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Nazev diplomové prace: Stanoveni stechiometrie komplexu aktivniho metabolitu

dexrazoxanu ADR-925 s zelezem a médi standardni Jobovou metodou

Zelezo a m&d’ jsou pro organismus dileZité stopové prvky, které hraji roli v mnoha
fyziologickych procesech lidského organismu. Koncentrace obou téchto prvka je v lidském
téle udrzovana v rovnovaze. Kdyz je rovnovadha narusena, muze dojit k nedostatku
¢i nadbytku téchto prvka. Oba stavy jsou pro organismus $kodlivé. Volné ionty Zeleza a médi
katalyzuji tvorbu reaktivnich forem kysliku (ROS), které pak poSkozuji proteiny i DNA.
Poruseni homeostazy téchto kovli mé také souvislost s diabetem 2. typu, kardiotoxicitou,
cirh6zou jater a neurodegenerativnim onemocnénim jako je Alzheimerova a Parkinsonova

choroba.

Dexrazoxan je léCivo, které se pouziva jako kardioprotektivum pied toxicitou
zpusobenou antracykliny. Pavodni teorie ukazovala na Zelezo-chelataéni schopnost jeho

aktivniho metabolitu ADR-925 jako mechanismu protekce pied témito cytostatiky.

Pfedmétem této diplomové prace bylo zjistit, zda ADR-925 je schopen chelatovat
ionty Fe**, Fe’", Cu" a Cu?" za fyziologicky a patofyziologicky vyznamnych pH hodnot (4,5;
5,5; 6,8 a 7,5) a stanovit stechiometrii vznikajicich komplexii za pomoci standardni Jobovy

metody.

Bylo zjisténo, ze ADR-925 dobte chelatuje ionty zeleza i médi za vSech pH podminek.
Ve vétSin€ pfipadii metodika ukazala na vznik komplexu 1:1, v urcitych piipadech

ale stanoveni stechiometrie selhalo.
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Title of Thesis: Assessment of the complex stoichiometry of the active dexrazoxane

metabolite ADR-925 with iron and copper by the standard Job’smethod

Iron and copper are important trace elements which participate on many physiological
processes in humans. Their kinetics in the organism is tightly regulated since both lack or
excess of these elements are associated with pathological states. Free ions of iron and copper
can catalyse reactive oxygen species (ROS) production and hence cause damage to proteins
and DNA. Imbalance in these metals is linked with diabetes, cardiotoxicity, cirrhosis of the

liver and neurodegenerative diseases as Alzheimer's disease or Parkinson's disease.

Dexrazoxane is a drug with documented protecting effect against cardiotoxicity of
anthracyclines. A former theory associated its protective effects against these cytotoxic drugs

with the iron-chelating properties of its active metabolite ADR-925.

The goal of this diploma thesis was to explore if ADR-925 is able to chelate Fe**, Fe*",
Cu' a Cu*" ions at physiologically and pathophysiologically relevant pH values (4,5; 5,5; 6,8
and 7,5) and to determine the stoichiometry of the formed complexes by use of the standard

Job’s method.

It was found that ADR-925 is chelating iron and copper ions at all selected pH
conditions. The complex 1:1 was found in most conditions, however, the method failed to

establish the stoichiometry in certain cases.
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1 Uvod

Zelezo a méd’ jsou pechodné kovy, které jsou pro organismus esencilni. Jsou
potiebné pro fadu zivotné dilezitych reakci. Zelezo se podili na pienosu kysliku,
pii syntéze DNA a katalyzuje fadu oxida¢né-redukcnich reakei. Méd’ je soucasti mnoha
enzymu. Jejich mnozstvi vSak musi byt ve fyziologickém rozmezi. Nadbytek Zeleza
a médi mize mit Skodlivy dopad na buiiky, protoze volné ionty téchto ptechodnych

kovt se podili na tvorb¢ reaktivnich forem kysliku (ROS).

Dexrazoxan je dlouhodobé klinicky pouzivané 1é¢ivo, které se pouziva
pro prevenci kardiotoxicity zpisobené antracykliny. Antracykliny se totiz za spoluticasti
zeleza ucastni reakci, které sméfuji k tvorbé Skodlivych ROS. Dexrazoxan se po podani
hydrolyzuje ptes meziprodukty az na aktivni metabolit ADR-925, ktery je zodpovédny
za chelatacni aktivitu tohoto 1é¢iva. Pravé tento mechanismus byl dfive povazovéan

za kli¢ovy pii ochrané pred kardiotoxicitou antracyklinti.



2 Cil prace

Cilem této prace bylo:

a) zjistit, zda ADR-925 tvofi komplexy s redukovanymi i oxidovanymi ionty
zeleza a médi za rtznych fyziologickych i1 patofyziologickych vyznamnych pH
podminek (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5)

b) stanovit stechiometrii vznikajicich komplex standartni Jobovou metodou.



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Vyznam a vyskyt Zeleza

Zelezo je pro CGlovéka velmi vyznamnym stopovym prvkem. Je dileZité
pro transport kysliku, jelikoz je soucdsti hemoglobinu v krvi, myoglobinu ve svalech,
dale je soucasti stovek enzymu v kazdé bunce (napt. cytochromii, NO synthasy), které
jsou dulezité pro fadu chemickych reakci (Wilhelm 2017). Je proto diilezité ho piijimat
v dostateném mnozstvi - doporucena denni davka je 1-2mg a nachdzi se napiiklad
ve vnitfnostech, vejcich, rybach, ofiscich a listové zeleniné (Filipsky et al. 2013).
Mnozstvi zeleza v organismu u dospé€lé Zeny je okolo 2g, u dospélého muze ptiblizné
okolo 5g (Wilhelm 2017). Vétsina Zeleza je ve formé hemoglobinu ¢ervenych krvinek
v krvi a jejich prekurzorech v kostni dieni. Dale je zasobni zelezo ve formé feritinu
ulozeno v jatrech a makrofazich (Hurrel et al. 2004). Vyznamné mnozstvi se také
nachazi v myoglobinu svali (Obr.1). Velmi malé mnoZstvi Zeleza je vazano
na transferin v krvi, ktery se za den recykluje zhruba pétkrat (Andrews 1999, Vokurka
et al. 2018).

Vyskyt zeleza v organismu

makrofagy
M jatra
svaly

B Cervené krvinky

Obr.1 Vyskyt zeleza v organismu (Vokurka et al. 2018)



3.2 Toxicita Zeleza

Zelezo se miize nachazet ve dvou oxida¢nich stavech a to ve formé iontli Fe?*
nebo Fe**, proto ma Zelezo oxidaéné-redukéni vlastnosti. Diky tomu miize katalyzovat
fadu prospéSnych reakci. Na druhou stranu muze timto zplisobem katalyzovat i reakce
toxické. Piikladem toxické reakce je Fentonova (reakce 1) (Racek et al. 1999), pti které
dochézi vlivem kationtu Fe** ke vzniku hydroxylového radikalu, ktery je velice skodlivy

pro bunééné membrany, proteiny a DNA (Masopust et al. 2004).

Fe?" + H,O, — Fe*™+ OH- + OH" (reakcel)

3.3 Hospodareni s Zelezem

Pro pokryti denni potfeby zeleza je nutné ho pfijimat stravou. Nejvyznamnéjsi
potraviny obsahujici Zelezo jsou zivociSného pivodu (jatra, srdce, Cervené maso). Ty
obsahuji zelezo ve formé hemu, které se dobie absorbuje. Bohaté na Zelezo jsou
1 luSténiny ¢i rizné ofechy a dalSi potraviny rostlinného ptuvodu, ale zde se zelezo
vyskytuje v nehemové, anorganické formé a hiife se tak vstfebava (Hurrel et al. 2004,
Szarfarc et al. 2001). Toto anorganické Zelezo se vstiebava ze stieva a to pouze
ve formé& dvojmocnych iontli Fe**, proto se trojmocné ionty musi nejprve redukovat,
nap¥. redukénimi ¢inidly pfitomnymi v potravé nebo duodendlnim cytochromem b. Fe*"
ionty jsou nasledné preneseny pies apikdlni membranu enterocytl pomoci DMTI1
(,,divalent metal transporter 1%, pfenaSe¢ dvojmocnych kovi 1). Pokud je Zzelezo
pltivodem z hemu, transportuje se neznamou cestou do enterocytu, kde je Fe’" uvolnén
pomoci hemoxygenazy-1. Zelezo uvnité enterocytu je nasledn&, nezavisle na jeho
puvodu, transportovdno pomoci pienaSeCe ferroportinu pies basolaterdlni membranu
do krevniho fecisté, kde se zarovei reoxiduje na Fe*" a vaZe se na transferin (Yeh et al.

2009).



Jak bylo uvedeno vyse, je sice zelezo pro organismus nezbytné, ve velkém
mnozstvi vSak toxické. Télo tedy musi pifijem zeleza regulovat na urovni vstfebavani
z traviciho traktu, za které je zodpovédny hormon hepcidin. Kdyz je v organismu hodné
zeleza, zvysi se hladina hepcidinu a snizi se tak vstfebavani zeleza z tenkého stieva.
Naopak kdyz je zeleza malo, hladina hepcidinu se snizi a mize se tak vstfebat vice

zeleza (Muckenthaler et al. 2008).

Savci ztraceji zelezo zejména deskvamaci bun€k sliznic a kiize, nejvetsi ztraty
zeleza jsou behem krvaceni (menstruacni, pfi trazech, operacich, zalude¢nich viedech)
a v t€hotenstvi. Déle je Zzelezo potieba na obnovu erytrocytli, coz piedstavuje priblizné
25 mg/den, z toho je ale vétsi Cast recyklovana ve slezin€ ¢i jatrech. Bézné denni ztraty
zeleza jsou 1-2 mg, coZ je méné jak 0,04 % z celkového mnozZstvi. Nejvice zeleza je
potieba béhem téhotenstvi, protoZze objem krve stoupd az o 40 % a objem erytrocytl

ptiblizn€ o 20% (Hurrel et al. 2004, Muckenthaler et al. 2008).

Neexistuje zadny regulacni mechanismus pro vylu¢ovani zeleza z téla. Proto je
rovnovaha udrzovéna pouze regulovanim vstfebavani zeleza hepcidinem, jak bylo

popséano vySe (Hurrel et al. 2004, Yeh et al. 2009).

3.4 Nedostatek Zeleza

Nedostatek zeleza v organismu muze mit rizné, ¢asto i kombinované, pfi¢iny -
velké ztraty, vyssi potfeby organismu, nedostatecny pfijem, ¢i Spatné vstfebavani

(Wilhelm 2017).

o Velké ztraty krve: hlavné u Zen v obdobi menstruace, zejména u téch,

které maji v tomto obdobi ztratu krve vétsi jak 80ml. Daéle pii krvaceni
z gastrointestindlniho traktu (Zalude¢ni viedy) (Umbreit 2005, Hoffbrand
et al. 1999).

e VyS§i potieby organismu: to se tyka t€hotnych nebo kojicich zen, malych

a dospivajici déti, hlavné pak téch, které rychle rostou (Umbreit 2005).



e NedostateCny  piijem: nedostatené¢ pestra  strava, napiiklad

u vegetarianl, veganl, nebo také vlivem interakce s nékterymi 1€Civy,
jako jsou antacida (Wilhelm 2017).

e Malabsorpce zeleza: déje se tak napiiklad pfi celiakii, resekci zaludku,

u chorob stfev, naptiklad v ptipadé¢ Crohnovy choroby (Hoffbrand et al.
1999).

Pokles koncentrace zeleza muze nastat 1 pfi raznych chronickych infekénich
onemocnéni a naddorovém bujeni, kdy nedochazi k jeho vyluovani, ale hromadéni
ve tkanich. Tento stav pfipomind na prvni pohled anémii z nedostatku Zeleza, ale 1écba

substituci Zzelezem stav jesté zhorsuje (S¢udla 2009).
RozliSujeme 3 stupné nedostatku zeleza:

e prelatentni: dochazi ke snizovani zasobniho zeleza, ale dodavka Zeleza
do erytroblastli a kostni dfen¢ je v normalu.

e latentni: zasoby jsou vycCerpany - feritin je snizen pod spodni hranici
normy, zde uz se objevuje niz8i doddvka do erytroblasti kostni diené
a nizk4 hladina Zeleza v séru.

e manifestni: rozviji se anemie - hodnoty hemoglobinu jsou pod spodni
hranici normy. Az v této fazi se objevuji pfiznaky (napt. Unava, ztrata
chuti k jidlu, bledost sliznic, bolavé koutky ust) (Wilhelm 2017,
Masopust et al 2004).

3.5 Nadbytek Zeleza

Za normalnich okolnosti je Zelezo pevné vazano na bilkoviny (napf. transferin),
a tak neni nebezpecné. Toxicky pilisobi zelezo, které je v krvi/buiice volné a miize
tak katalyzovat tvorbu ROS, které pak mohou zpisobit oxidaci lipidd, aminokyselin,

a tak poskodit proteiny i DNA (Fleming et al. 2012).



Nadbytek zeleza mize nastat u pacientll, kteti jsou dlouhodob¢ 1é¢eni krevnimi
transfuzemi. Dal§imi pfi¢inami muaze byt predavkovani parenterdlni cestou ¢i jako
nasledek genetickych poruch, jakou je napiiklad hereditdrni hemochromatéza. Béhem
této choroby se v dusledku Spatné regulace vstfebava z duodena i nckolikanasobek

denni bézné davky zeleza (Vokurka et al. 2018).

Nadbyte¢né zelezo poskozuje organismus tak, ze se hromadi v bunkéch
a organech, kde dochazi k tvorbé ROS, které ptusobi skodlivé. VEtSinou byvaji zavazné
poskozena jatra, mize zde dojit az k cirhdze a zvySuje se riziko hepatocelularniho
karcinomu. Dalsim citlivym organem na nadbytek Zzeleza je pankreas, kde jeho
hromadéni zptisobi zanik Langerhansovych ostruvki, diky tomu klesa syntéza inzulinu
1 myokard, coz mlze vést az k arytmiim a srdeCnimu selhdni. Déle se mlze Zelezo
ukladat v kloubech, kde plisobi bolest. Postizeny mohou byt i pohlavni zlazy, coz mize
vést az k neplodnosti. Zevné se nadbytek zeleza projevuje bronzovym zbarvenim kiize

(Vokurka et al. 2018).

3.6 Meéd’ v organismu - fyziologie, jeji vyznam a toxicita

Med’ je dilezitym stopovym prvkem vyskytujicim se v kazdé butice organismu.
Je to stejné jako Zelezo prechodny kov, tudiz se nachdzi ve vice formach a to zeyména
v nasledujicich dvou: iontech mé&d’nych Cu* a iontech médnatych Cu®*. I pies jeho velmi
malé mnozstvi 0,10-0,15 g v celém organismu, je v lidském téle tfetim nejhojnéji
zastoupenym piechodnym prvkem, hned po Zeleze a zinku (Trojan et al. 2003, Hamza et

al. 2003).

Tento stopovy prvek je nutné piijimat potravou, obsahuji ji napiiklad hrozny,
ofechy nebo vnitfnosti. Denni piijem se pohybuje okolo 0,025g a absorbuje se z tenkého
stiteva (z jeho proximalni ¢asti). KdyZz je médi nedostatek, jeji vstiebavani se zvysi,

naopak pfi nadbytku se nevstiebava viibec (Trojan et al. 2003, Racek et al. 1999).



Presny mechanismus jejiho vstiebavani a regulace tohoto procesu neni zcela jasny
(Jomova et al. 2011). Absorpci médi ovliviiuji i dalsi faktory. Ptikladem je soucasny
piijem nékterych latek, napiiklad zinku, ¢i pfitomnost nékteré nemoci, jakou je

naptiklad Crohnova choroba (Trojan et al. 2003, Racek et al. 1999).

V krvi se méd’ nachazi témét vyhradné ve vazané formé a to na albumin,
transkuprein a ceruloplasmin. Ceruloplasmin je hlavnim pfenaseem médi
do somatickych bun¢k, kde je dulezita pro tvorbu enzymi, které ji obsahuji. Hlavnim
pienaseCem pro pienos meédi z traviciho traktu do jater je pak albumin. Jaterni bunky
(hepatocyty) jsou dilezité pro udrzeni homeostazy médi. Funguji jednak jako
zasobarna, tim ze zabudovavaji méd’ do proteinovych struktur. Nadbyte¢nou méd’ jsou
schopny vyloucit hepatobilidrni cestou ven z organismu, coZ je majoritni cesta
vylucovani médi. Minoritn¢ se také vylucuje deskvamaci bunék, vypaddvanim vlast,
potem a moc¢i. Homeostaza v jatrech se udrzuje pomoci ATPaz, konkrétn¢ ATP7A
a ATP7B, které pomahaji transportovat méd’ z bunc¢k (Timer et al 2004, Horn et al
2002).

Vyznam médi pro organismus je zna¢ny, obsahuje ji kazda bunka naSeho
organismu. Slouzi jako kofaktor fady enzymu, katalyzuje enzymatické reakce: bunééné
dychani (soucast cytochrom oxidazy C), sitovani elastinu a keratinu, tvorbu karnitinu,
biosyntézu nékterych hormond a neurotransmitert (dopaminova beta-hydroxylaza).
Dale se nepiimo podili na krvetvorb& protoZze ovliviluje homeostazu Zeleza

(ceruloplasmin a hephaestin) (Ttimer et al 2004, Horn et al 2002).

Stejné jako Zelezo, mize byt i méd’ pro organismus toxicka a to podobnym
mechanismem (analogicky pochod jako reakce 1, jen se na ni podili médné ionty).
Hydroxylové radikély pak poskozuji mnoho bunécnych struktur, jako jsou proteiny,

nukleové kyseliny, lipidy a dalsi (Racek et al. 1999).



3.7 Nedostatek médi v organismu

Jedna z pfi¢in nedostatku meédi v organismu je Menkesova choroba. Je
to dédi€né onemocnéni, vazané na chromozom X. Incidence je 1/250 000. Prvni
pacienti umirala bez lécby velmi brzy, ve v€ku okolo 3 let. Nemoc se projevuje
poruchou ristu, zménami skeletu, velice brzy se objevi tézka mentalni i fyzicka
retardace a jedinci stouto chorobou maji tenké, stocené, nepigmentované vlasy,
proto se nemoc obcas nazyva syndrom uzlickovych vlast. Pfi¢inou této nemoci je
mutace genu, ktery kdéduje transmembranovy protein ATP7A, ktery se podili
na transportu médi do cuproenzymi a na exportu piebytecné médi ven z bunck (Tiimer

et al 2004, Horn et al 2002).

Nedostatek médi mize mit vSak dalsi pfi¢iny, mezi které¢ patfi malnutrice,
velmi tézké prijmy ¢i dlouhodobé parenterdlni vyziva bez obsahu médi (Racek et al.

1999).

3.8 Nadbytek médi v organismu

Jednou z pfi¢in nadbytku médi v organismu je Wilsonova choroba,
téZ nazyvana hepatolentikularni degenerace, coz je autosomdlné recesivné dédicné
onemocnéni. Zplsobuje ji mutace genu, ktery kdduje transmembranovy protein ATP7B
(narozdil od Menkesovy choroby, kde je mutace genu kodujiciho ATP7A) a to pisobi
poruchu kinetiky médi (Hahn 2014). Gen, ktery zptsobuje Wilsonovu chodobu je
na 13. chromozomu (Li et al. 2013). Nasledkem této mutace se méd nedokaze
zabudovat do struktury ceruloplazminu a ani nemiize byt vylouc¢ena hepatobiliarni
cestou. Méd’ se tak uklada v jatech ale i jinych orgénech a to vede k riznym klinickym

projeviim (Xie et al. 2017).

Jednim z hlavnich projevli choroby je neuropatie, zejména poskozeni

extrapyramidového systému. To zahrnuje tremor, tuhost, tfes a orofaryngalni dysfunkce,



jako napftiklad expektorace a dysfonie (Zhang 1959, Veharanta et al. 1981). Dale zde
velmi casto dochazi k akutni ¢i chronické hepatitidé, cirhdze jater az jaterni
encefalopatii (Xie et al. 2017). Dalsim c¢astym projevem, ktery je pro Wilsonovu
chorobu typicky je Kaysertv-Fleischerav prstenec, podle kterého 1ze nemoc v mnoha
pripadech identifikovat (Obr.2) (Veharanta et al. 1981). V dusledku ukladani médi
se kolem wvn¢jsi Casti rohovky tvoii Cerveny nebo zeleny prstenec. D& probiha

na povrchu endotelovych buné¢k. (Cope-Yokoyama et al. 2010).

Obr.2 Kaysertv-Fleischertiv prstenec

S - | '
B . ... .., . = Dprevzato z: Schrafg a Schott (2012)

K dal$im klinickym projeviim choroby se fadi 1 osteoporoza, takze pacienti

jsou velice nachylni ke zlomenindm (Quemeneur et al. 2014).

3.9 Porucha homeostazy Zeleza a médi

Je dilezité zminit, Ze porucha homeostdzy médi a zeleza mize mit i vztah
k neurodegenerativnim onemocnénim, jako je Parkinsonova choroba, Alzheimerova
choroba, Huntingtonova choroba ¢i amyotroficka lateralni skler6za. Mozek obsahuje
oba tyto prechodné kovy ve vysoké koncentraci, jelikoz jsou nezbytné pro mnohé
dalezit¢ funkce. Ale je mozné, Ze jsou i pfiCinou nékterych neurodegenerativnich
pochodii, a to vlivem tvorby ROS, které pak poSkozuji proteiny a rtizné bunécné

struktury (Rivera-Mancia et al. 2010).
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3.10 Antracykliny a jejich kardiotoxicita

Antracykliny patii mezi nejucinnéjsi protinadorova léciva, ale zaroven se fadi
puvodnich  teorii je pfic¢inou kardiotoxického  pisobeni tvorba ROS,
ktera je zprosttedkovana Zelezem (Obr. 3). Mezi antracykliny patii doxorubicin,

daunorubicin, epirubicin a dalsi (Ewer et al. 2005).

Mechanismem ucinku antracyklind je inhibice topoizomerazy 2, coz zpusobi
zastavu replikace a déleni bunék (Puma et al. 2008). Existuji 2 typy topoizomerazy,
a to topoizomeraza 20, kterd se nachdzi v nadorovych bunkdach a topoizomerdza 2,
ktera se vyskytuje ve zdravych buinikach. Z poslednich vyzkuma vyplyva, ze vliv
na poskozeni kardiomyocytd ma pravé inhibice topoizomerdzy 23, zatimco inhibice
druhé isoformy je podstatou protinddorového Uc¢inku (Mladénka et al. 2018,

Mladosievicova et al. 2014).

Cell

NAD(P)H+H' X
NAD(P)

DNA damage Protein modification Lipoperoxidation

Obr. 3 Znazornéni tvorby oxida¢niho stresu vlivem antracyklinl a za katalyzy Zelezem

prevzato z Stérba et al 2013
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Kardiotoxicita miize nastat bud’ hned béhem 1écby, pfipadné tésn¢ po podani
antracyklini. Zde hovofime o akutni kardiotoxicité, kterd se projevuje vazodilataci
s hypotenzi a poruchami srde¢niho rytmu (Levitt et al. 2004, Jones et al. 2007).
Zavaznéjsi jsou chronické formy, které se mohou projevit béhem jednoho roku,
ale i desitek let po jejich podani (Scully et al. 2007). Chronické formy maji Casto
Spatnou prognézu (Falker et al. 2000).

Tyto latky se pouzivaji, jak jiz bylo zminéno k 1écbé rakoviny, konkrétné
u akutnich leukémii u déti, hematologickych a solidnich nadorti véetné karcinomu prsu,
vajecnikl, zaludku, sarkomu mékkych tkani a kosti, non-Hodgkinovu a Hodgkinovu

lymfomu a mnohocetnému myelomu (Arcamone et al. 1969).

3.11 Chelatace

Chelatace znamena d¢j, pii kterém molekulu kovu obklopi jind molekula
(chelator) a sevfe ji. Odtud je odvozen i nazev; (fecky ,.klepeto je ,,chelé®). Vyuziti ma
napiiklad pfi otravé organismu tézkymi kovy, kdy molekula antido tatvoii s kovem
chelat (Lillmann et al. 2004). Chelatory se vyuzivaji i pii 1écbé stavli s nadbytkem
fyziologicky nezbytnych kovi Zeleza i médi. Chelatory Zeleza byly zkouSeny jako
prevence kardiotoxicity navozené antracyklinovymi antibiotiky, ale krom¢ dexrazoxanu

nebyla vyrazna protekce prokazana (Kalinowski et al. 2005).

Je dulezité, aby vznikly komplex byl netoxicky a dobfe se vylucoval
zorganismu (Liillmann et al. 2004). Komplexy musi byt v organismu stabilni.
Kdyz nejsou, kov se mize uvolnit z chelatoru a dal skodlivé plsobit, naptiklad zelezo
Fentonovou reakci (reakce 1) za vzniku ROS. Stabilita je do urité miry déana
stechiometrii komplexu. Komplexy s niz§i stechiometrii, kde nejsou vSechna
koordina¢ni mista pln¢ obsazena, jsou méné stabilni. Naopak ty s vyssi stechiometrii,
kde jsou vSechna koordina¢ni mista obsazena, jsou vétSinou stabilni (Kalinowski et al.
2005, Zhou et al. 2012). Proto je z klinického hlediska dulezité znat stechiometrii
komplexi (Filipsky et al. 2013).
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3.12 Chelatory Zeleza a médi

3.12.1 Syntetické latky

Dexrazoxan je silny chelator, ktery byl schvaleny FDA jako kardioprotektivni
latka u pacientli, ktefi podstupuji chemoterapii antracykliny (Kane et al. 2008).
Predpokladalo se, Ze dexrazoxan je proléCivo, které se metabolizuje na zelezo-
chelatujici aktivni metabolit ADR-925, a Ze pravé ten chrani srdce pred kardiotoxicitou
zpusobenou antracykliny. Bylo vSak zji$téno, Ze 1 siln€j$i a selektivnéj$i chelatory
zeleza neposkytly takovou ochranu pted toxickym ptisobenim antracyklind. Z novéjsich
studii totiz vyplyva, Ze kardioprotektivni ucinek dexrazoxanu je dan jeho schopnosti
inhibovat topoizomerdzu 2f3 v srdci. Dnes je pouZzivani dexrazoxanu bohuzel omezeno,
kviili obavam z jeho nezadoucich G¢inki. To vSak zatim neni podlozené jednoznaénymi

klinickymi dikazy (Mladénka et al. 2018).

Dexrazoxan je (+)-(S)-enantiomer racemického 1,2-bis- (3,5-dioxopiperazin-
1-yl) propanu (razoxanu). Razoxan ale neni dobfe rozpustny ve vod¢ a tak je nemozné
ho podavat intraven6zné (Creaven et al. 1975). Proto je vyhodné&j$i pouzivat jeho
levotoCivy enantiomer dexrazoxan, ktery je ve vod€ az Skrat vice rozpustny a Ize ho
tak podavat intravenozné (Repta et al. 1976). Dexrazoxan podléha ve vodnych roztocich
o fyziologickém pH chemické hydrolyze ptes meziprodukty s jednim otevienym
cyklem az na kone¢ny produkt, ¢imz je ADR-925, ktery ma oba cykly oteviené
(Obr.4a). Tuto hydrolyzu usnadiiuje ptitomnost iontd, napt. Fe**, Mg**, Ca**, Mn**,

Cu** nebo Zn** (Hasinoff 1994, Hasinoff et al. 2000).
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Obr. 4a Znazornéni hydrolyzy dexrazoxanu ptfes meziprodukty B a C na vysledny
metabolit ADR-925

Obr. 4b Chemicka struktura komplextt ADR-925 s Fe**

prevzato z Stérba et al. 2013

ADR-925 je produkt celkové hydrolyzy 1é¢iva dexrazoxanu a mé vyznamnou
afinitu k iontim Fe?" a Fe*', se kterymi tvoii komplexy, coZ je zndzornéno na obrazku
(Obr. 4b). Silnym chelatorem je i EDTA, ktera je svou strukturou podobna ADR-925
(Obr. 5) (Diop et al. 2000).

Je dulezité, ze ADR-925 je silngjsi chelata¢ni Cinidlo nez antracyklinova
chemoterapeutika a tak mize vytésiiovat ionty Zeleza z jejich komplexti s antracykliny
a zabranit tak tvorbé ROS a poskozeni kardiocytt (Buss et al. 1995). Déle bylo zjisténo,
ze dexrazoxan navic chrani ledviny pfed experimentalni nefrotoxicitou vyvolanou

antracykliny (Zhang et al. 1996).
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Obr. 5 Chemické struktury EDTA (A) a ADR-925 (B).
(A)pievzato z Stérba et al. 2013
(B) ptevzato z Filipsky et al (2013)

Dal$imi klinicky pouzivanymi cheldtory jsou deferoxamin, deferasirox
a deferipron (Obr.6). Mimo jiné se pouzivaji u pacientd, ktefi dlouhodobé podstupuji

krevni transfuze (Filipsky et al. 2013).

(C)
(B) 0

OH
| I )
(A) oH o 0 oH L Ho
A

H

N
[ | R

NHQMNNNWHMNMNY [NLH \N)\.@
0 & OH .

o 0 o

Obr.6 Strukturni vzorce syntetickych chelatorii: deferoxamin (A), deferipron (B),
deferasirox (C)

Ptevzato z Filipsky et al (2013)

Deferoxamin je vyborné chelataéni Cinidlo, ve struktufe obsahuje tf1 skupiny
kyseliny hydroxamové, které vazi zelezo s vysokou afinitou (Obr.7). Potvrdil se u ng&j
kardioprotektivni Uc¢inek pfed Skodlivym plsobenim antracyklin, konkrétné
doxorubicinu, ale pouze v bunikach, které maji Zeleza nadbytek. V buikéch, které maji
normalni hodnoty koncentrace Zeleza, se ucinek nepotvrdil. I tak je deferoxamin
nejucinnéjsi a nejrychleji plisobici chelator Zeleza, a proto se vyuZiva u akutnich

intoxikacich Zelezem. Pfi otravach Zelezem se deferoxamin podéava intravendzni infuzi
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a zaroven perordln€é. Po perordlnim podani se sice nevstieba, ale snizuje vstiebavani
zeleza z gastrointestindlniho traktu. Pro dlouhodobém podavani se aplikuje subkutanné,
coz muze snizit compliance. Jeho velkou vyhodou jsou dlouhodobé zkusenosti, dobra

ucinnost a bezpecnost (Filipsky et al. 2013, Liillmann et al. 2004).

Obr.7 Deferoxamin s chelatovanym Zelezem

Prevzato z Kalinowski a Richardson (2005)

Vyhodou novéjsich chelatorii je moznost perordlniho podavani, coz umoziuje
lepSi manipulaci a lepsi complience pacienti (Gabutti a Piga, 1996). Studie prokézaly
ucinnost deferipronu v inhibici toxicity zptisobené antracykliny (Nisbet-Brown et al.
2003). V soucasné dobé¢ dochazi k vyvoji chelatanich cinidel, které maji slibny
potencidl v terapii stavll nadbytku Zeleza a médi (Filipsky et al 2013). DalSim peroralné
podavanym chelatorem je deferasirox, kdy na jednu molekulu Zeleza jsou potieba dvé
molekuly deferasiroxu. Jeho vyhodou je dlouhy biologicky polocCas a tim méné Casté

davkovani (Nisbet-Brown et al. 2003).

3.12.2 Prirodni latky

Mezi ptirodni latky se schopnosti cheltovat kovy se fadi flavonoidy. Jsou
to polyfenolické latky ptirodniho pivodu. Do této skupiny patii vice jak 4000 latek.

Flavonoidy funguji jako antioxidanty, které pifijimadme stravou. Denni pifijem se lisi,
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zalezi hlavné na stravovacich navycich jedince. Hojn¢ se vyskytuji v ovoci, hlavné
v jablkach, boravkach, morusich, citrusech a dalSich, dale pak v zelening, ofechach,
ale také v napojich jako je C€aj, vino nebo pivo (Mladénka et al. 2010, Del Rio et al.
2013).

Studie dokazuji, ze flavonoidy maji ptiznivé ucinky na kardiovaskulérni
nemoci. Tyto pfiznivé ucinky spocivaji v jejich antioxidacni aktivité, kterd je
dosahovana raznymi mechanismy. Jednim z nich je chelatace volnych pfechodnych
kovti, ¢imz zabranuji tvorbé ROS, které jsou Skodlivé pro organismus (Mladénka et al.

2010).
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Materidl a piistroje

4.1.1 Chemikalie

ADR-925 monohydrat byl pfipraven na Katedfe organické a bioorganické
chemie z Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové (doc. Jaroslav Roh a Prof. Katefina
Véavrova). Heptahydrat siranu Zeleznatého, hexahydrat chloridu Zzelezitého, vinan
zelezity, pentahydrat siranu médnatého, chlorid méd'ny, hydroxylamin hydrochlorid,
sodna sul kyseliny 3-(2-pyridyl)-5,6-difenyl-1,2,4-triazin-4',4"-disulfonové (ferrozin),
kyselina chlorovodikova, octan sodny, kyselina octovd, 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazinethansulfonova kyselina (HEPES) a jeji sodna sul byly zakoupeny od firmy
Sigma-Aldrich (Némecko). Chlorid sodny byl zakoupen od firmy Lachema (CR),
methanol od firmy J.T.Baker (Avantor Performance Materials Inc., USA). Ultracista
voda byla ziskana pomoci pfistroje Milli-Q RG od firmy MerckMillipore (USA).

4.1.2 Pristroje a vybaveni

K navazovéani vzorkd byly vyuzity analytické vahy KERN ALT-220 4NM
(Kern, Némecko). VSechny vzorky byly méfeny UV-Vis spektrofotometrem HELIOS
GAMMA (ThermoScientific Inc., USA) v polystyrenovych nebo UV-Vis kyvetich
(BrandTechScientific Inc., Velk4 Britanie). Zaznamenani absorp¢nich spekter umoznil

software VISIONIite (verze 2.2, ThermoScientific Inc., USA).
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4.2 Pracovni postupy

4.2.1 Priprava zisobnich roztoki

Zasobni roztok zeleznatych iontli byl SmM vodny roztok heptahydratu siranu
zeleznatého, pro Zelezité ionty SmM roztok hexahydrat chloridu Zelezitého pro pH 4,5

a 5,5 a5mM roztok vinanu zelezitého pro pH 6,8 a 7,5 (Filipsky et al. 2013).

Kalibrace iontl Zeleza byla provedena dle standardizovaného postupu.
Pred kazdym experimentem byla koncentrace Zzeleza v pfipravenych  zasobnich
roztocich kontrolovana pomoci ferrozinu. Ferrozin je spektrofotometrické ¢inidlo, které
specificky reaguje s Fe?" ionty a vznika tak stabilni purpurové zbarveny komplex
s jednim absorpénim maximem pii vlnové délce 562 nm. Kalibrace Fe** iontl
se provadéla nepfimou metodou - nejprve se provedla redukce Fe** ionti na Fe?" ionty
redukénim ¢inidlem hydroxylaminem (findlni koncentrace byla 10mM) a az nasledné
se jejich koncentrace stanovila pomoci ferrozinu (findlni koncentrace byla 5mM)

(Filipsky et al. 2013).

Zasobni roztok Cu’ iontii (5mM) byl pfipraven rozpusténim chloridu méd’ného
ve vodném roztoku HCl (0,1M) a NaCl (IM). Roztok Cu** iontli byl pfipraven
rozpusténim pentahydratu siranu médnatého pifimo v destilované vodé na 5mM
koncentraci. Tyto roztoky byly zkalibrovdny za pouZziti bathocuproindisulfonatu

sodného podle piedchozich publikovanych postupti (Riha et al. 2013).

4.2.2 Ionty kovu a pH prostiedi

Stechiometrie se stanovovala vzdy ve 4 riznych (pato)fyziologicky vyznamnych
pH (4.5, 5.5, 6.8 a 7.5). Pro pH 4.5 a 5.5 byl pouzit 15mM octanovy pufr. Pro pH 6.8
a 7.5 byl pouzit 15mM HEPES pufr. Z divodu zabranéni oxidace Zeleznatych ionth
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pfipH 7,5, byl k HEPES pufru pfidan hydroxylamin ve findlni koncentraci SmM.
Pii méfeni chelatace zelezitych iontd pii pH 7,5, byl pouzit HEPES pufr bez
hydroxylaminu. Z divodu Spatné rozpustnosti, respektive nestability zelezitych ionta
ve vodnych roztocich, byly pro méfeni chelatace zelezitych iontli pouzity dvé soli,
tj. hexahydrat chloridu zelezitého a vinan zelezity. Hexahydrat chloridu Zelezitého byl

pouzit pro pH 4,5 a 5,5 a vinan Zelezity pro pH 6,8 a 7,5 (Filipsky et al. 2013).

4.2.3 Stanoveni absorp¢niho maxima ADR-925 a jeho komplexu

Absorpéni spektra ADR-925 byla méfena za vSech ¢tyf pH podminek v rozmezi
vlnoveé délky 220 az 600 nm a byla stanovena vinova délka absorpéniho maxima ADR-

925, opét za vSech pH podminek, které byly méfeny (Filipsky et al. 2013).

Tak jako tomu bylo u samotné substance ADR-925, byly ur¢eny vinové délky
absorpcnich maxim (Acmax) 1 u jeho komplexti s kovy. Byl pouzit nadbytek kovovych
iont, a to v koncentratnim poméru az do 1:6 (ADR-925:zelezo), ¢i 1:10 (ADR-
925:méd’). Slepy vzorek tvofil pufr a rozpoustédlo (methanol) v poméru 2:1

(pufr:methanol) (Filipsky et al. 2013).

4.2.4 Jobova metoda

V této praci byla k urceni stechiometrie probihajicich reakci pouzita Jobova
metoda. Je to jednoduchd analytickd metoda, ktera se pouziva k urceni stechiometrie
dvou reagujicich komponent. Jeji princip spo€ivd v konstantni celkové moléarni
koncentraci dvou reagencii, pficemZ poméry molarnich koncentraci se méni v ramci

série vzorka (Job 1928).
Vodny roztok kovovych ionti byl vzdy po dobu 3 minut michén
s methanolickym roztokem testovaného ADR-925 v rliznych koncentra¢nich pomérech

od 0,25:1 do 6:1 (testovana latka:zelezo) a nésledné¢ zméfena absorpéni spektra
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na spektrofotometru. Takto se zméfila absorpéni spektra pfivSech ctyfech pH
podminkach. Slepy vzorek se skladal z pufru a rozpoustédla, tj. metanolu, v poméru 2:1

(pufr:rozpoustédlo) (Filipsky et al. 2013).

4.2.5 Statisticka analyza

Vsechna méfeni byla provedena minimaln¢ dvakrat. Data jsou vyjadiena jako

JZ(I—E}:
primér +smérodatna odchylka vypocitand podle vzorce n , kde x je kazda

zmétena hodnota, X je primér vSech zmétenych hodnot a 7 je pocet vzorkil.

5 Vysledky

Absorp¢ni spektra byla métena v rozsahu vinovych délek od 220 do 600 nm.
V Tabulce 1 jsou uvedeny vinové délky absorpénich maxim ADR-925 a jeho komplext
s zelezem. Absorpcni maxima komplextit ADR-925 s Zelezem jsou pii vinovych délkach

222,5 az 251,5 nm. V Tabulce 2 jsou uvedeny vinové délky absorpcénich maxim

ADR-925 a odpovidajicich komplext s médi. Ty se nachdzeji pii vilnovych délkach
238,5 nm az 266,5 nm.

Tabulka 1: VInové délky absorpénich maxim ADR-925 a odpovidajicich komplext

se zelezem.

* = nebylo stanoveno z ditvodu interference s absorbanci samotnych Fe’* ionti
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Latka/komplex

ADR

Cu”

Cu2+

ADR

Cu’

Cu2+

ADR

Cu’

Cu2+

ADR

Cu’

Cu2+

Alnm]

228+6

250

266,5

234

250

258

221+1

251,5

238,5

22848

254

241

Tabulka 2: VInové délky absorpénich maxim ADR-925 a odpovidajicich komplexti s

meédi.

Pomoci Jobovy metody byly dale stanoveny chelata¢ni poméry. Jak je uvedeno
na obrazcich niZe, bylo zjisténo, ze ADR-925 chelatuje Fe?" ionty pti pH 4.5, 5.5 a2 6.8
v chelataénim poméru 1:1 (Obr 8 - 11). Pouze pii pH 7,5 chelatuje v chelatacnim
poméru 3:2. Fe*" ionty jsou chelatovany pii pH 4,5 a 5,5 v poméru 1:1 (Obr. 12 a 13).
Pii pH 6,8 a pfi pH 7,5 nelze chelataéni poméry ADR-925 a Fe’" z naméfenych

vysledki jednoznaéné stanovit (Obr.15).

Touto metodou bylo déle stanoveno, jak ADR-925 chelatuje ionty médi. Bylo
zjiténo, Ze ADR-925 chelatuje Cu” ionty pii vSech stanovovanych pH (Obr. 16 - 19)
vpoméru 1:1, vysledky s Cu®" ionty nejsou jednoznacné, ale vypadd to z hlediska

pravdépodobnosti na pomeéry 1:1 (Obr. 20 - 23).

Pro ptehlednost jsou v Tabulce 3 shrnuty zjisténé chelata¢ni poméry ADR-925

a iontl Zeleza ¢i médi pii métenych pH.

ADR-925 :kov | pH4,5 | pH5,5 | pH6,8 | pH 7,5
Fe*" 1:1 1:1 1:1 1,5:1
Fe’* 1:1 1:1 ? ?
Cu’ 1:1 1:1 1:1 1:1
Cu* 1:12 1:1? 1:1? 1:1?

Tabulka 3: Chelata¢ni poméry ADR-925 a iontl zeleza ¢i mé&di pfi rznych pH.

?= chelatuje, ale stechiometrii nelze s jistotou stanovit.
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Obr. 8: ADR-925 a Fe*'pti pH 4,5. A) Absorpéni spektra ADR-925 (&ervena kiivka,
finalni koncentrace byla 0,6 mM) s absorpnim maximem pii vlnové délce 221 nm
a odpovidajiciho komplexu ADR-925:zelezo (modra kiivka, finalni koncentrace ADR-
925 byla 0,083 mM, zatimco Fe** byla 0,5 mM) s maximem pii 251,5 nm. B) Jobova
metoda a chelatace Fe?* pti pH 4,5 — souhrnnd koncentrace obou reagencii byla
0,5 mM.Obrazek znazoriiuje jedno meéteni. C) Grafické znazornéni vysledki Jobovy
metody - zdvislost absorbance na koncentracnich pomérech pfi absorpénimmaximu
komplexu. Data jsou vyjadiena jako primér = smeérodatnad odchylka. Z grafu

Koncentraéni pomér ADR 925:Fe2+

B
—— 42ADRJ1.dsp ADR:Fe2+0251pH 45
——  42ADRJ2.dsp ADR:FeZ+0.5:1pH 45
—— 42ADRJ3.dsp ADR:Fe2+0.751pH 45
—— 42ADRJ4.dsp ADR:Fe2+1:1pH45
X 42ADRJ5.dsp ADR:Fe2+ 1.5:1 pH 4.5
o, 42ADRJ6.dsp ADR:Fe2+2:1pH 45
— = 42ADRI7.dsp ADR:Fe2+2.5:1 pH 4.5
; “- —— 42ADRI8.dsp ADR:Fe2+3:1pH4.5
o —— 42ADRJ9.dsp ADR.FeZ+4:1pH 45
42ADR110.dsp ADR:Fe2+6:1 pH 45
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jednoznacéné vyplyva tvorba komplexu 1 : 1.

23



*

0.8

0.6

0.4

0.2

0o

0z

0.4

200 =00 400 s00
i

525DFRS2.dsp ADFiFe2+ 1.6 pH 5.5 ]

B

52ADFiS1.dsp ADRA 0.6 uM pH 5.5

S2ADRM .dsp
52ADRJZ.dsp
S52ADRJ3.dsp
S2ADRJ4.dsp
S2ADRJS.dsp
S2ADRJG.dsp
S2ADRIT.dsp
S2ADRJE.dsp
S2ADRIS.dsp

52ADRIM0.dsp ADR:Fe2+ 81

ADR:Fe2+ 0251 pH &5
ADRFe2+ 051 pH5S
ADR:Fe2+ 0751 pH 5.5
ADR:Fe2+1:1pH 5
ADRFeZ2+1.51p
ADR:FeZ+2:1 pH
ADRFe2+ 251 p
ADR.Fe2+ 3:1 pH
ADR:FeZ2+4:1 pH
p

en

3]

tnen T o T end

M &n tn tn it onoin

H 5.

&n

[

300 400 500

0.6

0.5

-

Absorbance
=]
W
——
|
e
o
—8

-

0,25 0.5 0,75 1 1.5 2 2,5 3 4

Koncentraéni pomé&r ADR 925:Fe2+

Obr. 9: ADR-925 a Fe** pti pH 5,5. A) Absorpéni spektra ADR-925 (Cervend kfivka,
finélni koncentrace byla 0,6 mM) s absorpim maximem 219 nm a odpovidajiciho
komplexu ADR-925:7elezo (modra kiivka, findlni koncentrace ADR-925 byla
0,083 mM, zatimco Fe?* byla 0,5 mM) s absorpénim maximem pii 222,5 nm. B) Jobova
metoda a chelatace Fe*" pti pH 5,5 - souhrnna koncentrace obou reagencii byla 0,5mM.
Obrazek znazornuje jedno mefeni. C) Grafické znazornéni vysledkii Jobovy
metody-zavislost absorbance na koncentra¢nich pomérech pii absorpénim maximu
komplexu. Data jsou vyjadfena jako primér + smérodatnd odchylka. Vysledky

jednoznaéné ukazuji na pomér 1:1.
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52ADRJ1.dsp
S2ZADRIZ dsp
52ADRJ3.dsp
S2ADRJ4 dsp
52ADRJS.dsp
S2ADRJG.dsp
52ADRIT.dsp
52ADRJBE.dsp
52ADRJS.dsp

ADR:Fe2+ 0.251 pH B8
ADR:FeZ2+ 051 pHBE.8
ADR:Fe2+ 0.75:1 pH 6.8
ADR:FeZ2+ 1:1 pH 8.8
ADR:Fe2+1.5:1 pH 6.8
ADR:Fe2+ 21 pH 6.8
ADR:Fe2+ 251 pH 6.8
ADR:Fe2+ 31 pH 6.8
ADR:Fe2+ 41 pH 8.8

62ADRJ10.dsp ADR:Fe2+ 61 pHE8
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Obr. 10: ADR-925 a Fe** pii pH 6,8. A) Absorpéni spektra ADR-925 (&ervena kiivka,
finalni koncentrace byla 0,6 mM) s absorpénim maximem pii vinové délce 222 nm
a odpovidajiciho komplexu ADR-925:Zelezo (findlni koncentrace ADR-925 byla
0,083 mM, zatimco Fe’" byla 0,5 mM) s maximem pii 244 nm. B) Jobova metoda
a chelatace Fe** pii pH 6,8 — souhrnnd koncentrace obou reagencii byla 0,5 mM.
Obrazek znazornuje jedno meéfeni. C) Grafické znazornéni
metody - zavislost absorbance na koncentranich pomérech pii absorpénim maximu
komplexu. Data jsou vyjadiena jako primér = smeérodatnd odchylka. Z grafu

jednoznacné vyplyva tvorba komplexu 1 :

1.
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72ADRJ1 dsp
7T2ADRJ2 dsp
72ADRJ3.dsp
T2ADRJ4.dsp
03 T2ADRJS.dsp

RS 7T2ADRJS dsp
T2ADRJT dsp
72ADRJB.dsp
72ADRJS.dsp

04

02

N

ADR:Fe2+ 0.25:1 pH 7.5+HA
ADR:Fe2+ 0.5:1 pH 7.5+HA
ADR:Fe2+ 0.75:1 pH 7.5+HA
ADR:Fe2+ 1.1 pH 7.5+HA
ADR:FeZ+ 1.5:1 pH 7.5+HA
ADR:FeZ+ 2.1 pH 7.5+HA
ADR:FeZ+ 2.5:1 pH 7.5+HA
ADR:Fe2+ 3:1 pH 7.5+HA
ADR:Fe2+ 4:1 pH 7.5+HA
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Obr. 11: ADR-925 a Fe*" pii pH 7,5. A) Absorpéni spektra ADR-925 (Servena kiivka
finalni koncentrace byla 0,6 mM) s absorpénim maximem pii vinové délce 221 nm
a odpovidajiciho komplexu ADR-925:Zelezo (modrd kiivka, finalni koncentrace
ADR-925 byla 0,083 mM, zatimco Fe?" byla 0,5 mM) s maximem pii 247,5 nm.
B) Jobova metoda a chelatace Fe*" pii pH 7,5 — souhrnna koncentrace obou reagencii
byla 0,5 mM. Obrazek zndzoriiuje jedno méteni. C) Grafické znazornéni vysledkil
Jobovy metody - z&vislost absorbance na koncentra¢nich pomérech pii absorpénim
maximu komplexu. Data jsou vyjadiena jako primér + smérodatna odchylka. Vysledky
ukazuji na pravédpodobny chelataéni pomér 3:2 (maximum u koncentraéniho poméru

1,5:1).
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—— 43ADRJ1.dsp
—— 43ADRJZ.dsp
—— 43ADRJ3.dsp
—— 43ADRJ4.dsp
43ADRJ5.dsp
43ADRJG.dsp
43ADRJT dsp
43ADRJE.dsp
43ADRIS.d=p

ADR:Fe3+C 0.25:1 pH 45
ADR:Fe3+C 0.5:1 pH 45
ADR:Fe3+C 0.75:1 pH 45
ADR:Fe3s+C1:1pH 45
ADR:Fe3+C 1.5:1 pH 4.5
ADR:Fe3+C 2:1 pH 4.5
ADR:Fe3d+C 2.5:1 pH 4.5
ADR:Fe3+C 3:1 pH 4.5
ADR:Fe3+C 41 pH 4.5

43ADRI10.dsp ADR:Fe3+C 6.1 pH 4.5
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Obr. 12: ADR-925 a Fe*" pti pH 4,5. A) Absorpéni spektra ADR-925 (Servena kfivka,

finélni koncentrace byla 0,6 mM) s absorpénim maximem 221 nm a odpovidajiciho
komplexu ADR-925:Zelezo (modra kiivka, finalni koncentrace ADR-925 byla

0,083 mM, zatimco Fe* byla 0,5 mM). B) Jobova metoda a chelatace Fe*" pti pH

4,5 — souhrnnéd koncentrace obou reagencii byla 0,5 mM. Obrazek znazoriiuje jedno
metfeni. C) Grafické zndzornéni vysledkli Jobovy metody - zavislost absorbance
na koncentra¢nich pomérech pti absorpénim maximu komplexu. Data jsou vyjadiena
jako primér + smérodatnd odchylka. PfestoZe grafické znazornéni v obrazku C nemusi
davat neptesvédCivejsi obrazek, pii pohledu na vlastni spektra (Cast B) je komplex 1:1

jednoznacny.
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S3ADRN dsp
S3ADRJZ dsp
S3ADRJ3.dsp
S3ADRJ4.dsp
S53ADRJS . dsp
53ADRJE . dsp
S3ADRIT dsp
—— S3ADRIB.dsp
53ADRJS.dsp

ADR:Fe3+Cl0.25:1
ADR:Fe3+CI0.5:1 pl
ADR:Fe3+Cl0.75:1
ADR:Fe3+Cl1:1 pH
ADR:Fe3+CI1.5:1 pl
ADR:Fe3+Cl2:1 pH
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Obr. 13: ADR-925 a Fe** pii pH 5,5. A) Absorpéni spektra ADR-925 (&ervena kiivka,
finalni koncentrace byla 0,6 mM) s absorpénim maximem 221 nm a odpovidajiciho
komplexu ADR-925:7elezo (modra kiivka, findlni koncentrace ADR-925 byla
0,083 mM, zatimco Fe** byla 0,5 mM). B) Jobova metoda a chelatace Fe** pii pH
5,5 — souhrnna koncentrace obou reagencii byla 0,5 mM. Obrazek znazoriiuje jedno
méfeni. C) Grafické zndzornéni vysledkii Jobovy metody - zavislost absorbance
na koncentra¢nich pomérech pfi absorpénim maximu komplexu. Data jsou vyjadiena
jako primér £+ smérodatnd odchylka. V tomto piipadé¢ jiz vysledky nejsou tak

jednoznacné, ale pomér 1:1 je i s pfihlédnutim ke spektru pravdépodobny.

28




63ADRJ1.dsp ADRFe3+T0.25:1pHE.8
63ADRJ2.dsp ADR:Fe3+T051pHE2
63ADRJ3.dsp ADRFe3+T0.75:1pHE8
63ADRJ4.dsp ADR:Fed+T 1:1pH&.8
63ADRJ5.dsp ADR:Fe3+T151pHG2
63ADRI6.dsp ADRFe3+T21pHEE
63ADRJT.dsp ADR:Fed+T 2.5:1 pH 6.8
83ADRJB.dsp ADRFe3+T3:1pHE2
63ADRJ9.dsp ADRFe3+T41pHEE
83ADRJ10.dsp ADR:Fe3+T6:1pHB2
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Obr. 14: ADR-925 a Fe*" pti pH 6,8. A) Absorpéni spektra ADR-925 (Servena kfivka,
findlni koncentrace byla 0,6 mM) s absorpénim maximem pii vlnové délce 222 nm
a odpovidajiciho komplexu ADR-925:Zelezo (modrd kiivka, finalni koncentrace
ADR-925 byla 0,083 mM, zatimco Fe** byla 0,5 mM) s maximem pifi 232 nm.
B) Jobova metoda a chelatace Fe*" pti pH 6,8 — souhrnna koncentrace obou reagencii
byla 0,5 mM. Obrazek znazoriiuje jedno meéteni. C) Grafické zndzornéni vysledkl
Jobovy metody - zavislost absorbance na koncentracnich pomeérech pii absorpénim
maximu komplexu. Data jsou vyjadiena jako primér + smérodatna odchylka. V tomto
piipadé nelze komplex uréit, divodem mulize byt i vySe popsana interference s Fe**
ionty, které absorbuji ve stejné oblasti.
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73ADR)1.dsp
T3ADRIZ dsp
73ADRJ3.dsp
T3ADR)4.dsp
73ADR)5.dsp
7T3ADRIG.dsp
T3ADRIT dsp
T3ADRIE.dsp
73ADR)S dsp

ADRFe3+T 0251 pH 75
ADRFed+TO051pHT S
ADRFe3+T 0751 pH 75
ADRFed+T 11 pH TS
ADRFe3d+T1,51pHT 5
ADRFed+T21pH TS
ADRFe3d+T251pHT S
ADRFed+T31pH TS
ADR:Fed+T 41 pH 7.5

73ADRI10.dsp ADR:Fe3+T&:1pH 7.5
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Obr. 15: ADR-925 a Fe** pii pH 7,5. A) Absorpéni spektra ADR-925 (&ervena kiivka,
finalni koncentrace byla 0,6 mM) s absorpnim maximem pii vlnové délce 221 nm
a odpovidajicitho komplexu ADR-925:Zelezo (modra kiivka, findlni koncentrace ADR-
925 byla 0,083 mM, zatimco Fe’" byla 0,5 mM) s absorpénim maximem 230 nm.
B) Jobova metoda a chelatace Fe** pii pH 7,5 — souhrnna koncentrace obou reagencii
byla 0,5 mM. Obrazek znazornuje jedno méteni. C) Grafické znazornéni vysledka
Jobovy metody - z&vislost absorbance na koncentra¢nich pomérech pii absorpénim
maximu komplexu. Data jsou vyjadiena jako primér + smérodatnd odchylka. Jako
v piipadé pH 6.8 nelze komplex urcit, divodem milze byt opét vySe popsana
interference s Fe** ionty, které absorbuji ve stejné oblasti.
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41ADR-825)1.dsp
41ADR-525)2.dsp
41ADR-825)3.dsp
41ADR-525)4.dsp
41ADR-825]5.dsp
41ADR-525)6.dsp
41ADR-825]7 dsp
41ADR-525)8.dsp
41ADR-82519.dsp

ADR-925:Cul+ 0.25:1 pH 4.5+HA
ADR-825:Cut+ 0.5:1 pH 4.5+HA
ADR-925:Cul+ 0.75:1 pH 4.5+HA
ADR-925:Cul+ 1:1 pH 4.5+HA
ADR-925:Cul+ 1.5:11 pH 4.5+HA
ADR-925:Cul+ 21 pH 4.5+HA
ADR-925:Cul+ 3:1 pH 4.5+HA
ADR-%25:Cul+ 41 pH 4.5+HA
ADR-925:Cul+ 5:1 pH 4.5+HA

41ADR-525J10.dsp  ADR-525:Cu1+ 6.1 pH 4.5+HA
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Obr. 16: ADR-925 a Cu' pti pH 4,5. A) Absorpéni spektra ADR-925 (Cervena kiivka,
finalni koncentrace byla 0,06 mM) s absorpénim maximem 234 nm a odpovidajiciho
komplexu ADR-925:méd’ (modra kiivka, findlni koncentrace ADR-925 byla 0,083 mM,
zatimco Cu"’ byla 0,5 mM) s absorpénim maximem pii vinové délce 250 nm. B) Jobova
metoda a chelatace Cu® pii pH 4,5 — souhrnna koncentrace obou reagencii byla
0,25 mM. Obrazek znéazoriuje jedno meifeni. C) Grafické znazornéni vysledkli Jobovy
metody - zavislost absorbance na koncentranich pomérech pii absorpénim maximu
odchylka. Za téchto

komplexu. Data jsou vyjaddiena jako primér + smérodatna
podminek vznika jednoznac¢né komplex 1:1.
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STADR92551.08p ADR-925 0,06 pi 5 5+
S1ADR.62552 dap_ADR-625:Cut + 0.083mi:0.5mid 16 ph & 5+HA

S51ADR-925)22 dsp ADR-925:Cul+ 0.5:1 pH 5.5+HA
S51ADR-825)23 (Z2).dep ADR-9Z5:Cul+ 0.75:1 pH 5.5+HA
S1ADR-825)24 (2).dsp ADR-825:Cul+ 1:1 pH 5.5+HA
S51ADR-925)25.dsp ADR-825:Cul+ 1.5:1 pH 5.5+HA
51ADR-825)25. dsp ADR-825:Cul+ Z:1 pH 5.5+HA
51ADR-925)27 dsp ADR-825:Cul+ 3:1 pH 5.5+HA
51ADR-825)28.dsp ADR-525:Cul+ 4:1 pH 5.5+HA
51ADR-825)29.dsp ADR-825:Cul+ 51 pH 5.5+HA
51ADR-925)30.dsp ADR-925:Cul+ 81 pH 5.5+HA

B
—— S51ADR-825J21.dsp ADR-8525:Cul+ 0.25:1 pH 5.5+HA
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Obr. 17: ADR-925 a Cu' pti pH 5,5. A) Absorpéni spektra ADR-925 (Cervena kiivka,
finalni koncentrace byla 0,06 mM) s absorpénim maximem 234 nm a odpovidajiciho
komplexu ADR-925:méd’ (modra kiivka, findlni koncentrace ADR-925 byla 0,083 mM,
zatimco Cu' byla 0,5 mM) s absorpénim maximem pii vinové délce 250 nm. B) Jobova
metoda a chelatace Cu’ pii pH 5,5 — souhrnna koncentrace obou reagencii byla
0,25 mM. Obrazek znéazoriuje jedno mefeni. C) Grafické znazornéni vysledkli Jobovy
metody - zavislost absorbance na koncentra¢nich pomérech pii absorpénim maximu
komplexu. Data jsou vyjadiena jako prumér + smérodatnd odchylka. Vysledky v tomto
pfipad¢ nejsou jiz tak jednozna¢né, ale vzhledem k nepravdépodobnosti komplexu
0.75:1 (3:4, viz spektrum ¢ast B), Ize ocekavat tvorbu komplexu 1:1.
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——— 61ADR-825J1.dsp ADR-825:Cu1+0.25:1 pH 6.8+HA
[——— 61ADR-525J2.dsp ADR-825:Cul+ 0.5:1 pH 6.8+HA
—— 61ADR-925J3.dsp ADR-825:Cul+ 0.75:1 pH 6.8+HA
—— 61ADR-825J4.dsp ADR-825:Cul+ 1:1 pH B.8+HA
§1ADR-925)5.dsp ADR-825:Cul+ 1.5:1 pH 6.8+HA
61ADR-925J6.dsp ADR-925:Cul+ 2:1 pH B.8+HA
61ADR-92507 dsp 5:Cul+ 311 pH 6.8+HA
—— 61ADR-525J8.dsp 5:Cul+ 41 pH B.8+HA
61ADR-925)9.dep ADR-925:Cul+ 5:1 pH B.8+HA
61ADR-925)10.dsp ADR-825:Cul+6:1 pH 6.8+HA
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Obr. 18: ADR-925 a Cu' pti pH 6,8. A) Absorpéni spektra ADR-925 (Cervena kiivka,
finalni koncentrace byla 0,06 mM) s absorpénim maximem pii vlnové délce 220
a odpovidajictho komplexu ADR-925:méd’ (modréa kiivka, finalni koncentrace ADR-
925 byla 0,083 mM, zatimco Cu’ byla 0,5 mM) s absorpénim maximem pii vinové
délce 251,5 nm. B) Jobova metoda a chelatace Cu” pfi pH 6,8 — souhrnna koncentrace
obou reagencii byla 0,25 mM. Obrazek znazoriuje jedno méteni. C) Grafické
vysledkii Jobovy metody - zavislost absorbance na koncentrac¢nich
pomérech pii absorpénim maximu komplexu. Data jsou vyjadiena jako primér =+
smérodatnd odchylka. Pfi shrnuti dostupnych vysledkt se podle grafického znazornéni

znazornéni

jevi komplex 1:1 jako pravdépodobny.
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B
. ——  T1ADR-825J11.dsp ADR-825:Cutl+ 0.25:1 pH 7 5+HA
e —— T71ADR-825J12.dsp ADR-825:Cul+051pHT
—— 71ADR-825J13.dsp ADR-825:Cul+0.751pHT
—— 71ADR-825)14.dsp ADR-825:Cut+11pHT
71ADR-825J15.dsp ADR-825:Cul+151pH7T
71ADR-825J16.dsp ADR-325:Cul+21pHT
71ADR-825)17 dsp ADR-825:Cul+31pHT
—— T71ADR-825J18.dsp ADR-3925:Cul+41pHT
T1ADR-925]19.dsp ADR-925:Cul+ 51 pH 7 5+HA
71ADR-925J20.dsp ADR-825:Cu1+6:1 pH 7 5+HA
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Obr. 19: ADR-925 a Cu’ pti pH 7,5. A) Absorpéni spektra ADR-925 (Cervena kiivka,
finélni koncentrace byla 0,06 mM) s absorpénim maximem pii 220 nm a odpovidajiciho
komplexu ADR-925:méd’ (modra kiivka, finalni koncentrace ADR-925 byla 0,083 mM,
zatimco Cu” byla 0,5 mM) s absorpénim maximem pfi vinové délce 254 nm. B) Jobova
metoda a chelatace Cu® pii pH 7,5 — souhrnna koncentrace obou reagencii byla
0,25 mM. Obrazek znazoriuje jedno méfeni. C) Grafické znazornéni vysledkl Jobovy
metody - zavislost absorbance na koncentracnich pomérech pifi absorpénim maximu
komplexu. Data jsou vyjadfena jako primér + smérodatnd odchylka. V tomto ptipadé
1ze velmi pravdépodobné usuzovat na komplex 1:1.
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42ADR-925111.dsp ADR-525:Cu2+ 0251 pH 45
42ADR-925J12.dsp ADR-925:Cu2+ 0.5:1 pH 4.5
42ZADR-925013.dsp ADR-525:Cu2+ 0751 pH 45
42ADR-925)14.dsp ADR-925:Cu2+ 1.1 pH 4.5
42ADR-925]15.dsp ADR-525:Cu2+ 151 pH 45
42ADR-925J16.dsp ADR-925:Cu2+ 2:1 pH 4.5
42ADR-925017.dsp ADR-825:CuZ+ 3:1 pH 4.5
42ADR-925J18.dsp ADR-925:Cu2+ 4:1 pH 4.5
42ADR-925]18.dsp ADR-825:Cu2+ 5:1 pH 4.5
42ADR-925J20.dsp ADR-925:Cu2+ 6:1 pH 4.5
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Obr. 20: ADR-925 a Cu®* pti pH 4,5. A) Absorpéni spektra ADR-925 (Servend kiivka,
findlni koncentrace byla 0,06 mM) s absorpénim maximem pii vlnové délce 222 nm
a odpovidajiciho komplexu ADR-925:méd’ (modra kiivka, findlni koncentrace ADR-
925 byla 0,083 mM, zatimco Cu®" byla 0,5 mM) s absorpénim maximem pii vlnové
délce 266,5 nm. B) Jobova metoda a chelatace Cu®* pti pH 5,5 — souhrnna koncentrace
obou reagencii byla 0,25 mM. Obrazek znazoriiuje jedno meéteni. C) Grafické
znazornéni vysledkidi Jobovy metody - zavislost absorbance na koncentrac¢nich
pomérech pfi absorpénim maximu komplexu. Data jsou vyjadiena jako primér +
smérodatna odchylka. Z vysledkii 1ze odhadovat, ze komplex bude pravdépodobné 1:1.
Absorbance zacind vyrazné klesat pii vySSich pomérech, coz miize ukazovat na
inteferenci s absorbanci volného Cu?".

35



B
B ———  52ADR-925)1.dsp ADR-925:Cu2+0.25:11 pH 5.5
———  52ADR-925)2.dsp ADR-925:Cu2+0.5:1 pH 5.5
sl ———  52ADR-925)3.dsp ADR-925:Cu2+ 0.75:1 pH 5.5
17— ———  52ADR-925)4.dsp ADR-925:Cu2+1:1 pH 5.5
o if \ 52ADR-925)5.dsp ADR-925:Cu2+1.5:1 pH 5.5
f W\ 52ADR-925)6.dsp ADR-925:Cu2+2:1 pH 55
i 52ADR-925)7.dsp ADR-925:CuZ+ 31 pH 5.5
ot M‘ \ ———  S2ADR-325)8.dsp ADR-925:CuZ+ 41pHSS
{ 52ADR-925)9.dsp ADR-925:Cu2+ 5:1 pH 5.5
o2 52ADR-925)10.dsp ADR-925:Cu2+ 61 pH 5.5
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Obr. 21: ADR-925 a Cu** pfi pH 5.,5. A) Absorpéni spektra ADR-925 (&ervena kiivka,
finalni koncentrace byla 0,06 mM) s absorpénim maximem pii vlnové délce 234 nm
a odpovidajicitho komplexu ADR-925:méd’ (modréd kiivka, finalni koncentrace ADR-
925 byla 0,083 mM, zatimco Cu?* byla 0,5 mM) s absorpénim maximem pii vlnové
délce 258 nm. B) Jobova metoda a chelatace Cu®" pii pH 5,5 — souhrnna koncentrace
obou reagencii byla 0,25 mM. Obrazek znazoriuje jedno méteni. C) Grafické
znazornéni vysledki Jobovy metody - zavislost absorbance na koncentrac¢nich
pomérech pfi absorpénim maximu komplexu. Data jsou vyjadiena jako primér =+
smérodatnd odchylka. Opét jako v pfedchozim ptipadé, Ize usuzovat na pomér 1:1.
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—— 62ADR-525)1.dsp ADR-525:Cu2+ 0251 pH 6.8
—— 6G2ADR-925)2.dsp ADR-925:CuZ+ 051 pH6.8
—— G62ADR-925)3.dsp ADR-8925:Cu2+ 0731 pHE.2
—— 62ADR-925)4.dsp ADR-925.CuZ+1:1 pH6.8
62ADR-925)5.dsp ADR-925:Cu2+ 151 pH6.8
i uY 62ADR-525)6.dsp ADR-925:CuZ+ 21 pHE.8
,Iv N\ E62ADR-925)7.dsp ADR-925:.Cu2+ 31 pHE.2
e N —— 62ADR-925J8.dsp ADR-525.CuZ+4:1 pH6.8
2 — 62ADR-925)9.dsp ADR-925:Cu2+5:1 pH6.8

I
ozy N 62ADR-92510.dsp ADR-825:Cu2+ 61 pH 6.8
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Obr. 22: ADR-925 a Cu®" pti pH 6,8. A) Absorpéni spektra ADR-925 (Servena kiivka,
finélni koncentrace byla 0,06 mM) s absorpénim maximem 222 nm a odpovidajiciho
komplexu ADR-925:méd’ (modré kiivka, finalni koncentrace ADR-925 byla 0,083 mM,
zatimco Cu?" byla 0,5 mM) s absorpénim maximem pfi vinové délce 238,5 nm.
B) Jobova metoda a chelatace Cu®" pti pH 6,8 — souhrnna koncentrace obou reagencii
byla 0,25 mM. Obrazek znazoriiuje jedno méfeni. C) Grafické znazornéni vysledkt
Jobovy metody - zavislost absorbance na koncentracnich pomeérech pii absorpénim
maximu komplexu. Data jsou vyjadfena jako primér + smérodatnd odchylka. Pfi
zprumérovani obou méfent, se komplex 1:1 jevi jako pravdépodobny.
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A
07 —— T2ADR-925111.d=p ADR-925:Cu2+0251pH7S
—— T2ADR-925J12.dsp ADR-925:Cu2+0.51pHT.5
—— T2ADR-8925113.d=sp ADR-925:Cu2+0751pH7S
—— T2ADR-925)14.dsp ADR-925:Cu2+1:1pH7.5
T2ZADR-925115.d2p ADR-925:Cu2+1.51pH 75
T2ADR-325)16.dsp ADR-525:Cu2+2:1 pH7.5
TZADR-925)17 dep ADR-925:Cu2+ 311 pHTS
—— T2ADR-925)18.dsp ADR-925:Cu2+4:1 pH7.5
TZADR-925119.dzp ADR-925:Cu2+51pHTS
T2ADR-925J20.dsp ADR-525:Cu2+6:1 pH 7.5
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Obr. 23: ADR-925 a Cu?" pti pH 7,5. A) Absorpéni spektra ADR-925 (Servena kiivka,
finalni koncentrace byla 0,06 mM) s absorpénim maximem 236 nm a odpovidajiciho
komplexu ADR-925:méd’ (modra kiivka, findlni koncentrace ADR-925 byla 0,083 mM,
zatimco Cu?" byla 0,5 mM) s absorpénim maximem pii vinové délce 241 nm. B) Jobova
metoda a chelatace Cu®" pfi pH 7,5 — souhrnna koncentrace obou reagencii byla
0,25 mM. Obrazek znéazoriuje jedno mefeni. C) Grafické znazornéni vysledkli Jobovy
metody - zavislost absorbance na koncentracnich pomérech pii absorpénim maximu
komplexu. Data jsou vyjadiena jako primeér £+ smérodatna odchylka. Zde nejsou
vysledky uplné€ jednoznacné, ale podle grafického znazornéni, je opét komplex 1:1

nejpravdépodobné;si.
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6 Diskuze

V soucasné dob¢ existuje jiz mnoho studii zabyvajici se vyzkumem chelata¢ni
aktivity riznych latek at’ uz ptirodniho ¢i syntetického pivodu. Cilem této prace bylo
zhodnotit stechiometrii komplexu ADR-925 s ptechodnymi kovy, konkrétn¢ ionty

zeleza a médi.

Z experimentalni Casti této diplomové prace vyplyva, ze ADR-925 vykazuje
chelata¢ni vlastnosti k obéma zkoumanym koviim a obéma oxida¢nim staviim za vSech
vySe zminovanych pH podminek. Ur¢itym problémem je, Ze absorpéni maxima
komplexu lezi v blizkosti maxima absorbance testované latky a hlavné absorbance
pfidanych kovovych iontl. Z tohoto divodu nebylo mozné za vSech podminek
stechiometrii komplexu jednozna¢né¢ urcit. Velkou vyhodou bude v tomto piipadé
pouziti komplementarni metodiky vyvinuté na nasem pracovisti (Filipsky et al. 2013).
Pfi této metodice je totiz koncentrace iontl kovu v sérii vzorku vzdy stejnd a méla
by se tak odstranit interference pozorovana v piipadé Jobovy metody, a to zejména
v nizkych pomérech kov:ADR-925 (0.25-0.75). V téchto pomérech jsou totiz pfi pouziti
Jobovy metody vysoké koncentrace kovi, které tak mohou ovlivnit vysledky (Filipsky

et al. 2013).

Studie Buss et al. z roku 1995 ukazala, Ze dvojmocné ionty kovii, Fe**, Ni**,
Cu?" a Zn** podporuji hydrolyzu dexrazoxanu na dva meziprodukty s jednim otevienym
kruhem, které se dale hydrolyzuji na ADR-925. Pfedpokladalo se, ze pravé tyto
produkty a meziprodukty hydrolyzy jsou aktivni latky, které svymi chelatacnimi
schopnostmi, stoji za kardioprotektivnim UCinkem léciva (Buss et al. 1995).
K podobnym vysledkiim dospéla nase pracovni skupina u Zeleznatych iontd. Zeleznaté
ionty za neutrdlniho a slab& kyselého pH pomalu zvySovaly chelataéni schonosti
dexrazoxanu, coz naznacuje opét usnadnéni tvorby ADR-925 nebo jeho prekurzort

Zeleznatymi ionty (Zatloukalové et al., 2012).

Jak jiz bylo v této praci vySe zminéno, dnes se upousti od piivodni myslenky,

ze mechanismem Uc¢inku dexrazoxanu je jeho schopnost chelatovat ionty Zeleza. Nové
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studie dokazuji, Ze mechanismus ucinku z véts§i Casti spo€iva v inhibici a nasledném
rozkladu topoizomerazy 2 v srdci. Ale stale existuji i diikazy o tom, Ze kardiotoxicita
antracyklinli je ¢astecné zpiisobena jimi indukovanou tvorbou ROS.Galetta F. et al.
(2009) toto tvrzeni potvrdili klinickou studii. Studie hodnotila antioxida¢ni aktivitu
v plazmé u pacientll s non-Hodgkinovym syndromem, lécenych epirubicinem. Bylo
tak prokdzano, ze u pacientd, kterym byl podavan samotny epirubicin, doslo
k vyraznému snizeni antioxida¢ni aktivita plasmy. U pacient 1é€enych epirubicinem,
kterym byl zaroven podavan dexrazoxan, byl tento pokles niz§i a po ukonceni 1éCby
doslo rychleji k normalizaci toho parametru. To zaroven potvrdilo poznatky,

ze antracykliny svym ptisobenim zptsobuji oxidacni stres (Galetta et al. 2009).

Dexrazoxan je schvalenym Iékem na prevenci antracyklinové kardiotoxicity.
Existuje vsak studie, ktera uvadi, ze dexrazoxan by mohl byt U¢inny i v prevenci
katecholaminové kardiotoxicity, kde také hraje roli Zelezo. Studie byla zaméfena
na analyzu akutniho G¢inku dexrazoxanu na isoprenalinovém modelu akutniho infarktu
myokardu, ktery navozuje patologicky stav podobny akutnimu infarktu myokardu.
Ukazalo se, ze dexrazoxan ma v tomto ptipadé mirné kardioprotektivni u¢inky: snizuje
umrtnost, disledky poskozeni myokardu a pietizeni kardiomycocytii vapnikem. Nem¢l
ale vliv na vznik atrioventrukuldrnich blokli zptisobenych isopranalinem. Autofi
spekuluji, Ze protekce byla spiSe navozena u¢inkem na homeostazu vapniku nez chelatci
iontll zeleza (Zatloukalova et al. 2012). Bude jist¢ v budoucnu zajimavé otestovat i vliv

dexrazoxanu, respektive jeho aktivniho metabolitu na vapenaté ionty.
Vysledky této diplomové prace ukazuji, Ze aktivni metabolit dexrazoxanu je

schopen také chelatace nejen méd’natych iontli (uz prokdzano ve studii Buss et al.

1995), ale 1 méd’nych ionti.
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Tato diplomova prace ukdzala, Zze metabolit dexrazoxanu ADR-925 je nejen
chelatorem iontl Zeleza, ale také ionti médi.  Pii vSech testovanych pH
v (pato)fyziologicky vyznamném rozmezi 4.5-7.5 bylo dokdzano, ze ADR-925 tvorii
komplexy s médnymi, médnatymi, zeleznatymi i Zzelezitymi ionty. Komplexy
se tvorily vétsSinou v poméru 1:1, za nékterych podminek nebylo mozné stechiometrii

jednoznaéné urcit.
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8 Seznam zkratek

ROS.... Reaktivni formy kysliku z angl.. ,,reactive oxygen species‘
FDA.... Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv z angl. ,,Food and Drug Administration*
EDTA.. kyselina ethylendiamintetraoctova z angl. ,,ethylenediaminetetraacetic acid*

HH...... hereditarni hemochromato6za
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