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ABSTRAKT

UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

KATEDRA BIOCHEMICKYCH VED

Kandidat: Mgr. Hana Jansova

Vedouci prace: Doc. PharmDr. Tomas Siminek, Ph.D.

Nazev disertacni prace:
STUDIUM MOZNOSTI FARMAKOLOGICKE OCHRANY SRDECNICH BUNEK PRED
OXIDACNIM STRESEM A ANTRACYKLINOVYMI CYTOSTATIKY

I kdyz je rozvoj kardiovaskularnich onemocnéni spojen s mnoha rizikovymi faktory,
predpoklada se, ze v mnoha z nich hraje dilezitou roli oxidacni stres. K jeho vzniku mize
prispivat i produkce volnych radikalti katalyzovand volnymi ionty Zeleza, pii které je tvoien
velmi reaktivni a toxicky hydroxylovy radikal. Moznou strategii branici propagaci oxida¢niho
stresu mize byt chelatace volného Zeleza. Pouziti klasickych chelatort Zeleza u patologickych
stavll bez pietizeni organismu zelezem muze byt ale spojeno s rizikem toxicity v dusledku
deplece zeleza. Z tohoto divodu se tato prace zabyva nejen studiem kardioprotektivnich
vlastnosti chelator zeleza, ale také od nich odvozenych procheldtori. V této praci jsme se
vénovali prochelatorim Zeleza, které nemaji téméf Zadnou afinitu k iontim Zeleza, dokud
nejsou aktivovany v patologickych podminkach oxida¢niho stresu. Dlouhou dobu se
pfedpokladalo, Ze oxidacni stres je 1 hlavni pfi¢inou antracyklinové kardiotoxicity, avSak
nedavné studie se od této teorie odvraci. V druhé ¢asti této prace jsme se proto zaméfili na
studium mozZnosti farmakologické protekce u antracyklinové kardiotoxicity pomoci
katalytickych inhibitort topoisomerasy Il a latek poskytujicich oxid dusnaty a urceni jejich

vlivu na antiproliferacni ucinnost antracyklina.

Studované chelatory zeleza byly ucinné u oxida¢niho poskozeni kardiomyocyti, avsak
byla u nich stanovena davkové zavisla toxicita zpisobena depleci Zeleza. Nejvyhodné&jsi pomér
protektivniho Gc¢inku a vlastni toxicity vykdzal chelator salicylaldehydisonikotinoylhydrazon
(SIH). Z hodnocenych prochelatort zeleza pak byl nejvyhodnéjsi prochelator s boronylovou
chranici skupinou odvozeny od SIH, BSIH. Nebyla u néj pozorovéana témét zadna vlastni
toxicita ani v dlouhodobych experimentech a navic vyznamné branil oxida¢nimu poskozeni

kardiomyocyti. Zjistili jsme, ze BSIH je stabilni latkou, avSak po aktivaci na chelata¢né G€inny



SIH, dochézi krychlému rozkladu této molekuly. Hlavnim rozkladnym produktem je
salicylaldehyd, ktery si zachovavd vyznamné chelatacni a tim i protektivni vlastnosti.

Prochelator zeleza BSIH je tudiz velmi nadéjnou latkou vhodnou pro dalsi hodnoceni.

V dalsi ¢asti této prace jsme se snazili prispét k objasnéni mechanismti vedoucich k rozvoji
antracyklinové kardiotoxicity a studiu moznosti farmakologické kardioprotekce. Nebyly
jednoznacéné potvrzeny kardioprotektivni vlastnosti latek zvySujicich hladiny oxidu dusnatého
- anorganickych dusi¢nant ¢i dusitant i molsidominu. Molsidomin pisobil ve vysokych
koncentracich rozklad antracyklinti, naopak V nizkych koncentracich zesiloval jejich
antiproliferacni efekt. Dale jsme se pak zabyvali kardioprotektivnim G¢inkem Kkatalytického
inhibitoru topoisomerasy I, dexrazoxanu a zjistili jsme, Ze dalsi katalytické inhibitory
topoisomerasy II brani poskozeni izolovanych kardiomyocytii navozenému antracykliny a zaroven
zesiluji antiproliferacni efekt antracyklini. Nase vysledky proto potvrzuji recentni teorii, Ze
kardioprotektivni uéinek dexrazoxanu je zpUsoben spiSe inhibici topoisomerasy IIf3

v kardiomyocytech nez chelataci zeleza.
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Development of cardiovascular disorders is associated with various risk factors and
oxidative stress plays an important role in many of them. Iron-catalysed production of highly
toxic and reactive hydroxyl radicals may contribute to oxidative stress. Chelation of free iron
seems to be a promising strategy to prevent the propagation of oxidative stress. However, the
use of classic iron chelators in pathological conditions without iron overload is associated with
the risk of toxicity due to the iron depletion. Hence, this study deals with cardioprotective
properties of iron chelators as well as prochelators derived from them. We focused on
prochelators with almost no affinity for iron ions until they are activated under disease-specific
oxidative stress conditions. For a long time, it has been assumed that oxidative stress is also the
main denominator in an anthracycline-induced cardiotoxicity. However, the previous studies
suggested alternative mechanism(s). Therefore in the second part of this work, we focused on
studying the possibilities of pharmacological protection of anthracycline cardiotoxicity using a
catalytic inhibitors of topoisomerase Il and compounds providing nitric oxide and the
determination of their impact on the antiproliferative efficacy of anthracyclines.

The results of this study confirm that iron chelators are highly effective protective
compounds against oxidative stress-induced cardiomyocyte damage, but they also show dose-
dependent toxicity caused by iron depletion. Salicylaldehyde isonicotinoyl hydrazon (SIH) had
the best ratio of protective effect and inherent toxicity. Prochelators of iron represent promising
approach to prevent this common limitation of iron chelators. BSIH, the prochelator derived
from SIH with boronyl protective group, showed the best properties. There was no inherent

toxicity observed even in long-term experiments and moreover it has significantly prevented



oxidative damage in cardiomyocytes. We found that BSIH was stable compound, but after
activation for effective chelator SIH, there was a rapid degradation of the molecule. However,
the main decomposition product was salicylaldehyde with retained significant chelating ability
and cardioprotective properties. Prochelator of iron BSIH is therefore a very promising

compound suitable for further evaluations.

In the next part, we tried to contribute to the elucidation of mechanisms leading to anthracycline
cardiotoxicity and to study the possibilities of pharmacological cardioprotection. We were
unable to confirm the cardioprotective properties of compounds increasing nitric oxide levels;
neither inorganic nitrates/nitrites, nor molsidomine. In high concentrations, molsidomine
induced decomposition of anthracyclines. On the other hand, in low concentrations, it enhanced
their antiproliferative effects. We also examined the cardioprotective effect of catalytic inhibitor
of topoisomerase Il, dexrazoxane, and we found that also other catalytic inhibitors of
topoisomerase Il prevented anthracycline-induced damage of isolated cardiomyocytes while
they enhanced antiproliferative effects of anthracyclines. Our results therefore support the
recent theory that the cardioprotective effect of dexrazoxane is rather due to inhibition of

topoisomerase IIf in cardiomyocytes than iron chelation.
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1 UvoD

Tato disertacni prace byla vypracovdna jako soucast SirStho a dlouhodobého
vyzkumu realizovaného na pracoviStich Farmaceutické a Lékaiské fakulty Univerzity
Karlovy v Hradci Kralové. Zabyva se studiem kardioprotektivnich vlastnosti klinicky
uzivanych i experimentalnich chelatort a prochelatort zeleza (Fe) u patologickych stavii
spojenych s oxida¢nim stresem. Druha ¢ast je pak zamétena na studium mechanismu

antracyklinové kardiotoxicity a hledani novych moznosti farmakologické kardioprotekce.

Na Katedfe biochemickych véd Farmaceutické fakulty probiha v rdmci vyzkumné
skupiny molekularni a bunécéné toxikologie pod vedenim doc. PharmDr. Tomase
Simtinka, Ph.D. in vitro vyzkum vyuziti chelatori Fe u oxidaéniho poskozeni
kardiomyocyti. V ramci mezinarodni spoluprace s Duke University (NC, USA),
jmenovité prof. Katherine J. Franz, Ph.D., jsme se v ramci této prace vénovali novym
prochelatorim Fe, které se aktivuji na chelatacné t¢inné latky pisobenim oxidac¢niho
stresu. Dal$im nosnym tématem nas$i vyzkumné skupiny je invitro vyzkum
antracyklinové kardiotoxicity a studium vlivu novych latek na kardiotoxicitu a
antiproliferadni aktivitu antracyklint. Na Ustavu farmakologie Lékaiské fakulty probiha,
nyni pod vedenim doc. PharmDr. Martina Stérby, Ph.D., komplementarni vyzkum
moznosti farmakologické protekce antracyklinové kardiotoxicity na chronickém in vivo
modelu antracyklinové kardiotoxicity. Nova potencialni kardioprotektiva jak z tad
chelatorti Fe, tak 1 analogli dexrazoxanu, jsou syntetizovana na Katedie anorganické a
organické chemie Farmaceutické fakulty pod vedenim doc. PharmDr. Katetiny Vavrové,
Ph.D. a PharmDr. Jaroslava Roha, Ph.D. Bioanalytické hodnoceni a vyzkum
farmakokinetickych parametrii studovanych latek probiha na Katedie farmaceutické

chemie a kontroly 1é¢iv pod vedenim doc. PharmDr. Petry Kovatikové, Ph.D.

Tato spoluprace mezi riiznymi pracovisti nam zajist'uje komplexni pfistup ve studiu
moznosti farmakologické ochrany kardiomyocti pfed oxidacnim stresem a
antracyklinovymi cytostatiky. V roce 2012 se tato pracovisté, spolu s dalSimi, stala
soucasti centra pro vyzkum toxickych a protektivnich u¢inki 1é¢iv na kardiovaskularni
systém, které je jednim z univerzitnich vyzkumnych center Univerzity Karlovy v Praze
(UNCE 204019).
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2 TEORETICKA CAST

2.1 ZELEZO

Zelezo (Fe) nalezi do skupiny tzv. pfechodnych kovi, které maji ve valenéni vrstvé
elektronového obalu alespon jeden nesparovany elektron. Diky této vlastnosti je schopné
snadno pfijimat a poskytovat elektrony a ti€astnit se tak fady oxida¢né-redukcnich reakei.
Fe je dualezity biogenni prvek, ktery je nezbytny prakticky pro vSechny zivé organismy.
Jeho nepostradatelnost spociva praveé ve schopnosti zeleznatych iontt piechazet v Zelezité
a naopak. To ho ptedurCuje k tomu, byt soucasti oxida¢nich a redukénich enzymu.
V organismu existuje ale i Fe volné, které je schopno spontanné katalyzovat reakce, pii
kterych vznikaji volné radikaly (Halliwell, 2007; Reelfs et al., 2010).

2.1.1 Role Zeleza v organismu

v

Fe je vlidském téle nejhojnéjsim piechodnym prvkem, ktery je diky svému
redoxnimu potencialu a flexibilit¢ koordinacnich vazeb dilezitou slozkou mnoha
biochemickych procest v buiice a nepostradatelnou soucasti funkénich skupin riznych
proteint (Galey, 2001). Proteiny obsahujici Zelezo mohou byt klasifikovany dle mnoha

kritérii. V této praci jsou ¢lenény dle koordinac¢ni chemie Fe.

2.1.1.1 Hemoproteiny
Jejich zakladni stavebni slozkou je hem, ktery vznikd zaclenénim Fe do
protoporfyrinu IX enzymem ferrochelatasou. Fe je v téchto proteinech vazano ke ¢tyfem

dusikovym atomtm porfyrinového kruhu a dalsi jednou nebo dvéma vazbami k proteinu.

Hemoproteiny Ize dle funkce rozdélit na prenasece kysliku, jejichz hlavnimi zastupci
jsou hemoglobin a myoglobin. Dal§i skupinou jsou aktivatory molekularniho kysliku,
kam patii cytochromoxidasa, peroxidasy, katalasy a po€etna skupina cytochromii Paso.
Zde nalezneme fadu velmi vyznamnych enzyml nezbytnych pro bunééné dychani,
antioxidacni ochranu a metabolismus eobiotik a xenobiotik. Tteti skupinu hemoproteint
predstavuji, v ptirodé hojn¢ zastoupené, cytochromy a, b a c, které slouzi jako pfenasece

elektrond (Crichton et al., 2001).
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2.1.1.2 Fe-S proteiny

Fe je v téchto proteinech vazano piimo na siru, tvoii tak tzv. Fe-S klastry, které jsou
spojené s polypeptidovym fetézcem nejcastéji pomoci thiolovych skupin cysteinu. Fe-S
proteiny se vyskytuji bud’ jako samostatné proteiny, anebo jsou soucasti enzymovych
komplexi (Beinert et al., 1997). Tyto proteiny maji rizné zivotné dulezité funkce, jako
je elektronovy transport, replikace DNA, kontrola genové exprese a dalsi (Crack et al.,
2012; Crack et al., 2014; Fontecave, 2006).

2.1.1.3 Dalsi proteiny obsahujici Fe

Jde o rGznorodou skupinu proteinti S rozlicnymi funkcemi. Patii sem napiiklad
katechol a Rieskeho dioxygenasy, které se podili na degradaci aromatickych molekul;
lipoxygenasy, které¢ oxiduji mastné kyseliny a vznikaji tak leukotrieny a lipoxiny, které
deacetoxycefalosporin-C-synthasa, ktefi se ucastni syntézy f-laktamovych antibiotik.
Dale sem nalezi enzymy dilezité pro posttralsnlacni modifikaci aminokyselin (napf.
prolylnydroxylasa) a enzym nezbytny pro syntézu DNA, RNA a bilkovin
(ribonukleotidreduktasa). Dulezitymi proteiny zajist'ujicimi transport a skladovani zeleza

jsou transferriny, ferritiny. (Crichton et al., 2001).

2.1.2 Metabolismus Zeleza

Lidské télo obsahuje pfiblizné 45 mg Fe/kg, pficemz je tato hodnota vyss$i u muza
nez u zen. Zhruba 70 % tohoto mnozstvi je soucasti molekul transportujicich kyslik,
hemoglobinu v ¢ervenych krvinkach, myoglobinu ve svalech a dalSich enzymi
obsahujicich Fe. Zbytek Fe se nachazi ve formé zasobniho Fe vazaného na ferritin a je
zde také velmi malé mnozstvi Fe volného (50— 100 uM) (Epsztejn et al., 1999;
Goldenberg, 1997). Lidsky organismus disponuje omezenymi moznostmi eliminace
prebytecného Fe, denné se vylouci pouze 1-2 mg Fe deskvamaci bunék stievni sliznice,
kiize, bunék modovych cest a potem. Zeny ztraceji vice Fe b&hem menstruaéniho cyklu.
Z dtivodu malého vylucovani Fe je organismus vybaven fadou specifickych mechanismi,
které reguluji jeho pfijem, transport a skladovani, a zabezpec€uji tak jeho homeostdzu

(Dunn et al., 2007; Hentze et al., 2010).
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2.1.2.1 Vstitebavani Fe

Fe je pfijimano potravou a vstiebavano pievazné v duodenu. Do téla prochazi pies
apikalni ¢ast enterocytti a to bud’ jako Fe hemové nebo nehemové. Hemové Fe je
pfenaseno pievazné endocytozou prenaseée pro hem (heme carrier protein 1; HCP1)
(Raffin et al., 1974). V enterocytu je pak z né¢ho uvolnéno enzymem hemoxygenasou 1
(HO1) ve formé Fe?* do tzv. rezervoaru volného Fe (labile iron pool; LIP). LIP slouzi
jako zdroj rychle pouzitelného Fe, kde je Fe nespecificky vazano na nizkomolekularni
latky (napt. aminokyseliny, nukleotidy, karboxylaty a dalsi) (Kakhlon and Cabantchik,
2002). Nehemové Fe existuje jak ve formé Fe?* tak i v Fe** iontd. Fe®* ionty jsou nejprve
na apikdlni membrané enterocyti redukovany na Fe?* pomoci duodenalniho
cytochromu B (duodenal cytochrome B; DCYTB) (McKie et al., 2001). Z dalSich
vyzkumt vyplyva, ze DCYTB neni esencidlni enzym pro redukci Fe, ale Ze se zde nachazi
vice ferroreduktas (McKie, 2008). Ptedpoklada se i moznost neenzymatické redukce Fe
endogennimi nebo vylu¢ovanymi latkami (Pollack et al., 1963) jako je napiiklad askorbat
(Lane and Lawen, 2008) nebo superoxid (Ghio et al., 2003). Fe?* ionty jsou pak
transportovany do enterocytu pfevazné pomoci prenasece pro dvojmocné ionty (divalent
metal transporter 1; DMT1) (Mims and Prchal, 2005). Vyskytuji se zde ovSem i

alternativni ptenaSece jako je napi. ZIP14 (Liuzzi et al., 2006).

Fe?* ionty jsou Vv enterocytech bud uskladnény, nebo jsou exportovany pies
bazolateralni membranu do mezibunécného prostoru ferroportinem 1 (FPN1) (Donovan
etal., 2005). Zde jsou Fe?* ionty oxidovany hephaestinem nebo ceruloplasminem na ionty
Fe®* (Vulpe et al.,, 1999), které se reverzibilné avsak s vysokou afinitou vaZzou na
transportni protein transferrin (Tf), ktery zajist'uje distribuci Fe v organismu (Dunn et al.,

2007). Vstiebavani Fe je znazornéné na Obr. 1.
Ackoliv je pfijem Fe potravou nezbytny, pro organismus je mnohem vyznamngjsi
jeho recyklace ze starych erytrocyti fagocytovanych makrofagy ve sleziné. Fe je

v makrofagu uvolnéno z hemové struktury, exportovano z buiiky, oxidovano a navazano

na Tf podobné jako je tomu u enterocytt.
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Obr. 1 Vstrebdavani hemového a nehemového Fe enterocyty. Prevzato a upraveno dle

(Gulec et al., 2014; Mackenzie and Garrick, 2005).

2.1.2.2 Transport, distribuce a vyuZiti Fe

Fe je cirkulaci pfivadéno k cilovym buitkdm pomoci plasmatického transportniho
proteinu Tf. Tento glykoprotein je schopny vazat dva Fe* ionty a optimélné je jimi
saturovan z 30 % (Hentze et al., 2010). Fe je do bun€k pfijimano tzv. receptorem
zprostfedkovanou endocytdzou, kdy se dv€ molekuly Tf vazi na transferrinovy receptor
1 nebo 2 (TfR1, TfR2) a tento komplex je pak do buné€k pfijiman ve formé endozému.
V ném pak, v disledku snizeni pH vyvolaném ATP-dependentni protonovou pumpou,
dochazi kuvolnéni Fe*" iontd zTf Tf a TfR jsou recykloviny a endozémem

transportovany k povrchu buiiky, kde je Tf uvolnén a TfR je pfipraven pro navazani
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dalsich komplexti Tf-Fe®*. V endozému jsou Fe3* ionty redukovéany na Fe?* a ndsledné

jsou uvolnény do LIP pomoci DMT1 (Dautry-Varsat et al., 1983; Zhang et al., 2006).

Toto Fe je dale bud’ skladovano v skladovacich proteinech, jako je ferritin, ktery se
sklada z lehkych a tézkych podjednotek, mé ferroxidasovou aktivitu a je schopny vazat
az 4,5 tisice Fe* ionti (Lane and Richardson, 2014), nebo je Fe rovnou vyuzito pro
syntézu enzymu. Syntéza enzymu obsahujicich Fe mize probihat piimo v cytoplasmé,
ale vétsina je produkovana mitochondriemi, nebot’ jsou centrem syntézy hemu a Fe-S
klastri. Fe je do mitochondrii transportovano prostfednictvim mitoferrinu (Shaw et al.,
2006). Fe, které nebylo vyuzito pti syntéze Fe-proteind, je ukladano do mitochondrialniho
ferritinu, aby se zabrdnilo nadmémému vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS)

(Richardson et al., 2010).

2.1.2.3 Regulace metabolismu Fe

Bunécné homeostéza Fe je fizena predevsim posttranskripénimi mechanismy, které
kontroluji syntézu kli€ovych proteinil podilejicich se na ptijmu, skladovani a uvoliiovani
Fe v zavislosti na mnozstvi nitrobunééného Fe. Syntéza téchto proteinti je fizena proteiny
regulujicimi Fe (iron regulatory protein; IRP), které se vazi na odpovidajici vazebna mista
na mRNA (iron responsive elements; IRE) (Muckenthaler et al., 2008). Existuji dva typy
IRP, které funguji odlisn€. Pfi nizké hladiné nitrobunééného Fe dochazi ke zméné
konformace IRP1 a k zmén¢ hladin IRP2 a tim ke zvySené vaznosti k IRE. Navazanim
IRP na mRNA pro lehké 1 tézké podjednotky ferritinu a na mRNA pro FPN1, které mayji
pouze jeden IRE na S5'neptekladaném konci, dochdzi k zabrdnéni nasednuti malé
podjednotky ribozomu a tim k zablokovani translace danych proteinti. mMRNA pro TfR1
ma na svém 3 nepfekladaném konci vice IRE a navazani IRP chrani tuto mRNA pted
degradaci a zvysuje tak jeji translaci. Tyto kombinované mechanismy zptlisobuji snizeni
skladovaci kapacity (snizend syntéza ferritinu) a zvysSeni pfijmu Fe do bunck (zvySena
exprese TfR1). (Hentze and Kuhn, 1996; Zhang et al., 2014) Pii zvySené hlading
nitrobunécného Fe je vysledny efekt opacny. V piipadé IRP1 dochazi ke vzniku
reverzibilniho komplexu s 4Fe-4S klastrem, ¢imz IRP1 ztraci vazebnou schopnost a dale
funguje jako enzym akonitasa Vv citratovém cyklu (Rouault, 2006). IRP2 je pak

degradovan ubikvitin-proteazomovym systémem (Vashisht et al., 2009).
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Hlavnim proteinem podilejicim se na systémové regulaci metabolismu Fe je
Vv plasmé je vazan na ax-makroglobulin (Peslova et al., 2009). Hepcidin se vaze na FPN1,
ktery se nachazi pievazné na bazolateralni membrané enterocytii a na makrofazich,
vyvolava jeho internalizaci a degradaci v lysozomech (McKie et al., 2000). Takto se snizi
pfijem Fe ze stfeva a zaroven i jeho vylouceni z makrofagl. Exprese hepcidinu je
regulovana hladinou Fe v krvi, zasobami Fe v jatrech, erytropoetickou aktivitou, hypoxii

a zanétlivymi stavy (Fleming, 2008; Hentze et al., 2010).

2.1.3 Patofyziologie Zeleza

Narus$eni homeostazy Fe, jeho nedostatek i nadbytek, vede k patologickym staviim,
které jsou pro organismus velmi nebezpecéné. Tyto stavy mohou byt zptsobeny jak

genetickymi poruchami, tak i vnéj$imi faktory.

2.1.3.1 Nedostatek Fe

Nedostatek Fe, oznaCovan také jako sideropenie, byva nejcastéji zptuisoben jeho
nedostateCnym vstiebavanim enterocyty, chronickymi ztratami krve nebo nadmérnymi
naroky na Fe (napf. v téhotenstvi). Pozdnim ptiznakem nedostatku Fe pak byva
sideropenickd anémie, pfi které dochazi ke zpomaleni vyzravani erythroblastii, snizeni

obsahu hemogloginu a tim i tkanové hypoxii (Pecka, 2006).

2.1.3.2 Nadbytek Fe

Systémové pietizeni Fe

ZvySené vstiebavani Fe z potravy bohaté na Fe soli nebo jeho nadmérny piijem pfii
opakovanych transfuzich zptisobuje postupny nardst zasob Fe v organismu. To se pak
ukladd v tkanich, a to zejména v jatrech, srde¢nim svalu, kloubech a endokrinnich
zlazach. Toto Fe miiZze katalyzovat chemické reakce, vedouci k tvorbé ROS, které svoji
toxicitou zpuisobuji poruseni bunéénych membran, nukleovych kyselin a enzymatickych
systémil, nasledné poskozeni buiiky a v kone¢ném dusledku vedou k poruse postizenych

organt (Pecka, 2006; Powell et al., 1996). Choroby, které jsou nejcastéji pti¢inou
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systétmového pretizeni organismu Fe, se nazyvaji hemochromatézy, nebo také

hemosiderdzy.

RozliSujeme primarni a sekundarni hemochromat6zy. Primarni hemochromatoza je
zpusobena mutaci genu HFE na 6. chromozomu. Produkt syntetizovany timto genem, tzv.
HFE protein, se podili na regulaci hladiny Fe v nizkomolekularni form¢, zejména
Vv ¢asném erytrocytu. Soutézi s Tf o vazbu Fe, coz vede k hromadéni Fe v erytrocytu
(Ganz, 2003). Sekundarni hemochromatézy vznikaji napi. opakovanym podavanim
transfuzi u anémii s neefektivni erytropoézou (napi. u talasemii). Dochéazi k organovému

pretizeni Fe a nasledné k organovému poskozeni (Pecka, 2006).

Fe a oxidaéni stres

Vysoké hladiny volného Fe, tfeba jen lokalni bez systémového pietiZzeni, mohou vést
k oxidaénimu poskozeni ruznych citlivych tkani, jako jsou mozek, srdce a dalsi (Galey,
2001; Valko et al., 2005). Poskozeni organismu volnymi radikaly v pfitomnosti Fe je
zprostiedkovano Haber-Weissovou reakci. Tato reakce se sklada ze dvou krokd. Jednak
z Fentonovy reakce, kde je peroxid vodiku (H202) pfeménén v pfitomnosti Fe?* na
hydroxylovy anion a hydroxylovy radikal, ktery je nejreaktivné;jsi a velmi toxicka forma
ROS. Druhym krokem je pak regenerace Fe®" superoxidovym aniontem na Fe®*

(Halliwell, 2007).

Fentonova reakce: Fe?* + H,02 — Fe** + OH ™ + *OH
Regenerace Fe3*: Fed3* + 0, " — Fe?* + Oy
Haber-Weissova reakce: ‘02" + H20; (Fe**/Fe**) — OH ™+ *OH + O3

Pokud nejsou vznikajici ROS dostate¢né odstralovany pomoci antioxidanti a
antioxidacnich enzymi, dochazi k poskozeni biogennich makromolekul (DNA, proteiny
a lipidy) a tim paddem krozvoji nékterych onemocnéni, jako je napf. rakovina,
ateroskler6za, neurodegenerativni onemocnéni a dalsi (Halliwell, 2007; Valko et al.,
2006). Vzniklé ROS mohou dale naruSovat buné¢nou homeostazu Fe. Mohou zvysit jeho
uvoliiovani ze zasobnich proteini a zplisobit narist cytosolického volného Fe, coz

podporuje produkci dalsich ROS (Mladenka et al., 2006; Reif, 1992).
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Fe a srdce

Voln¢é Fe je u stavia s pretizenim Fe pfijimano, kromé& jiz zminiované¢ho transportu
pomoci TfR, také prostiednictvim vapenatych kanali (L-typ). Tento nadmérny piijem
volného Fe do kardiomyocyti vede k destabilizaci lysozomalni, mitochondrialni 1
sarkoplazmatické membrany, ¢imz dochdzi v myocytu k oxida¢nimu stresu. Tyto zmény
zpusobuji bunéénou smrt myocytl, coz mize vést az k srde¢nimu selhani (Berdoukas et

al., 2015; Horwitz and Rosenthal, 1999; Chattipakorn et al., 2011).
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2.2 REAKTIVNI FORMY KYSLIKU A DUSIKU, OXIDACNI A

NITRACNI STRES

Oxidacni stres byva nejcastéji definovan jako porucha rovnovahy mezi produkci
ROS a RNS (reaktivni formy dusiku) a antioxida¢ni kapacitou organismu (Sies, 1997).
RONS (reaktivni formy kysliku a dusiku) maji v zivych organismech dvoji roli. Jednak
slouzi jako vyznamné signalni a regula¢ni molekuly a svymi toxickymi ucinky jsou
schopné inaktivovat, zni€it a nitrobunéné¢ usmrtit fagocytované mikroorganismy
(McCord, 2000). Na druhou stranu, pokud jsou produkovany v nadmérném mnozstvi,
jsou vysoce toxické a poSkozuji organismu vlastni makromolekuly (Poli et al., 2004).
Mirny oxidacni stres je organismus schopny tolerovat pomoci adapta¢nich mechanism,
napf. syntézou proteinti teplotniho Soku nebo zvySenou tvorbou antioxida¢nich enzymu
(Stipek, 2000). Pii silném oxidaénim stresu dochdzi k peroxidaci lipidéi, poskozeni
proteini a nukleovych kyselin (Poli et al., 2004) a k nasledné apoptdze ¢i nekroze
postizenych bun¢k (Tab. 1)

Tab. 1 Poskozeni dillezitych biomolekul (Stipek, 2000).

Cil PosSkozeni Nasledky
Zmeénéna fluidita lipida
Nenasycené Ziréta dvojnych vazeb Zmény v propustnosti membran

VI1iv na membranové vazané

mastné kyseliny Vznik reaktivnich metabolitii enzvm
v lipidech (peroxidy, aldehydy) ymy
Tvorba chemoatraktantii pro
makrofagy
Agregace a sitovani
Fragmentace a §t&peni Zmény v transportu iontl
Proteiny Modifikace thiolovych skupin a Vstup Ca** do cytosolu
benzenovych jader aminokyselin Zmény v aktivité enzyma
Reakce s hemovym Fe
Stépeni kruhu deoxyribozy
. Mutace
Modifikace a poskozeni bazi
DNA Translacni chyby

Zlomy fetézce

K#izové vazby fetézcl
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2.2.1 Reaktivni formy kysliku a dusiku

RONS jsou molekuly nebo jejich ¢asti, které obsahuji jeden nebo vice neparovych
elektront. Kviili neparovému elektronu jsou velmi reaktivni, nebot’ se snazi ptijmout ¢i

odevzdat elektron k dosazeni stabilni elektronové konfigurace (Valko et al., 2006).

RONS mohou byt produkovany jak z exogennich, tak castéji endogennich zdroju.
Dulezitym zdrojem RONS jsou mitochondrie, peroxizomy, neutrofily, eozinofily a
makrofagy. Vznikaji také pii metabolizmu cytochromu P450 a xantinoxidasy (Conner
and Grisham, 1996; Inoue et al., 2003; Li and Jackson, 2002; Valko et al., 2006). Schéma

jejich vzniku je znazornéno na Obr. 2.

Singletovy kyslik 102

Jedna se o molekulovy kyslik sdvéma nesparovanymi elektrony avSak se
souhlasnym spinem. Je excitovanou a reaktivngjsi formou O (Halliwell, 2007).
S biomolekulami reaguje pfenesenim excitované energie, ¢imz se sam vraci do

zakladniho stavu.

Superoxidovy anion — radikal Oz*~
02 je vyznamnym zastupcem ROS, ktery vznika bud’ neenzymatickou redukci O,

nebo pii reakcich xantinoxidasy, cytochromi P450 nebo dalSich oxidas. Jeho
nejvyznamnéj$im zdrojem jsou ovSem mitochondrie, kde vznikd béhem tvorby ATP
v dychacim fetézci (Valko et al., 2007). Vykazuje jak reduk¢ni tak i oxidaéni schopnosti.
Ackoliv je v porovnani s jinymi ROS meéné reaktivni, miize navozovat poSkozeni
biomolekul nejcastéji reakcemi s jinymi radikaly a je také prekurzorem dal$ich ROS, jako

je napf. peroxynitrit nebo hydroxylovy radikal (Stipek, 2000).

Hydroxylovy radikal -OH

Je to nejreaktivnéjsi volny radikal a extrémné silné oxida¢ni Cinidlo, které¢ okamzité
reaguje s molekulami v misté svého vzniku nebo v bezprosttedni blizkosti. V organismu
je tvofen béhem Haber-Weissovy reakce (viz. kapitola 2.1.3.2.). Vznika také
homolytickym $tépenim vazby O-O v H202 po ozafeni UV svétlem nebo ionizacnim
zatenim (Stipek, 2000). Fyziologicky se v organizmu uplatiiuje v obranyschopnosti jako

baktericidni nastroj neutrofila (Halliwell, 2007).
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Peroxid vodiku H202

H20> neni radikdlem v pravém smyslu slova, avSak je mezi ROS tazen, nebot se
ucastni jejich vzniku. Je to slabé oxidacni Cinidlo, které je relativné malo reaktivni.
Organismem je proto tvofen pii enzymatickém odstranovani reaktivnéjSich radikalt
(napf. superoxiddismutasou (SOD)). Ackoliv sdm o sobé neni pfili§ reaktivni,
Vv ptitomnosti piechodnych kovil se rychle redukuje za vzniku vysoce toxického -OH (viz.

kapitola 2.1.3.2.) (Halliwell, 2007).

Peroxylové a alkoxyloké radikaly ROO:- a RO-

Jsou to silnd oxidac¢ni ¢inidla, kterd se v organismu rychle pfeménuji na jiné typy
radikalli odnimanim H- z jinych biomolekul. Jejich vznik iniciuje -OH, ktery reaguje
s mastnymi kyselinami fosfolipidd, ¢imz naruSuje integritu buné¢né membrany (lipidova

peroxidace, lipoperoxidace) (Aruoma, 1994).

Kyselina chlorna HC10
HCIO je tvorena neutrofily z H2O2 pomoci myeloperoxydasy (MPO) v pfitomnosti
halogenidovych kofaktort. Je to silny oxidant a vysoce u¢inna mikrobicidni latka, ktera

mutize dale reagovat s Oz~ za vzniku -OH (Babior, 2000; Stipek, 2000).

Oxid dusnaty NO-

Je to velmi dalezitd molekula s mnoha fyziologickymi funkcemi. Jeho tvorbu
v organismu katalyzuji NO syntasy (NOS). Na zaklad¢ regulacnich vlastnosti a lokalizace
byly identifikovény tfi isoformy (EC 1.14.13.39). Neuronalni NOS (nNOS) se nachézi
Vv cytoplazmé neuronti a bunék plicniho epitelu, endotelova (eNOS) pak v endotelialnich
bunikach, nckterych neuronech a myocytech. Tyto isoformy jsou konstitutivné
exprimovany v organismu a jsou stdlym zdrojem malého mnozZstvi NO, ktery funguje
jako neurotransmiter, udrzuje cévni homeostazu a tkanovou perfuzi (Broholm et al., 2001,
Govers and Rabelink, 2001). Reguluje cévni relaxaci, proliferaci bunék hladké svaloviny
cév, agregaci trombocytii, hemodynamiku, angiogenezi (Ignarro et al., 1999) a muze
pfimo reagovat s alkoxylovymi a peroxylovymi radikdly, ¢imz mulZe ukoncovat
fetézovou reakci lipidové peroxidace (Rubbo et al., 2000). Tteti isoformou je inducibilni
NOS (iNOS), ktera se nachazi v cytosolu nebo je vazana na membrany fagocytl a je

dilezitym zdrojem NO v zanétlivych procesech (Stuehr et al., 1991). NO je jednou z
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dulezitych efektorovych molekul imunitniho systému v ochrané proti patogenim a

nadorovym buikam (Albina and Reichner, 1998; Yim et al., 1993).

Peroxynitrit ONOO-

Peroxynitrit je silné oxidacni Cinidlo, které vznika reakci NO- s Oz-". Zpusobuje
poskozeni fady biomolekul a to nitraci a oxidaci aminokyselin, lipidt a bazi DNA, ¢imz
mize dochazet az ke zlomim v DNA a inaktivaci enzymu (Beckman and Koppenol,
1996; Stipek, 2000). Ucastni se patogeneze mnoha nemoci jako napf. ischemicko-
reperfuzniho poskozeni (Radi et al., 2001). Byly prokazany i jeho baktericidni vlastnosti

(Pacelli et al., 1995).

0, Arginine
NADH + H* Xanthine —~ NADPH + H*
(FADH,) P-450 —
Mitochondrial ETS PSR BH,| NO Synthase
IR Oxidase
NAD* H20; Uricacid  Cit NADP*
(FAD) 2
0 NADPH Oxidase 4~ NO Synthase \J
277N Q= Arg or BH, ¥ ‘NO «— NO donors
NADPH + H* NADP* /
HOC| - DQ
\Fe” idi ONOO
H 0 H+ + C' or OXI.dIZBd i
cu* Vit C Vit C
0,+OH =" & j ‘NO Bly £ 6H,0
> ‘OH <&t Sarcosine
ONOOH H Fe?* or Cu* H20, Sar Oxidase
OH + NO,
H LOH Acetyl CoA Oxidase
Autoxi- 0, Uric Acid Oxidase
LOOH—>|.0e  dation D-AA Oxidase
Monamines 0.+H.0
20 & e
Hemoglobin

Obr. 2 Tvorba RONS a dalsich reaktivnich metabolitu (Fang et al., 2002).

2.2.2 Antioxida¢ni mechanismy

Jako ochranu pfed negativnim pﬁsobenim RONS Vyuiivé organismus ti
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katalyzujicich jejich vznik (napf. iNOS) nebo vazbou iontii pfechodnych kovu (napf.
transferrin a ferritin). Dal§i mozZnosti je vychytavani a odstraiiovani jiz vzniklych RONS.
Jedna se o enzymatické ¢i neenzymatické latky, diky kterym reakci s RONS vznikaji
stalejsi a tudiz 1 mén¢ toxické produkty. Tietim mechanismem je pak oprava poskozenych
biomolekul nebo jejich eliminace (Halliwell, 2007; Stipek, 2000). Vztahy mezi

jednotlivymi antioxidanty jsou podrobnéji znazornény na Obr. 3.

2.2.2.1 Enzymové antioxidacni systémy
Superoxiddismutasy (EC 1.15.1.1; SOD) se nachazi v kazdé bunce a jsou
dulezitymi enzymy chranicimi organismus pied pusobenim ROS, nebot katalyzuji

dismutaci reaktivniho Oz~ na méné reaktivni H202 a O..
Oz +2H"— H02+ O
Katalasa (EC 1.11.1.6; KAT) je hemovy enzym, ktery je dulezity pro inaktivaci
H20- jeho dismutaci. Také je schopna detoxikovat alkylperoxidy.
2 H,02— 2 H,O+ O
H>02 + ROOH — H>0 + ROH + O»

Podobné funkce ma i glutathionperoxidasa (EC 1.11.1.9; GPx), ktera je také
schopna detoxikovat H2O2 a nékteré typy intracelularnich hydroperoxidi za soucasné
oxidace glutathionu (GSH) na jeho oxidovanou formu GSSG. Ta je pak zpétné

redukovana pomoci NADPH dependentni glutathionreduktasy (Fang et al., 2002; Stipek,
2000).

H>0O,+ 2 GSH — 2 HoO + GSSG

ROOH + 2 GSH — H>0O + ROH + GSSG

2.2.2.2 Neenzymové antioxidanty

Do skupiny vysokomolekularnich endogennich antioxidanti patii fada proteind,
které jsou schopné vazat prechodné prvky a brénit tak katalyzovani radikalovych reakci.
Jedna se o transportni a skladovaci proteiny (transferrin, laktoferrin, ceruloplasmin,

ferritin, hemosiderin, hemopexin a haptoglobin). Reaktivitu volnych radikalt téz
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ovliviuji proteiny s vysokym obsahem thiolovych skupin, jako jsou metalothioneiny a
albumin (Attieh et al., 1999; Aust, 1995; Stipek, 2000).

Do skupiny nizkomolekuldrnich antioxidantti patii napiiklad kyselina askorbova, a-
tokoferol, ubichinol, GSH, kyselina mocova, bilirubin, melatonin, flavonoidy,

karotenoidy a chelata¢ni latky (Stipek, 2000).

Kyselina askorbova (askorbat, vitamin C)

Je to kofaktor enzymi syntézy kolagenu a metabolismu dopaminu. Redukuje Fe** na
Fe?* a umoziuje tak snadngjsi vstiebavani Fe ze stfeva. Antioxida¢ni Gi¢inek vitaminu C
je dan jeho schopnosti redukovat anorganické i organické radikaly. Vitamin C pisobi
jako jeden z antioxidantli potfebnych k regeneraci vitamini E z a-tokoferylového
radikalu. Na druhou stranu muze ale vystupovat jako prooxidant a katalyzovat tak

Fentonovu reakci a stimulovat tak oxidaéni poskozeni tkan& (Cutler, 1984; Stipek, 2000).

a-tokoferol (vitamin E)

Vitamin E je lipofilni antioxidant, ktery inhibuje lipoperoxidaci biomembran a
lipoproteinovych  ¢astic v plazmg. Pfeménuje alkylperoxylové radikaly na
hydroperoxidy, které jsou dale odbouravany pomoci GPx (Di Mascio et al., 1990; Stipek,
2000).

Ubichinon (koenzym Qio)
Je vyznamnym prenaseCem elektronli v dychacim fetézci. Vyskytuje se vSak ve
v§ech membranach, kde tlumi radikalové reakce a brani tak ve spolupraci s a-tokoferolem

membréanové fosfolipidy pred peroxidaci. Uastni se také regenerace vitaminu E (Stipek,
2000).

Glutathion (GSH/GSSG)

Tripeptid y-glutamylcysteinylglycin je jednim z nejvyznamnéjSich antioxidantt
Vv lidském organismu. Nachdzi se ve vSech sav€ich buiikdch v pomérmné vysoké
koncentraci (1-10 mM). Hraje velmi dualezitou roli v odstrafiovani ROS, udrzovani
sulthydrylovych skupin proteinii v redukované formé a v regeneraci askorbitu a

a-tokoferolu (Stipek, 2000).
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Kyselina mocova (urat)
Kyselina mocova je koneénym produktem katabolismu purini a je nejhojnéjSim
antioxidantem plazmy. Je schopna vychytavat RO- a HCIO a také chelatovat Fe a Cu a

branit tak radikalovym reakcim (Stipek, 2000).

Karotenoidy a vitamin A

Karotenoidy jsou izoprenové slouceniny, které se uplatiiuji pti odstranovani radikala
vazanych na uhlik a ROO- a také jsou schopné zhaset 'O,. Vyznamnymi zastupci jsou
lykopen, lutein, zeaxanthin a samoziejmé [-karoten, ktery je nezbytny pro syntézu

retinalu a tim padem i pro spravnou funkci oka (Di Mascio et al., 1990; Stipek, 2000).

Bilirubin
Je to degrada¢ni metabolit hemu, ktery md kromé metabolického i1 antioxidaéni

vyznam. Jak volny, tak vazany na albumin, je schopny inhibovat peroxidaci lipidi

(Neuzil and Stocker, 1994) a také zhaset O (Di Mascio et al., 1990).

Melatonin
Melatonin je hormon epifyzy, ktery fidi spankovy cyklus a jeho antioxidacni

potencial spociva ve schopnosti vychytavat HO- (Reiter et al., 1997).

Kyselina a-lipoova

Tato kyselina je kofaktorem pyruvatdehydrogenasového komplexu. Je také
univerzalni antioxidant, ktery dokaze inaktivovat ROO-, HO-, NO-, O>~ a HCIO a
regenerovat askorbat a a-tokoferol (Maglione et al., 2015). Dale se ukazuje, Ze je nadéjny

I v 1é¢bé diabetické neuropatie, diky svym antiglyka¢nim a¢inkiim (Cakici et al., 2016).

Flavonoidy

Flavonoidy jsou sekundarni rostlinné metabolity, které jsou dllezitou soucasti lidské
stravy. Podili se na jednoelektronovych redoxnich reakcich za soucasného vzniku
chinoidnich struktur. Mohou byt schopné vychytavat ROO-, HO-, O2~ a H202 (Bors et
al., 1997). K jejich antioxida¢ni aktivité ptispiva i fakt, Ze jsou schopné chelatovat Fe
(Filipsky et al., 2013). Na druhou stranu ale mohou flavonoidy a/nebo jejich metability

pusobit i prooxida¢né (Prochazkova et al., 2011).
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Fe-chelatujici latky

Chelata¢ni latky mohou tvoftit s Fe redoxné-neaktivni komplexy, které znemoziiuji
tvorbu ROS a ptisobi tak preventivné, na rozdil od antioxidantli, které zabranuji
toxickému pusobeni jiz vzniklych ROS. Na druhou stranu ale mohou nékteré chelatory
Fe putisobit Vv zavislosti na okolnich podminkach i prooxida¢né (Caro et al., 2015).

Podrobnéji jsou chelatory Fe popsany v nasledujici kapitole.
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tkani
-\\-/ NADp+ NADPH + H*
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Obr. 3 Reakcni a funkcni vztahy mezi vybranymi antioxidanty (prevzato a upraveno dle

(Stipek, 2000)).

MPO — myeloperoxidasa; GRed — glutathionreduktasa; NMK — nenasycené mastné
kyseliny; GST — glutathion-S-transferasa; 4-HNE — 4-hydroxynonenal; GS-HNE -
konjugat 4-hydroxynonenalu s glutathionem; DHA - dehydroaskorbat.
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2.3 CHELATACE ZELEZA V MEDICINE

Chelatory Fe jsou rtiznorodé latky, které tvoti koordinac¢ni (donor-akceptorovou)
vazbu s ionty Fe a Cini je tak méné reaktivni. Vznikly komplex byva rozpustny ve vode¢,

coz mu umoznuje vstupovat do krevniho feciste, ze kterého mize byt neskodné vyloucen.

2.3.1 Vyuziti chelatori Zeleza

Nemoci z pietizeni organismu Fe

Nemoci s pietizenim Fe byly prvni indikaci chelator Fe. U téchto onemocnéni
dochazi k nadmérnému ukladani Fe, které zpisobuje oxidacni poskozeni tkdni, hlavné
srdce, jater, pankreatu, nervové tkané a je zde také zvySené riziko vzniku rakoviny
(Jomova and Valko, 2011). K témto onemocnénim patii hereditarni hemochromatéza, pti
které dochazi k patologicky vysokému piijmu Fe (Fleming and Sly, 2002), dale
sekundarni hemochromato6zy, které jsou casto spojeny s poruchou krvetvorby. U téchto
nemoci byva pietizeni Fe zptisobeno opakovanymi transfuzemi krve (Kalinowski and
Richardson, 2005). Nalezi sem také Friedrichova ataxie, které je zptsobena snizenou
expresi mitochondridlniho proteinu frataxinu, ktery je nezbytnym kofaktorem mnoha
enzymu, podili se na tvorbé Fe-S klastrii a vaze Fe, ¢imz brani Fentonové reakci a

naslednému oxida¢nimu poskozeni tkani (Hadzhieva et al., 2014).

Nadorova onemocnéni

Chelatory Fe ovliviiuji hned nékolik signalizacnich drah naddorovych bunék. Pfimo
inhibuji ribonukleotidreduktasu, ktera katalyzuje pfeménu ribonukleotidi na
deoxyribonukleotidy (Nyholm et al., 1993). Touto inhibici dale dochazi k aktivaci tumor
supresorového proteinu p53, ktery také blokuje bunééné déleni. Chelatory Fe dale mohou
navozovat sniZeni aktivity cyklinii a cyklin dependentnich kinas a zvySenou expresi
HIF-1a (hypoxia inducible factor), ktery pokud je v buiice kumulovan, vyvolava zastavu
bunééného cyklu. Jelikoz je Fe nezbytné také pro tvorbu hemu a Fe-S proteind, jeho
nedostatek ovliviiuje metabolismus mitochondrii a jejich spravnou funkci. Tyto zasahy
do bunééného cyklu vedou k zastave proliferace mezi fazemi G1 a S a nasledné apoptoze

(Buss et al., 2003; Saletta et al., 2010).
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Dalsi onemocnéni

V poslednich letech se také studuje vyuziti chelatori Fe pii prevenci oxida¢niho
poskozeni kardiovaskularniho systému, zdbranou nadmérné tvorby ROS napt. béhem
ischemicko-reperfuzniho poskozeni (Chan et al., 2012; Neckar et al., 2012; Wood, 2008).

v

je zahrnut v nasledujicich kapitolach.

Dalsim nadéjnym uplatnénim se zda byt ochrana klize pfed UV zafenim, které
zpusobuje mnoha mechanismy nadmérnou tvorbu RONS. Jednim z téchto mechanismu
je aktivace HOI1, ¢imz dochazi k nadmérnému uvoliiovani Fe a k zvySenému riziku
Fentonovy reakce (Reelfs et al., 2010). MozZnym terapeutickym vyuzitim se zda byt také
terapie AIDS (van Asbeck et al., 2001) a neurodegenerativnich onemocnéni, jako je napf.
Alzheimerova, Parkinsonova choroba a roztrouSena skleroza (Kwiatkowski et al., 2012;
Salkovic-Petrisic et al., 2015; Ward et al., 2015).

2.3.2 Prehled chelatoru zZeleza

Chelatory Fe jsou chemicky riiznorodé latky, které jsou schopné vazat Fe. Idealni
chelator by mé¢l mit vysokou afinitu a selektivitu k iontim Fe a tvofit s nimi stabilni
komplexy s nizkou redoxni aktivitou. Dale by m¢l vykazovat nizkou toxicitu, mit dobrou
biologickou dostupnost, metabolismus a prostupnost biologickymi membranami.
Vyhodou je i moznost peroralniho podani u lipofilnich latek (Galey, 2001; Jomova and
Valko, 2011). Dalsi charakteristikou chelatori je pocet vaznych mist k atomu Fe. Atom
Fe mize poskytovat Sest koordina¢nich vazeb, proto cheldtory v Sesti vazebnymi misty

nazyvame hexadentalni, se tfemi tridentalni a dvéma vazebnymi misty bidentalni (Liu et

al., 2002).

V klinické praxi se kromé& nespecifického chelatoru ethylendiamintetraoctové
kyseliny (EDTA) pouzivaji tfi chelatory Fe (desferrioxamin, deferipron a deferasirox).

Podrobnéji budou tyto chelatory probrany v nasledujicim piehledu.

2.3.2.1 Prirodni cheldtory a jejich analogy
Siderofory jsou nizkomolekularni latky produkované mikroorganismy k piijmu Fe

z okoli. Jedna se o chemicky pestrou skupinu latek. Dle struktury je lze délit na
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hydroxamaty, katecholaty, karboxylaty, heterocyklické a smisené struktury (Neilands,
1995).

Desferrioxamin (deferoxamin; DFO)

DFO je siderofor izolovany v roce 1958 ze Streptomyces pilosus, ktery byl po
klinickych studiich v roce 1968 schvalen FDA (Food and Drug Administration) pro
terapii nemoci s pretizenim Fe. Tento hexadentalni chelator je stale pouzivan v klinické
praxi pro lé¢bu hemochromatéz a akutni otravy Fe. Jeho nevyhodou je ale kratky
biologicky poloCas a nizka lipofilita, kvili ¢emuz musi byt poddvan v opakovanych
subkutannich infuzich, které nejsou pro pacienta pohodlné. Také diky vyssi molekulové
hmotnosti nepronika do bun¢k a Fe vaze pouze v krevnim fecisti (Buss et al., 2003; Galey,
2001; Kwiatkowski, 2011). Odstrafiovanim nadbyte¢ného Fe, chrani rizné tkané (véetné
srdee) pred oxida¢nim poskozenim a navic je sam schopen reagovat s nékterymi ROS

(Halliwell, 2007).

Desferri-exocheliny
Jedna se o skupinu sideroforti produkovanych bakterii Mycobakterium tuberculosis.
Jsou to hexadentalni a lipofilni chelatory Fe, které jsou netoxické, snadno vstupuji do

bunék a chrani je pied oxida¢nim poskozenim (Hodges et al., 2006; Horwitz et al., 1998).

Kurkumin

Kurkumin se ziskava z oddenku rostlin rodu kurkuma, zejména z kurkumy dlouhé
(Curcuma longa). Je to polyfenolicka latka, ktera se bézné pouziva v potravinatstvi jako
kofeni a jako barvivo (kurkumova Zlut’; E100). Tato latka je schopna chelatovat ionty Fe
NF-kB (nuclear factor kB), INOS a HIF-1 a je schopna aktivovat nékteré antioxidac¢ni
systémy. V soucasné dob¢ probihaji klinické studie, které zkoumaji chemoterapeutické a
chemopreventivni vlastnosti kurkuminu (Badria et al., 2015; Balogun et al., 2003;
Calabrese et al., 2008; Hatcher et al., 2008; Jiao et al., 2009).

Silybin
Silybin je flavolignan, ktery je hlavni G¢innou slozkou standardizovaného extraktu
ze semen ostropestfce marianského (Silybum marianum). Bylo prokazano, ze je schopny

tvofit komplexy s Fe* (Borsari et al., 2001) a mize mit hepatoprotektivni vlastnosti jak
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in vitro, tak i in vivo (Al-Anati et al., 2009; Jayaraj et al., 2007). Byly u né&j zjistény také
potencialni protirakovinné (Hogan et al., 2007; Mokhtari et al., 2008; Sharma et al., 2003)
a neuroprotektivni G¢inky (Tota et al., 2011).
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Obr. 4 Chemické struktury vybranych chelatorii Fe ze skupiny prirodnich latek.

2.3.2.2 Syntetické cheldtory Fe

Deferipron (L1; CP20)

L1 byl prvnim chelatorem Fe s moznosti perordlniho podani v klinické praxi u
nemoci s pretizenim Fe. Nyni je schvaleny v Evropé a Asii, nikoliv vSak v USA
(Kontoghiorghes et al., 2004). L1 je bidentalni hydroxypyridinovy chelator Fe, ktery je
schopen diky své lipofilit€ a nizké hmotnosti odstrafiovat Fe z bun¢k (kardiomyocyti a
hepatocyti) ale i z krve (Hoffbrand et al., 2003). Avsak diky témto vlastnostem vykazuje
i fadu vedlejsich ucinkd, jako je napf. agranulocytdza a neutropenie (Cohen et al., 2003).
Ke snizeni nezadoucich uc¢inki a ke zvySeni chelata¢ni ucinnosti byla zkoumana jeho
kombinace sjinymi chelatory Fe. Nad€jné vysledky byly pozorovany u kombinace
s DFO (Kattamis et al., 2003). Kromé 1é¢by nemoci s pretizenim Fe se L1 zda byt nadéjny
I v 1écbé nadorovych onemocnéni (Simonart et al., 2002) a onemocnéni spojenych
s oxidacnim stresem (napf. kardiomyopatie, akutni selhani ledvin, Friedrichova ataxie)

(Kontoghiorghe et al., 2014; Wongjaikam et al., 2015).
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Deferasirox (ICL670A)

ICL670A je triazolovy derivat, ktery je schopny vazat jak Fe?*, tak i Fe3*. Je lipofilni,
tridentalni a oralné dostupny. V klinické praxi se pouziva predevsim k 1€¢bé chronického
pretizeni Fe. Stejné jako L1, je diky svym vlastnostem schopny vazat Fe nejen v krvi, ale
I v bunikach. Bylo prokazano, ze ICL670A je schopny snizovat zasoby Fe v jatrech a
sérovém ferritinu (Cappellini et al., 2006) a Ze stabilizuje hladiny Fe v srdeéni tkani
(Wood et al., 2010). Nedavné studie ukazaly, Ze je schopny snizovat poskozeni srde¢nich
bunék navozené oxida¢nim stresem (Al-Rousan et al., 2009; Hasinoff et al., 2003;
Haskova et al., 2011) a ze ma i antiprolifera¢ni Gc¢inky (Lui et al., 2013). Avsak i pfi jeho
uzivani byly zaznamenany vedlejsi Gi¢inky, jako je jaterni a ledvinové selhani, anebo
krvaceni do gastrointestinalniho traktu (Hoffbrand et al., 2012). Opét bylo potvrzeno jeho
vyhodné podavani v kombinaci s DFO (Tanner et al., 2007).

Aroylhydrazony

Aroylhydrazony jsou lipofilni, tridentalni chelatory Fe, které jsou odvozeny od
pyridoxalisonikotinoylhydrazonu (PIH). Tento chelator byl ptipraveny jiz v roce 1954,
nicméné jeho chelataéni vlastnosti byly objeveny az o dvé desetileti pozdéji v prazské
laboratofi profesora Poniky (Ponka et al., 1979). A¢ se jednalo o latku s dobrymi
chelatacnimi schopnostmi a moznosti peroralniho podani, nebyl nikdy uveden do klinické
praxe. Bylo vSak od n& odvozeno n€kolik sérii derivata (Richardson et al., 2009).
Ptikladem je 2-hydroxy-1-naftylaldehydisonikotinoylhydrazon, také znamy jako 311,
ktery je soucasti série 300 a vyznacuje se vysokou lipofilitou a antiproliferacni aktivitou
(Richardson et al., 1995). Vyznamnym =zastupcem této skupiny je také
salicylaldehydisonikotinoylhydrazon (SIH), u kterého byla prokazana nejenom
antiproliferacni, ale také antioxidacni ucinnost. Diky svym vyhodnym vlastnostem je
schopny chranit kardiomyocyty morcat, izolované potkani kardiomyocyty a HO9c2
kardiomyoblasty proti oxida¢nimu poskozeni zpisobeném H>O> (Horackova et al., 2000;
Kurz et al., 2006; Lukinova et al., 2009), terc-bytylhydroperoxidem (Bendova et al.,
2010) a katecholaminy (Haskova et al., 2011). SIH vykazuje také vlastnosti
radioprotektivni (Berndt et al., 2010). Nevyhodou této latky je ovSem nizka stabilita
hydrazonové vazby (Kovarikova et al., 2008). Substituci aldiminového vodiku byla
ptipravena fada analogti SIH se zvySenou stabilitou (napi. HAPI) (Hruskovaet al., 2011).

Touto problematikou se podrobnéji zabyvaji dalsi casti této prace.
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Thiosemikarbazony

Thiosemikarbazony jsou tridentalni, lipofilni chelatory Fe i jinych kovi. Fe je zde
vazano pres siru a dva atomy dusiku. Tyto latky vykazuji silné antiproliferacni vlastnosti
a n¢které z nich zaroven nizkou toxicitu k nenadorovym buiikam (Antholine et al., 1977;
Kalinowski et al., 2007). Jejich protinadorovy ucinek je dan depleci Fe, inhibici
ribonukleotidreduktasy a nebo tvorbou redoxn¢ aktivnich komplexti s Fe a naslednou
tvorbou ROS (Noulsri et al., 2009; Sartorelli et al., 1971). Nadé&jnou latkou této skupiny
byl 3-aminopyridin-2-karboxyaldehydthiosemikarbazon (Triapine®), ktery byl diky
svym vyhodnym vlastnostem a vysoké G€innosti na rizné typy nddorovych bunck pfijat
do prvni i druhé faze klinického hodnoceni (Richardson et al., 2009). Béhem druhé faze
hodnoceni se v8ak objevily nezadouci u¢inky v podobé tinavy, nevolnosti, neutropenie,
hypoxie, hypotenze a methemoglobinemie (Knox et al., 2007). Dale bylo pfipraveno
velké mnozstvi jinych nadéjnych thiosemikarbazont, z nichz mtizeme jmenovat napt. di-
2-pyridylketon-4,4-dimethyl-3-thiosemikarbazon ~ (Dp44mT) ze  série  di-2-
pyridylketonthiosemikarbazont (DpT) (Noulsri et al., 2009) nebo 2-benzoylpyridin-4-
ethyl-3-thiosemikarbazon (Bp4eT) ze série 2-benzoylpyridinthiosemikarbazont (BpT)
(Stariat et al., 2012).
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Obr. 5 Chemické struktury vybranych syntetickych cheldtorii Fe.

2.3.3 Prochelatory zeleza

Chelatory Fe byly vyvinuty k terapii stavi s pretizenim Fe. Jejich podrobnéjSim
zkoumanim se objevily 1 dal§i moZnosti jejich vyuziti a to zejména 1écba nddorovych
onemocnéni, kdy odebiranim Fe nddorovym bunikam, brani rliznymi mechanismy jejich
dalsi proliferaci. Dalsi potencialni vyuziti je 1éCba a/nebo prevence onemocnéni
souvisejicich s oxida¢nim stresem. Pfi téchto stavech byvaji hladiny Fe, pokud vibec,
zvySeny jen lokaln€, a proto muze v disledku dlouhodobého podévéani chelatori Fe
dochézet k depleci Fe a inaktivaci n&kterych dulezitych enzymi obsahujicich Fe a

naslednému projevu nezadoucich ucinki (Galey, 2001).

Z tohoto diivodu jsou studovany tzv. prochelatory Fe, které maji malou nebo zadnou
afinitu k iontim kovii, dokud neni chrénici skupina odstranéna za podminek oxida¢niho

stresu, ¢imz vznikne aktivni chelator Fe (Galey, 2001). Cilem této strategie je ptiprava
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netoxickych latek, které neovliviluji pfirozenou homeostdzu Fe, dokud nedojde
k patologickym staviim se zvySenou tvorbou ROS. Po aktivaci prochelatoru zvysenou
hladinou ROS vznika G¢inny chelator Fe, ktery tvoii inaktivni komplexy s jinak redoxné

aktivnim Fe (Charkoudian et al., 2006; Charkoudian et al., 2007).

Velka skupina prochelatorti Fe byla ptipravena v laboratofti prof. Katherine J. Franz,
Ph.D. (Duke University). Jednim zprvnich prochelatori byl boronylester
salicylaldehydisonikotinoylhydrazonu (BSIH). Zde je pro chelataci nezbytny fenolicky
kyslik maskovan boronylovou skupinou, ktera je v ptitomnosti ROS odstranéna a vznika
jiz zminovany velmi G¢inny chelator SIH, ktery inhibuje Fentonovu reakci a tudiz vznik
velmi toxického -OH. Schéma této aktivace je znazornéno na Obr. 6. Tyto nadéjné
protektivni vlastnosti, vii¢i toxickému pusobeni H20», byly poprvé ukazany na ARPE-19
bunkach (Charkoudian et al., 2008).
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Obr. 6 Aktivace procheldatoru BSIH v prostredi H2O2 na SIH a jeho ndsledna chelatacni

aktivita s ionty Fe (prevzato a upraveno dle (Charkoudian et al., 2008)).

Od chelatoru SIH byla odvozena cela fada dalSich prochelatort (napt. BSIH-PD,
BASIH a dalsi) (Charkoudian et al., 2007). Byly pfipraveny i prochelatory od klinicky
uzivaného chelatoru ICL670A (TIP a TRA-IMM) (Kielar et al., 2012b) a od
experimentalniho chelatoru HAPI (BHAPI) (Kielar et al., 2012a). Struktury téchto latek
jsou ukazany na Obr. 7. Podrobnéjsi studium vlastnosti téchto prochelatori je predmétem

této disertacni prace.
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Obr. 7 Chemické struktury vybranych cheldtorii a od nich odvozenych prochelatori Fe.

Dalsi nadéjnou skupinou prochelatord, jsou latky aktivované UV svétlem. Jelikoz
UVA zifeni zplsobuje narlGist volného Fe, zvySuje tim i nachylnost koznich bun&k
k oxida¢nimu poskozeni, ztraté integrity bunéénych membran a k jejich nasledné nekroze
(Pourzand et al., 1999; Reelfs et al., 2004). Chelatory Fe dokazi branit zvySenému
uvolnovani Fe a poskozeni bunék UVA svétlem, ale jak bylo zminéno vyse, jejich
dlouhodobéjsi podavani u stavii bez systémového pretizeni Fe vede k rozvoji nezadoucich
ucinku kvili naruseni pfirozené homeostazy Fe. Z tohoto diivodu byly navrZeny
prochelatory aktivované UV svétlem s fotolabilni chranici skupinou. Jako piiklad
muzeme uvést prochelatory odvozené od jiz zminiovanych lipofilnich chelatort Fe SIH a
PIH, kde byl jako chranici skupina pouzit 1-(2-nitrofenyl)ethyl (2-NPE). Bylo prokazano,
ze oba prochelatory (Obr. 8) signifikantné chrani FEK4 bunky (lidské fibroblasty) pted

oxida¢nim poskozenim navozeném UV A zatenim (Yiakouvaki et al., 2006).

35



NO,

0] (o)

oo BEPS e

| SN N,N\ N | AN N,N\
H H

N

= HO N._.=

2-NPE-PIH 2-NPE-SIH

Obr. 8 Chemicke struktury vybranych procheldtorii Fe, které se aktivuji UV zarenim.

Do skupiny prochelatort Fe by se dal zafadit i dexrazoxan (DEX; ICRF-187). Patii
do skupiny bis-dioxopiperazint a je to pravoto¢ivy enantiomer racemického razoxanu,
ktery byl piivodné vyvinut k 1é¢bé nadorovych onemocnéni (Fattman et al., 1996). DEX
prostupuje snadno do bunék, kde je hydrolyticky metabolizovan na ADR-925 (Obr. 9).
Dochazi k postupnému enzymatickému otevieni obou cyklta dihydropyrimidinasou
(DHPasa) a dihydroorotasou (DHOasa) (Hasinoff and Herman, 2007). Vznikly metabolit
ADR-925 vaze ionty Fe, ale je schopny vazat i jiné ionty (napt. Cu, Ca, Mg a Mn) (Huang
etal., 1982). Ukazalo se, ze DEX G¢inn¢ brani kardiotoxicité navozené antracyklinovymi

antibiotiky. Podrobnéji vSak bude tato problematika probrana v kapitole 2.4.3.
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Obr. 9 Aktivace DEX na chelatacné ucinny metabolit ADR-925 (Hasinoff and Herman,
2007).
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2.4 ANTRACYKLINOVA ANTIBIOTIKA

Antracyklinova antibiotika (ANT) byla objevena a zavedena do klinické praxe
k 1é¢bé nadorovych onemocnéni jiz v Sedesatych letech dvacatého stoleti (Tan et al.,
1967). Prvnim zastupcem této skupiny latek byl daunorubicin (DAU; daunomycin),
ktery byl poprvé izolovan v roce 1963 z bakterie Streptomyces peucetius (Grein, 1987).
Pouziva se v 1é¢bé akutni lymfoblastické a myeloblastické leukémie (Gong et al., 2015;
Tan et al., 1967). Po ném zahy nasledoval doxorubicin (DOX; adriamycin), ktery byl
v roce 1969 izolovany ze Streptomyces peucetius var. Caesius. A¢ se od DAU lisi pouze
pritomnosti hydroxylové skupiny na C-14, jeho spektrum tc¢inku je mnohem $irsi. Uziva
se pfi terapii jak krevnich malignit, tak i k 1é¢bé Siroké Skaly solidnich tumord (Arcamone
et al., 2000).

V dalSich letech pak bylo pfipraveno mnoho jejich analogii ve snaze zlepSit
terapeuticky index, avSak jen mdlo z nich bylo zavedeno do klinické praxe. Ptikladem
takové latky je epirubicin, epimer DOX, ktery ma podobné spektrum jako DOX, ale je
rychleji eliminovan (Bonfante et al., 1980; Minotti et al., 2000). Dalsi klinicky uzivanou
latkou je demethoxylovany derivat DAU, idarubicin, ktery ma podobné spektrum téinku
jako DAU (Bonfante et al., 1983) a v kombinaci s cytarabinem je dokonce prvni volbou

Vv 1é¢bé akutni myeloidni leukemie (Ohtake et al., 2011).

Zavedeni ANT do klinické praxe byl jeden znejvétSich uspéchi v moderni
onkologii. A¢ jsou V klinické praxi vice jak pul stoleti, stale maji nezastupitelnou roli
v 1é¢bé mnohych nadorovych onemocnéni. Byvaji Casto pouzivany i v kombinaci
s jinymi chemoterapeutiky k dosazeni jesté vétsi terapeutické uc¢innosti (Marty et al.,

2006; Petrelli et al., 2011).
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Obr. 10 Chemické struktury vyznamnych ANT.

2.4.1 Mechanismy protinadorového ucinku

Od zavedeni ANT do klinické praxe byla publikovana fada moznych mechanismi
jejich protinddorového ucinku. Prvnim pfedpoklddanym mechanismem byla jejich
interkalace mezi baze v molekule DNA, ¢imZ dochézi k zastave replikace a transkripce

DNA a tim padem i ristu nadorovych bunék (Minotti et al., 2004).

Dalsim moznym mechanismem u¢inku se zdala byt tvorba ROS s naslednym
poskozenim okolnich biomolekul. Tato teorie ovSem byla zpochybnéna néckterymi
studiemi, které neprokazali vliv antioxidacnich enzymil na antiprolifera¢ni ptisobeni ANT

(DeGraff et al., 1994; Lenehan et al., 1995).

V soucasné¢ dob& se povazuje za hlavni mechanismus jejich uc¢inku inhibice
topoisomerasy Il (TOP Il) (Capranico and Zunino, 1992). ANT patii do skupiny tzv.
topoisomerasovych jedd, které zpusobuji stabilizaci piechodn& vzniklého Stépného
komplexu, ve kterém je rozstépena DNA kovalentné vazana obéma konci K tyrozinovym

zbytkim TOP Il (Obr. 11). Tato stabilizace ma za nasledek nemoznost opé&tovného
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spojeni DNA, coz vede k zastavé replikace a transkripce a aktivaci proteolytickych
mechanismu. Ty zpusobuji degradaci TOP I, vznik dvojitych zlomt v molekule DNA a

naslednou apopt6zu nadorovych bunék (Deweese and Osheroff, 2009).

I G-DNA
\ ’ T-DNA
ADP + Pi

1 |
A

|

\
ADP
S2ATP
\( 4 3
7

Obr. 11 Katalyticky cyklus topoisomerasy Il (Vavrova and Simunek, 2012).

1 - Navdzani G-segmentu dvousroubovice DNA. 2 — Navazani T-segmentu DNA.
3 — Navdzani dvou molekul ATP. G-segment je rozstépen a 5" konce jsou reverzibilné
vdzany na tyrosinove zbytky TOP . 4 — Hydrolyzou 1 molekuly ATP vznika energie, diky
které dochazi ke zmeéné konformace TOP Il a T-segment je protazen zlomem v G-
segmentu. Poté nasleduje opetovné spojeni G-segmentu. 5— Dochdzi k uvolnéni T-
segmentu. Hydrolyzou druhé molekuly ATP se TOP Il vraci do puvodni konformace a G-

segment je odloucen (Larsen et al., 2003).
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2.4.2 Antracyklinova kardiotoxicita

Lécba ANT je spojena s fadou nezadoucich ucinka typickych pro cytostatika, jako
jsou nevolnost, alopecie, anémie, leukopenie, tnava, neutropenie a dalsi, avSak vétSina
z nich vymizi po ukonceni 1é¢by nebo je 1ze omezit podpirnou farmakoterapii (Marty et
al., 2006). Zavaznym nezadoucim uc¢inkem limitujicim jejich uzivani je vSak jejich

4

zménam v morfologii pfedev§im myocyti levé komory a septa a jejich nasledné smrti.
Klinicky se tyto zmény mohou projevit az jako dilataéni kardiomyopatie s progresi do
srde¢niho selhani (Bird and Swain, 2008; Hrdina et al., 2000; Jones et al., 2006). Tento
typ srdecni dysfunkce byva oznacovan jako typ | kardiotoxicity protinddorovych 1é¢iv a
znacéné se lisi od reverzibilniho typu II, ktery byva navozen napft. trastuzumabem nebo

inhibitory tyrosinkinas (Ewer and Lippman, 2005).

Béhem desetileti dukladného vyzkumu ANT kardiotoxicity bylo navrzeno mnoho
moznych teorii vzniku tohoto poskozeni. AvSak Zadna z doposud publikovanych hypotéz
nebyla jednoznacné potvrzena ani vyvracena. Jednotlivé teorie se vzajemné nevylucuji a
je proto mozné, ze patogeneze ANT kardiotoxicity ma vice pii¢in (Sterba et al., 2013).

Hlavni pfepokladané mechanismy jsou naznaceny na Obr. 12.

Tradi¢ni teorii patogeneze ANT kardiotoxicity je zvySena tvorba ROS riznymi
mechanismy. Jednim z nich je tvz. redoxni cykleni, pfi kterém dochazi jednoelektronovou
redukeci k tvorb&é semichinonovych struktur. Tyto radikdly jsou donorem volného
elektronu a v pfitomnosti O2 vytvaii O2~. Semichinonové struktury jsou poté
regenerovany pomoci flavoproteinli a redukénich ekvivalenti (NADH nebo NADPH).
02 je bud’ antioxida¢nimi enzymy dismutovan na mén¢ nebezpecné formy ROS, anebo
se ucastni Haber-Weissovy reakce katalyzované redox-aktivnim Fe za vzniku vysoce

reaktivniho a toxického -OH (Halliwell, 2007; Simunek et al., 2009).

Dal$im moznym mechanismem je tvorba komplexu ANT — Fe**. Diky ANT struktuie
muze vznikat S Fe redoxné¢ aktivni soustava, ve které dochazi v pfitomnosti redukénich
ekvivalent (NADH, GSH a dalsich) k redukci Fe®* na Fe?*. Komplex s Fe?* mtize ptimo
reagovat s H202 za vzniku -OH, nebo tvofi v pfitomnosti kysliku O~ (Hrdina et al., 2000;
Keizer et al., 1990; Simunek et al., 2009).
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DalSim mechanismem, nebo alesponn pfispivajicim faktorem, je poSkozeni
mitochondrii. Bylo prokazano, ze ANT maji vysokou afinitu ke kardiolipinu, fosfolipidu
vnitini mitochondrialni membrany, a jsou proto koncentrovany v mitochondrialnim
kompartmentu (Goormaghtigh et al., 1990). Narus$uji spravnou funkci dychaciho fetézce,
¢imz rozvraci energetiku bunky. Mohou vznikat semichinonové struktury a redoxnim
cyklenim nadmérné mnozstvi ROS, coZ ma za nasledek poSkozeni mitochondridlni DNA

(Berthiaume and Wallace, 2007; Lebrecht and Walker, 2007; Wallace, 2003).

ANT také ovlivituji metabolismus vapniku (Ca). Snizuji expresi ryanodinového
receptoru a ovliviiuji vapnikové kanaly na povrchu kardiomyocyti (Boucek et al., 1999).
Zpisobuji pretizeni Ca, které vede k aktivaci proteolytického enzymu kalpainu, §tépiciho

kontraktilni vlakna a jiné proteiny (Solem et al., 1994).

Déale byly prokazany zmény v expresi nékterych dulezitych srde¢nich proteind
(Boucek et al., 1999) a v degradaci proteinti ubiquitin-proteazomovym systémem (Sishi
etal., 2012).

Nejnovéjsi teorie predpokladaji vliv inhibice TOP IIB (Lyu et al., 2007). Na rozdil
od TOP lla, ktera se nachazi pifevazné u rychle proliferujicich (nadorovych) bunék
(Wang, 2002), TOP IIp se vyskytuje ve vSech bunkach, i postmitotickych (Austin and
Marsh, 1998). Podrobnéji bude tato problematika probrana v kapitole 2.4.3.4.
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Anthracycline-Induced Heart Failure: the ROS Hypothesis ' TOP2B Inhibition as Mechanism for Heart Failure
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Obr. 12 Navrzené hlavni mozné mechanismy ANT kardiotoxicity (Sawyer, 2013).

2.4.3 Moznosti kardioprotekce

ANT jsou nepostradatelna 1é¢iva v terapii mnoha nadorovych onemocnéni, avsak

jejich kardiotoxicita je velmi zavaznym nezadoucim ucinkem, ktery limituje jejich

uzivani v klinické praxi. Jelikoz neni stale pfesné¢ znama pticina

jeji 1é¢ba je obtizna, hlavnim cilem je tedy omezeni ¢i uplné zamezeni jejiho rozvoje

ANT kardiotoxicity a

Velmi jednoduchym a G¢innym piistupem je snizeni kumulativni ddvky ANT, coz

mize ovSem vést k omezeni jejich terapeutického potencialu (Wouters et al., 2005).
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DalSim preventivnim pfistupem byla syntéza novych analogh ANT. Do klinické
praxe se ale dostaly pouze jiz zminovany epirubicin a idarubicin, av§ak ani u nich nebyla
(pfi vztaZeni k protinadorové ucinnosti) prokazana niz$i kardiotoxicita (Berman et al.,
1991; O'Brien et al., 2002). FDA registrovala jest¢ valrubicin pro 1é¢bu rakoviny
mocového méchyie. Kviili své toxicité¢ ale nemize byt podavan systémové a je proto

aplikovan pfimo do moc¢ového méchyie (van der Heijden and Witjes, 2003).

Diilezitou strategii prevence je modifikace jejich podavani. Nékolik studii naznacilo
zachovani protinadorové aktivity se snizenim kardiotoxicity pfi aplikaci ANT ve formée

infuze s bolusovym podanim (Zalupski et al., 1991).

Siroce zkoumanou oblasti je i pasivni cileni ANT piimo do nadorovych bun&k. Toho
je dosazeno napiiklad enkapsulaci DAU (DaunoXome™) nebo DOX (Myocet™,
Caelyx™ a Doxil™) do lipozomu stabilizovaného vrstvou polyethylenglykolu (Leonard
et al., 2009). Tento piistup vyuziva rozdilnych vlastnosti cév nadorové a normalni tkang,
kdy cévy nadorové tkdn¢ vykazuji vyssi penetraci a propousti proto i velké lipozomalni
Castice (Matsumura and Maeda, 1986). Takto formulované ANT se li$i v distribu¢nim
objemu, prodlouzeni biologického polocasu, stabilité, ale i nezadoucich u¢incich, mezi
které patii zejména alergické reakce, palmoplantarni dysestezie (tzv. hand-foot syndrom)
a dalsi (Waterhouse et al., 2001). N¢kolik studii potvrdilo snizené riziko kardiotoxicity
se soucasnym zvySenim jejich G€innosti jak u dospélych, tak i détskych pacienti a také
moznost jejich podani u rezistentnich nadort (Batist et al., 2001; Fulbright et al., 2010;
Sieswerda et al., 2011).

Dalsi moznosti je pak farmakologické kardioprotekce, kterd se odviji od moznych

mechanismu kardiotoxického plisobeni ANT.

Antioxidanty

Jak jiz bylo zminéno vyse, jednim z moznych mechanismit ANT kardiotoxicity je
tvorba RONS. Proto byl zkouman kardioprotektivni potencial celé fady antioxidantt, a
to napt. vitamina A (Tesoriere et al., 1994), C (Fujita et al., 1982) a E (Wang et al., 1980),
N-acetylcysteinu (Fulbright et al., 2015), amifostinu (Jahnukainen et al., 2001), nékterych
flavonoida (Sadzuka et al., 1997) a riznych dalSich latek s antioxida¢nimi vlastnostmi
(Kalay et al., 2006).
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Béhem let bylo publikovano mnoho in vitro i in vivo studii, které potvrzuji
protektivni vlastnosti antioxidantl. V téchto studiich se ale ¢asto jednalo pouze o akutni
ANT Kkardiotoxitu a/nebo byly ANT pouzity v supraterapeutickych koncentracich.
Naopak u chronickych modeltt vykazovaly antioxidanty nékdy i opaény efekt
(Berthiaume et al., 2005; Bruynzeel et al., 2007a; Bruynzeel et al., 2007b; Dresdale et al.,
1982).

Chelatory Fe

Dalsim mechanismem ANT kardiotoxicity se zdala byt tvorba ROS katalyzovana
ionty Fe. Z tohoto divodu se téz mnoho let zkousi branit rozvoji ANT kardiotoxicity
pomoci chelator Fe. Podrobngji byly tyto latky probrany v kapitole 2.3.2., zde bude

zminéno pouze jejich piisobeni vici toxicité ANT.

Prvni zkoumanou latkou byl DFO, u kterého byly pozorovany protektivni G€inky jak
in vitro tak i ex vivo na modelu izolovanych mysich piedsini (Hershko et al., 1993; Voest
et al., 1994), avsak v chronickém modelu spontanné hypertenznich potkani, neprokazal
pii podani 12 davek DOX protektivni vlastnosti (Herman et al., 1994). Tato neucinnost
byla vysvétlovana hydrofilitou a nedostate¢nym priichodem DFO do bungk, proto se dalsi

vyzkum sousttedil na nizkomolekuléarni a lipofilni chelatory Fe.

Dalsim zkoumanych chelatorem byl tudiz L1, ktery vykazoval in vitro uc¢innost proti
ANT Kkardiotoxicité jak v podminkach se zvySenym, tak i normélnim obsahem Fe
(Barnabe et al., 2002; Link et al., 1996). Slibné vysledky byly pozorovany i v in vivo
experimentu akutni kardiotoxicity u potkan (Ammar el et al., 2011). Avsak také nebyl
schopny zmirnit oxidacni stres ani poskozeni levé komory u chronického modelu ANT

kardiotoxicity kralik (Popelova et al., 2008).

ICL670A, jak jiz bylo zminéno dfive, je velmi U¢inny chelator Fe, ktery je schopny
vazat volné Fe vsrdci a chranit tak H9c2 kardiomyoblasty proti toxicité terc-
butylhydroperoxidu (Bendova et al., 2010), ale protektivni u¢inky viaci ANT toxicité u
néj zaznamenany nebyly (Hasinoff et al., 2003).

Proti chronické ANT kardiotoxicite kralikd bylo zkoumano nékolik zastupct skupiny
aroylhydrazont, a to PIH, 0-108 (ortho-chlorbenzoylisonikotinoylhydrazon) a SIH. PIH
zlepSoval piezivani zvifat, ale vyznamné nelepsil srde¢ni parametry (Simunek et al.,

2005b). Chelatory SIH a 0-108 byly v nizsi pouzité davce schopné branit pfed¢asnému
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uhynu zvifat a na rozdil od PIH, zlepSovaly srde¢ni parametry (kontraktilita myokardu,
histopatologické zmény a nadmérné uvolinovani troponinti z kardiomyocytt) (Sterba et
al., 2007; Sterba et al., 2006). Ur¢ité protektivni uc¢inky SIH byly prokéazany i v in vitro
studii na izolovanych potkanich kardiomyocytech (Simunek et al., 2009).

Ze skupiny thiosemikarbazonll byl proti ANT kardiotoxicité dosud zkouman pouze
ucinek Dp44mT. A€ se jedna o silny chelétor, nebyla u néj sledovana zadna protektivni

ucinnost ani in vitro (Hasinoff and Patel, 2009) ani in vivo (Rao et al., 2011).

Dexrazoxan

Dexrazoxan je nejucinnéjsim a dosud jedinym registrovanym protektivem ANT
kariotoxicity. Dlouhou dobu se ptedpokladalo, ze za tuto protekci je zodpovédny
vznikajici metabolit ADR-925 (Obr. 9), ktery uvoliiuje Fe z redox-aktivnich komplexi
s ANT a piedchazi tak oxidaénimu poSkozeni srde¢ni tkané (Hasinoff, 2002; Swain et al.,
1997). Nov¢jsi studie se ovsem od tohoto mechanismu kardioprotekce odklanégji a
domnivaji se, Zze ochranny efekt mize byt zptusoben inhibici TOP IIf pfimo samotnym

DEX (Lyu et al., 2007).

DEX je katalyticky inhibitor TOP |, coz znamen4, Ze inhibice nastava v jiném misté
katalytického cyklu nez v misté¢ plsobeni topoisomerasovych jedi. DEX se vaze
Vv blizkosti vazebnych mist pro ATP, ¢imz inhibuje vnitini ATPasovou aktivitu a TOP Il
tak drzi v tzv. ,.closed clamp* konfiguraci. Pisobi zastavu bunééného cyklu v G2/M fazi
a na rozdil od topoisomerasovych jedl, nezplisobuje poskozeni DNA dvojitymi zlomy
(Classen et al., 2003; Tanabe et al., 1991). Navazanim DEX k TOP |1 tak mze dochazet
k omezeni interakce tohoto enzymu s ANT a tudiz i poSkozeni DNA kardiomyocytl

(Sawyer, 2013).

Pavodné byl DEX ptipraven jako potencialni protinadorové 1é¢ivo (Creighton and
Birnie, 1969) a béhem let vyzkumu byly objeveny jeho antimetastatické a
radiosenzitizacni uCinky, diky kterym je vyuZivadn pifevazné v kombinacni lécbé
nékterych nadorovych onemocnéni (Rhomberg and Hellmann, 2011). Jelikoz
mechanismem jeho protinadorového ucinku je inhibice TOP lla, stejn¢ jako je tomu u
ANT, vyskytly se obavy z negativniho ovlivnéni jejich antineoplastického pusobeni.
Studie probihajici na proliferujici, avSak nenadorové linii kie¢¢ich ovarialnich (CHO)

bunék naznacila antagonisticky u€inek v zavislosti na Casovém schématu podavani ANT
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a DEX (Hasinoff et al., 1996). Avsak v dalsich preklinickych ani klinickych studiich se
antagonismus neprokazal (Marty et al., 2006; Rhomberg and Hellmann, 2011; Seymour
etal., 1999).

Podrobngjsi studium kardioprotektivnich a dalSich vlastnosti DEX a jeho analogu je

pfedmétem této disertacni prace.

Anorganické dusi¢nany / dusitany a molsidomin

V minulosti se piedpokladalo, Ze anorganické dusi¢nany a dusitany jsou pouze
inertni produkty metabolismu oxidu dusnatého (NO). Az v poslednich dvou desetiletich
bylo zjisténo, ze mohou slouzit jako rezervoar a alternativni zdroj NO (Omar and Webb,
2014). Anorganicky peroralné podany dusi¢nan je stievni mikroflérou redukovan na
dusitan, ktery nasledné ptechazi do krevniho ob¢hu. Dusitan pak miize byt v riznych
tkanich redukovan na NO a to zejména pii hypoxii a acidoze (Calvert and Lefer, 2009;
Omar and Webb, 2014). Molsidomin je pfimym donorem NO. K jeho uvoliiovani dochazi
rozkladem molekuly molsidominu, nejprve na aktivni metabolit 3-morfolinosydnonimin
(SIN-1) a nasledné na dalsi rozkladné produkty a NO (Rosenkranz et al., 1996).

Ne¢kolik piedchozich studii potvrdilo kardioprotektivni potencial dusi¢nani a
dusitand u ischemicko-reperftizniho poskozeni (Duranski et al., 2005; Ingram et al., 2013;
Jones et al., 2015; Webb et al., 2004), avSak piesny mechanismus protektivniho ptisobeni
neni stadle zndm. Piedpokladd se, Ze moznym mechanismem by mohla byt regulace
vyznamnych (pifedev§im mitochondrialnich) proteinti S-nitrosylaci (Calvert and Lefer,
2009; Murphy et al., 2014). Na kardioprotekci by se mohla podilet i aktivace drahy
NO/cGMP/PKG, ktera brani depolarizaci mitochondrii, zvySené produkci ROS a
apoptoze bun€k (Calvert and Lefer, 2009; Omar and Webb, 2014). Pfi normoxickych
podminkach byla také prokazana protektivni u¢innost dusitanu prostrednictvim aktivace
proteinkinasy A (Kamga Pride et al., 2014). Nedavna studie dokonce poukazala na
protektivni efekt u akutni ANT kardiotoxicity mys$i navozené jednordzovou davkou DOX
(Zhu et al., 2011). Podobné nadéjné vysledky v prevenci akutni ANT kardiotoxicity a
reoxygenacniho poskozeni byly pozorovany i u molsidominu (Disli et al., 2013; Siegfried
et al., 1992). Dalsi studium jejich kardioprotektivnich mechanismi a ucinkd proti

chronické ANT toxicité je soucasti této prace.
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3 CILE PRACE

Stanoveni chelata¢nich u¢innosti, toxicit a potencialnich kardioprotektivnich
vlastnosti vybranych cheldtord Fe proti modelovému oxida¢nimu poskozeni
srdecnich bunék vyvolaném H>O, piipadné dalSimi prooxidanty, napf.

katecholaminy a jejich oxida¢nimi produkty.

Studium novych prochelatori Fe, které se aktivuji pomoci ROS na chelata¢né
ucinné latky. Urceni jejich schopnosti véazat ionty Fe pred a po aktivaci a

porovnani jejich toxicit a kardioprotektivnich ti¢inkl s matefskymi chelatory Fe.

Studium stabilit vybranych latek a u¢innosti aktivace prochelator.

Stanoveni degradacnich produkti chelatoru SIH a prochelatoru BSIH a urceni

jejich biologickych vlastnosti.

Studium mozZnosti farmakologické protekce u ANT kardiotoxicity pomoci
katalytickych inhibitort TOP Il a urceni jejich vlivu na antiprolifera¢ni aktivitu

ANT.

Studium nové syntetizovanych analogi DEX a jeho metabolitu ADR-925 a

stanoveni jejich biologickych vlastnosti véetné intracelularni chelatace Fe.
Studium protektivnich vlastnosti latek poskytujicich NO (dusi¢nan a dusitan
sodny, molsidomin) u ANT Kkardiotoxicity a stanoveni jejich vlivu na

antiproliferacni vlastnosti ANT.

Prispéni k objasnéni mechanismti  kardiotoxického ptsobeni ANT a

kardioprotektivniho u¢inku DEX.
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4 KOMENTARE K PRACIM

Tato diserta¢ni prace je predkladana jako komentovany soubor osmi praci. Sest praci
bylo publikovano v impaktovanych casopisech a dvé prace jsou predlozeny ve formé
rukopist. VSechny publikace jsou pivodni experimentalni prace zamétené na moznosti
vyuziti chelatori Fe v prevenci ¢i 1é€bé patologickych stavii spojenych s oxidacnim
stresem a také na vyzkum potencidlnich latek bréanicich rozvoji antracyklinové

kardiotoxicity.
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4.1 POROVNANI PROTEKTIVNICH VLASTNOSTI VYBRANYCH
CHELATORU A OD NICH ODVOZENYCH PROCHELATORU
ZELEZA U MODELOVEHO OXIDACNIHO POSKOZENI

KARDIOMYOCYTU

Jansova H, Machacek M, Wang Q, Haskova P, Jirkovska A, Potickova E, Kielar F,
Franz KJ, Simtnek T. Comparison of various iron chelators and prochelators as protective
agents against cardiomyocyte oxidative injury. Free Radical Biology and Medicine.
2014,74:210-221.

Nékteré studie z nasi, ale i jinych vyzkumnych skupin, ukazaly slibné protektivni
vlastnosti pfevazné malych lipofilnich chelatort Fe, jako je ICL670A, L1, SIH a HAPI
(Bendova et al., 2010; Haskova et al., 2011; Simunek et al., 2005a; Sterba et al., 2007).
Jejich uzivani ve stavech bez pietizeni Fe je ovSem spojeno s rizikem toxicity v disledku
odnimani Fe z dulezitych metaloproteinti. Z tohoto divodu byla pfipravena fada
prochelatorti, které nemaji témét zadnou afinitu k iontim Fe, dokud neni chranici
boronylova skupina odstranéna plsobenim ROS. Cilem této studie bylo porovnat
vlastnosti tii chelatord (SIH, HAPI a ICL670A) a péti od nich odvozenych prochelatorti
Fe (BSIH, BSIH-PD, BHAPI, TRA-IMM a TIP; Obr. 13). Byla zkoumana jejich afinita
Kiontim Fe pfed a po aktivaci peroxidem vodiku, jejich permeabilita a schopnost
intracelularni chelatace Fe, jejich toxicita a protektivni G¢innost u modelového

oxida¢niho poskozeni navozeného H-O».
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Obr. 13 Chemické struktury zkoumanych cheldatorii a prochelatorii Fe.

0]

Nejprve jsme stanovili chelata¢ni G¢innost studovanych latek v roztoku i v H9c2
bunikach. VSechny tii chelatory snadno vazali ionty Fe jak v roztoku, tak i v bunkach.
Také jsme potvrdili jiz dfive zminénou teorii, ze prochelatory Fe nemaji témét zadnou
afinitu K iontim Fe, dokud neni maskovaci skupina odstranéna pusobenim, v nasem
ptipad¢, H20:. Jedinou vyjimkou byl prochelator TRA-IMM, ktery nebyl schopny vazat

Fe ani po jeho inkubaci s H20,.

V souladu s témito vysledky se jevila i protektivni Géinnost latek proti oxidacnimu
poskozeni vyvolaném H20,. VSechny chelatory a prochelatory chelatujici Fe
signifikantné chranili bunéc¢nou viabilitu H9¢2 bunék. Pouze prochelatory odvozené od
ICL670A (TRA-IMM a TIP) nebyly schopné téméf vitbec branit oxida¢nimu poskozeni.
Tato skuteCnost miize souviset také s jejich pomérné vysokou vlastni toxicitou. Na

druhou stranu prochelatory odvozené od SIH, BSIH-PD a hlavné BSIH nevykazovaly

50



témet Zadnou toxicitu. V tabulce (Tab. 2) jsou shrnuty hodnoty ECso (koncentrace, ktera
snizovala toxicitu H202 a zpuisobila tak prezivani 50 % bunék ve srovnani s kontrolou) a

TCso (koncentrace, ktera zpusobila 50% pokles viability bunék).

Tab. 2 Srovndni viastnich toxicit a protektivnich viastnosti cheldtorii a procheldatorii Fe.

(Pro)chelator ECso (uM; 24h) TCso (uM; 24h) TCso (uM; 72h)

SIH 80+0/4 > 600 53,7+4,4
BSIH 83,9+5,9 > 600 > 600
BSIH-PD 101,6 £ 6,1 > 600 389,6 £42,8
HAPI 284+53 > 600 159+0,3
BHAPI %) 363,9 + 36,2 37,1+7,7
ICL670A 529+ 1,7 316,7 + 32,5 2,6 +0,3
TRA-IMM 0 80,0+18,8 6,3+04
TIP 0 27,4 +3,7 16,8 + 2,5

Tyto vysledky byly potvrzeny i dal$imi metodami, jako je stanoveni potencialu
vnitini mitochondridlni membrany, integrity lysozomil a aktivity kaspas. Z provedenych
SIH. Proto byl do dalSich pokusti vybran uz jen SIH a BSIH. Jejich protektivni u¢innost
byla zkoumana na jinych bunéénych liniich a také proti jinym zdrojim ROS, jako je terc-
butylhydroperoxid, isoprenalin, redoxn¢ aktivni herbicid paraquat a DOX.
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4.2 STUDIUM KARDIOPROTEKTIVNICH VLASTNOSTI A TOXICIT
CHELATORU A PROCHELATORU ZELEZA SIH A BSIH A

JEJICH ROZKLADNYCH PRODUKTU

Jansova H, Bures$ J, Machacek M, Haskova P, Jirkovska A, Roh J, Wang Q, Franz
KJ, Kovaiikova P, Simtnek T. Characterization of cytoprotective and toxic properties of
iron chelator SIH, prochelator BSIH and their degradation products. Toxicology.
2016;350:15-24.

Bures J, Jansova H, Stariat J, Filipsky T, Mladénka P, Siminek T, Kuéera R, Klimes
J, Wang Q, Franz KJ, Kovatikova P. LC-UV/MS methods for the analysis of prochelator
— Boronyl salicylaldehyde isonicotinoyl hydrazone (BSIH) and its active chelator
salicylaldehyde isonicotinoyl hydrazone (SIH). Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis. 2015;105:55-63.

Salicylaldehydisonikotinoylhydrazon (SIH) je silny intracelularni chelator Fe, u
kterého byla jiz diive popsana jeho protektivni Gi€¢innost proti oxida¢nimu poskozeni jak
v in vitro tak i v in vivo studiich (Bendova et al., 2010; Haskova et al., 2011; Horackova
et al., 2000; Simunek et al., 2005a; Sterba et al., 2007). Jeho nevyhodou je ov§em riziko
rozvratu piirozené homeostazy Fe a také jeho kratky biologicky polo€as kvili velmi
nestabilni hydrazonové vazb&. Ztohoto divodu byl pfipraven prochelator
boronylsalicylaldehydisonikotinoylhydrazon (BSIH), ktery neni diky chranici skupiné
schopny vazat ionty Fe, dokud neni ptisobenim ROS, v nasem ptipadé H20>, aktivovan

na chelata¢né uc¢inny SIH (Charkoudian et al., 2006) (Obr. 6).

Cilem této studie bylo tudiz stanovit stability a rozkladné produkty BSIH a STH nové
vyvinutou a zvalidovanou metodou a urcit jejich biologické vlastnosti jako je chelata¢ni
ucinnost, vlastni toxicita a protektivni u¢innost u poSkozeni H9c2 bunék vyvolaném

H20.. Chemické struktury studovanych latek jsou znazornény na Obr. 14.
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Obr. 14 Chemické struktury chelatoru Fe SIH, prochelatoru BSIH a jejich rozkladnych
produktu.

Pomocinové HPLC-UV analyzy, vhodné pro in vitro bioaktiva¢ni experimenty, jsme
zjistili, Ze pinakolesterova skupina BSIH se ve vodném prostiedi okamzZité hydrolyzuje a
vznika BASIH, tedy forma BSIH s volnou arylboritou kyselinou. Dale jsme stanovili, ze
hlavnim rozkladnym produktem BSIH a SIH je vedle isoniazidu (INH) salicylaldehyd
(SAL), ktery vznika ve velkém mnozstvi, ale ne ekvimolarné. Z tohoto divodu jsme
zkoumali dalsi potencidlni rozkladné produkty, jako je kyselina salicylova (SA) a
pyrokatechol (PRC). Avsak byla nalezena pouze SA a to jen ve velmi malém mnozstvi.
Dalsi teorii pak bylo, Ze SAL sice vznikd ekvimolarné, ale diky jeho tékavosti nejsme
schopni toto mnozstvi pfesné stanovit, nebot’ jsou tyto experimenty provadény na Petriho
miskach. Zopakovali jsme proto tyto pokusy i v uzavienych zkumavkach a zjistili jsme,
ze jeho ubytek je opravdu zptisoben pievazné jeho tékavosti. Dale jsme potvrdili, ze BSIH
je vyznamné stabilnéjsi nez chelator SIH v DMEM bunééném médiu s H9¢c2 bunkami i
bez nich. Novou validovanou metodou HPLC-MS se nam také podatilo stanovit zakladni

farmakokinetické parametry BSIH u potkant.

Stanovenim chelatacni UCinnosti studovanych latek jsme zjistili, Ze BSIH neni
schopny vazat ionty Fe, dokud neni aktivovan pusobenim H20». Po rozkladu BSIH,
dosahovala jeho nitrobunécna chelata¢ni Gcinnost az 70 % aktivity SIH. Vyznamné
chelata¢ni G€inky vykazoval i SAL (cca 50 % aktivity SIH). S témito vysledky koreluji i
vysledky protektivni ucinnosti, kde chelatacné neaktivni latky nebyly schopné chranit

HO9c¢2 kardiomyoblasty pted poSkozenim navozeném H»O», zatimco SIH, BSIH a SAL
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signifikantn¢ tomuto poSkozeni branili. SIH a SAL vykazovaly malou, ale signifikantni
vlastni toxicitu, u ostatnich latek (BSIH, SA, INH) pak témétf zadna toxicita zjiSténa
nebyla. Vysledky toxicitnich experimenti byly také potvrzeny stanovenim aktivity

mitochondrii ur¢enim potencialu vnitini mitochondrialni membrany JC1 sondou.
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4.3 STUDIUM AKTIVACE PROCHELATORU ZELEZA BHAPI NA
CHELATACNE UCINNY HAPI A JEJICH PROTEKTIVNICH
VLASTNOSTI U MODELU KATECHOLAMINOVE

KARDIOTOXICITY IN VITRO

Haskova P, Jansova H, Bure$ J, Machacek M, Jirkovska A, Franz KJ, Kovatikova P,
Simének T. Cardioprotective effects of iron chelator HAPI and ROS-activated boronate
prochelator BHAPI against catecholamine-induced oxidative cellular injury.

(manuskript)

Katecholaminy jsou stresové hormony dfené¢ nadledvin a také neurotransmitery
sympatického vegetativniho a centrdlniho nervového systému. Jsou nezbytné pro
kontrolu srde¢ni funkce, avSak jejich nadmérné uvoliiovani mize zpiisobovat srde¢ni
poskozeni (Cohn et al.,, 1984; Dhalla et al., 2010). Ackoli je katecholaminova
kardiotoxicita znama jiz dlouhou dobu, jeji patofyziologie neni stile zcela objasnéna.
Predpoklada se vliv nadmérné stimulace B-adrenorecoptort, pietizeni srde¢nich bun¢k
vapnikem a v posledni dob¢ se také uréita role ptipisuje nadmérné produkci ROS (Costa
et al., 2011; Dhalla et al., 2010). Katecholaminy podléhaji spontanni oxidaci, pii které
dochdzi ke vzniku nestabilnich 0-chinoni a aminochromd, které mohou byt déle
oxidovany. Tyto oxidované produkty pomahaji rozvoji Haber-Weissovy reakce a tak i

vzniku ROS, ptevazné velmi reaktivniho a toxického -OH (Bindoli et al., 1992).

vvvvvv

chelatoru SIH (Haskova et al., 2011). Nevyhodou SIH je ale jeho kratky biologicky
polocas prevazné diky nestabilni hydrazonové vazbé. Z tohoto ditvodu byl pfipraven jeho
methylovany derivat HAPI se zvySenou stabilitou vii¢i hydrolyze (Hruskova et al., 2011)
a také od n¢j odvozeny prochelator BHAPI (Kielar et al., 2012a). BHAPI navic neni
schopny vazat ionty Fe, dokud neni boronylové chrénici skupina odstranéna ptisobenim
ROS. Neovliviiyje tak pfirozenou homeostazu Fe, dokud neni aktivovan v patologickych

podminkach spojenych s nadmérnou produkci ROS, na chelatacné i¢inny HAPL

Cilem této studie bylo stanovit stabilitu HAPI a BHAPI a také urcit schopnost

katecholaminti a jejich oxida¢nich produktti aktivovat BHAPI na G¢inny chelator HAPI.
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Dale pak stanovit jejich chelata¢ni aktivitu a protektivni u¢innost u oxida¢niho poskozeni

zpusobeném katecholaminy, adrenalinem a isoprenalinem a jejich oxida¢nimi produkty.

Pomoci HPLC jsme potvrdili, Ze obé zkoumané latky, jak HAPI tak predevsim
BHAPI, jsou stabilni. Chelator Fe HAPI je stabilni i v pfitomnosti Cerstvé piipravené¢ho
nebo 24 h preoxidovaného adrenalinu, zatimco prochelator BHAPI je inkubaci
s adrenalinem aktivovan na HAPIL Tento proces probiha nejrychleji v bunééném médiu
bez bunék. V souladu s témito vysledky jsou i data ziskana méfenim intracelularni
chelatace v H9c2 bunkach, kterymi jsme potvrdili, Ze BHAPI neni schopny vazat ionty
Fe. AZ po aktivaci plisobenim katecholaminti dosahuje témét stejné chelatacni ucinnosti
jako samotny HAPI. Nasimi vysledky jsme dale potvrdili vyznamny kardioprotektivni
ucinek HAPI vic¢i oxidaénimu poSkozeni navozenému piedev§im preoxidovanymi
katecholaminy. Tomuto poSkozeni byl schopny branit ve vSech testovanych
koncentracich. Velmi podobné protektivni u¢inky vykazoval i prochelator BHAPI, ktery
také signifikantné branil katecholaminové kardiotoxicité. Tento vyznamny protektivni
ucinek nebyl pozorovan pouze u pokust, kdy byl pouzit v nejvySsi dosazitelné
koncentraci (600 uM), coz je pravdépodobné zptsobeno jeho vlastni toxicitou. Zjistili
jsme, ze jeho akutni toxicita (24 h) je vys$si nez u parentniho chelatoru HAPI, avSak

v dlouhodobych experimentech (72 h) tomu bylo naopak.
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4.4 KATALYTICKE INHIBITORY TOPOISOMERASY |l MODULUJI
ROZDILNE TOXICITU ANTRACYKLINU V SRDECNICH A

NADOROVYCH BUNKACH

Vavrova A, Jansovd H, Mackovéa E, Machagek M, Haskova P, Tichotova L, Stérba
M, Simiinek T. Catalytic inhibitors of Topoisomerase II differently modulate the toxicity
of anthracyclines in cardiac and cancer cells. PLoS One. 2013;8(10):e76676.

Jedinou registrovanou latkou uzivanou pro farmakologickou prevenci ANT
kardiotoxicity je DEX, ktery kromé& metabolizace a/nebo rozkladu na chelata¢né aktivni
latku ADR-925, puisobi jako katalyticky inhibitor TOP II. JelikoZ DEX ptisobi na stejny
enzym jako samotné ANT, objevily se obavy ze snizeni jejich antiproliferacniho ucinku.
Tato studie se proto zabyvala sledovanim kardioprotektivnich vlastnosti tfi komeréné
dostupnych katalytickych inhibitort TOP Il, DEX, jeho analogu sobuzoxanu a
merbaronu viu¢i ANT toxicité na primarni linii potkanich neonatalnich ventrikularnich
kardiomyocyti (NVCM). Dale byla studovana antiproliferacni aktivita téchto latek a
jejich kombinace s DOX a DAU na bunééné linii HL-60, lidské promyelocytarni

leukémie.

Nase in vitro pokusy potvrdily schopnost DEX vyznamné chranit NVCM buiiky pied
toxicitou navozenou inkubaci s DAU nebo DOX vV klinicky relevantnich koncentracich.
Protektivni vlastnosti byly pozorovany i u sobuzoxanu a merbaronu. Tyto vysledky byly
potvrzeny i méfenim aktivity kaspas, které se podili na aktivaci apoptozy. DalSim
dukazem podporujicim mechanismus kardioprotekce prosttednictvim inhibice TOP I, je
fakt, Ze ani jedna ze studovanych latek nebyla schopna chranit NVCM buiky pied
poskozenim navozeném H202. Tuto teorii potvrzuji i vysledky chelatacni ucinnosti
méfené kalceinovou metodou v H9¢2 buikach. Sobuzoxan ani merbaron nebyl schopny
vazat Fe z LIP, pouze DEX vykazoval mirnou chelata¢ni aktivitu, asi 25 % aktivity
referencniho chelatoru Fe SIH. Ve shodé¢ s témito vysledky je i méfeni obsahu GSH a
GSSG po inkubaci s DAU, ve kterych nebyla zaznamenana zadna signifikantni zména

v obsahu obou forem GSH ani po preinkubaci s DEX.
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Pro hodnoceni ovlivnéni antiproliferacni aktivity DAU a DOX katalytickymi
inhibitory TOP II jsme pouzili metodu dle Chou-Talalay (Chou and Talalay, 1983)
s vyhodnocenim MTT testem. Nasimi vysledky jsme nepotvrdili obavy ze snizeni ANT
ucinnosti. Zjistili jsme, ze ani jeden ze studovanych katalytickych inhibitort nesnizuje
ANT toxicitu, naopak ptisobi spise synergicky. Silny synergismus byl pozorovan zejména
Vv nizsich koncentracich. Tyto vysledky byly potvrzeny i stanovenim aktivity kaspas, kdy
pii kombinaci latek dochazelo k jejich vyssi aktivaci nez pii pouziti jednotlivych latek

samostatné.
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4.5 OVLIVNENI ANTRACYKLINOVE KARDIOTOXICITY NOVE

SYNTETIZOVANYMI ANALOGY DEXRAZOXANU

Jirkovska-Vavrova A, Roh J, Lencova-Popelova O, Jirkovsky E, Hruskova K,
Potii¢kova-Mackova E, Jansova H, Hagkova P, Martinkova P, Eisner T, Kratochvil J, Sus
J, Machacek M, Vostatkova-Tichotova L, GerSl V, Kalinowski DS, Muller MT,
Richardson DR, Vavrova K, Stérba M and Simanek T. Synthesis and analysis of novel
analogues of dexrazoxane and its open-ring hydrolysis product for protection against
anthracycline cardiotoxicity in vitro and in vivo. Toxicology Research. 2015;4:1098-
1114.

DEX je latka ze skupiny bis-dioxopiperazind, jejiz protektivni vlastnosti u ANT
kardiotoxicity byly objeveny spise ndhodou, a i proto pfesny mechanismus tohoto G¢inku
neni stale zcela objasnén. Cilem této studie byla tudiz syntéza novych analogi DEX a
jeho Fe-chelatujiciho metabolitu  ADR-925 se zaméfenim na vztah struktury a
kardioprotektivniho ucinku a snahu piispét k objasnéni mechanismu kardioprotektivniho

pusobeni.

Byly ptipraveny dva analogy DEX, a to MK-15 a ES-5. MK-15 je strukturné velmi
podobny DEX, pouze terminalni amid byl nahrazen imidem k omezeni hydrolyzy a
vzniku metabolitu chelatujiciho Fe. U ES-5 byl modifikovan spojovaci fetézec.
Modifikaci ADR-925 byly navrzeny dva analogy KH-TA4 a JR-159. Diky
alkylamidovym substituentim maji tyto latky vyssi lipofilitu a mély by proto snadnéji
prostupovat biologickymi membranami. Struktury studovanych latek jsou zndzornény na
Obr. 15.
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Obr. 15 Chemické struktury analogit DEX a ADR-925.

In vitro pokusy na NVCM buikach jsme zjistili, Ze na rozdil od DEX nejsou nové
analogy schopné vyznamné chranit tyto buiiky pied toxicitou DAU. Tyto vysledky byly
potvrzeny i na modelu chronické ANT kardiotoxicity u kraliki. Na bunééné linii lidské
promyelocytarni leukémie, HL-60, jsme stanovili, Ze ani jeden analog DEX nesnizuje

protinadorovy ucinek ANT a ze DEX a KH-TA4 ptisobi sami o sob¢ antiproliferacné.

Pro objasnéni molekularnich mechanismil rozdilné protektivni i€innosti DEX a jeho
analogi byla nejprve zkoumdna schopnost téchto latek chelatovat Fe v H9¢2 buiikach,
vyvazovat Fe z komplexu s DAU a zvySovat mobilizaci Fe z bunék pomoci transferrinu
znaceného radioaktivnim *°Fe. Pouze analogy odvozené od ADR-925 vykazovaly uréitou
schopnost interagovat s ionty Fe. JR-159 byl schopny ¢aste¢né vyvazovat Fe z komplexu
s DAU, avsak tento proces byl velmi pomaly ve srovnani s referen¢nim chelatorem SIH.
Kalceinovou metodou jsme stanovili, Zze kromé DEX, byl schopny véazat nitrobunécné Fe
pouze KH-TA4. Aviak opét byl tento efekt velmi slaby v porovnani se STH. Zadna ze
studovanych latek, ani DEX, pak nebyla schopnd mobilizace Fe z H9¢c2 bunék.

DalSim pfedpokladanym mechanismem kardiotoxického plisobeni ANT je inhibice
TOP 1IB. Proto jsme se v dal$ich pokusech zaméfili na studium interakce DEX a jeho
analogii s TOP IIf v NVCM bunkach. U DEX jsme pozorovali ¢asoveé zavislou depleci

TOP IIB, avsak zadny jeho analog inhibici tohoto enzymu nenavozoval.
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4.6 PROTEKTIVNI UCINEK ANORGANICKYCH DUSICNANU A

DUSITANU PROTI ANTRACYKLINOVE KARDIOTOXICITE

Lencova-Popelova O, Jirkovsky E, Jansovd H, Jirkovskd-Vavrova A, Vostatkova-
Tichotova L, Mazurova Y, Adamcova M, Chladek J, Hroch M, Pokorna Z, Gersl V,
Simtnek T, Stérba M. Cardioprotective effects of inorganic nitrate/nitrite in chronic
antracycline cardiotoxicity: Comparison with dexrazoxane. Journal of Molecular and
Cellular Cardiology. 2016;91:92-103.

Né¢kolik pfedchozich studii poukdzalo na nadéjné kardioprotektivni ucinky
anorganickych dusi¢nanti a dusitant u ischemicko-reperfizniho poskozeni (Duranski et
al., 2005; Ingram et al., 2013; Jones et al., 2015; Webb et al., 2004). Studie z roku 2011
dokonce prokazala protektivni efekt u akutni ANT kardiotoxicity u mysi navozené
jednorazovou davkou DOX (Zhu et al., 2011). JelikoZ piesny mechanismus tohoto
pusobeni neni zcela objasnén a nebyla zkoumana ani jejich t¢innost pii chronickém
poskozeni kardiomyocyti navozeném ANT, bylo cilem této prace urcit jejich vliv
na chronické projevy ANT Kardiotoxicity, pfispét k objasnéni mechanismi jejich

protektivniho ptisobeni a ziskané vysledky porovnat s vlastnostmi DEX.

Dusi¢nan sodny nebyl na modelu chronické ANT kardiotoxicity kralikli schopny
zlepSovat zadny ze studovanych parametrii, na druhou stranu dusitan sodny pouzity ve
vy$$i koncentraci (5 mg/kg) branil pred¢asnému uhynu zvifat a zlepSoval dil¢i parametry
nekterych drah podilejicich se na ANT kardiotoxicité. Pozitivni vliv mél predevS§im na
mitochondrialni parametry, coz bylo potvrzeno i vinvitro pokusech stanovenim
potencidlu vnitini mitochondriadlni membrany. Pozitivni vysledky byly zaznamenany také
u naruSeni exprese genu dulezitych proteinii prenasejicich vapnik. I pfes tyto nadéjné
vysledky nebyl schopny branit vyznamnému snizeni srde¢ni funkce, uvoliiovani
troponinu T, lipoperoxidaci myokardu a také jeho remodelaci. V in vitro pokusech
nedokazal zabranit Gbytku viability H9¢2 ani NVCM bungk.

Znasich vysledku vyplyva, ze dusitany mohou caste¢né modulovat nékteré
parametry ANT kardiotoxicity, prevazné ty mitochondridlni, avSak celkova
kardioprotekce je na rozdil od DEX nedostatecnd. DEX, katalyticky inhibitor TOP I,

zlepSoval téméf vSechny nami stanovované parametry a branil tak funkénim,
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morfologickym a biochemickym projevim chronické ANT kardiotoxicity. Na druhou
stranu vSak DEX vykazoval pouze omezené kardioprotektivni U€inky u ischemicko-
reperfuzniho poskozeni in vitro i in vivo (Neckar et al., 2012). Vzhledem k t¢émto

rozdilnym vysledkiim jsme se zaméfili na mechanismus jeho Gc¢inku.

V posledni dobé se priklada nejvétsi vyznam TOP IIf, jako hlavnimu cili ANT
kardiotoxicity, kdy interakci ANT s timto enzymem dochazi ke vzniku dvojitych zloma
a tudiz i poskozeni DNA kardiomyocytt (Sawyer, 2013). Sledovali jsme proto vliv DEX
a dusitanu na mnozstvi tohoto enzymu v H9¢2 a NVCM bunkéch a také v myokardu levé
komory kraliki. Ani v jednom ztéchto modeli nebyl dusitan schopny ovliviiovat
mnozstvi TOP IIB. Oproti tomu DEX navodil depleci tohoto enzymu ve vsech vzorcich,

¢imz brani interakci TOP I s ANT a tudiz 1 poSkozeni srdecnich bunék.
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4.7 STUDIUM VLIVU MOLSIDOMINU NA KARDIOTOXICKE A

ANTIPROLIFERACNI UCINKY ANTRACYKLINU

Lencova-Popelova O, Jansovd H, Jirkovsky E, Bures J, Jirkovska-Vavrova A,
Mazurova Y, Vostatkova L, Adamcova M, Hroch M, Pokorna Z, Kovatikova P, Simiinek
T, Stérba M. Are cardioprotective effects of NO-releasing drug molsidomine translatable

to chronic anthracycline cardiotoxicity settings? (manuskript)

V této studii jsme se zaméfili na klinicky uzivany donor NO, molsidomin. Ten je
velmi  rychle metabolizovan jaternimi enzymy na  aktivni  metabolit
3-morfolinosydnonimin (SIN-1), ktery podléha spontanni degradaci a uvoliiuje NO (Obr.
16) (Rosenkranz et al., 1996). Cilem této prace bylo stanovit protektivni potencial
molsidominu, respektive jeho aktivniho metabolitu SIN-1, v in vitro i in vivo modelech
ANT kardiotoxicity. Dale jsme zjistovali, zda SIN-1 negativné neovliviiuje
protinadorovou uc¢innost ANT ¢i nevyvolava nitracni stres.

™
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Obr. 16 Zjednodusené schéma aktivace molsidominu na latky poskytujici NO
(Rosenkranz et al., 1996).

Vin vitro pokusech, na H9c2 myoblastech a izolovanych neonatalnich
kardiomyocytech (NVCM), jsme pouzivali pfimo aktivni metabolit molsidominu, SIN-1.
Zjistili jsme, ze SIN-1 je schopny vyznamné chranit obe bunééné linie proti DAU toxicite,
avSak az v pomérné vysokych koncentracich. U bunécéné linie H9c2 byl protektivni
ucinek pozorovan v Koncentracich 10 — 100 uM a u NVCM v rozmezi 1 -2 mM. Ve
vy$Sich koncentracich pak protektivni G¢inek vymizel, pravdépodobné diky vlastni
toxicité SIN-1. Na bunécné linii lidské promyelocytarni leukémie (HL-60) jsme urcovali
vliv SIN-1 na antiprolifera¢ni Gi¢innost DAU a zjistili jsme, Ze v nizkych (1 —10 nM),

klinicky relevantnich, koncentracich ma SIN-1 urcitou antiprolifera¢ni aktivitu. AvSak ve
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vysSich koncentracich, u kterych byl pozorovan kardioprotektivni 0c¢inek, SIN-1
protinadorovy efekt DAU snizoval. Tyto vysledky nas vedly k domnénce, ze dochazi
k urcité interakci mezi DAU a SIN-1. Pomoci HPLC-MS jsme ukazali, Ze SIN-1 a/nebo
jeho rozkladné produkty piisobi rychly chemicky rozklad DAU.

Vin vivo pokusech byl molsidomin kralikim podavan ve dvou riznych
koncentracich (0,025 a 0,5 mg/kg, i.v.), avsak vysledky neprokazaly zadnou protektivni

uéinnost.
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5 SOUHRNNA DISKUSE

Kardiovaskularni choroby jsou (spolu s nadorovymi onemocnénimi) nejéastéjsi
pri¢inou umrti obyvatel vyspélych stati. Ackoliv se vétSinou jednd o multifaktorialni
onemocnéni, dilezitou roli v jejich rozvoji hraje dle mnoha dostupnych studii oxida¢ni
stres (Griendling and FitzGerald, 2003). V soucasné dob¢ je prevence téchto onemocnéni
zalozena prevazné na rezimovych opatienich a dieté. Mnoho studii sledovalo napt. vliv
antioxidantl na oxidacni posSkozeni srdeCnich bunék, avSak vétSina z nich dosla
k negativnim vysledkim (Hennekens et al., 1996; Lee et al., 2012). SpiSe nez nasledné
vzniku. Toho muze byt dosazeno cheldtory Fe, které vazbou volného Fe tvofi redoxné
neaktivni komplexy a brani tak rozvoji Haber-Weissovy reakce, pii které vznika
nadmérné mnozstvi ROS, prevazné velmi reaktivniho a toxického -OH (Franz, 2013,;
Galey, 2001). Nadmérna tvorba ROS vede k poSkozeni biomolekul a nasledné i

souvisejicich organt.

Chelatory Fe jsou chemicky variabilni skupinou latek, jez jsou v klinické praxi
pouzivany K 1é¢bé nadmérné zatéze Fe, ktera mize byt zpiisobena napt. castymi krevnimi
transfuzemi u B-talasemie ¢i jinych typa anemii (Andrews and Schmidt, 2007). Mnoho
studii také poukazuji na jejich nadéjné vyuziti v 1éEbé nadorovych onemocnéni
(Richardson et al., 2009). Neékteré z nich jsou jiz zatazeny do klinického hodnoceni
(Hatcher et al., 2008; Yu et al., 2006). V této praci jsme se ale zaméfili na jejich

kardioprotektivni potencial u patologickych stavii souvisejicich s oxidacnim stresem.

vvvvvv

ucinky pfevazné€ malych, lipofilnich chelatort Fe, jako je napt. L1 a ICL670A nebo SIH
(Bendova et al., 2010; Haskova et al., 2011; Haskova et al., 2011; Horackova et al., 2000;
Kontoghiorghe et al., 2014; Simunek et al., 2005a; Wongjaikam et al., 2015). V této praci
jsme se zaméfili zejména na vlastnosti klinicky uzivaného triazolového chelatoru Fe
ICL670A (deferasirox), experimentalniho chelatoru SIH ze skupiny aroylhydrazoni a od
né¢j odvozeného HAPIL Chelator HAPI byl navrzen tak, aby se zvysila stabilita
hydrazonové vazby v molekule SIH (Hruskova et al., 2011), coz bylo potvrzeno i

vysledky této prace.
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U vsech tfi chelatorii jsme stanovili vysokou schopnost chelatovat ionty Fe jak
v roztoku tak i v H9¢2 bunkach. S témito vysledky koreluje skute¢nost, ze vSechny latky
vyznamné chranily H9¢2 buiky pfed oxida¢nim poSkozenim vyvolaném H2O». Tento
protektivni efekt ovSem ve vysokych koncentracich klesal, coz bylo nejvice patrné
v pripad¢ chelatoru ICL670A. Bylo to pravdépodobné zplisobeno vlastni toxicitou latek,
ktera byla také u ICL670A nejvyssi. Toxicita SIH a HAPI byla po 24 hodinach podobna,
ale v dlouhodobém experimentu byl chelator HAPI vyrazn¢ toxi¢téjsi. Domnivame se, Ze
to bylo zptisobeno vyssi stabilitou nové pfipraveného chelatoru HAPI. Nasimi pokusy
jsme také prokazali, ze toxicita zkoumanych cheldtorti Fe je zptisobena depleci Fe, nebot’
jeho ptidanim doslo ke snizeni ¢i Gplnému vymizeni jejich toxicity. V nasi praci ukazal
SIH nejlepsi pomér cytoprotektivni G¢innosti a vlastni toxicity, avSak nevyhodou je jeho
rychly rozklad. Proto jsme se rozhodli zaméfit také na vlastnosti jeho rozkladnych
produktii, coz ukazalo, ze hlavnim rozkladnym produktem je, vedle isoniazidu (INH),
salicylaldehyd (SAL). INH je netoxicka latka bez schopnosti chelatovat Fe a chranit H9¢2
bunky pred plisobenim H202. Na druhou stranu SAL vyznamné vézal intracelularni ionty
Fe a signifikantn€ branil H20> toxicité. Z t€chto dat vyplyva, Ze i1 kdyz je SIH velmi
nestabilni latkou, rozklada se ptevazné na degradacni produkt SAL, ktery si zachovava

vyhodné chelatacni a kardioprotektivni vlastnosti.

Toxicita chelatorti Fe, zptsobena depleci Fe a jeho odniménim z dilezitych proteind,
je zavaznou nevyhodou téchto latek. Z tohoto diivodu byly ptipraveny prochelatory Fe,
které se aktivuji pouze v patologickych podminkach oxida¢niho stresu. Jedna se o
prochelatory, kde je fenolicky hydroxyl nezbytny pro chelataci maskovan boronylovou
chranici skupinou. Struktury téchto latek jsou odvozené od ndmi studovanych chelatort
Fe (Obr. 13). V této praci jsme se zabyvali péti prochelatory Fe: BSIH a BSIH-PD
(odvozené od SIH), BHAPI (odvozen od HAPI) a prochelatory odvozenymi od ICL670A
(TRA-IMM a TIP). Posledni zminéné latky, odvozené od ICL670A, byly pomérn¢ hodné
toxické a nevykazovaly téméf Zadnou protektivni G€innost, proto jsme se s nimi jiz
Vv dalSich experimentech nezabyvali.

U prochelatoru BHAPI byla jiz diive popséna protektivni uc¢innost vii€i poskozeni
vyvolaném H>O; a redoxné aktivnim herbicidem paraquatem na ARPE-19 burkach

(Kielar et al., 2012a). Nami vyvinutou metodou HPLC-UV jsme potvrdili schopnost
BHAPI se aktivovat na chelata¢né ucinny HAPI prostfednictvim ROS a také dobrou
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stabilitu obou latek. V nasich experimentech byla také sledovana aktivace pomoci
katecholamint (adrenalin). Detekovali jsme uplny rozklad BHAPI za souc¢asného vzniku
témet ekvimolarniho mnozstvi cheldtoru HAPI. S témito daty souvisi i1 vysledky
potvrzujici vybornou chelata¢ni ucinnost jak HAPI tak i prochelatoru BHAPI po inkubaci
s preoxidovanymi katecholaminy; bez této preinkubace nebyl BHAPI viibec schopny
ionty Fe vazat. U obou latek byla potvrzena i statisticky vyznamna protektivni uc¢innost
vuci katecholaminové kardiotoxicité na H9c2 bunkéach. Velmi podobné vysledky byly

pozorovany i u poskozeni vyvolaném H>0O-.

DalSimi zkoumanymi prochelatory byly ty odvozené od chelatoru SIH. BSIH a
BSIH-PD po aktivaci H2O> dosahovaly velmi vysoké chelata¢ni ucinnosti, v roztoku
témet srovnatelné s jejich matetskou latkou SIH. Jejich schopnost vazat intracelularni Fe
byla vyznamné niz§i. Domnivame se ovSem, Ze to bylo zpisobeno ¢astecnou detoxikaci
H20> antioxida¢nimi mechanismy bunék, ¢imz nemohlo dochézet Kk uplné preméné na
aktivni chelator SIH. Tato domnénka byla potvrzena také vysledky HPLC analyzy
rozkladnych produkti BSIH, kde byl jeho rozpad mnohem mensi v bunééném médiu
s buitkkami nez bez nich. Protektivni potencidl BSIH vii¢i H2O2 byl popsan jiz diive na
ARPE-19 bunkach (Charkoudian et al., 2008). V nasich pokusech oba prochelatory
vyznamné chranily H9c2 buiky pfed toxicitou vyvolanou H2O2. Nejvétsi vyhodou
prochelatoru BSIH vSak byla jeho velmi nizka toxicita, kterd byla zachovana i
Vv dlouhodobych experimentech. Prochelator Fe BSIH je proto nadéjnou latkou vhodnou
pro dal$i hodnoceni. Zajimavé by bylo pfedevSim sledovani jeho ucinnosti
v komplexng&j$im in vivo modelu kardiovaskularniho ¢i jiného onemocnéni spojeného

s oxida¢nim stresem.

Dlouhou dobu se ptedpoklddalo, Zze chelatace Fe je 1 mechanismem
kardioprotektivniho ptsobeni klinicky uzivaného DEX u ANT kardiotoxicity (Hasinoff
et al., 1998). ANT jsou velmi u¢inna a Casto pouzivana protinadorova léCiva, jejichz
uzivani v klinické praxi je limitovano jejich kardiotoxicitou. Jednd se o velmi zadvazny
nezadouci Gcinek, ktery miize vést az ke kardiomyopati a srde¢nimu selhani (Hrdina et
al., 2000). Pfesny mechanismus tohoto G¢inku neni stale zcela objasnén, avsak podle
tradi¢ni hypotézy se predpokladalo, Zze vyznamnou roli hraje produkce ROS v myokardu
katalyzovana Fe. Proto bylo provedeno nékolik studii zabyvajicich se vyuzitim cheldtort

Fe v prevenci ANT kardiotoxicity (Ammar el et al., 2011; Herman et al., 1994; Hershko
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et al., 1993; Link et al., 1996; Simunek et al., 2005b; Sterba et al., 2007; Sterba et al.,
2006; Voest et al., 1994). Jako ptiklad za vSechny Ize uvést vysledky nami studovaného
chelatoru Fe SIH (Simunek et al., 2008; Sterba et al., 2007). V téchto studiich bylo
prokazano, ze SIH je schopny castecné ale signifikantné zlepSovat ANT navozenou
kardiotoxicitu jak in vitro, tak i in vivo. Zajimavy zavér téchto studii spociva ve zjisténi,
ze SIH nemél témét zadny vliv na lipoperoxidaci navozenou ANT, z ¢ehoz lze usuzovat,
ze jeho kardioprotekce je zpisobena jinym mechanismem nez je inhibice produkce ROS.
Na druhou stranu bylo ale potvrzeno, ze protektivni efekt je zavisly na Fe, nebot’ jeho
pfidavanim byl protektivni efekt snizovan. Dale bylo zjisténo, ze v koncentracich ve
kterych SIH snizoval ANT kardiotoxicitu, byl navic schopny zvySovat antiproliferacni
ucinnost ANT. Jelikoz chelataci Fe nedochézelo ke snizeni protinadorové u¢innosti ANT,
usuzuje se, ze vznik ROS katalyzovany Fe neni hlavnim mechanismem u¢innosti ANT.
Zadny ze studovanych chelatort Fe oviem nedosahoval uéinnosti katalytického
inhibitoru topoisomerasy Il (TOP Il), DEX, ackoli se jedna o mnohem siln&jsi a
selektivnéjsi chelatory Fe nez je hydrolyticky, chelata¢né aktivni metabolit DEX, ADR-
925 (Popelova et al., 2009). Z tohoto diivodu se od této teorie spiSe ustupuje a stale veétsi
vaha je pfisuzovana katalytické inhibici TOP IIf v kardiomyocytech (Vejpongsa and
Yeh, 2014).

My jsme se v naSich dalSich studiich zaméfili nejen na katalytické inhibitory TOP I,
ale také na moznost vyuziti latek poskytujicich oxid dusnaty (NO), u kterych byla jiz
drive prokazana kardioprotektivni i€innost napft. u ischemicko-reperfuzniho poskozeni
(Duranski et al., 2005; Ingram et al., 2013; Jones et al., 2015; Schluter et al., 1996) i u
akutni ANT kardiotoxicity (Disli et al., 2013; Zhu et al., 2011).

V in vivo studii dusi¢nan sodny nebyl schopny zlepSovat zadny ze sledovanych
parametrl, pouze vyssi davka dusitanu sodného zvySovala piezivani zvifat a zlepSovala
nckteré dil¢i parametry, prevazné ty mitochondridlni. Tato skute€nost byla potvrzena i
Vv in vitro pokusech na H9¢2 a NVCM bunkach, kde kardioprotekce nebyla dostacujici,
avsak dusitan zvySoval mitochondrialni aktivitu. Podobnou studii jsme provedli také
s molsidominem. Tato latka je v klinické praxi pouzivana k dlouhodobé 1écbé anginy
pectoris a je pifimym donorem NO. Opét jsme se zaméfili na jeho potencial chranit srde¢ni
buniky pfed chronickymi zménami zpusobenymi ANT a zjistili jsme, Zze v in vivo

experimentech nevykazoval zadnou schopnost snizovat mortalitu zvifat, rozvoj srde¢niho
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selhani ani morfologické zmény vyvolané DAU. V in vitro pokusech byl ve vyssich
koncentracich pozorovan velmi vyznamny protektivni ucinek. Zjistili jsme ovsem, ze
Vv téchto koncentracich také dochazi k velmi vyznamnému snizeni antiprolifera¢ni
aktivity ANT. HPLC-MS analyzou bylo dokazano, ze aktivni metabolit molsidominu,
SIN-1, ptsobi velmi rychly rozklad DAU na zatim blize nespecifikované rozkladné
produkty. Tato vyznamna interakce zpisobila jednak téméf tiplnou ztratu protinadorové
ucinnosti a byla také pfi¢innou zdanlivého kardioprotektivniho tc¢inku. Velmi zajimavé
se ovSem zda byt pouziti kombinace DAU s nizkymi koncentracemi SIN-1, kdy na
druhou stranu antiprolifera¢ni uc¢inek ANT zesiloval. Ackoli pouziti anorganického
dusitanu castecné zlepSovalo dil¢i parametry ANT kardiotoxicity, nedosahovalo
vynikajici aktivity DEX. Proto jsme se v dalSich studiich zamé&fili na objasnéni jeho

kardioprotektivniho u€inku a také na studium jeho novych analogt.

I kdyz je DEX velmi u¢innym kardioprotektivem, jeho uzivani v klinické praxi je
limitovano jeho nezadoucimi G¢inky, jako je napt. hematotoxicita (Minotti et al., 2004),
vysokou cenou a jelikoz je katalytickym inhibitorem TOP II a plisobi tak na stejny enzym
jako ANT, i obavami ze snizeni protinadorového u¢inku ANT. V nasi studii jsme proto
studovali nové analogy DEX. Podafilo se pfipravit dva derivaty DEX (MK-15 a ES-5) a
dva ,,oteviené” analogy chelata¢né uc¢inného metabolitu DEX, ADR-925 (KH-TA4 a
JK-159). Vysledky nasi studie ukazuji, ze nékteré z nové piipravenych analogi byly
schopné Caste¢né snizovat toxicitu navozenou H202 a u nékterych byla pozorovana i
velmi mala schopnost vazat ionty Fe, av§ak Zadny z nich nebyl schopny vyznamné branit
ANT kardiotoxicité in vivo ani in vitro. DEX naopak téméF tplné chranil kardiomyocyty
pfed rozvojem ANT kardiotoxicity, avSak nevykazoval Zadny protektivni efekt u
poskozeni zplisobeném H202. Analyzou pomoci western blotu jsme zjistili, Ze pouze
DEX je schopny ptisobit depleci TOP IIf a pravdépodobné tak i branit navazani ANT na
zminovany enzym, tvorbé dvojitych zlomt a naslednému poskozeni kardiomyocytt. Pro
ovéfeni této teorie jsme dalsi studii zjiStovali protektivni vlastnosti dalSich dvou

komer¢né dostupnych katalytickych inhibitor TOP Il.

V nasi studii jsme se zabyvali katalytickym inhibitorem sobuzoxanem a
merbaronem. U obou latek bylo zjiSténo, Ze nejsou schopné vazat ionty Fe a ze nedokazi,
stejné jako DEX, branit poskozeni navozeném H202, coz umoznuji latky chelatujici Fe,

jak jiz bylo prokazano nasimi experimenty zminénymi vyse. Na druhou stranu, ob¢ latky
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poskytovaly podobnou protekci jako DEX u ANT kardiotoxicity. Dale jsme nepotvrdili
obavy ze snizeni antiproliferacni aktivity ANT pfi sou¢asném uzivani katalytickych
inhibitorti TOP II. Naopak jsme zjistili, ze vétSina kombinaci méla spise synergicky efekt,
coz bylo velmi vyrazné hlavné v nizSich koncentracich. Tento jev je pravdépodobné
zpusoben rtiznou distribuci a regulaci jednotlivych isoforem TOP Il v riznych tkanich.
Srdecni tkan obsahuje vice TOP IIf, na kterou cili katalytické inhibitory, a u nadorovych
bunék zas pievlada isoforma a, ktera je hlavnim cilem antiprolifera¢niho pisobeni ANT
(Vejpongsa et al. 2014). Ze ziskanych vysledkt vyplyva, ze nasi dalSi pozornost si
zaslouzi studium farmakokinetiky a metabolismu DEX a ptiprava jeho novych analogt

nejlépe se schopnosti selektivni inhibice TOP IIf.
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6 ZAVERY

Chelatory Fe jsou u¢inné protektivni latky, které brani prub&hu Haber-Weissovy
reakce, nadmémému vzniku ROS a naslednému oxidacnimu poskozeni
kardiomyocyti. Byla u nich ale také stanovena davkové zavisla toxicita
zpusobend rozvratem piirozené homeostazy Fe. Znami studovanych latek
vykazal nejvyhodnéjsi pomér protektivniho ucinku a vlastni toxicity chelator

SIH.

Prochelétory Fe jsou nadéjnou strategii omezujici problém klasickych chelatort
spojeny s depleci Fe, nebot nemaji afinitu k tmto iontim, dokud nejsou
aktivovany v patologickych podminkach oxida¢niho stresu. Vyhodné vlastnosti
vykazaly prochelatory BSIH, BSIH-PD a BHAPI. U vsech byly stanoveny
chelata¢ni ucinky az po aktivaci zpisobenou ROS a vyznamna kardioprotekce u
modelového oxidaéniho poskozeni vyvolaném H20;. Prochelator BHAPI byl
studovan také v podminkdch katecholaminové kardiotoxicity a opét byl

prokézan signifikantni ochranny efekt.

Velmi zajimavé vlastnosti vykazal zejména prochelator BSIH, ktery vyznamné
branil oxida¢nimu poskozeni zpiisobeném nejen H202, ale i dal$imi prooxidanty.
Navic u né& nebyla zjisténa téméf zadna vlastni bunéc¢na toxicita a to ani
Vv dlouhodobych experimentech. Také jsme zjistili, Ze akoliv se aktivuje na sice
velmi ucinny, avSak nestabilni chelator SIH, zachovava si velmi vyhodné
vlastnosti, nebot’ hlavnim rozkladnym produktem je salicylaldehyd, ktery take

vykazuje vyznamné chelataéni a tim i protektivni vlastnosti.

In vitro pokusy jsme zjistili, ze dusitan sodny byl schopny ¢asteéné zlepSovat
mitochondridlni parametry ANT kardiotoxicity bez ovlivnéni jejich
antiproliferacni aktivity, av§ak nebranil ztraté viability H9¢2 ani NVCM bunék.
Tato dil¢i, avSak nedostatecna, protekce byla potvrzena i na chronickém modelu

ANT kardiotoxicity kralika.
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Aktivni metabolit molsidominu, SIN-1, pasobil ve vysokych koncentracich
rozklad ANT a tak i ztratu jejich kardiotoxického ovSem i protinadorového
ucinku in vitro. Na druhou stranu v nizkych, klinicky relevantnich,
koncentracich sam do wurCité miry snizoval proliferaci HL-60 bun¢k;
v kombinaci s ANT byl vysledny efekt aditivni. V invivo pokusech nebyla

stanovena zadna kardioprotektivni u¢innost.

Bylo zjisténo, ze kromé& DEX i dalsi katalytické inhibitory TOP Il (sobuzoxan,
merbaron) jsou schopné vyznamné branit rozvoji ANT kardiotoxicity, coz je
v souladu s recentni teorii, Ze kardioprotekce DEX je navozena inhibici TOP IIp

v myocytech, spise nez tradi¢né uvadénou chelataci Fe.

Soucasné podavani katalytickych inhibitord TOP Il s ANT mélo konzistentné

synergicky antiproliferacni uc¢inek na leukemické buiky HL-60.
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311
4-HNE
ADR-925
ANT

Arg

ATP
BASIH
BHq

BHAPI

Bp4eT
BpT
BSIH

BSIH-PD

cGMP
Cit
DAU
DCYPB
DEX
DFO
DHA

DHOasa

9 SEZNAM ZKRATEK

2-hydroxy-1-naftylaldehydisonikotinoylhydrazon
4-hydroxynonenal

Otevieny analog dexrazoxanu

Antracyklinova antibiotika

Arginin

Adenosintrifosfat

Boronylsalicylaldehydisonikotinoylhydrazon — forma volné kyseliny
(6R)-5,6,7,8-tetrahydro-L-biopterin

(E)-N"-[1-(2-((4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,2,3-dioxoborolan-2-
yl)benzyl)oxy)phenyl)ethylidene]isonicotinohydrazide

2-benzoylpyridin-4-ethyl-3-thiosemikarbazon
2-benzoylpyridinthiosemikarbazon
Boronylsalicylaldehydisonikotinoylhydrazon - ester

(E)-N’-[2-(3a,5,5-trimethylhexahydro-4,6-methanobenzo[d][1,2,3]
dioxaborolan-2- yl)benzylidene]isonicotinohydrazide

Cyklicky guanosinmonofosfat
L-citrulin

Daunorubicin

Duodenélni cytochrom B
Dexrazoxan (ICRF-187)
Desferrioxamin
Dehydroaskorbat

dihydroorotasa
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DHPasa
DMT1
DOX
Dp44mT
DpT

DQ

ECso

EDTA
FAD
FADH:

FDA

Fe
FPN1
GRed
GSH
GS-HNE
GSSG
GST
H202
HAPI
HCP1
HIF

HO1

dihydropyrimidinasa

Ptenase¢ dvojmocnych iontl (divalent metal transporter 1)
Doxorubicin
di-2-pyridylketon-4,4-dimethyl-3-thiosemikarbazon
di-2-pyridylketonthiosemikarbazon

Diquat

Koncentrace, ktera snizovala toxicitu H2O, a zplsobila tak pfezivani
50 % bunék ve srovnani kontrolou

kyselina ethylendiamintetraoctova
Flavinadenindinukleotid
Flavinadenindinukleotid — redukovana forma

Americké agentura pro schvalovani 1é¢iv ke klinickému pouziti (Food and
Drug Administration)

Zelezo

Ferroportin 1

Glutathionreduktasa

Glutathion

Konjugat 4-hydroxynonenalu s glutathionem
Oxidovana forma glutathionu
Glutathion-S-transferasa

Peroxid vodiku
(E)-N-(1-(2-hydroxyfenyl)ethyliden)isonikotinohydrazid
Protein ptenasejici hem (heme carrier protein 1)
Faktor indukovany hypoxii (hypoxia inducible factor)

Hemoxygenasa 1
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HPLC-MS

HPLC-UV

iv.

ICL670A

INH

IRE

IRP

L1

LH

LIP

MPO

NAD

NADH

NF-«xB

NMK

NO

NOS

NVCM

0-108

PIH

PKG

PRC

RNS

Vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie s hmotnostnim

spektrometrem

spojena

Vysokoucinna kapalinova chromatografie s UV detekei
Intravendzni podani

Deferasirox

Isoniazid

Vazné misto pro IRP na mRNA (iron responsive element)
Protein regulujici zelezo (iron regulatory protein)
Deferipron (CP20)

Oznacenti pro lipid

Rezervoar volného zeleza (labile iron pool)
Myeloperoxidasa

Nikotinamidadenindinukleotid
Nikotinamidadenindinukleotid - redukovana forma
Nuklearni faktor kB

Nenasycené mastné kyseliny

Oxid dusnaty

NO syntasa

Potkani neonatalni ventrikularni kardiomyocyty
ortho-chlorbenzoylisonikotinoylhydrazon
Pyridoxalisonikotinoylhydrazon

Proteinkinasa G

Pyrokatechol

Reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species)
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RONS
ROS
SAL
SIH
SIN-1
SOD
TCso
Tf
TR

TIP

TOP I

TRA-IMM

Vit C

ZIP14

Reaktivni formy kysliku a dusiku (reactive oxygen and nitrogen species)
Reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

Salicylaldehyd

Salicylaldehydisonikotinoylhydrazon

3-morfolinosydnonimin

Superoxiddismutasa

Koncentrace, ktera zplsobila 50% pokles viability bunék

Transferrin

Transferrinovy receptor

4-[5-(2-((4-boronobenzyl)oxy)phenyl)-3-(2-hydroxy- phenyl)-1H-1,2,4-
triazol-1-yl]benzoicacid

Topoisomerasa Il

methyl-4-[3-(2-hydroxy-  phenyl)-5-(2-((4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,2,3-
dioxoborolan-2-yl)benzyl)oxy)- phenyl)-1H-1,2,4-triazol-1-yl]benzoate

Vitamin C

Pienasec zinku (SLC39A14)
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