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Nazev diplomové prace: Hledani uc¢inného chelatoru kobaltu

Kobalt je jako soucast vitaminu Bi» esencidlnim prvkem pro lidsky organismus.
Dlouhodobé expozice vysokym davkam vsak vede k toxicité. Chronicka intoxikace kobaltem
je v soucasné dob¢€ pozorovana nejcastéji po implantaci umélych kloubnich nahrad s obsahem
kobaltu, které v nékterych ptipadech neplni svou funkci a kobalt se znich vylucuje
mechanickym tfenim nebo korozi. To vede nejen k lokalni reakci, ale ionty kobaltu pronikaji
také do krevni a lymfatické cirkulace, a tim zplsobuji reakci systémovou. Intoxikace se pak
projevuje neurologickymi, kardiovaskularnimi a endokrinnimi symptomy, které mohou vést
k ireverzibilnim zméndm nebo az ke smrti. Chelator, ktery by byl schopen kobalt uc¢inné

a selektivné vychytat a intoxikaci tak efektivng 1€c¢it, vSak neni v klinické praxi dostupny.

Cilem této diplomové prace bylo hledani uc¢inného chelatoru kobaltu mezi zndmymi
chelatory jinych kovl. Chelatace byla méfena in vitro metodou zalozenou na

spektrofotometrické detekci nezchelatovanych iontt kobaltu pfi riznych pH od 4,5 do 7,5.

Celkem bylo hodnoceno 14 potencionalnich chelatori: ammonium tetrathiomolybdat
(ATTM), bathokuproin, ciklopirox, deferipron, deferoxamin, dexrazoxan a jeho aktivni
metabolit ADR-925, dithizon, kyselina diethylentriaminpentaoctovd (DTPA), kyselina
egtazova (EGTA), ferrozin, o-kresolftalein komplexon (CPC), pyridoxal isonikotinoyl
hydrazon (PIH) a salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon (SIH). VSechny latky prokézaly
alespont v nékterych prostfedich uréitou miru chelatace. Nejvice u¢innymi latkami v celém
rozmezi pH byly DTPA a ADR-925, vysokou G¢innost mély také ATTM, SIH, PIH a mimo pH
4,5 dithizon. Stfedné uc¢inné byly déle ferrozin a CPC. Pti pH 4,5 méla dobrou ucinnost také
EGTA.

Zéaveérem lze fici, ze byly objeveny latky schopné ucinné vychytavat kobaltnaté ionty,
atedy 1 potenciondlni klinicky pouzitelné chelatory kobaltu. Nejvyssi potencidl maji
pravdépodobné DTPA a ADR-925. V dal§im kroku bude potieba ovéfit jejich selektivitu

a bezpecnost.
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Cobalt, as part of vitamin Biz, is an essential trace element for human organism.
However, long-term exposure to high doses leads to toxicity. Chronic cobalt intoxication is
currently most commonly observed after the implantation of cobalt-containing prostheses,
which in some cases do not work properly and cobalt is released from them by mechanical
friction or corrosion. That not only leads to a local reaction, but cobalt ions also enter the blood
and lymphatic circulation and thus cause a systemic reaction. The intoxication is then
manifested by neurological, cardiovascular and endocrine symptoms, which can lead to
irreversible changes or even to the death. However, a chelator that would be able to effectively
and selectively bind cobalt and thus effectively treat intoxication is not available in clinical

practice.

The aim of this thesis was a search for an efficient cobalt chelator among known metal
chelators. Chelation was measured in vitro by a method based on spectrophotometric detection

of unchelated cobalt ions at different pH levels ranging from 4.5 to 7.5.

A total of 14 potential chelators were determined: ammonium tetrathiomolybdate
(ATTM), bathocuproine, ciclopirox, deferiprone, deferoxamine, dexrazoxane and its metabolite
ADR-925, dithizone, diethylenetriaminepentaacetic acid (DTPA), egtazic acid (EGTA),
ferrozine, o-cresolphthalein complexone (CPC), pyridoxal isonicotinoyl hydrazone (PIH) and
salicylaldehyde isonicotinoyl hydrazone (SIH). All substances have shown some level of
chelation at least under some conditions. The most active substances in the whole pH range
were DTPA and ADR-925, highly effective were also ATTM, SIH, PIH and except for pH 4.5
dithizone, as well. Moderately effective were ferrozine and CPC. At pH 4.5, EGTA was also

well effective.

In conclusion, substances capable of efficiently binding cobalt ions and therefore
potentially clinically administrable cobalt chelators have been discovered. DTPA and ADR-925
are most likely to have the highest potential for clinical use. It will be, however, necessary to

verify their selectivity and safety in future experiments.
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1 SEZNAM ZKRATEK

ATTM

BCS

CPC

DMPS

DMSA

DMSO

DTPA

EDDS

EDTA

EF

EGTA

EMA

FDA

HEPES

ICRP

LDso

MoM

MoP

NaHEPES

ammonium tetrathiomolybdat

bathokuproin disulfonat (z angl. bathocuproine disulfonate)
o-kresolftalein komplexon (z angl. o-cresolphthalein complexone)
2,3-dimerkaptopropan-1-sulfonova kyselina, unithiol

kyselina dimerkaptojantarova (z angl. dimercaptosuccinic acid)
dimethylsulfoxid

kyselina diethylentriaminpentaoctovd, Kkys. pentetova (z angl.

diethylenetriaminepentaacetic acid)

ethylendiamindijantarova kyselina (z angl. ethylenediaminedisuccinic

acid)

kyselina ethylendiamintetraoctova (z angl. ethylenediaminetetraacetic

acid)
ejekeéni frakce

kyselina ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)tetraoctova, kys. egtazova
(z angl. ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)tetraacetic acid)

Evropska 1ékova agentura (z angl. European Medicines Agency)

Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (z angl. Food and Drug

Administration)
kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonova

mezinarodni komise pro radiacni ochranu (z angl. international

commision on radiological protection)

sttedni smrtelnd davka (z angl. lethal dose)

implantat kov na kov (z angl. metal-on-metal)

implantat kov na polyethylen (z angl. metal-on-polyethylene)

sodna stl kyseliny 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonové
1



NaoNFDSA disodna sl kyseliny 1-nitroso-2-naftol-3,6-disulfonové (z angl.

1-nitroso-2-naphtol-3,6-disulfonic acid disodium salt)

PIH pyridoxal isonikotinoyl hydrazon

SIH salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon

ty, biologicky polocas

WADA Svétova antidopingova agentura (z angl. World Anti-doping Agency)



2 UVOD

Kobalt je chemicky prvek Siroce zastoupeny v prirodé, ale také esencialni pro spravnou
funkci lidského organismu. Je soucasti organometalického komplexu vitaminu B2, pfi jehoz
nedostatku dochdzi ke vzniku perniciézni anemie. Ve vysSich davkach a pii dlouhodobé

expozici vSak ptisobi toxicky (Leyssens et al. 2017, Paustenbach et al. 2013, Barceloux 1999).

Kobalt pfijimdme v malém mnozstvi bézn¢ ve stravé. Ve vétsi mife jsou mu ale
vystaveni pracovnici ve strojirenském, elektrotechnickém nebo stavebnim pramyslu.
V minulém stoleti se chlorid kobaltnaty vyuzival v terapii anémie. Pro své erytropoézu-
stimulujici u€inky byl v minulosti zneuzivan pro doping a dnes je na seznamu zakéazanych latek.
S jeho pouzitim se mizeme setkat také v homeopatii (Leyssens et al. 2017, Paustenbach et al.

2013, Finley et al. 2013).

Momentalné¢ se kobalt v mediciné¢ vyuziva jako hlavni slozka kovovych kloubnich
nahrad kycle. V nékterych pripadech vSak miize dojit po implantaci ndhrady k jejimu
obrusovani nebo korozi. Mikroc¢astice a ionty kobaltu se tak nasledné uvoliluji do organismu,
kde ptisobi toxicky, a to pfevazné interakci s biomolekulami nebo tvorbou reaktivnich forem
kysliku. Intoxikace kobaltem se projevuje neurologickymi, kardiovaskularnimi a endokrinnimi
obtizemi, které mohou mit trvalé nésledky, pfipadné az zaptiCinit smrt pacienta (Leyssens et

al. 2017, Finley et al. 2013, Paustenbach et al. 2013).

Terapie intoxikace spociva pifedevs§im v preruSeni expozice, v piipad¢ kloubni nahrady
je tedy nutné jeji chirurgické vyjmuti. Dal§im postupem muizZe byt vyuziti chelator, tedy latek,
které kobalt v organismu navaZzou a bezpecné ho znéj vylou¢i. V dnesni dob& bohuzel
neexistuje oficialni doporuceny postup pfi intoxikaci kobaltem a nemame dostatek informaci
o latkach, které by ucinné a selektivné kobalt vazaly. Casto se tak intoxikace 16¢i pouze

symptomaticky nebo pomoci neselektivnich chelatort (Flora a Pachauri 2010, Smith 2013).

Cilem této diplomové prace je najit takové latky, které by G€inné a selektivné kobalt
navazaly a mohly se tak stat potencionalné klinicky vyuzitelnymi 1é¢ivy v terapii intoxikace

timto kovem.



3 TEORETICKA CAST

3.1 KOBALT

Kobalt je tvrdy, Sedy, kujny, paramagneticky kov s chemickou znackou Co
a elektronovou konfiguraci 4s*> 3d® ve valencni sféfe. Patii spole¢né s chemicky podobnymi
zelezem a niklem mezi ptechodné kovy. Ve slouceninach mize kobalt dosahovat oxidacnich
¢isel V az -1, avSak nejbézné&jSimi a nejstabilnéjSimi jsou oxidacéni stavy II a III. Oxidac¢ni stav
IT je zastoupen hlavné v nekomplexnich slou¢eninach, zatimco oxidacni stav III je Castéjsi ve
slouc¢eninach koordina¢nich. Pfestoze se jedna o relativné vzacny prvek, jeho zastoupeni
v ptirod¢ je vcelku Casté, pfedevsim ve formé arsenidii, oxidd nebo sulfidt, vyskytujicich se
v mineralech jako je napftiklad kobaltin, safflorit, smaltit nebo erytrin (Klikorka et al. 1989,
Paustenbach et al. 2013, Leyssens et al. 2017, Barceloux 1999).

Historicky se slouceniny kobaltu vyuzivaly jiz ve starovékém Egypté a Persii jako
modré barvivo na porcelan, sklo nebo Sperky. Prvni izolaci kobaltu provedl v 18. stoleti $§védsky
chemik George Brandt a jako chemicky prvek ho poprvé popsal v roce 1780 Torbern Olaf
Bergman. Ve 20. stoleti se zacal kobalt vyuZzivat v primyslu. Kobalt je feromagneticky, stal se
tak slozkou prvni permanentné magnetické slitiny a na konci 20. stoleti se zacal vyuzivat do
elektrickych a elektronickych zatizeni. Na medicinském poli byl vyuzivan ve 40. letech 20.
stoleti pro 1écbu anémie a pozdé&ji také jako material kloubnich nahrad. V dnes$ni dobé se kobalt
vyuziva pfedevsim jako piimés do slitin pro pocitacovy a strojni pramysl (Barceloux 1999,

Paustenbach et al. 2013).

3.1.1 ULOHA KOBALTU V ORGANISMU

Kobalt je stopovy prvek nezbytny pro spravnou funkci Zivych organismi jako soucast
organometalického komplexu vitaminu Bi> neboli kyanokobalaminu. Vitamin Bi, katalyzuje
nckteré biologické reakce. Klicové je jeho propojeni s kyselinou listovou, kdy se podili na
syntéze methioninu, ale také tymidylatu a purini. Je tedy dualezity, mino jiné, pro spravnou
funkci a tvorbu Cervenych krvinek, stimuluje tvorbu hemoglobinu a jeho nedostatek vede ke
vzniku perniciézni anemie. Kromé toho je také nutny pro spravnou funkci
methylmalonyl-koenzym A-mutazy (Leyssens et al. 2017, Paustenbach et al. 2013, Barceloux
1999).



Nejsou znamy dalsi lidské molekuly vyzadujici kobalt. Kobalt je tedy esenciadlni
v malych déavkéch, ale vysoké davky jsou povazovany za toxické pro ¢loveka a zivotni

prostredi, predevsim pii dlouhodobé expozici (Leyssens et al. 2017).

3.1.2  FARMAKOKINETIKA KOBALTU

Biologicka dostupnost kobaltu a jeho slou¢enin po peroralnim podani je pramérné 25 %
s velmi vyraznou inter-individudlni variabilitou dosahujici 5 az 97 %. Ke vstifebavani dochazi
v proximalnim jejunu, nezavisle na oxida¢nim stavu kobaltu. Rozsah absorpce je ovlivnén
nekolika faktory: velikosti davky, rozpustnosti a individualitou jedince. Zatimco s vyssi davkou
se prenasSeC saturuje a absorpce klesa, vyssi rozpustnost slouceniny ve vodé absorpci zvysuje.
Vliv ma také vyziva jedince: aminokyseliny a proteiny tvoii s kobaltem nevstiebatelné
komplexy. Naopak hladovéni, anemické stavy nebo nedostatek Zzeleza absorpci zvySuji,
pravdépodobné vlivem podobnosti pienasect zeleza a kobaltu. Ke vstiebani celého komplexu
vitaminu B je nutnd pfitomnost tzv. intrinsic faktoru (¢esky pieklddano jako vnitini faktor)
v zaludku. Jedna se o odlisnou cestu absorpce, nez podstupuje anorganicka forma kobaltu

(Paustenbach et al. 2013, Leyssens et al. 2017, Barceloux 1999).

Kobalt je v organismu distribuovan piedevsim do plné krve (respektive hlavné séra),
srdee, ledvin, jater a sleziny. Niz$i koncentrace najdeme také ve vlasech, lymf€, kostech,
slinivce a v mozku. S vys§§im vékem nedochdzi ke kumulaci. Celkovy obsah kobaltu v lidském
organismu je bézné kolem 1,1 mg, z toho asi 85 % je soucasti vitaminu B12 (Paustenbach et al.

2013, Leyssens et al. 2017).

Absorbovany kobalt je vyluovan zorganismu predevs§im ledvinami, naopak
neabsorbovana ¢ast peroraln¢ podané davky je vyloucena stolici. Dle studie od Smith et al.
(1972) bylo po perordlnim podini znadeného ®°Co 44 % podané davky vyloudeno
s biologickym polo¢asem (t1;) 12 hodin, 32 % s t, 6 dni, 13 % s t; 60 dni a poslednich 11 %
s t, aZ 800 dni. K podobnym vysledkiim dosli také Lefourneau et al. (1972), kteti vypocitali
nejdelsi t, na 600 dni. Z obou studii vypliva, ze vétSina podané davky je vyloucena béhem
jednoho tydne, z toho asi tfetina jiz béhem 6—12 hodin, avS§ak malé mnozstvi mize v téle

zustavat az nékolik let (Paustenbach et al. 2013).

Pro lep$i odhad chovani kobaltu vorganismu bylo navrZzeno nékolik
farmakokinetickych modelti. Patii mezi né naptiklad tfi-kompartmentovy biokineticky model
mezinarodni komise pro radia¢ni ochranu (ICRP), ktery pocita s rozdélenim kobaltu mezi jatra

(5 %), ostatni organy a tkan¢ (45 %) a vylou¢enim moci a stolici (50 %). Pfi eliminaci potom



rozliSuje tfi eliminacni poloCasy: 6 dni, 60 dni a 800 dni. Dalsi biokineticky model pro
anorganicky kobalt popsal Leggett (2008). Ten se sklada z péti kompartmentti — plnd krev,
kostra, jatra, ledviny a dalSi me¢kké tkané, a popisuje transport kobaltu mezi témito
kompartmenty kinetikou prvniho fadu (viz Obr. 1). Z tohoto modelu poté vychazi dalsi model
od Unice et al. (2012). Ten je dnes povazovan za nejlepsi a je skutecné nejpouzivanéjSim
modelem pro anorganicky kobalt. Lze ho dobie vyuzit ptedevsim u dospelych muzi k vypoctu
koncentrace kobaltu v krvi a také ke sledovani vztahu mezi hladinou kobaltu a vyskytem

nezadoucich uéinka (Paustenbach et al. 2013).
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Obr. 1: Schéma biokinetického modelu pro anorganicky kobalt rozliSuje pét
kompartmentti — plnou krev, kostru, ledviny, jatra a dalsi mékké tkané. Mezi jednotlivymi

kompartmenty probiha transport kinetikou prvniho fadu. Prevzato z Leggett (2008).

3.2  PATOFYZIOLOGIE KOBALTU

B¢zna hladina kobaltu v krvi se primérné pohybuje okolo 0,39 ug/l (6,6 nM), respektive
pod 0,50 pg/l (8,5 nM). Vyssi hladiny do 18 pg/l (305 nM) jsou spojené s dlouhodobym
uzivanim doplikid stravy s obsahem kobaltu a vétSinou nevedou k nezadoucim uc€inkim.
Samotné toxické hladiny v krvi nebo moci nejsou ptesné¢ definované. Lze vSak obecné
zhodnotit, ze se toxicita kobaltu projevuje az pii hladinach v krvi nad 300 pg/l (5,1 uM).
V téchto koncentracich dochazi k vyznamné interakci s receptory, iontovymi kandly
a biomolekulami. Nejvice toxickou formou jsou volné kobaltnaté ionty (Co**). Na organismus
negativné plsobi vice mechanismy, pfedevsim tvorbou reaktivnich forem kysliku a lipidovou

peroxidaci. Dale je ovlivnéna mitochondridlni funkce, homeostdza vapniku a Zzeleza,
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erytropoéza a piisun jodu do S$titné zlazy (Paustenbach et al. 2013, Tvermoes et al. 2012,

Leyssens et al. 2017, Smith 2013).

3.2.1 ZDROJE EXPOZICE

Nejcastéjsim zdrojem expozice kobaltu v populaci je jeho pfijem v potravé. Nejvyssi
hladiny kobaltu se nachéazi v ¢okolad¢, masle, kave, rybach, ofiscich nebo v listové zeleniné
a obilninach. Vitamin B> se nachazi prfedevsim v mase a mléénych vyrobcich. Vysoky obsah
kobaltu, pfipadné vitaminu Bi2, maji také nckteré doplnky stravy a energetické néapoje
(Paustenbach et al. 2013, Barceloux 1999, Leyssens et al. 2017). Primérny denni piijem
kobaltu je bézn¢ kolem 5 az 40 ug (Finley et al. 2013).

Kobalt se nejvice vyuziva ve strojirenském, elektrotechnickém nebo stavebnim
pramyslu. Pracovnici v téchto odvétvich mohou byt intenzivné vystavovani kobaltu jak inhalaci
zplodin a kovového prachu, tak také pfimym kontaktem s kizi, ptipadné i pozitim kovovych
castic naptiklad z kontaminovanych rukou. K pracovni expozici mize dochazet také pii
recyklaci elektroodpadu nebo pii praci sbarvami. V blizkosti tovaren a v silng
industrializovanych oblastech se poté kobalt dostava do ptudy, vzduchu, vody i potravin. Dale
je kobalt uvolnovan do okoli z elektronickych zafizeni, jako jsou televizni LCD displeje,
pocitacové monitory nebo baterie v mobilnich telefonech. Miize se uvoliiovat i z bizuterie,

Sperkl nebo kosmetiky (Leyssens et al. 2017).

Dalsim zdrojem expozice je vyuziti medicinské. Historicky byl podavan chlorid
kobaltnaty (CoClz) jako lé¢ivo proti anemii pro své erytropoézu stimulujici 0€inky v davce 25—
300 mg dennég. V oblasti homeopatie se i v dnesni dobé podava 0,5-1,12 mg CoCl, denné pro
1é¢bu hypersekrece estrogenu u Zen 1é¢enych hormonalni substitu¢ni terapii. Bézné se mizeme
setkat s dopliiky stravy obsahujicimi kobalt v doporu¢eném dennim mnozstvi od 0,2 do 1 mg.
Tyto dopliky stravy maji podporovat spravnou funkci metabolismu tukd a sacharidii, syntézu
proteinll a také tvorbu jiZz zmiflovanych Cervenych krvinek. Ptipravky obsahujici kobalt byly
v minulosti zneuZzivany jako doping, od roku 2015 je kobalt na seznamu zakazanych latek
svétové antidopingové agentury (WADA) (Leyssens et al. 2017, Paustenbach et al. 2013,
Finley et al. 2013, Schmidt et al. 2019).

Od roku 1990 je kobalt vyuZzivan jako hlavni sloZka tzv. MoM (metal-on-metal, kov na
kov) kloubnich ndhrad kyc¢le. Tyto kloubni nahrady obsahuji 64 % kobaltu, 28 % chromu
a stopova mnozstvi dalSich kovii jako je nikl, molybden, Zelezo nebo hlinik. Kobalt se z téchto

nahrad miZze uvoliovat, a to dvéma zplsoby — tfenim kloubnich ploch mezi sebou, kterym se



vytvari velké mnozstvi nanocéstic, nebo korozi kovovych povrchii. Na mife uvoliiovani, a tedy
pfipadném toxickém pulsobeni kobaltu, se podili velké mnozstvi faktord. Patfi mezi né
chirurgické umisténi kloubni nahrady, typ a vyrobce nahrady, bilateralni umisténi MoM nahrad
nebo funkce ledvin. V ptipadé nespravné fungujici nahrady mtize dochazet k silné metaldze
pozorovany u pacientl s pivodné keramickou nahradou kycle, kterd byla nasledné¢ vyménéna
za nahradu kovovou. Diivodem bylo obrusovani MoM néhrady rezidualnimi mikroskopickymi
casticemi keramiky (viz Obr. 2). MoM ndhrada sama o sob¢ také uvoliiuje urcité mnozstvi
kobaltu, avSak obruSovdnim a tfenim se toto mnozstvi vyrazné zvysSuje. Pro porovnani,
u spravné fungujici MoM nahrady je primérna hladina kobaltu v plné krvi po 1 roce od
implantace 0,67 pg/l (11,4 nM), po 4 letech je tato hladina az 50x vyssi nez u bézné populace.
U pacienta s historii keramické protézy s naslednou vyménou za MoM nahradu byla hladina

kobaltu v séru az 506 pg/l (8 600 nM) (Pelclova et al. 2012, Tvermoes et al. 2012).

Obr. 2: Viditelnd metaléza okolni tkdné u pacienta po nahrazeni keramické hlavice
hlavici kovovou (vlevo). Hlavice MoM nahrady po vyjmuti z téla pacienta ze 40 % obrousena

keramickymi rezidudlnimi ¢asticemi (vpravo). Prevzato z Pelclova et al. (2012).

3.2.2 PRIZNAKY INTOXIKACE

Reakce organismu na kobalt se 1i8i v zavislosti na jeho chemické formée a cesté expozice.
Z prostredi se do organismu dostavaji nejCastéji kovove Castice, na které organismus reaguje
imunitni odpovédi a lokalni reakci. Po inhalaci kovového prachu mize dojit k respira¢nim
obtizim, po kontaktu s klizi ke kontaktni dermatitidé, u MoM néhrad s kobaltem k hromadéni
zanétlivé tekutiny v kloubu az k osteolyze. Z MoM nahrad se mimo nanocastic kobaltu uvoliuji
do krevni a lymfatické cirkulace také jeho ionty. V tomto piipad€ dochazi k systémové toxické

reakci, o které bude pojednano nize (Leyssens et al. 2017).



Akutni toxicita nebyva bézna, bylo vSak popsano nékolik piipadii peroralni ingesce
vyrazného mnozstvi roztoku chloridu kobaltnatého zejména malymi détmi. Slo o zavazné stavy.
Popséno bylo i umrti u jednoho ditéte z divodu koagulativni nekrézy sliznice zaludku a edému

mozku (Paustenbach et al. 2013).

Systémova, predev§im chronickd nebo subchronickd toxicita, se projevuje
neurologickymi, kardiovaskularnimi a endokrinnimi symptomy a je zavisla na hladiné kobaltu
v krvi. Prvni pfiznaky intoxikace se projevuji pti hladinach kolem 300 pg/l (5,1 uM) a jedna se
o hematologické a endokrinni obtize reverzibilniho charakteru. Vysoké hladiny nad 700 ug/l
(11,9 puM) jsou spojené se zavaznymi stavy, jako jsou az ireverzibilni neurologické
a kardiovaskularni projevy. Nejvyssi dosud namétené hladiny kobaltu v krvi byly 6 500 pg/l
(110,3 uM) a2 100 pg/l1 (35,6 uM) (Leyssens et al. 2017, Finley et al. 2013, Paustenbach et al.
2013).

Kobalt se kumuluje v myokardu. Vyrazné redukuje systolickou funkci levé komory
a vede k srde¢ni hypertrofii a kardiomyopatii. Byly také pozorovany zmény na EKG, zvySeni
srdecni frekvence a rozvoj hypertenze. Kardiomyopatie se projevuje pievazné pii chronické
intoxikaci u pacientii s predispozici, jako je podvyziva. Jinak se jedna spiSe o vzacny jev

(Leyssens et al. 2017, Paustenbach et al. 2013).

Dale kobalt pfechazi pies hematoencefalickou bariéru a uklada se v mozkové tkani.
Muze dojit jak k centralni, tak i periferni neurotoxicité. Tato toxicita se mlize projevovat Sumem
v uSich az oboustrannou progresivni ztratou sluchu a nevolnosti. Také je postiZzen zrakovy nerv,
dochézi ke snizenému vnimani barev, zamlzenému vidéni, dysfunkci sitnice az k uplné slepoté.
Dals§im ptfiznakem intoxikace je kognitivni dysfunkce spojend se ztratou paméti, snizenou
schopnosti koncentrace a dezorientaci. Miize se objevit také tremor, bolesti hlavy, slabost sval
nebo parestezie. Vyhodou je, Ze po ukonceni expozice je vétSina téchto symptomul ¢astecné
nebo plné reverzibilnich a brzy dochédzi ke zlepSeni stavu pacienta. Objevuji se takeé
psychologické obtize, jako je deprese, extrémni Ginava, uzkosti nebo podrazdénost (Leyssens et

al. 2017).

Endokrinni toxicita zahrnuje vliv kobaltu na Stitnou zlazu. Jak bylo uvedeno vyse, je
snizen piijem jodu do §titné Zlazy. To vede k hypotyredze, strumé a chronické tyreoiditidé. Po
odstranéni expozice vétSina téchto ptiznakt mizi (Leyssens et al. 2017, Paustenbach et al.

2013).



Jak bylo také popsano vyse, kobalt stimuluje tvorbu ¢ervenych krvinek, a proto se pfi
intoxikaci miize vyskytnout polycytemie, zvySuje se hematokrit a hladina hemoglobinu. Po

vysazeni dochézi k upraveé do 14 dnil (Leyssens et al. 2017).

Pti inhalaci ¢astic kobaltu mize v plicich dojit k rozvoji astmatu nebo pneumonii,
dlouhodobé¢ az k chronické fibroze plic. Pii kontaktu s kizi se nejcastéji vyskytuje kontaktni
dermatitida. Casto se jedna zaroveti o alergii zkiiZenou s dalsimi kovy, jako je nikl nebo chrom.
I po peroralnim podani mize byt pozorovana vyrazka, akné nebo dermatitida. K upravé téchto
potizi dochdzi samovolné po ukonceni expozice do nékolika tydna (Leyssens et al. 2017,

Paustenbach et al. 2013).

Nebyly provedeny zadné studie sledujici G€inky na lidsky plod, teratogenitu ani vliv na
plodnost. Ze studii na mysich vSak plyne, ze kobalt je schopen prochazet placentou. Expozice

mys$i vy$simi ddvkami vedla k retardaci rastu plodu (Paustenbach et al. 2013).

U pacienta po implantaci MoM kloubni nahrady nahrazujici pfedchozi keramicky
implantadt doSlo po 14 mésicich k rozvoji neuropatie koncetin, ztraté¢ télesné hmotnosti
a zavazné oboustranné ztraté sluchu. Doslo k abrazi kovové hlavice ndhrady, a to az 0 40 %, se
silnou metalézou a systémovou intoxikaci (viz Obr 2). U pacienta byla dale pozorovéna
hypertrofie levé komory a subklinickd hypotyre6za. Hladina kobaltu v krvi byla 506 pg/l
(8,6 uM). V perikardialni tekutin¢ hladina dosahovala 930 pg/l (15,8 uM), v cerebrospinalni
tekutin€ 8,5 pg/l (0,14 uM). Po vynéti kovové ndhrady se vyrazn€ zmensSila velikost srdce.
Naopak u poruchy sluchu nedoslo ke zlepSeni ani po 16 mésicich chelata¢ni terapie unithiolem

(DMPS) (Pelclova et al. 2012).

Dalsi kazuistika uvadi 71-letého pacienta, kterému byla vyménéna praskld keramicka
kloubni nidhrada za nahradu typu MoP (metal-on-polyethylene, kov na polyethylen). Hlavice
této nahrady byla slozena pievazné z kobaltu a chromu. I pfes dikladné vyciSténi kloubnich
prostor od vSech viditelnych Castic keramiky doslo po 6 mésicich k obrouseni kovové hlavice.
Pacient si nejprve sté¢Zoval na bolesti v kloubu a byla mu zjiSténa hypotyredza. O dva tydny
pozdéji byl hospitalizovan pro zvraceni, prijem a bolesti bficha. Dale vykazoval asymetrickou
ztratu sluchu, zhorSeni zraku, zavraté a ztratu hmotnosti. Jeho stav se zhorSoval a po dvou dnech
doslo k timrti. Pitva zaznamenala vyraznou hypertrofii srdce bez patologie na korondrnich
arteriich. Hladiny kobaltu par dni pfed smrti dosahovaly 596,5 ug/l (10,1 uM). Laboratorni
vysledky nebyly dostupné vcas a intoxikace kobaltem nebyla uvazovéana, nebyla tedy zahéjena

odpovidajici 1éCba (Peters et al. 2017).
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53-lety pacient piijel na pohotovost pro potize s dychanim. VySetfenim bylo zjiSténo
srde¢ni selhani se snizenou ejekeni frakci (EF) pod 40 %. O mésic pozdéji byla EF 31 % a dale
se snizovala az na 25 %. Dal§imi pfiznaky byly pouze nespecifickd tnava a slabost. Po
prozkoumani pacientovy historie se ukazalo, ze je po vyméné keramické kloubni nahrady za
MoP nahradu s hlavici z kobaltu a chromu. Laboratornim vysSetfenim byly zjistény zvysSené
hladiny kobaltu (397,8 ug/l; 6,75 uM) i chromu. Okamzité byla nasazena chelatacni terapie
kyselinou ethylendiamintetraoctovou (EDTA). Nasledné byla vyjmuta MoP nahrada. 79 dni po
operaci klesla hladina kobaltu na 27,8 pug/l (0,47 uM) (Kim et al. 2016).

3.3 CHELATACE

Kobalt tvofi koordina¢ni neboli komplexni slouceniny s ligandy anorganického
1 organického ptivodu. Nejvice stabilni je oktaedricky koordinovany kobaltity iont. Kobaltnaté
ionty maji Castéji tetraedrické uspotfadani, jejich oktaedrické Utvary jsou madlo stabilni
a nachylné k redoxnim reakcim. V ramci této diplomové prace jsou diilezité predevsim chelaty,
tedy komplexni Castice tvofené jednim stiedovym atomem kobaltu, ke kterému jsou poutany

donor-akceptorovymi vazbami dvou- nebo vice-donorové ligandy (Klikorka et al. 1989).

V terapii intoxikace tézkymi kovy se vyuziva praveé schopnosti kovi tvofit chelaty
s ruznorodymi ligandy. Takovy ligand neboli cheldtor ma v organismu nékolik tkolt: zaprvé
projit pies biologické bariéry a dostat se do mista s vysokou koncentraci dan¢ho kovu; zadruhé
s timto kovem interagovat, piipadné ho vyvazat z biologickych struktur; a zatfeti vytvofit
s kovem netoxicky komplex schopny jeho bezpecné exkrece nejen z mista depozice, ale
1z celého organismu. Ideélni chelator by mél mit vysokou afinitu pro dany kov a zaroven by
nem¢l interferovat s esencialnimi kovy v organismu. Dale by m¢l byt dobte rozpustny ve vode,
aby nedochézelo k jeho kumulaci v organismu, ale zaroven také dostatecné lipofilni, aby prosel
ptes biologické bariéry. Mél by byt také rezistentni k neZadouci metabolické transformaci, ktera
by vedla k jeho inaktivaci. V ptipadé€ tzv. proléciv, kdy az metabolizaci ziskdvame u¢innou
latku, je naopak takova metabolickd pfeména Zadouci. A nakonec by mél dobfe chelatovat
vrozmezi fyziologického 1 patofyziologického pH. V né¢kterych piipadech je dokonce
vhodnéjsi, aby chelatace probihala pouze za podminek patofyziologickych. Je tedy

pochopitelné, Ze najit vhodny chelator je velmi obtizné (Flora a Pachauri 2010).

V terapii intoxikace je nejprve nutné zamezit dal$i absorpci kovu do organismu.

V ptipad¢ kobaltu se tedy nejprve snazime o preruseni expozice, v piipadé MoM nahrady je
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nutné jeji vyjmuti. Nasledn¢ se snazime jiz absorbovany kov z organismu eliminovat chelata¢ni
terapii. Moderni je také vyuziti tzv. kombinované terapie, kdy se kombinuji rtizné chelatacni
latky s odliSnymi vlastnostmi. Jako prospésna se ukazala kombinace s antioxidanty, jako je
N-acetylcystein, melatonin, kyselina lipoova nebo vitaminy C a E. S latkami figurujicimi
jako chelatory kobaltu neméme v dnesni dobé bohuzel piili§ zkuSenosti. Kontrolované studie
chybi, a tak vychazime Casto ze zkuSenosti s terapii nadbytku ostatnich kovi, jako je zelezo

nebo méd’ (Smith 2013, Flora a Pachauri 2010).

Jako cheldtory kobaltu jsou nejCastéji pouzivany nasledujici latky: kyselina
2,3-dimerkaptopropan-1-sulfonova (DMPS, unithiol), kyselina diethylentriaminpentaoctova
(DTPA), kyselina ethylendiamintetraoctovd (EDTA), kyselina dimerkaptojantarova (DMSA),
sukcinat DMSA nebo N-acetylcystein (Smith 2013, Pelclova et al. 2012, Devlin et al. 2013).

Latky predstavené v této diplomové praci jsou chelatory, u nichz byla experimentalné
testovana schopnost tvofit stabilni komplexy s kobaltem pro nésledné potenciondlni vyuziti
v terapii kobaltové intoxikace. Tyto latky lze rozdélit do tii hlavnich skupin, a to na latky
klinicky pouzivané, latky vyuzivané experimentalné a indikéatory pro stanoveni nékterych kovi.
Mezi klinicky pouzivané cheldtory patiti ATTM (tetrathiomolybdenan amonny), ciklopirox,
deferipron, deferoxamin, dexrazoxan, DTPA (kyselina diethylentriaminpentaoctovd) a EGTA
/kys. ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)tetraoctova/ . Mezi latky experimentdlné vyuzivané
jako chelatory patii hlavni metabolit dexrazoxanu ADR-925, PIH (pyridoxal isonikotinoyl
hydrazon) a SIH (salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon). Mezi indikatory potom patii

bathokuproin, dithizon, ferrozin a o-kresolftalein komplexon.

3.3.1 ATTM

Tetrathiomolybdenan amonny (ATTM) s chemickym vzorcem (NH4)>MoS4 je silnym
chelatorem médi. Klinicky se jeho chelatacni schopnosti vyuzivaji v terapii Wilsonovy
choroby, zptisobené nadmérnym hromadénim médi v jatrech, mozku i dalSich organech. ATTM
tvofi inertni komplex z médi (kovu) a proteinu (nejcastéji albuminu), ktery je néasledné zluci
vyloucen z organismu (Li et al. 2020, Czlonkowska et al. 2018). Mnohaleté zkouSeni této latky
zatim ukazuje na jeji dobry bezpecnostni profil, prozatim ale neni schvédlena americkym
Utadem pro potraviny a 1é¢iva (FDA). Od roku 2008 mé Evropskou 1ékovou agenturou (EMA)

udélen status sirotciho 1éCiva (Mendonga et al. 2020, ema.europa.eu 5. 1. 2022).

Protoze bylo zjisténo, Ze zvySena hladina médi potencuje riist naddoru, stejné jako

angiogenezi v novotvaru, je tato latka experimentdlné zkouSena také v terapii nékterych
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nadorovych onemocnéni. Provétuje se u karcinomu prsu, jater nebo §titné zlazy (Durham et al.

2020, Li et al. 2020).

Ze struktury ATTM (viz Obr. 3) vyplyva, ze mize byt donorem sulfanu (H>S). Pii
Stépeni vazeb mezi molybdenovym jadrem a kovalentné navazanou sirou dochazi k pomalému
uvolnovani tohoto plynu, ktery v organismu slouzi jako diilezitd signalni molekula, podobné
jako oxid dusnaty nebo oxid uhelnaty — jednd se o takzvané gasotransmitery. Diky této
vlastnosti pisobi ATTM protektivné viici neurodegenerativnim a artritickym onemocnénim
nebo diabetu. Zaroven také blokuje enzym superoxiddismutizu a snizuje tak oxidacni

poskozeni lipidi i proteint (Li et al. 2020, Mendonga et al. 2020, Durham et al. 2020).

[
s:rvl1|oz-—s
S = 2NHj

Obr. 3: Strukturni vzorec ATTM. Stépenim vazby mezi molybdenem a sirou dochazi ke
vzniku H>S, ktery v organismu slouzi jako dulezita signalni molekula. Pfevzato a upraveno dle

SciFinder (19. 10. 2021).

3.3.2 CIKLOPIROX

Ciklopirox je latka klinicky vyuZivana pro svou antifungalni aktivitu jako Sirokospektré
lokalni antimykotikum. Casto je také vyuzivan ve formé& olaminové soli jako ciklopiroxolamin
(viz Obr. 4). Ciklopirox i jeho sl mohou také chelatovat kovy, pfedev§im potom trojmocné
ionty Zeleza nebo hliniku. Nékteré zdroje ale uvadi, ze chelatuje i ionty zeleznaté (Shen a Huang
2016, Regdon et al. 2021). Jako chelatacni agens se ciklopirox vyuziva pouze experimentalné,

a to hlavné pro chelataci zeleza (Pokorski et al. 2009).

-

I\ll O + H,;NCH,CH,0H
OH

Obr. 4: Chemicka struktura ciklopiroxolaminu (vlevo) a ciklopiroxu (vpravo). Pfevzato

a upraveno dle Shen a Huang (2016) a SciFinder (20. 10. 2021), respektive.
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V posledni dobé je ciklopirox hloubéji zkouméan pro svou protinadorovou aktivitu. Bylo
zjisténo, ze zpomaluje rist naddorovych bunék. Cytotoxicky pilisobi predev§im na buiky
leukemické, buitky myelomu a bunééné linie solidnich néddort. Tato cytotoxicita je pfipisovana
pravé schopnosti ciklopiroxu chelatovat ionty Zeleza a také inhibovat Zelezo-dependentni
enzym ribonukleotidreduktazu (Eberhard et al. 2009). Také byla zjiSténa antioxidacni
ktery vznika reakci peroxidu vodiku se zeleznatymi ionty (tzv. Fentonova reakce — viz

rovnice 1) (Regdon et al. 2021, Winterbourn 1995).
Fe?* + H,0, — Fe3* + [H,0;] » OH - +OH~

Rovnice 1: Fentonova reakce, pii které piasobenim zeleznatych iontl vznika
hydroxylovy radikal, hlavni zdroj oxida¢niho poskozeni DNA a dalSich struktur. Ptevzato

z Winterbourn (1995).

Prestoze se jedna o topicky pulsobici antimykotikum, jeho systémové plisobeni na
organismus bylo pozorovano v n¢kolika studiich jak na zvifatech, tak i na lidskych
dobrovolnicich. Tyto studie prokazaly, Ze ciclopirox je systémovée dobte tolerovan a v béznych
davkach (10 mg/kg peroralné podavané latky, sérové koncentrace 3 pg/ml; 0,014 nM) neptisobi
v lidském ani zvifecim organismu toxicky. Stiedni smrtelna davka (LDso) u zvitat je az 3290

mg/kg po peroralnim podani (Eberhard et al. 2009).

3.3.3 DEFERIPRON

Deferipron, také znamy pod zkratkou L1, CP20 nebo dle [IUPAC nazvoslovi 3-hydroxy-
1,2-dimethylpyridin-4-on (viz Obr. 5), je chemicka latka vyuZivand pro své Zelezo-chelatujici

vlastnosti. Se Zelezem tvoii komplexy v poméru 3 : 1 (viz Obr. 6) (Hider a Hoffbrand 2018).

% (0]

N
N Son
Obr. 5: Strukturni vzorec deferipronu. Pievzato ze SciFinder (25. 10. 2021).

Deferipron je indikovan pii nahromadéni Zeleza v téle po opakovaném podani krevnich
transfuzi pacientlim s talasémii major. Off-label se vyuziva i u dalSich chronickych anemickych

stavll zavislych na transfuzich, jako je srpkovita anémie, deficit pyruvatkindzy nebo deficit
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gluk6zo-6-fosfat dehydrogenazy. V Ceské republice je registrovan pod obchodnimi nazvy
FERRIPROX® a DEFERIPRON LIPOMED® (Hider a Hoffbrand 2018, sukl.cz 25. 10. 2021).

Opakované podavani krevnich transfuzi vede ke kumulaci Zeleza v organismu. To
nasledné miize zpusobit poskozeni jater, endokrinniho systému nebo srdce. Této kumulaci
muizeme zabranit pravé poddnim chelatoru zeleza, ktery zvysi jeho vyluCovani z organismu.
Cheléatorem prvni volby je u talasémie major, pfipadné dalSich anémii, deferoxamin (viz nize)
ve formé subkutanni injekce. Jako druha volba se vyuziva pravé deferipron, ktery je podavan
peroralné. Vyhodna je také kombinace deferipronu s dalSim chelatorem, jako je deferoxamin
nebo defasirox. Tato kombinace umoziuje snizeni davky obou cheldtori a tim padem také
patii agranulocytéza a neutropenie, je tedy nutné sledovat pravidelné krevni obraz pacienta
(Hider a Hoffbrand 2018, Fisher et al. 2013, ema.europa.eu — Deferipron Lipomed, Ferriprox
25.10. 2021).

Pii kombinovaném podavani deferipronu a deferoxaminu dochdzi k aditivnimu az
synergickému efektu. Deferipron, schopny pfestupu pres bunéénou membranu, predava Cast
navazaného zeleza deferoxaminu a je schopen dalsi intracelularni Zelezo znovu navazat (viz

Obr. 6) (Hider a Hoffbrand 2018).
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Obr. 6: Synergicky efekt kombinace deferipronu a deferoxaminu. Deferipron je
schopen, na rozdil od deferoxaminu, prostupovat ptes bunéénou membranu a mize tak vazat
intracelularni zelezo. Nésledné dokéaze ¢ast navazaného zeleza predat deferoxaminu, ¢imz dojde
k jeho reaktivaci. Na obrazku je patrné, Ze deferipron tvofi se Zelezem komplex v poméru 3 : 1.

Ptevzato z Hider a Hoffbrand (2018).

3.3.4 DEFEROXAMIN

Dalsi latkou, ktera se klinicky vyuziva jako cheldtor Zeleza a také hliniku, je
deferoxamin. Je znamy také jako desferrioxamin nebo deferoxamin B. Jedn4 se o pfirodni latku
izolovanou z pudni bakterie Streptomyces pilosus. Diky své linedrni struktufe se tfemi
hydroxamovymi skupinami (viz Obr. 7) tvofi stabilni komplexy s dvojmocnymi, trojmocnymi

az ¢tyfmocnymi ionty v poméru 1 : 1. Mimo jiné tvoii velmi stabilni chelaty s kobaltitymi ionty,
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které jsou dokonce stalejsi nez ty se zelezem. Naopak s dvojmocnymi ionty jsou komplexy

obecné méné stalé (viz Obr. 8) (Bellotti a Remelli 2021).

Obr. 7: Struktura deferoxaminu (vlevo), Cervené jsou vyznaceny hydroxamové skupiny
umoziujici tvorbu komplexu s dvojmocnymi az ctyfmocnymi kovy (vpravo). Prevzato

z Bellotti a Remelli (2021).
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Obr. 8: Porovnani stability komplext deferoxaminu s jednotlivymi ionty kovi. Na ose
y logaritmus rovnovazné konstanty komplexu kov-ligand (logKmr), na ose x konstanta
hydrolyzy komplexu (LogKwmon). Z obrazku vyplyva, ze nejstabilnéjsi komplexy tvofi

deferoxamin se zirkoni¢itymi a kobaltitymi ionty. Ptevzato z Bellotti a Remelli (2021).

Deferoxamin véaze volné Zzelezo, dokaze také vyvéazat Zelezo =z feritinu nebo
hemosiderinu. Naopak nevaze Zelezo uloZzené v hemoglobinu ani transferinu. Z transferinu
dokéZe Zelezo vazat diive zminovany deferipron, vyhodna je tedy jejich vzajemné se dopliujici

kombinace (viz Obr. 6) (Kontoghiorghes et al. 2000, Hider a Hoffbrand 2018).

V Ceské republice je deferoxamin registrovan pod obchodnim nazvem DESFERAL®.
Vyuziva se jako chelator Zeleza prvni volby pii chronickém pfetiZzeni organismu zelezem pfi
Castych transfuzich, hemochromat6ze, nebo pfi akutni otravé Zelezem. Indikaci je zaroven
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chronické pretizeni a otrava zplisobend hlinitymi ionty. Deferoxamin je lékem prvni volby,
avSak jedna se o subkutdnné podavany 1écivy pripravek. Nejvhodnéjsi je dlouhodobé podavani
do podkozi po dobu 8 az 12 hodin denné alespon 5 dni v tydnu pomoci elektronické pumpy.
Adherence je zde serioznim problémem, a to nejen z divodu cesty podani. Hlavnimi
nezadoucimi ucinky je otok a bolestivost v misté vpichu, miize se také vyskytnout zvySené
riziko potencionalné fatalnich infekci, jako je mukormykoza a yersinioza. Také muze dojit
k rozvoji deficitu zinku, médi, piipadné dalSich esencidlnich kovi. Toto vychdzi z podstaty
relativné neselektivnich chelatacnich schopnosti deferoxaminu. Mezi dalsi nezddouci ucinky
patii retardace rastu nebo neurologické abnormality. Z divodu nesnasenlivosti nebo

non-adherence mize byt deferoxamin nahrazen novéjsim, peroralné poddvanym deferipronem

(Kontoghiorghes et al. 2000, Bellotti a Remelli 2021, sukl.cz — Desferal 27. 10. 2021).

3.3.5 DEXRAZOXAN

Dexrazoxan, také oznacovan jako ICRF-187, je S-(+)-enantiomer razoxanu, chelatoru
zeleza. Hydrolyzou obou kruhi dexrazoxanu vznikd ADR-925 (viz Obr. 9), latka
s vystupiiovanymi chelataénimi schopnostmi, o které¢ bude pojedndno v samostatné kapitole.
Dexrazoxan byl plivodné vytvofen jako protinddorové 1é€ivo pro svou schopnost inhibovat
mitoézu (Sharpe et al. 1970), nyni je ale vyuzivan jako jediné registrované 1é¢ivo pro prevenci
kardiotoxicity vyvolané doxorubicinem, epirubicinem nebo daunorubicinem. V mechanismu
kardiotoxicity téchto antracyklinti hraje roli tvorba komplext se zelezem, které podporuji vznik
reaktivnich forem kysliku a zasahuji tak negativné do metabolismu kardiomyocytii. Dfive se
ptedpokladalo, Ze je dexrazoxan prolécivo, ze kterého metabolizaci vznikd aktivni latka
ADR-925, ktera jako chelator s témito komplexy interaguje, zelezo z nich vyvaze a této toxicité
tak zabrani. V posledni dobé je tento ndzor prehodnocovan a ukazuje se, Ze kardioprotektivni
ucinek ma samotny dexrazoxan a je zavisly hlavné na inhibici topoisomerazy II, nikoli na

chelataci (Kwok a Richardson 2000, Weiss et al. 1999, Jirkovsky et al. 2021).
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Obr. 9: Metabolismus dexrazoxanu. Hydrolyzou jednoho a nésledn¢ obou kruhii
dexrazoxanu vznikaji vice potentni chelatory kovu, respektive hlavné aktivni metabolit

ADR-925. Ptevzato ze Kwok a Richardson (2000).

Dexrazoxan je v Ceské republice registrovan pod obchodnimi nazvy CARDIOXANE®,
CYRDANAX® a SAVENE®. Podava se ve formé kratkodobé infuze asi 30 minut pted aplikaci
antracyklinu, v poméru 10 : 1 (dexrazoxan : antracyklin). Tyto 1é¢ivé ptipravky se vyuzivaji
pfedevsim u pacientek s nadorem prsu po piedchozi 1é¢bé antracykliny, béhem které jiz bylo
dosazeno maximalni kumulativni davky. Po podani kardioprotektiva je vice nez dvojnasobné
snizeno riziko srde¢nich komplikaci, avSak absolutni kardioprotekce neni zajisténa. Tyto
komplikace se i pies podani dexrazoxanu projevi asi u 14 % pacientil, coz je ale vyrazn€ méné
nez bez jeho pouziti. Mezi hlavni nezZadouci u€inek dexrazoxanu patfi neutropenie, souvisejici

ziejmée s inhibici topoisomerazy I (Kwok a Richardson 2000, sukl.cz 2. 11. 2021).

3.3.6 ADR-925

ADR-925 je silny chelator kovovych iontli, ktery je svou chemickou strukturou
analogicky k EDTA. Tvoii komplexy pfevazné s Zeleznatymi, Zelezitymi, vapenatymi nebo
hotecnatymi ionty. Jedna se o polarni latku, ktera aktivnim transportem penetruje do bunék

pomoci prozatim neznamého ptenasece a vychytava kovové ionty i intracelularné (Schroeder

a Hasinoff 2002, Jirkovsky et al. 2018).

Hydrolyza dexrazoxanu na ADR-925 (viz Obr. 9) probihd ve dvou krocich
katalyzovanych enzymy dihydropyrimiddzou, za otevieni prvniho kruhu, a nésledné
dihydroorotazou. Hydrolyza je dale podpofena pfitomnosti kovovych iontd, a to i bez Gcasti
enzymu. Dochézi k ni intenzivné v plazmé a také v jatrech a ledvinach (Jirkovsky et al. 2018,

Schroeder a Hasinoff 2002).

Mimo jiné tvoii ADR-925 stabilni komplexy také s kobaltnatymi ionty. Toho se vyuziva
pii analytickém hodnoceni této latky zpétnou chelatometrickou titraci za vyuziti

fluorescen¢niho chelatoru/indikéatoru kalceinu. Nadbytecné mnozstvi kobaltu (po navédzani
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veSkerého ADR-925) se vaze na kalcein a vysledna koncentrace ADR-925 je vypoctena z miry

fluorescence volného kalceinu (Schroeder a Hasinoff 2002).

3.3.7 DTPA

Kyselina diethylentriaminpentaoctova (DTPA), nebo také kyselina pentetova, je latka
patfici do skupiny aminopolykarboxylovych kyselin (viz Obr. 10), které jsou velmi potentnimi
chelatory. Diky svym péti karboxylovym skupinam tvoii komplexy s vicemocnymi ionty kovil,
piedevsim vaze dvoj- a trojmocné ionty zinku, Zeleza, vapniku a manganu. Nejsilnéj$i vazbu
ma potom k zine¢natym ionttim, selektivita k nim je v porovnani s EDTA az dvacetinasobna

(Arts et al. 2018).
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Obr. 10: Chemicka struktura aminopolykarboxylové kyseliny DTPA. Diky péti

karboxylim chelatuje vicemocné ionty kovi. Pifevzato ze SciFinder (12. 11. 2021).

Vyuziti DTPA je Siroké, vyuziva se jak v riznych primyslovych odvétvich, tak
i v mediciné jako nosi¢ kontrastnich radioaktivnich latek nebo jako chelator pii intoxikaci
t&zkymi kovy. V Ceské republice je registrovan 1é¢ivy ptipravek TECHNESCAN DTPA®,
ktery je urcen k diagnostickym uc¢eltim. Jedna se o kit, do kterého je v dobé potfeby vpraveno
radiofarmakum, v tomto piipadé technecium (**™Tc). Podobné se vyuziva také indium ('!'In)
v piipravku INDIUM DTPA®. V rdmci specifického 1é¢ebného programu se dale vyuZivaji
piipravky ~ DITRIPENTAT-HEYL® nebo ZINK-TRINATRIUM-PENTETAT® pro
dlouhodobou 1écbu intoxikaci radionuklidy transurant jako je americium, plutonium, curium,
kalifornium nebo berkelium. Jedna se o trisodnou vépenatou nebo zinecnatou stl DTPA. Pti
intoxikaci americiem (Am) dochazi k jeho eliminaci z plazmy velmi rychle: 90 % Am je béhem
60 minut po injekci DTPA vylouceno ztéla. V¢asnym podanim lze zabranit ukladani
transurant do kosti a jater (Arts et al. 2018, Huckle et al. 2015, Sueda et al. 2013, sukl.cz —
Technescan DTPA 12. 11. 2021). Experimentaln¢ je testovan krém s DTPA pro 1é¢bu alergické
kontaktni dermatitidy zptsobené tézkymi kovy (Wohrl et al. 2001).

ProtoZe je absorpce DTPA po peroralnim podani pouze 3—5 %, musi se podavat ve

formé intravendzni injekce. Exkrece vytvorenych chelatii je potom pfevazné biliarni a latka je
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vyloucena béhem 5 dnit od podani. Diky vyrazné selektivité vic¢i zineCnatym iontim miize
dochazet k deficitu zinku v organismu. Tomuto nezadoucimu uc¢inku Ize vSak dobie predchazet

suplementaci zinku (4rts et al. 2018).

3.3.8 EGTA

Kyselina ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)tetraoctovd (EGTA), nckdy také
oznacovana jako kyselina egtazova, je latka chemicky podobna kyseliné edetové (EDTA) (viz
Obr. 11), kterd je znama svymi Sirokymi chelatacnimi schopnostmi. EGTA je chelator s vyssi
specifitou, a to pfedevSim pro vapenaté a hofecnaté ionty. Komplexy ale tvoii také se
zine¢natymi, méd’'natymi, kobaltnatymi nebo kobaltitymi ionty (Stockbridge 1987, Dominguez
a Ward 2009, Hafez et al. 1978).
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Obr. 11: Chemické struktury aminopolykarboxylovych kyselin (EDDS = kyselina
ethylendiamindijantarovd) (nahote) a znazornéni tvorby komplexu EDTA s kovovym iontem

(dole). Pfevzato a upraveno dle Morrison a Khutoryanskiy (2014).

EGTA se klinicky vyuZivd k demineralizaci dentinu ve stomatologii pii piipraveé
zubniho kanalku k oSetfeni. Vznikem komplexu EGTA s vapenatymi ionty dochazi k naruSeni
dentinu a tim je umoznén zakrok na zubnim kanalku. Zarovenn EGTA odstraiiuje bez dalsi eroze
takzvanou spraSnou vrstvu, coZ je mikroskopicka drt’ zubni hmoty usazujici se v zubnim
kanalku pfi vrtani zubu (Calt a Serper 2000, Tripodi et al. 2007). Experimentalné se sleduje
vliv EGTA na rGzné biologické pochody zavislé na iontech vépniku. Pfikladem muze byt
zkoumani jejiho vlivu na aktivitu sodno-draselné pumpy, na miru adheze makrofagti nebo
aktivitu DNA-nukledz (Dominguez a Ward 2009, Abashidze et al. 2001, Segura-Egea et al.
2003).

339 PIH
Pyridoxal isonikotinoyl hydrazon (PIH) je chelator Zeleza. Diky své chemické struktute

dokdze navazat kovové ionty, prevazné zeleznaté a Zelezité, pomoci dvou atomi kysliku
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a jednoho atomu dusiku (viz Obr. 12). Jak samotna latka, tak i jeji komplexy, maji relativné
nizkou molekuldrni hmotnost, vhodnou lipofilitu a pfi neutralnim pH nemaji naboj, takze dobie

prechézi ptes bunécnou membranu (Chen et al. 2018, Richardson 1998).
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Obr. 12: Schematicky diagram zndzornujici funkéni skupiny podilejici se na chelataci
trojmocného zeleza. Jedna se o fenolicky kyslik, aldiminovy dusik a karbonylovy kyslik.

Ptevzato z Richardson (1998).

Zelezo se uéastni oxidaénich pochodti v organismu, pii kterych se tvoii reaktivni formy
kysliku. PIH dokaze vyvazat ionty zeleza z komplexu s feritinem nebo citratem, diky ¢emuz

nedochdzi k lipidové peroxidaci (Chen et al. 2018, Buss et al. 2002, Hermes-Lima et al. 2000).

PIH ma pro ionty Zeleza vysokou afinitu, velmi dobfe ucinkuje v podminkéch
organismu a je dobfe vstiebatelny po perordlnim podani. Naopak pro biologicky dilezité
vapenaté a hofeCnaté ionty je jeho afinita nizkd, je tedy dalSim vhodnym kandididtem na
peroralné podavany chelator zeleza pro pacienty zavislé na Castych krevnich transfuzich, kteti
nasledné trpi piebytkem zeleza. Prozatim vSak nebyl registrovan zadny 1éCivy piipravek s touto
chemickou latkou. Jeho vyuziti je prozatim spiSe experimentdlni, zkoumaji se také
halogenované a dalsi derivaty PIHu, které vykazuji vysSi chelatacni aktivitu neZ samotna

parentni latka (Chen et al. 2018, Buss et al. 2002).

3.3.10 SIH

Salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon (SIH) je latka ze skupiny arylhydrazonovych
derivatd pyridoxalu, stejn¢ jako PIH. Jedna se opét o chelator Zeleza, ktery tvoii komplexy 2 : 1
jak s zelezitymi, tak Zeleznatymi ionty (viz Obr. 13). Nositelem chelatacni aktivity je stejné
jako u PIHu hydrazonové skupina (respektive aldiminovy dusik), spolecné s karbonylem

a fenolickym kyslikem (Potiickova et al. 2014, Stérba et al. 2007, Haskova et al. 2011).
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Obr. 13: Komplex SIHu se zelezem v poméru 2 : 1. Pfevzato a upraveno dle Haskova

etal (2011).

Tato latka je experimentalné sledovana piedevsim pro své silné antioxidacni uinky
a kardioprotektivni aktivitu pfi terapii antracykliny, podobné jako dexrazoxan. Diky
lipofilnimu charakteru a malé molekule ho 1ze podéavat peroralné. SIH je dobfe tolerovan a ma
nizkou toxicitu, avSak jeho stabilita ve vodném prostiedi je nizkd, brzy dochazi

k jeho hydrolyze (Potiickova et al. 2014, Stérba et al. 2007, Haskova et al. 2011).

3.3.11 BATHOKUPROIN
Bathokuproin, chemicky 2,9-dimetyl-4,7-difenyl-1,10-fenanthrolin (viz Obr. 14), je

chelata¢ni latka obsahujici v molekule konjugovany systém dvojnych vazeb, takzvany
chromofor, diky kterému se jeho komplexy jevi jako barevné. Vyuziva se tak predevsim jako

indikator (Chen et al. 2016).

Obr. 14: Chemicka struktura bathokuproinu. Diky konjugovanému systému dvojnych
vazeb se komplexy bathokuproinu jevi jako barevné. Ptevzato ze SciFinder (29. 11. 2021).

Bathokuproin, pfipadné jeho ve vodé rozpustny analog bathokuproin disulfonat (BCS),
preferencné vazou ionty médi. Vynikaji predev§im atypicky vysokou stabilitou komplexu
s ionty médnymi (Cu"). Jsou proto Siroce vyuzivany pro detekci a kvantifikaci Cu®. Toto
vyuziti mé bathokuproin a BCS hlavné na experimentalnim poli, kde je sledovan naptiklad vliv
Cu" na tvorbu reaktivnich radikalii nebo schopnost lidského albuminu redukovat Cu** na Cu*

(Chen et al. 2016, Laggner et al. 2006, Ivanov et al. 2000).

23



Problémem pii stanoveni Cu" ve vzorku miize byt obsah Cu?*, ktery bathokuproin vaze
také. Tento problém lze vytesit pfiddnim dalSiho chelatoru. Vyuziva se naptiklad EDTA, ktera
ma silnou afinitu k méd’natym iontim, naopak ionty méd'né vaze jen velmi slabé (Chen et al.

2016).

3.3.12 DITHIZON

Dithizon, nebo také difenylthiokarbazon, je tmavé zelend latka schopna vytvaret
barevné komplexy s mnoha kovy. Opét se jedna o latku s chromoforem, kterd je povazovana za
pravdépodobné nejvice barevnou, respektive barvu-meénici latku viibec. Dithizon méni barvu
na zékladé sedmi riznych stimulli, kterymi je naboj (tzv. elektrochomismus), typ rozpoustédla
(solvatochromismus), koncentrace (koncentratochromismus), pH (halochromismus), teplota
(termochromismus), UV/VIS zatfeni (fotochromismus) a cas (chronochromismus). Zména
barvy je vzdy spojena s transferem nebo ztratou protonu z nestabilni imino- skupiny nebo

izomerizaci, kterou umoziuje systém delokalizovanych zn-elektronti (viz Obr. 15) (Ntoi et al.

2017).
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Obr. 15: Na levé strané€ schématu je zndzornén intramolekularni pfesun protonii spojeny
se zménou barvy (nahofe) a zména barvy zptisobena ztratou protonu (dole). Na pravé strané
schématu je znazornéna zména barvy zpiisobena izomerizaci komplexu dithizonu s kovem po

absorpci elektromagnetického zafeni nebo po zméng¢ teploty. Pievzato z Nroi et al. (2017).

Dithizon chelatuje mnohé kovy, nejcastéji kadmium, méd’, rtut’, olovo, stfibro nebo
zinek. Vyuziva se pro extrakci a kolorimetrickou analyzu téchto kovi. Nejvice stalé komplexy
tvoii se rtuti. Membrany s dithizonem se vyuZzivaji pro citlivé a selektivni stanoveni obsahu rtuti

v pitné nebo uzitkové vodé. Tato metoda je velmi rychla a jeji vysledek lze zjistit pouhym
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okem, ptipadné spektrofotometricky. V ptitomnosti rtuti dochazi ke zbarveni intenzitou pfimo
umérnou koncentraci rtuti ve vzorku. Aby nedochdzelo k interferenci s dalsimi kovy, je
v membrané zaroveit EDTA, kterd s ostatnimi kovy vytvaii ve vodé rozpustné komplexy
prochézejici péry membrany. Podobné se dithizon vyuziva také pii sledovani kontaminace

vody stiibrem, ptipadn¢ dalSimi kovy (Takahashi et al. 2009, Wasukan et al. 2015).

3.3.13 FERROZIN

Ferrozin je chromogenicky chelator syntetizovany v roce 1970. Jedna se o nejcastéjsi
a nejpouzivangjsi indikator Zeleznatych iontl. Jeho vyhodou je rozpustnost ve vode¢, vysoka
senzitivita, stabilita v Sirokém rozmezi pH a moznost vizualni, pfipadné spektrofotometrické
detekce. S Zeleznatymi ionty tvofi fialové komplexy v poméru 3 : 1, siln¢ absorbujici pfi
562 nm, zatimco se zelezitymi ionty nereaguje. Tvorba komplext byla dale zaznamendana také

s ionty kobaltu, ruthenia nebo osmia. Vazba kovovych iontil je umoznéna diky konfiguraci

skupiny -N=C—C=N— (viz Obr. 16) (Gibbs 1976, Smith et al. 2021).
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Obr. 16: Chemicka struktura ferrozinu (vlevo) a tvorba komplexu s Zeleznatymi ionty

ve stechiometrickém poméru 3 : 1 (vpravo). Pfevzato a upraveno dle Smith et al. (2021).

Piestoze ferrozin neni biologicky aktivni latkou, Siroce se vyuZziva k detekci
1 kvantifikaci zeleznatych iontl v biologickych i nebiologickych vzorcich. Ferrozin se také
vyuziva ke sledovani a méteni miry redukce Zeleza v biologickych systémech (Riemer et al.

2004, Cowart et al. 1993, Smith et al. 2021).

3.3.14 O-KRESOLFTALEIN KOMPLEXON

O-kresolftalein komplexon (CPC) neboli o-kresolftalexon (Obr. 17) je poslednim ze

skupiny vtéto praci testovanych chromogennich chelatori, tedy latek, které
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navazanim kovového iontu méni barvu. Zaroven se jedna o metalochromni indikator, ktery
barevné reaguje také na zménu pH. Konkrétné je pti hodnoté pH pod 6,5 bezbarvy, mezi 7 az
8 mirn¢ narizovély a nad pH 11 je barva siln¢ fialova az cervena. CPC véze predevsim ionty
hofeCnaté, vapenaté, barnaté a zineCnaté (Anderegg et al. 1954, Manoranjitham a Narayanan

2019, Pollard a Martin 1956).

How{\ N OH
o} CHjy
T e

el
0 N/\H/OH

O HO 0
0

Obr. 17: Chemicky vzorec o-kresolftalein komplexonu. Prevzato ze SigmaAldrich.com

(10. 12. 2021).

Diive se CPC vyuzival jako indikator pii komplexometrickych titracich, v dne$ni dob¢
se pouziva piedevsim jako ¢inidlo pro detekci a stanoveni kovili alkalickych zemin, a to hlavné
vapniku. Také je vyuzivan jako adsorbent tézkych kovil pfi extrakci na pevné fazi. Moderni je
jeho vyuziti ve formé polymerizovaného CPC jako filmu, ktery pokryva karbonové
nanotrubice. Ty funguji jako elektrochemické senzory pii experimentalnim stanoveni riznych

analytid (Manoranjitham a Narayanan 2019, Manoranjitham a Narayanan 2021).

Na trhu se CPC prodava jako souprava pod nazvem VAPNIK 600® firmou SKALAB
s.r.0. jako kit pro kvantitativni spektrofotometrické stanoveni vapenatych iontd v mo¢i i v séru.
V tomto kitu se zarovenl nachdzi 8-hydroxychinolin, ktery zabrafiuje ptipadné interferenci
s hofecnatymi ionty. Vapenaté ionty reaguji s CPC v alkalickém prostiedi za vzniku fialového
produktu, ktery absorbuje pi1 maximu 578 nm. Intenzita zbarveni je pfimo imérna koncentraci

vapniku ve vzorku (skalab.cz 10. 12. 2021).

26



4 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace je nalezeni potencionalniho chelatoru kobaltu, ktery by
mohl doplnit jiz klinicky uzivané, ale malo u¢inné a malo selektivni latky v terapii intoxikace
kobaltem. Jako zkousené latky byly vybrany chelatory s jiz zndmou schopnosti vychytavat

nekteré jiné kovy.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 MATERIAL

5.1.1 CHEMIKALIE

e chlorid kobaltnaty (CoCl,)

e spektrofotometricky indikétor kobaltu: disodna siil kyseliny 1-nitroso-2-naftol-
3,6-disulfonové (Na;NFDSA)

e testované latky: klinicky, experimentalné nebo analyticky vyuzivané chelatory

kovu

o

o

o

ADR-925 (nasyntetizovano na Katedie organické a bioorganické
chemie FaF UK, doc. Roh a prof. Vavrova)

ATTM

bathokuproin

ciklopirox

deferipron (poskytnuto jak dar firmou Apotex)

deferoxamin (prepardt Desferal®; Novartis s.r.0.)
dexrazoxan

dithizon

DTPA

EGTA

ferrozin

o-kresolftalein komplexon

PIH (dar prof. Richardsona, University of Sydney, Australie)
SIH (dar prof. Richardsona, University of Sydney, Australie)

e chemikalie pro ptipravu pufri:

o

kyselina  4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonova (HEPES)
a jeji sodna stl (NaHEPES) pro ptipravu HEPES pufrtio pH 7,5 a 6,8
kyselina octova a octan sodny pro ptipravu acetatovych pufrii o pH 4,5

as5

Pokud neni uvedeno v zdvorce jinak, vySe zminéné latky byly zakoupeny od

Sigma-Aldrich, Nemecko.
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5.2

5.2.1

rozpoustédla:
o dimethylsulfoxid (DMSO) zakoupen od Lach-Ner, Ceska republika
o supercista voda pfipravena piistrojem Mili-Q RG od Merck Millipore,
Massauchusetts, USA. VSude, kde bude v dal$im textu uvedena voda, je

myslena tato.

PRISTROJE

spektrofotometr pro mikrotitracni desti¢ky Hidex Sense Multimodal Microplate
Reader (Hidex, Turku, Finsko)

analytické vahy Kern ALT 220-4NM (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Nemecko)
vortex mixér IKA® Vortex Genius 3 (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Nemecko)

ttepacka pro mikrotitra¢ni desticky IKA® MS 3 digital (IKA®-Werke GmbH &
Co. KG, Staufen, Nemecko)

DALS{ POMUCKY
automatické jednokanalové pipety: 10-100 pl, 20200 pl, 100-1000 ul, 0,5—
5 ml (Brand, Nemecko; Eppendorf, Néemecko)

multikanalova pipeta: 30-300 pl (Eppendorf, Nemecko)

mikrotitracni desticky: 96 jamek (Brand, Némecko)

mikrozkumavky a zkumavky: 1,5 ml, 2 ml, 5 ml, 15 ml (Eppendorf, Nemecko)
Spicky k pipetdm: maximalni objem 20pl, 200ul, 500ul, Sml (Eppendorf,
Neémecko)

METODIKA PRO TESTOVANI CHELATORU KOBALTU

PRIPRAVA PUFRU

Pufry o pH 7,5 a 6,8 byly ptipraveny jako vodné roztoky HEPES a jeji sodné soli. Pufry

obsahovaly vzdy 15 mM soli. Pufr o pH 7,5 potom jesté¢ 14,3 mM HEPES a pufr o pH 6,8
71,7 mM HEPES.

Pufry o pH 5,5 a 4,5 byly pfipraveny jako vodné roztoky kyseliny octové a octanu

sodného. Pufry obsahovaly vZdy 15 mM octanu sodného. Pufr o pH 5,5 potom jesté 2,7 mM
kyseliny octové a pufr o pH 4,5 27,3 mM kyseliny octové.
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5.2.2 PRIPRAVA ZAKLADNICH ROZTOKU

Zakladni roztok chloridu kobaltnatého (CoClx) o koncentraci 5 mM byl pfipraven
rozpusténim navazky CoCl, (My 129,84 g/mol) v odpovidajicim objemu vody.

Zakladni roztok indikatoru — disodné soli kyseliny 1-nitroso-2-naftol-3,6-disulfonové
(Na;NFDSA) o koncentraci 5 mM byl pfipraven rozpusténim navazky NaaNFDSA (My, 377,25

g/mol) v odpovidajicim objemu vody.

Moravcova (2020) provedla u téchto Cinidel zkousky stability, které potvrdily, ze
roztoky jsou dostate¢né stabilni. Zakladni roztoky byly tedy zekonomického hlediska

piipravovany pro potieby experimentu ve vétsSim mnozstvi a skladovany po dobu 1-2 mésici.

Zakladni roztoky testovanych latek byly pfipraveny vzdy v piipadé potieby, a to

rozpusténim navazky dané latky v rozpoustédle dle charakteru latky.

- 5 mM roztok ADR-925 (M, 304,30 g/mol) byl ptipraven rozpusténim navazky
ve vodé

- 5 mM roztok ATTM (My, 260,28 g/mol) byl pfipraven rozpusténim navazky ve
vod¢, 30 mM roztok ATTM byl zdivodu nizké rozpustnosti pfipraven
rozpusténim v DMSO

- 30 mM roztok bathokuproinu (Mw 360,45 g/mol) byl pfipraven rozpusténim
navazky v DMSO

- 30 mM roztok ciklopiroxu (Mw 207,27 g/mol) byl pfipraven rozpusténim
navazky v DMSO

- 10 mM roztok deferipronu (Mw 139,15 g/mol) byl pfipraven rozpusténim
navazky ve vodé, 30 mM roztok byl z divodu nizké rozpustnosti piipraven
rozpusténim v DMSO

- 30 mM roztok deferoxaminu (Mw 560,69 g/mol) byl pfipraven rozpusténim
navazky ve vodé

- 30 mM roztok dexrazoxanu (Myw 268,27 g/mol) byl pfipraven rozpusténim
navazky v DMSO

- 10 mM roztok dithizonu (Mw 256,33 g/mol) byl pfipraven rozpusténim navazky
v DMSO

- 5 mM roztok DTPA (Mw 393,35 g/mol) byl ptfipraven rozpusténim navazky ve

vodé
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- 30 mM roztok EGTA (Myw 380,35 g/mol) byl pfipraven rozpusténim navazky
v DMSO

- 30 mM roztok ferrozinu (Mw 514,40 g/mol) byl pfipraven rozpuSténim navazky
ve vodé

- 30 mM roztok o-kresolftalein komplexonu (Myw 636,60 g/mol) byl piipraven
rozpus$ténim navazky v DMSO

- 30 mM roztok PIHu (Mw 286,29 g/mol) byl pfipraven rozpusténim navazky
v DMSO

- 10 mM roztok SIHu (My 241,24 g/mol) byl pfipraven rozpusténim navazky
v DMSO

5.2.3 PRIPRAVA PRACOVNICH ROZTOKU

Ze zakladniho roztoku CoCly byl zfedénim vodou pfipraven pracovni roztok

o koncentraci 300 pM.

Ze zakladniho roztoku Na;NFDSA byl zfedénim vodou ptipraven roztok o koncentraci

1,8 mM.

Pracovni roztoky testovanych latek byly pfipraveny nafedénim zakladnich roztokt do

pozadovanych koncentraci.

52.4 EXPERIMENTALNI STANOVENI CHELATACE KOBALTU

Pied samotnym experimentalnim stanovenim byly pfipraveny zasobni roztoky CoCla,
Na;NFDSA a jednotlivych testovanych latek dle kapitoly 5.2.2, které byly nasledné rozfedény

na potfebné mnozstvi pracovnich roztokt dle kapitoly 5.2.3.

Piiprava mikrotitracni desti¢ky byla provadéna vzdy Ctyfikrat, a to pii Ctyfech riznych

pH: 7.5; 6,8; 5,5 a 4,5. Krom¢ pufru byl obsah téchto desticek totozny.
Do 96 jamkové mikrotitra¢ni desti¢ky bylo postupné pipetovéano: (viz Obr. 18)

e 150 pul odpovidajiciho pufru (pH 7,5; 6,8; 5,5 nebo 4,5)

e 50 pl testované latky v riiznych koncentracich (c1—cx), do kazdého sloupce jina
hodnota koncentrace, a do poslednich dvou sloupct (pozitivni a negativni
kontrola) 50 p rozpoustédla (DMSO nebo vody v zavislosti na rozpustnosti
testované latky)

e 50 pl roztoku CoCl2 do vSech jamek mimo posledniho sloupce (negativni

kontrola), do posledniho sloupce byl napipetovan stejny objem vody

31



Desticka byla néasledné vlozena do tiepacky, kde se nechala tiepat pii nizkych otackach
po dobu 1 minuty. Po protfepani bylo nejprve ptidano do poslednich dvou fadku (slepé vzorky)
50 pl vody a jako posledni byl do hornich dvou fadka ve stejném objemu ptidan indikator
NaaNFDSA. Vysledna koncentrace indikatoru v jamce byla 300 uM. Vysledny objem kazdé
jamky byl 300 pl.

Po pridani indikéatoru byla ihned méfena absorbance pii vinovych délkach 490 a 540 nm
v Case 0 a v Case 5 minut. U pH 4,5 byla pro pomalejsi tvorbu komplexti méiena absorbance

jesté v ¢ase 10 minut.

Testovana latka

/ \ pozitivni negativni

Ci C, C; C, kontrola kontrola

‘Na;NFDSA

blank

kobalt (Co?")

Obr. 18: Schematické zndzornéni mikrotitra¢ni desticky po napipetovani vSech
reagencii. Ve vSech jamkach se nachazi pufr, dale v pfislusnych sloupcich testovana latka
v ruznych koncentracich (na obrdzku znazornéna odstiny zelené barvy) a rozpoustédlo
testované latky ve sloupcich pozitivni a negativni kontroly (znazornéno modrou barvou).
Kobaltnaté ionty (zndzornény fialovym ktizkem) ve formé CoCl: jsou ptidany do vSech jamek
mimo sloupec negativni kontroly, kde je misto kobaltu jeho rozpoustédlo — voda. Po protiepani
je do spodnich dvou tfadkt ptidana voda — slepé vzorky (blank), a do hornich dvou tadki

indikator Na2NFDSA (zndzornén oranzovym obdélnikem).

Pti kazdém meéfeni je nastavena jedna ze 4 hodnot pH, které odpovidaji pH v riznych
¢astech organismu za fyziologickych nebo patofyziologickych podminek. Nasledné je nejprve

k testované latce (chelatoru) ptidan kobalt. Ve tiepacce se cheldtor s kobaltem misi a reaguje.
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Testovana latka, v piipadé, ze je schopna kobalt chelatovat, vychytava a vaze ionty kobaltu.
Samotny indikator s kobaltnatymi ionty reaguje za vizudlni zmény zbarveni ze zlutého na
oranzové. Po pfidani indikatoru k jiz vzniklym komplextim reaguje indikéator pouze s volnym
(tedy nevazanym) kobaltem, a to za pfedpokladu, ze jsou vzniklé chelaty testované latky

dostatecné¢ stabilni a indikator je z komplexu nedokaze zpétné vyvazat.

Podle miry zbarveni mizeme pak pouhym okem odhadnout, nebo piesné pomoci
spektrofotometru zméftit, jakou mirou je kobalt testovanou latkou vychytavan a kolik volnych
jontd kobaltu v roztoku ztistalo. Zluté zbarveni volného indikéatoru ukazuje na to, Ze jiz nejsou
k dispozici kobaltnaté ionty a jedna se tedy o silny cheldtor v dostate¢né koncentraci. Naopak
oranzové zbarveni komplexu indikator-kobalt dokazuje nedostatecné silny chelator, pfili§

nizkou koncentraci nebo dokonce latku, ktera s kobaltem viibec komplexy netvofi.

53 MATEMATICKE ZPRACOVANI

Po zméteni absorbance bylo provedeno matematické a statistické vyhodnoceni. Kazdy
sloupec mikrotitracni desticky obsahoval 4 jamky, z toho vzdy dvé¢ jamky byly svym sloZzenim

totozné a namétené hodnoty tak bylo mozné zprimérovat.

Mnozstvi nevychytaného kobaltu bylo vypocitano jako pomér rozdilu absorbanci
jednotlivych testovanych vzorkil s indikatorem (Ax) a bez indikdtoru (Avlank) a rozdilu
absorbanci ve vzorcich pozitivnich kontrol (Apoz kontrola). Byla provedena také korekce
absorbance indikatoru odectenim rozdilti absorbanci negativnich kontrol (Aneg. kontrola), kdy
v obou piipadech jak pozitivni, tak negativni kontroly rozdil absorbanci znamend, Ze od

kontroly s indikatorem je odecten jeji odpovidajici slepy vzorek bez indikatoru.

Mnozstvi nevychytaného kobaltu bylo nasledn¢ prevedeno na procentudlni miru

chelatace dané latky. Cely vypocet je zndzornén v nasledujici rovnici 2.

A, —x A — korekce indikatoru
X blank 100

% chelatace = 1 — = - —— X
ve (Apoz.kontrola - XApoz.kontrola,blank — korekce mdlkatoru)

korekce indikatoru = x(Aneg.kontrola - XAneg.kontrola,blank)

Rovnice 2: Rovnice pro vypocet procentudlni miry chelatace testované latky. Ax =
absorbance testované latky v dané koncentraci s indikatorem, Aplank = absorbance slepého

vzorku (testovand latka bez indikatoru), Apozkontola = absorbance pozitivni kontroly
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s indikatorem (vzorek s kobaltem), Apozkontrolaplank = absorbance pozitivni kontroly bez
indikatoru, Ancgkontrola = absorbance negativni kontroly s indikatorem (vzorek bez kobaltu)

Aneg kontrola,blank = absorbance negativni kontroly bez indikatoru, X = aritmeticky primeér.

Procentualni mira chelatace byla vypoctena pro vinové délky 490 a 540 nm a pro Casy
0 a 5 minut (v pfipadné pH 4,5 také v ¢ase 10 minut). Z téchto tidajt byly déle vypocteny rozdily

v chelataci u jednotlivych vinovych délek a rozdily v Case, tedy stabilita komplexti v Case.

Vysledky jsou déle prezentovany jako primér + smérodatnd odchylka. Vypocet

L [EG—0p2
a n—1

Rovnice 3: Vypocet smérodatné odchylky (s). x = naméfené hodnoty, X = aritmeticky

smérodatné odchylky v rovnici 3.

pramér namétenych hodnot, n = pocet méfeni.

Rozdily v chelataci jednotlivych zkouSenych latek byly hodnoceny pomoci 95%
konfiden¢nich interval. Konfidencni intervaly, stejné€ jako dalsi grafy, byly pfipraveny pomoci
programu GraphPad Prism, verze 9.1.0 pro Windows (GraphPad Software, San Diego
California, USA).
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6 VYSLEDKY

Metodou popsanou v kapitole 5.2.5 bylo testovano celkem 14 jiz zndmych chelatora
kovli: ADR-925, ATTM, bathokuproin, ciklopirox, deferipron, deferoxamin, dexrazoxan,
dithizon, DTPA, EGTA, ferrozin, o-kresolftalein komplexon, PIH a SIH. Byla hodnocena mira
chelatace latek v zavislosti na koncentratnim poméru chelator : kobalt pii jednotlivych
hodnotach pH. Dale byla hodnocena stabilita komplexii v ¢ase a také byly porovnany testované

latky mezi sebou.

Vsechny testované latky byly do jisté miry, alesponi pi1 nékterych hodnotach pH,
schopné chelatovat kobalt. Mezi nejlépe a nejvyraznéji chelatujici latky patiily DTPA,
ADR-925, PIH, SIH a ATTM (viz Obr. 32-38). DTPA (Obr. 19) vychytala pii koncentra¢nim
pomeéru 1 : 1 (chelator : kobalt) az 80 % volného kobaltu, 100% chelatace bylo dosazeno jiz pii
koncentracnim poméru cca 2 : 1. Z téchto vysledkll nelze odhadnout stechiometrii, chelatace
cca 2/3 iontdl v poméru 1 : 1 by znamenala pomér 3 : 2 (DTPA : kobalt), ale nalezena chelatace
byla pfi tomto poméru nizsi, coz spiSe naznacuje nizsi afinitu. Ve vysSich pomérech je ale
evidentné tento chelator schopen pln¢ chelatovat vSechny pfitomné ionty kobaltu. Podobné
ucinnosti dosahoval také ADR-925 (Obr. 20), u kterého bylo pfi poméru 1 : 1 vychytano asi
60 % kobaltu. Tady je tedy pomér 3 : 2 pravdépodobnéjsi. PIH (Obr. 21) pfi koncentra¢nim
poméru 1 : 1 chelatoval asi 30 % kobaltu, tedy stechiometricky pomér jeho komplexii bude
pravdépodobné 3 : 1 (PIH : kobalt). PIH ma ale evidentné nizsi afinitu ke kobaltnatym iontlim,
protoZze 100% chelatace dosahoval az pfi vysokém koncentraénim poméru 100 : 1. DTPA,
ADR-925 a PIH nejevi Zadné vyrazné rozdily mezi jednotlivymi hodnotami pH. Naopak u STHu
(Obr. 22) jsou v chelataci pti riznych pH vyrazné rozdily. Zatimco pii pH 7,5 a 6,8 je pii
pomeéru 1 : 1 zchelatovano asi 50 % kobaltu, pii pH 5,5 je to 30 % a pii pH 4,5 uz jen asi 5 %.
100% chelatace u STHu nebylo dosazeno. Maximalni dosaZena chelatace byla asi 80 % kobaltu,
pii pH 4,5 cca 70 %. U ATTM (Obr. 23) byla pozorovana vyznamnéj$i chelatace aZ pti vySSich
koncentracich nez u jiz zminénych latek, pfi poméru 1 : 1 bylo vychytdno pouze 10-20 %

kobaltu, 100% chelatace bylo ale dosazeno dtive nez u PIHu, a to pii poméru cca 10 : 1.

Dalsi latky, které vykazovaly vyznamnéj$i miru chelatace jsou ferrozin, CPC a dithizon
(viz Obr. 32-38). Ferrozin (Obr. 24) chelatoval pfi poméru 1 : 1 asi 20 % kobaltu a pti poméru
100 : 1 dosahoval maximaln¢ asi 80 %. Rozdilna byla chelatace pti pH 4,5, ktera se projevila
az pti pomé&ru nad 10 : 1. Maxima bylo ale dosazeno stejné jako u ostatnich pH. CPC (Obr. 25)

vyraznéji chelatoval aZ pii vySSich koncentracnich pomérech, pfi poméru 1 : 1 byla chelatace
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pouze kolem 10 %, avSak pii poméru 100 : 1 dosahovala az 80 %. Specificka pro CPC byla
vys$si mira chelatace v kyselej$im prostiedi, u ostatnich latek tomu bylo spiSe naopak. Dithizon
(Obr. 26) pii poméru 1 : 1 a pti pH 7,5 a 6,8 chelatoval asi 30 % kobaltu. Pfi pH 4,5 byla
chelatace nulova. Maximalni namétena chelatace byla kolem 40 %, a to pfi koncentra¢nim
pomeéru 2,5 : 1. Vyssi koncentrace nebyly méteny z divodu vysoké absorbance samotného

dithizonu, ktera uz interferovala s méfenim.

Nevyznamnou nebo jen malo vyznamnou chelataci vykazovaly bathokuproin,
ciklopirox, deferipron, deferoxamin, dexrazoxan a EGTA (viz Obr. 32-38). Bathokuproin,
ciklopirox, deferipron a deferoxamin (Obr. 27-30) chelatovaly pfi poméru 100 : 1 maximalné
kolem 20-30 % kobaltu. U deferoxaminu byla navic chelatace pii pH 4,5 nulova. Dexrazoxan
(Obr. 30) chelatoval pouze pii pH 7,5 a to az ve vysokém koncentraénim poméru 100 : 1 asi 40
% kobaltu. U EGTA (Obr. 31) byla pfi poméru 1 : 1 chelatace témét nulova, ke zvySeni doslo
pouze pii pH 4,5.
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Obr. 19: Graf chelatacni aktivity jedné z nejlépe chelatujicich testovanych latek, DTPA.
Barevné jsou rozliSeny jednotlivé hodnoty pH. Méfeno pii vinovych délkach A: 490 nm a

B: 540 nm, v ¢ase 5 minut.
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Obr. 20: Graf chelata¢ni aktivity ADR-925. Barevné jsou rozliSeny jednotlivé hodnoty
pH. Méfeno pti vinovych délkach A: 490 nm a B: 540 nm, v ¢ase 5 minut.
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Obr. 21: Graf chelataéni aktivity PIHu. Barevné jsou rozliSeny jednotlivé hodnoty pH.

Meéfteno pfi vlnovych délkach A: 490 nm a B: 540 nm, v ¢ase 5 minut.
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Obr. 22: Graf chelata¢ni aktivity SIHu. Barevné jsou rozliSeny jednotlivé hodnoty pH.

Meéfteno pfi vlnovych délkach A: 490 nm a B: 540 nm, v ¢ase 5 minut.
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Obr. 23: Graf chelatacni aktivity ATTM. Barevné jsou rozliSeny jednotlivé hodnoty pH.

Meéfteno pfi vlnovych délkach A: 490 nm a B: 540 nm, v ¢ase 5 minut.
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Obr. 24: Graf chelatac¢ni aktivity ferrozinu. Barevné jsou rozliSeny jednotlivé hodnoty

pH. Méfeno pti vinovych délkach A: 490 nm a B: 540 nm, v ¢ase 5 minut.
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Obr. 25: Graf chelatacni aktivity o-kresolftalein komplexonu. Barevné jsou rozliSeny

jednotlivé hodnoty pH. Méteno pfi vinovych délkédch A: 490 nm a B: 540 nm, v ¢ase 5 minut.
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Obr. 26: Graf chelata¢ni aktivity dithizonu. Barevné jsou rozliSeny jednotlivé hodnoty

pH. Méfeno pti vinovych délkach A: 490 nm a B: 540 nm, v ¢ase 5 minut.
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Obr. 27: Graf chelata¢ni aktivity bathokuproinu. Barevné jsou rozliSeny jednotlivé

hodnoty pH. Méfeno pii vinovych délkach A: 490 nm a B: 540 nm, v ¢ase 5 minut.
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Obr. 28: Graf chelata¢ni aktivity ciklopiroxu. Barevné jsou rozliSeny jednotlivé hodnoty

pH. Méfeno pii vinovych délkach A: 490 nm a B: 540 nm, v ¢ase 5 minut.
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Obr. 29: Graf chelata¢ni aktivity deferipronu. Barevné jsou rozliSeny jednotlivé hodnoty

pH. Méfeno pii vinovych délkach A: 490 nm a B: 540 nm, v ¢ase 5 minut.
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Obr. 30: Graf chelatacni aktivity malo chelatujicich latek deferoxaminu (A, B)
a dexrazoxanu (C, D). Barevné¢ jsou rozliSeny jednotlivé hodnoty pH. Méfeno pii vinovych

délkach A, C: 490 nm a B, D: 540 nm, v ¢ase 5 minut.
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Obr. 31: Graf chelata¢ni aktivity EGTA. Barevné jsou rozliSeny jednotlivé hodnoty pH.

Me¢éteno pii vinovych délkach A: 490 nm a B: 540 nm, v ¢ase 5 minut.
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Obr. 32: Porovnani zkousenych chelatorti kobaltu pomoci 95% konfidenénich intervald
pfi pH 7,5. Méfeno pii vinové délce 490 nm, v ¢ase 5 minut. 95% konfidencni intervaly

znazornény teckovanou carou.
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Obr. 33: Celé spektrum latek z Obr. 32 (pH 7,5) bylo dale pro vétsi prehlednost

rozdéleno do grafu A (vice U€inné cheldtory) a B (méné ucinné chelatory). Méteno pti vinové

délce 490 nm, v €ase 5 minut. 95% konfidenc¢ni intervaly zndzornény teckovanou carou.
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Obr. 34: Porovnani zkousenych chelatori kobaltu pomoci 95% konfiden¢nich intervali
pii pH 6,8. Méteno pii vinové délce 490 nm, v ¢ase 5 minut. 95% konfiden¢ni intervaly

znazornény teckovanou ¢arou.
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Obr. 35: Celé spektrum latek z Obr. 34 (pH 6,8) bylo dale pro vétsi prehlednost
rozdéleno do grafu A (vice G€inné chelatory) a B (méné uc¢inné chelatory). Méfeno pii vinové

délce 490 nm, v ¢ase 5 minut. 95% konfiden¢ni intervaly zndzornény teckovanou ¢arou.
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Obr. 36: Porovnani zkousenych chelatorti kobaltu pomoci 95% konfidenénich intervald
pfi pH 5,5. Méfeno pii vinové délce 490 nm, v ¢ase 5 minut. 95% konfiden¢ni intervaly

znazornény teckovanou carou.
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Obr. 37: Celé spektrum latek z Obr. 36 (pH 5,5) bylo dale pro vétsi prehlednost

rozdéleno do grafu A (vice G¢inné chelatory) a B (mén¢ uc¢inné chelatory). Métfeno pii vinové

délce 490 nm, v ¢ase 5 minut. 95% konfidenc¢ni intervaly znazornény te¢kovanou ¢arou.
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Obr. 38: Porovnani zkousenych chelatori kobaltu pomoci 95% konfiden¢nich intervald
pii pH 4,5 a vinové délce 490 nm. Graf A znazoriiuje vSechny testované latky, graf B je pro

vétsi piehlednost déle pribliZzen. 95% konfiden¢ni intervaly zndzornény teckovanou ¢arou.

Pti exaktnim porovnéni chelatacni Uc¢innosti pomoci 95% konfiden¢nich intervald
chelata¢nich kiivek bylo stanoveno pofadi chelata¢ni Gi€innosti jednotlivych latek. Pfi pH 7,5
byly nejicinnéjsimi latkami DTPA a ADR-925, nésledovany skupinou SIH, PIH, ATTM
a dithizon, mezi kterou nebyly nalezeny ze statistického hlediska rozdily. Mensi G€innost mély

ferrozin, EGTA a ciklopirox. Dalsi latky jiz mély jen minimalni G€inek. Pti pH 6,8 byly opét



nejucinngj§i DTPA a ADR-925, nasledovala skupina STH, PIH, dithizon a ATTM. Mén¢ t¢inné
byly dale ferrozin a CPC. K poklesu Gc¢innosti doslo u EGTA a ciklopiroxu, které se zatadily
mezi ostatni latky s miniméalnim Uc¢inkem, naopak oproti pH 7,5 doslo k mirnému zvySeni
ucinku dithizonu. Pti pH 5,5 byly opét na prvnim misté DTPA a ADR-925, za nimi poté skupina
PIH, SIH, ferrozin, ATTM a dithizon. Mén¢ uc¢inné byly potom CPC, bathokuproin, EGTA
a ciklopirox. Ostatni latky jevily minimalni i¢innost. Pii porovnani s jiz zminénymi hodnotami
doslo pfi pH 5,5 k mirnému snizeni G¢innosti SIHu a také ke zvyseni ucinku ferrozinu a CPC.
Pti pH 4,5 byly stidle nejucinnéjsSimi latkami DTPA a ADR-925, nasledovany PIHem.
Nasledovala skupina EGTA, SIH, ATTM a CPC. Nizkou ucinnost poté jevily bathokuproin,
ferrozin a ciklopirox. Ostatni latky mély témét nulovou ucinnost. V porovnani s ostatnimi pH
pozorujeme dale se snizujici U¢inek SIHu a také ATTM a ferrozinu, a naopak zvyseni u¢inku
EGTA. Schematicky byly porovnany chemické struktury nejucinnéjSich chelatorti (viz Obr.
39). Do schématu byla zahrnuta také EGTA, ktera pfestoZe nepatii mezi nejucinnéjsi latky, pfi

pH 4,5 se n¢kterym z nich mtize rovnat.
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Obr. 39: Schematické porovnani nejucinnéjsich cheldtort a jejich chemickych struktur.
A: DTPA, B: ADR-925, C: PIH, D: SIH, E: EGTA, F: ATTM, G: dithizon. Oboustranné Sipky
znéazornuji srovnatelnou tc¢innost latek, jednostrannd Sipka mifi vzdy od méné¢ ucinného k vice
¢innému chelatoru. Cisla u §ipek zna¢i hodnotu pH, pro kterou dany vztah plati. Pokud neni

hodnota uvedena, plati dany vztah pro vSechna métena pH.

57



Dale byla sledovana stabilita vzniklych komplext v ¢ase jako rozdil absorbance méfené
po 5 minutach a pfi prvnim méteni (Cas 0). Latky s nejlepSimi chelataénimi vlastnostmi
vykazovaly dobrou stabilitu v Sirokém rozmezi pH (Obr. 40). ADR-925, PIH a SIH vykazovaly
100% nebo témét 100% stabilitu v rozmezi vSech méfenych pH. U DTPA byla pouze
numericky, ale ne statisticky, snizena stabilita pti pH 4,5. Stfedné aktivni chelatory (Obr. 41)
byly, co se tyce stability, rozdilné. Ferrozin byl stabilni v celém rozmezi pH hodnot, ve kterych
zaznamenal urcitou chelata¢ni ucinnost. Dithizon mél niz$i stabilitu v kyselejsim pH 5,5 a CPC
byl naopak velmi mélo stabilni a jeho stabilita se jen mirn¢ zvySovala s kyselejsim pH. U latek
malo chelatujicich kobalt byla paradoxné zjiSténa celkem dobrd stabilita pfi relevantnich
hodnotach pH (Obr. 42). Vyjimkou zde byla malo stabilni EGTA a dexrazoxan, u kterého

nebyla stabilita stanovovana, protoze v podstaté nechelatoval (Obr. 30).

c 3 €
£ ADR-925 E SIH £ PIH
< 1204 o 1204 © 120
2 2 2
|n10°' wn 100+ 1o 100 eeefreeeren e fee e
2 2 2
E 80+ 3 80 5 80
E‘ 60 E‘ 60— E‘ 50
2 £ 2
s 40+ = 40+ s 40+
z 20 F 20+ F 204
] £ £c]
@ 0= w 0~ % 0-
pH7.5 pH68 pH55 pH4S pH75 pHG8 pHS55 pH45 pH75 pH68 pH55 pH45
£ ATTM E DTPA
£
< 120 < 1204
g 2
1 100 ' 100+
F E 804
5 80 b
=t o
g &0 2 60
g -E 401
:g 40 g
= 204 T 209
© E
w0 w 0=
pH7.5 pH6.8 pH55 pH4S pH7.5 pH6.8 pH55 pH4S

Obr. 40: Stabilita nejlépe chelatujicich latek v jednotlivych prostiedich.
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Obr. 41: Stabilita stfedné aktivnich chelatort pfi relevantnich pH, ve kterych dochazelo
k dostatecné chelataci. Dithizon a ferrozin nechelatovaly ionty kobaltu vyznamné pii pH 4,5,

a tak nebylo mozné vypocitat stabilitu komplexu.
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Obr. 42: Stabilita latek malo aktivnich pfi relevantnich pH. U pH, ve kterych nebyla

nalezena oproti kontrole (rozpoustédlu) vyznamna chelatace, nebylo mozné stabilitu komplexu

vypocitat.
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7  DISKUZE

Cilem této prace bylo nalezeni vhodného chelatoru kobaltu, ktery by racionaln¢ doplnil
velmi omezenou nabidku latek pouzitelnych pii intoxikaci kobaltem v klinické praxi.
Testovany byly rizné, chemicky odlisné latky s jiz zndmou schopnosti chelatovat jiné kovy,

jako je naptiklad zelezo, méd’, zinek nebo vapnik.

Momentalné neexistuje jednotny doporuceny postup pro terapii intoxikace kobaltem.
ZkuSenosti s 1écbou jsou velmi omezené a spoléhaji se na jiz popsané kazuistiky a oft-label
pouziti klinicky dostupnych neselektivnich chelatort (Pelclova et al. 2012, Smith 2013). Devlin
et al. (2013) ve svém piehledovém clanku porovnali deset piipadt chronické intoxikace
kobaltem po implantaci kloubni néhrady. Ve vétsin¢ piipadt byli pacienti 1éCeni pouze
symptomaticky, za soucasného chirurgického vyjmuti vadné protézy, ptipadn€¢ za pomoci
hemofiltrace. Pouze v jednom piipadé byl v terapii vyuzit chelator DMPS (unithiol) a u jednoho
pacienta byla nasazena EDTA. Klinicka u¢innost téchto chelatort zistava vSak nejasna. Smith
(2013) v souladu s Narodni radou pro radia¢ni ochranu a méteni (USA) dale doporucuje pro

chelataci kobaltu DTPA, DMSA, EDTA nebo N-acetylcystein.

V této praci byla experimentalné stanovena chelatace kobaltu u celkem 14 latek, z toho
u 7 latek klinicky pouzivanych: ATTM, ciklopirox, deferipron, deferoxamin, dexrazoxan,
DTPA, EGTA; u 3 latek experimentaln¢ zkoumanych: ADR-925, PIH, SIH a u 4 indikator:

bathokuproin, dithizon, ferrozin, o-kresolftalein komplexon.

Pro detekci chelatace byla vyuzita metoda pro screening potenciondlnich chelatort
kobaltu dle Moravcové (2020), ktera byla inspirovana studii Catapano et al. (2018). Metoda je
zalozena na spektrofotometrické detekci nezchelatovanych iontl kobaltu pomoci indikatoru

Na;NFDSA.

vvvvvv

Velmi dobie chelatovaly také PIH, SIH a ATTM. DTPA chelatovala jiz pfi poméru 1 : 1
(chelator : kobalt) az 80 % dostupného kobaltu, ke 100% chelataci doslo ptfi poméru 2 : 1.
JelikoZ je DTPA klinicky vyuZivana latka, zndme jeji farmakokinetiku a chovani v organismu,
coz je vyhodné pro potenciondlni vyuziti pfi kobaltové intoxikaci. Vhodny by byl také dalsi
vyzkum v této oblasti, pfedevsim sledovani selektivity vii¢i kobaltu v pfitomnosti dalSich kovl
jako je zinek, u kterého je uddvana silna vazba s DTPA (Arts et al. 2018). Na rozdil od DTPA

je ADR-925 prozatim jen experimentalné zkousena latka s velkym chelatacnim potencialem.
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Tento metabolit dexrazoxanu chelatoval pfi poméru 1 : 1 60 % dostupného kobaltu a 100%
chelatace dosahl pti poméru 2 : 1. Porovnatelna sila a¢inku ADR-925 s DTPA koreluje také
s jejich chemickou podobnosti. Protoze se jedna o metabolit dexrazoxanu, bylo by vhodné dale
zkoumat, zda by se dexrazoxan dal vyuzit jako prolécivo ADR-925, nebo zda by bylo vhodné&;jsi
pouzit ADR-925 samotny. Déle jsou stejné jako u DTPA nutné dalsi testy specifity a selektivity.

PIH a SIH, arylhydrazonové derivaty pyridoxalu, vykazovaly také dobré chelatacni
schopnosti. ProtoZze se zaroven intenzivné zkoumaji halogenové derivaty PIHu, které jak se
ukazuje maji jest€¢ vyrazné€jsi chelatacni schopnosti, bylo by vhodné prozkoumat i interakci
téchto derivatii s kobaltem (Buss et al. 2002). Zajimavé muze byt porovnani stechiometrie
komplexti PIHu a SIHu se zelezem a s kobaltem. Nositelem aktivity téchto latek je dusik
hydrazonové skupiny spole¢né s fenolickym a karbonylovym kyslikem, které vazou ionty
zeleza za vzniku komplexu se stechiometrickym pomérem 2 : 1 (chelator : zelezo) (Chen et al.
2018). Nase vysledky, které hodnoti komplex PIHu s kobaltem, ukazuji pti vSech pH spise na
pomér 3 : 1. U SIHu pii pH 7,5 by stechiometrie odpovidala poméru 2 : 1, ale je nutné zminit,
ze tento chelator nebyl schopen chelatovat vSechny volné ionty kobaltu ani pfi vysokém
nadbytku. Navic s klesajicim pH klesa také jeho ucinnost. ATTM vykazoval dostatecny uc¢inek
az pti vys$im koncentracnim pomeéru chelator : kobalt. Piesto by mohl byt vhodnou latkou pro
klinické wvyuziti, protoze je podminecné¢ schvalen EMA jako sirotéi 1éCivo pro terapii

Wilsonovy choroby a jeho farmakokinetika je tedy dobfe zndma (ema.europa.eu 29. 1. 2022).

Naopak klinicky hojné vyuZivané chelatory Zeleza deferipron a deferoxamin byly
v chelataci kobaltu jen velmi malo G€inné. AC by se tedy mohly jevit jako potenciondlné

pouzitelné a dostupné, pro 1é¢bu intoxikace kobaltem jsou nevhodné.

Zvlastni misto v terapii by mohla mit EGTA, u niZ naSe vysledky prokézaly vyssi
chelatacni schopnost a stabilitu v kyselej$im prostfedi pfi pH 4,5. Pfi n¢kterych patologickych
stavech miiZze dojit k poklesu pH v organismu nebo v nékterych jeho ¢astech, a tim padem také
k vys$si ucinnosti latky za téchto patofyziologickych podminek. Této skutecnosti by se dalo

v nékterych ptipadech vyuZit.

Jak se ukdzalo na ptikladu dithizonu, limitujici miiZe byt vysoka absorbance latky, ktera
interferuje s pouzitou metodou. V tomto ptipad¢ by bylo vhodné zvolit jinou metodu pro
kvantifikaci chelatace, neZ je spektrofotometrické stanoveni. Vysledky dithizonu ukazuji
dobrou chelatacni schopnost pti poméru 1 : 1 a pH 7,5 nebo 6,8, nevime vsak, jak by se latka

chovala ve vyssich koncentracich a nelze tak odhadnout jeji plny potencial.
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Nase prace pfinesla cenné poznatky, které by mohly nastinit smér dalSiho hledéani
ucinného cheldtoru kobaltu. DTPA a ADR-925 maji potencial stat se klinicky vyuzitelnymi
ucinnymi latkami, stejné tak i PIH nebo ATTM, ve specifickych podminkach také EGTA. Je
vSak nutné provést dalsi experimenty, vyhodnotit specifitu a selektivitu téchto latek, Gi¢innost

in vivo, a predevsim jejich bezpecnost v lidském organismu.

62



8 ZAVER

Na zavér lze konstatovat, Ze byly pomoci spektrofotometrického hodnoceni nalezeny
latky schopné ucinné chelatovat kobalt v pomérné Sirokém rozmezi pH. Mezi nejucinngjsi
chelatory patfily DTPA a ADR-925, které dosahly 100% chelatace jiz pfi koncentratnim
pomeéru 2 : 1 (chelator : kobalt). Mezi dalsi velmi U¢inné latky pattily ATTM a PIH. SIH
prokazal dobrou G¢innost, nedosahl vSak 100% chelatace a pii niz§im pH byl patrny pokles
ucinku. Urcitou Gc¢innost prokéazaly také ferrozin, CPC a dithizon, u kterych byla pii poméru
1 : 1 chelatace 10-20 %, nedosahla vsak ve vysSich koncentracich 100 %. Absorbance vyssich
koncentraci dithizonu interferovala s pouzitou metodou, vysledky této latky tedy nejsou uplné.
Utinnost EGTA byla vyznamna pouze pii pH 4,5. Ostatni testované latky prokazaly pouze

nevyznamnou chelataci kobaltu.
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