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Ochorenia srdca patria celosvetovo medzi najCastejSie pri¢iny smrti a invalidity.
Vyznamnu rolu vrozvoji kardiovaskularnych ochoreni zohrava oxidaény stres, ktorého
generatorom a/alebo propagatorom mdézu byt aj i6ny zeleza. Nadmerné mnozstvo tohto kovu
vedie k apoptoze, nekrdze alebo nedavno popisanej regulovanej bune¢nej smrti — ferroptoze.
Tento typ bunecnej smrti sa spdja s kardiomyocytmi, ale objavili sa aj Stidie popisujuce
prepojenie ferroptozy s d’alSimi patologickymi stavmi ako st nddorové ochorenia, ochorenia
nervového systému, ischemicko-reperfuzne poSkodenia, poskodenia obliciek a ochorenia krvi.
Preto je vyskum chelatorov zeleza, schopnych so Zelezom vytvorit’ netoxicky komplex, a tak
zabranit’ bune¢nej smrti, sl'ubny nielen z pohl'adu kardiovaskularnych chorob.

Tato praca je zamerana na in vitro Staidium novych potencionalnych chelatorov zeleza
odvodenych od Struktury salicylaldehydizonikotinoylhydrazénu (SIH). SIH selektivne a pevne
chelatuje 16ny Zeleza vo vnutri buniek a obmenou jeho molekuly sme chceli ziskat’ vyhodnejsie
vlastnosti. Testovali sme spolu 9 novych cheldtorov a porovnali sme ich s vlastnostami
referencnej latky SIH. Experimenty boli vykonavané na jednej z najCastejSie vyuZivanej
bunecnej linii pre vyskum kardiovaskuldrnych ochoreni, na potkanich kardiomyoblastoch
HO9c2. Protektivne vlastnosti latok boli zhodnotené po 24 hodinach, vlastna toxicita latok bola
testovana po 24 a 72 hodinéch inkubacie. Viabilita buniek bola vyhodnocovana pomocou testu
vychytavania neutralnej Cervene. Po analyze protektivnych a toxickych vlastnosti latok, sme
identifikovali niekol’ko cytoprotektivne uc¢innych latok, ale ani jeden znovych skuSanych

derivatov nepreukazal lepSie vlastnosti v porovnani so SIH.
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Heart disease is one of the most common causes of death and disability worldwide.
Oxidative stress, which can also be generated or propagated by iron ions, plays an important
role in the development of cardiovascular diseases. Excessive amounts of this metal lead
to the apoptosis, necrosis, as well as recently described regulated cell death - ferroptosis. This
type of cell death is associated with cardiomyocytes, but studies have also been described
linking ferroptosis to other pathological conditions, such as cancer, nervous system disease,
ischemia-reperfusion injury, kidney damage and blood disease. Therefore, research on iron
chelators capable of forming a non-toxic complex with iron and thus preventing cell death is
promising not only from the point of view of cardiovascular diseases.

This work is focused on the in vitro study of new potential iron chelators derived
from the structure of salicylaldehyde isonicotinoyl hydrazone (SIH). SIH selectively and firmly
chelates iron ions inside cells and by changing its molecule we wanted to obtain more
advantageous properties. We tested a total of 9 new chelators and compared them
with the properties of the reference substance SIH. The experiments were performed
on the most frequently used cell line for the study of cardiovascular diseases, on rat H9c2
cardiomyoblasts. The protective properties of the substances were evaluated after 24 hours,
the intrinsic toxicity of the substances was tested after 24 and 72 hours of incubation. Cell
viability was assessed using a neutral red uptake assay. After analysis of the protective and toxic
properties of the substances, we have identified several cytoprotective agents, however, none

of the new tested derivatives showed better properties compared to SIH.
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1 Uvod

Tato diplomova praca nadvizuje na dlhoro¢ny vyskum cheladtorov Zzeleza a ich
kardioprotektivnych uc¢inkov prebiehajuci na Katedre biochemickych vied Farmaceutickej
fakulty UK v Hradci Kralové. Chelator SIH v predchadzajucich in vitro experimentoch
preukéazal vyrazna protekciu proti indukovanému oxidaénému stresu (Siminek et al., 2005).
Avsak jeho nedostatkom je rychla hydrolyza hydrazonovej vézby, kratky biologicky polcas
a toxicita sposobena depléciou Zeleza. Pre zlepSenie tychto parametrov boli navrhnuté
a testované nové chelatory a prochelatory odvodené od Struktary SIH (Jansova et al., 2014;
Jansova et al.,, 2018; Potuckova et al.,, 2014). Srovnakou viziou ziskania derivatu
s vyhodnejS$imi vlastnost’ami sme sa v predlozenej praci venovali testovaniu novych analogov

SIH.



2 Teoreticka ¢ast’
2.1 Zelezo

Zelezo patri medzi najviac zastapené prvky na povrchu Zeme. Spada do skupiny
prechodnych kovov. Pri oxidac¢no-redukénych reakciach, nevyhnutnych pre zakladné
biologické procesy, l'ahko prijima i dava elektrony. Zelezo zohrava déleZita ulohu v takmer
vSetkych zivych organizmoch (Dev & Babitt, 2017). Jeho nadmerné mnozstvo je vsak
cytotoxické a moze viest' k roznym ochoreniam (Nakamura et al., 2019). V 'udskom tele je
stcast’'ou Struktlry proteinov ako zloZzka hému, Fe-S klastrov a d’alSich funkénych skupin (Dev

& Babitt, 2017).
2.1.1 Hemoproteiny

Prostetickou skupinou hemoproteinov je hém, vznikajlci spojenim Zeleza
s protoporfyrinom IX enzymom ferrochelatdza. Termin hém sa pouZziva pre protoporfyrin X
so zeleznatymi iénmi (Fe?*). Zelezo je enzgymom hemooxygenaza oxidované na Zelezita formu
hemin. V §truktare hému ma atom Zeleza (Fe*) 6 koordinaénych viizieb, 4 v rovine s spojené
s dusikmi pyrrolov porfyrinového makrocyklu, zvy$né dva sa nachadzaji jeden nad a druhy
pod rovinou porfyrinového kruhu. Jedna z tychto vézieb je koordinovana na histidinovy zvySok
globinového retazca, druhd zvycajne vo vizbe na kyslik (Phillips, 2019; Murray et al., 1998).

Hém plni funkciu vel'kého poctu proteinov ako O» prenasa¢ (hemoglobin), O, zésoba
(myoglobin), elektréonovy prenasa¢ (cytochrom ¢ dychacieho retazca) a aktivator
molekulového O (cytochromy Paso, katalazy, peroxidazy). Najvacsia denna produkcia hému je
v kostnej dreni pri tvorbe ¢ervenych krviniek. Hém syntetizovany v peceni je v najvacsej miere
zaCleneny do Struktiry cytochromov Psso, enzymov zodpovednych za metabolizaciu Sirokej
palety chemickych latok, zahriiujucich endogénne steroidy, vitaminy, mastné kyseliny a lieCiva

(Phillips, 2019; Shimizu et al., 2019).
2.1.2 Fe-S proteiny

Fe-S proteiny vo svojej Struktire obsahuji atomy Zeleza a siry, ktoré vytvaraju klastry,
najmé vo formach [2Fe-2S] a [4Fe-4S], kedy su spojené s proteinovym retazcom najcastejSie
cez siru aminokyseliny cysteinu. V prirode vystupuju ako jedny z najrozsirenejSich
a najuniverzalnejSich kofaktorov. Zucastiiuju sa rozli€nych biochemickych procesoch, kde

plnia Glohu elektrénového transportéra, viazu a aktivuju substraty, tvoria zasobu Fe/S, plnia



Strukturalnu funkciu, vyznamne sa podiel’aju pri regulécii a expresii génov a enzymovej aktivite

(Johnson et al., 2005).

2.1.3  DalSie proteiny obsahujtce Zelezo

Jedna sa o skupinu proteinov, ktoré¢ maju Siroké spektrum funkcii, ako je napriklad
degradacia aromatickych molekul, oxidacia mastnych kyselin, posttranslacnd uprava
aminokyselin, syntéza DNA, RNA, reguldcia transkripcie a translacie, tiez transport
a skladovanie Zeleza. NajdoleZzitejsi protein s transportnou tlohou je transferin a skladovacou

feritin (Crichton et al., 2001).

2.2 Metabolizmus Zeleza

Ako bolo uvedené vyssie, Zelezo je esencialny prvok roznych metabolickych procesov.
Na rozdiel od dalSich minerdlov je jeho hladina v l'udskom tele kontrolovand len
prostrednictvom absorpcie. Exkrécia zeleza je neregulovany proces. U dospelého muza
a nemenstruujucej zeny ddjde za fyziologickych podmienok denne k strate priblizne 1 mg
zeleza. Z toho 50 - 60 % exkréciou cez traviaci trakt vylu€ovanim zl¢e a buniek mukdézy, d’alej
potenim, vypaddvanim vlasov, deskvamaciou koze a rychlym obratom a stratou erytrocytov.
V l'udskom tele sa Zelezo vyskytuje v najviacSej miere v erytrocytoch ako stcast hému
hemoglobinu (priblizne 2 g Zeleza umuza a 1,5 g u zeny), v mensej miere je sucastou
zasobnych proteinov (feritin a hemosiderin 0,8 — 1,0 g) a v svalovych bunkéch ako myoglobin
(0,3 g). Celkové mnozstvo zeleza v tele dospelého Cloveka tvori 4,0 — 4,5 g. Tieto hodnoty
mozZu byt nizsie u zien z dovodu straty krvi pri menzes, kedy sa priemerny rozsah straty zeleza
pohybuje v hodnotéach 1,4 - 3,2 mg zeleza za denn (Ems & Huecker, 2019; Masopus & Prusa,
1999; Wills et al., 1997).

2.2.1 Absorpcia Zeleza

Zdrojom zeleza pre 'udsky organizmus je potrava, kde sa vyskytuje bud’ ako hémové
alebo nehémové, zvyCajne vo vidzbe na proteiny, v pripade nehémového zZeleza aj
na polysacharidy. Hoci sa strata Zeleza pohybuje v rozmedzi 1 - 3,2 mg na deii, odporucané
davky pre prijem st 10-krat vyssie, pretoZe iba 10 % a menej je z potravy absorbovanych (Wills
et al., 1997). Najlepsie sa utilizuje Zelezo z hemoglobinu, teda z mésa a pecene, horSie
zo zeleniny. V pritomnosti fosfatov a fytinu vytvara nerozpustné komplexy a vyuZitie Zeleza sa
eSte zhorSuje. Na druhej strane kyselina askorbova podporuje vstrebavanie, neplati to vSak

pre zelezo vo forme hému. MnoZstvo absorbovaného Zeleza zavisi najmi od potrieb organizmu.
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Pri deplécii zasob zeleza a zvysenej erytropoéze sa absorpcia zvysSuje, naopak pri dostatocnych
zasobach a zniZenej erytropoéze sa spomaluje (Hotejsi et al., 1979).

Zelezo je resorbované v hornej Gasti tenkého &reva vo forme Zeleznatych iénov. Pre jeho
zachytenie z potravy a transport z ¢revnej sliznice do plazmy sa vyzaduje aktivny transport
(Racek, 2006). Mechanizmus v inicidlnej faze sa vSak v pripade hémového a nehémového
zeleza lisi. Ked’ nastane vo vnutri mukoznych buniek ¢reva uvolnenie Zeleza z jeho hémovej
Struktiry, je pripojené k nehémovej zdsobe a d’alSie metabolické procesy su uz spolo¢né.
Vicsina nehémového zZeleza prijatého v potrave je vo forme ZzZelezitych idnov (Barton
& Edwards, 2000). K vstrebavaniu je potrebna kysla zalido¢na Stava, v ktorej sa proteiny
viazuce Zelezo denaturuju a nasledne sa pdsobenim pepsinu hydrolyzuju. To vedie k uvolneniu
zeleza. Trojmocné Zelezo mé tendenciu pri pH 7 za pritomnosti kyslika precipitovat’. Avsak
zelezité 16ny, uvolnené v kyslom prostredi, sa viazu na mucin Zaludka. V tomto komplexe
zostavaju rozpustné aj pri pH 7 a ako sucast’ natravenej potravy pokracuju do d’alSich Casti
gastrointestinalneho traktu (Wills et al., 1997). Dal§im mechanizmom je aj redukcia Zelezitych
16nov na zZeleznaté a to bud’ duodendlnym cytochrémom (Dcytb) umiestnenym na bunecne;j
membrane (Han, 2011), alebo redukujlicimi c¢inidlami akym je kyselina askorbova
a nasledny vstup zredukovanych Zeleznatych idnov cez transportéry DCT-1. Naproti tomu
u hémového zeleza st dolezité hémové receptory umiestnené na povrchu buniek mukdzy.
Po naviazani na tieto receptory sa pravdepodobne aktivuje vznik endozému a hém
v nezmenenej forme porfirinu rychlo vstupuje do bunky, kde dochadza k uvolnenia zeleza
enzymom hémoxigenaza (Barton & Edwards, 2000). Nakoniec, prechod zeleznatych idonov
cez bazolateralnu membranu z vnutra enterocytu do intersticialneho priestoru, je cez transportér
ferroportin (FPN). Tam dochadza hephaestinom, proteinom ulozenym na bazolaternalnom
povrchu membrany, k ich oxidacii na Zelezité a nasledne sa tieto i6ny viazu na transportny
protein transferin (Han, 2011).

Kontrola absorpcie Zeleza je na niekol’kych urovniach. Ako prvé hraji tlohu proteiny
zo skupiny integrinov ulozené na luminélnej strane bune¢nej membrany enterocytov. Tie silno
viazu zelezo, pravdepodobne prevedené z mucinu a pomahaju transportu Zeleza do cytoplazmy.
V cytoplazme enterocytov sa zelezo viaze na d’alSie proteiny ato na mobilferin, ktory ho
prijima z integrinového systému a feritin (Wills et al., 1997). Feritin hrd centralnu rolu
pri protekcii bunky pred oxidacnym stresom sprostredkovanym Zelezom (Formigari et al.,
2007). Aby Zelezo mohlo byt skladované feritinom, musi byt’ vo forme Zelezitych i6nov, preto
ma tento protein ferroxidazovu aktivitu. Extracelularnym plazmatickym proteinom pre Zelezo

je transferin. Okrem transportnej tlohy pre trojmocné Zelezo informuje tieZ o jeho hladine
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v tele. Na bazolaterdlnej strane enterocytu su receptory pre transferin a naviazanému komplexu
zelezo-transferin umoznuju endocytézou vstup do bunky. Nésledne je zelezo z vezikuly
vo vnutri enterocytu uvolnené a prostrednictvom down-regulacie DCT-1 a saturdciou
mobilferinu ovplyviiuje mnozstvo absorbovaného kovu (Barton & Edwards, 2000). Negativhu
kontrolu ferroportinu vykonava v peceni sa tvoriaci hepcidin, ktorého expresia pri hypoxii klesa

(Bresgen & Eckl, 2015).

Fe3*
' Fe¥*
' Fe-Mucin-Fe Fe¥ Fe¥
| = M- Fe¥ b 3
Fe E > Fe y
\ ~yp Fe¥* M —Fe M- (T )T
Fe askgihat - palt |
T— Felt DCT1-Fe?* . Fe?* &t ' Fe‘“—-*\T'
Hémoglobin/myoglobin Ty > Fe A '
— . fC/ Fe y Fe Fe @
\\ —» hém —» Feritin ~——FPN —p Fa2*
‘-»..‘__i . Fe Fe Fe
globin — - ———
Liumen Creva Enterocyt Bazolateralna membrana

Obrazok 1 Schématické zobrazenie mechanizmu absorbcie Zeleza. Prevzaté a upravené podla

(Barton & Edwards, 2000, Han, 2011).

H — hém; DCTI - divalent cation transporter 1; M — mobilferin; FPN — ferroportin,
Hp — hephaestin; T — transferin

2.3 Zelezo a oxidaény stres

Vntri buniek existuje aj redoxne aktivne Zelezo, ktoré l'ahko cykluje medzi Fe*" a Fe**
formou, oznacované ako labile iron pool (LIP). Zastupuje priblizne 2 % intracelularného Zeleza
a moze viest’ k tvorbe reaktivnych foriem kyslika (ROS) (Petronek et al., 2019). ROS maju
vyznam v mnohych intracelularnych signalnych drahach zameranych na udrZanie vnutornej
homeostazy bunky, reguluji funkciu imunitného systému a ti€astnia sa mnohych pochodov ako
druhy poslovia (Sun et al., 2018). Pri nerovnovahe medzi produkovanymi ROS a vnatornou

antioxida¢nou aktivitou bunky hovorime o oxida¢nom strese (Burton & Jauniaux, 2011).
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Vznik hydroxylového radikalu popisuje Fentonova reakcia:
Fe?"+ H,O,+ H' — Fe**+ HO"+ H,O

Hoci stéle nie je isté ¢i produktom Fentonovej reakcie je HO" alebo FeO?*, predpoklada sa, Ze
pri nizkom pH vznika HO" a pri vy$§om FeO*" (Koppenol & Hider, 2019). Hydroxylovy radikal
je vysoko reaktivny a vo vodnom prostredi s pol¢asom 1 nm in vivo reaguje takmer v mieste
svojho vzniku (Valko et al., 2006). Vo vysledku dochadza k poskodeniu DNA, lipidov
a proteinov a programovanej bunkovej smrti (Martins et al., 2017).

Medzi hlavné druhy ROS d’alej patria superoxidovy anion (O;) aperoxid vodika
(H202). Vo fyziologickych podmienkach ochranu tkaniv pred poSkodenim ROS zabezpecuje
superoxid dismutdza (SOD), glutathion peroxiddza (GPX), kataldza a d’alSie enzymy
s antioxida¢nou aktivitou udrziavanim neutralnej rovnovahy (Sun et al., 2018).

Pri prechyleni rovnovéhy na stranu ROS dochadza k oxidacnému stresu, ktory je
primarnym faktorom vzniku nadorovych ochoreni, o¢nych porich (vekom podmienena
makularna degenerédcia a katarakta) a neurodegenerativnych chordb (ataxia, amyotroficka
laterdlna skler6za, Alzheimerova choroba). Pri r6znych inych ochoreniach sa oxida¢ny stres
vyskytuje sekundarne po prepuknuti primarneho ochorenia, pricom zohrava dolezita ulohu
pri imunitnych alebo vaskularnych komplikéciach. Prikladom méze byt AIDS, septicky Sok,

Parkinsonova choroba alebo renalne zlyhanie (Favier, 2006).
24 Ferroptéza

Ferroptdza je nedavno popisany typ programovanej bunecnej smrti. Vznika v dosledku
oxida¢ného stresu vyvolaného intracelularnym Zzelezom aod ostatnych znamych typov
bunecnej smrti sa 1iSi morfologickymi, biochemickymi a genetickymi znakmi. Je jednym
z kl'icovych faktorov karcinogenézy, neurodegenerativnych ochoreni, cievnej mozgovej
prihody, ischemicko-reperfizneho poSkodenia a hra rolu pri ochoreniach d’al§ich systémov
(obr. 2) (Fang et al., 2019; Kobayashi et al., 2018; Li et al., 2020).

Pri ferroptéze nedochadza k morfologickym zmenam jadra, fragmenticii DNA
a aktivite kaspaz. Prejavuje sa zmenSenymi mitochondriami, zvySenou hustotou ich dvojvrstvej
membrany a stratou mitochondridlnych krist. Bune¢na membrana vSak zostdva neporusena,
jadro je normalnej velkosti, bez kondenzéacie chromatinu. KIicovymi patofyziologickymi
¢rtami ferroptdzy su inaktivacia glutathion peroxidazy 4 (GPX4), oxidécia lipidov Zeleznatymi
i6nmi, akumulacia lipidovych peroxidov, ktoré nie st metabolizované GPX4. Vysledkom je

nadmerné mnozstvo ROS, ktoré podnecuje bunecnil smrt’ (Li et al., 2020).
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Ischemicko-reperfuzne poskodenie srdca je castym problémom po perkutannej
koronarnej intervencii alebo trombolytickej terapii po akutnom infarkte myokardu. Hoci je
obnovenie krvného toku nevyhnutné, proces reperfuzie méze sposobit’ d’alsie poskodenie
tkaniva (Li et al., 2020). Blokéciou ferroptdzy sa moze redukovat’ zavaznost tohto poskodenia
(Fang et al., 2019). Specifickymi inhibitormi ferroptozy st ferrostatin-1, liproxstatin-1,
vitamin E a chelatory Zeleza (Li et al., 2020). Tato praca je zamerana na Studium potencialnych

chelatorov pri kardiovaskularnych ochoreniach s moznym vyuzitim pri d’alSich patologickych

stavoch.
Neurodegenerativie ochorenia
s . Cievna mozgova prihoda
- [t U \ )/\\ gova p
\ Q‘\\(\_ 2
/R poskodenie L@ [‘ it - Traumatické poranenie mozgu
o\ Mozog
Transplantacia R F;
) Dalsie
o Srdce
Hepatocelularny / J—
karciném Karcinom pankreasu
g ie | 4——— Ferroptoza ————> '
IR poskodenie P ( ’ Diabetes mellitus I

Pankreas

Fibroza pecene Peceii /

Akutne poskodenie oblieciek

Karciném zaludka _ I/R poskodenie
Kolorektalny karciném Oblicky Svetlobunkovy karciném obli¢ky

Adrenokortikalny karciném

Pliica — Karcinom plic

Obrazok 2 Schématické znazornenie ochoreni rozlicnych systéemov s vplyvom ferroptozy.

Prevzaté a upravené podla (Li et al., 2020).

I/R — ischemicko-reperfuzne poskodenie

2.5 Poruchy metabolizmu Zeleza

2.5.1 Choroby z nedostatku Fe

Asi tretina svetovej populacie trpi nedostatkom Zeleza. Popri anémii su najzavaznejSimi
prejavmi poskodeny mozgovy vyvoj a kognitivne, behavioralne a psychomotorické poruchy

(Yadav & Chandra, 2011). Nedostatok zeleza sa spaja aj s chronickym srdcovych zlyhdvanim
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(CHSZ), i ked’ mechanizmus nie je uplne objasneny, po intravendznej terapii zelezom doslo

u pacientov s CHSZ k zlepSeniu stavu (Kang et al., 2017).

2.5.2  Choroby z pretazenia Fe

Najcastejsie ochorenia z pretazenia Zelezom su hereditarna hemochromatéza (HH),
kedy v dosledku mutacie génov pre proteiny regulujiice absorbciu Zeleza, dochadza k jeho
zvySenému prijmu, dalej sia to niektoré druhy anémii (talasémia, kongenitalna
dyserythropoeticka anémia, sideroblasticka anémia, myelodysplasticky syndrom), pri ktorych
sa vstrebavanie zeleza zvySuje pre neefektivnu erytropoézu a jeho nadbytok eSte zvyrazni
indikovana transfuzia krvi. Pri tychto ochoreniach mnozZstvo Zeleza prevysi vizobnu kapacitu
transferinu a vysoko reaktivna forma Zeleza neviazaného v komplexe s transferinom je
vychytdvand bunkami srdca, pecene, endokrinnymi Zzl'azami, kde sposobuje oxidacné
poSkodenie a vedie ku kardiomyopatiam, cirhdze, diabetu mellitu a d’alSim ochoreniam
hormonalneho systému (Dev & Babitt, 2017). Zatial' ¢o u HH predstavuje hlavnu lieCebnu
metodu flebotomia a len u niektorych pacientov sa vyuzivaji chelatory Zeleza, pri talasémii je

chelatacna terapia povazovana za nevyhnutnu (Brissot et al., 2018; Aydinok, 2018).

2.6 Chelatory Zeleza

Obecne to st malé molekuly o molekulove; hmotnosti ~100 - 900 Da. Vo svojej
molekule obsahuju donorové atomy kyslika, dusika alebo siry pre vytvorenie koordinacnej
vizby s atbmom Zeleza. Su viac ¢i menej selektivne pre vizbu so zelezom, niektoré mozu viazat’
aj dalsie kovy ako med’, zinok, hor¢ik a vapnik (Buss et al., 2003). Maju rdzny pocet
koordina¢nych vizieb so Zelezom, u hexadentalnych je to Sest’, tridentalnych tri a bidentalnych
dve (Liu et al., 2002).

Chelatory zeleza maji, okrem vyssie spomenutych patologickych stavov, potencionalne
vyuzitie aj u onkologickych pacientov, mechanizmom deplécie Zeleza potrebného na rast
nadoru alebo v dosledku redoxnych portch vytvéraja selektivny oxidacny stres v nddore (Buss
et al., 2003). V pripade liecby antracyklinovymi antibiotikami sa Studuje ich podévanie
pre znizenie kardiotoxického poOsobenia. Tieto cytostatikd formuju s volnym Zelezom
komplexy za vzniku ROS poSkodzujucich peroxidaciou lipidy mitochondridlnych membran.
ZvySend citlivost srdcového tkaniva sa vysvetluje znizenym mnoZstvom enzymom
pre neutralizaciu ROS (SOD, GPX, katalaza) (Cvetkovi¢ & Scott, 2005).

Ich pouzitie je mozné aj v pripadoch ischemicko—-reperfuzneho poskodenia,
neurodegenerativnych ochoreni a zapale, pri ktorych zelezo moéze byt katalyzatorom
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oxida¢ného stresu zodpovedného za poskodenie tkaniv. Dalej sa uvazuje oich w&inkoch
pri liecbe malérie, kde by odstranenie privodu Zeleza pre parazita, mohlo spomalit’ jeho rast.
(Buss et al.,, 2003). Dalamagova et al. (2020) rozvinuli hypotézu imunomodula¢nych,
antioxida¢nych a antivirovych ucinkov chelatorov Zzeleza pri lieCbe nového ochorenia
COVID-19 ajeho komplikacii. Opisuju 6 moznych mechanizmov uc¢inku chelatorov:
1) inhibiciou replikacie virusu; 2) znizenin dostupnosti zZeleza; 3) upreguldciou B buniek;
4) zvysenim titra neutralizujicich antivirovych protilatok; 5) potlacenim endotelialneho zapalu;
6) predchadzanim plucnej fibrézy a poklesu funkcie plic redukciou akumulovaného Zeleza
v plicach. Vychéadzaju z predchédzajtcich experimentov, kde bolo zistené, ze zvySend hladina
zeleza moze podporovat’ priebeh virusovych ochoreni a je spdjand s pl'icnymi ochoreniami,
akutnym respiraénym syndroémom a pl'acnou fibrézou, o st komplikacie virusového ochorenia

COVID-19.

2.6.1 Prirodné chelatory Fe

2.6.1.1 Siderofory

V prirode sa vyskytuji chelatory, zndme ako siderofory, vyluCované¢ mnohymi
baktériami a hubami. Poznadme tri hlavné Strukturne rodiny: katecholaty, hydroxamaty
a karboxylaty. Bolo identifikovanych viac nez 500 druhov rozliénych sideroforov, pricom
niektoré patogény produkuja viacero Struktarne odlisnych typov. Vdaka tejto schopnosti lepSie
reguluju oxidacny stres a st odolnejSie voci imunitnej reakcii hostitela. Viazu Zelezité iony

a v porovnani s transferinom maju k zelezu vyssiu afinitu (Carver, 2017).

2.6.1.1.1 Deferoxamin (Desferrioxamin; DFO)

Koncom 50. rokov 20. storocia bol objaveny metabolit podnej baktérie Streptomyces
pilosus. Patri do skupiny hydroxdmovych kyselin (Codd et al., 2018). Je to hexadentalny
chelator a podava sa parenteralne (Hider & Hoffbrand, 2018). Po pridani mesylatovej soli DFO
Svetovou zdravotnickou organizaciou na zoznam esencidlnych liekov, bol tento chelator
30 rokov jedinou moznou lieCbou pre pacientov so sekundarnym pretazenim zelezom.
V sucasnosti sa pouziva bud’ v monoterapii alebo sa priddva do kombinacie so syntetickymi
chelatormi deferasiroxom a deferipronom. DFO sa pouZziva aj v pripadoch akutnej otravy
zelezom, najmi pri preddvkovani sa suplementami zeleza dietatom (Codd et al., 2018).
Predpoklada sa aj jeho imunomodulacny efekt pri niektorych virusovych infekciach ako je
tuberkuloza, HIV a EV71 (Williams & Meyer, 2009; Yang et al., 2014). EV71 je jednym

z hlavnych pdvodcov choroby ruky, nohy, usta u deti mladsich ako Sest’ rokov. V sti¢asnosti
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proti tomuto virusu nie je k dispozicii ziadna vakcina alebo antivirusova terapia (Yang et al.,
2014). Nedostatkami DFO st systémové neziaduce uCinky, parenterdlne podanie a nizka
adherencia pacientov k lie¢be (Hider & Hoffbrand, 2018). Jeho ucinok limituje aj slaby prechod
membranami a neschopnost’ viazat' intracelularne zasoby zeleza (Lovejoy & Richardson,

2005).

2.6.1.1.2 Desferri-exocheliny
Exocheliny su produkty Mycobacterium tuberculosis. Na rozdiel od DFO st rozpustné
vo vode aj v tukoch, mézu prechadzat bune¢nymi membranami a chelatovat’ intracelularne
zelezo. Vyznacuju sa nizkou alebo Ziadnou toxicitou. Povazuju sa za potencidlnu liecbu chorob
so zvySenou hladinou Zeleza. Ich G¢€inok je nutné potvrdit’ klinickymi Stadiami (Horwitz

& Horwitz, 2014).

2.6.1.2 Rastlinné chelatory

Mnoho rastlin obsahuje latky schopné viazat Zelezo. Z r6znych druhov rastlin rodu
kurkuma sa ziskava zlto-oranZzovy kurkumin, hlavna zloZzka kari korenia, pouzivany v azijskej
tradicnej medicine (Unlu et al.,, 2016). Predpoklada sa, ze jeho chelatacna aktivita, ma
antikarcinogénne ucinky, avSak klinické Studie to nepotvrdili (Hatcher et al., 2008; Nelson
et al., 2017). Schopnosti chelatovat’ idny Zeleza su pripisované aj antioxida¢né ucinky flavanolu
quercetinu obsiahnutého v brusniciach. Bola zistend antiproliferativna aktivita quercetinu
pri testovani s nadorovymi bunecnymi liniami, pre potvrdenie spojitosti s chelataciou zeleza su
potrebné d’alSie Studie. Rovnako aj na antioxidacnom ucinku polyfenolov ziskanych z extraktu

semien hrozna ¢i flavonoidov extrahovanych z listu Cajovnika sa podiel’a ich chelata¢na aktivita

(Hatcher et al., 2009).

2.6.2 Syntetické chelatory Fe

2.6.2.1 Deferipron

Prvé klinické skuSanie tohto syntetického bidentalneho cheldtoru zacalo v roku 1989.
Vyhodou deferipronu, zndmeho pod skratkami L1, CP20, je moznost perordlneho podania
arychla absorbcia. Neziaducimi uc¢inkami s najCastejSie gastrointestindlne problémy,
prechodné zvySenie peceflovych enzymov, artropatia, neutropénia, no najzavaznejSim je
agranulocytoéza. Deferipron je indikovany v pripade kontraindkédcie alebo netcinnosti DFO.
Velky multicentricky vyskum potvdil podstatne nizSiu morbiditu i mortalitu na poskodenie
srdca pri liecbe deferipronom nez u DFO. Deferipron je povazované ako liecivo druhej vol'by

u deti od 6 rokov, no v rozvojovych krajinach pre vysoku adherenciu k lie¢be a nizsiu cenu sa
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uprednostiiuje prave deferipron pred odporucanym deferasiroxom, ktory je 4x drah$i nez

deferipron a DFO (Hider & Hoffbrand, 2018).

2.6.2.2 Deferasirox

Deferasirox je tridentdlny chelator, ktory selektivne viaze Zzelezité idny primarne
z pecene. Jeho vyhodou je moznost’ perordlneho podania. V roku 2005 bol FDA (Food and
Drug Administration) schvaleny pre lieCbu chronického pretazenia zelezom po krvnych
transfuziach pre pacientov od dvoch rokov. NajcastejSie neziaduce ucinky st hortcka, bolest
hlavy, kasel’ a gastrointestinalne problémy. V kombinacnej terapii s deferipronom sa prejavili
v niz8ej miere, rovnako ako neziaduce UcCinky deferipronu (Stumpf, 2007; Hider & Hoftbrand,

2018).

2.6.2.3 Aroylhydrazony
2.6.2.3.1 Pyridoxalizonikotinoylhydrazon (PIH)

Tento tridentdlny chelator s vysokou biologickou aktivitou ma vysoku selektivitu
a afinitu k Zelezitym i6nom porovnatelni s DFO. Vo fyziologickom pH je neutrdlny a ma
pomerne nizku molekulovi hmotnost’ (286 Da). Vd’aka tymto faktorom prechéddza bunecnymi
membranami a je schopny chelatovat’ intracelularne Zelezo (Lovejoy & Richardson, 2003).
Pre pochopenie vztahu medzi Struktiurou a u¢inkom, bolo od molekuly PIH odvodenych mnoho

derivatov so systematickou substiticou (Richardson et al., 2009).

2.6.2.3.2 Salicylaldehydizonikotinoylhydrazon (SIH)

Tridentalny chelator SIH Tlahko prestupuje do vnutra bunky a viaZe intracelularne
zelezo. V porovnani s chelatormi pouzivanymi v klinickej praxi (DFO, deferipron, deferasirox)
preukézal najlepsi pomer cytoprotektivnej aktivity proti indukovanému oxida¢nému stresu
ku svojej vlastnej toxicite (Bendova et al., 2010). V porovani s DFO ma vyrazne vysSiu
Gi¢innost’ chranit’ kardiomyocyty pred oxidaénym stresom vyvolanym HO» (Simiinek et al.,
2005). Preukazal protektivne vlastnosti aj proti oxidaénému stresu indukovaného
terc-bytylhydroperoxidom a katecholaminmi (Bendova et al., 2010; HaSkova et al., 2011). Boli
vyvinuté jeho analégy s porovnatelnou cytoprotektivnou aktivitou (Bendova et al., 2010;
Jansové et al., 2018). Pre jeho kratky biologicky polcas a znizenie toxicity sposobenej depléciou
zeleza boli vyvinuté prochelatory, ktoré sa aktivujii na u¢innt formu SIH kontaktom s ROS

(Jansova et al., 2014). Tato prace pokracuje v §tadiu G€¢inkov SIH a jeho novych derivatov.
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2.6.2.4 Thiosemikarbazony
St to tridentalne chelatory s donorovym atomom siry. Maju vysoku afinitu ku kationom
zeleza, medi, galia, kobaltu a zinku (Lovejoy & Richardson, 2005). Potenciondlnou latkou
pre liecbu néadorovych ochoreni je Triapine®. V sucastnosti je v tretej faze klinického
hodnotenia. Studuje sa jeho pozitivny efekt v kombinacii s radioterapiou a cisplatinou

u cervikalnych a vaginalnych karcindmoch (Kunos et al., 2019).
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Obrazok 3 Chemické struktury vybranych chelatorov Zeleza.
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3 Ciele prace
In vitro hodnotenie protektivneho potencialu novych derivatov chelatoru zeleza SIH
na bunecnej linii H9¢2 proti indukovanému oxida¢nému stresu H>O»,

Definovanie vlastnej toxicity testovanych latok po kratkodobej (24 hodin) a dlhodobe;j
(72 hodin) inkubécii s H9¢2 bunkami.

Porovnanie a analyza protektivnych a toxickych vlastnosti testovanych latok s vlastnostami

referen¢nej latky SIH.
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4 Material a metodika

4.1 Material

4.1.1 Bunkova linia

Vsetky pokusy boli uskuto¢tiované na bunkovej linii H9¢2, ¢o st potkanie embryonalne

kardiomyoblasty. Tato nenadorova bunkova linia sluzi ako in vitro model srdcového tkaniva.

Bunky st vhodné na pouzitie pre pokusy medzi pasazami P20 - P40.

4.1.2 Pristrojové vybavenie a pomocky

vodny kupel Memmert WB 14 LV (Memmert, Nemecko)

box s lamindrnym pridenim Aura 2000 m.a.c. s triedou biohazardu A (BioAir,
Taliansko)

inkubator buniek s termostatom a regulaciou CO> Forma Scientific CO> incubator,
model 311 (Forma Scientific, USA)

plastové sterilné kultivacné nadoby T75, Petriho misky 150 mm, 96-jamkové
mikrotitraéné kultivaéné platni¢ky s plochym dnom (Gama, Ceska republika)
laboratorne sklo (Thermo Fisher Scientific, Ceské republika)

mikroskumavky 0,5; 1,5; 2,0 ml (Eppendorf, Nemecko)

pipetiky Eppendorf easypet (Eppendorf, Nemecko) a BioHit midi plus (BioHit,
Finsko)

sérologické sterilné pipety rézneho rozsahu (TPP, Svajéiarsko)

automatické pipety Eppendorf research r6zneho rozsahu (Eppendorf, Nemecko)

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

sterilné Spicky rozneho rozsahu (Memmert, Nemecko)

invertovany epifluorescencny mikroskop Nikon Eclipse TS 100 s objektivom Nikon
10x/0,25 (Nikon, Japonsko)

¢itacka pre spektrofotometrické stanovenie Infinite M 200 s optickym hranolom (Tecan,
Rakusko)

analytické vahy ScalTec SBC 22

laboratérne trepacky vortex (Thermo Fisher Scientific, Ceské republika)

doskova trepacka Heildolph Titramax 100 (SRN)

Biirkerova komorka (Brand, SRN)
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4.1.3 Reagencie a chemikalie

e Dulbeco Modified Eagle’s Medium bez pyruvatu sodného (DMEM, Sigma, Nemecko)
e Dulbeco Modified Eagle’s Medium (DMEM, Lonza, Ceska republika)
e teplom deaktivované fetalne bovinné sérum (FBS, HyClone)
e bovinny sérovy albumin (BSA)
o fosfatovy pufer tablety (PBS, Sigma, Nemecko)
e HEPES roztok 1M (Sigma, Nemecko)
e HEPES buffered saline o pH 7,2 (40 mM HEPES; 150 mM NaCl)
e penicilin-streptomycin 100x koncentrovany roztok (P/S, pouzivany v koncentracii
10 000 jednotiek/ml penicilinu a 10 mg/ml streptomycinu, Lonza, Ceska republika)
e trypsin s EDTA 10x koncentrovany roztok (pouzivany ako 0,5 % trypsin a 0,02 %
EDTA roztok, Lonza, Ceska republika)
e trypanova modra (Sigma, Nemecko)
e neutrdlna Cerven roztok 3,3 g/l (Sigma, Nemecko)
e peroxid vodika 3% roztok (H20,, Sigma, Svajéiarsko)
e dimethylsulfoxid > 99,9% (DMSO, Sigma)
e roztok kalceinu 2 mM
e roztok citratu amonno-zelezitého (FAC)
e ADS pufer o pH 7,4 (NaCl 116 mM, KCI 5,3 mM, MgS04.7 H>O 1,2 mM, 1,13 mM,
NaH>PO4.H>0O 1,13 mM, HEPES 20 mM, CaCl, 1 mM, D-gluk6za.H,O 5 mM)
e ctanol absolutny p.a. > 99,9% (Penta, Ceské republika)
e formaldehyd 36,3% (Penta)
e kyselina octova l'adova p.a. > 99,9% (Penta)
e ultradestilovana voda (MQ, pristroj Milli-Q RG, Millipore, Ceska republika)
e SIH a jeho derivaty (obr. 4):
o (E)-N’-(2-hydroxybenzylidén)izonikotinohydrazid (SIH)
o (E)-N’-(2,4,6-trihydroxybenzylidén)izonikotinohydrazid (VHI)
o (E)-N’-(2,4,6-trihydroxybenzylidén)benzohydrazid (VH2)
o (E)-4-chlor-N'-(2,4,6-trihydroxybenzylidén)benzohydrazid (VH3)
o (E)-4-metoxy-N"-(2,4,6-trihydroxybenzylidén)benzohydrazid (VH4)
o (E)-3,4-dichlor-N'-(2,4,6-trihydroxybenzylidén)benzohydrazid (VHS)
o (E)-N’-(2-hydroxy-4,6-dimetoxybenzylidén)izonikotinohydrazid (VH6)
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o (E)-N'-(2,4,6-trihydroxybenzylidén)cyklohexankarbohydrazid (VH7)
o (E)-N'-(2,4,6-trihydroxybenzylidén)nikotinohydrazid (VHS)
o (E)-4-metyl-N'-(2,4,6-trihydroxybenzylidén)benzohydrazid (VH9)

Nové derivaty SIH boli syntetizované na Katedre anorganickej a organickej chémie
Farmaceutickej fakulty vo vyskumnej skupine doc. PharmDr. Jaroslava Roha, Ph.D.

Zasobné roztoky cheldtorov zeleza boli pripraven¢ v DMSO, aby sa predislo
kontaminacii vzduSnou vlhkostou a znizil sa rozklad latky boli zmrazené¢ na -25°C.

Pre pripravu ostatnych roztokov a reagencii bola pouzita ultradestilovana voda.
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odvodnych novych derivdtov.



4.2 Metodika

4.2.1 Kultivacia

Pre kultivaciu buniek H9c2 bolo pouzité SCM pripravené z DMEM s pyruvatom
(Lonza) obohatené o 10 % FBS, 1 % HEPES a 1 % P/S. Bunky boli kultivované v sterilnych
plastovych kultivacnych nadobach T75 a v Petriho miskach v inkubatore pri teplote 37°C
a v atmosfére s obsahom oxidu uhli¢itého (5 %) a konStantnou vlhkostou vzduchu. Praca
s bunkami bola prevadzand za sterilnych podmienok v laminarnom boxe, médium a d’alSie

roztoky boli vytemperované na 37°C.

4.2.2 Pasazovanie

Pre zachovanie morfologickych vlastnosti boli bunky pri konfluencii 80 — 90 %
pravidelne spasazované, ¢o bolo kazdy 3. — 4. den. Po vyliati starého média sme bunky oplachli
sterilnym PBS pufrom, aby sme odstranili zvysky séra. Nasledne sme pridali 1 ml trypsinu
do T75 a 3 ml trypsinu do Petriho misky, rovnomerne sme ho rozprestreli po dne kultivaénych
nadob, flaSu sme tesne uzavreli a inkubovali sme 5 minit, pokym sa bunky nezacali pustat’.
Medzitym sme do novych sterilnych kultivaénych nadob napipetovali potrebné mnozstvo
predohriatého SCM, aby vysledny objem so spasazovanymi bunkami bol 15 ml v T75 a 30 ml
v Petriho miske. Po 5 minatach inkubécie sme bunky rozvolnili este poklepanim nadoby
o dlan, skontrolovali pod mikroskopom, ¢i s uvolnené odo dna atrypsin urychlene
deaktivovali pridanim Cerstvého predohriatého SCM, 10 ml do T75 a 20 ml do Petriho misky.
Bunky sme dokladne resuspendovali a preniesli sme dané mnozZstvo suspenzie do pripravenych
kultivacnych nadob, rovnomerne sme ich rozptylili a vlozili do inkubatora, flasu T75

s povolenym uzaverom. Zvysné mnozstvo buniek sme pouzili pre nasadzovanie na pokus.

4.2.3 Stanovenie poctu Zivych buniek pocitanim na Biirkerovej komorke

Pre rozliSenie mftvych a zivych buniek sa vyuziva schopnost zivych buniek
odstraniovat’ trypanovi modra z vnatra bunky, ktord samovolne prestupuje membranami.
Naopak mftve bunky tito schopnost’ nemaju a preto je ich sfarbenie modr¢.

Z dokladne premiesanej bunkovej suspenzie sme odobrali 100 pl a pridali k rovnakému
mnozstvu 0,4 % roztoku trypanovej modrej. Premiesali sme a nechali spolu inkubovat
pri laboratérnej teplote 5 minat. Dobre sme resuspendovali ana obe pocitacie plochy

Biirkerovej komodrky sme naniesli 10 pl pripravenej suspenzie. Pocitali sme len nezafarbené
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bunky a to na kazdej ploche v 5 §tvorcoch, sucet buniek v 10 Stvorcoch vynéasobeny 2000 sa

rovnal poctu buniek v 1 ml suspenzie.

4.2.4 Nasadzovanie buniek na pokus

Po urceni poc¢tu buniek v suspenzii po spasdzovani, sme suspenziu nariedili SCM
na koncentraciu 100 000 buniek na ml, bunky sme nasadzovali na 96-jamkovi platni¢ku
s plochym dnom v koncentracii 10 000 buniek na jamku v 100 pl.

Po 24 hodinach sme SCM vymenili za 100 pul SFM pripravené¢ho z DMEM bez pyruvatu
(SIGMA), 0,47 % BSA, 1 % HEPES al % P/S. V kazdom experimente sme roztoky

testovanych latok pridavali po 48 hodinach od nasadenia buniek na mikroplatnicku.

4.2.5 Stanovenie protekcie buniek testovanymi latkami pred modelovym

oxidaénym stresom

Po 24 hodindch od vymeny média so sérom za bezsérové sme pridavali pracovné
roztoky testovanych latok v DMSO, pripravené v koncentraciach (300, 100, 10 a 1 mM), spolu
s H202 v roztoku SFM, pri¢om bola dodrZana findlna koncentrécia 0,1 % DMSO vo vSetkych
experimentalnych aj kontrolnych skupinéach. V tejto koncentracii nebol zaznamenany ziaden
vplyv DMSO na bune¢nt viabilitu. Pridavany objem roztokov bol 200 ul na jamku.

Schéma pokusu: 1x slepa vzorka (negativna kontrola viability - bunky inkubované
s 10 mM H>0;), 1x 200 uM H»0,, 4x kontrola (100 % viabilita) a vzrastajuce koncentracie
testovanych latok (uM): 1; 3; 10; 30; 100; 300.

Stanovenie protekcie buniek bolo vyhodnocované po 24 hodinéch.

4.2.6 Stanovenie vlastnej toxicity testovanych latok

Stanovenie vlastnej toxicity latok sme prevadzali po 24 a 72 hodinach inkubacie buniek
s testovanymi latkami. Pracovné roztoky sme pridavali v roztoku SFM, vysledna koncentracia
DMSO vo vsetkych experimentalnych aj kontrolnych skupinach bola 0,1 %. Pridavany objem
roztokov bol 200 pl na jamku.

Toxicita latok po 24 hodinach bola stanovena pre koncentraciu 300 uM u vSetkych
chelatorov, ¢o bola maximalne dosiahnutel'na koncentracia, pri ktorej boli testované latky
rozpustné.

Toxicita latok po 72 hodinach bola hodnotend pre vzrastajuce koncentracie latok.

Schéma pokusu: 1x slepa vzorka (negativna kontrola viability - bunky inkubované s 10 mM
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H»0»), 5x kontrola (100 % viabilita) a vzrastajuce koncentracie testovanych latok (uM): 1; 3;

10; 30; 100; 300.
4.2.7 Stanovenie Zivotaschopnosti buniek — neutral red uptake assay

Test stanovenia zivotaschopnosti buniek je zaloZzeny na schopnosti zivych buniek
inkorporovat’ neutrdlnu Cerven. Toto farbivo jednoducho penetruje neporusenou bunecnou
membranou a akumuluje sa v lyzozémoch zivych buniek (Repetto et al., 2008). Po pridani
lyzacného roztoku dochadza k uvolneniu neutrdlnej Cervenej. MnoZstvo farbiva je priamo
umerné poctu zivych buniek a bolo stanovené spektrofotometrickym meranim absorbancie
na ¢itacke mikrotitraénych platniciek Tecan Infinite M 200.

Po exponovani buniek testovanymi latkami (protekcia 24 hodin, toxicita 24 a 72 hodin),
sme odsali z kazdej jamky 100 pl média a pridali sme 100 pl pracovného roztoku neutrélnej
cervene 80 ug/ml v SFM, aby vysledna koncentracia v kazdej jamke bola 40 pg/ml. Nésledne
sme bunky vlozili na 2 hodiny do inkubatora pri teplote 37°C v atmosfére s obsahom 5 % CO»
a konstantnou vlhkostou vzduchu.

Po 2 hodinach inkubécie sme z kazdej jamky odsali staré médium s roztokom neutralne;j
cervene apridali sme 100 pljamku fixaén¢ho roztoku (1% roztok CaCl> v 0,5 %
formaldehydu). Nechali sme stat’ pri laboratornej tepote 15 minat. Tym sme zaistili zachytenie
buniek na dno mikroplatnicky. Po 15 minutach sme fixa¢ny roztok odstranili, bunky oplachli
2x 80 pl/jamku PBS, potom sme pridali 200 pl/jamku lyza¢ného roztoku (1 % l'adovej kyseliny
octovej v 50 % etanole). Platnicky sme nechali 30 minut trepat’ na trepacke pri laboratornej
teplote, doslo k lyze buniek a zhomogenizovani obsahu v jamkach. Nasledne sme zmerali
absorbanciu pri 540 nm. Z nameranych hodn6t sme v ramci jednej koncentracie danej latky
vypocitali priemery, od nich sme od¢itali hodnotu absorbancie slepej vzorky, ktort sme vyratali
ako priemer hodndét nameranych v jamkéach s vyslednou koncentraciou 10 mM H»0,

(viabilita = 0 %). Vysledné hodnoty sme vyjadrili ako percentéd kontroly (viabilita = 100 %).

4.2.8 Stanovenie ucinnosti chelatacie Fe v bunkach - Calcein green-AM

assay (Glickstein et al., 2006)

Kalcein-acetoxymetylester (kalcein-AM) je nefluorescenéné farbivo, ktoré prestupuje
bunkovou membranou avnatri bunky je konvertované intracelularnymi esterdzami
na anionickt formu kalcein, neschopnt prechodu cez bune¢nit membranu (Uggeri et al., 2000).
Kalcein je fluorescen¢né farbivo, ktoré ochotne tvori komplexy s Fe*" a Fe**. V komplexe

s tymito i6nmi sa jeho fluorescencia zhasa. Ked sa ku komplexu Fe-kalcein prida testovany
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chelator, dochadza k odnatiu Fe z komplexu Fe-kalcein a vznik4d komplex Fe-cheldtor. To sa
prejavi zvySenim fluorescencie (volny kalcein). Fluorometricky (Aex = 486 nm, Aem = 517 nm)
modzeme sledovat’ kinetiku tohto procesu a hodnotit’ schopnost testovanych chelatorov
prechadzat’ bunecnou membranou do vnutra buniek a ich chelata¢né vlastnosti.

Po 24 hodinach od nasadenia buniek na mikrotitraént platnicku (vid’ nasadzovanie
buniek) sme vymenili médium za bezsérové SFM s 100 uM FAC v objeme 100 pl na jamku
a nechali sme inkubovat’ 24 hodin. Potom sme bunky 2x oplachli ADS pufrom (100 pl/jamku),
pridali 1 uM roztok kalceinu-AM (100 pl/jamku) a inkubovali sme v termostate pri teplote
37°C 10 minut. Nasledne sme bunky 2x oplachli ADS pufrom (100 pl/jamku) a nechali
25 minat stat’ v tme pri laboratornej teplote. Tak sme bunky 3x oplachli ADS pufrom
(100 pl/jamku) a hned’ sme zmerali baseline na ¢itatke Tecan Infinite M 200. Vzapiti sme
pripipetovali vzorky testovanych chelatorov v ADS pufre (100 pl/jamku), aby vysledna

koncentracia chelatoru bola 100 mM a pokracovali sme v merani chelatacie 10 minut (600 s).

4.2.9 Statistické spracovanie dat

Namerané vysledky sme vyjadrili ako aritmeticky priemer hodnét jednotlivych
experimentov so smerodajnymi odchylkami. Statistické a grafické spracovanie vysledkov sme
urobili pomocou programu GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA).
Statisticki vyznamnost’ sme uréili pomocou testu ANOVA s post hoc Holm — Sidak testom.
Za Statisticky vyznamné vysledky sme povazovali hodnoty s p < 0,05. Pre stanovenie hodndt
ICso (koncentracia testovanej latky, pri ktorej dochddza k zniZeniu 50 % viability oproti
kontrole — 100 %) a hodnot ECso (koncentracia testovanej latky, pri ktorej dochadza k protekeii
50 % buniek ku kontrole — 100 %) sme pouzili program GraphPad Prism 8, model

Dose-response — inhibition.
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5  Vysledky

5.1Stanovenie ucinnosti chelatacie Fe v bunkach - Calcein green-AM assay

Pre uc¢inok Studovanych chelatorov Zeleza je nevyhnutnou podmienkou prestup latky
bunecnou membranou a schopnost’ vo vnutri buniek chelatovat’ vol'né i6ny Zeleza, ktoré su
zodpovedné za toxické poSkodenie buniek. Tymto testom sme zhodnotili prestup hodnotenych
latok bunecnou membranou a zaroven aj ich chelataéné vlastnosti. Vysledky fluorescenéne;j
intenzity sme vztahovali k porovnavacej latke SIH, ktorej hodnota predstavuje 100 %
a vyjadrili sme ich ako priemer so smerodajnou odchylkou.

Chelatacna Uc¢innost’ derivatov VH1 a VHS8 po 10 minutach bola signifikantne nizsia
oproti porovnavajucej latke SIH, v pripade VH1 jeto 41 £ 11 % au VH8 jeto 60 =11 % k SIH
(obr. 5). Tieto hodnoty odraza aj schopnost’ protekcie VHI1 a VHS8 pred navodenym oxidacnym
stresom, kde tieto latky vykazuju najnizSie protektivne vlastnosti (obr. 7). Preto sa
domnievame, Ze ich nizka ochranna schopnost’ je pre ich nedostato¢ny prestup bunecnou
membranou. Ostatné testované latky nevykazuji po 10 minutach signifikantnt odliSnost’ voci
chelatacnej aktivite SIH (obr. 5). Prvé Styri minity merania maji najrychlejSiu chelatacnu
aktivitu porovnavacia latka SIH a testovana latka VH6, avSak po 10 minttach experimentu
rozdiel s ostatnymi latkami (okrem VHI a VHS8) zanika (obr. 6). Ked’ze pri experimentoch
na protekciu buniek pred modulovanym oxida¢nym stresom sme bunky exponovali chelatormi

24 hodin, predpokladame, ze rozdiel v rychlosti nastupu uCinku prvé Styri minaty je

bezvyznamny.
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Obrazok 5 Graf zndazoriiuje zmeny vo fluorescencnej intenzite po 10 minutach inkubdcie

s testovanymi latkami (vSetky v koncentracii 100 mM). Intenzita fluorescencie je zobrazena
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v porovnani so SIH po 10 minutach (100 %). Uvedené hodnoty su vyjadrené ako aritmeticky
priemer + smerodajnad odchylka, pocet nezavislych merani je n = 4. Statistickd vyznamnost bola
urcend pomocou one-way ANOVA s post hoc Holm-Sidak testom s hladinou vyznamnosti:

*p <0,05 v porovnani k SIH.
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Obrazok 6 Graf zaznamendva kinetiku chelaticie Fe vo vnutri buniek jednotlivymi
testovanymi latkami (vSetky v koncentracii 100 mM) v priebehu 10 minut. Hodnoty su
zobrazené v porovnani so SIH po 10 minutach = 100 %. Uvedené hodnoty su vyjadrené ako

aritmeticky priemer, pocet nezavislych merani je n = 4.
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5.2Stanovenie protekcie buniek testovanymi latkami pred modelovym
oxida¢nym stresom
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Obrazok 7 Grafy zaznamendvaju protektivny efekt SIH (A) a jeho derivatov VHI (B), VH?2
(C), VH3 (D), VH4 (E), VH5 (F), VH6 (G), VH7 (H), VHS8 (1), VHY (J) na viabilitu buniek
HY9c2 po 24 hodindch inkubdcie s H>0; (200 uM). Bunkova Zivotaschopnost bola zistend
za pouZitia testu vychytavania neutralnej cervenej a vysledky su vyjadrené ako percentd
vztiahnuté ku viabilite kontrolnej skupiny (100 %). Uvedené hodnoty su vyjadrené ako

aritmeticky priemer £ smerodajnd odchylka, pocet nezavislych merani je n = 4. Statisticka
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vyznamnost bola uréend pomocou one-way ANOVA s post hoc Holm-Sidak testom s hladinou
vyznamnosti: p <0,05 v porovnani ku kontrole (k); p < 0,05 v porovnani k bunkdim

exponovanym len H>O2 (200 uM) (p).

Bunky sme vystavili oxidaénému stresu, ktory sme navodili pridanim 200 uM H>O».
Schopnost’ testovanych latok chranit’ pred tymto oxidaénym stresom a naslednym poskodenim
a smrtou buniek sme hodnotili po 24 hodinach exponovania testom vychytavania neutralnej
ervene. Studované latky boli priddvané vo vzrastajicej koncentracii a ich ochrannt schopnost’
sme vyjadrili ako aritmeticky priemer 4 nezavislych merani voci kontrole (100 %) (obr. 7). Pre
kazdu latku sme vyratali aj ECso — koncentréciu, ktora ochrani 50 % buniek proti pdsobeniu

H>0: po 24 hodinach inkubécie (tab. 1).

SIH (A): Statisticky vyznamné zvysenie viability sme pozorovali od koncentracie
10 uM SIH, kedy doslo k ochrane 61 % buniek, priCom najvyssia dosiahnuta protekcia bola
pri koncentracii 100 uM a to na 69 % uroven viability kontrolnej skupiny (100 %). Napriek
tomu, Ze nie je pozorovany signifikantny rozdiel medzi protekciou pri koncentraciach
100 a 300 uM, je zrejmé, Ze pri koncentracii 300 uM dochddza k znizeniu ucinnosti SIH
a predpokladame vplyv vlastnej toxicity (obr. 8; 9, A). Vypocitand hodnota ECso je 5,4 uM
(tab. 1).

Vv

vSetkych testovanych latok. Hladina Statistickej vyznamnosti bola dosiahnuta pri najvyssej
testovanej koncentracii 300 uM, kedy bola zaznamenana viabilita 5 % ku kontrolnej skupine

(100 %). ECso tohto derivatu nebola zistena.

VH2 (C): Hladina Statistickej vyznamnosti bola dosiahnuta pri koncentracii 100 uM,
kedy sme dosiahli protekciu 56 % buniek v porovnani ku kontrole (100 %). Pri najvyssej
testovanej koncentracii 300 pM nedoSlo k dalSiemu zvySeniu protekénych vlastnosti

Studovanej latky. Vypocitana hodnota ECso je 49,2 uM (tab. 1).

VH3 (D): Signifikantné zvySenie Zivotaschopnosti buniek sme dosiahli pri koncentrécii
30 uM ato na uroven 45 % k hodnote viability kontrolnej skupiny (100 %). Najvyssi
protektivny G¢inok bol zaznamenany u koncentracie 300 uM, ktora dokazala ochréanit’ 62 %

buniek ku kontrole (100 %). Vypocitana hodnota ECso je 25,0 uM (tab. 1).

VH4 (E): Statisticky vyznamné zvysenie Zivotaschopnosti sme dosiahli pri koncentracii

100 uM na 56 % k arovni viability kontrolnej skupiny (100 %). NajvysSia viabilita bola
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pri maximalnej testovanej koncentracii 300 uM a to na 64 % ku kontrole (100 %). Hodnota

ECsobola stanovena 67,9 uM (tab. 1).

VHS (F): Hladinu statistickej vyznamnosti sme dosiahli pri koncentréacii 30 uM, ktora
ochranila 46 % buniek v porovnani ku kontrole (100 % ). Vzhl'adom k obmedzenej rozpustnosti
latky, nie je mozné hodnotu ECso s presnost'ou urcit’, av§ak radovo sa pohybuje v stovkach uM.
Predpokladame, Ze ani vysSie koncentracie VHS by nemali vyraznejsi efekt a maximalny

ucinok tohto derivatu je dosiahnutie 50 % viability.

VH6 (G): Ako jediny zderivatov SIH ma tento Statisticky vyznamné zvySenie
zivotaschopnosti uz pri koncentracii 10 pM na 54 % k Grovni viability kontrolnej skupiny
(100 %), pricom najvysSia dosiahnutd protekcia bola 67 % ato pri koncentracii 100 pM.
Rovnako ako v pripade SIH pozorujeme pri najvysSej testovanej koncentracii 300 uM, sice
nesignifikantné, ale urCité malé zniZenie G€innosti. Rovnako ako u chelatora SIH sa mozeme
domnievat’, Ze na toto znizenie ma vplyv vlastna toxicita latky VH6 (obr. 8; 9, G). Stanovena

hodnota ECsg je 6,0 uM (tab. 1).

VH7 (H): Prvé statisticky vyznamné zvySenie viability buniek je pri koncentracii
100 uM, kedy sme dosiahli 35 % ochranu ku kontrolnej skupine (100 %). Napriek tomu, Ze
zistend priemernd ochrana buniek pri koncentracii 300 uM je 56 %, vzhl'adom k smerodajnej
odchylke nevieme so spolahlivostou ur¢it hodnotu ECso. Predpokladdme, Ze sa bude

pohybovat’ okolo najvyssie dosiahnutej koncentracie 300 uM.

VHS8 (I): Hladinu Statistickej vyznamnosti pre zvysenie viability buniek sme dosiahli
pri najvysSej testovanej koncentracii 300 uM, kedy doSlo k protekcii 13 % v porovnani

ovwe

ECso nebola zistena.

VH9 (J): Prvé signifikantné zvySenie viability buniek sme zaznamenali pri koncentracii
30 uM, kedy doslo k protekcii 48 % buniek proti kontrole (100 %). Pri najvyssej koncentracii
300 uM sme zistili protekciu 72 % buniek voci kontrolnej skupine (100 %). Medzi
koncentraciami 100 a 300 pM sme nezistili Statisticky vyznamny rozdiel. Protekcia 72 %
buniek je najvysSia hodnota, ktorti sme v naSich experimentoch dosiahli. Vypocitana hodnota

ECsoje 26,7 uM (tab. 1).
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5.3 Stanovenie vlastnej toxicity testovanych latok
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Obrazok 8 Graf zobrazuje vlastnu toxicitu SIH a jeho derivatov VHI, VH2, VH3. VH4, VHS,
VH6, VH7, VH8 a VHY na bunecnu liniu H9c2 po 24 hodindch inkubdcie. Testovana
koncentracia pre vsetky latky bola 300 uM. Bunkova Zivotaschopnost' bola zistend pomocou
testu vychytavania neutralnej cervene a vysledky su vyjadrené ako percentd vztiahnuté
ku viabilite kontrolnej skupiny (100 %). Uvedené hodnoty su vyjadrené ako aritmeticky priemer
+ smerodajnd odchylka, pocet nezavislych merani je n = 3. Statistickd vyznamnost bola urcend
pomocou one-way ANOVA s post hoc Holm-Sidak testom s hladinou vyznamnosti: p < 0,05

v porovnani ku kontrole (k).
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Obrazok 9 Grafy zaznamendvaju vlastnu toxicitu SIH (A) a jeho derivatov VHI (B), VH2
(C), VH3 (D), VH4 (E), VH5 (F), VH6 (G), VH7 (H), VHS (1), VHY9 (J) na bunecnu liniu
HY9c2 po 72 hodindch inkubdcie. Bunkova Zivotaschopnost bola zistena pomocou testu
vychytavania neutralnej cervenej a vysledky su vyjadrené ako percenta vztiahnuté ku viabilite
kontrolnej skupiny (100 %). Uvedené hodnoty su vyjadrené ako aritmeticky priemer
+ smerodajnd odchylka, pocet nezavislych merani je n = 3 - 4. Statistickd vyznamnost bola
urcena pomocou one-way ANOVA s post hoc Holm-Sidak testom s hladinou vyznamnosti:

p <0,05 v porovnani ku kontrole (k).
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Vlastn toxicitu testovanych latok sme hodnotili ako stratu viability H9¢2 buniek po 24
a 72 hodinach inkubdcie. Pre experimenty po 24 hodinach sme pre vsetky latky zvolili jednotnt
koncentraciu 300 uM, co bola najvysSia koncentracia, s ktorou sme pracovali. Namerané
hodnoty sme vyjadrili ako aritmeticky priemer 3 nezavislych merani voc¢i kontrole (100 %).
Dobu trvania experimentu 24 hodin sme zvolili pre lepSie porovnanie vlastnej toxicity latok
aich protektivnej kapacity proti indukovanému oxida¢nému stresu, ktori sme rovnako
vyhodnocovali po 24 hodinéch (obr. 7). Pre zistenie vlastnej toxicity po 72 hodinach sme vsetky
latky pridavali vo vzrastajiicej koncentracii a ich toxicitu sme vyjadrili ako aritmeticky priemer
3 — 4 nezavislych merani vo¢i kontrole (100 %). Pre kazdu latku sme vyratali
ICso - koncentraciu testovanej latky, ktord spdsobi 50 % stratu viability po 72 hodinovej
inkubdcii (po 24 hodinovej inkubdacii toxicita Ziadnej z testovanych latok nedosiahla 50 %

pokles viability) (tab. 1).

SIH: Po 24 hodinovej inkubécii sme pri koncentracii 300 uM pozorovali Statisticky
vyznamny pokles viability na 81 % ku kontrole (100 %) (obr. 8). Po 72 hodinovej inkubacii
doslo pri koncentracii 3 uM SIH k miernemu ale Statisticky vyznamnému zniZeniu viability,
vyraznej$ie znizenie sme zaznamenali pri koncentracii 30 uM (obr. 9, A). Vypocitand hodnota

ICsoje 14,3 uM (tab. 1).

VH1: Po 24 hodinovej inkubacii sme pri koncentracii 300 uM pozorovali Statisticky
vyznamny pokles viability na 54 % ku kontrole (100 %) (obr. 8). Po 72 hodinovej expozicii
sme hodnotili pokles viability so Statistickou vyznamnost'ou od koncentracie 10 pM, pricom

vyrazny pokles bol pri koncentracii 300 uM (obr. 9, B). Hodnota ICsoje 152,7 uM (tab. 1).

VH2: Pokles viability po 24 hodinovej inkubacii bol pri koncentracii 300 uM statisticky
vyznamny a to na 55 % v porovnani s kontrolou (100 %) (obr. 8). Po 72 hodinovej inkubécii
sme zaznamenali stratu viability so Statistickou vyznamnostou pri vSetkych testovanych
koncentraciach, ale najvyraznejsia toxicita bola pri koncentracii 300 uM (obr. 9, C). Vypocitana

hodnota ICsoje 137,3 uM (tab. 1).

VH3: Po 24 hodinovej inkubdcii doSlo pri koncentracii 300 puM k Statisticky
vyznamnému poklesu Zivotaschopnosti buniek na 62 % ku kontrolnej skupine (100 %) (obr. 8).
Po 72 hodinach inkubécie sme zistili miernu ale signifikantn(l stratu buniek pri koncentracii
30 uM, vyraznejSie prejavenie toxicity bolo pri koncentracii 100 uM (obr. 9, D). Stanovena

hodnota ICso je 65,7 uM (tab. 1).
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VH4: Derivat VH4 je pri koncentracii 300 pM a 24 hodinovom pdsobeni Statisticky
vyznamne toxicky, kedy redukuje pocet buniek na 61 % voci hodnotdm kontrolnej skupiny
(100 %) (obr. 8). Po 72 hodinovej inkubacii sme pozorovali vyrazné zniZenie viability

pri koncentracii 300 uM (obr. 9, E). Vypocitana hodnota ICsoje 168,2 uM (tab. 1).

VHS: Po 24 hodinach pdsobenia 300 uM koncentracie na bunky H9c2 sme zistili
Statisticky vyznamné zniZenie buneCnej viability na 58 % ku kontrole (100 %) (obr. 8).
Po 72 hodindch inkubacie sme zaznamenali prvé signifikantné znizenie viability
pri koncentracii 30 uM, takmer 100 % pokles bol po inkubécii s koncentraciami 100 a 300 uM
(obr. 9, F). Hodnota ICso je 27,4 uM (tab. 1).

VH6: Po 24 hodinéch inkubacie sme pri koncentracii 300 pM pozorovali Statisticky
vyznamny pokles viability na 56 % ku kontrole (100 %) (obr. 8). Po 72 hodinéach expozicie sme
zistili, ze vSetky testované koncentracie VH6 s signifikantne toxické. Uz pri najnizSej
koncentracii 1 uM je pokles viability na 53 % (obr. 9, G). Vypocitana hodnota ICsoje 1,1 uM
(tab. 1).

VHT7: Po 24 hodinovej inkubécii buniek s derivatom VH7 v koncentracii 300 uM, sme
zaznamenali Statisticky vyznamny pokles viability na 69 % ku kontrole (100%) (obr. 8).
Pri 72 hodinovych testoch toxicity bolo prvé signifikantné znizenie zivotaschopnosti buniek
pri koncentracii 30 pM. NajvysSia testovand koncentracia 300 uM sposobila najvyraznejsi

pokles viability na 42 % ku kontrole (100 %) (obr. 9, H). Hodnota ICsoje 262,1 uM (tab. 1).

VHS: V 24 hodinovych testoch toxicity sme pri koncentracii 300 pM zaznamenali
signifikantné zniZenie viability na 68 % ku kontrolnej skupine (100 %) (obr. 8).
Pri 72 hodinovych testoch bola vlastna toxicita latky Statisticky vyznamna pri koncentracii
30 uM. K vyraznému zvySeniu toxicity doslo pri koncentracii 300 uM, kedy viabilita bola 28 %
ku kontrole (100 %) (obr. 9, I). Vypocitand hodnota ICsoje 175,8 (tab. 1).

VH9: Po 24 hodindch inkubécie s koncentraciou 300 uM dochadza k Statisticky
vyznamnému zniZeniu viability na 59 % voci kontrolnej skupine (100 %) (obr. 8). Pri testoch
72 hodinovej toxicity bolo prvé signifikantné zniZenie viability pri koncentracii 100 pM
na 61 % ku kontrole (100 %), avSak k najvacSiemu poklesu doslo pri 300 uM na 14 %
(obr. 9, J). Vypocitana hodnota ICsoje 137,8 uM (tab. 1).
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Tabulka 1: Suhrn hodnét ziskanych pri experimentoch.

CLogP* ECso [uM] 1Cs0 [MM] ICs0/ECso ViabilitaP  Viabilita T
24h 72h [uM] 24h 24h
[300 uM] %  [300 pM] %
SIH 2,07 54+1,5 143+1,8 2,6 67 %5 81+3
VH1 1,56 nezistena 152,7+6,9 — 5+1 54+3
VH2 2,73 49,2+11,0 137,3+17,3 2,8 56+4 55+4
VH3 3,54 25,0+6,5 65,7+8,8 2,6 62+4 62+1
VH4 2,72 679+7,6 168,2+223 2,5 65+3 61+0,5
VH5 4,17 nezistena 27,4+ 0,4 — 55+ 7 58 +2
VH6 1,64 6,0+1,4 1,1+0,3 0,2 64 +7 56+1
VH7 3,35 nezistena 262,1+15,3 — 56+ 10 696
VH8 1,56 nezistend 175,8 + 34,7 = 13+6 68 +2
VH9 3,23 26,7+7,7 137,8+22,4 5.2 72 %5 59+4

Hodnota CLogP* bola vypocitana pomocou programu ChemDraw Professional 16.

Tabulka 1 sumarizuje hodnoty CLogP, koncentracie testovanych latok, ktoré st

schopné ochranit’ 50 % buniek proti indukovanému oxidacnému stresu H>O> po 24 hodinach

inkubécie (ECso), koncentracie latok spdsobujucich 50 % zniZenie viability po 72 hodinove;j

inkubacii (ICso) a vzdjomny pomer ICso a ECso. Nasleduje viabilita buniek po 24 hodinach

inkubacie buniek spolu s 200 uM H>0O> a 300 uM testovaného chelatoru, kedy sme skimali

protektivne vlastnosti latok (P) a d’alej je zhrnuta viabilita buniek po 24 hodinovom pdsobeni

300 uM testovanej latky, kedy sme chceli zistit’ vlastnt toxicitu chelatora (T).
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6 Diskusia

Zelezo vdaka tomu, Ze lahko prijima idava elektrony, patri medzi esencilne
mikronutrienty nevyhnutné pre rozlicné metabolické procesy. Na druhej strane, kvoli tejto
vlastnosti je zaroven aj Skodlivé, moze poskodzovat’ bunec¢né komponenty alebo generovat
reaktivne formy kyslika, ktoré su samé o sebe toxické (Eid et al., 2017).

Jednou z najcastejSich pri¢in smrti vo vyspelych $tatoch je akutny infarkt myokardu
(IM) (Nascimento et al., 2019). Lie¢bou volby pre pacientov s IM pre znizenie akutneho
ischemického poSkodenia srdcovej svaloviny je vCasna aUCinnd reperfizia pomocou
trombolytickej terapie alebo primarnej perkutannej korondrnej intervencie. Pri hypoxii
metabolizmus kardiomyocytu prechddza na anaerdbne dychanie, kedy produkuje laktat
a dochadza k poklesu intracelularneho pH. Reperfuzia je nevyhnutnd. Avsak, tento proces mdze
indukovat’ smrt’ kardiomyocytov, pretoze dochadza ku generovaniu ROS, obnovenou funkciou
elektronového retazca mitochondrii, xantinoxiddzou endotelidlnych buniek a NADPH
oxiddzou neutrofilov (Hausenloy & Yellon, 2013). Predpoklada sa, ze prave kvoli acidoze
a akumulacii redukujucich latok, hladina intraceluldrneho Zeleza v €ase ischémie stupa (Voogd
et al., 1992). Ako bolo vyssie zmienené, zelezo katalyzuje d’alSiu produkciu ROS a indukuje
poskodenie buniek oxidaénym stresom. Bolo zistené, ze Zzelezo je rizikovym faktorom
pre ischemicka chorobu srdca. Objavil sa pojem ferroptdza, o je od zeleza zavisla forma
regulovanej bunkovej smrti, 1i$i sa od apoptdzy, nekrdzy a d’alSich typov bunkovej smrti. Je
spojend s ischemicko-reperfuznym posSkodenim a je signifikantnou formou bunkovej smrti
kardiomyocytov (Kobayashi et al., 2018). Jednou z terapeutickych moznosti je chelatovat
toxické Zelezo. V klinickej praxi pouzivané chelatory zeleza DFO, deferasirox a deferipron,
preukézali schopnost’ elimindcie zeleza v srdcovom tkanive (Wax, 2013). Z tohto dovodu sa
vnasej Stadii  venujeme chelatorom Zeleza odvodenych od SIH. Chelator SIH
v predchadzajucich experimentoch preukézal vysoku schopnost’ ochrany réznych typov buniek
pred indukovanym oxidaénym stresom H20Oa, terc-butyl hydroperoxidom a katecholaminmi.
Rovnako mal protektivny efekt pred kardiotoxickym uc¢inkom antracyklinu daunorubicinu, ako
pri in vitro experimente, pouzitim izolovanych neonatidlnych potkanich kardiomyocytov
(NVCM), tak aj pri in vivo kralicom modeli. Jeho prednostou je pomerne nizka toxicita

a moznost peroralneho podania (Jansova et al., 2014).

Cielom tejto prace bolo potvrdit’ protektivne vlastnosti aroylhydrazénu SIH in vitro

a porovnat’ ich s vlastnostami jeho novo nasyntetizovanych derivatov. Struktirnou obmenou
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molekuly SIH bola predpokladan4 zmena vo vlastnostiach latky, co sme hodnotili na bune¢ne;j
kultare kardiomyoblastov H9¢2. Napriek tomu, Ze tato bunkova linia je s obl'ubou pouzivana
pri vyskume kardiovaskuldrnej sistavy, Lenco et al. (2015) zistili, Ze nediferencované H9c2 sa
fenotypovo znacne liSia od primarnych novorodeneckych kardiomyocytov i myokardu
dospelych. Podobaju sa skor na vel'mi nezrelé myogénne bunky. Rovnako nie st pritomné
proteiny nutné pre tvorbu myofibril pruhovaného svalu a metabolizmus svalovych buniek.
Pri experimente s kardiotoxickym cytostatikom doxorubicinom ich odpoved’ nebola zhodna
s odpoved'ou primarnych novorodeneckych kardiomyocytov a myokardu dospelych.
Hodnotenie vysledkov a ich prenositel'nost’ preto treba robit’ s opatrnostou.

Prvou ddlezitou podmienkou, ktord musi chelator spiiiat, aby dokazal bunku chranit

pred toxickym ufinkom vol'ného Zeleza, je jeho prestup bune¢nou membranou a vytvorenie
netoxického komplexu Fe—cheldtor vo vnutri bunky. Tuto schopnost’ sme hodnotili testom
kalcein—~AM, kde sme jednotlivé derivaty porovnali s chelatorom SIH (obr. 5 a 6). Dal§im
dolezitym aspektom pre klinické vyuzitie je vlastna toxicita latky, ktord sme hodnotili ako
akatnu (po 24 hodinach inkubécie) a dlhodobu (po 72 hodinach inkubdcie) (obr. 8 a9).
Pre porovnanie protektivnych a toxickych vlastnosti latok (stanovenie obdoby terapeutického
indexu) je vhodné porovnavat ICso a ECso ziskanych pri rovnako dlho trvajacich
experimentoch. AvSak pri akutnych 24 hodinovych testoch toxicity sme nezistili ani
pri najvyssej testovanej koncentracii 300 uM u Ziadnej latky pokles viability na 50 % (obr. 8),
preto sme hodnotu ICso ur€ili po 72 hodinéach inkubacie.
z testovanych koncentrécii nedosiahli 50 % viabilitu (obr. 7, B, I). Z vysledkov testu chelatacie
(obr. 5 a 6) predpokladame, Ze nespliiiajii vyssie spomenuti podmienku a to prestup buneénou
membranou a schopnost’ chelatovat’ Zelezo vo vnutri bunky. Schopnost’ latok prechadzat
membranami je dand aj ich lipofilitou a tieto vzajomne izomérne hydroxyderivaty SIH maju
pravdepodobne, nie su dostatocne lipofilné pre nutny prechod membranou.

Lipofilita latky vSak nie je jedinym kritériom, pretoze ani lipofilnejSie derivaty
nepreukdzali vyraznejSie protektivne vlastnosti, nez povodnd molekula SIH. Hodnota ECso
nebola pri Ziadnom derivate nizSia nez u SIH, ktory méa ECso pri 5,4 uM (tab. 1). Naproti tomu,
po chelatore SIH, sme najvyraznejSiu protekciu zistili pri metoxyderivate VH6, ktory ma
po VH1 a VHS, najnizsiu hodnotu CLogP. Jeho ECsoje 6,0 pM. Avsak tato latka je vysoko
toxicka, jej hodnota ICsoje uZ pri 1,1 uM, a zaroven ma najniz8i pomer ICsoa ECso zo vSetkych

testovanych latok (tab. 1). Ako bolo vyssSie zmienené, hodnoty ECso pre derivaty VHS a VH7
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sme nevedeli s presnostou vypocitat, predpokladdme, ze sa budu pohybovat’ okolo 300 pM.
Hoci inhibi¢nd koncentracia ICso latok VH2, VH3, VH4 a VH7 je relativne vysokd, ich
protekcia sa pri molekule SIH nejavi ako vyhodnej$ia (tab. 1). Rovnako aj kratkodoba toxicita
pri 300 uM je vyssSia nez toxicita SIH, aj ked pomer ICso/ECso je u VH2, VH3, VH4
porovnatelny s pomerom SIH. Najvyssiu hodnotu tohto pomeru ma latka VH9 a to 5,2 (tab. 1).
Protekcia VH9 pri najvyssej testovanej koncentracii 300 pM dosiahla 72 %, ¢o je maximalna
hodnota protekcie, ktort sme v naSich experimentoch namerali. Naproti tomu jej hodnota ECso
26,7 uM je 5x vyssia nez ECso SIH (tab. 1). Kazdopadne, z pohl'adu najnizSej ECso (5,4 uM) je
najvyhodnejsia parentnd latka SIH, rovnako pri kratkodobych testoch toxicity v koncentracii
300 uM bola viabilita buniek pri SIH najvyssia - 81 % ku kontrole (tab. 1).

Z pohladu chemickej substitticie sa alkylova substiticia hydrazidu javi ako nevyhodna
(VH7), naopak aromatickd (arylovd) je vhodnd, pricom ako vyhodnd sa zda substitucia
aromatického jadra v para polohe (VH3, VH4, VH9), ina je nevyhodna (VHS). Prekvapenim je
neucinnost’ derivatov kyseliny nikotinovej a izonikotinovej (VH8 a VH1), ale td mdze byt dana
spominanou zvySenou polaritou, na zaklade ktorej je zhorSeny prechod cez bune¢né membrany
a teda internalizdcia do buniek. Zaujimava je ucinnost’ latky VH6, ktorti pre potenciondlne
vyuzitie diskvalifikuje jej vlastnd toxicita. Tento derivat mal ako jediny zo série dve z troch
fenolickych skupin chranené, atak je zabranené ionizacii tychto funkénych skupin, ale
pre komplexnejSie postdenie vztahu medzi Struktarou a t¢inkom podklady chybaju. Tato latka
by potencidlne mohla sluzit’ ako zaklad d’alSej série derivatov, kde by bola snaha o zniZenie
toxicity pri zachovani protektivnych uc¢inkov (predovsetkym asi opdt’ obmenami hydrazidove;j
casti molekuly).

Katedra biochemickych vied FAF UK sa dlhodobo zaobera vyskumom chelatoru zeleza
SIH a jeho derivatmi. Vychadzajuc z predpokladu, ze vol'na rotacia medzi hydrazénovym
a fenolickym fragmentom v molekule SIH moéZe viest’ k znizeniu chelatacnej aktivity tvorbou
neefektivnych konformérov, boli v predchadzajiicich experimentoch pripravené a testované
2,6-dihydroxybenzaldehyd analdégy SIH. V tychto pokusoch ukézala, v porovnani so SIH,
lepsie protektivne vlastnosti s porovnatel'nou toxicitou latka JK-31 (2,6-dihydroxybenzaldehyd
4-chlorobenzohydrazoén) (Jansova et al., 2018). Struktirne podobnym JK-31 je nas testovany
derivat VH3 (obr. 4), ktory vSak nevykazuje vyraznejSie protektivne vlastnosti.

Dalsim zaujimavym experimentom s testovanymi latkami by mohlo byt ich §tadium
s nddorovou bunecnou liniou, ked’Ze je zname, Ze nadorové bunky si pre svoj rast a funkciu
enzymu ribonukleodit redutdzy, vyzaduji zvySené mnozstvo zeleza (Stevens, 2018). Chelatory

zeleza sa javia ako potencidlne latky terapie nddorovych ochoreni a tiez v predoslych stadiach
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nasa zékladna Struktarna latka SIH preukazala cytotoxicku aktivitu (Kalinowski & Richardson,

2005; Siminek et al., 2008; Potuckova et al., 2014; Jansova et al., 2018).
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7 Zaver

Cielom tejto prace bolo in vitro hodnotenie protektivneho potencialu novych derivatov
chelatoru Zeleza SIH na bunecnej linii H9¢2 proti indukovanému oxidacnému stresu H>O;.
Zaroven sme ur€ili toxicitu latok pri 24 a 72 hodinovej inkubacii. Vysledné hodnoty sme
porovnali s parentnou latkou STH.

Vicsina latok v rozmedzi testovanych koncentrécii (1 - 300 pM) prejavila signifikantne
vyrazné zvysenie zivotaschopnosti buniek v porovnani s nelie¢enou skupinou proti oxidacnému
poSkodeniu. NajzaujimavejSou latkou z pohl'adu protekcie je VH6. Tento derivat preukazal
porovnatel'nti ochranu ako SIH (ECso SIH = 5,4 uM; ECso VH6 = 6,0 uM), avSak jeho toxicita
je vyrazne vysSia a pomer [Cso/ECso sa rovna 0,2, Co je 13x niz$ia hodnota nez u SIH (2,6).
Derivaty VH2, VH3 a VH4 maji pomer 1Cso/ECso porovnatelny (VH2 = 2.,8; VH3 = 2,6;
VH4 =2.5), v pripade VHO (5,2) vyssi nez SIH. No ich hodnoty ECso st oproti SIH vysSie
(tab. 1). Schopnost’ chranit’ bunky pred oxidaénym poSkodenim pri najvyssej testovanej
koncentracii 300 uM bola u latok VH3 a VH4 len mierne niZSia oproti SIH, u derivatu VH9
naopak mierne vysSia. AvSak kratkodoba toxicita po 24 hodinach bola vyrazne najnizSia
pri chelatore SIH (tab. 1).

Nové chelatory preukazali protekéntt aktivitu, ale ich potencidl v porovnani
s vychodzou Struktarou SIH, nie je dostacujuci. Prinos tejto prace spociva v potvrdeni
poznatkov o vztahoch medzi Struktirou a ulinkom ziskanych v predchddzajtcich
experimentoch (Jansova et al., 2018), ¢o mdze pomdct v dalSom hladani Struktary

s vyhodnymi vlastnostami, ktora by mohla mat potencial pre klinické vyuzitie.
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8 Zoznam skratiek

AIDS

COVID-19

DCT-1
Dcytb
DFO
DMEM
DMSO

ECso

EV71
FAC
FBS

FDA

Fe
GPX
H>0»
HH

HIV

CHSZ

Syndréom ziskanej imunitnej nedostatoCnosti (Acquired

Immunodeficiency Syndrome)

Ochorenie sposobené koronavirusom zroku 2019 (Corona Virus

Desease 2019)

Divalent cation transporter 1
Duodenalny cytochrom b
Deferoxamin

Dulbeco Modified Eagle's Medium
Dimethylsulfoxid

Koncentrécia, ktord ochrani 50 % buniek v porovnani s kontrolou, proti

toxickému pdsobeniu H>0,

Enterovirus 71

Roztok citratu amonno-zelezitého (ferric ammonium citrate)
Fetalne bovinné sérum

Americka agentura pre schval'ovanie lieciv ku klinickému pouzitiu (Food

and Drug Administration)
Zelezo

Glutathion peroxidéza
Peroxid vodika

Hereditarna hemochromato6za

Virus Tudskej imunitnej nedostato¢nosti (Human Immunodeficiency

Virus)

Chronické srdcové zlyhavanie
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ICso Koncentracia testovanej latky, pri ktorej dochadza k 50 % poklesu

viability buniek oproti kontrole

IM Infarkt myokardu

Kalcein-AM Kalcein-acetoxymethylester

L1 Deferipron (CP20)

LIP Rezervoar vol'ného Zeleza (labile iron pool)
P/S Penicilin/Streptomycin

PBS Fosfatovy pufor (phosphate buffered saline)
PIH Pyridoxalizonikotinoylhydrazon

ROS Reaktivné formy kyslika (reactive oxygen species)
SCM Médium so sérom (serum containing medium)
SFM Médium bez séra (serum free medium)

SIH Salicylaldehydizonikotinoylhydrazon

SOD Superoxid dismutaza
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