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1 Uvod

Lidské télo je tvofeno z jednotlivych prvku, tyto prvky rozliSujeme, dle jejich
podilu na stavbé organismu na makrobiogenni a mikrobiogenni. V ramci
mikrobiogennich prvkl existuje skupina biogennich kovi, ze kterych jsou v organismu
nejvice zastoupeny ionty Zeleza. Mnozstvi zeleza v téle je rozdilné u zen (cca 2 g) a
U muzi (cca 5g). Nejvice zeleza je v organismu vyuzivano na stavbu hemoglobinu, kde
slouzi jako ptfenase¢ dychacich plyni, soucasné je stavebni soucasti myoglobinu a je
nezbytné jako kofaktor enzymii katalyzujicich biochemické déje. Nevyuzité zelezo je
ukldddno ve formé zasobnich proteinli. Organismus ziskdva nejvétsi podil zeleza
z rozpadlych erytrocytli, tim je zajistén kolob&h iontl Zeleza a pii normalni funkci
regulacnich procest neni zapotiebi jejich zvyseny piijem potravou [1, 2].

Problém nastane pti naruSeni rovnovahy metabolismu Zeleza. Miize dochéazet jak
k nedostatku zeleza v organismu, tak k jeho nadbytku. Oba stavy jsou pro lidské télo
nezadouci. Nedostatecné mnozstvi iontl zeleza v organismu mize mit nékolik pficin,
mezi které se tadi krvaceni (napiiklad silné menstruaéni krvaceni, krvaceni
Vv gastrointestindlnim traktu), porucha recyklace zeleza, nizky pfijem v potrave
(charakteristické pro rozvojové zeme), porucha reabsorpce zeleza nebo zvysena potieba
zeleza pfi rastu, téhotenstvi nebo laktaci. Dlouhodoby nedostatek zeleza mtze vést az
ke vzniku anémie. Druhou vychylkou zrovnovazného stavu je nadbytek Zeleza
v organismu, k némuz dochazi bud’ na zakladé dédi¢nosti, onemocnéni oznacujeme jako
primérni hemochromatézu, nebo v disledku poruseni metabolismu Zeleza, kde se jedna
o sekundarni hemochromatozu. Mezi dals$i pfi¢iny hromadéni Zeleza v téle patii porucha
krvetvorby, zvySeny piijem Zeleza z potravy, nepiiméfené uzivani 1é¢iv s obsahem
zeleza nebo také Casté krevni transfuze. Nadmérny obsah Zeleza v téle podporuje tvorbu
volnych radikali, ktera vede Kk oxidativnimu poskozeni bunék. Dale dochazi
k hromadéni Zeleza, piedev§im v parenchymatoznich organech, coz muze vyustit az
v poskozeni jejich funkce. Lécba je provadéna bud’ pravidelnymi venepunkcemi, nebo
jsou pouzivany latky se schopnosti navazat nadbyte¢né zelezo [3, 4].

Latky vazici volné zelezo jsou oznaCovany jako chelatory, prakticky funguji tak,
ze navazi volné ionty kovu, ¢imz vytvoii komplex, ktery je nésledné vyloucen
z organismu. V klinické praxi jsou vyuzivany latky deferoxamin, deferipron a

deferasirox. Velkou nevyhodou prvni zminéné latky je dlouhotrvajici intraven6zni
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aplikace, coz vede ke snizené compliance pacienti k 1écbé. Nasledujici dvé
chelatotvorné latky se sice podavaji peroralné, ¢imz je zvySena compliance, ale
projevuji se nizsi ucinnosti a nezddoucimi Uc€inky. Z tohoto divodu je vhodné hledat
nov¢ alternativni latky, které by se daly vyuzit v 1é¢bé nadbytku zeleza [5].

Flavonoidy jsou pfirodni latky s antioxidani aktivitou a chelatacnimi
vlastnostmi. Byly zkoumdny vztahy mezi jejich strukturou a schopnosti vychytavat
ionty kovi. Jedna se vsak o slozité latky, které jsou v organismu metabolizovany na
jednodussi slouCeniny [6]. Ztohoto duvodu se tato prace =zabyva studiem
Zelezo — chelata¢nich ~ schopnosti  vybranych  metabolitd  flavonoida  (kyselina
benzoova,  kyselina 3 —hydroxybenzoova, kyselina 4 —hydroxybenzoova,
kyselina 2,4 — dihydroxybenzoova, kyselina 4 — methoxysalicylova, kyselina
3,4 — dihydroxybenzoova, kyselina 2,4,6 — trihydroxybenzoova, kyselina hippurova) a
naslednym odvozenim vlivu jejich struktury na schopnost chelatovat ionty Zzeleza.
Vysledky chelatacni aktivity zkoumanych latek byly porovnavany s deferoxaminem
jako standardem.

Doposud jsme zde popisovali pouze pozitivni vliv flavonoidii na lidsky
organismus, nesmime vSak zapomenout na fakt, ze flavonoidy mohou mit mimo
chelata¢nich také prooxidativni vlastnosti. Mechanismus U¢inku neni pfesn¢ znam, ale
je prikladan redoxni aktivité¢ prechodnych kovii, které mohou zapficinit vznik volnych
radikald. V nasem pfipadé¢ se jedna o ionty Zeleza, kde jsou zeleznaté ionty
katalyzatorem Fentonovy reakce, ktera vede ke vzniku hydroxylovych radikala [7].
Pokud by tedy testované latky mély mimo chelata¢nich G¢inkl jeSté¢ schopnost
redukovat Zelezité ionty, mohlo by dochazet k nezadoucim ucinkim a to k poSkozeni
bun¢k vzniklymi volnymi radikdly. Z tohoto divodu jsme v této praci neopomnéli

stanovit i redukéni aktivitu testovanych latek.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Funkce zeleza v organismu

Zelezo je jednim ze stopovych prvki, které jsou nezbytné pro spravné fungovani
organismu. V lidském téle existuje ve form¢ iontd Zeleznatych a zelezitych. Primérny
obsah zeleza v organismu se lisi dle pohlavi, u Zen odpovida piiblizn¢ 35 mg/kg,
umuzia 45 mg/kg. Z tohoto mnozstvi zeleza je 60-70 % vazano v hemoglobinu, 20 —
30 % se naléza ve form¢ zasobniho Zeleza, 10 % tvoii takzvané funkéni Zelezo, které je
naptiklad vazano v enzymech, zbylé 1 % existuje voln& v krevnim obéhu [2]. Zelezo je
Z organismu vylu¢ovano ve velmi malém mnozstvi a jeho vydej nepodléha zadnym
specifickym regula¢nim mechanismiim. Do organismu je dopliiovano z potravy ve
formé& Fe?* a Fe**, k jejichZ absorpci dochazi predevsim v duodenu. Denni piijem by
mél ¢initl0 — 20 mg Zeleza, vzhledem Kk vy$§im ztratam (menstruace, téhotenstvi,
laktace) potiebuji Zeny piijimat vice zeleza nez muzi. Pfihlédne-li se k celkové nizkému
pfijmu a minimalnimu vydeji, je vétSina Zeleza v organismu reabsorbovana, k tomu
dochazi predevs§im u hemového zeleza [4].

Z potravy je zelezo absorbovano ve dvou formach, a to jako hemové (soucast
krevniho barviva) a nehemové (Obr. 1). Zelezo vazané v hemu je absorbovano pies
HCP (heme carrier protein) transportér, specificky ptenase¢ pro hem. Uvniti enterocytu
dojde k degradaci hemu pusobenim enzymu HO — 1 (hemoxygenaza 1). lonty Zeleza
uvolnéné z hemu jsou nasledné vazany jako Fe** na bunéény feritin nebo vytvari
bunéénou zasobarnu zeleza (bunény pool). V nehemovych slou¢eninach existuji jak
ionty Zeleznaté (Fe?), tak Zelezité (Fe**). K absorpci iontl Zeleza dochazi v duodenu,
pfi ¢emZ dvoumocné ionty Zeleza se lépe absorbuji z prostiedi s neutrdlnim nebo
kyselym pH, realné¢ tedy dochazi k jejich vstiebavani na zacatku duodena (pars
superior), kde jesté zustava nizké pH diky natravené potravé, ktera sem prichazi ze
zaludku. Co se ty€e trojmocnych ionti Zeleza, ty jsou lépe vstfebavany z prostiedi
s alkalickym pH, ¢emuZz v organismu odpovidd ¢ast duodena za ustim vyvodu
z pankreatu (pars descendens).V duodenu jsou ionty Fe*" redukovany &nnosti
ferireduktazy (duodenalni cytochrom b) a redukénich ¢inidel (kyselina askorbova,
cystein, histidin) na Fe?*. Syntéza duodenalniho cytochromu b je stimulovana hypoxii,
nedostatkem Zeleza, nebo také hypotransferinémii (geneticky podminény nedostatek

transferinu). Po redukci nasleduje transport pies apikalni membranu do enterocytu
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pomoci specifického pienasece DMT 1 (divalent metal transporter 1). Pies DMT 1 jsou
absorbovany i nékteré dalsi dvouvazné ionty kovt na piiklad zinku, médi, niklu nebo
olova. Uvnitf buiky dochazi k oxidaci Fe®* pomoci enzymu ceruloplazminu na Fe*'.
Trojmocné ionty jsSou nasledné navazany na feritin, uvolnény do krve nebo se stanou
soudasti intracelularniho poolu. Zelezo je uvolitovano z buitky do krevniho Fedisté ve
formé Fe?* za pomoci transmembranového proteinu ferroportinu. Vyloucené
dvoumocné ionty jsou ihned oxidovany na trojmocné cCinnosti hefestinu (homolog
ceruloplasminu) a nasledn¢ navazany na transferin, transportni glykoprotein se dvéma
vazebnymi misty pro Zelezo. Bézné jsou vazebna mista obsazena ze 30 %, V piipadé
nadbytku Zeleza dojde k obsazeni veSkerych vazebnych mist, nenavazané nadbytecné
zelezo se nachazi v organismu vazané na citrat. Transferin tedy rozvadi zelezo krvenim
fecistém do organismu. Buiky, které potiebuji zelezo, vazi komplex transferin — zelezo
pomoci transferinového receptoru 1. Navazany transferin je nasledné¢ endocytovan.
V endosomu dochézi k uvolnéni Fe** z transferinu, k jeho redukci a transportu pomoci
DMT-1 z endosomu do buiky. Samotny transferin je nasledn¢ exocytovan zpét do
krevniho fecisté. Nejvice zeleza z transferinu je vyuzivano v kostni dfeni k erytropoéze.
Zelezo, které neni absorbovano, vytvaii ve stievé komplexni sloueniny s ftalaty a

polyfenoly, které jsou z organismu vylouceny stolici [1, 8, 9].

by
of epithekal cells
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Obr. 1: Schéma absorbce Zeleza [10]



Ze zeleza, které neni vyuzito na erytropoézu jsou tvoieny zasobarny a to ve
form¢ feritinu nebo hemosiderinu. Struktura feritinu je tvofena dvaceti Ctyfmi
proteinovymi podjednotkami, ty jsou uspofadany do tvaru koule, uprostied které je
vytvofena dutina, kde je uchovavano zelezo ve form¢ krystalt ferihydratu. Existuji dva
typy proteinovych podjednotek a to H (heavy) a L (light). Feritiny v jednotlivych
tkdnich se od sebe odlisuji riznym zastoupenim H a L podjednotek a jsou oznacovany
jako izoferitiny. Feritin v srde¢ni tkani je tvofen piedevsim H podjednotkou, zatimco
Vv jatrech pojednotkou L. Dvoumocné Zelezo prochazi dovniti struktury feritinu jednim
ze Sesti port, kde je oxidovano na trojmocné prostrednictvim H podjednotky, ktera ma
feroxidazovou aktivitu. Diky ¢innosti H podjednotky je Zelezo rychle uskladfiovano ve
formé Fe®" a je také rychleji uvolfiovano. L podjednotky naopak pfijimaji Zelezo
pomaleji a skladuji jej po delsi dobu. Jedna molekula feritinu je schopna pojmout
nckolik tisic atomil Zeleza. Druhym zpiisobem pro uskladnéni Zeleza je hemosiderin.
Jeho struktura je tvofena proteiny, sacharidy a lipidy. Molekula hemosiderinu je
pravdépodobné degradacnim produktem feritinu a v organismu se objevuje v mnohem
men$im mnozstvi nez feritin [2, 8, 9].

Pro Zzelezo neexistuje v organismu specificky vyluovaci proces, z téla se
dostava odlupovanim bunék epidermis nebo buné¢k traviciho traktu. Ztraty zeleza ¢inni
priblizné 1 mg/den u mizu a 2 mg/den u zen. Pouze tyto denni ztraty jsou vyrovnavany
piijmem Zeleza z potravy, zbylé Zelezo je v ramci organismu recyklovano pies
makrofagy. Vzhledem k tak malym ztratdm je nutnd pfisna regulace metabolismu Zeleza
jak na bun&tné Urovni, tak i systémové. Regulace na bunécné trovni je fizena pomoci
translace mRNA, kdy podle obsahu Zeleza v buiice jsou nebo nejsou syntetizovany
proteiny. Tento proces je fizen systémem iron responsive proteins (IRPs)—iron
responsive elements (IRES). V piipad¢ nedostatku zeleza dojde k vazbé IRPs na IREs a
tento komplex nasledné ovliviiuje aktivitu dané mRNA. Naptiklad pokud je v burce
nedostatek Zeleza, dochazi k vazbé IRPs na IREs pro feritin a feroportin, tim je
pozastavena translace téchto proteinti a zelezo je zadrZzovano v bunkach. V ramci
systémové regulace je uplatnovan hepcidin. Tento protein syntetizovany v jatrech se
sklada z dvaceti péti aminokyselin a v jeho stuktufe se vyskytuji étyfi disulfidické
mistky. Hepcidin se vaze na ferroportin, ¢imz je ferroportin internalizovan dovniti
buiikky a poté degradovan, tim dochdzi ke snizeni exportu zeleza ven z bunky. Pfi

nadbytku zeleza v organismu se produkce hepcidinu zvysuje, stejné tak je tomu pii
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zéancétu. Naopak pfi nedostatku Zeleza, anebo pii hypoxii (je nutné stimulovat
erytropoézu) se tvorba hepcidinu snizi. Jedna se o negativni regulator uvoliovani zeleza
z makrofagli a jeho reabsorbce v tenkém stievé. Nadbytek hepcidinu znamend malo
zeleza vazaného na trasferin, coz vede ke snizené dodavce Zeleza do kostni dfen¢ a tedy
k omezeni erytropoézy az ke vzniku anémie, na druhou stranu se Zzelezo stane
nedostupnym pro bakterie a dojde k pozastaveni jejich rustu [4, 8].

Jakozto makrobiogenni prvek je Zzelezo nezbytné pro spravné fungovani
oragnismu. V prvé fadé umoziuje pienaset kyslik z plic k jednotlivym organtim, jelikoz
je soucasti molekuly hemu. Hem spolu s globinem vytvaii molekulu hemoglobinu,
¢erveného krevniho barviva, které je hlavni funkéni soucasti erytrocyti. V dalsi fadé
tvoii souc¢ast mnoha enzymd, které katalyzuji fadu biologickych déjia. Mezi tyto procesy
patii metabolismus nukleovych kyselin, proteinii nebo napiiklad myelinu, zelezo zde
funguje v ramci enzymu jako pienase¢ elektronti. V neposledni fad¢ je zelezo nezbytné
V procesu bunécné proliferace a diferenciace, starnuti bunck a apoptdzy, Gcastni se
I stavby neurondlnich dendritd. Vyznamnou roli hraje i v ramci imunitniho systému.
Zelezo oviem nema pouze pozitivni vliv na organismus, je tedy vhodné zminit
I negativni stranky jeho ptisobeni. lonty Zeleza se velkou mérou podileji na Haber —
Weissové a Fentonoveé reakci, pii kterych dochazi ke vzniku volnych radikala (Obr. 2).
Zelezo zde ma dvoji funkci, a to jak donoru. tak akceptoru elektrond. Tato schopnost je
Béhem Haber — Weissovy reakce dochazi k redukci Fe®* ionti na Fe?* puisobenim
superoxidu (1). Na tuto reakci navazuje Fentonova reakce, kde vznikly Fe®* reaguje
s peroxidem vodiku za vzniku Fe** a hydroxylového radikalu (2). Zmin&né reakce jsou
nezadoucim jevem, protoze volné radikdly mohou vazné poskodit organismus. Praveé
z tohoto ditvodu se lidské té€lo snaZi zabranit jejich tvofeni, a to napiiklad vazbou
prebytecnych iontd Fe?* na specifické proteiny, jejich chelataci anebo oxidaci na Fe**,
Dulezité je také odstranéni jiz vzniklych hydroxylovych radikalti, tomu napomahaji

katalazy a glutathionperoxidazy [1, 8, 11].
Fe3* + 0, - Fe** + 0, (1)

H,0, + Fe*t — Fe3* + OH - +OH~ (2)
Obr. 2: Haber — Weissova (1) a Fentonova reakce (2) [11]
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2.2 Choroby spojované s nadbytkem Zeleza v organismu

V organismu neexistuje specificky mechanismus pro vylucovani Zeleza, proto
podléhd metabolismus Zeleza ptisné regulaci. Z tohoto duvodu se jakakoli abnormalita
projevi celkovym nadbytkem, anebo nedostatkem iontli Zeleza v organismu. Protoze
mnozstvi zeleza V zasobarnidch se téméf neméni, jsou vychylky zaznamenavany
predev§im v mnozstvi volnych iontl Zeleza v krvi, popfipad¢ v natérech kostni diené.
Nedostatek zeleza se projevi snizenou hladinou volného Zeleza v plazmé nebo
nepfitomnosti barvitelného zeleza v natérech kostni diené. Pfi¢in nedostatku Zeleza
muze byt nékolik, patii mezi né¢ ztraty krve, naruSeni recyklace Zeleza (napiiklad pii
zanétech), nedostateény piijem Zzeleza z potravy (Spatna vyziva), naruSeni resorpce
zeleza v disledku snizeného mnozstvi HCI v zaludku nebo souéasné podani potravy
obsahujici latky vazici Zelezo (fytaty, tfisloviny, Stavelany), k nedostatku miize
dochazet i v disledku zvySené potieby Zeleza, ke které dochazi v t€hotenstvi, pii laktaci
nebo rastu. Chronicky nedostatek vede ke vzniku hypochromni mikrocytarni anémie.
Lécba spociva v suplementaci zeleza, kdy je mozno podpofit reabsorpci Zzeleza
podavanim kyseliny askorbové. Klinicky obraz pacientii s nedostatkem zeleza
piedstavuje piedevsim poskozeni sliznic, kdy dochazi k jejich ztencovani a k ukladani
kreatinu. Zmény na sliznici jicnu se mohou projevit az dysfagii, ztencena sliznice
Zaludku znamena vys$i riziko vzniku gastritid, ptipadné achlorhydrie [3, 4].

Druhou vychylkou, oproti fyziologickému mnoZstvi Zeleza v téle, je jeho
nadbytek. Zelezo se zorganismu vyluduje minimalng, a proto dochazi pii jeho
zvySeném piijmu k pretiZzeni organismu. Tento stav nastava jak diky zvySenému piijmu
zeleza, tak na podkladé poruch metabolismu Zeleza. Onemocnéni, které je
charakterizovano nadbytkem Zeleza v organismu, se oznacuje jako hemochromatéza. Ta
muze byt jak primarni, vznikld na zékladé¢ dédicnosti, tak sekundarni, ktera je

charakterizovana poruchami zuzitkovani zeleza [4].

2.2.1 Primarni hemochromato6za

Priméarni hemochromato6za je autozomalné recesivni onemocnéni vyskytujici se
Castéji u muzl. Toto onemocnéni je nejcastéji zapficinéné bodovou mutaci genu pro
HFE protein, ktery hraje dalezitou roli v regulaci syntézy hepcidinu v jatrech. Exprese
hepcidinu je ovliviiovana nejen HFE proteinem (human hemochromatosis protein), ale

| transferinovym receptorem 2 (TRF2) a hemojuvelinem (HJV). Ke vzniku
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onemocnéni, tak mize dojit 1 v pfipad¢ defektu genu pro TRF 2 nebo HIV, poptipad¢ je
mozna porucha piimo hepcidinu, nebo dokonce i ferroportinu, ktery reaguje na zmény
mnozstvi hepcidinu. Nej€astéjsi pfi¢inou je ale mutace HFE genu, ktera vede ke snizené
tvorbé hepcidinu, coz znamena omezenou regulaci mnozstvi zeleza v organismu.
V piipadé ze je exprese hepcidinu snizena, dochdzi ke zvySené absorpci Zzeleza
Vv gastrointestinalnim traktu a zaroven k nadmérnému uvolilovani Zeleza z bunck, ¢imz
vzrista koncentrace volnych iontd zeleza v plazmé. DalSim varovnym signalem je
zvysena saturace feritinu a transferinu [3, 4, 12].

Na zéklad¢ dlouhodobé zvysené hladiny Zeleza v krvi, dochazi ke kumulaci
Zeleza v organech, primarné V jatrech, srdci, pankreatu, kloubech nebo endokrinnim
systému a to hlavné ve form¢ hemosiderinu. Nadbytek iontli Zeleza zvySuje mnozstvi
volnych radikald, které jsou zodpovédné za zvySeny oxidativni stres a tim i poSkozeni
bunck. Neléend hemochromatdéza muze vést pies jaterni fibrozu ¢i cirhozu, az
k rakoving jater, dale mize zpuUsobovat sexualni dysfunkce, kardiomyopatii, u které
hrozi vyusténi az v srde¢ni selhani, diabetes mellitus, osteoartrozu nebo také zménu
kozni pigmentace. ZvySené¢ ukladani Zzeleza v pankreatu v kombinaci se zménou
pigmentace kuze, v dusledku stimulované tvorby melaninu, vede Kk onemocnéni
oznacovanému jako ,.bronzovy diabetes* (diabetes mellitus + tmavohnédé zbarveni
ktze). Témito symptomy se primarni hemochromatéza projevuje az ve stiednim veku,
piiblizné po Ctyficatém roce zivota, do té doby ji Ize prokazat pouze laboratornimi testy.
Pokud je toto onemocnéni podchyceno vrané fazi, lze zmirnit nasledky a to

opakovanymi venepunkcemi nebo pomoci chelata¢ni terapie [3, 13, 14].

2.2.2 Sekundarni hemochromaté6za

Ke wvzniku sekundarni hemochromatézy dochazi v navaznosti na poruchy
zuzitkovani Zeleza pii onemocnéni jater, nedostate¢né tvorbé transferinu nebo mize byt
zpusobena nadmérny pifijmem Zeleza. U néckterych anémii zplsobenych poruchou
syntézy hemoglobinu muZe zaroven dochéazet k poruse vyuziti Zeleza organismem.
Ptikladem muze byt hereditarni sideroblasticka anémie, kde dochazi k poruse syntézy
kyseliny & — aminolevulové, ktera je mezistupném v syntéze hemu. Tim piestava byt
vyuzivano zelezo v organismu a dochazi k jeho nahromadéni v organech. Stejné tomu je
u B —talasemie, kdy dochézi k nedostatecné produkci P — fetézcti globinu, zplisobené

mutaci genu pro P —globin, ¢imZz dochazi k nedostate¢né syntéze hemoglobinu A.
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Nedostatek hemoglobinu vede k naruSeni upotiebeni zeleza K syntéze erytrocytu, a tak
dochazi k hromadéni zeleza v téle. K intoxikaci organismu Zelezem muze dojit jak
u peroralniho podavani ptipravkid se zelezem, tak pii jejich parenteralni aplikaci.
Nejcastéjsi  pricinou vSak jsou chronicky opakované transfuze, které potlacuji
piirozenou erytropoézu, ¢imz dochazi ke snizenému vyuziti Zeleza. Casté transfuze
zpusobuji hemosideréozu orgént, ale nedochazi pifi nich k projeviim organového

poskozeni [4, 13, 15].

2.2.3 Lécba nadbytku zeleza

Vzhledem k zavaznym problémum, které zplsobuje nadbytek zeleza
V organismu, je nutné jeho hladinu snizovat. U primarni hemochromat6zy je optimalni
lécebna metoda prozatim stale hledana. V soucasné dobé se ke snizeni hladiny Zeleza
V plazmé, u pacientll s primarni hemochromat6zou, vyuzivaji opakované venepunkce.
V pocate¢ni fazi 1é¢by musi byt venepunkce opakovany v pravidelnych intervalech, a to
jednou tydné 500 ml krve. Po dosaZeni sideropenie nasleduje 1é¢ba udrzovaci, béhem
které se provadi obCasné terapeutické odbéry krve. Ty probihaji vétSinou jednou za tii
mésice, ale nacasovani je individualni. Hodnoti se hladina feritinu v séru, kdy je
zadouci udrzet hodnoty kolem 50 ng/ml. Pfi intoleranci venepunkci, se lze uchylit
k chelata¢ni terapii, ke které¢ se vyuziva parenteralné¢ podavany deferoxamin, peroralni
deferipron nebo deferasirox. Dalsi moznosti je erytrocytaferéza, ktera umoznuje dva az
tiikrat rychlej$i odstranovani Zeleza z organismu. Pii této proceduie jsou z krve
selektivné filtrovany ¢ervené krvinky. Erythrocytaferéza je vyuzivana pouze u pacientd
s kontraindikaci venepunkci, protoze U pacientd, ktefi toleruji venepunkci, nema
vyznamng&j§i piednosti a také proto, ze je finan¢né naro¢na [16-18].

U pacienti postizenych sekundarni hemochromatozou jsou k 1é¢bé vyuzivany
latky schopné chelatovat nadbyte¢né Zelezo. K chelatacni terapii se nejéastéji vyuziva
deferoxamin. Tato latka je velice ucinny chelator, ovSem jeho nevyhodou je forma
aplikace, podava se parenteralné jako dlouhodoba kontinualni infuze. Aplikace probiha
vétSinou pifes noc, coz je pro pacienty piijatelnéjsi, ale i tak stile nevyhodné.
K dispozici existuji i parenteralni ptipravky deferipron a deferasirox. Byly provedeny
studie, zkoumajici pfinos kombina¢ni 1éCby a to uzivani deferoxaminu a deferipronu,
kde deferipron pronika do bunék, ze kterych odstranuje Zelezo a nasledné ho prenese na

deferoxamin, ktery se spolu s navazanym Zelezem vylou¢i moc¢i. Bylo dokézano, Ze tato
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kombinace napomdhd rychlejSimu odstranéni Zeleza, pfedevSim u pacientl

s poSkozenym myokardem v disledku nadmérného ukladani zeleza [18, 19].

2.3 Chelatace zeleza

Schopnost nékterych latek vazat ionty kovu je oznaCovana jako chelatace. Tato
vlastnost je spojovana s charakteristickou strukturou latky. Jednd se o komplexni
slouceniny skladajici se z centralniho atomu a ligandu. Centralni atom je tvofen iontem
kovu, ligandy byvaji vétsi molekuly, které se na centralni atom mohou vazat dvéma
nebo vice vazbami. Jsou tedy rozliSovany ligandy dvouvazné az vicevazné. Konkrétné
zelezo mé schopnost akceptovat az Sest volnych elektronii od ligandi a takovéto
uspofadani vytvoii oktaedr. Tato konfigurace zajistuje slouceniné stabilitu. Stabilita
chelatii je dana mirou afinity ligandu k centrdlnimu atomu, ionty kovll s mensi afinitou
k ligandu jsou vytésiiovany kovy s vyssi afinitou k molekule ligandu, protoze tak vznika
stabilngjsi komplex [20, 21].

Latky s chelata¢ni aktivitou jsou Siroce vyuzivany. V analytické chemii slouzi
jako indikétory, dalsi uplatnéni naleznou i1 v primyslu, kde slouzi k extrahovani kovili a
nékteré jsou vyuzivany jako barviva. V této praci nas zajima predev§im vyuziti téchto
latek v medicin€, kde naleznou uplatnéni naptiklad pfi otravach tézkymi kovy. Dochazi
zde k vytésnéni centralniho atomu tézkym kovem diky jeho vyssi afinité k ligandu.
Ionty téZkych kovii vytvofi po navazani na ligand rozpustny komplex, ktery je nasledné
vyloucen z téla mo¢i. Obdobné je tomu p#i poruchach metabolismu nékterych iontl
kovti, naptiklad zeleza nebo médi. Chelatory Ize vyuzit také jako antioxidanty, protoze
vazi nadmérné mnoZstvi kovovych iontl, a tak zabranuji jejich ucasti na vzniku
reaktivnich forem kysliku, které poskozuji bunky lidského téla [20].

Mezi latky schopné chelatace patii jak syntetické slou¢eniny, tak mnohé ptirodni
latky. Do prvni zminéné skupiny fadime edetan vapenato-disodny, ktery se uplatituje pfi
otravach olovem a dale deferipron a deferasirox, vSechny vyuzivané k odstranéni
nadbyteénych iontl zeleza z organismu. Mezi pfirodni latky patii flavonoidy, vitaminy,
predev§im vitamin C, dale aminokyseliny nebo pektin, klinicky vyuzivany je

deferoxamin [22-24].
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2.3.1 Deferoxamin

Jako prvni chelata¢ni ¢inidlo pro ionty Zeleza se v klinické praxi zacal pouzivat
deferoxamin a to ve formé soli jako deferoxamin mesylat (Obr. 3). Jedna se o pfirodni
latku izolovanou ze Streptomyces pilosus. Tento Sestivazny ligand se tfemi
hydroxdamovymi funkénimi skupinami vytvaii komplexy s trojmocnymi ionty zeleza
ptipadn¢ i hliniku a to v molarnim poméru 1:1 (Obr. 4). To znamena, ze 1
deferoxaminu mize vazat aZ 85 mg Fe**. Dvojmocné ionty maji nizsi afinitu k ligandu,
coz znamena, ze tvofi mén¢ stabilni komplexy nez ionty trojmocné. Deferoxamin
vytvaii komplexy jak s volnymi zelezitymi ionty, tak se zelezem vdzanym a to ve form¢e
feritinu a hemosiderinu, zelezo z transferinu nebo hemoglobinu vazano neni. Vznikly
komplex je oznacovan jako feroxamin. Navazané zelezo je vyluCovano z nejveEtsi ¢asti
moci, mensi mnozstvi odchazi ztéla stolici (piredev§im disledkem intrahepatalni
chelatace) [21, 25, 26].

Velkou nevyhodou je hydrofilni povaha molekuly deferoxaminu a taktéz jeho
kratky plazmaticky polo€as. V praxi to znamend, Ze neni mozné podéavani per os,
v ¢emz hraje roli jak hydrofilita molekuly, tak nizkd intestinalni absorpce. Biologicka
dostupnost po peroralnim podani je nizsi nez 2 %, proto je nutné deferoxamin aplikovat
parenteralné a to jako pomalou podkozni infuzi nebo ve formé intramuskularnich
injekcei, v krajnich piipadech Ize zvolit i intravendzni formu podani. Vzhledem k tomu,
ze subkutanni infuze trvaji v priméru 8 az 12 hodin (pfes noc), jsou aplikovany
minimalné 5 dni v tydnu a lécba je dlouhodoba, compliance pacientl neni pfili§ vysoka.
Pfictou-li se k tomu nezadouci ucinky jako nevolnost, urtikarie, poruchy zraku a ristu,
nabizi se prostor pro hledani 1éciva s lepSimi vlastnostmi, kde hlavnim poZadavkem
bude peroralni podavani [5, 21, 26].

Deferoxamin je k dostani pod obchodnim nazvem Desferal. Jedna se o lyofilizat
urceny pro piipravu injekéniho roztoku. Pro rozpusténi pouzijeme predepsané mnoZstvi

vody pro injekce [26].
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Obr. 3: Deferoxamini mesilas

Obr. 4: Komplex deferoxaminu s Zelezitym iontem

2.3.2 Deferipron

Pro pacienty, u kterych je kontraindikovano podavani deferoxaminu, je zde
alternativa a tou je deferipron (Obr. 5). Jedna se o dvouvazny synteticky hydroxypiridon
schopny vazat zelezité ionty vV molarnim poméru 3:1 (Obr. 6). Deferipron je velice
dobte absorbovan z traviciho traktu, a proto je jeho velkou vyhodou peroralni podavani.
Maximalni plazmatické koncentrace je dosazeno po 45 az 60 minutach v ptipadé uziti
1éku nala¢no, pokud je 1€k podan po jidle, prodlouzi se tento interval az na 2 hodiny.

Standardni davka pro zabranéni ukladani Zeleza je 25 mg/kg podavana tfikrat denné.
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Mezi nezadouci uclinky uzivani deferipronu je zahrnovana agranulocyt6za,
gastrointestinalni potize nebo artropatie. Zavaznym rizikem je neutropenie, ktera byla
zaznamenana piiblizné u 5 % pacientd lécenych deferipronem. Kvili tomuto
nezadoucimu Uc¢inku je nutné béhem 1écby kontrolovat pocet neutrofilnich granulocytii
a to pravidelné kazdy tyden. Efektivita sniZzovani koncentrace Zeleza v organismu je
srovnatelnd s GCinky deferoxaminu. Pro 1é¢bu je velmi Casto vyuzivana kombinace
deferoxaminu s deferipronem v disledku zvysené clearance zeleza. Na trhu je dostupny

pod komer¢nim nazvem Ferriprox [5, 21, 27].

Obr. 5: Deferipron

Obr. 6: Komplex deferipronu s Zelezitym iontem
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2.3.3 Deferasirox

Dalsim zastupcem peroralnich chelatori zeleza je latka deferasirox (Obr. 7).
Stejné¢ jako piedchozi dva zastupci vychytdva predevSim trojmocné zelezo. Toto
trojvazné chelata¢ni ¢inidlo chelatuje Zelezité ionty v molarnim poméru 2:1 (Obr. 8).
Deferasirox je absorbovan v gastrointestinalnim traktu a jeho vstiebavani je podpoieno
uzitim po jidle s vy$§im obsahem tuku. Biologicka dostupnost peroralni formy je cca
70 % v porovnani s intravendzni aplikaci. V krevni plazmé se vaze na proteiny,
piredevsim na albumin. Oproti pfedchozim zastupcim ma odliSny zpiisob vyluCovani,
vzniklé chelaty jsou vyluCovany primarné stolici. Velkou vyhodou je, Ze se 1¢k uziva
pouze jednou denné, ¢imz roste compliance pacientl k 1écbé. K ¢astéji se vyskytujicim
nezadoucim U¢inkdm patii gastrointestinalni diskomfort, vyrazka nebo zvySené hodnoty
o¢i a usi a mize zpusobovat Fanconiho syndrom (renalni tubulopatie). Dostupny je pod

firemnim nazvem Exjade [5, 28].
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Obr. 7: Deferasirox
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Obr. 8: Komplex deferasiroxu s Zelezitym iontem

2.4 Charakteristika testovanych latek a jejich biologicka aktivita

2.4.1 Flavonoidy

Rostliny produkuji fadu latek s biologickou aktivitou, mezi rozsahlou skupinu
téchto sloucenin patii polyfenoly, sekundarni metabolity rostlin. Jedna se o derivaty
benzenu substituované hydroxylovymi skupinami. Polyfenoly jsou rozdélovany na
zakladni skupiny dle struktury jejich uhlikového skeletu, a to na fenolové kyseliny,
flavonoidy, stilbeny a lignany. Nejrozsahlejsi skupinu tvofi flavonoidy, které jsou
derivaty difenylpropanu (Obr. 9) nebo fenylchromanu (Obr. 10). Zakladni struktura
flavonoidt se sklada ze dvou benzenovych kruhti spojenych fetézcem tvofenym tfemi
uhliky, ktery je vétSinou soucasti pyranového jadra. V ptirodé se vyskytuji ve forme
flavonoidnich glykosidii. Nej¢astéjsi cukernou slozkou je glukéza nebo rhamnodza
vazana Vv poloze 3. Dale muze byt substituovana i molekula sacharidu naptiklad
kyselinou benzoovou, malonovou nebo gallovou. Pii substituci hydroxylovymi
skupinami a sacharidy dochazi ke zvySovani rozpustnosti ve vodé¢. Dle predchoziho
vyctu je ziejmé, Ze se jedna o rozsahlou skupinu latek s velice rozmanitym slozenim.
Dalsi ¢lenéni flavonoidt muze byt nasledujici: flavanoly, flavonoly, flavony, flavanony,

anthokyanidiny, isoflavony [29, 30].
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Obr. 9: Difenylpropan

Obr. 10: Fenylchroman

V piirodé jsou flavonoidy Siroce rozSifené, jsou obsazeny jak v ovoci, tak
Vv zeleniné. Mezi nejvyznamnéjsi zdroje patii citrusové plody (pomeranc, grapefruit),
slupka hroznového vina, jablka, bobulové plody jako naptiklad borivky (obsahuji
hlavné antokyany), ze zeleniny sem nalezi cibule, brokolice, Spenat, kapusta nebo soja
(isoflavony). Dal§imi vyznamnymi pochutinami s obsahem flavonoidd jsou c¢aj a
cokolada. Je prokazéano, ze konzumace potravin bohatych na flavonoidy prospiva
lidskému zdravi. Flavonoidy puasobi pozitivné jako prevence mnohych nemoci,
naptiklad alergii, kardiovaskularnich potizi, jaternich onemocnéni, zanétd, dokonce
i nékterych typd rakoviny. Za u¢inky flavonoidd stoji pfedev§im jejich antioxidaéni
aktivita, jsou schopny vychytavat volné radikaly a také zabranovat jejich vzniku. Jiz
vzniklé volné radikaly jsou flavonoidy neutralizovany diky jejich schopnosti uvolnit
vodikovy atom, ktery nasledné reaguje s hydroxylovym radikélem za vzniku molekuly
vody. Flavonoidy dokazi chelatovat ionty kovu, piedevsim zeleza a meédi, ¢imz
zabranuji tvorbé volnych radikalt. Tato schopnost je vdzana na pfitomnost fenolické
skupiny v molekule flavonoidu. V neposledni fadé ovliviji funkci fady enzymu a také

napomahaji pfi regulaci bunééného cyklu [6, 31-33].
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2.4.2 Metabolismus flavonoidu

Flavonoidni glykosidy jsou stabilni slouCeniny, které nejsou rozkladany
vafenim, ani kyselym pH zaludku. Jedna se o latky s rtiznou strukturou, ktera vyznamné
ovlivituje zptusob absorpce. Flavonoidy se v pfirod¢ vyskytuji jako aglykony nebo
s navazanym cukrem jako glykosidy. Az na flavanoly (katechiny, proantokyany) se
flavonoidy vyskytuji ve formé glykosidi. Metabolismus flavonoidnich glykosidu a
aglykonii je odlisny. Rozdilem je, ze aglykony jsou na rozdil od glykosidi omezené
absorbovany jiz ze zaludku. Z tenkého stieva jsou flavonoidy absorbovany z 2 — 15 %.
U glykosidi existuji dva zplsoby absorpce. V ramci prvniho dochazi k odstépeni
cukerné slozky Vtenkém stfevé plsobenim hydroldzy kartdCového lemu stieva,
konkrétné se jednd o laktdza-florizin hydrolazu. Vzniklé aglykony jsou transportovany
do enterocytll pasivni nebo usnadnénou difuzi. Alternativnim zpisobem dochazi
nejprve Kk transportu glykosidu do enterocyti diky transportéru cukru, kterym je
napiiklad transportér SGLT 1 (sodium — glucose linked transporter). Uvniti bunky je
molekula glykosidu S$tépena cytosolickou f — glukosidazu na cukernou slozku a
aglykon. Ve vétsim mnozstvi jsou flavonoidy metabolizovany prvnim zpisobem.
Z enterocytl jsou aglykony uvoliiovany do krve a rozvadény po téle. V jatrech dochazi
ke konjugaci aglykont, ta je katalyzovana transferazami, jako jsou UDP — glukuronosyl
transferaza, sulfotransferaza nebo katecho — O —methyl transferaza. Tyto konjugaty
jsou vylu¢ovany Zluci zpét do stieva, kde mohou byt v tenkém stfevé znovu Stépeny,
anebo pokracuji do tlustého stieva. V tlustém stieveé dochazi k deglykosylaci ptisobenim
stievni mikroflory, nasleduje transport do enterocytli a z ného do krve. Alternativou je
rozklad flavonoidi na jednoduché fenolické slouceniny, které se poté taktéz transportuji

do bunék a nasledné do krve [31, 34].
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2.4.3 Testované latky

Z rozséhlého mnozstvi polyfenolickych latek byly pro tuto praci vybrany latky
ze skupiny fenolickych kyselin a to derivaty benzoové kyseliny. Tyto latky jsou v malé
mife obsazeny pfimo v rostlinach, ale také vznikaji metabolismem flavonoidd v tlustém
stieve. Fenolické latky byly vybrany proto, aby se zjistilo, zda jsou produkty rozkladu
flavonoid schopny chelatovat ionty Zeleza v organismu, anebo zda je tato vlastnost
vazana na slozit¢jsi strukturu flavonoidi.

Mezi fenolickymi kyselinami jsou rozliSovany dvé zakladni kategorie, kterymi
jsou derivaty kyseliny skoficové a derivaty kyseliny benzoové. Latky prvni zminéné
skupiny se v potravé vyskytuji ve vétsim mnozstvi nez derivaty benzoové kyseliny.
Mezi hlavni zastupce derivatl kyseliny skoficové patii p - kumarova kyselina, dale
kyselina kévova, sinapova nebo ferulova. Tyto latky se vyskytuji pfedev§im ve vazané
form¢ a to jako glykosidy nebo estery. Pfirodnimi zdroji téchto derivatd jsou kava,
bortivky, kiwi, tie$né, jablka nebo také obilnd zrna. Nejvyssich koncentraci derivati
hydroxyskoficové kyseliny je dosazeno pii rustu plodd, naopak v pribéhu dozravani
ovoce dochazi k poklesu obsahu téchto latek. Mezi derivaty kyseliny benzoové je
fazena kyselina gallova nebo protokatechova. Obecné se tyto derivaty vyskytuji v lidské
stravé malo, jsou obsazeny V n¢kterém cerveném ovoci, jako jsou bortivky nebo maliny
a vV malém mnozstvi v olivovém oleji. NejvyznamnéjSim zdrojem hydroxybenzoovych
kyselin jsou listy Cajovniku, které mohou obsahovat az 4,5 g kyseliny gallové na
kilogram ¢erstvych listi. Jejich koncentrace v lidském organismu je vSak vyssi nez tvori
Napiiklad kyselina protokatechovd je hlavnim metabolitem rozkladu antokyanil
[35, 36]. Z tohoto diivodu nas v této praci zajimaly metabolity polyfenolickych latek,

pro nas vyzkum jsme pouzili tyto latky:

Kyselina benzoova

Zékladnim kamenem, od kterého je odvozena cela skupina polyfenolickych
kyselin, je pravé kyselina benzoova (obr. 11). V ptirodnich zdrojich je obsazena
v bobulovitych plodech, nékterém kofteni, listech Cajovniku, kavovych bobech, medu
nebo houbach. Kyselina benzoova byla poprvé ziskdna z pryskyfice obsazené v ke
stromt rodu Styrax. Pryskyfice benzoe, jak je také nazyvana, se diky své vlni pfidava
do kadidel, nebo je vyuzivana pii vyrobé parfémi, ve kterych slouzi jako stabilizator
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vuné. Obecné jsou rozliSovany dva druhy pryskyfice benzoe, kdy obé dvé maji ¢lanek
v platném Ceském lékopisu. Jedna se o benzoovou pryskyfici sumaterskou, ziskdvanou
ze Styrax benzoin, a benzoovou pryskyfici siamskou ze Styrax tonkinensis. Z obou
téchto pryskyfic jsou pfipravovany odpovidajici tinktury, Benzois sumatrani tinctura a
Benzois tonkinensis tinktura. Synteticka kyselina benzoova se uplatituje v potravinaistvi

jako konzervaéni piisada, diky své schopnosti potlacit mikrobialni rust [37, 38].

OH

Obr. 11: Kyselina benzoova

Kyselina 3 - hydroxybenzoova

Tato sloucenina je obsazena v avokddu, borivkéch, brusinkéch, miSpulich a
pivu. Je agonistou HCA receptord (Hydroxy Carboxylic Acid receptors) na
adipocytech. Aktivaci téchto receptorti dochazi k inhibici lipolyzy v adipocytech, z toho
je vyvozeno, ze kyselina 3 - hydroxybenzoova (Obr. 12) mtze mit pozitivni roli pfi

kontrole dyslipidemie [39].

HO
OH

Obr. 12: Kyselina 3 — hydroxybenzoova

Kyselina 4 - hydroxybenzoova

Tato kyselina, oznaovana také jako p - hydroxybenzoova (Obr. 13), se

vyskytuje v rostlinach rodu Vitex, dale v tfezalce teckované (Hypericum perforatum),
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kokosovniku ofechoplodém (Cocos nucifera), nékterych houbach (Ganoderma lucidum,
Russula virescens), nebo v oleji ziskdvaném z plodu palmy acai (Euterpe oleracea). Pii
metabolismu katechini obsazenych v zeleném caji je hlavnim metabolitem praveé
kyselina 4 — hydroxybenzoova. Estery této kyseliny jsou hromadné oznacCovany jako
parabeny, pouzivaji se jako konzerva¢ni latky v kosmetice. Kyselina
p - hydroxybenzoova ma antioxidacni ucinky, na druhou stranu jeji estrogenni aktivita

stimuluje rist nadorovych bunék prsu [40].

OH

HO

Obr. 13: Kyselina 4 — hydroxybenzoova

Kyselina 2,4 - dihydroxybenzoova

Jedna se o produkt metabolismu antokyanti obsaZenych v plodech visn¢ obecné
(Prunus cerasus). Hlavnim zastupcem téchto antokyani je cyanidin, ktery je
v organismu rozkladan na kyselinu protokatechovou, 2,4 - dihydroxybenzoovou (Obr.
14) a 2,4,6 - trihydroxybenzoovou [41].

OH O
OH

HO

Obr. 14: Kyselina 2,4 — dihydroxybenzoova

Kyselina 4 - methoxysalicylova

Kyselina 2 - hydroxy - 4 - methoxybenzoova (Obr. 15), jak je také oznaCovana,
byla izolovana z kofenu rostlin Hemidesmus indicus, Periploca sepium a z nadzemni

casti rostliny Platycodon grandiflorum. Bylo zjisténo, Ze tato latka ma antioxidacni
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ucinky a Ize ji rovnéz vyuzit jako antidotum. Pii testech na laboratornich potkanech byl
zjistén jeji pozitivni vliv na jatra, ledviny a pankreas postizené onemocnénim diabetes

mellitus [42—45].

OH o}

OH

H3C

Obr. 15: Kyselina 4 — methoxysalicylovd

Kyselina 3,4 - dihydroxybenzoova

2%

pohance a jako vétSinu hydroxybenzoovych kyselin také v ¢erveném ovoci. Soucasné je

hlavnim metabolitem polyfenolickych latek a to pfedev§im antokyanti a procyanidini.

-----

M4 protizanétlivé, antioxidacni a neuroprotektivni uc€inky. Pfi pokusech na

laboratornich potkanech byly dokonce zjistény i ucinky antihyperglykemické [39].

HO
OH

HO

Obr. 16: Kyselina 3,4 — dihydroxybenzoova

Kyselina 2,4,6 - trihydroxybenzoova

Tato kyselina, taktéz oznaCovana jako kyselina floroglucinova, je spolu
s kyselinou protokatechovou produktem oxidace quercetinu. Ke vzniku této kyseliny
dochazi taktéz pti metabolizaci katechinu bakteriemi Acinetobacter calcoaceticus. Bylo

zjisténo, ze pii fermentaci zeleného a Cerného Caje dochazi k rozkladu obsazenych
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flavonoidli na jednoduché fenolické latky, mezi nimiz se objevuje 1 kyselina

2,4,6 - trihydroxybenzoova (Obr. 17) [31, 46, 47].

OH O

OH

HO OH

Obr. 17: Kyselina 2,4,6 — trihydroxybenzoova

Kyselina benzoylaminooctova

Kyselina hippurova, jak je kyselina benzoylaminooctova taktéz nazyvana, je
soucasti moci, kde se jeji obsah zvySuje po konzumaci potravin obsahujicich fenolické
slou€eniny, jako jsou c€aj, vino nebo ovocné dzusy. Rozkladem fenolickych sloucenin
dochazi pres meziprodukty ke vzniku kyseliny benzoové, kterd je konjugovana
s aminokyselinou glycinem za vzniku kyseliny hippurové (Obr. 18), ta je poté
z organismu vyloucena moci. Kyselina hippurovéd byla taktéZ nalezena jako produkt
fermentace citrusovych plodi a rutinu. Koncentrace kyseliny hippurové v moci je

vyuzivana jako ukazatel pii monitorovani vystaveni organismu toluenu [31, 48].

HO
ﬁ“/\N
H

0]

Obr. 18: Kyselina benzoylaminooctova
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3 Cil prace

Cilem této diplomové prace je:

Stanovit schopnost testovanych latek (kyselina benzoova, kyselina
3 — hydroxybenzoova,  kyselina 4 - hydroxybenzoova,  kyselina
2,4 - dihydroxybenzoové, kyselina 4 - methoxysalicylova, kyselina
3,4 - dihydroxybenzoova, kyselina 2,4,6 - trihydroxybenzoova a kyselina
benzoylaminooctova) chelatovat zelezité a Zeleznaté ionty pii raznych
pH: 4,5, 5,5, 6,8 a7,5.

Porovnat naméfené hodnoty testovanych latek mezi sebou a v porovnani
s zelezo — chelataéni aktivitou deferoxaminu.

Z namétenych hodnot odvodit vliv struktury testovanych latek na
schopnost chelatovat ionty zeleza.

Zméftit schopnost testovanych latek redukovat zelezité ionty.
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4  Experimentalni ¢ast

4.1 Material

411

4.1.2

Mikrotitracni desticky

Mikropipety

Vicekanalové pipety

Spi¢ky k mikropipetam, riizné velikosti
Zkumavky Eppendorf o rizném objemu

Zkumavky 15 ml s uzavérem

Pouzité chemikalie

Pouzité chemikalie byly ziskany od vyrobce Sigma—Aldrich (Némecko)
DMSO (dimethylsulfoxid)

Ferozin (sodna sul kyseliny 4,4"—(3—(2—pyridinyl)-1,2,4—triazin-5,6—diyl)
bisbenzensulfonové)

Chlorid Zelezity (FeCls.6H,0)

Hydroxylamin chlorid (NH,OH.HCI)

Siran Zeleznaty (FeSO4.7H,0)

HEPES (4-(2—hydroxyethyl)-1—piperazin ethansulfonova kyselina)
HEPES sodna sl

Kyselina octova (CH3COOH)

Octan sodny (CH;COO™ Na")

Testované latky

Deferoxamin pouzity jako standard byl ziskan od vyrobce Novartis (Svycarsko)

Testované latky: kyselina benzoova, kyselina 3 —hydroxybenzoova, kyselina
4 - hydroxybenzoova, kyselina 2,4 - dihydroxybenzoova, kyselina
4 - methoxysalicylova, kyselina 3,4 - dihydroxybenzoova, kyselina
2,4,6 - trihydroxybenzoova a kyselina benzoylaminooctova kyselina byly

ziskany od vyrobce Sigma—Aldrich (Némecko)
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4.1.3 Pfistroje

Me¢fteni bylo provadéno spektrofotometrem Synergy HT Multi-Detection Microplate
Reader (BioTek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA).

Pro ptipravu vzorkd byla vyuzita tfepacka mikrotitraénich desticek MS 3 digital
(IKA®- Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Némecko)

K usnadnéni rozpousténi byla pouzita tfepacka zkumavek VORTEX 3 (IKA®- Werke
GmbH & Co. KG, Staufen, Némecko) a laboratorni ultrazvukova vana K-2L (Kraintek

s.r.0., Podhéjska, Slovensko)
4.2 Metody

4.2.1 Ptiprava zasobnich roztokt

Zasobni roztok Zeleznatych iont
— nejprve byl pfipraven roztok ze siranu zeleznatého o koncentraci 5mM
rozpusténim FeSO,4.7H,0 v destilované vodé
— pro dalsi testovani byl nasledné roztok zfedén na 250 uM
— molekulova hmotnost FeSO,4.7H,0: 278,02 g/mol
Zasobni roztok Zelezitych iontl
— nejprve byl piipraven roztok z chloridu zelezitého o koncentraci 5mM
rozpusténim FeCls.6H,0 v destilované vodé
— pro dalsi testovani byl roztok zfedén v Cas potteby na 250 uM
— molekulova hmotnost FeCls.6H,0: 270,29 g/mol
Zasobni roztok ferozinu
— roztok o koncentraci 5SmM byl pfipraven rozpusténim ferozinu
Vv destilované vodé
— molekulova hmotnost ferozinu: 492,5 g/mol
Zasobni roztok hydroxylaminu
— roztok o koncentraci 10 mM byl pfipraven smisenim hydroxylaminu
s destilovanou vodou
— molekulova hmotnost NH,OH.HCI: 69,49 g/mol
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Roztoky testovanych latek
— roztok o pozadované koncentraci byl pfipraven rozpusténim dané latky
v DMSO
Roztoky pufrt pro pH 4,5 a 5,5
— smisenim vodnych roztokd octanu sodného a kyseliny octové byl
ptipraven acetatovy pufr, pH bylo upraveno pomoci pH metru
Roztoky pufrt pro pH 6,8 a 7,5
— smisenim vodnych roztokit HEPES sodné soli a HEPES kyseliny byl
ptipraven HEPES puft, pH bylo upraveno pomoci pH metru

4.2.2 Zkouska zasobnich roztokt iontu zeleza

Zkouska pro zeleznaté ionty

Pro dilkkaz spravnosti ptipravy zasobniho roztoku zeleznatych iontl je nutno
provést kontrolu obsahu Fe**. Do jamky mikrotitracni desticky se napipetuje 150 pl
pufru o pH 6,8, 50 ul pfipraveného zasobniho roztoku zeleznatych iontd (250 uM) a
50 ul zasobniho roztoku ferozinu (5 mM). Po napipetovani se neprodlené méfi
absorbance pfi vlnové délce 562 nm. Pokud se hodnoty absorbance pohybuji okolo
hodnoty 1,0, roztok vyhovuje zkousce a Ize ho pouzit k dal§imu méteni.

Zkouska pro zelezité ionty

Pro dikaz spravnosti pfipravy zasobniho roztoku zelezitych iontd je nutno
provést kontrolu obsahu Fe**. Do jamky mikrotitratni desti¢ky se napipetuje 150 pl
pufru o pH 4,5, 50 pl ptipraveného zasobniho roztoku zelezitych iontt (250 uM), 50 pl
zasobniho roztoku hydroxylaminu (10 mM) a 50 ul zasobniho roztoku ferozinu (5 mM).
Po napipetovani se neprodlené méfi absorbance pfi vlnové délce 562 nm. Pokud se
hodnoty absorbance pohybuji okolo hodnoty 1,0, roztok vyhovuje zkouSce a Ize ho

pouzit pro dal$i méteni.

4.2.3 Kalibrace zeleznatych iontl

Pro interpretaci vysledkii je nutné vytvofit kalibra¢ni kiivku zavislosti
absorbance na koncentraci Zeleznatych iontl. Za zasobniho roztoku pro zeleznaté ionty
byly pfipraveny roztoky o koncentracich: 50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM a 250 puM.
Soucasné se vytvorila kontrolni fada bez obsahu Fe?*, misto zasobniho roztoku

Zeleznatych iontd bylo napipetovano rozpoustédlo. Do jamek mikrotitra¢ni desticky se
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napipetuje 150 pl pufru o pH 6,8, 50 ul roztoku zeleznatych iontu o dané koncentraci a
50 ul zasobniho roztoku ferozinu (5 mM). Pro kontrolu spravnosti méfeni se vytvori
jamky se slepymi vzorky, ty obsahuji vSechny vySe uvedené slozky az na ferozinu,
misto kterého se pouzije destilovana voda. Po napipetovani se okamzit¢ méfi
absorbance pii vlnové délce 562 nm. Z naméfenych hodnot se sestavi graf zavislosti

absorbance na koncentraci zeleznatych iontt.

4.2.4 Chelatace Zeleznatych iontil

SpufryopH45,55,6.,8
1) Mc¢feni probihalo dle zobrazeného schématu (Obr. 19), kde pro kazdou

koncentraci testované latky byly pouzity étyfi jamky, ze kterych vzdy
dvé byly testovaci, obsahovaly zdsobni roztok ferozinu a dvé slepé, kde
byla napipetovana misto ferozinu destilovand voda. Pro kontrolu méteni
byly pouzity jamky bez obsahu cheldtoru, misto které¢ho bylo pipetovano
rozpoustédlo (DMSO).

Koncentrace testované 25 mM 10 mM 1mM 0mM

Ferozin

Ferozin

Slepé vzorky

Slepé vzorky

Testovaci jamky s chelatorem

Kontrolni jamky s rozpoustédlem

>< Jamka s ferozinem

Jamka s destilovanou vodou
Obr. 19: Schéma rozloZeni na mikrotitracni desti¢ce

2) Do vsech jamek se napipetuje 150 pl daného pufru.

3) Do testovacich jamek se napipetuje 50 pl roztoku testovanych latek
danych koncentraci (25 mM, 10 mM, 1 mM a 0 mM). Do kontrolnich
jamek se napipetuje 50 ul rozpoustédla (DMSO).
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4)

5)
6)

7)
8)

Nasledné se napipetuje 50 pl zdsobniho roztoku Zeleznatych ionth
(250 uM) do vsech jamek.

Mikrotitrac¢ni desticka se necha dvé minuty tiepat na tiepacce.

V dalsim kroku se ptida do testovacich jamek 50 ul zasobniho roztoku
ferozinu a do slepych jamek 50 ul destilované vody.

Neprodlené se méii absorbance pti vinové délce 562 nm.

Absorbance se méti znovu po péti minutich od napipetovani ferozinu.

Start druhého méfeni za 4 min 30 s.

S pufremopH 7,5

1)

2)
3)

4)

5)

6)
7)

8)
9)

Meéfieni probihalo dle zobrazeného schématu (Obr. 19), kde pro kazdou
koncentraci testované latky byly pouzity étyfi jamky, ze kterych vzdy
dvé byly testovaci, obsahovaly zdsobni roztok ferozinu a dvé slepé, kde
byla napipetovana misto ferozinu destilovand voda. Pro kontrolu méteni
byly pouzity jamky bez obsahu chelatoru, misto kterého bylo pipetovano
rozpoustédlo (DMSO).

Do vsech jamek se napipetuje 150 ul pufruo pH 7,5

Do testovacich jamek se napipetuje 50 pl roztoku testovanych latek
danych koncentraci (25 mM, 10 mM, 1 mM a 0 mM). Do kontrolnich
jamek se napipetuje 50 ul rozpoustédla (DMSO).

Napipetuje se 50 pl hydroxylaminu (10 mM) do vSech jamek.

Nasledn¢ se napipetuje 50 pl zasobniho roztoku Zzeleznatych iontl
(250 uM) do vsech jamek.

Mikrotitracni desticka se necha dvé minuty tfepat na tiepacce.

V dal$im kroku se ptida do testovacich jamek 50 pl zasobniho roztoku
ferozinu a do slepych jamek 50 pl destilované vody.

Neprodlené se méfi absorbance pti vinové délce 562 nm.

Absorbance se méfi znovu po péti minutach od napipetovani ferozinu.

Start druhého méfeni za 4 min 30 s.

425 Chelatace Fe?*®** jontu

S pufremo pH 4,5

1)

Pro kazdou koncentraci testované latky byly pouzity Ctyfi jamky, ze

kterych vzdy dvé byly testovaci, obsahovaly z4sobni roztok ferozinu a
33



2)

3)

4)

5)
6)

7)
8)

9)

dve slepé, kde byla napipetovana misto ferozinu destilovana voda. Pro
kontrolu méteni byly pouzity jamky bez obsahu cheldtoru, misto kterého
bylo pipetovano rozpoustédlo (DMSO).

Do vsech jamek se napipetuje 150 pl pufru o pH 4,5

Do testovacich jamek se napipetuje 50 ul roztoku testovanych latek
danych koncentraci (10 mM, 1 mM a 0,1 mM). Do kontrolnich jamek se
napipetuje 50 ul rozpoustédla (DMSO).

Ze zéasobniho roztoku zelezitych iontli (5 mM) se natedi Cerstvy roztok
0 koncentraci 250 uM, kterého se napipetuje do vSech jamek 50 pl.
Mikrotitracni destiCka se necha dvé minuty tfepat na tfepacce.

Nasledné se napipetuje 50 pl zasobniho roztoku hydroxylaminu (10 mM)
do vSech jamek.

V dal§im kroku se piida do testovacich jamek 50 ul zasobniho roztoku
ferozinu a do slepych jamek 50 ul destilované vody.

Neprodlené se méii absorbance pii vinové délce 562 nm.

10) Absorbance se méfi znovu po péti minutach od napipetovani ferozinu.

Start druhého méfeni za 4 min 30 s.

4.2.6 Redukce Zelezitych iontd

Spufry45,55,68a75

1)

2)

3)

Pro kaZdou koncentraci testované latky byly pouzity ctyfi jamky, ze
kterych vzdy dvé byly testovaci, obsahovaly zdsobni roztok ferozinu a
dvée slepé, kde byla napipetovana misto ferozinu destilovana voda. Dale
byly pouzity jamky bez obsahu chelatoru, misto kterého bylo pipetovano
rozpoustédlo (DMSO). Jako kontrolni jamky jsou pouzity jamky
S hydroxylaminem misto testované latky.

Do vsSech jamek se napipetuje 150 pul dané¢ho pufru do testovacich jamek
a 150 pl pufru o pH 4,5 do kontrolnich jamek.

Napipetuje se 50 ul roztokti testovanych latek o dané koncentraci
(25 mM, 2,5 mM, 0,25 mM, 0,025 mM a 0 mM) do testovacich jamek,
kde se u koncentrace 0 mM pipetuje rozpoustédlo. Do kontrolnich jamek

se napipetuje 50 ul zasobniho roztoku hydroxylaminu.
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4)

5)
6)

7)
8)

Ze zéasobniho roztoku zelezitych iontl (5 mM) se natedi Cerstvy roztok
0 koncentraci 250 uM, kterého se napipetuje do vSech jamek 50 pl.
Mikrotitrac¢ni desticka se necha dvé minuty tiepat na tiepacce.

V dal$im kroku se ptida do testovacich jamek 50 ul zasobniho roztoku
ferozinu a do slepych jamek 50 ul destilované vody.

Neprodlené se méii absorbance pii vinové délce 562 nm.

Absorbance se méfi znovu po péti minutach od napipetovani ferozinu.

Start druhého méfeni za 4 min 30 s.
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5 Vysledky

5.1 Kalibrac¢ni kiivka zeleznatych iontl

Jedna se o graf zavislosti absorbance na koncentraci zeleznatych ionti (Obr. 20).

Byla zmétena absorbance u koncentraci 0 uM, 15 uM, 30 uM, 50 uM, 100 uM a

150 uM. Hodnoty jsou zaznamenany v Tabulce 1. Z naméfenych hodnot je patrné, Ze se

jedné o linearni zavislost.

c(Fe2*)/umol.I™ 0 15 30 50 100 150
0 0,14 0,27 0,48 1,01 1,36
Absorbance (A) 0 0,14 0,28 0,48 0,92 1,31
562 nm 0 0,14 0,28 0,48 0,94 1,30
0 0,13 0,27 0,48 0,88 1,22

Absorbance 0 0,1375 0,275 0,48 0,9375 | 1,2975

Tabulka 1: Naméiené hodnoty absorbance riiznych koncentraci Zeleznatych ionti

absorbance (A) 562 nm

kalibraéni k¥ivka - Fe?*

1.5+
1.0+
0.5+
R2=0,9929
0.0 T T T 1
0 50 100 150 200

c(Fe?*) lumol.I™Y/

Obr. 20: Kalibraéni kiivka Zeleznatych iontii
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5.2 Chelatacni uc¢innost testovanych latek

Mezi zkoumanymi latkami vykazovaly chelata¢ni aktivitu pouze kyselina
2,4 — dihydroxybenzoova, kyselina 4 —methoxysalicylovd a  kyselina 3,4 —
dihydroxybenzoova, ostatni latky schopnost chelatovat ionty zeleza nevykézaly.
Z naméfenych hodnot u latek schopnych chelatovat ionty zeleza byly sestaveny grafy
(Obr. 21 —23). Chelatacni aktivita byla porovnavana s aktivitou deferoxaminu jako
referen¢ni latkou (Obr. 24).

n+
-
(=}
o
1

o -+ Fe®* (pH 4.5)
o Fe?" (pH 5.5)
3 ~~ Fe’* (pH 6.8)
S —— Fe?* (pH 7.5)
2 50- = Fe?3* (pH 4.5)
[

K =

(&]

2

1:100 1:10 1:1 10:1 100:1
pomér kyselina 2,4-dihydroxybenzoova:Fe"*

Obr. 21: Zelezo-Chelataéni aktivita kyseliny 2,4 — dihydroxybenzoové

£ 100- - Fe?* (pH 4.5)
e Fe?" (pH 5.5)
% ~~ Fe?* (pH 6.8)
= ~~ Fe?* (pH 7.5)
> +
S 50- = Fe?®* (pH 4.5)
©
o
e o
(&)
2
+
0 . =

1:100 1:10 1:1 _10:1 100:1
pomér kyselina 4-methoxysalicylova:Fe""

Obr. 22: Zelezo-Chelatacni aktivita kyseliny 4 — methoxysalicylové
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Fe?** (pH 4.5)

+ 1004

Q

LL

° ~+ Fe?* (pH 4.5)
i

3 “# Fe?* (pH 5.5)
© - 2+

3 sod Fe2+ (pH 6.8)
© ~~ Fe®* (pH 7.5)
g -

(&)
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1:100 1:10 1:1 10:1 100:1
pomér kyselina 3,4-dihydroxybenzoova:Fe"*

Obr. 23: Zelezo-chelataéni aktivita kyseliny 3,4 — dihydroxybenzoové

100-
=
e -+ Fe?* (pH 4.5)
% = Fe®* (pH 5.5)
§ 0. —~ Fe?" (pH 6.8)
3 —— Fe?* (pH 7.4)
©
e = Fe”® (pH 4.5)
(&]
2

0-

1:100 1:10 1:1 10:1 100:1
pomér DEF:Fe"*

Obr. 24: Zelezo-Chelatacni aktivita deferoxaminu
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5.3 Reduk¢ni ucinnost testovanych latek

U testovanych latek byly stanoveny i jejich redukéni ucinky. Ze vSech téchto

latek méla schopnost redukovat Zelezité ionty pouze kyselina 3,4 — dihydroxybenzoova.

Z namé&ienych hodnot byl sestaven graf (Obr. 24).

+
“o
100+
Lg © pH4.50min
S - pH4.55 min
% 80+ pH 5.5 0 min
3 pH 5.5 5 min
-§ 60- pH 6.8 0 min
o © pH6.85 min
4
52 401
20+ ‘ﬁ ¢
o
0. o 8%
" R0 Q51 99% o
rozpoustédio 1:100 1:10 1:1 10:1 100 :1

pomér kyselina 3,4-dihydroxybenzoova: Fe*

Obr. 25: Redukéni aktivita kyseliny 3,4 — dihydroxybenzoové
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6 Diskuze

Flavonoidy jsou Siroce rozSifené piirodni latky, které jsou obsazeny v mnoha
rostlinach, poptipad¢ jejich plodech. Z potravy je jich do organismu pfijimano znacné
mnozstvi. Z tohoto ditvodu jsou podrobné zkoumdny jejich Gc€inky na lidské zdravi,
mezi kterymi nalezneme 1 vyzkum jejich chelatacni aktivity. Flavonoidy ale
v organismu podléhaji metabolismu a jsou rozkladany na jednoduché polyfenolické
slouceniny, jejichz G¢inky jsou zatim prozkoumany v mensi mife. Cilem této prace bylo
stanovit schopnost testovanych latek chelatovat zelezité a Zeleznaté ionty, porovnat tuto
schopnost s klinicky pouzivanym chelatorem deferoxaminem a odvodit vztah struktury
na chelata¢ni aktivitu. Klinicky pouZzivany deferoxamin je ucinny, ale vzhledem
k nezadoucim ucinkiim, nizké compliance pacienti a finan¢ni narocnosti 1écby se
hledaji nové alternativy. Dale byly testovany i redukéni G¢inky testovanych latek.

Chelatacni 1 redukcéni aktivita testovanych latek byla stanovena metodou
mikrotitrace, detekce byla provedena spektrofotometricky. Indikatorem pouzitym v této
praci byl ferozin, ten tvoii komplexy s zeleznatymi ionty, které vykazuji maximalni
absorpci pifi 562 nm. Pfi této vinové délce bylo méfeno mnozstvi vzniklych komplext
s ionty Zeleza, které nebyly vazany testovanymi latkami. Linedrni zavislost absorbance
na mnozstvi chelatovanych F ?* jonti byla ovéfena naméfenim kalibraéni kiivky (Obr.
20) s vysokou hodnotou spolehlivosti (R?=0,9929). Pouzity indikator ferozin vytvari
komplexy pouze s Fe** ionty, proto bylo pii testovani u pH 7,5 (riziko oxidace Fe’") a
redukce pouzito redukéni Cinidlo hydroxylamin. Méteni probihalo bezprostiedné po
pfidani ferozinu a poté znovu po péti minutich, kvili moznému uvolnéni Zeleza
Z nestabilnich komplexi.

Ze vsech testovanych latek projevily schopnost chelatovat Zelezo pouze tfi a to:
kyselina 2,4 — dihydroxybenzoova, kyselina 4 —methoxysalicylova a kyselina
3,4 — dihydroxybenzoova. VSechny tfi zminéné latky vykazovaly vyS$$i schopnost
chelatovat ionty zeleza pfti vyssich hodnotach pH, kyselina 2,4 — dihydroxybenzoova pti
pH 6,8 a zbylé dv¢ latky pti pH 7,5 (Obr. 21-23). K této skute¢nosti dochazi patrné
proto, ze pii vysSim pH dochézi ke snadnéjSimu sdileni volného elektronového paru
Z hydroxylové skupiny a zelezo je tak snadnéji vazano do komplext s chelatorem.

Chelatacni aktivitu hodnotime ze dvou hledisek, prvnim hlediskem je mnoZzstvi

chelatovanych iontl Zeleza v procentech a druhym hlediskem je pomér testované latky
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k iontm zeleza. Tento pomér ndm znaci, kolik molekul cheldtoru je nutné pro navazani
jedné molekuly zeleza. Z testovanych latek, které prokazaly chelatani aktivitu,
projevila nejvy3si schopnost vézat ionty Fe** kyselina 3,4 — dihydroxybenzoova, ktera
byla schopna chelatovat téméf 100 % zeleza v poméru 1:1 pii pH 7,5 (Obr. 23). Zbylé
dv¢ latky neprokazaly tak vysokou chelata¢ni aktivitu. Kyselina 4 — methoxysalicylova
navazala 25% iontd Fe** vpoméru 100:1 pii pH7,5 (Obr. 22). Kyselina
2,4 — dihydroxybenzoova nejlépe chelatovala pii pH 6,8 a pii poméru 100:1 navazala
ménd neZ 25 % iontd Fe** (Obr. 21). V porovnani s chelataéni aktivitou deferoxaminu
(Obr. 24) se jeho ucinkim nejvice piiblizila kyselina 3,4 — dihydroxybenzoova. Zbylé
dv¢ latky se deferoxaminu nevyrovnaly ani jednim parametrem.

Testovana také byla schopnost chelatovat ionty zelezité a to pii pH 4,5. Zde byla
chelatatni  aktivita u testovanych latek mnohem niz$i. U  kyseliny
3,4 — dihydroxybenzoové a kyseliny 4 — methoxysalicylové byla zaznamenana obdobna

2/3+

schopnost vazat ionty Fe?*". Obs latky navazaly ptiblizné 75 % ionth Fe™™ v poméru

100:1 (Obr. 22,23). Co se tyce kyseliny 2,4 — dihydroxybenzoové byla naméfena velice
nizka chelata¢ni aktivita, latka byla schopna navazat pouze méné nez 25 % iontt Fe?*
a to v poméru 100:1 (Obr. 21). DFO véze 100 % iontd Fe?** a to v poméru 1:1 (Obr.
24). Z4dna z testovanych latek tedy nevykazala obdobnou téinnost.

Z namétenych hodnot I1ze odvodit zavislost chelatacni aktivity na struktufe latky.
Vsechny testované latky ve své struktufe obsahovaly Sestiuhlikat¢ aromatické jadro.
Latky, které nemély aromatické jadro substituované hydroxylovou skupinou,
nevykazovaly chelatacni aktivitu, v naSem piipadé¢ kyselina benzoovd a kyselina
benzoylaminooctova. Stejné tomu bylo v pfipad¢ latek, které mély na aromatickém
jadie vazanu pouze jednu hydroxylovou skupinu, ztestovanych latek se jedna
o kyselinu 3 — hydroxybenzoovou a kyselinu 4 —hydroxybenzoovou. Chelataéni
aktivitu prokdzaly latky substituované dvéma hydroxylovymi skupinami na
aromatickém jadre. Kyselina 3,4 — dihydroxybenzoova prokazala vyssi schopnost vazat
ionty zeleza neZ kyselina 2,4 — dihydroxybenzoova, tuto skute¢nost piisuzuji faktu, ze
jsou hydroxylové skupiny umistény blize k sobé nez v pfipadé kyseliny 2,4 —
dihydroxybenzoové. Chelatacni aktivitu také projevila kyselina 4 — methoxysalicylova,
kde methoxylova skupina je stejné jako hydroxylova skupina schopna poskytnout
elektronovy par. Methoxylova skupina je siln€jSim donorem nez hydroxylova skupina, a

proto se schopnost chelatace projevi jiz pfi monosubstituci methoxylovou skupinou.
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Vyse uvedené zavislosti aktivity na struktuie se shoduji s dfive publikovanymi vysledky
u flavonoidu, ze kterych nase testované latky vznikaji [33].

Me¢fteni redukéni aktivity probihalo bezprostfedné po pfidani ferozinu a poté po
péti minutach. Z testovanych latek projevila redukéni ucinky pouze kyselina
3,4 — dihydroxybenzoova. Redukce probihala pouze pii nizkém pH (4,5 a 5.5).
Mnozstvi redukovanych ionti Zeleza bylo vétsi vzdy pfi méfeni po péti minutach,
protoze jsou zelezité ionty nestabilni z divodu jejich redukce svétlem. K nejvyssi
redukéni aktivité pii méfeni bezprostiedné po piidani ferozinu doslo pii pH 4,5, kdy
bylo redukovano 20 % Fe** v poméru 1:1. Pfi méfeni 5 minut po piidani ferozinu doslo
k nejvyssi redukéni aktivité taktéz pii pH 4,5, redukovano bylo 45 % Fe**v poméru 1:1.
Vyssi schopnost redukovat se jeSté projevila po péti minutach pti pH 5,5, kdy bylo
redukovano 40 % Fe** v poméru 50:1 (Obr. 24).

Obecné lze prohlésit, Ze nejucinnéjsi chelator z testovanych latek je kyselina
3,4 — dihydroxybenzoova, jejiz vysledky jsou podobné vysledkim DFO. Ve struktufe
jsou pro schopnost chelatace dulezité substituenty s volnymi elektronovymi pary jako je
hydroxylova nebo methoxylova skupina vazané na aromatickém jadie. Vzhledem
k malému souboru testovanych latek je obtizné definovat vztah mezi strukturou a
ucinkem piesné. Pii pH 7,5, kdy kyselina 3,4 — dihydroxybenzoova prokazala nejvyssi
chelata¢ni aktivitu, se nezddouci redukéni aktivity obavat nemusime. Schopnost
redukovat Fe** jonty byla zjisténa pii nizsich pH a pohybovala se okolo 20 %.

Pro detailng&j$i porovnani vztahu struktury a ucinku by bylo potfeba testovani
vétsiho souboru latek, zaroven nejsou v soucasné dobé k dispozici zadna data vhodna
Kk porovnani s nasimi vysledky. Je v§ak mozné porovnat chelata¢ni aktivitu testovanych
latek s flavonoidy, ze kterych tyto latky vznikaji. Na ptiklad z publikovanych praci
vyplyva, ze katechiny chelatuji pfiblizné 50 % ionti zeleza v poméru 2:1, nejsou tedy
prili§ silnymi chelatory. Jejich metabolismem vznika kyselina 4 —hydroxybenzoova,
ktera nevykazala chelata¢ni aktivitu. Naopak kyselina 3,4 — dihydroxybenzoova, ktera
je Vv neutralnim prostifedi svou chelataéni aktivitou srovnatelna s deferoxaminem, je
hlavnim metabolitem flavonoidu kvercetinu. Dle vysledki z publikovanych praci bylo
zjisténo, Ze kvercetin je v neutralnim prostiedi taktéz chelatacni aktivitou srovnatelny
s deferoxaminem [33]. Ztéchto vysledkd vyplyva, ze metabolismem chelata¢né
aktivnich flavonoidl, vznikaji metabolity schopné chelatovat ionty Zeleza a naopak

metabolismem neaktivnich flavonoidi vznikaji latky taktéz neaktivni.
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7 Zavér

Tato diplomova prace se =zabyvala studiem Zelezo — chelataéni aktivity
metaboliti flavonoidd, jedna se o malé polyfenolické latky. Pro tuto praci byly vybrany
derivaty kyseliny benzoové: kyselina benzoovd, kyselina 3 —hydroxybenzoova,
kyselina 4 —hydroxybenzoova, kyselina 2,4 — dihydroxybenzoova,  kyselina
4 — methoxysalicylova, kyselina 3,4 — dihydroxybenzoova a kyselina
benzoylaminooctova. Z téchto latek vykazovaly chelata¢ni aktivitu pouze kyselina
2,4 — dihydroxybenzoova, kyselina 4 — methoxysalicylova a kyselina
3,4 — dihydroxybenzoova. Veskeré vysledky byly porovnany s klinicky pouzivanym
chelatorem deferoxaminem jako standardem. NejucinnéjSim chelatorem byla kyselina
3,4 — dihydroxybenzoova, ktera meéla chelatacni aktivitu blizici se hodnotdm
deferoxaminu. U zbylych dvou latek byla schopnost chelatovat ionty Zeleza v porovnani
s deferoxaminem nizka. Chelatacni aktivita byla métfena pii riznych pH prostiedi, tato
aktivita se zvySovala se zvySujicim se pH, nejoptimalnéjsi prostiedi proto bylo pH 7,5.

Z namétenych hodnot jsme se pokusili vyvodit vztah mezi strukturou a ¢inkem.
Nezbytné pro chelatacni aktivitu se zdd byt aromatické jadro substituované skupinami
s volnymi elektronovymi pary. Idedlni se jevi substituce dvéma hydroxylovymi
skupinami na sousednich uhlicich aromatického jadra. Substituce pouze jednou
hydroxylovou skupinou neni pro u¢inek dostacujici. Chelatacni aktivitu jevi 1 substituce
methoxylovou skupinou.

U testovanych latek jsme zjist'ovali 1 jejich schopnost redukovat zelezité ionty,
z divodu mozného vzniku nezadoucich volnych radikald. Jedinou latkou schopnou
redukce byla kyselina 3,4 — dihydroxybenzoova, ktera byla redukovala 20 % zelezitych

iontli v poméru 1:1 pti pH 4,5. Pfi vy$sim pH k redukci nedochézelo.
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8 Seznam zkratek

DMSO
DMT 1
HCA receptory
HCP

HFE protein
HIV

HO -1
IREs

IRPs
SGLT1
TRF 2

dimethylsulfoxid

divalent metal transporter 1
hydroxyl carboxylic acid receptors
heme carrier protein

human hemochromatosis protein
hemojuvelin

hemoxygenaza 1

iron responsive elements

iron responsive proteins

sodium — glucose linked transporter

transferinovy receptor 2
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Nézev diplomové prace: Zelezo —chelataéni 1&inky metaboliti flavonoidi — malych
polyfenolickych latek (2015/2016)

Zelezo je biogenni prvek nezbytny pro spravnou funkci organismu. Neexistuje
pro n&j specificky vylucovaci proces, proto se i nejmensi naruseni rovnovahy projevi
jeho nedostatkem, nebo nadbytkem v organismu. Nadbytek Zeleza vede ke vzniku
hemochromatozy, jejiz terapie je zalozena na pouziti Zelezo — chelatacnich latek.
V soucasné dobé¢ existuji tii klinicky pouzivané chelatory: deferoxamin, deferasirox a
deferipron. Tyto latky vSak nejsou pro terapii optimalni (nezadouci ucinky, nevhodna
1¢kova forma). Z tohoto diivodu je vytvoten prostor pro hledani novych 1éciv.

Flavonoidy jsou ptirodni latky majici pozitivni vliv na lidsky organismus. Mezi
nejvice probadané ucinky patii antioxida¢ni a zelezo — chelatac¢ni aktivita. Flavonoidy
se vSak v organismu rozkladaji. Nasnadé je tedy otazka, zda jsou i metabolity
flavonoidi schopny chelatovat ionty Zeleza. Pro na$i praci byly vybrany latky ze
skupiny derivati kyseliny benzoové: kyselina benzoova, kyselina 3 — hydroxybenzoova,
kyselina 4 —hydroxybenzoova, kyselina 2,4 — dihydroxybenzoova,  kyselina
4 — methoxysalicylova, kyselina 3,4 — dihydroxybenzoova a kyselina hippurova.
Chelata¢ni aktivita byla méfena spektrofotometricky, jako indikator byl pouZit ferozin.
Vysledky byly porovnany s deferoxaminem jako standardem. Mg&feni probihalo pfi
raznych pH (4,5, 5,5, 6,8 a 7,5).

Nejvyssi chelataéni aktivitu vykazovala kyselina 3,4 — dihydroxybenzoova pii
pH 7.,5. Vysledné hodnoty byly srovnatelné s deferoxaminem. Z vysledkt byl odvozen
vztah mezi strukturou a uginkem. Uinné byly latky s aromatickym jadrem
substituovanym dvéma hydroxylovymi skupinami (nejlépe na sousednich uhlicich)
nebo methoxylovou skupinou. Z téchto poznatkli vyvozujeme, ze je nezbytné, aby
substituenty mély volné elektrony, které¢ nasledné mohou sdilet s iony zeleza. Testovana
byla 1 redukéni aktivita zminénych latek z diivodu moZznych nezddoucich ucinki.
Schopnost redukovat Zelezité ionty prokazala pouze kyselina 3,4 — dihydroxybenzoova

a to pii nizkych hodnotach pH, kdy redukovala pouze 20 % iontd.
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Iron is a trace element which is necessary for function of an organism. There is
no specific excretion mechanism for iron, therefore any deflection causes deficiency or
abundance. Iron abundance leads to hemochromatosis. An application of iron chelators
is a treatment of choice for hemochromatosis. There are three clinically used chelators
for treatment of iron overload: deferoxamine, deferasirox and deferiprone. These drugs
are inappropriate for therapy (side effects, dosage form). Therefore there is a place for
serching for new types of medicine for treatment of hemochromatosis.

Flavonoids are natural substances with positive influence on a human organism.
The most investigated effects are antioxidant and chelating activity. As flavonoids are
metabolised in a human body, there is an arising question if flavonoid metabolites are
also able to chelate iron ions. For this work we chose derivates of benzoic acid: benzoic
acid, 3 — hydroxybenzoic acid, 4 — hydroxybenzoic acid, 2,4 — dihydroxybenzoic acid,
4 — methoxysalicylic acid, 3,4 — dihydroxybenzoic acid and hippuric acid. Chelation
activity was measured by spectrophotometry, using ferozine as an indicator. Results
were compared with deferoxamine as standard. Our measurement was carried out in
deifferent pH levels (4,5, 5,5, 6,8, 7,5).

The best chelator of the tested substances was 3,4 — dihydroxybenzoic acid in
pH 7,5. The results were compared to the values of deferoxamine. The structure
influence on iron chelating activity was deduced from our results. The ability to chelate
iron ions was shown up by the substances with aromatic ring having two hydroxyl
groups or one methoxyl group. The highest chelating activity was observed on the
substance having two hydroxyl groups bonded to the neighbouring carbons in an
aromatic ring. These findings indicate that it is necessary for a substituent to have free
electrons that can be shared with iron ions. Because of possible side effects the reducing
activity was investigated. The ability to reduce ferric ions was observed only by
3,4 — dihydroxybenzoic acid and it was the highest in medium of low pH (4,5), whereby

it has reduced 20% of ferric ions.



