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Abstrakt
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Nazev rigorozni prace: Stanoveni chelata¢nich vlastnosti 6,7-dihydroxykumarinu

Zelezo je nepostradatelnym elementem v lidském téle. Tento prvek sehrava
nezastupitelnou roli v fad¢ metabolickych reakci, mezi né€z patii napft. transport kysliku a
syntéza DNA. Mezi esencialni vlastnosti zeleza patii schopnost pfenaset elektrony a
facilitovat katalytické reakce. Tyto reakce jsou umoznény oxidacné-redukénimi
vlastnostmi Zeleza, které se bézné& vyskytuje ve dvou oxidacnich stavech, tj. Fe?" a Fe3*.
Nicméng, tento prvek miize katalyzovat nejen prospésné, ale také toxické reakce. Jednou
z nich je Fentonova reakce, ktera vede k tvorbé volnych kyslikovych radikald, které
pusobi toxicky na okolni tkané.

V této rigordzni praci jsme se zaméfili na analyzu chelatacni vlastnosti 6,7-
dihydroxykumarinu (67DHC) pfi raznych pH (4,5, 5,5, 6,8 a 7,5) pomoci kompetitivni a
ptimé UV-Vis spektrometrie. Dale jsme zjist'ovali redukéni aktivitu 67DHC pti pH 4,5 a
5,5.

Piimou UV-Vis spektrometrii jsme zjistili, ze 67DHC chelatoval Fe** ionty pii
pH 5,5, 6,8 a 7,5 v chelata¢nim poméru 2:1 (67DHC:Fe?*). Naproti tomu Fe*" ionty byly
chelatovany pii pH 6,8 a 7,5 v chelataénim poméru 1,5:1 (67DHC:Fe3*). Dale jsme
pomoci kompetitivni UV-Vis spektrometrie zjistili, ze¢ 67DHC chelatoval Fe?" ionty pfi
pH 5,5, 6,8 a 7,5 a vyznamné redukoval Fe** ionty pii pH 4,5, pticemz redukce pti pH
5,5 byla minimalni.

Na zékladé vysledk uvedenych v této praci lze predpokladat, ze 67DHC je

vhodnym cheldtorem zejména pii vyssich hodnotach pH.



Abstract
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Title of thesis: Assessment of chelating properties of 6,7-dihydroxycoumarin

Iron is an indispensable element in the human body. This element plays
irreplaceable role in many metabolic processes, such as transport of oxygen and synthesis
of DNA. The essential feature of iron is its ability to transport electrons and facilitation
of catalytic reactions. These reactions are realized by redox properties of iron, which
naturally occurs at two different oxidation states, i.e. Fe* and Fe3*. Nevertheless, this
element can catalyze not only beneficial, but also toxic reactions. One of those is Fenton
reaction, which results in the formation of reactive oxygen species that are toxic to the
surrounding tissue.

In this thesis we have focused on the assessment of chelating properties of 6,7-
dihydroxycoumarin (67DHC) at various pH conditions (4.5, 5.5, 6.8 and 7.5) using both
competitive and direct UV-Vis spectrophotometry. Further, we have evaluated its
reducing activity at pH 4.5 and 5.5.

By the analysis of UV-Vis absorption spectra we have found out, that 67DHC
chelated Fe?* ions at pH 5.5, 6.8 and 7.5 at the chelating ratio 2:1 (67DHC:Fe?").
Contrary, Fe* ions were chelated at pH 6.8 and 7.5 at the chelating ratio 1.5:1
(67DHC:Fe®*"). Using the competitive UV-Vis spectrophotometry we have concluded that
67DHC chelated Fe?* ions at pH 5.5, 6.8 and 7.5 and significantly reduced Fe** ions at
pH 4.5, while the reduction at pH 5.5 was minimal.

On the basis of the stated results, it is predictable that 67DHC is a promising iron

chelator at the higher pH conditions in particular.
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1. Seznam zkratek

67DHC
COX
CYP
Dcytb
DFO
DFP
DFX
DMSO
DMT
DNA
DPPH
Fpn
GGT
HAMP
Hb
HbH
HEPES
HFE
HIV
HIV
HO
ICHS
LDL
LOX
NTBI
OMIM
PANC
RNS
ROS
RSS
SLC
TfR1

6,7-dihydroxykumarin
Cyklooxygenaza

Cytochrom P

Duodenalni cytochrom b
Deferoxamin

Deferipron

Deferasirox

Dimethylsulfoxid

,.divalent metal transporter
Deoxyribonukleova kyselina
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl
Ferroportin

Gammaglutamyl transferaza
,,hepcidin antimicrobial peptide*
Hemoglobin

Hemoglobin H
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
,,human hemochromatosis protein‘
,human immunodeficiency virus
Hemojuvelin

Hemoxygenaza

Ischemicka Choroba Srde¢ni
,low density lipoprotein
Lipoxygenaza

,,hon transferrin bound iron
,;online mendelian inheritance in man*
,pancreatic cell*

,reactive nitrogen species
»reactive oxygen species®
»reactive sulphur species

,,solute carrier*

Transferrin receptor 1



TfR1 Transferrin receptor 2
UV-Vis Ultrafialovo-viditelny



2. Uvod

Kumariny jsou skupinou heterocyklickych sloucenin, které jsou v soucasné dobé
velmi detailné zkoumany. Nazev téchto sloucenin je odvozen od Coumarouna odorata
Willd. (syn. Dipteryx odorata, Fabaceae, Silovon obecny), z kterého byl poprvé izolovan
samotny kumarin. Tyto slou¢eniny jsou $iroce se vyskytujicimi sekundarnimi metabolity,
které lze nalézt nejen v fadé druhu rostlin, ale také v nékterych mikroorganismech a
houbéach. &2

Samotné studium kumarinii zapocalo jiz pfed vice nez 200 lety, pficemz
Vv soucasné dobé tyto slouceniny poutaji pozornost mnoha odbornikti po celém svété. Je
to zejména diky jejich Sirokému spektru ucinki jako napf. protizanétlivych,
antioxidacnich, antikoagula¢nich, protinadorovych a antivirovych. Tyto latky rovnéz
patii mezi Casto uzivana aditiva v potravinaiském a kosmetickém primyslu, zejména diky
jejich intenzivni vini.®

Kumariny vykazuji strukturni variabilitu, kterd je zavisld na rozlicnych
substitucich zakladniho kumarinového jadra. S témito zménami jsou spojeny i vyznamné
rozdily v biologické aktivité jednotlivych zastupct. Pfedmétem vyzkumu jsou kumariny
nejen ptirodniho puvodu, ale také syntetické substance, které umoziuji detailnéjsi
porozuméni vztahti mezi chemickou strukturou a u¢inkem.®

Tato rigorozni prace je veénovana bliz§i charakteristice Zelezo-chelata¢nich

vlastnosti 6,7-hydroxykumarinu, ktery vykazuje antioxidaéni ti¢inky.® ¥



3. Teoreticka ¢ast

3.1.Zelezo

Zelezo je nepostradatelnym elementem Vv lidském téle. Tento prvek sehravé
nezastupitelnou roli v fadé metabolickych reakci, napft. pti transportu kysliku a syntéze
DNA. Mezi esencialni vlastnosti Zeleza patii schopnost pfenaset elektrony a facilitovat
katalytické reakce. Tyto reakce jsou umoznény oxida¢né-reduk¢énimi vlastnostmi zeleza,
které se b&zné vyskytuje ve dvou oxidacénich stavech, tj. Fe?* a Fe**. Nicméné, tento prvek
muze katalyzovat nejen prospésné, ale také toxické reakce. Jednou z nich je Fentonova
reakce, ktera vede k tvorbé volnych kyslikovych radikalt (Obr. 1). Pfi této reakci vznika
hydroxylovy radikal, ktery je povazovan za jeden z nejSkodlivéjsich biologickych

oxidantd.®

Fe?* + H,0, — Fe®* + OH- + OH"

Obr. 1 Fentonova reakce.

3.1.1. Absorpce Zeleza

Zelezo je do lidského t&la pfijimano potravou jednak ve formé anorganickych soli
(zelenina a jina rostlinna strava), ale také ve formé organické, tj. ferritin a hem (strava
ZivoCisnd). Vstiebavani Zeleza probiha v tenkém stfevé, zejména v duodenu, pfi¢emz
bézna lidska strava obsahuje 10-20 mg zeleza/den a vstiebatelnost tohoto prvku se
pohybuje mezi 5-10 %.©

Pied samotnym transportem pies bunéénou membranu dochézi k redukci Fe** na
Fe?" za ucasti duodenalniho cytochromu b. Nasledné je zredukovany ion transportovan
ptes apikalni membranu enterocyti pomoci DMT1 (,,divalent metal transporter 1),
pti¢emz tento transportér se fadi do skupiny SLC (,,solute carrier) ptenasecu. V piipadg,
ze zdrojem Zeleza je hem, dochazi k jeho transportu do enterocytd zatim neznamou
cestou, kdy je Fe?* uvolnén za katalyzy HO-1 (hemoxygenaza-1). Fe?" je nasledné
transportovan pomoci pienaSece ferroportinu do krevniho fecisté, pficemz zaroven

dochazi k reoxidaci na Fe**, a vazbé& na specificky transportni protein transferrin.®



3.1.2. Distribuce Zeleza

Celkové mnozstvi zeleza v téle dospélého ¢loveka je priblizné 3,5-4 g. Nejvice se
nachazi v hemoglobinu ¢ervenych krvinek (ptiblizné 2,5 g), makrofazich (az 600 mg),
myoglobinu svalové tkané (az 300 mg) a v neposledni fadé také v jatrech (1 g). “©

Jak jiz bylo diskutovano vyse, Zelezo se v organismu vyskytuje ve dvou
oxida¢nich stavech, tj. ve ferro (Fe?*) a ferri (Fe®") formé. Ferro forma se vyskytuje
Vv hemu, kdezto v zasobnich a transportnich proteinech je Zelezo uskladnéno ve ferri
formé. Zelezo je distribuovano k jednotlivym organtim ve vazbé na transferrin. Zasobni
forma Zeleza je vazana na ferritin a ptipadné hemosiderin, coz je degradacni produkt

ferritinu.* ©

3.1.3. Metabolismus a regulace Zeleza

Metabolismus tohoto prvku je tvofen uzavienym systémem, v némz je vétSina
7eleza rekonstituovana a malé ztraty jsou doplnény potravou. Zelezo je vyluovano
z organismu zejména exfoliaci bunck gastrointestinalniho traktu. U zen dochazi
K vyrazngj$im ztratam prostiednictvim menstruaéniho krvaceni.®

Zelezo se do krevniho fetiité dostava vstiebavanim z tenkého stieva,
z hemoglobinu starnoucich erytrocytii a uvolnénim ze zasob (tj. ze sleziny, jater a kostni
dfené). Starnouci erytrocyty jsou fagocytovany makrofagy retikuloendotelialniho
systému, které metabolizuji hemoglobin a nasledné¢ uvoliuji Zelezo do krve. Za
fyziologickych podminek pochazi 85-90 % Zeleza pravé z rozpadlych erytrocyti. Zelezo
vytvaii komplex s transferrinem a nasledn¢ se tento komplex vaze na receptory cilovych
bunék zejména kostni diené. Poté probiha endocytéza a uvolnéni zeleza do bunék.
Naproti tomu, bilkovinna cast transferrinu, tj. apotransferrin, se vylucuje z bunky

exocytozou.* )
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Obr. 2 Metabolismus a regulace Zeleza. DMT1 (,divalent metal transporter 1°), Dcytb (duodenalni
cytochrom b), HO-1 (hemoxygenaza 1), TfR1 (transferin receptor 1), Fpn (ferroportin). Pfevzato a
upraveno z Wang a Pantopoulos (2011).®

Kritickym bodem regulace homeostdzy Zeleza je sekrece tohoto prvku
Z enterocytl a makrofagli pomoci prenasece ferroportinu, ktery je exprimovan na
krevnich pélech téchto struktur (Obr. 2). Tento proces je regulovan negativni zpétnou
vazbou pomoci hepcidinu, coz je peptidicky hormon syntetizovany v jatrech, ktery svou
vazbou na ferroportin inhibuje transport Zeleza do krve. Syntéza tohoto hormonu je
stimulovana pii vysokych hladinach zeleza a pii zanétlivych stavech. Pfitomnost
hepcidinu snizuje hladiny Zeleza v krevnim feCisti, coZz ma za nasledek snizenou

dostupnost tohoto prvku, napt. pro bakterie, které ho potiebuji ke svému rastu.®



3.1.4. Zelezo nevazané na transferrin

Terminem ,,non transferrin bound iron“ (NTBI) je definovano volné Zelezo
ptitomné v plazmé nebo séru, které neni vazano na transferrin a dalsi struktury, napft.
hem, hemosiderin. V piipadé¢, ze zelezo je ve vazané formé, jsou jeho toxické ucinky
vyznamné redukovany.() V opaéném ptipadé je stimulovana tvorba volnych kyslikovych
radikala a nasledné poskozeni fady orgénovych soustav. Za fyziologickych podminek
se transferrin vyskytuje v plazmé ve velkém nadbytku a snadno vaze volné ionty Zeleza.
Za téchto podminek neptesahuji plazmatické hladiny volného Zeleza 1 umol/L. Ve
veétsSing piipadi takto nizké koncentrace nejsou ani detekovatelné jakymkoliv zafizenim.
U pacientdl trpicich onemocnénim spojenym s vyznamnym nadbytkem Zeleza, napf.
thalasémie, hemochromato6za, je vazebna kapacita transferrinu vyCerpana, coz vede
k vyznamnému narustu plazmatickych hladin tohoto prvku. Na druhou stranu, existuji
pripady, pti kterych jsou detekovany zvysené hladiny volného zeleza a zaroven nedochazi
K pfesyceni transferrinu. K témto staviim se poji fada hypotéz, pficemz mezi nejcastéjsi
odivodnéni téchto okolnosti se fadi vysoky pifijem zeleza a neefektivni hospodateni

s timto prvkem.”

3.1.5. Patofyziologie Zeleza

Progrese fady onemocnéni je spjata s oxidacnim stresem a tvorbou volnych
kyslikovych radikalt. Tonty Zeleza jsou katalyzatory né€kolika reakci, jejichz vysledkem
je tvorba volnych radikall. Blizsi charakteristiku téchto chemickych dé&ji popisuji

Fentonova a Haber-Weissova reakce (Obr. 1 a 3).

027+ H0, —» 02+ OH- + OH"

Obr. 3 Haber-Weissova reakce.

Bylo prokéazéano, ze volné zelezo podporuje oxida¢ni reakce napt. u aterosklerdzy,
akutnich koronarnich ptihod ¢i u diabetu mellitu.(” Na druhou stranu, abnormalni hladiny

zeleza jsou spojeny s mnohymi onemocnénimi jako thalasémie nebo hemochromatoza.®

3.1.5.1. Ateroskleroza

Zakladni patogeneze aterosklerdzy zahrnuje nevyvazeny metabolismus lipidd a

maladaptivni imunitni reakce, které jsou spojeny s chronickym zénétem arterialni stény.



Progrese tohoto onemocnéni vede ke zmenseni prisvitu zejména velkych tepen, coz ma
k nekroze a poskozeni bungk.®

Spojitost mezi vysokymi hladinami zeleza a incidenci kardiovaskularnich chorob
byla publikovana jiz v roce 1981.49 Zelezo se vyznamnou mérou podili na oxidaci LDL
lipoproteint, které se nasledné hromadi v endotelu velkych arterii. Takto oxidovany LDL
lipoprotein ma jednak pifimy cytotoxicky uCinek na bunky endotelu, ale také
chemotakticky pfitahuje monocyty, které se postupné transformuji na makrofagy, ¢imz

dochazi k progresi onemocnéni.™?

3.1.5.2. Akutni koronarni prihody

Mezi akutni koronarni piihody se fadi akutni infarkt myokardu a nestabilni angina
pectoris, pficemz tyto onemocnéni zaroven patii mezi akutni formy ischemické choroby
srdecni (ICHS). Pficinou téchto akutnich pfihod je nejcastéji vyznamné snizeni prutoku
krve koronarnimi arteriemi, které je v drtivé vétSin€ zaloZzeno na progresi
aterosklerdzy.1?)

V nedavné studii s 1701 analyzovanymi subjekty se prokazala statisticky
vyznamna spojitost mezi vysokymi hladinami Zeleza a mortalitou U koronarnich ptihod.
Priimérné koncentrace iontli Zeleza byla signifikantné vyssi u zemielych nez u pieZivsich

(0,45 vs. 0,37 umol/L; p = 0.016).49

3.1.5.3. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus je nejcastéji charakterizovdn naruSenym metabolismem
zékladnich Zivin. Tento jev je velice izce spojen se zvySenou hladinou glukozy a
inzulinovou resistenci, pficemzZ oba tyto déje vybocuji ze svych fyziologickych mezi.
MoZné asociace mezi timto onemocnénim a zvySenymi hladinami Zeleza byly poprvé
pozorovéany u pacientl s vrozenou hemochromatézou.(” 14

Presny mechanismus vlivu zeleza v patogenezi diabetu je stale nejasny, nicméné
fada odbornikti se shoduje na nékolika moznych hypotézach. Mezi nejdiskutované;si patii
vliv zeleza na oxidacni stres, ktery navozuje apoptézu pankreatickych ostravka.
Destrukei téchto struktur dochédzi k vyznamnému snizeni hladin insulinu. K rychlému
poskozeni pankreatickych ostrivkli negativné rovnéz ptispiva zvysena exprese DMT

transportéri, coZ je spojeno s vyssi koncentraci volného Zeleza v téchto strukturach.(” 14



Dalsi z hypotéz popisuje vyznamné zvySenou prevalenci insulinové resistence u pacienti

trpicich thalasémii nebo hemochromatézou.®4

3.1.5.4. Vrozena hemochromatoza

Hemochromatoéza je charakterizovana hromadénim toxickych koncentraci zeleza
v parenchymatickych buiikach jater, srdce, a endokrinnich zldz. Patogeneze tohoto
onemocnéni je zaloZena na mutaci genu, které ovliviuji vstup Zeleza do krevniho
reciste. (9
Podle ,,Online Mendelian Inheritance in Man* (OMIM) jsou v soucasné dob¢

definovany 4 typy vrozené hemochromatézy (Tab. 1).

Forma Klasicka Juvenilni vrozena T{R2 vrozena Ptesyceni
hemochromatéza hemochromatéza hemochromatéza ferroportinu

OMIM Typ 1 Typ 2, subtyp Typ 2, subtyp | Typ3 Typ 4

klasifikace A B

PostiZeny HFE HV HAMP TfR2 SLC40A1

gen

PostiZené HFE Hemojuvelin Hepcidin Transferrin receptor Ferroportin

struktury 2

Funkce Facilitace Modulace Down- Vychytavani Zeleza Uvoliiovani

struktury vychytavani Zeleza exprese regulace na povrchu Zeleza
vazaného na hepcidinu uvoliiovani hepatocytt Z enterocytt,
transferrin, modulace zeleza makrofagli
exprese hepcidinu Z enterocytll a nebo

makrofagli hepatocyti

Dédi¢nost Autosomalné Autosomalné Autosomaln¢ | Autosomalné Autosomalné
recesivni recesivni recesivni recesivni dominantni

PostiZeni Rtizné Vysoké Vysoké Riizné Nizké

organi

Obdobi Ctvrta nebo pata Druh4 a7 tieti Druh4 a tfeti | Ctvrtd nebo pata Ctvrta nebo

rozvoje zivotni dekada zivotni dekada | zivotni dekada | Zivotni dekada pata zivotni

dekada

Tab. 1: ,Hepcidin antimicrobial peptide* (HAMP), ,human hemochromatosis protein“ (HFE),
hemojuvelin (HJV), ,solute carrier (SLC), ,transferrin receptor 2 (TfR2). Piehled typl vrozené

hemochromatézy podle OMIM. Ptevzato a upraveno z Pietrangelo (2010).39

Pfi mutaci jednotlivych genti dochdzi k rozvoji pfislusného typu

hemochromato6zy, pficemz existuji i takové ptipady, pfi kterych dochdzi k mutacim vice

genid najednou. Pii mutaci genu HFE (,,human hemochromatosis protein®) nebo TfR2



(,,transferrin receptor 2*) dochazi ke zvysenému uvoliiovani zeleza do krevniho feciste,
které je kompenzovano sekreci hepcidinu, na jehoz expresi se vyznamné podileji geny
HJV (hemojuvelin) a HAMP (,hepcidin antimicrobial peptide®). Diky témto
skute¢nostem dochazi pii mutaci HFE nebo TfR2 k pozvolngjsi kumulaci zeleza
Vv jednotlivych tkanich. Pokud dojde k mutaci HIV nebo HAMP, mnoZzstvi hepcidinu
Vv krvi je vyznamn¢ snizeno a kumulace Zeleza je podstatné rychlejs$i. Mutace SLC40A1
genu vede ke snizené expresi ferroportinu, coz ma za nasledek snizenou regulacni
schopnost hepcidinu.*®

Ve vice nez 80 % ptipadi hemochromatézy se jedna o mutaci HFE genu. U
bélosské populace severni Evropy je prevalence této mutace vyrazné vyssi nez napt. U
Jihoevropanil, Asiatl ¢i u ¢ernoSské populace. Zbylych 20 % je tvofeno ostatnimi typy
hemochromatozy, pfiCemz tyto choroby jsou rozsifeny v rtiznych ¢astech svéta, bez

ohledu na rasovy pavod.®

3.1.5.5. Thalasémie

Thalasémie je vrozené onemocnéni, pfi némz je narusena tvorba bilkovinnych
soucasti krevniho barviva hemoglobinu. Globinové ¢ast hemoglobinu se sklada ze dvou
typt proteinovych struktur — a a B. Tyto struktury jsou v globinové ¢asti zastoupeny
V parech a dohromady tvoii tetramerni strukturu s hemovou skupinou ve svém stiedu
(Obr. 4).47

Molekula hemoglobinu

selezo hem

o ietézec B Fetézec

erythrocyt

B retezec

polypeptidické molekuly

Obr. 4: Struktura hemoglobinu. Pfevzato a upraveno z Ghodekar a Grampurohit (2010).¢"

V piipadé, Ze je narusena syntéza jednoho z téchto dvou fetézct, dochéazi k tvorbé

patologickych forem globinové ¢asti a k vyznamnym zménam ve struktuie, coz ma za
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nasledek snizenou afinitu kysliku k hemoglobinu a zaroven snizenou dodavku kysliku do
okolnich tkani a organt. Podle postizeni jednotlivych fetézci je toto onemocnéni
definovano jako a- ¢i B-thalasémie.®”)

Syntéza a-fetézce je kddovana Ctyfmi geny, pii¢emz v piipad¢ ze jeden Ci vice
gent neplni svou funkei, dochdzi k rozvoji thalasémie. V souc¢asné dobé¢ jsou rozliSovany
dvé klinicky vyznamné formy o-thalasémie. Prvni je Hb Bartlv fetdlni hydropsovy
syndrom a druhou je HbH onemocnéni.®": *8)

U prvniho piipadu jsou postizeny vSechny 4 geny kodujici a-fetézec. Pii rozvoji
této choroby dochazi k nadmérnému hromadéni tekutin v plodu pfed narozenim, anémii,
zvétseni jater a sleziny, srdenim postizenim nebo urogenitalnim potizim. Anemické
edemato6zni déti umiraji v déloze v poslednim trimestru nebo ¢asné€ po porodu. Hb Bartiiv
fetalni hydropsovy syndrom je nelécitelnd choroba, které se da piedejit vcasnou
diagnézou v prenatalnim obdobi. Toto onemocnéni je nejcastéji detekovano mezi 22. a
28. tydnem téhotenstvi pti b&Zném sonografickém vysetieni.1®)

HbH onemocnéni navozuje mirné az stfedné té¢zké anémie, zvétSeni jater a sleziny,
mirnou hepatitidu a v nékterych ptipadech také kosterni zmény. Ptiznaky tohoto
onemocnéni se nejcastéji projevuji v brzkém détstvi a postizeni pacienti se vétSinou
dozivaji dospélosti. Tato choroba se klinicky projevuje pfi postihu tii ze Ctyf gent
kodujicich a-fetézec.®)

Oproti a-fetézci, B-fetézec je kddovan 2 geny. Postizeni téchto genli navozuje B-
thalasémii, pfi které dochdzi k nedostatecné syntéze B-fetézce globinu. Pii1 nizké tvorbé
B-globulinu dochazi k hromadéni a-globulinu, protoze ne vSechen nasyntetizovany a-
globulin se vyuZije k parovani s B-fetézcem. Piebyteény a-globulin se formuje do tzv.
inkluzi, které vedou k poskozeni erytroidnich prekurzoru v kostni dfeni a ve slezing, coz
zpusobuje neefektivni tvorbu cCervenych krvinek. B-thalasémie je rozliSovdna na 2
zakladni formy. " 19

Prvni, z&vaznéjsi forma — thalasémie major, je charakterizovana rozvojem
vétSinou béhem prvnich dvou let Zivota. S timto onemocnénim jsou spojeny zpomaleny
rst, problémy s pfijmem potravy, bledost, hepatitida, prijmy, zvétseni sleziny, atd.
V¢asna diagndza tohoto onemocnéni vede k 16¢bé krevnimi transfuzemi, ktera je ¢astecné
schopna minimalizovat nékteré¢ symptomy. U pacientli, ktefi jsou dostatecné zaléCeni
transfuzemi, dochazi v obdobi okolo 11 roku k rozvoji systémovych komplikaci.
Paradoxné, tato 1écba vede k hromadéni Zeleza v organismu, s ¢imzZ jsou spojeny prave

systétmové poskozeni srdce, jater a endokrinnich Zzldz. Soucasnd 1écba krevnimi
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transfuzemi je doplnéna chelatacni terapii, kterd minimalizuje toxické Gc¢inky volného
zeleza na parenchymatické organy.%

U druhé, méné zavazné formy — thalasémie intermedia, se prvni ptiznaky objevuji
V brzkém détstvi nebo pozdéji béhem dospélosti. Klinické ptiznaky zahrnuji hepatitidu,
zvétSeni jater a sleziny, cholelithidzu nebo rtizné kostni zmény zahrnujici osteoporézu ¢i
osteopenii. Ve vétsin€ piipadi se pacienti neléci krevnimi transfuzemi. Vysoké hladiny
volného zeleza jsou zpusobeny zvySenou absorpci Zeleza z gastrointestinalniho traktu,
coz je spojeno s nedostatkem hepcidinu, ktery sehrava vyznamnou roli v homeostaze
zeleza. V nékterych piipadech se mohou objevit systémové komplikace, které mohou

dosahovat stejné zavaznosti jako u dostatecné 1éCenych pacientt trpicich thalasémii

major.®?

3.2.Chelatory Zeleza uzivané v klinické praxi

3.2.1. Deferoxamin

Pfi dlouhodobé 1é¢bé krevnimi transfuzemi mize dochéazet k hromadéni volného
zeleza v krevnim fecisti. U takovych onemocnéni je dilezit¢ ke krevnim transfuzim
zatadit 1 chelatacni terapii, kterd je schopna minimalizovat toxické ucinky Zeleza.

Prvnim uZivanym lé¢ivem byl deferoxamin (DFO), ktery byl vyvinut pied vice
nez Ctyticeti lety a byl doslova etalonem v 1€€b¢. Toto 1éCivo je efektivnim nastrojem pro
sniZzeni plazmatickych hladin volného zZeleza a zaroven pro prevenci endokrinnich a
kardiovaskularnich komplikaci. Z fyzikalné-chemickych vlastnosti, DFO chelatuje
zelezo v chelataénim poméru 1:1. Dale, kviili vysoké molekulové hmotnosti a vysoce
hydrofilnim vlastnostem, Spatné pronika do vétSiny buné€k, s vyjimkou hepatocytt. Po
perordlnim podani se také velmi Spatné vsttebava a jeho biodostupnost je velmi nizka.
Z toho plyne nutnost pomalého intraven6zniho nebo subkutanniho podani po dobu 8-12
hodin 5-7 dni v tydnu. Diky témto vlastnostem je compliance pacienti k této 1écbé
pomérné nizka, odhaduje se na 60 az 80 %.%

Vyse zminéné nevyhody DFO vedly k vyzkumu vhodnéjSich peroralnich

chelatort zeleza.?®)

3.2.2. Deferipron

Po dlouhém cekani byl v roce 1999 poprvé schvalen Evropskou Iékovou

agenturou deferipron (DFP), ktery se pouziva pro lécbu pacientd, u kterych je 1écba
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deferoxaminem nedostate¢na nebo kontraindikovana.??) Toto 1é¢ivo je schopno
chelatovat Zelezo a zaroven pronikat do kardiomyocytii a makrofagi. Déle, napomaha
transportu zeleza z extracelularnich prostori do mitochondrii a bunéénych jader a
V neposledni fad¢ mobilizuje zelezo z bunck pietizenych zelezem do kostni dien€, kde
dochazi k syntéze hemu.??

DFP se uziva peroralné, nejcastéji 3x denné, pokud se pouziva v monoterapii.
Avsak, tada odborniki a studii se shoduji na vyznamném aditivnim efektu
dvojkombinace DFP s DFO. Piedpoklada se, ze volné Zelezo je nejprve chelatovano
prvnim jmenovanym v mistech, kam DFO velmi $patné pronikd a nasledn¢ DFP

poskytuje volné Zelezo DFO.??

3.2.3. Deferasirox

Deferasirox (DFX) je peroralni chelator zeleza indikovany u pacientd s -
thalasémii major s chronickym pfetizenim zelezem s ¢astymi transfuzemi krve ve véku
od 6 let. Toto léCivo se také uziva v piipadech, kdy je 1é¢ba deferoxaminem
kontraindikovana nebo nevhodnid. DFX byl poprvé schvilen Evropskou Iékovou
agenturou v roce 2006.% 22

DFX je dal§im perordlnim chelatorem zeleza, indikovanym pii stavech spojenych
s potransfuznim pretiZenim Zelezem. Nejcastéji se denni davka pohybuje v rozmezi 20-
30 mg/kg. Schvélenou lékovou formou jsou dispergovatelné tablety, které se rozpoustéji
ve sklenici vody, pomeranc¢ového nebo jable¢ného dzusu (100-200 ml), dokud se
nevytvoii jemna suspenze. Plazmaticky polo¢as DFX se pohybuje mezi 11-19 hodinami.
Diky témto vlastnostem je DFX velmi dobfe tolerovan a compliance pacientil k 1é¢bé
v mnoha piipadech presahuje 80 %.?%

V tadé€ studii byla prokazéana efektivita a bezpecnost tohoto lé€iva uzivaného
monoterapeuticky pii stavech spojenych s pretizenim Zelezem.?® 29V soucasné dobg,
neni GipIné jasné prokazany aditivni &i synergicky efekt dvojkombinace DFX s DFO.?

U nékterych zvitecich modelii se tato ti¢innost nepodatila prokazat.®® Na druhou stranu,

existuji riizné studie ¢i jednotliva hlageni, tvrdici pfesny opak. (28 27

3.2.4. Dexrazoxan

Dexrazoxan je dal$im vyznamnym chelatorem Zeleza uzivanym v klinické praxi.
Oproti vySe zminénym léCivim, dexrazoxan je indikovan k 1éCbé extravazace a
kardiotoxicity navozené anthracykliny. Extravazace je definovdna jako tunik latky
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(cytostatika) z cévy nebo nechténa aplikace latky do tkané. Pii extravazaci anthracyklint
dochdzi k zavaznému poskozeni okolnich tkani. V pfipadé nelécené extravazace muze
dojit k nekroze &i ztraté funkce danych tkani & organi. @ 29

Anthracykliny jsou cytostatika indikovana pro 1é€bu fady nadorovych
onemocnéni. Jejich nebezpeci tkvi zejména v navozené kardiotoxicité, ktera je zptisobena
enzymatickou redukeci ¢asti jejich skeletu. Vysledkem téchto degrada¢nich déji je tvorba
hydroxylového radikalu. Druha, neenzymatickd cesta vzniku volnych radikalid, je
navozena konjugaci anthracyklini S volnymi ionty Zzeleza v bunécném prostoru.
Dexrazoxan je schopen chelatovat volné ionty zeleza, ¢imz je snizen zelezo-dependentni

oxidaéni stres.(@% 30)

3.3.Kumariny

Kumariny jsou fenolické slouceniny vyskytujici se jako sekundarni metabolity
Vv fad¢ rostlin, bakterii a hub. V soucasné dobé¢ jiz bylo identifikovano vice nez 1300
zastupct. 1 pfes nepiebernou variabilitu ucinku, jejich pfesny vyznam v rostlinach je
nejasny. Predpoklada se, ze hlavni tillohu sehravaji jako reguldtory ristu, bakteriostatické,
fungistatické nebo dokonce i jako odpadni produkty. Kumariny se nejéastéji nachazeji
v semenech, plodech, kotfenech a listech rostlin patficich do rtiznych celedi, napf.:
Rutaceae, Apiaceae, Clusiaceae, Caprifoliaceae. ¢ 32

Zékladni struktura je tvofena benzopyranovym kruhem, pfi¢emz nejjednodussi
zastupce, ktery dal jméno celé skuping téchto sloucenin, kumarin, obsahuje keto skupinu

v poloze 2 benzopyranového skeletu (Obr. 5).G1 32)

NS
o™ o HO 0" o HO o No

1 2 3

Obr. 5: Kumarin (1) a nékteré jeho derivaty vyskytujici se v rostlinach. Umbeliferon (2) (7-
hydroxykumarin), esculetin (3) (6,7-dihydroxykumarin).

3.3.1. Toxicita

Kumariny jsou metabolizovany prostfednictvim cytochromu P450 (CYP 450),
kdy dochazi k nasledujicim procesim: epoxidace Vv pozicich C-3 a C-4, za tvorby

kumarin-3,4-epoxidu, a hydroxylace v poloze 7 zakladniho skeletu. Degradacni produkt
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obsahujici epoxidickou skupinu muze byt bud’ konjugovan s glutathionem, ¢imz jsou jeho
toxické uc¢inky eliminovany, nebo mize dojit k dalsi metabolizaci na ortho-hydroxyfenyl
acetaldehyd, kterému je pfisuzovana hepatotoxicka aktivita. Bylo rovnéz zjisténo, ze
tento proces probiha u lidi pouze minimalng, a to i v ptipadé deficience 7-hydroxylace .

Podstata a dikazy hepatotoxicity kumarint jsou detailn¢ zkoumany a vSechny
okolnosti spojené s timto stavem nejsou dosud uplné objasnény. U nékterych jedinct byla
dokonce pozorovana zvysena nachylnost k toxickému ptisobeni kumarini. Piedpoklada
se, ze zvySené hladiny gamma glutamyl transferazy (GGT) a ptedeslé epizody hepatitidy
by mohly byt klasifikovany jako rizikové faktory.

Jedna z cest, ktera vede k omezeni $kodlivych ucinkd téchto slou¢enin, je ptiprava
syntetickych derivati s vyhodnéjSimi vlastnostmi. Zajimavymi jsou naptf. 4-
methylderivaty, u kterych pravé methyl skupina blokuje degradaci kumarini na

epoxidické derivaty. V)
3.3.2. Klasifikace

3.3.2.1. Piirodni kumariny

V soucasné dobé je identifikovano ptiblizn€ 300 pfirodnich kumarinid. Nejcastéji
jsou klasifikovany podle zakladni struktury do 6 nasledujicich skupin: jednoduché
kumariny, furanokumariny, dihydrokumariny, pyranokumariny, fenylkumariny a
biskumariny. Fyzikalné-chemické vlastnosti a biologicka aktivita jsou uzce spjaty s jejich

chemickou strukturou (Tab. 2).¢?
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Typ Zakladni chemicka struktura Zastupce Farmakologicky téinek
Jednoduché Kumarin Protizanétlivy
kumariny Cytostaticky
AN Esculetin Antioxidaéni
@] o o ;
Antiadipogenni
Neuroprotektivni
Fraxin Antiadipogenni
Antioxidaéni
Umbelifero | Antituberkuloticky
n
Furanokumari Psoralen Antimykoticky
ny / Antituberkuloticky
o N Bergapten Antituberkuloticky
O
Dihydrofuran Anthogenol | Antibakterialni
okumariny
Pyranokumari Grandvittin | Antibakteridlni
ny — linearni
typ
Pyranokumari Inophyllin Antiviroticky
ny — angularni A, B, C, E,
typ P, Gy, G2
Fenylkumarin Isodispar B, | Neznamy
y dispardiol B
X
Biskumariny Dikumarol Antikoagulaéni

Tab. 2: Klasifika¢ni piehled piirodnich kumarind. Pfevzato a upraveno z Venugopala a Rashmi (2013).¢?)
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3.3.2.2. Syntetické kumariny

Mezi syntetické kumariny se fadi mnoho sloucenin, které vychazeji ze svych
ptirodnich piedloh. K typickym ptikladim patii jiz vySe diskutované 4-methylderivaty,
u nichZ bylo dosazeno vyznamného snizeni toxicity. Tyto syntetické slouceniny nejsou
schopny vazby na CYP 450, ¢imZ je znemoznéna tvorba epoxidickych derivata. G

K dal§im vyznamnym syntetickym slouc¢eninam se tadi 3-fenylkumariny, 3-
ethoxycarbonylethylkumariny,  3-ethoxycarbonylmethylkumariny,  4-hydroxy-bis-

kumariny a dalgi.®
3.3.3. Farmakologické ucinky kumarinu

3.3.3.1. Antioxidacni

Zajimavou vlastnosti kumarinti je jejich antioxidac¢ni aktivita. K pro-oxidantim
se fadi volné radikaly, které jsou definovany jako atomy, molekuly nebo ionty s alespon
jednim neparovym elektronem, které maji vysoky potencidl reagovat s okolnimi
molekulami. Volné radikaly jsou soucasti skupin reaktivnich forem kysliku (ROS —
»reactive oxygen species®), dusiku (RNS — ,reactive nitrogen species®) a siry (RSS —
,reactive sulpfur species). ROS zahrnuji volné radikaly jako napf. superoxidovy radikal
O, perhydroxylovy radikal HO>-, hydroxylovy radikal OH- a dalsi. V organismech jsou
vyvinuty antioxidacni mechanismy zalozené na vychytavacich, chelatacnich a
enzymatickych aktivitach, které vedou k neutralizaci téchto radikalti. Antioxidantem
muze byt molekula, ktera je schopna pfijmout ¢i darovat alespoi jeden elektron danému
radikalu, ¢imz dojde k jeho neutralizaci. V nékterych piipadech se molekuly antioxidantu
mohou pfeménit na jiny méné aktivni a méné nebezpeény radikal.®

Pro vychytavaci aktivitu se jako naprosto zéasadni jevi pfitomnost dvou
hydroxylovych skupin v ortho postaveni na kruhu A. Mezi neji¢inngjsi derivaty se radi
6,7-dihydroxykumariny a 7,8-dihydroxykumariny. U 7,8-dihydroxy derivatu se aktivita
muze jesté zvysit diky substituci karboxylovou skupinou v poloze 5 zakladniho skeletu.
Pii substituci kruhu A hydroxylovymi skupinami v poloze meta, dochazi k vyraznému
snizeni antioxida¢ni aktivity. )

Chelata¢né aktivni kumariny jsou c¢asto i velmi dobrymi slou¢eninami
vychytavajicimi volné radikaly (tj. scavengery). Pro chelataci iontt zeleza je zasadni

ptitomnost ortho-dihydroxy nebo ortho-diacetoxy skupin na kruhu A. Kumariny s pouze
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methoxylovymi skupinami, jednou hydroxylovou nebo dvéma hydroxylovymi ¢i
acetoxylovymi skupinami v poloze meta, vykazuji pouze zanedbatelnou schopnost
chelatovat ionty zeleza. Na druhou stranu, jak jiz bylo diskutovano vyse, kumariny jsou
schopny redukovat Fe® ionty na Fe?*. Zredukované Fe?* se ucastni znamé Fentonovy
reakce, jejimz produktem je hydroxylovy radikal (Obr. 1).

K spravné interpretaci antioxidacnich vlastnosti kumarinti je nutné ptiradit dalsi
parametr, kterym je Koncentra¢ni pomér mezi ionty kovu a kumarinu. Tento parametr byl
predmétem vyzkumu u dihydroxymethylkumarinii, kdy pii nizkych koncentracnich
pomérech kumarin:ionty Zeleza, dochézelo jen k zanedbatelné chelataci. Naproti tomu pfi
nadbytku kumarind v koncentra¢nich pomérech s ionty zeleza byla pozorovana vyznamna
chelatace iontt tohoto kovu za tvorby stabilniho komplexu. Zaroven bylo zjisténo, ze
redukce Fe3* na Fe?" byla vyznamné omezena. Naopak pfi zkoumani méné wcinnych
chelatorti zeleza, napf. diacetoxy-4-methylkumarin, bylo zpozorovano, ze pfi
vzrustajicich koncentracich kumarinu, dochézi k minimalni chelataci a vyznamné redukci
iontii tohoto kovu. )

V neposledni fadé¢ jsou kumariny schopny interagovat s fadou enzymi
podilejicich se na tvorbé volnych radikald. Strukturni vlastnosti a vazba jednotlivych
zastupcl na enzymy se vyrazné 1isi a v nékterych piipadech nejsou specifické strukturni
vlastnosti substrati jasn€ popsdny. K vyznamnym inhibitorim xanthinoxidazy,
lipooxygenazy (LOX) a cyklooxygendzy (COX) se ftadi esculetin (6,7-
dihydroxykumarin). LOX a COX jsou pomérné vyznamné inhibovany také dal§imi
derivaty 6,7-dihydroxykumarinu (napi. 4-methylesculetin) a 7,8-dihydroxykumarinu
(napt. daphnetin).®

Z farmakologického hlediska je antioxidacni aktivita esculetinu zprostfedkovana
mnohymi mechanismy. K dal§im faktim potvrzujicim ¢inky této slouceniny se fadi
napt. studie S 21 slou¢eninami izolovanymi z rostlin, ve které byl esculetin vyhodnocen
jako nejucinngjsi vychytava¢ DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) a hydroxylového
radikalu. V této studii byl také zaznamenan inhibi¢ni G¢inek esculetinu na peroxidaci

lipidel, pficemz vysledny efekt tohoto kumarinu byl vyznamné vyssi nez u a-tokoferolu.®
34)

3.3.3.2. Ostatni u¢inky kumarini

Kumariny jsou raznorodou skupinou sloucenin s Sirokou sférou
farmakologickych uc¢inki.
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K velice znamym zastupcim se fadi dikumarol, ktery vykazuje antikoagula¢ni
aktivitu. Tato sloucenina dala strukturni zdklad dodnes uzivanému warfarinu, ktery je i
pies zna¢né nevyhody stale jednim z nejuzivanéjSich 1é¢iv v 1€€bé onemocnéni spojenych
s trombotickymi stavy. Dikumarol ptisobi jako inhibitor vitamin K reduktdzy, piicemz
redukovand forma vitaminu K je dulezitd k syntéze funkcnich koagulacnich a
antikogulaénich faktori. 2

U fady kumarint byla také zjisténa vyznamna antibakterialni aktivita. U slou¢enin
s rozsédhlymi uhlovodikovymi substituenty, jako napf. ammoresinol a ostrutin byla
zjisténa aktivita proti G+ bakteriim. U methylkumarinti a methoxykumarinti, s methyl ¢i
methoxy skupinou v poloze 6 ¢i 7, byla prokdzana antibakterialni aktivita proti
Pseudomonas aeruginosa. %

K dal§im zajimavym uUCinkiim téchto sloucenin patii antiviroticka aktivita.
Nékteré kumariny jsou schopny piisobit jako nenukleosidové inhibitory reverzni
transkriptazy viru HIV-1. Z piirodnich zastupcii se jedna zejména o polycyklické
slouCeniny patiici do dvou hlavnich skupin: kalanolidi a inophyll. Tyto slouceniny
pochazi z tropickych stromu ¢eledi Calophyllacae. Pfi in vitro testech byla prokazana
ucinnost téchto sloucenin 1 proti zmutovanym formam reverzni transkriptazy HIV-1, coz
pfisuzuje témto slouteninidm obrovsky potencial.®)

V neposledni fadé byla u kumarinti zjiSténa cytostatickd aktivita. V soucasné dobé
probiha detailni zkoumani téchto slou€enin v riznych indikacich, mezi néz patii napft.
nadorové onemocnéni pankreatu. Angelmarin, izolovany z Angelica pubescens
(Apiaceae) vykazoval pfimou cytotoxickou aktivitu proti pankreatickym rakovinnym
buitkdm PANC-1. Ze struktury angelmarinu byli odvozeny dalsi syntetické derivaty

s vyznamnou cytotoxickou aktivitou.®”
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4. Cil prace

Cilem této prace byla experimentalni analyza chelatacnich vlastnosti 6,7-
dihydroxykumarinu pii raznych pH (4,5, 5,5, 6,8 a 7,5) pomoci kompetitivni a pfimé¢ UV-
Vis spektrometrie.
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5. Material a metody
5.1.Piima UV-Vis spektrometrie

5.1.1. Vybaveni

Vsechny vzorky byly méfeny UV-Vis spektrofotometrem HELIOS GAMMA
(ThermoScientific Inc., USA). Zaznamenani absorp¢nich spekter bylo umoznéno pomoci
VISIONIite softwaru (verze 2.2, ThermoScientific Inc., USA). Vzorky byly méfeny
Vv polystyrenovych nebo UV-Vis kyvetach (BrandTech Scientific Inc., Velka Britanie).
Béhem méieni byly vyuzity analytické vahy KERN ALT-220 4NM (Kern, Némecko).

5.1.2. Chemikalie

6,7-dihroxykumarin (67DHC), heptahydrat siranu Zeleznatého, hexahydrat
chloridu zelezitého, vinan Zelezity, hydroxylamin hydrochlorid, sodna sul kyseliny 3-(2-
pyridyl)-5,6-difenyl-1,2,4-triazine-4',4"-disulfonové kyseliny (ferrozin), octan sodny,
kyselina octova, 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina (HEPES) a
sodna sul HEPES kyseliny byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (Némecko).
Methanol byl zakoupen od firmy J.T.Baker (Avantor Performance Materials Inc., USA).
Ultracista voda byla ziskana pomoci pristroje Milli-Q RG od firmy Merck Millipore
(USA).

5.1.3. Kalibrace iontu zeleza

Kalibrace iontii Zzeleza byla provedena podle standardizovaného postupu.® Pied
kazdym experimentem byla koncentrace iontll Zeleza v pfipraveném zasobnim roztoku
ovefena pomoci ferrozinu. Tato sloucenina vytvaii s ionty zeleza stabilni fialové
komplexy s absorpénim maximem pti vinové délce 562 nm. Pro kalibraci zelezitych iontd
bylo ptidano reduk¢ni cCinidlo hydroxylamin, které zredukovalo zelezité ionty na

zeleznaté, a jejich koncentrace se nasledné stanovila pomoci ferrozinu.®

5.1.4. Ionty Zeleza a pH prostiedi

Hodnoceni stechiometrie bylo provedeno pii ¢tyfech riznych patofyziologicky
vyznamnych hodnotach pH (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5). Pro obé nizsi pH, byl pouzit 15 mM
octanovy pufr, kdezto pro pH 6,8 a 7,5 byl pouzit HEPES puft. Z diivodu zvySené oxidace
zeleznatych iontd pii pH 7,5, byl pfidan k HEPES pufru hydroxylamin ve finalni
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koncentraci 5 mM. Pii méteni chelatace zelezitych ionth pii pH 7,5, byl pouzit HEPES
pufr bez hydroxylaminu. Z diivodu Spatné rozpustnosti zelezitych iontli v reakéni smési
byly pro méfeni chelatace zelezitych iontl pouzity dvé soli, tj. hexahydrat chloridu
zelezitého a vinan Zelezity. Hexahydrat chloridu Zelezitého byl pouzit propH 4,5a 5,5 a

vinan Zelezity pro pH 6,8 a 7,5.®

5.1.5. Hodnoceni absorp¢éniho maxima

Nejprve byla zmétfena absorpcéni spektra 67DHC od 220 do 800 nm. Dale se urcila
vlnova délka absorpéniho maxima 67DHC (Asmax) pfi vSech métenych hodnotach pH.
Molarni absorp¢ni koeficient testované latky (es) byl spocitan podle Lambert-Beerova
zakona. Stejné jako u substance, se urcila vlnova délka absorpéniho maxima vytvofenych
komplext (Acmax) @ molarniho absorpéniho koeficintu (ec). Tato spektra byla métena pii
ruznych koncentra¢nich pomérech od 1:6 do 1:10 (testovana latka:zelezo). Slepy vzorek

se skladal z pufru a rozpoustédla (methanol) v poméru 2:1 (pufr:rozpoustédlo).®

5.1.6. Jobova metoda

K urceni stechiometrie probihajicich reakci byla v této praci pouzita Jobova
metoda, jejiz zakladni princip spociva v konstantni celkové molarni koncentraci dvou
reagentll, pri¢emz poméry molarnich koncentraci se méni v ramci série vzorkd.

Vodny roztok zelezitych nebo Zeleznatych iontti byl po dobu 3 minut michan
s methanolickym roztokem testovaného 67DHC v riznych koncentra¢nich pomérech od
0,25:1 do 6:1 (testovana latka:Zelezo) a nasledné zméfen. Takto se zméfila absorpéni
spektra pfi vSech ¢tyfech hodnotach pH. Slepy vzorek se skladal z pufru a rozpoustédla

v poméru 2:1 (pufr:rozpoustédlo).®

5.1.7. Statisticka analyza

Vsechna méteni probihala dvakrat za uziti dvou riznych zasobnich roztokt. Data

jsou vyjadiena jako primér se smérodatnou odchylkou.
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5.2. Kompetitivni spektrometrie

5.2.1. Vybaveni

Vsechny vzorky byly meéfeny spektrofotometrem pro mikrotitraéni desticky
SYNERGY HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTec Instruments, Inc., Winooski,
Vermont, USA). Vzorky byly méfeny v 96 jamkovych mikrotitra¢nich desti¢kach.
Béhem meéfteni byly vyuzity analytické vahy KERN ABT120-5DM (Kern, Némecko) a
trepacka pro mikrotitracni desticky IKA® MS 3 (IKA, Némecko).

5.2.2. Chemikalie

6,7-dihroxykumarin (67DHC), heptahydrat siranu zeleznatého, hexahydrat
chloridu Zelezitého, hydroxylamin hydrochlorid, sodna stl kyseliny 3-(2-pyridyl)-5,6-
difenyl-1,2,4-triazine-4',4"-disulfonové kyseliny (ferrozin), octan sodny, kyselina
octova, 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina (HEPES), sodna sul
HEPES kyseliny a dimethylsulfoxid (DMSO) byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich
(Némecko).

5.2.3. Kalibrace iontu zeleza

Kalibrace iontli Zeleza byla provedena podle standardizovaného postupu.©®® Pied
kazdym experimentem byla koncentrace iontll Zeleza v pfipraveném zasobnim roztoku
ovéfena pomoci ferrozinu. Tato sloucenina vytvaii s ionty Zeleza stabilni fialové
komplexy s absorpénim maximem pti vinové délce 562 nm. Pro kalibraci zelezitych iontd
bylo ptidano reduk¢ni Cinidlo hydroxylamin, které zredukovalo zelezité ionty na

zeleznaté a jejich koncentrace se nasledné stanovila pomoci ferrozinu.®®)

5.2.4. lonty Zeleza a pH prostiedi

Hodnoceni chelatace zeleznatych iontl bylo provedeno pii ¢tyfech riznych
patofyziologicky vyznamnych hodnotach pH (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5). Pro ob¢ nizsi pH, byl
pouzit 15 mM octanovy pufr, kdezto pro pH 6,8 a 7,5 byl pouzit HEPES pufr. Déle,
z divodu zvySené oxidace Zeleznatych iontd pfi pH 7.5, byl do reakéni smési pfidan
hydroxylamin. Chelatace Zelezitych iontii se méfila jen pii pH 4,5, pficemz se K reakéni
smési piidal hydroxylamin, ktery zredukoval Zelezité ionty na Zeleznaté, a tyto

zredukované ionty byly pfedmétem méieni. Zdrojem zeleznatych iont byl heptahydrat
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siranu zeleznatého, kdezto pro méfeni zelezitych iontl byl pouzit hexahydrat chloridu

7elezitého.(®)

5.2.5. Postup a hodnoceni chelatace a redukce

Pfi méfeni chelatace bylo do vSech jamek mikrotitracnich desticek napipetovano:
pufr, methanolicky roztok 67DHC  nebo methanol (kontrola), vodny roztok
hydroxylaminu (jen pro: Fe?* —pH 7.5; Fe*" — pH 4.5), vodny roztok ionti Zeleza a vodny
roztok ferrozinu (testovaci jamky) nebo voda. Desti¢ka se protiepala po dobu 2 (Fe?*)
nebo 3 minut (Fe**). lhned po pfidani ferrozinu, a nasledné po 5 minutach, se zméfila
absorbance vzorkd pii 562 nm. Z hodnot absorbanci po 5 minutach se vypocitala
vysledna chelataéni aktivita 67DHC.C®)

Dale, pii méfeni redukce zelezitych iontii bylo do jamek mikrotitraéni desticky
napipetovano: pufr, methanolicky roztok 67DHC nebo vodny roztok hydroxylaminu
(pozitivni kontrola), vodny roztok Zelezitych iont a vodny roztok ferrozinu (testovaci
jamky) nebo vody. Nasledng, stejné jako u chelatace, se zmé&fila absorbance pii 562 nm
ihned po piidani ferrozinu a po 5 minutach. Z hodnot absorbanci po 5 minutach se

vyjadiila redukéni aktivita.®®

5.2.6. Statisticka analyza

Vsechna méfeni probihala dvakrat, za uziti dvou riiznych zasobnich roztokt. Data

jsou vyjadiena jako primér se smérodatnou odchylkou.
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6. Vysledky

6.1.Prima UV-Vis spektrometrie

V Tab. 3jsou uvedeny vinové délky absorpénich maxim testované latky (67DHC)
a jejich komplext s zelezem. Absorp¢ni spektra byla méfena Vv rozsahu vinovych délek
od 220 do 800 nm. Jejich analyzou jsme zjistili, Ze absorp¢ni maxima 67DHC jsou pfi
347-350, 298, 251-256 a 227-229 nm, a odpovidajicich komplexi s ionty Zeleza pii 350-
386, 270-299 a 236-242 nm.

pH 4,5 pH 5,5 pH 6,8 pH 7,5

67DHC Fe?* Fe®* 67DHC Fe?* Fe®* 67DHC Fe?* Fe®* 67DHC Fe?* Fe®*

3473+ * * 346,3 + 350,5 370,1 3478 + 374,3 376,3 350,8 + 386,2 378,3
0,3 0,3 +0,5 +0,8 0,3 +0,8 +2,8 18 +2,5 +0,8

2983 + * * 298,3 + 299,3 * 298,8 + 270,8 * 298,3 + 2771 *
0,3 0,3 +0,3 0,3 +1,3 0,3 +1,0

256,0 + * * 258,3 + * * 253,0+ 236,5 * 2515+ 242,3 *
0,5 1,8 0,5 +1,0 0,1 +0,1

2288 + * * 228,0 + * * 229,5+ * * 2278 + * *
0,3 1,0 1,3 0,8

Tab. 3. VInové délky absorpénich maxim 6,7-dihydroxykumarinu (67DHC) a odpovidajicich komplexii.

Data jsou vyjadiena jako primér + smérodatna odchylka. *74dna nebo nizka chelatace.

V Tab. 4 jsou uvedeny molarni absorpéni koeficienty absorpénich maxim 67DHC

a jeho odpovidajicich komplext s ionty Zeleza.

pH 4,5 pH 5,5 pH 6,8 pH 7,5
67DHC | Fe** | Fe** | 67DHC Fe?* Fe®* 67DHC Fe?* Fe®* 67DHC Fe?* Fe®*
10863,1 * * 10266,0 | 10116,6 | 13679,6 | 10072,3 i 13194,8 i 10270,7 | 12098,1 : 13555,7 | 13426,1
+2357,2 + 3254 +196,6 + +785,2  +£909,3 + + +353.9
2927,7 4061,9 2724,3
5877,2 + * * 5004,2+ i 45554 * 4670,8 8806,0 * 5456,1 6706,7 *
1262,8 1895,8 +1554 + +794,1 + 1444 +
1249,2 1333,3
4070,3 + * * 2489,1 + * * 3517,2 | 13238,3 * 4172,8 | 10575,7 *
889,6 610,2 +902,8 + +787,2 +
1081,7 17443
12648 + * * 10940,2 * * 12739,3 * * 12963,4 * *
2672,1 +2819,8 + +
1041,7 3276,6

Tab. 4. Molarni absorpéni koeficienty 6,7-dihydroxykumarinu (67DHC) a odpovidajicich komplext. Data

jsou vyjadiena jako primér + smerodatnd odchylka. *Zadna nebo nizka chelatace.

Na zakladé nize uvedenych vysledki bylo zjiiténo, ze 67DHC chelatuje Fe?* ionty
pti pH 5,5, 6,8 a 7,5 v chelatatnim poméru 2:1 (Obr. 6, 7 a 8). Pti pH 4,5 nebyl stanoven

chelata¢ni pomér z diivodu minimalni chelatace Fe?* iontt (Obr. 5).
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Déle Fe®" ionty jsou chelatovany pti pH 6,8 a 7,5 v chelataénim poméru 1,5:1

(Obr. 11 a 12). Pti pH 4,5 a 5,5 nebyl urCen chelatatni pomér z duvodu

minimalni chelatace Fe** ionta (Obr. 9 a 10).

V Tab. 5 jsou shrnuty zjisténé chelataéni poméry 67DHC:Fe™ pro jednotliva

stanoveni.

Kumarin:Fe"*

pH 4,5

pH 55

pH 6,8

pH 7,5

67DHC:Fe™

Fe2*

Fe3*

Fe2*

Fe3*

Fe2*

Fe3*

Fe* Fes*

2:1

2:1

151

2:1 15:1

Tab. 5. Chelata¢ni poméry 6,7-dihydroxykumarinu (67DHC:Fe™) pii jednotlivych pH. *24dna nebo nizka

chelatace.
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67DHCFe2+ 1:1 pH 4.5
67DHC:Fe2+ 1.51 pH 4.5
B7DHC:Fe2+ 2.1 pH 4.5
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Obr. 5: 67DHC a Fe? pii pH 4,5. 6,7-dihydroxykumarin (67DHC). A) Absorpéni spektra 67DHC (&ervena

kfivka) s absorp&nimi maximy pii vinové délce 347, 298, 258 a 228 nm. B) Jobova metoda a chelatace Fe?*

pii pH 4,5. C) Jobova metoda a zavislost koncentra¢nich pomért na absorbanci. Data jsou vyjadiena jako

primér + smérodatnd odchylka.
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Obr. 6: 67DHC a Fe?* pii pH 5,5. 6,7-dihydroxykumarin (67DHC). A) Absorpéni spektra 67DHC

(Cervena kiivka) s absorpcnimi maximy pii vinové délce 346, 299, 258, a 228 nm a odpovidajicich

0 1 2 3 4 5 6

koncentraéni pomér 67DHC:Fe?"

800

komplexii 67DHC:Zelezo pti 350 nm, a 299 nm. B) Jobova metoda a chelatace Fe?* pti pH 5,5. C) Jobova

metoda a zavislost koncentraénich pomérti na absorbanci. Data jsou vyjadiena jako primér + smérodatna

odchylka.
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koncentraéni pomeér 67DHC:Fe®"
Obr. 7: 67DHC a Fe?* pii pH 6,8. 6,7-dihydroxykumarin (67DHC). A) Absorpéni spektra 67DHC
S absorp¢nimi maximy pii vinové délce 347, 298, 253, a 229 nm a odpovidajicich komplexti 67DHC:Zelezo

pii 374, 270 a 236 nm. B) Jobova metoda a chelatace Fe?* pii pH 6,8. C) Jobova metoda a zavislost

koncentracnich pomérti na absorbanci. Data jsou vyjadiena jako priimér + smérodatna odchylka.
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Obr. 8: 67DHC a Fe?* pti pH 7,5. 6,7-dihydroxykumarin (67DHC). A) Absorpéni spektra 67DHC
S absorpcnimi maximy pfi vinové délce 350, 298, 251, a 227 nm a odpovidajicich komplexi 67DHC:Zelezo
pii 386, 277 a 242 nm. B) Jobova metoda a chelatace Fe?* pii pH 7,5. C) Jobova metoda a zavislost

koncentra¢nich pomérti na absorbanci. Data jsou vyjadiena jako primér + smérodatna odchylka.
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Obr. 9: 67DHC a Fe®* pii pH 4,5. 6,7-dihydroxykumarin (67DHC). A) Absorpéni spektra 67DHC (ervena

kiivka) s absorpénimi maximy pti vinové délce 347, 298, 258 a 228 nm. B) Jobova metoda a chelatace Fe3*

pti pH 4,5. C) Jobova metoda a zavislost koncentracnich pomért na absorbanci. Data jsou vyjadiena jako

pramér + smérodatna odchylka.
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Obr. 10: 67DHC a Fe* pii pH 5,5. 6,7-dihydroxykumarin (67DHC). A) Absorpéni spektra 67DHC
(Cervena kiivka) S absorpénimi maximy pii vinové délce 346, 299, 258, a 228 nm a odpovidajiciho
komplexu 67DHC:zelezo pii 370 nm. B) Jobova metoda a chelatace Fe3+ pti pH 5,5. C) Jobova metoda a

zavislost koncentracnich pomérti na absorbanci. Data jsou vyjadfena jako pramér + smérodatna odchylka.
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Obr. 11: 67DHC a Fe* pti pH 6,8. 6,7-dihydroxykumarin (67DHC). A) Absorp¢ni spektra 67DHC
(Cervena kiivka) S absorpénimi maximy pii vinové délce 346, 299, 258, a 228 nm a odpovidajiciho
komplexu 67DHC:Zelezo pfi 376 nm. B) Jobova metoda a chelatace Fe®* pii pH 6,8. C) Jobova metoda a

zavislost koncentra¢nich pomérii na absorbanci. Data jsou vyjadiena jako primér + smérodatna odchylka.
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Obr. 12: 67DHC a Fe* pii pH 7,5. 6,7-dihydroxykumarin (67DHC). A) Absorpéni spektra 67DHC
(Cervena kiivka) s absorpénimi maximy pifi vlnové délce 350, 298, 251, a 227 nm a odpovidajiciho
komplexu 67DHC:Zelezo pti 378 nm. B) Jobova metoda a chelatace Fe®* pti pH 7,5. C) Jobova metoda a

zavislost koncentracnich pomeért na absorbanci. Data jsou vyjadiena jako primér + smérodatna odchylka.
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6.2.Kompetitivni UV-Vis spektrometrie

P#i kompetitivni UV-Vis spektrometrii byla pozorovana vyznamna chelatace Fe?*
iontt pti pH 5,5, 6,8 a 7.,5. Pii pH 4,5 byla chelatace Fe?*/Fe®" jontil vyrazné nizsi (Obr.
13).

100+ - pH45
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-~ pH75
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(4,1
o
1
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Obr. 13: 6,7-dihydroxykumarin (67DHC) a chelatace Fe?* pii pH 4,5; 5.5; 6,8; 7,5 a Fe** pfi pH 4,5.

Kromé¢ chelata¢nich vlastnosti jsme se zabyvali i analyzou redukénich vlastnosti
67DHC (Obr. 14). Byla zjisténa vyznamna redukéni aktivita 67DHC pii pH 4,5. Pfi
koncentraénim pomeéru 1:1 dosahovala piiblizné 30 %. Redukce pii pH 5,5 byla
minimalni.

1004
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Obr. 14: 6,7-dihydroxykumarin (67DHC) a redukce Fe3+ pii pH 4,5 a 5,5.
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7. Diskuze

Cilem této prace byla analyza chelata¢nich vlastnosti 6,7-dihydroxykumarinu. Pro
tyto ucely byla pouzita metoda ptimé a kompetitivni UV-Vis spektrometrie. Pii pfimé
UV-Vis spektrometrii jsme stanovovali absorbanci vzniklych komplextt 67DHC a iontt
7eleza. Méfenim jsme zjistili, ze 67DHC vyznamné chelatuje Fe?* a Fe3* ionty pti pH 5,5
(jen Fe?"), 6,8 a 7,5. Podobnych vysledkil jsme dosahli i pomoci kompetitivni UV-Vis
spektrometrie, kde jsme sledovali chelataci iontl Zeleza s vyuzitim ferrozinu jako
indikatoru. P¥i tomto méfeni jsme zaznamenali vyznamnou chelataci Fe?" iontt pti pH
5,5, 6,8 a 7,5. Pii pH 4,5 byla zjisténa vyrazné nizsi chelatace Fe?* a Fe®" ionti.

Neschopnost kumarint chelatovat ionty Zeleza v kyselém prostiedi (pH 4,5) byla
jiz diive diskutovana ve studii Mladénka et al. 2010 @9, ve které byli zkoumany 4-
methylkumariny, mezi nimiz byl zastoupen i 4-methyl derivat nami zkoumaného 67DHC,
tj. 6,7-dihydroxy-4-methylkumarin (4-methylesculetin). Tento 4-methyl derivat
vykazoval schopnost chelatovat ionty zeleza rovnéz pii pH 5,5, 6,8 a 7,5. Nejucinnéj$im
chelatorem iontd Zeleza byl v této studii 7,8-dihydroxy-4-methylkumarin, ktery pii pH
7,5 dosahl stejné chelatacni aktivity jako referen¢ni deferoxamin. Naproti tomu,
kumariny s jednou hydroxylovou, dvéma methoxy nebo hydroxy skupinami v meta
poloze na zakladnim skeletu vykazovali minimalni chelataci. Souhrnné lze fici, Ze
zasadni vyhodou 4-methylkumarind je jejich neschopnost vazby na CYP 450, ¢imz je
znemoznéna tvorba toxickych epoxidickych derivati. 3 39

V porovnani s touto praci, kterd se zabyva piimou interakci kumarinu a iontt
zeleza, se V soucasné dobé vétSina vyzkumnych tymii zamétuje spiSe na déje, které jsou
ionty tohoto kovu katalyzovany. K témto d&jim se fadi napi. peroxidace lipida a
Fentonova reakce.®

Touto praci jsme prokazali chelatacni aktivitu 67DHC. Nicméné, jak jiZ bylo
diskutovéano Vv ptedchozich kapitolach, fada kumarinti s vyznamnou chelata¢ni aktivitou
ma zaroven i dobrou schopnost vychytavat volné radikaly. Vhodnym piikladem je studie
S osmi testovanymi kumariny, mezi nimiz byl zahrnut i 67DHC, ve které byla sledovana
scavengerova aktivita hydroxylového radikalu, DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl)
radikalu a inhibice xantinoxidazy. Ve vsech piipadech byl 67DHC vyhodnocen jako
nejsiln€jsi antioxidant. Jako druhy nejucinnéjsi antioxidant byl vyhodnocen jeho 4-

methyl derivat — 4-metylesculetin,“?
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V dalsi studii se sledovala inhibi¢ni aktivita extraktu kumarinti na peroxidaci
lipidi indukovanou Fe?* ionty a kyselinou askorbovou v mozkové tkani potkanti. Extrakt
byl izolovan z drogy Cortex Fraxini, pochazejici z Taiwanskych rostlin rodu Fraxinus.
Tato rostlinna droga je bohata na obsah nasledujicich ortho-dihydroxy kumarinu: esculin,
67DHC, fraxin a fraxetin. V této studii byla potvrzena inhibi¢ni aktivita extraktu z
rostlinné drogy na peroxidaci lipidi.“?

V této praci jsme dale sledovali redukci Fe3* iontéi pomoci kompetitivni UV-Vis
spektrometrie. Zjistili jsme, ze 67DHC redukoval Fe®" ionty pii pH 4,5 s nejvyssi
redukéni aktivitou v rozmezi koncentra¢nich poméri 1:10 az 10:1 (67DHC:Fe**). Pti pH
5,5 byla redukce Fe®* iontd minimalni. Nase vysledky jsou ¢aste¢né v souladu s poznatky
tykajicich se redukéni aktivity 4-methylkumarini.®® V této studii vykazovaly ortho-
dihydroxy-4-methylkumariny pti pH 4,5 nejvyssi redukéni aktivitu v koncentracnim
poméru 1:1 az 10:1 (kumarin:Fe®*). Pfi zvySujici se koncentraci ortho-dihydroxy-4-
methylkumarinti, redukéni aktivita klesala, coz se potvrdilo i v nasem méfeni. Pii pH 5,5
byla redukéni aktivita pfiblizné tfetinova ve srovnani s pH 4,5. V naSem méteni byla
redukce pii pH 5,5 minimalni. Jednim z déivodd by mohla byt horsi rozpustnost Fe* iontti
pii vysSich pH. Pro detailnéj$i pochopeni by bylo potteba provést dals§i méteni, ze kterych
by se daly odvodit patfiéné zavéry.?

Souhrnné lze fici, Ze se v této praci podafilo potvrdit jiz diive publikované
strukturni pozadavky na u¢inné chelatory iontd Zeleza." 3% Pro kumariny je zasadni
ptitomnost ortho-dihydroxy nebo ortho-diacetoxy skupin na kruhu A. Podle
publikovanych studii, slouceniny S pouze methoxylovymi skupinami, jednou
hydroxylovou nebo dvéma hydroxylovymi ¢i acetoxylovymi skupinami v poloze meta,
chelatuji ionty Zeleza podstatné méng, 39

Dalsim velice dilezitym parametrem je Koncentra¢ni pomér kumarinu a iontl
zeleza. Nasim métenim jsme zjistili, ze 67DHC chelatoval pfi chelatacnich pomérech 2:1
(67DHC:Fe?"), respektive 1,5:1 (67DHC:Fe®"). Chelatace iontii Zeleza probihala pii pH
55,68a7,5.

Pti komplexnim zhodnoceni antioxidacnich vlastnosti 67DHC je potieba zvazit i
schopnost redukovat Fe®* ionty. Vzniklé Fe?" vstupuji do Fentonovy reakce vedouci ke
vzniku hydroxylového radikalu, ktery posSkozuje okolni tkdné. Z naSich vysledkl lze
usoudit, Ze 67DHC neni vhodnym chelatorem iontil Zeleza v pH 4,5, protoze vykazuje
redukéni aktivitu Fe* iontd pii tomto pH. Naproti tomu, pfi vy$sich pH, zejména 6,8 a

7,5, byla zjisténa vyrazna chelatace a podle publikovanych vysledku ortho-dihydroxy-4-
37



methylkumarinti Ize ptedpokladat, ze by redukce Fe* iontll pii té&chto pH neméla
probihat.®: 3%
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8. Zavér

Analyzou vysledkt jsme zjistili, Ze 67DHC je schopny chelatovat ionty zeleza pii
pH 5,5, 6,8 a7,5. V pH 5,5 byla pozorovana chelatace jen pti méfeni Fe?" iontii. 67DHC
chelatuje ionty Zeleza v chelata¢nich pomérech 2:1 (Fe?*) nebo 1,5:1 (Fe*").

Na zakladé schopnosti 67DHC redukovat Fe** pii pH 4,5 lze predpokladat, Ze
tento kumarin je vhodnéjsim antioxidantem/chelatorem zejména pii vyssich pH.

Pro detailné;si charakteristiku antioxidacnich vlastnosti by bylo velice pfinosné
analyzovat i chelataci ionti médi, protoze ionty tohoto kovu se také podileji na tvorbé

volnych kyslikovych radikala.
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