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Abstrakt
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Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Kandidat: Lukas Konecny

Skolitel: prof. PharmDr. Pfemysl Mladénka, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Ptiprava metodiky pro zjisténi miry chelatace iontti vapniku a

hoi¢iku

Vapnik a hot¢ik jsou biogenni prvky patiici do druhé skupiny periodické tabulky
prvka. Véapnik je patym nejzastoupengjSim prvkem v lidském téle. Kromé své dilezité
role v homeostaze kosti se podili na fad¢ procest jako srazeni krve, svalové kontrakci a
regulaci nervové excitability. Hof¢ik je kofaktorem mnoha enzymatickych reakci
nezbytnych pro fadu fyziologickych funkci.

Cilem této prace bylo navrhnout novou screeningovou metodu pro stanoveni miry
chelatace iontl vapniku a hoic¢iku. V prvnim kroku byla zmétena UV-VIS spektra
vybraného indikatoru o-kresolftalein komplexonu a jeho komplext s vapnikem a
hot¢ikem. Néasledovalo ovéteni linearity a stanoveni citlivosti metody. Soucasné byla
méfena stabilita indikatoru a jeho komplexu s obéma ionty. V poslednim kroku byla
ovetena vhodnost metody na standardnim chelatoru kyseliné ethylendiamintetraoctové,
(EDTA).

Optimalni vlnova délka pro komplex s vapnikem byla 572,5 nm a pro komplex s
hot¢ikem 568 nm. U téchto vlnovych délek byla za pouziti indikatoru rozpusténého
v pufru o pH 7,5 linearita mezi absorbanci a koncentraci nejvyssi. Citlivost (nejnizsi
koncentrace kovu, kterou lze detekovat za statistické vyznamnosti p<0,05) byla 2,5 uM
pro vapnik a 2 pM pro hoicik. Stabilita indikatoru v pufru o pH 7,5 s obéma ionty je
nejméné 24 dni a indikatoru v methanolu s obéma ionty nejméné 39 dni. Metoda byla
oveétena s EDTA, kdy byl prokazén z literatury popsany komplex s vapnikem 1 s
hot¢ikem se stechiometrii 1:1.

V zavéru lze tvrdit, ze byla ptfipravena metodika k detekci schopnosti chelatace
iontl vapniku a hoi¢iku. Vyvazani té€chto kovi 1écivy mize byt spojeno s nezadoucimi

ucinky a tato metodika tak mtize byt vyuzita k jejich predikei.



Abstract
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Title of Thesis: Preparation of a method for detection of the extent of chelation of calcium

and magnesium ions

Calcium and magnesium are biogenic elements belonging to the second group of
the periodic table. Calcium is the fifth most abundant element in the human body. In
addition to its important role in bone homeostasis, calcium is involved in other processes
such as blood clotting, muscle contraction and regulation of nerve excitability Magnesium
is the cofactor of many enzymatic reactions essential for a row of physiological functions.

The aim of this work was to propose a novel screening method for determination
of the degree of calcium and magnesium chelation. In the first step the UV-vis spectra of
the selected indicator o-cresolphthalein complexone and its complexes with calcium and
magnesium were measured. This was followed by verification of the linearity and the
determination of the sensitivity of the method. Concurrently the stability of the indicator
and its complexes with both ions was measured. In the last step, the suitability of the
method was verified on a standard chelator ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA).

The optimal wavelength for the calcium complex was 572,5 nm and for the
magnesium complex 568 nm. At these wavelengths, the linearity between absorption and
concentration was highest using the indicator dissolved in pH 7.5 buffer. The sensitivity
(the lowest concentration of a metal which can be detected with significance
at p<0.05) was 2.5 uM for calcium and 2 uM for magnesium. The stability of the indicator
in buffer 7.5 with both ions is at least 24 days and stability of the indicator in methanol
with both ions is at least 39 days. The method was verified with EDTA where complexes
with stoichiometry 1:1 were documented in harmony with known data.

In conclusion, it can be claimed that a methodology for determition of the degree
of chelation of calcium and magnesium ions has been prepared. This method can be used
for detection of interferences of different drugs with these ions which can be associated

with side effects.
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1 Seznam zkratek

ATP

BAPTA

CASR

CC

EDTA

adenosintrifosfat (ATP, z angl. adenosintriphosphate)

kyselina 1,2-bis[o-aminophenoxy]ethan-N,N,N’,N’-tetraocova (z angl. 1,2-

bis[o-aminophenoxy]ethane-N,N,N’ N’-tetraacetic acid)
receptor pro vapnik (z angl. calcium-sensing receptor)
o-kresolphtalein komplexon (CC, z angl. eresolphtalein complexone)

kyselina ethylendiamintetraoctova (z angl. ethylenediaminotetraacetic acid)

Na:EDTA disodna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové

EGTA

HEPES

IsnPé6

NKCC2

PTH

PTHR

ROMK
TPEN

VDBP

kyselina ethylen glycol bis(B-aminoethylether]-N,N,N’,N’-tetraocovd (z
angl. ethylene glycol bis(p-aminoethylether]-N,N,N’ N’-tetraacetic acid)

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonovad kyselina (z angl. 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)

myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisfosfat
kotransportér iontti Na*-K*-2C1~
parathormon (z angl. parathyroid hormone)

receptor pro parathormon (z angl. parathyroid hormone-related peptide

receptor)

vnéjsi ledvinovy kanal pro K*
N,N,N’,N’-tetrakis-(2-pyridylmethyl)ethylendiamin (z angl. N,N,N’,N’-
tetrakis-(2-pyridylmethyl)ethylenediamine)

transportni protein vitaminu D (z angl. vitamin D-binding protein)



2 Uvod

Vépnik a hotc¢ik jsou kovy alkalickych zemin a jsou dulezitou soucasti lidského
organismu. I pfes to, Ze vétsina je situovana v kostech, plni fadu funkci i mimo né€. Vapnik
se podili v procesu koagulace, svalové excitaci a kontrakci, hoi¢ik je kofaktorem mnoha
enzymatickych reakci nezbytnych pro fungovani organismu. Ackoliv neni nedostatek
vapniku tak Casty jako jeho nadbytek, ¢asto se jedna o nebezpecny a zivot ohrozujici stav.
Naopak s nedostatkem hoiciku se setkavame castéji. Klinicky se ale projevi az pii
ptekroCeni kritickych hodnot. Na depleci téchto iontli se mimo jiné mulze podilet i
neselektivita nékterych chelatort, tedy latek, které spolu s kationty kovl vytvaieji

komplex.

V této préci jsme se zaméfili na piipravu metodiky pro zjiSténi miry chelatace
ionti vapniku a hoiciku, protoze schopnost chelatovat tyto ionty muze byt
z fyziologického hlediska spojena s nezddoucimi ucinky. Komplexy vybraného
indikatoru a kovl jsou barevné, a proto muzou byt detekované spektrofotometricky.
Postup byl rozdélen do né€kolika krokt, které ve vysledku standardizuji pouziti této

metodiky. Zavérem byla metodika ovéfena na znamém chelatoru.



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Fyziologie vapniku

Vépnik patii mezi kovy alkalickych zemin, je situovan ve 2. skupin¢ periodické
tabulky prvka a je patym nejzastoupenéjSim prvkem v lidském téle. Celkové mnozstvi
vapniku v organismu se pohybuje v rozmezi 1000 g az 1200 g (Blaine et al. 2015),
pficemz vice nez 99 % vapniku je lokalizovano spolu s fosforem v kostech ve formé
hydroxyapatitu. Tato komplexni molekula fosfore¢nanu vépenatého slouzi kromé jiného
také jako rezervodar k udrzeni koncentrace vapniku v séru (Weaver a Peacock 2019, Yu a
Sharma 2020). Fyziologickd koncentrace sérového vapniku se pohybuje v referencnim

rozmezi 2,25 az 2,61 mmol/L (Fuszek et al. 2004).

Podle studie Walser (1961) je 47,5 % sérového vapniku ve form¢ volného iontu
zatimco 46 % sérového vapniku se vdze na proteiny, zejména na albumin (Goltzman

2019). Zbytek tvoii vapnik ve formé soli jako je citrat a fosfat.

Homeostaza vapniku je regulovdna souhrou mezi parathormonem (PTH), 1,25-
dihydroxyvitaminem D (kalcitriol) a kalcitoninem (Obr. 1). Pfi poklesu vapniku v séru
dojde k niZsi stimulaci vapnikovych receptort v paratyroidnich buiikach (CaSR) a zvysi
se sekrece PTH, ktery ptisobi prostiednictvim svych receptort (PTHR) v ledvinach a
kostech. V ledvinach stimuluje distalni tubularni resorpci vapniku a v kostech zvySuje
osteoklastickou aktivitu a diky tomu se koncentrace vapniku v séru zvysi. PTH stimuluje
také rendlni produkci kalcitriolu z 25-hydroxyvitaminu D, ktery ve stfevech zvySuje
vstiebavani vapniku z potravy. Kalcitonin na druhé strané plazmatické hladiny vapniku

snizuje (Cooper a Gittoes 2008, Goyal a Singh 2020, Peacock 2010).



redukuje absorpci nizka hladina
vapniku ve sti‘evech vapniku v krvi

PRISTITNA TELISKA

normalni hladina
vapniku v krvi

zvySuje absorpci
vapniku v ledvinach
redukuje absorpci
. . vapniku v ledvinach
Kalcitonin Vitamin D -« PTH
zvySuje absorpci
véapniku ve stfevech

stimuluje ukladani
vapniku v kostech

stimuluje uvoliiovani
O vapniku z kosti
STITNA ZLAZA Y N

vysoka hladina
vapniku v krvi

Obrazek 1. Fyziologie vapniku. Vlastni zpracovani za pomoci ChemDraw 20.0

3.2 Fyziologie hor¢iku

Hoft¢ik je rovnéZz kov alkalickych zemin, a tudiZ je i soucésti druhé skupiny
periodické tabulky. Obdobné jako vapnik, tak 1 hot¢ik je pfevazné vazany v kostech. Asi
99 % celkového mnozstvi se nachazi v kostech, svalech nebo tkanich a pouze 1 %
v extracelularnim prostoru (Blaine et al. 2015), kde se pohybuje v referen¢nim intervalu
0,75 — 0,95 mmol/L (Costello et al. 2016b). 55 % sérového hoiciku existuje ve formé
volného iontu, 32 % hotciku je vazano na plazmatické proteiny a zbytek hotciku je ve

forme soli jako je citrat a fostat (Walser 1961). lonizovany hoi¢ik je fyziologicky aktivni

forma, kterd je dllezita pro fyziologické funkce (Blaine et al. 2015).

Regulace homeostazy hotciku v organismu je dana souhrou stfevni absorpce,
renalniho vylucovani a vyménou z rezervoaru hotc¢iku v kostech (Costello et al. 2016a).
Vstiebavani a vylu€ovani hoiciku je ovlivilovano kalcitriolem, estrogeny nebo PTH.

Kalcitriol prokazatelné stimuluje vstiebavani, na druhou stranu je hoic¢ik dilezitym
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kofaktorem, ktery je nezbytny pro navazani vitaminu D na transportér (VDBP). Rovnéz
se podili pfi konverzi tohoto vitaminu na jeho aktivni formu. Na vylucovani se podili
estrogeny a PTH. Absorpce vapniku i hot¢iku je vzajemné provazana. Jak bylo uvedeno
vyse, hypokalcémie stimuluje sekreci PTH, coz nésledné vede k normalizaci sérové
koncentrace vapniku. Hypomagnesémie pusobi nepiiznivé pii hypokalcemicky
indukovaném uvolnéni PTH, protoze hoic¢ik je dllezity pro citlivost tkani k PTH.
Uvolnovani PTH zvysuje resorpci hoiciku v ledvinach i absorpci ve stieveé (Grober et al.

2015).

3.3 Role vapniku a hor¢iku v organismu

Vapnik je esenciadlnim prvkem, ktery je nezbytny pro fadu funkei v organismu. Je
soucasti mnoha fyziologickych a biochemickych procesi z nichz nejdiilezitéjsi jsou
kostni vystavba a homeostaza (Robertson et al. 2008). Jako koagulaéni faktor (ptivodné
znamy také jako koagulaéni faktor IV) je zapojen v procesu krevni koagulace, kdy ma
vliv na pfeménu fibrinogenu na nerozpustny fibrin, a zvySuje také agregaci trombocytl
(Yuetal. 2018). Déle se podili na zachovani integrity a propustnosti bunéénych membran,
svou ulohu mé 1 pfi svalové excitaci a kontrakci a regulaci nervové excitability. Z hlediska
presného mechanismu se Ucastni fady enzymatickych reakci a funguje jako druhy posel

v mnoha signaliza¢nich kaskédach (Robertson et al. 2008).

Hoft¢ik se podili na vice jak 300 esencialnich metabolickych reakcich. Je dulezity
tam, kde reakce zavisi na adenosintrifosfatu (ATP), protoze ATP primdrné existuje v
komplexu s hot¢ikem (Obr. 2). Tento komplex vznika diky schopnosti hotfecnatych iontl
tvofit chelaty s intraceluldrnimi aniontovymi ligandy, zejména s ATP. Vznik komplexu
ATP-Mg je jednou z moznosti aktivace enzymu. DalSi zplisoby aktivace jsou piimé
navazani hotciku na aktivacni misto enzymu nebo konformacni zména enzymu v prubehu
katalytického procesu. Enzymaticka aktivace hof¢ikem je nutnd naptiklad pro enzymy
hexokindzy, kreatinkinazy a adenylatcyklazy. Hot¢ik se vyznamné podili i na homeostaze
kardiovaskularniho systému. Redukuje agregaci trombocytli a reguluje pohyb drasliku
v kardiomyocytech. Nezbytny je i pro syntézu proteinti a nukleovych kyselin (Grober et

al. 2015, Swaminathan 2003).
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NH, HH,

Obrazek 2. Komplex ATP s hofe¢natym iontem. Pfevzato z Holm, 2012

3.4 Gastrointestinalni vstifebavani vapniku a hoi¢iku

U zdravého dospélého ¢loveka by denni piijem vapniku mél Cinit ptiblizné 800-
1000 mg (Blaine et al. 2015). Avsak podle piehledové studie Wang et al. (2014) je
s vyskytem vyssiho rizika amrti z kardiovaskularnich pticin. Nizky pfijem vapniku mtze
zpusobit riziko kardiovaskuldrniho onemocnéni ovlivnénim krevniho tlaku, sekreci a
citlivosti tkdni na inzulin a koncentraci cholesterolu v krvi. Pfili§ vysoké mnoZstvi
vapniku ma nepfiznivy u€inek na kardiovaskularni systém navozenim hyperkoagulaniho

stavu.

Pti konzumaci 1 g vapniku obsazeného ve stravé je pres stievni epitel absorbovano
priblizn€ 400 mg véapniku skrze buniky nebo paracelularné. Na paracelularnim transportu
se nepiimo podili kalcitriol, ktery ovliviiuje strukturu tésnych spojl a ty se stavaji vice
propustné pro vapnik. Ze 400 mg je polovina vyloucena prostiednictvim stfevni sekrece
a Cista absorpce za fyziologickych podminek €ini asi 200 mg vapniku. Celkem se tedy
denn¢ za téchto podminek vylouc¢i 800 mg stolici a nasledné 200 mg moci (Blaine et al.

2015).

Hoft¢ik je z potravy piijiman v daleko mensi mite. Z metaanalyzy Dibaba et al.
(2014) vyplyva, Ze ptijem hoiciku ze stravy se pohybuje v rozmezi 117 az 423 mg za den,
pfiCemz vyssi piijem hoiciku je spojeny s niz§im vyskytem metabolického syndromu.
Naopak metabolicky syndrom zahrnujici diabetes mellitus typu 2 s inzulinovou
rezistenci, hypertenze a dyslipidemii, stejné jako jeho kardiovaskularni ndsledky mohou
byt disledkem nizkého ptijmu hotciku v potravé (Bo et al. 2006, Dibaba et al. 2014). Ze
stravy je hotcik vstfebavan predevsim v tenkém stieve skrze bunky nebo paracelularné a

v mens$i mife i v tlustém stteve (Blaine et al. 2015).
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Dle studie Fine et al. (1991) bylo vsttebavani negativné ovlivnéno zvysujicim se
pfijmem hot¢iku. Frakéni absorpce klesala z 65 % na 11 % s rostoucim piijmem hotciku

v potrave.

Osud hoficiku a vapniku v organismus je shrnut v Obr. 3.

A Soft tissue and B Saft tissue and
intracedlular . |nlrﬁ.wlll_.|lar
Oral calcium intake calchum Oral magnesum intake | T9MOSHT
~1,000 mg/day Tl 300 mgiday Il
400 Mg | Extracellular | 500 MJ 120 M3 | Evyraceliular
Intesting | fuidand | —" Bone — | fuidand | —*
200mg | Plasma | 500 mg 20mg | Plasma
9,800 mg T lm.mo mg 2,300 mg Ii 2,400 mg
Faces l BOO mg Faces l‘lﬂO mg
Kidnay
Urine | 200 mg Urine | 100 mg

Obrazek 3. (4) Tok vapniku a (B) hotciku mezi t€lesnymi kompartmenty. Pfevzato a upraveno

podle Blaine et al. 2015

3.5 Rendlni exkrece vapniku a hoi¢iku

Ledviny jsou zasadni pro hospodafeni a vylu¢ovani vapniku 1 hot¢iku, 1 kdyz to
neni jediny zpusob jejich exkrece. Pfi normalnim fungovani ledvin se glomerularni
filtraci z krve prefiltruje aZ 10 g vapniku a 2,4 g hoiciku, ale diky zpétné reabsorpci se
vétSina mnozstvi znovu dostane zpét do systémového fecisté a jen nepatrné mnozstvi je
vylouceno v moc€i (Blaine et al. 2015). Dle metaanalyzy Pak et al. (2015) se denn¢
vylou¢i 100-169 mg véapniku a podle studie Palacios et al. (2013) piiblizné¢ 95 mg
hot¢iku. U déti je mnozstvi stanoveno na hmotnost, pficemz vylouceny obsah vapniku
v priméru ¢ini pfiblizné 2,4 mg na kg vahy a hoiciku asi 2,8 mg na kg za 24 hodin

(Ghazali a Barratt 1974).
Renalni exkrece obou iontl je také znadzornéna v Obr. 3.

V proximalnim tubulu a vzestupné ¢asti Henleovy klicky se reabsorbuje nejvetsi

mnozstvi vapniku a hot¢iku (Tab. 1). V téchto segmentech se na reabsorpci z nejveétsi
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¢asti podili paracelularni transport, ktery je zprostiedkovany proteiny klaudinem-16 a
klaudinem-19, které vytvareji kanal propustny pro kationty. V Henleové kli¢ce je proces
paracelularniho transportu navic ovlivnén gradientem, ktery vznika diky kotransportéru
pro ionty Na"™-K"-2C1” (NKCC2) a kanalu pro K™ (ROMK) na apikalni strané. Vylu¢ovani
iontl je regulovano receptorem CaSR. V proximalnim tubulu je tento receptor situovany
na apikalni strané a v Henleové kli¢ce na basolateralni strané. Pfi navazani vapniku nebo
hot¢iku na receptor se spousti proces lysosomalni degradace klaudinu-16. Snizenim poctu
proteintt dochazi k ovlivnéni paracelularni reabsorpce a ionty jsou ve veétSim mnozstvi
vylou¢eny moci. V Henleové klicce ma CaSR navic vyznam naptiklad pti hyperkalcémii,
protoze aktivaci CaSR na basolaterdlni strané dojde k inhibici NKCC2 i ROMK.
Nevznikne zadna hnaci sila pro paracelularni transport iontll a dojde k jejich vylouceni
moci. V distalnim tubulu probihd resorpce vyhradné aktivng, protoze ionty postupuji proti
chemickému a elektrickému gradientu. lonty prochéazi skrze transportni proteiny na
apikalni stran€ a do krve se dostanou ptes basolateralni membranu. Vapnik skrze vymeénik
iontll Ca**/3Na" nebo Ca-ATPasu, hoi¢ik skrze vyménik Mg**/Na* (Blaine et al. 2015,
Ferreetal 2012).

Tabulka 1. Mnozstvi reabsorbovaného vapniku a hot¢iku v riznych segmentech nefronu.

Segment nefronu Reabsorpce vapniku  Reabsorpce hor¢iku
Proximalni tubulus 60-70 % 10-20 %
Vzestupna ¢ast Henleovy kli¢ky 20 % 70 %
Distalni tubulus 10 % 10 %
Sbéraci kanalek 5%

Pievzato z Blaine et al. 2015
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3.6 Chelatace a chelatacni terapie

Chelatac¢ni latky se bézn¢ pouzivaji k chelataci té¢Zkych kovl a tim snizuji jejich
koncentrace v organismu. Né&kterd tato ¢inidla maji relativné vysoky stupenn selektivity,
jina v§ak mohou neselektivné chelatovat vice kovii. Nejen selektivita ale i spravna davka
téchto 1éCiv jsou pii chelatacni terapii dulezité (National Institute of Diabetes & Digestive
& Kidney Diseases 2017). Nespecificnost 1 vysoké davky mohou pii delSim pouziti snizit
hladiny esencialnich kovli a v pribéhu terapie se mize vyskytnout fada nezadoucich
ucinkl véetné deplece vapniku (Kim et al. 2019, National Institute of Diabetes &
Digestive & Kidney Diseases 2017). Cilem terapie je tedy odstranéni toxickych kovovych
iontil z citlivych mist v organismu, proto afinita 1éciv-chelatort k témto toxickym iontim

musi byt vyss$i, nez afinita iontd k fyziologickym koviim (daseth et al. 2015).

Jak jiz bylo zminéno, selektivita chelatoru je klicova a je dulezité brat v potaz, ze
vétSina chelatacnich Cinidel netvoii komplex jen s jednim kovem. Vzhledem k jejich
nejdel§imu pouzivani, se diskutuje vliv chelatorti zeleza na hladiny zinku v organismu.
Studie Maclean et al. (2001) poukazuje vliv deferoxaminu a deferipronu (znamé
chelatory Zeleza) na zinek. Po 2 hodinach expozice obéma chelatory doslo ke snizeni
koncentrace zinku nejméné o 30 %. Koncentraci zinku ovliviiuje i chelata¢ni ¢inidlo D-

penicilamin, pouzivany pii nadbytku médi. (Catapano et al. 2018)

Jinym piikladem je kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), ktera se dnes ale
terapeuticky pouziva spiSe vyjime¢né. Princip chelatace EDTA a kovu je zndzornén

v Obr. 4.
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Obrazek 4. Struktura EDTA a jejiho komplexu s iontem kovu M 1:1. Pfevzato a upraveno

podle Hafer et al. 2020
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3.6.1 Chelatory vapniku a hot¢iku

3.6.1.1 Ethylendiamintetraoctova kyselina, EDTA

Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Obr. 5) je dobfe zndmé chelatacni
¢inidlo s vysokou afinitou k dvojmocnym a trojmocnym iontim kova s nizkou
elektronegativitou jako je vapnik, hoic¢ik, zelezo, mangan nebo zinek. Pouziva se pfi
intoxikacich tézkymi kovy (olovo nebo méd’) a jeji soli se v minulosti pozivaly pfi
hyperkalcémii. V pribéhu chelatacni terapie vSak miize zplsobit depleci jinych
esencialnich iont (4aseth et al. 2015, Finnegan a Percival 2015). Dle studie Waters et
al. (2001) se beéhem chelata¢ni terapie pomoci EDTA zdvojnasobilo mnozstvi vapniku i

hoi¢iku vylouc¢eného moci.

Vedle chelata¢ni terapie existuje také myslenka, ze by EDTA vychytavala vapnik
z aterosklerotického platu a dokazala tak vyvolat jeho rozpad, ale dikazy na podporu této

terapie jsou nedostacujici (daseth et al. 2015).

3.6.1.2 Dalsi chelatory

Dal$imi ¢inidly jsou BAPTA (1,2-bis[o-aminophenoxy]ethan-N,N,N’,N’-
tetraoctova kyselina), EGTA (ethylen glycol bis(B-aminoethylether]-N,N,N’,N’-
tetraoctova kyselina), TPEN (N,N,N’,N’-tetrakis-(2-pyridylmethyl)ethylendiamin) a
InsP6 (myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisfostat) (Obr. 5). BAPTA vaze vépenaté ionty
rychleji nez EGTA, protoze EGTA musi disociovat proton pfed navazanim iontu. To
zpomaluje navazani vapniku, i kdyZ afinita téchto dvou chelétorti je podobna (Wang a
Augustine 2015). TPEN je strukturni analog EDTA, ve kterém byly c¢tyfi karboxylové
skupiny za pyridiny. Vyznacuje velkou afinitou k t€zZkym kovim (zinek, mangan nebo
zelezo), ale ionty vapniku a hot¢iku ovliviiuje jen nepatrné (Arslan et al. 1985). TPEN se
k vapniku vyznacuje 400krat mensi afinitou s porovnanim s BAPTA (Shumaker et al.
1998). Dalsim chelatorem je IsnP6, ktery je ptirodniho piivodu a vyznacuje se vysokou

afinitou k hot¢iku, vapniku, zeleza a zinku (Sparvoli a Cominelli 2015).
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3.6.1.3 O-cresolphtalein complexon, CC

Slouceninu CC (Obr. 5) ptredstavila v 50. letech studie Anderegg et al. (1954),
jako vynikajici indikétor pro komplexometrickou titraci kovt alkalickych zemin (véetné
v této diplomové praci zkoumaného vapniku a hoi¢iku) (Corns a Ludman 1987, Lorentz
1982, Sarkar a Chauhan 1967). V alkalickém prosttedi tvoii fialové Cerveny komplex,
ktery vznika podobné jako s molekulou EDTA diky patrné podobnosti s touto

slouc¢eninou (Corns a Ludman 1987).

Konstanty tvorby komplexti tohoto indikdtoru s véapnikem 1 hot¢ikem jsou
podobné (K = 2.5x10%a 3.2x107 pro vapnik a hot¢ik, respektive). Proto je v piitomnosti
obou iontd nutné pouziti maskovaciho c¢inidla. Napiiklad sil EGTA slouzi jako
maskovaci c¢inidlo k eliminaci interference vapniku (7Tesfaldet et al. 2004) a 8-

hydroxychinolin k zamezeni interference hoic¢iku (Lorentz 1982).
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Obrazek 5. (4) Molekula EDTA a (B) jeji disodna stl, (C) BAPTA, (D) EGTA, (E) InsP6, (F)
TPEN, (G) CC. Vytvotfeno za pomoci ChemDraw 20.0
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3.7 Deplece vapniku a hor¢iku

Hypokalcémie a hypomagnesémie jsou stavy oznacujici depleci iont vapniku a
hoi¢iku. Koncentrace iontl klesaji pod referen¢ni rozmezi, které je u vapniku stanoveno
od 2,1 mmol/l az po 2,7 mmol/l a u hot¢iku od 0,67 mmol/l — 1,04 mmol/l (Luo et al.
2017).

Nedostatek vapniku v organismu neni tak Casty jako jeho intoxikace, ale Casto se
jedné o zivot ohrozujici stav (Goyal a Singh 2020). Naopak hypomagnesémie je pomérné
Castd, ale klinické symptomy se projevuji az pii piekroceni kritickych hodnot (pod 0,5
mmol/l). Malé zmény v referenénim rozmezi nebyvaji klinicky vyznamné. Naproti tomu

hypermagnesémie je vzacnéjsi, ale zdvaznéjsi (Cascella a Vagar 2021).

Extracelularni vapnik je nezbytny pro normalni funkci nervii a svalll, proto mezi
hlavni projevy jeho nedostatku patii zaskuby svali a kiece, brnéni, epileptické zachvaty,
bronchopasmus a jiné neuromuskularni projevy (Cooper a Gittoes 2008, Schafer a
Shoback 2016). Mezi dalsi symptomy patii neurologické ptiznaky (extrapyramidové
pfiznaky, poruchy osobnosti, zhorSeni intelektu, parkinsonismus), ektodermalni zmény
(alopecie, psoriaza, atopicky ekzém), nebo srde¢ni zmény (prodlouzeni QT intervalu,

kardiomyopatie, méstnaveé srde¢ni selhani) (Schafer a Shoback 2016).

Hot¢ik je dilezity v mnoha funkcich organismu, a proto se jeho nedostatek
projevuje riznymi symptomy napiiklad neuromuskularni hyperexcitabilitou (projevujici
se tfesem nebo tetanii), neuropsychiatrickymi poruchami (od apatie, deliria az ke komatu)
a stejné jako deplece vapniku ovlivituje srdecni funkce a jeho nedostatek se projevi

napiiklad arytmii typu torsades de pointes, a nahlou smrti (Pham et al. 2014).
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3.8 Metodiky pro detekci vapniku a hor¢iku

Existuje nékolik metodik, které jsou schopny detekovat celkové koncentrace
vapniku a hoiciku v télesnych tekutinach jako je naptiklad krev nebo moc¢ (Benamor a
Aguerssif 2008). Nékteré metodiky zahrnuji spektrofotometrické nebo komplexometrické
stanoveni zalozené na formovani barevnych komplexti s vapnikem a hoic¢ikem.
Nejbéznéji se jako komplexotvorné latky vyuzivaji ortho-cresolphtalein, thymolphthalein
nebo arsenazo III. Déle se ke stanoveni koncentrace pouziva plamenova fotometrie nebo
atomova absorpéni spektroskopie, iontovée selektivni elektrody, iontova chromatografie
nebo pritokové metodiky jako je fluorimetricka sekvenéni injek¢ni analyza (de Armas et

al. 2000, Benamor a Aguerssif 2008, Saurina et al. 2002, Tesfaldet et al. 2004).

Nékteré metodiky vyzaduji vSak nakladna analyticka zafizeni, a proto je nelze
pouzit pro rutinni analyzu v malych laboratofich. UV — VIS spektrofotometrie je
nejpohodIng;si metodikou, diky jeji jednoduchosti, rychlosti a nizkym nakladiim. Tato
analyticka metoda mtze byt pouzita pro analyzu raznych vzorki (Tesfaldet et al. 2004) a

v nasem piipad¢, kdy se bude jednat o smési obsahujici jen jeden kov také optimalni.
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4 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout novou screeningovou metodu pro
stanoveni miry chelatace vapenatych a hotecnatych iontl. Tato nova metodika muze byt
vyuzita pro zjiStovani interakce xenobiotik s vapenatymi nebo hofeCnatymi ionty v
lidském organismu. Takova interakce miize negativné ovlivnit hospodafeni s témito

kationty a mize byt spojena se vznikem nezadoucich ucinkda.

o Krokl
Charakterizace spekter indikatoru samotného a jeho komplexii s Ca*" a Mg?"
ionty.

o KrokII

Nalezeni optimalni vinové délky pro stanoveni koncentrace Ca’" a Mg?" ionti.

o Krok III

Zjisténi citlivosti metodiky.

o KrokIV

Stabilita reagencii.

o KrokV

Potvrzeni metodiky na zndmém U¢inném chelatoru EDTA.
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S Experimentalni ¢ast

5.1 Chemikalie

Dihydrat chloridu vépenatého, heptahydrat siranu hotec¢natého, 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonova kyselina (HEPES), jeji sodna stl, disodna sul kyseliny
etylendiamintatraoctové (Na2EDTA) a o-kresolphtalein komplexon (CC) byly zakoupeny
ze Sigma-Aldrich (USA).

Supercistd voda (pfipravena pomoci pfistroje Milli-Q RG, Merck Millipore,
Massachusetts, U.S.A.)

Methanol byl zakoupen od firmy Penta (CR).
Pufr o pH 7.5 byl ptipraven jako 15 mM roztok HEPES sodné soli a 14.3 mM HEPES

v ultradisté vodé.

5.2 Pristroje

analytické vahy Kern ALT 220-4NM (Kern, Némecko)

spektrofotometr Helios Gamma (Spectronic Unicam, Spojené Kralovstvi)

5.3 Spotiebni material

Mikrozkumavky 1500 pl (VWR International, USA).
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5.4 Roztoky

Zasobni roztok vapenatych iont — dihydrat chloridu vapenatého (Mw = 147,014 g/mol)
byl navdZen na analytickych vahach a néasledné rozpustén ve vypocteném mnozstvi

supercisté vody na koncentraci 10 mM.

Pracovni roztoky vépenatych ionti — roztoky s niz$i koncentraci se ziskavaly ze

zasobniho roztoku dihydratu chloridu véapenatého 10 mM ziedéného supercistou vodou.

Zasobni roztok hotecnatych iontd — heptahydrat siranu hofe¢natého (Mw = 246,475
g/mol) byl navaZen na analytickych vahach a nasledné rozpustén ve vypocteném

mnozstvi supercisté vody na koncentraci 10 mM.

Pracovni roztoky hote¢natych iontl — roztoky s niz§i koncentraci se ziskavaly ze

zasobniho roztoku heptahydratu siranu hote¢natého 10 mM zfedéného supercistou vodou.

O-kresolphtalein komlexon (CC, Mw = 636,6 g/mol) byl navazen na analytickych vahach
a nasledné rozpustén ve vypocteném mnozstvi pufru o pH 7,5 na koncentraci 3 mM.
V nékterych experimentech byl také pfipraven jeho metanolicky roztok o stejné

koncentraci. Pro snadnéjsi rozpusténi byla pouzita ultrazvukova lazen.

Na;EDTA 15 mM - disodna sil EDTA (Mw = 372,24 g/mol) byla navdZena na
analytickych vahéch a nésledné rozpusténa ve vypocteném mnozstvi supercisté vody v
koncentraci 15 mM. Pro snadnéjSi rozpusténi byla pouzita ultrazvukova ladzen. Roztok
byl pouzit k méfeni, ale i jako zasobni roztok pro pfipravu roztokil s niZSimi

koncentracemi.

Vsechny pfipravované roztoky byly uchovavany v lednici.
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5.5 Zméreni spektra indikatoru a jeho komplexu

V prvnim kroku byla zméiena spektra vybraného indikatoru CC ptipraveného v
pufru o pH 7,5 a CC pfipraveného v methanolu a jejich komplexti s vapenatymi a poté s
hotecnatymi ionty v UV-VIS oblasti spektra (200-800 nm). Nasledovalo méteni spekter
téchto komplexti v riznych pomeérech jiz v uzsi oblasti, protoze k absorpci doslo v
rozmezi vinovych délek 350-650 nm. Data byla vyuzita pro nalezeni optimalni vinové
délky.

Byly pfipraveny pracovni roztoky o ruznych koncentracich vapenatych a
hotecnatych iontli z 10 mM zasobnich roztokl. Tyto koncentrace byly 1,3; 0,8; 0,52; 0,26
a 0,13 mM. Odpovidaji findlnim koncentracim 20-195 pM.

1) Do sesti mikrozkumavek bylo napipetovano 700 ul pufru o pH 7,5 a 150 pl 3 mM
CC ptipraveného v pufru s pH 7.5.

2) K péti mikrozkumavkam bylo pifidano 150 pl roztoku vapenatych nebo
hotecnatych iontl o rozdilnych koncentracich. Tyto koncentrace byly 1,3; 0,8;
0,52; 0,26; 0,13 mM. Do posledni Sesté¢ mikrozkumavky s nulovou koncentraci
vapenatych iontil bylo ptidano 150 pl supercisté vody.

3) Nasledovalo 10 sekund tfepani v tfepacce.

4) Cca 1 ml obsahu mikrozkumavek bylo opatrné prepipetovano do kyvet a byla
zmgetena spektra absorbanci nejdiive v rozmezi vinovych délek 350-650 nm.

5) Mg¢feni bylo zopakovano po 20 minutach.

6) Zcela analogicky byla zmétena spektra s 3 mM roztokem CC rozpuSténém v

methanolu.
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5.6 Matematické stanoveni optimalni vinové délky pro stanoveni koncentrace
Ca’* a Mg*' ionti

Vysledky z ptechoziho kroku byly matematicky zanalyzovany. U kazdé
z métenych vinovych délek byl provéren vztah mezi absorbanci a pifidanou koncentraci
iontfi. Pro kazdou vlnovou délku byl tak stanoven koeficient linearni regrese R? a sklon
ptimky k podle vztahu:

A=cxk+b,

Kde A je absorbance pii dané vlnové délce, k je konstanta, ktera je v naSich
experimentech pouzivdna pro zjednoduSeni (jde o nasobek $itky kyvety a molarniho
extink¢éniho koeficientu ¢€). ¢ je finalni koncentrace testovanych iontti a b je absorbance

pozadi.
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5.7 Zjisténi citlivosti metodiky

Ke stanoveni citlivosti byly opét pfipraveny roztoky o ruznych koncentracich
vapenatych a hotecnatych iontl. V tomto ptipad¢ §lo o roztoky s niz§imi koncentracemi,
néz v prechozim ptipadé. Jejich koncentrace byly 0,13; 0,1; 0,07 a 0,03 mM, coz
odpovida findlnim koncentracim 19,5; 15; 10,5; a 4,5 uM ve sm¢ési s indikatorem. Za
pomoci T-testu byla porovnana citlivost s negativnim slepym vzorkem (neobsahoval
obou iontll vy$$i nez u negativniho slepého vzorku, byly pfipraveny roztoky s jesté
niz8imi koncentracemi. Pro vépnik to byly koncentrace 0,0182; 0,0166; 0,015 a 0,0132
mM, coz odpovida findlnim koncentracim 2,7; 2,5; 2,25 a 2,0 uM ve smési s indikatorem.
Pro hoft¢ik to byly koncentrace 0,0332; 0,0266; 0,02; 0,0132 a 0,0066 mM, coz odpovida

finadlnim koncentracim 5; 4; 3; 2 a 1 uM ve smési s indikatorem.

1) Do péti mikrozkumavek bylo pfiddno 700 pl pufru o pH 7,5 a 150 pl
CC rozpusténém ve stejném pufru o pH 7,5.

2) Do ¢tyt mikrozkumavek bylo napipetovano 150 pl roztoku vapenatych ionti
o ruznych koncentracich. Do posledni paté bylo napipetovano 150 pl
supercisté vody.

3) Celkovy objem se 10 sekund promichaval v tfepacce.

4) Cca 1 ml obsahu mikrozkumavek bylo opatrné piepipetovano do kyvet a byla
zméfena spektra absorbanci v rozmezi vinovych délek 350-650 nm.

5) Mgéfeni bylo zopakovéano po 15 minutach.

6) Cely postup byl zopakovan s roztoky hotecnatych ionti.
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5.8 Stanoveni stability reagencii

Aby nebylo ptipadné nutné vzdy znovu fedit roztoky reagencii, byly provedeny

stabilitni testy. Byly pfipraveny Ctyfi roztoky. Dva 3 mM roztoky CC v pufru s pH 7,5

byly oznaceny jako CC-A a CC-B. Dva 3 mM roztoky stejného indikatoru v methanolu

byly oznaceny jako CC-C a CC-D. VSechny Ctyfi roztoky byly porovnavany s roztoky,

které se ptipravovaly kazdy tyden znovu a byla mezi nimi sledovana zavislost.

1)
2)

3)

4)

5)

6)

Do $esti mikrozkumavek bylo napipetovano 700 ul pufru s pH 7,5.

Do prvnich tfech mikrozkumavek bylo ptidano 150 pl CC v pufru s pH 7,5 (CC-
A) a do dalsich tfech mikrozkumavek bylo pfidano 150 pl CC v pufru s pH 7,5
(CC-B).

Do prvni a ¢tvrté mikrozkumavky bylo pfidano 150 pl supercisté vody, do druhé
a paté 150 pl roztoku vapenatych iontd a do treti a Sesté 150 pl roztoku
hotecnatych iontd.

Objem se 10 sekund homogenizoval v tiepacce.

Cca 1 ml obsahu mikrozkumavek bylo opatrné piepipetovano do kyvet a byla
zmé&fena spektra absorbanci v rozmezi vinovych délek 350-650 nm.

Cely postup byl zopakovén s dalSimi Sesti mikrozkumavkami, do kterych byly
pfidany roztoky CC-C a CC-D.
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5.9 Potvrzeni metodiky pomoci znamého chelatoru

V poslednim kroku byla potvrzena metodika na i¢inném chelétoru, tedy latce

vytvarejici s vapenatymi a hofecnatymi ionty komplexy. Byla vybrana EDTA. Z divodu

hors$i rozpustnosti kyseliny, bylo z technickych divodii pracovano s jeji sodnou soli.

Roztoky s riznymi koncentracemi EDTA byly pfipraveny tak, aby bylo mozné stanovit

chelata¢ni kiivku v plném rozsahu (tj. od nulové az ke kompletni chelataci).

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

Do deseti mikrozkumavek bylo napipetovano 700 ul pufru s pH 7,5.

Do prvnich osmi mikrozkumavek bylo pfidano 100 pl roztoku EDTA o
rozdilnych koncentracich. Tyto koncentrace byly 15; 7,5; 3,75; 1,875; 1,25; 0,75;
0,375 20,0375 mM a ptipraveny byly z 15 mM roztoku EDTA. Do devaté a desaté
mikrozkumavky bylo pfidano 100 pl supercisté vody.

Do prvnich deviti mikrozkumavek bylo ptidano 50 pl 7,5 mM roztoku vépenatych
iontll, coz odpovida findlni koncentraci 375 uM. Do posledni mikrozkumavky
bylo ptidano 50 pl supercisté vody.

Objem se 2 minuty michal v tfepacce.

Nakonec bylo pfidano do vSech deseti mikrozkumavek 150 pl 3 mM roztoku CC
ptipraveného v pufru s pH 7,5.

Cca 1 ml obsahu mikrozkumavek bylo opatrné ptepipetovano do kyvet a byla
zmeétena spektra absorbanci v rozmezi vinovych délek 350-650 nm.

Cely postup byl zopakovan s 7,5 mM roztokem hotec¢natych iontd, ktery se

ptidaval do prvnich deviti mikrozkumavek namisto roztoku s vapenatymi ionty.
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5.10 Matematicko-statistické zpracovani vysledki

Vysledky jsou prezentovany jako primeér + smérodatnd odchylka vypocitana

|' > (- %)
podle vzorce (n—1) . Koeficienty linearni regrese a chelatacni kiivky podle vzorce

chelatace [v %] = 100 / (1+1000¢ 1C5y - log pomén cheltorkov)*smemice Kiivky) pyly
vypocitany/sestrojeny pomoci programu GraphPad 9.1.0 (Graph GraphPad Software,
USA). ICso ptedstavuje pomeér, kdy doslo k chelataci 50 % kovu. Pii statistickém
porovnani byl pouzit Studentlv t-test. Nasledujici rovnici bylo vypocteno procento

chelatovaného vapniku a hot¢iku (5.9)

A, —A
x [%] = (1—$> X 100
Akompl. - Acc

x - % chelatovanych véapenatych nebo hofecnatych iont
A, — absorbance vzorku, tj. chelator + vapenaté nebo hotecnaté ionty + indikator (CC)
A — absorbance samotného indikatoru (CC)

Ajomp1. — absorbance komplexu vapenatych nebo hofe¢natych iontl s indikatorem (CC)

U ostatnich experimentii vzdy byla absorbance slepého roztoku (roztok bez
indikatoru CC) odectena od absorbance roztoku s indikatorem. Pro roztok indikatoru
ptipraveného v pufru o pH 7,5 byl pfipraven slepy roztok s pufrem o pH 7,5 850 pul a
supercistou vodou 150 pl. Pro roztok indikatoru pfipraveného v methanolu byl pfipraven

slepy roztok s pufrem o pH 7,5 700 ul, methanolem 150 pl a supercistou vodou 150 pl.
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6 Vysledky
6.1 KroklI

Zmény spektra indikatoru po pfidavku Ca?" a Mg?" iontd

Nejdiive byla zméfena spektra CC ptipraveného v pufru s pH 7,5 a jeho
komplext s vapenatymi ionty v riiznych koncentracich (Obr. 6A) dle postupu v bod¢ 5.5.
Meéieni bylo zopakovano po 20 minutach od prvniho méteni (Obr. 6B). Poté byla zméfena
spektra CC pftipraveného v methanolu s vapenatymi ionty (Obr. 7A, B) a spektra CC s
hotecnatymi ionty (Obr. 8A, B; 9A, B). Naméfena data byla pouzita v nasledujicim kroku
(6.2 Krok I1).

Z namétenych vysledkl je patrné, Ze s naristajici koncentraci iontli vapniku
nebo hotc¢iku stoupa absorbance daného komplexu. V porovnani mezi roztoky
pfipravenymi piimo v pufru a methanolu je také vidét, Zze roztok indikéatoru v pufru je
vyhodnéjsi nez roztok v methanolu, protoze je absorbance komplexu s vapnikem zhruba
2x vy$§i (Obr. 6 vs. Obr. 7). U hoi¢iku je ten rozdil absorbanci dokonce cca 3x vyssi (Obr.
8 vs. Obr. 9). Pii porovnani jednotlivych kationtti je vidét, Ze metodika bude mit za pouziti
roztoku indikatoru v pufru cca o 50% vyssi citlivost u hot¢iku v porovnani s vapnikem
(Obr. 6 vs. Obr. 8). Pii pouziti indikatoru rozpuSténého v metanolu nebyly rozdily mezi
obéma kationy patrné (Obr. 7 a 9). Navic v tomto piipadé dokonce u hoic¢iku nebyla
absorbance stabilni vzhledem k tomu, Ze byl pozorovan pokles po 20 minutach (Obr. 9A

vs. 9B).
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Obrazek 6. Okamzité spektrum samotného indikatoru CC rozpusténého v pufru o pH 7,5
a jeho komplexu s vapenatymi ionty (A) a spektrum po 20 minutach (B).
Barevné jsou znazornény finalni koncentrace vapenatych iontt od 20 do 195 uM. Finalni

koncentrace CC ptipraveného v pufru s pH 7,5 byla vzdy 450 uM.
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Obriazek 7. Okamzité spektrum samotného indikatoru CC rozpuSténého v methanolu a
jeho komplexu s vapenatymi ionty (A) a spektrum po 20 minutach (B).
Barevné jsou znazornény finalni koncentrace vapenatych iontt od 20 do 195 uM. Finalni

koncentrace CC pfipraveného v methanolu byla vzdy 450 uM.
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Obrazek 8. Okamzité spektrum samotného indikatoru CC rozpusténého v pufru o pH 7,5
a jeho komplexu s hotecnatymi ionty (A) a spektrum po 20 minutach (B).
Barevné jsou znazornény finalni koncentrace hofec¢natych iontit od 20 do 195 pM. Finalni

koncentrace CC ptipraveného v pufru s pH 7.5 byla vzdy 450 uM.
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Obrazek 9. Okamzité spektrum samotného indikatoru CC rozpusténého v methanolu a
jeho komplexu s hofe¢natymi ionty (A) a spektrum po 20 minutach (B).
Barevné jsou zndzornény finalni koncentrace hote¢natych iontti od 20 do 195 uM. Finalni

koncentrace CC ptipravené¢ho v methanolu byla vzdy 450 uM.
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6.2 KrokIl

Nalezeni optimalni vinové délky pro stanoveni koncentrace Ca?* a Mg** ionti

Dle postupu 5.5 byla ovéfena linearni zévislost mezi koncentraci vapenatych i
hotecnatych iontll a absorbanci pro vSechny vinové délky. V zavislosti na koeficientu
linearni regrese R? (Tab. 2) byly zaznamenany optimalni vinové délky, pfi kterych je
zavislost koncentrace vapenatych a hotfec¢natych iontii na absorbanci nejoptimalné;si.
Nalezené optimalni vinové délky jsou zaznamendny a barevné vyznaceny i v grafech
(Obr. 10-13), kde jsou zndzornény koeficienty linearni regrese (leva osa y) a sklony

piimky (pravé osa y) pii vinovych délkéach od 350 do 650 nm.

Tabulka 2. Shrnuti optimalnich vinovych délek dle koeficientu linearni regrese R?

Komplex (indikator a iont) Optimalni vinova délka
CC v pufru s pH 7.5 + Ca?* 572,5 nm
CC v methanolu + Ca* 573,5 nm
CC v pufru s pH 7.5 + Mg** 568 nm
CC v methanolu + Mg>* 566,5 nm
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Obrazek 10. Zavislost koeficientu linearni regrese a sklonu pfimky na vinové délce pro

komplex CC v pufru s pH 7,5 s vapenatymi ionty.
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Obrazek 11. Zavislost koeficientu linearni regrese a sklonu pfimky na vinové délce pro

komplex CC v methanolu s vapenatymi ionty.
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Obrazek 12. Zavislost koeficientu linearni regrese a sklonu pfimky na vinové délce pro

komplex CC v pufru s pH 7,5 s hofe¢natymi ionty.
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Obrazek 13. Zavislost koeficientu linearni regrese a sklonu pfimky na vinové délce pro

komplex CC v methanolu s hofe¢natymi ionty.
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6.3 KrokIII

Zjisténi citlivosti metodiky

Citlivost metodiky byla stanovena dle postupu v bod¢ 5.7. Nejnizsi koncentrace
vapenatych iontl, kterd byla detekovatelnda CC byla 2,5 uM (Obr. 14). V méfeni
provedeném po 20 minutach tato citlivost klesla na 2,7 uM (Obr. 15). U hofecnatych
iontl byla stanovena citlivost jiz u koncentrace 2,0 uM (Obr. 16). Citlivost méfeni se ale

po 20 minutach opét snizila a byla 3 uM (Obr. 17).
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Obrazek 14. Zavislost absorbance na koncentraci vapenatych iontt pii 572,5 nm. * p

<0,05 vs. negativni slepy vzorek bez ptitomnosti iontll vapniku.
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Obrazek 15. Zavislost absorbance na koncentraci vapenatych iontl pii 572,5 nm po 20

minutach. * p <0,05 vs. negativni slepy vzorek bez pfitomnosti iontl vapniku.

38



0.065-

8 0.060-
[
o
Ke]
-
o
8
2 0,055+
0 1 2 3 4 5

koncentrace Mg2* [uM]

Obrazek 16. Zavislost absorbance na koncentraci hofe¢natych iontl pii 567 nm. ** p

<0,01 a * p <0,05 vs. negativni slepy vzorek bez pfitomnosti iontii hot¢iku.
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Obrazek 17. Zavislost absorbance na koncentraci hofe¢natych iontl pfi 567 nm po 20

minutach. * p <0,05 vs. negativni slepy vzorek bez ptitomnosti ionti hot¢iku.
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6.4 KroklIV

Stabilita reagencii

Stabilita indikatoru CC a jeho schopnosti tvofit komplex s vapenatymi i
hotecnatymi ionty byla ovétena dle postupu v bodé 5.8. Komplex CC ptipraveny v pufru
s pH 7,5 s obéma ionty je stabilni nejméné 24 dni a komplex CC piipraveny v methanolu

s obéma ionty je stabilni nejméné 39 dni (Obr. 18-21).
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Obrazek 18. Stabilita indikatoru a jeho komplexu s vapnikem méfend pomoci
absorbance v Case.

CC rozpustény v pufru o pH 7,5 a jeho komplex mély finalni koncentrace: CC 450 uM a
vapenaté ionty 450 uM. M¢teni probehlo pii vinové délce 572,5 nm. ** p <0,01 a * p

<0,05 proti méteni v Case 0.
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Obrazek 19. Stabilita indikatoru a jeho komplexu s hoi¢ikem métena pomoci absorbance
v Case.
CC rozpustény v pufru o pH 7,5 a jeho komplex mély finalni koncentrace: CC 450 uM a

hotecnaté ionty 450 uM. Méfeni prob&hlo pti vinové délce 568 nm. * p <0,05 proti méteni
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Obrazek 20. Stabilita indikatoru a jeho komplexu s vépnikem méfend pomoci
absorbance v Case.
CC rozpustény v methanolu a jeho komplex mély findlni koncentrace: CC 450 uM a

vapenaté ionty 450 uM. Méteni probéhlo pii vinové délce 573,5 nm.
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Obrazek 21. Stabilita indikatoru a jeho komplexu s hoi¢ikem métena pomoci absorbance
v Case.

CC rozpustény v methanolu a jeho komplex mély findlni koncentrace: CC 450 uM a
hotecnaté ionty 450 uM. Méfeni probehlo ptfi vinové délce 566,5 nm. * p <0,05 proti

méfeni v Case 0
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6.5 KrokV

Potvrzeni metodiky na G¢inném chelatoru EDTA
Metodika byla ovéfena dle postupu v bod¢ 5.9. U slouceniny EDTA s obéma
ionty je patrnd tvorba komplexti v poméru 1:1. Vyplyvé to z grafti, kde pti poméru 1:1

byly prakticky vSechny vapenaté i hofecnaté ionty (Obr. 22).
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Obrazek 22. Chelatace vapenatych (A) a hotec¢natych (B) iontlt EDTA pfi vinové délce
573 a 566,5 nm, respektive. Finalni koncentrace dvojmocnych iontl byla 375 uM.
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7 Diskuse

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout novou screeningovou metodu pro
stanoveni miry chelatace vapenatych a hotecnatych iontl. Tato nova metodika muize byt
vyuzita pro zjiStovani interakce xenobiotik s vapenatymi nebo hofecnatymi ionty v
lidském organismu. Takova interakce miize negativné ovlivnit hospodafeni s témito
kationty a muze byt spojena se vznikem nezadoucich ucinkd.

Nejdiive byl zvolen vhodny indikator pro stanoveni sérové koncentrace iontl
kovi alkalickych zemin. Byl vybran CC, ktery je Siroce pouzivany pro kolorimetricka
méteni (Corns a Ludman 1987). Mezi dalsi pouzivané indikatory patii i arzenaso III nebo
thymolphtalein (Benamor a Aguerssif 2008). Pti praci se indikéator osvédcil, protoze pii
mefeni dosSlo k jasné zméné absorbance komplexu indikatoru s obéma ionty. Meéteni
probéhlo v rozsahu vinovych délek od 200 nm po 800 nm. Bylo zjisténo, Ze k absorpci
dochazi v oblasti 350-650 nm, a proto se dale pokracovalo v méfeni v tomto rozsahu.
Matematickym stanovenim doSlo k upfesnéni vinovych délek, které¢ byly optimalni pro
naSe méteni. Absorpéni maxima byla pti 572,5 a 573,5 nm pro vapnik v ptipadé roztoku
indikéatoru v pufru o pH 7,5 a methanolu. Analogické vysledky pro hoicik byly 568 a
566,5 nm. Zajimavé bylo, ze nedoSlo ke zméné spektra, tj. posunu maxima vinovych
délek, jen ptfidavek testovaného dvojmocného kovu vedl k linedrn€ zavislému zvySeni
absorbance ve vySe zminénych maximech. Je mozné, Ze nelze pln¢ odstranit dvojmocné
kationy z materialu pouzivané¢ho k méfeni a tyto zbylé kovové ionty vedou k malé
méfitelné absorbanci testovaného indikatoru (0,01-0,05). Z divodu COVIDu nebylo
mozné toto ovéfit, napiiklad zméfenim spektra samotného indikatoru v pfitomnosti
silného chelatoru jako EDTA. V kazdém piipadé neslo o limitaci metodiky a bylo mozné
pokracovat dalSimi kroky podobné jako u standardizace jinych metodik vyvinutych
skupinou zalozenych na stanoveni nezchelatovanych iontli pomoci vhodného indikatoru
(Catapano et al. 2018).

Pokracovalo se stanovenim citlivosti, tedy zjiSténi nejniz$i koncentrace kovu,
kterd 1ze ze statistického hlediska detekovat. Pivodné se zacinalo s vys$Simi
koncentrace vapniku jeste sniZzeny. Na zéklad¢ ziskanych poznatki z ptredchoziho méteni
jsme zacali méfeni s niz§imi koncentracemi hotciku. Citlivost se méfila i po 15 minutach,

coz bylo pouzito k ovéfeni stability. Pro hoi¢ik byla v disledku vyssi absorbance jeho
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komplexu s indikatorem ocekdvana lepsi citlivost, méfeni ale ukéazala, Ze citlivost pro
vapnik je podobna jako u hot¢iku.

Cilem prace bylo také zjistit také stabilitu reagencii. Stabilita reagencii je vyhodna
z ekonomickych i Casovych davodi, protoZze neni nutné neustale pfipravovat nové
roztoky reagencii. Porovndnim a sledovanim zavislosti mezi star§imi roztoky reagencii s
roztoky pfipravenych vden experimentu bylo zjisténo, ze nedoSlo ke zméndm
absorbanci, a tim ani ke zmén¢ chelatacnich vlastnosti, a tudiz je mozné fict, Ze roztoky
reagencii jsou stabilni po dobu nejméné 24 dni pro indikator v pufru o pH 7,5 a nejméné
39 dni pro indikator v methanolu. Méfeni stability probihalo kontinualné, alespoil jednou
tydné po dobu experimentu. Komplex CC piipraveny v pufru s pH 7,5 s obéma ionty je
stabilni nejmén¢ 24 dni a komplex CC pfipraveny v methanolu s obéma ionty je stabilni
nejméne 39 dni.

V poslednim kroku byla metoda ovéiena na znamém chelatoru, EDTA, respektive
na jeji disodné soli. EDTA je znamy neselektivni chelator tvofici spolu s kovy komplexy
se stechiometrii 1:1 (Catapano et al. 2018, Hafer et al. 2020, Riha et al. 2013).
Z vysledkii (Obr. 22) je patrné, Ze se skutecné podafilo tuto stechiometrii potvrdit.
V tomto poméru bylo chelatovano ptiblizné¢ 100 % iont vapniku i hoi¢iku. Do budoucna
by bylo vhodné ovéfit metodiku i na jinych zndmych chelatorech. Naptiklad dexrazoxan
a jeho metabolit ADR-925 (Hasinoff et al. 2003). Dexrazoxan se in vivo konvertuje na
chelator typu EDTA (Kontoghiorghes a Kontoghiorghe 2020) a velmi podobnou afinitou
jakou ma k iontim Zeleza, muze chelatovat i vapnik (Zatloukalova et al. 2012). ADR-
925 vaze vapnik a hot¢ik s formacni konstantou 10 %% a 10 >! M in vivo (Hasinoff et al.
2003).

Existuje vice metod pro detekci kovii a tyto metody byly popsany v kapitole (3.7).
Nékteré metodiky jako atomové absorpcni spektrofotometrie a hmotnostni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem jsou sice velmi citlivé, ale jsou také finanén€ narocné
z hlediska pfistrojového vybaveni, a navic detekuji celkové mnozstvi kovu. Jsou tedy pro
nase Ucely nepouzitelné. V nasi praci bylo dilezité detekovat volné ionty a to pfesnou,
rychlou a levnou metodikou. Spektrofotometrické metody tyto pozadavky spliuji a jsou

Siroce vyuzivany (Riha et al. 2013).
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8 Zavér

Zaverem lze konstatovat, ze stanoveny cil této diplomové prace byl splnén. Diky
jednotlivym krokiim se podafilo pfipravit metodiku pro zjiSténi miry chelatace iont
vapniku a hot¢iku. Metodika je rychlda, levna a ptesna.

Dle koeficientu linearni regrese byly nalezeny optimalni vinové délky 572.5;
573,5 nm pro vapnik a 568; 566,5 nm pro hoi¢ik podle pouzitého rozpoustédla. Citlivost
indikatoru je nepatrné lepsi pro hoic¢ik, ale nejnizsi detekovatelné mnozstvi je u obou
dvojmocnych iontl viceméné stejné. Stabilita indikatoru v methanolu je minimalné 39
dni naproti jeho stabilité v pufru o pH 7,5. Metodika byla také ovéfena na u¢inném
znamém chelatoru EDTA. Oba kationty s nim tvofily komplexy v poméru 1:1, jak

odpovida 1 dostupné literature.
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