii buniek H9c2
s chelatorom H25 (koncentracie: 0,1; 3; 10; 30; 100 uM) nebolo zaznamenané zniZenie
viability buniek. NajniZsia viabilita (101,53 % zivotaschopnych buniek oproti kontrole)
bola namerand pri koncentracii cheladtoru 3 pM. Na z&klade vysledkov v rozmedzi
testovanych koncentracii nebolo mozné vypocitat’ TCso.

Po 72hodinovej inkubécii buniek H9c2 s chelatorom H25 (koncentracie: 0,1; 3;
10; 30; 100 uM)test vychytavania neutralnej Cervene nepreukazal signifikantné
znizenie viability buniek. Najmenej buniek (88,26 %) prezivalo pri koncentracii
chelatoru 3 uM. TCso nebolo mozné vypocitat'.

Pri inkubacii buniek so sktsanou latkou (3; 10; 30; 100 uM) po dobu 24 hodin
v prostredi 200uM peroxidu vodika nebola zaznamenana Statisticky vyznamna
protekcia. NajvyS$sia viabilita 4,78 % bola namerana pri koncentracii 30 uM. ECso
nebolo mozné z nameranych hodnot vypocitat’.
Ani po 72hodinovej inkubéacii s chelatorom H25 v prostredi 200 UM peroxidu vodika

nebola pozorovana ziadna protekcia. ECso nebolo mozné vypocitat’.
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Obr. 6.5 Viabilita buniek v teste vychytavania neutralnej ¢ervene po inkubdcii buniek
24 a 72 hodin s chelatorom H25 (toxicita) a v prostredi s chelatorom a 200 uM H»0;
(protekcia). N>3. Statisticky vyznamne odlisné hodnoty od kontroly (p<0,05) st
oznaéené symbolom *. Statisticky vyznamne odli§né hodnoty od samotného 200 puM
H202 (p<0,05) st oznaéené symbolom # (len u protekcie).

H25
¢ (UM) 0 0.1 3 10 30 100
T24 %) 0.00%]| 103.24%)]| 101.53%| 102.58%| 103.70%]| 108.20%
SD 1100.00%| 1.05%| 5.68%| 3.53%| 4.01%| 8.03%
TCso > 100 uM (neda sa vypoditat’)
T72 %] 0.00%]100.95%| 88.26%]100.51%| 95.39%| 95.95%
SD [100.00%| 3.22%| 1.57%| 6.26%]| 5.25%| 8.53%
TCsxg > 100 uM (neda sa vypoditat’)
P24 (%] 0.00%| 2.36%| 4.63%| 2.92%| 4.78%| 3.14%
SD |[100.00%| 3.29%| 8.25%| 5.79%| 5.91%| 4.77%
ECsg > 100 uM (neda sa vypocitat)
P72 %] 0.00%| 3.96%| 3.81%| -1.27%| 4.10%| -1.23%
SD 1100.00%| 1.07%| 1.26%| 1.12%| 0.16%| 1.83%
ECso > 100 uM (neda sa vypocitat’)

Tab. 6.5 Prehl'ad vysledkov pre latku H25. V tabul’ke sa nachadzaju priemerné hodnoty
viability buniek (@) z po¢tu (n= 3-4) merani toxicity a protekcie v prostredi 200 pM
H20. po 24 (T24, P24) a72 (T72, P72) hodinach testom vychytadvania neutralnej
Cervene zivymi bunkami) a Standardné odchylky (SD). Uvedené st TCso (moléarna
koncentracia latky, ktora usmrti 50 % buniek oproti kontrole) a ECso (molarna
koncentracia latky, ktora ochrani 50 % buniek v porovnani s kontrolou) latok.
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6.6 H26 - kardioprotektivne a kardiotoxickeé vlastnosti

V teste vychytavania neutralnej ¢ervene po 24hodinovej inkubacii buniek H9c2
s chelatorom H26 (koncentracie: 0,1; 1; 10; 30; 100 pM) nebolo zaznamenané
Statisticky vyznamné zniZenie viability buniek. NajnizSia viabilita (86,29 %
zivotaschopnych buniek oproti kontrole) bola namerand pri koncentrécii chelatoru
100 uM. Na zéklade vysledkov v rozmedzi testovanych koncentracii nebolo mozné
vypocitat’ TCso.

Po 72hodinovej inkubécii buniek H9c2 s chelatorom H23 (0,1; 1; 10; 30;
100 uM) test vychytavania neutralnej Gervene preukazal signifikantné zniZenie viability
(50,69 % az 58,11 %) buniek u vSetkych pouzitych koncentracii. Vypocitané TCso Sa
nedalo vypocitat’.

Pri inkubécii buniek po dobu 24 hodin s chelatorom H26 v prostredi 200 uM
peroxidu vodika nebola zaznamenana Ziadna protekcia buniek. Zivotaschopnost’ buniek
sa vyznamne neodliSovala od blanku. ECsg nebolo mozné znameranych hodnot
vypocitat’.

Protekcia buniek nebola zaznamenand ani po 72hodinovej inkubécii buniek
s testovanym chelatorom v prostredi 200 uM peroxidu vodika.. ECsg nebolo mozné

vypocitat’.
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Obr. 6.6 Viabilita buniek v teste vychytavania neutralnej ¢ervene po inkubdcii buniek
24 a 72 hodin s chelatorom H26 (toxicita) a v prostredi s chelatorom a 200 uM H20>
(protekcia). N>3. Statisticky vyznamne odli§né hodnoty od kontroly (p<0,05) st
oznaéené symbolom *. Statisticky vyznamne odli§né hodnoty od samotného 200 puM
H202 (p<0,05) st oznaéené symbolom # (len u protekcie).

H26
c (UM) 0 0.1 1 10 30 100

T24 %) 0.00%| 102.97%| 89.59%| 88.37%| 89.00%| 86.29%
SD |100.00%| 4.61%| 10.61%| 11.91%| 12.99%| 11.51%

TCxg > 100 uM (neda sa vypocitat’)
T72 %] 0.00%]104.23%| 52.39%| 58.11%| 50.69%| 56.79%
SD |100.00%| 9.70%| 12.25%| 9.38%| 7.78%| 14.16%

TCs > 100 M (neda sa vypocitat)
P24 %] 0.00%| 3.33%| 2.13%| 2.48%| 4.87%| 4.62%
SD |100.00%| 3.40%| 2.27%| 5.14%| 6.71%| 7.66%

ECs > 100 uM (neda sa vypocitat’)
P72 (%] 0.00%| 3.56%| -1.80%| -1.94%| 3.53%| -1.66%
SD |100.00%| 0.60%| 0.87%| 1.13%| 1.02%| 1.30%

ECso > 100 uM (neda sa vypocitat)

Tab. 6. Prehl'ad vysledkov pre latku H26. V tabul’ke sa nachadzaju priemerné hodnoty
viability buniek (@) z poétu (n= 3-4) merani toxicity a protekcie v prostredi 200 uM
H20. po 24 (T24, P24) a72 (T72, P72) hodinach testom vychytadvania neutralnej
Cervene zivymi bunkami) a Standardné odchylky (SD). Uvedené su TCso (molarna
koncentracia latky, ktora usmrti 50 % buniek oproti kontrole) a ECso (molarna
koncentracia latky, ktora ochrani 50 % buniek v porovnani s kontrolou) latok.
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6.7 Fotodokumentacia
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Obr. 6.7 Toxicita Studovanych latok aich protekcie proti oxida¢nému posobeni 200 UM
peroxidu vodika po 24 hodinovej inkubacii. Viability buniek H9c2 bola zviditenena farbenim
mitochondrialnou florescenénou sondou JC-1, ktora sa akumuluje Zivych mitochondriach a tvori
Cervenofluoreskujuci J-agregaty. Pri poSkodeni mitochondrii JC-1 sonda netvori J-agregaty
a vysledkom je na fotografidach viditeI'nd zelena fluorescencia. Vo vsetkych pripadoch bola
pouzita koncentracia chelatorov (H21, H22, H23, H24, H25 a H26) 10 pM.
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Obr. 6.7 Toxicita Studovanych latok aich protekcie proti oxida¢nému pdsobeni 200 UM
peroxidu vodika po 72hodinovej inkubécii. Viability buniek H9c2 bola zviditenena farbenim
mitochondrialnou florescen¢nou sondou JC-1, ktord sa akumuluje v zivych mitochondriach
atvori Cerveno fluoreskujlce J-agregaty. Pri poSkodeni mitochondrii dochddza k naruSeniu
potencialu, JC-1 sonda netvori J-agregaty a vysledkom je na fotografiach vidite'na zelena
fluorescencia. Vo vsetkych pripadoch bola pouzita koncentracia chelatorov (H21, H22, H23,
H24, H25 a H26) 10 uM.
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Na fotografiach vyhotovenych po inkubacii buniek 24, alebo 72 hodin so skisanymi
chelatormi v prostredi 200 UM peroxidu vodika nie su, v o¢akavanom mnozstve, pritomné
zeleno fluoreskujuce mitochondrie, oznacujuce mftve bunky, ktoré zvycajne
po pésobeni samotného 200 UM peroxidu vodika ostavaju prilepené na dne dosticky.
Zaroven, vsak je na obrazkoch mozné pozorovat’ mensie mnoZzstvo pritomnych buniek
ako na fotografiach kontroly a blanku.

Je mozné, Ze chelatory sice bunky nedokdzu ochranit, ale dokdzu proces
usmrtenia spomalit’ a bunky namiesto toho, aby zostali prilepené na dne, sa uvolnia, tak
ako je unich bezné pri prirodzenom umierani, atak su v procese farbenia vymyté

avo chvili zhotovovania fotografii, uz nie st na dosticke pritomné.
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7 Diskusia

Vsetky aerdbne organizmy, vratane cloveka, zijii v prostredi bohatom na kyslik,
ktory vyuzivaju k ziskavaniu energie. V ramci jeho metabolizmu, ale i v priebehu inych
procesov z neho vznikaju jeho reaktivne formy, ROS, ktoré reakciami s biomolekulami
sposobuju poskodenie, az bunkovi smrt. Do urcitej miery si bunky schopné sa
pred ROS chranit’ pomocou antioxida¢nych mechanizmov. Pri prekonani tejto miery su

bunky vystavované oxidacnému stresu (1).

Vzhladom na to, ze reaktivnym formam kyslika sa pripisuje Gi¢ast’ na patogenéze
mnohych ochoreni, napriklad rakovina, diabetes, kardiovaskularne ochorenia,
aterosklerdza, neurologické choroby (Alzheimerova, Parkinsonova choroba), alebo
chronicky zépal (10) a zaroven pritomné vol'né Zelezo ucastou v niektorych reakcidch
ako Fentonova alebo Haber-Weissova reakcia prispieva k produkcii vysoko reaktivnych
ROS, a tym k zhorSovaniu oxida¢ného stresu (1), je chelatacia Zeleza jednou z moznosti

terapie stavov, v ktorych zohrava ulohu volné Zelezo anim vyvolany oxida¢ny stres
(42).

Bunky srdca su obzvlast' citlivé na oxidacny stres, ¢o sa vysvetl'uje pritomnost’ou
velkého mnozstva mitochondrii a naopak nizkou pritomnost'ou antioxidantov v tychto
bunkach (30). Preto sa vel'a pozornosti venuje prave protekcii srdcovych buniek a snahe
najst’ chelator s nizkou toxicitou, vysokou afinitou Kk zelezitym ionom a moznostou

oralneho podévania (10).

V stcasnosti su v Klinickej praxi Vv pripadoch pretazenia organizmu Zelezom
pouzivané tri chelatory: desferioxamin (desferal®), deferasirox (exjade®) a deferiprén
(ferriprox®) (42). Avsak koncept chelatacie Zeleza je U¢inny nie len v pritomnosti
prebyto¢ného Zeleza, ale chrani i pred zhorSenim oxida¢ného stresu sprostredkovaného

zelezom (48).

Desferioxamin pre jeho nizku biodostupnost’ nie je mozné podavat’ oralne, tazko
prestupuje membrany a malo prenikd do buniek vratane buniek srdca, o moéze byt
vysvetlenim jeho limitovanej ucinnosti (52). Nevyhodou deferasiroxu je pritomnost’
neziaducich uc¢inkov ako agranulocytdza a gastrointestindlny dyskomfort, taktiez je

pomerne drahy. Deferipron je mozno podavat peroralne, vyznacuje sa dobrou
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compliance, avSak je u neho vysoky efekt prvého priechodu peceiiou, takze je ho nutné

podavat’ vo vyssich davkach (14).

Vzhl'adom na nedostatky tychto klinicky dostupnych chelatorov je snaha najst’
latku s vyhodnej$imi vlastnostami. Perspektivnou skupinou latok s chelataénym
ucinkom su derivaty aroylhydrazonu. Zakladnou molekulou tejto skupiny je PIH,
z ktorého nahradenim pyridoxalu hydrofébnou salicylaldehydovou skupinou vznikol
SIH (42).

SIH preukazal potencial chranit’ pred poskodeniami spésobenymi ROS in vitro
aj in vivo. Simtnek et al. (2005) porovnali schopnost’ STH a DFO chranit’ bunky H9c2
v prostredi  100uM peroxidu vodika. V tejto stadii SIH prejavil vyrazne lepSie
protektivne vlastnosti v porovnani s DFO, ktorého bola potrebna viac ako 1000x vysSia
koncentracia, aby sa dosiahla porovnatelna protekcia, ¢ize koncentracia, ktor nie je
mozné klinicky dosiahnut’ (53). Av$ak vyznamny problém pre jeho apliké&ciu in vivo
predstavuje rychla plazmaticka hydrolyza hydrazonovej vézby, ktord zapricinuje jeho

vel'mi kratky biologicky polcas (47).

Za ucelom zvySenia plazmatickej stability boli HruSkovou et al. (2011)
nasyntetizované a studované metylketonové (HAPI, NHAPI) a etylketonové (HPPI)
derivaty SIHu. Dal$imi modifikiciami boli nahradené substituenty na fenylovom kruhu
za elektronakceptorové skupiny, €o sa prejavilo d’alSim zvySenim stability tychto latok.
Tieto derivaty naozaj preukazali zvySent stabilitu v porovnani so SIH a zaroven boli
schopné chrénit’ srdcové bunky pred zelezom sprostredkovanym oxidacnym
poskodenim navodenym 200 pM t-BHP. Takmer vSetky tieto derivaty po 24hodinove;j
inkubacii s bunkami H9c2 nepreukézali vyraznu vlastni toxicitu. Najtoxickejsie sa
zo sksanych latok prejavil SIH. TCso vécsSiny latok po 72hodinovej inkubécii sa
pohybovalo v rozpéti od 2,7 uM do 31,2 uM. Pricom TCso SIHu bolo stanovené
na 29,7 uM (47, 54).

V snahe ngjst’ chelator s ¢o najlepSimi vlastnost’ami boli nasyntetizované d’alSie
derivaty odvodené od SIH. Redukciou hydrazénovej vézby vznikli redukované formy
latok SIH, HAPI aHPPI, zktorych ani jedna nedokazala ochranit bunky pred
oxida¢nym poskodenim navodenym 200 pM peroxidom vodika. Testované boli aj
anal6gy s atomom brému v molekule (BHAPI, BPPI), latky s predizenym postrannym
alkylovym retazcom (H16, HI18), alebo s nahradenou hydroxylovou skupinou
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za pyrimidinovy dusik v ketonickej ¢asti molekuly. Pri porovnani pomeru vlastnej
toxicity latok aich kardioprotektivnych vlatnosti, ani jeden z nich nepreukazal lepsi

pomer vlastnosti nez SIH (52).

U novo syntetizovanych molekdl musia byt zachované Zelezo chelata¢né,
antioxida¢né a cytoprotektivne vlastnosti (47). Vzhladom na to, Ze kazda zmena
Struktary moéze zmenit' vlastnosti chelatoru, je potrebné ich otestovat. V tejto
diplomovej praci boli skusané¢ dalsie metylketonové (H21, H22, H24 a H25)
a etylketonové (H23, H26) derivaty SIHu. Ciel'om bolo preskuSat’ in vitro vlastnt
toxicitu novo nasyntetizovanych derivatov SIH (H21, H2, H23, H24, H25, H26) a ich
schopnost’ chranit’ bunky pred oxidaénym stresom spdsobenym peroxidom vodika

po dobu 24 a 72 hodin.

Pre testovanie boli zvolené bunky H9c2, embryonélne kardiomyoblasty
z potkana, ktoré predstavovali model buniek srdca. Oxidaény stres v testoch skusajucich
schopnost’ chelatorov chranit’ bunky bol navodzovany pomocou 200 UM peroxidu
vodika. Tato koncentracia H202 je schopnd usmrtit’ takmer 100 % buniek. Peroxid
vodika je v pritomnosti zeleza a inych prechodnych prvkov zdrojom dalsich ROS,
napriklad aj vysoko reaktivneho hydroxylového radikalu, ktoré svojim posobenim

spdsobuju smrt’ buniek (1).

Vsetky testované latky prejavili velmi nizku vlastni toxicitu po 24
i 72 hodindch. TCso po 72hodinovej inkubacii vsetkych latok presahovalo hodnotu
100 pM s vynimkou latky H24, ktord vykazuje najvyssiu toxicitu s TCso = 45,0 M.

Vsetky skuSané latky tak preukazali nizSiu toxicitu ako STH.

Zo skusanych chelatorov sa kardioprotektivne uéinky prejavili len u latky H24.
Po 24 hodinovej inkubécii v prostredi 200 uM peroxidu vodika bolo stanovené ECsg
chelatoru H24 na 22,8 uM. Ide 0 hodnotu porovnatelna so SIH, ktorého ECsg bolo

stanovené v rovnakych testovacich podmienkach Pravdikovou K. (2013)

na 17,63 + 1,38 uM (55).

Po 72hodinovej inkubacii v prostredi 200 uM peroxidu vodika opat’ ziadna
z testovanych latok svynimkou H24 neprejavila schopnost bunky chranit’

pred oxidacnym stresom. Latka H24 prejavila klesajucu ucinnost’ so zvysujlicou sa
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koncentraciou, ¢o je mozné vysvetlit' vlastnym toxickym pdsobenim cheltoru pri tak

vysokych koncentréciach.

Na zaklade vysledkov je mozné vidiet', ze testované latky s naftylom v molekule
(H21, H22, H23) neprejavili ziadne kardioprotektivne vlastnosti. Z d’alSich troch
skusanych latok, u ktorych bol naftyl nahradeny bifenylom sa kardioprotektivne
vlastnost prejavili len u cheldtoru H24 s pritomnou NO. skupinou v polohe 4 na
fenylovom kruhu. Chelator H25 sa od H24 odliSuje len nepritomnostou NO2 skupiny
Vv molekule, naprieck tomu doSlo k vymiznutiu protektivneho ucinku a zéroven
k vyraznému zniZeniu toxicity. Pritomnost’ etylu v molekule (H23, H26) sa neprejavila

vyznamnou zmenou Vlastnosti oproti metylovanym derivatom (H22, H25).

Zo skusanych chelatorov sa perspektivnou javi iba latka H24. AvSak namerané
data poskytli d’alSie dolezité informacie o vztahu Struktury molekual chelatorov k ich

kardioprotektivnym a kardiotoxickym vlastnostiam.
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8 Zavery

Schopnost’ chranit’ bunky pred oxidaénym stresom vyvolanym 200 pM
peroxidom vodika, porovnatel'na so STH, sa prejavila len u latky H24.

e Latka H24 vykazuje najvys$Siu toxicitu voci bunkdm H9c¢2 v porovnani
s ostatnymi testovanymi latkami. TCso po 72hodinovej inkubacii (45 uM) je

porovnatel'né s toxicitou SIHu.

e Odstranenim NO2 skupiny z molekuly H24 dochadza u chelatoru H25
k vymiznutiu protektivnych vlastnosti a zaroven k vyraznému znizeniu vlastnej

toxicity.

e Vsetky skusané latky s vynimkou H24 prejavili nizku kratkodobu (24 hodin) aj
dlhodobu (72 hodin) toxicitu. TCso po 24 hodinach bolo u vsetkych vyssie ako
100 pM.
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9 Zoznam skratiek

ATP adenosintrifosfat

CCM kompletné kultivaéné medium (complete cultivation medium)
cGMP cyklicky guanozinmonofosfat

Dcytb duodenélny cytochrom b

DFO desferioxamin

DHA dehydroaskorbat

DMEM Dulbecco’s modified Eagla’s medium

DMSO dimetylsulfoxid

DMT-1 transportér divalentnych iénov 1, (divalent metal transporter)

Dp44mT di-2-pyridylketon-4,4-dimethyl-3-thiosemikarbazon

DpT di-2-pyridylketonthiosemikarbazén

ECso molarna koncentracia, ktora ochrani 50 % buniek oproti kontrole

EDTA kyselina ethyléndiamintetraoctova

FAD flavinadenindinukleotid

FADH; redukovany flavinadenindinukleotid

FBS fetalne bovinné serum, (foetal bovine serum)

FMN flavinadeninmononukleotid

FMNH> redukovany flavinadeninmononukleotid

FPN-1 feroportinovy transporter 1

GPx glutationperoxidaza

GSH glutatién

H21 (E)-N'-[1-(2-hydroxy-5-nitrofenyl)ethyliden]-1-naftohydrazid

H22 (E)-N'-[1-(2-hydroxyfenyl)ethyliden]-1-naftohydrazid naftohydrazid

H23 (E)-N’-[1-(2-hydroxyfenyl)propyliden]-1-naftohydrazid naftohydrazid

H24 (E)-N’-[1-(2-hydroxy-5-nitrofenyl)ethyliden]-(1,1'-bifenyl)-4-
karbohydrazid naftohydrazid

H25 (E)-N'-[1-(2-hydroxyfenyl)ethyliden]-(1,1'-bifenyl)-4-
karbohydrazid naftohydrazid

H26 (E)-N'-[1-(2-hydroxyfenyl)propyliden]-(1,1'-bifenyl)-4-

karbohydrazid naftohydrazid
H20: peroxid vodika



HAPI
HO-1
HPPI
KAT
LIP
N4mT
N44mT
NAD
NR-test
NT
NTBI
PBS
PCIH
PCTH
PIH
PKIH
RNS
ROS
SFM
SHA
SIH
SOD
t-BHP
TCso
Tf
TfR1

(E)-N-(1-(2-hydroxyfenyl)ethyliden)isonikotinoylhydrazid
hemoxygenaza
(E)-N’-(1-(2-hydroxyfenyl)propyliden)isonikotinoylhydrazid
katalaza

zasoba slabo viazaného Zeleza (labile iron pool)
2-hydroxy-1.naphthaldehyde-4-methyl-3-thiosemicarbazone
di-2-pyridylketon-4,4-dimetyl-3-tiosemikarbazon
nikotinamidadenindinukleotid

test vychytavania neutralnej ervene
2-hydroxy-1-naftylaldehyd-3-tiosemikarbazon

Zelezo neviazané na transferin, (non transferrin bound iron)
fosfatovy pufor
2-pyridylkarboxaldehydisonikotinoylhydrazén
2-pyridylcarboxaldehydtiofenkarboxaldehydbenzoylhydrazon
pyridoxalisonikotinoylhydrazon
di-2-pyridylketonisonikotinoylhydrazon

reaktivne dusikové Castice

reaktivne kyslikové Castice

bezsérové medium

semihydroaskorbat

salicylaldehydisonikotynoylhydrazon

superoxiddismutaza

terc-butylhydroperoxid
molarna koncentracia, ktora usmrti 50 % buniek oproti kontrole
transferin

transferinovy receptor 1
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