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Nazev diplomové prace: Jsou soucasné pouzivané chelatory tézkych kovu také chelatory
vapniku a hot¢iku?

Vépnik a hot¢ik jsou dilezitymi prvky pro lidské télo. Vapnik hraje dtlezitou roli
pfi srazeni krve a vnitrobunécné signalizaci, podili se tak mimo jiné na svalové kontrakci
ale 1 na agregaci krevnich desti¢ek. Hoi¢ik je kofaktorem mnoha enzymu. Vyrazny
nedostatek obou iontidl se mlze projevovat poruchami srdecniho rytmu a zvySenou

nervosvalovou drazdivosti.

Cilem této prace bylo stanoveni chelata¢ni aktivity u soucasné¢ pouZivanych
cheléatort tézkych kovi a stanovit stabilitu indikatoru. Nejdfive bylo zjisténo idealni pH
pro experiment. V dal$im kroku byla zméfena mira chelatace u 21 zndmych chelatort
kovli pomoci spektrofotometrické metody in vitro. Nakonec byla chelatace u nejvice
aktivnich chelatorti vapniku ovéfena na agregaci krevnich desti¢ek ve vzorku lidské krve.
Zaroven byla stanovena dlouhodobd stabilita indikatoru o-kresolftalein komplexonu

(CO).

V prvnim kroku bylo zvoleno pH 7.5, které jako jediné bylo z divodu dobré
citlivosti pouZitelné pro nase méteni. Nejvice u€innymi latkami chelatujicimi vapnik byly
ADR-925, tetrasodnd sul kyseliny ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)tetraoctové
(NasEGTA), edetat disodny (NaEDTA) a kyselina diethylentriaminpentaoctova
(DTPA). Chelatory vyrazné vdazajici hoi¢ik byly ADR-925, Na,EDTA, DTPA,
jodochinol, kliochinol, chloroxin, 5,7-dibromochinolin-8-ol a kyselina 8-hydroxy-7-
jodochinolin-5-sulfonova. Vytvofené komplexy s obéma kovy byly stabilni. U vySsich
koncentraci n€kterych halogenovanych derivati 8-hydroxychinolinu byly pozorovany
srazeniny, takze jejich chelatacni schopnosti nebylo mozné plné¢ zhodnotit. Stabilita
indikatoru byla minimaln€é 105 dni pfi uchovéavani v lednici. Na;EDTA, ADR-925 a
NasEGTA byly schopné diky chelataci vapniku upln€ inhibovat agregaci krevnich
desticek, Na,EDTA byla nejucinngjsi.



Zaverem lze uvést, ze fada klinicky pouzivanych chelatort je schopna siln€ véazat

jak ionty vapniku, tak hot¢iku a ze indikator CC je stabilni minimalné po dobu 105 dni.
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Calcium and magnesium are important elements for the human body. Calcium
plays an important role in blood clotting and intracellular signalling, thus participating in
muscle contraction and platelet aggregation, among other processes. Magnesium is a
cofactor for many enzymes. A significant deficiency of both ions can manifest as

disorders of heart thythm and increased neuromuscular excitability.

The aim of this study was to determine the chelating activity of currently used
heavy metal chelators and to determine the stability of the indicator. First, the ideal pH
for the experiment was determined. In the next step, the chelation rate of 21 known metal
chelators was measured using an in vitro spectrophotometric method. Finally, the
chelation of the most active calcium chelators was verified on platelet aggregation in a
human blood sample. At the same time, the long-term stability of the indicator o-

cresolphthalein complexone (CC) was determined.

In the first step, pH 7.5 was chosen, which was the only one suitable for our
measurements due to its good sensitivity. The most effective calcium-chelating
substances were ADR-925, ethyleneglycol-bis(2-aminoethylether)tetraacetic acid
tetrasodium salt (Na4EGTA), disodium edetate (Na,EDTA), and
diethylenetriaminepentaacetic acid (DTPA). Chelators significantly binding magnesium
were ADR-925, NaxEDTA, DTPA, iodoquinol, clioquinol, chloroxine, 5,7-
dibromoquinoline-8-ol and 8-hydroxy-7-iodoquinoline-5-sulfonic acid. The formed
complexes with both metal ions were stable. At higher concentrations of certain
halogenated derivatives of 8-hydroxyquinoline, precipitates were observed, making it
impossible to fully evaluate their chelating abilities. The stability of the indicator was at

least 105 days when stored in the refrigerator. Na,EDTA, ADR-925, and NasEGTA were



able to completely inhibit platelet aggregation due to calcium chelation, with Na,EDTA

being the most effective.

In conclusion, a number of clinically used chelators are capable of strongly
binding both calcium and magnesium ions, and the CC indicator is stable for at least 105

days.
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1. Seznam zKkratek

AA

ATTM

BCS

CaSR

Ca-DTPA

CaNa,EDTA

CC

DMSO

DTPA

EDTA

EGTA

HEPES

Na;BCS

NaEDTA

NasEGTA

NaHEPES

Na;NNDSA

PTHR

TRPM

kyselina arachidonova (z angl. arachidonic acid)

tetrathiomolybdenan amonny (z angl. ammonium tetrathiomolybdate)
kyselina bathocuproindisulfonova (z angl. bathocuproinedisulfonic acid)
receptor citlivy na vapnik (z angl. calcium-sensing receptor)

vapenata sul kyseliny diethylentriaminpentaoctové

edetat vapenaty disodny

o-kresolftalein komplexon (z angl. cresolphthalein complexone)
dimethylsulfoxid

kyselina diethylentriaminpentaoctova (z angl.

diethylenetriaminepentaacetic acid)

kyselina ethylendiamintetraoctova (z angl. ethylenediaminetetraacetic

acid)

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

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina

disodna sil kyseliny bathocuproindisulfonoveé

edetat disodny

tetrasodna stl kyseliny ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)tetraoctové
sodna siil kyseliny 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonové

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

2-naphtol-3,6-disulfonic acid disodium salt)
receptor pro parathormon (z angl. parathyroid hormon receptor)

melastatinovy transientni receptorovy napétovy kanal (z angl. transient

receptor potential melastatin)
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TRPV vaniloidni transientni receptorovy napétovy kanal (z angl. transient

receptor potential vanilloid)
VDR receptor vitaminu D (z angl. vitamin D receptor)

Zn-DTPA zinecnata sul kyseliny diethylentriaminpentaoctové
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2. Uvod

Vépnik a hotcik jsou dvojmocné kovy, které se ptirozené vyskytuji v lidském téle.
Oba maji v organismu dllezitou roli a plni mnoho funkci. Vapnik se podili na
vnitrobunécné signalizaci, mineralizaci kosti, koagulaci krve a svalové kontrakci. Hot¢ik
je vyznamny pro spravnou funkci kardiovaskuldrniho a neuromuskuldrniho systému.
Jejich lehky nedostatek se projevuje mirnymi ptiznaky, ale pti velmi nizké hladiné miize

dojit az ke smrti.

Koncentraci vapniku a hot¢iku v séru mohou snizovat také chelatory tézkych
kov, které jsou Casto neselektivni. Jsou to latky, jenz vazi kovové ionty a vytvari s nimi
komplexy, které jsou nasledn¢ vylu¢ovany z té€la ven. Chelatory se vyuzivaji pfi pietizeni
organismu tézkymi kovy, at’ uz pfi otravé nebo 1€cb€é onemocnéni (napt. Wilsonovy
choroby). Tato prace je zameéfena na zjiSténi miry chelatace vapniku a hotciku

pouzivanymi chelatory tézkych kovii.
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3. Teoreticka cast
3.1. Fyziologie vapniku

Viépnik je nejzastoupenéjSim mineralem v lidském organismu. T¢lo primérného
dospélého clovéka obvykle obsahuje asi 1-1,5 kg vapniku. (Wang et al. 2012). Vapnik je
nezbytny pro kontrakci svall, a to jak pficné pruhovanych, tak hladkych i srdecnich
vlaken. Podili se vyznamné na intracelularni signalizaci, v€etné té v neuronalni a srde¢ni
tkdni, na stavbé kosti a zubu, srazeni krve, uvoliiovani hormont a funkci enzymu.
Ptiblizn€ 99 % vapniku se nachazi v kostech a zubech ve formé& hydroxyapatitu, zbylé

1 % je ptitomno v extracelularnim prostoru a v buitkdch (Hanna et al. 2022).

Koncentrace vapniku v séru se u zdravych jedinci pohybuje v rozmezi 2,2-
2,6 mmol/l. Sérovy vapnik se vykytuje ve tfech formach: ionizovany (~ 50 %), vazany
na proteiny (napt. albumin, globulin, kalmodulin, ~ 40 %) a v komplexu s anionty, jako

je fosfat, citrat, uhli¢itan (~ 10 %) (Jeon 2008, Peacock 2010, Tinawi 2021).

Homeostdza vapniku je regulovdna slozkami hormonélniho systému, které fidi
jeho absorpci ve stieve, reabsorpci v ledvinach a kostni obrat. Mezi hlavni regulatory
patii parathormon, kalcitonin a 1,25-dihydroxyvitamin D (kalcitriol), coz je nejaktivné;si
forma vitaminu D. Pfi sniZzeni hladiny véapniku v séru dochazi k mensi aktivaci
vapnikovych receptori (CaSR), které se nachazi na povrchu buné¢k pfistitnych télisek.
V dtsledku toho dojde ke zvySeni sekrece parathormonu a ke snizeni renalni exkrece
vapniku. Parathormon plisobi na své receptory (PTHR) v kostech, ¢imz stimuluje kostni
resorpci, a v ledvinach, kde zvySuje tubularni reabsorpci vapniku a podporuje tvorbu
kalcitriolu. Kalcitriol vznikd v ledvinach z 25-dihydroxyvitaminu D, ktery se tvofi
v jatrech. Plisobenim na receptory vitaminu D (VDR) kalcitriol zvySuje absorpci vapniku
ve stfeve, snizuje sekreci PTH v pfistitnych téliskach a zvySuje kostni resorpci, coz ma
za nasledek zvysené uvoliiovani vapniku z kosti. Se vzestupem hladiny sérového vapniku
se tyto ucinky oto¢i a povedou ke snizeni jeho koncentrace. CaSR se také nachazi
ve §titné zlaze, kde reguluji uvolnovani kalcitoninu z C-bunék. Kalcitonin blokuje kostni
resorpci pii zvySené hladin€ vapniku a tim jeho uvoliiovani z kosti do krevniho ob&hu

(Blaine et. al 2015, Peacock 2010, Taylor a Bushinsky 2009, Tinawi 2021).
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3.1.1. Vstiebavani vapniku ve stieve

Denni piijem vapniku u primérného dospé€lého cloveka je asi 1000 mg. Ze stieva
je absorbovéano piiblizné 40 % podaného véapniku, z toho 90 % v tenkém a 10 % v tlustém
stitevé. Do stievniho lumen se navic zpétné vylucuje 20 %, coz vede k Cisté absorpci asi
200 mg denné. Tedy 80 % vapniku z denniho pfijmu je vylouceno stolici a 20 % moci

(Blaine et. al 2015, Taylor a Bushinsky 2009).

Absorpce ve stfeve je zprostfedkovana dvéma cestami. Transcelularni cesta je
aktivni proces, ktery zahrnuje pfestup vapenatych ionti pies membranu kartacového lemu
enterocytl, intracelularni difGizi a jejich vystup ptes bazolaterdlni membranu. Hlavnim
regulatorem této drahy je kalcitriol. Paracelularni cesta (mezi buiikami) je pasivni proces
a prevazuje, pokud je koncentrace vapniku v lumen stfeva vysokd (Blaine et al. 2015,

Bronner 2001, Diaz et al. 2017).

3.1.2. Vylu€ovani vépniku ledvinami

Asi 50 % sérového vapniku (ionizovana a komplexova forma) je volné filtrovano
pies ledvinovy glomerulus. Pfi normélni glomerularni filtraci se za 24 hodin ptefiltruje
asi 10 g vapniku. Z toho je pfiblizné€ 98 % zpétné reabsorbovano v nefronu a zbylych 100-
200 mg se vylouc¢i moci. V proximalnim tubulu se reabsorbuje 60-70 %, ve vzestupné
casti Henleovy klicky 20 %, v distalnim tubulu 10 % a ve sbémém kanalku 5 %
prefiltrovaného vapniku (Hanna et al. 2022, Jeon 2008).

V proximalnim tubulu se 85 % véapniku resorbuje pasivnim (paraceluldrnim)
transportem. Zbyvajicich 15 % je transportovano aktivni transcelularni drahou, ktera je
regulovédna parathormonem a kalcitoninem (7inawi 2021). Ve vzestupné ¢asti Henleovy
klicky také prevazuje pasivni paracelularni transport, ktery je ovlivnén elektrochemickym
gradientem. Gradient vznikéa diky kotransportéru Na*-K"-2CI" a draslikovému kanalu na
luminalni membrané, kteti vytvaii pozitivni membranovy potencial. Proteiny klaudin-16
a klaudin-19 vytvari komplex, ktery umoziiuje paraceluldrni transport vapniku.
Reabsorpci  vapniku v Henleové klicce ovlivitluje také CaSR nachazejici se
na bazolaterdlni membrané. Pokud je detekovéna vysoka hladina, dojde k inhibici
exprese klaudin a tim ke snizeni reabsorpce vapniku a k jeho zvySené exkreci moci

(Blaine et al. 2015, Hanna et al. 2022, Tinawi 2021).
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V distalnim tubulu a sbéracim kandlku se vapnik reabsorbuje transcelularné.
Transport je aktivni, protoze probiha proti chemickému a elektrickému gradientu.
V lumen je koncentrace vapniku nizsi nez v plazmé¢. Reabsorpci v téchto segmentech 1ze
rozdélit do tii krokti. Nejprve vapnik vstupuje ptes vaniloidni transientni receptorové
napétové kanaly 5 a 6 (TRPV5 a TRPV6) nachézejici se na luminalni membrané
do bunky. V buice se vaze na protein vazajici vapnik (kalbindin-D28k), ktery ho ptenese
cytosolem k bazolateralni membrané. Z buiiky do krevniho fecisté se dostava pres sodno-

vapenaty vyménik nebo Ca-ATPasu (Blaine et al. 2015, Hanna et al. 2022, Jeon 2008).

3.2. Patofyziologie vapniku
3.2.1. Hyperkalcémie

Hyperkalcémie je stav, kdy je hladina vapniku v krvi vyssi nez 2,6 mmol/l. Mtze
byt mirna (2,6-2,9 mmol/l), stiedni (3-3,5 mmol/l) nebo zavazna (>3,5 mmol/l) (Jomova
et al. 2022, Tinawi 2021). Nej€astéjSimi pfi¢inami jsou primarni hyperparatyre6za
(nadbytek parathormonu v disledku adenomu pfistitnych tcélisek nebo hyperplazie) a
nadory. Mezi dalSi pfiCiny patii napf. léciva (thiazidovad a jim podobna diuretika,
antacida), intoxikace vitaminem A a D nebo imobilizace. Hyperkalcémie se muize
projevovat neurologickymi a psychickymi poruchami (napf. zmatenost, poruchy
koncentrace, uzkost), gastrointestindlnimi (napf. zvraceni, zdcpa), renalnimi (napf.
polyurie, polydipsie, ledvinové kameny) a kardiovaskuldrnimi (napf. hypertenze,
zkraceni QT intervalu). Zavazna hyperkalcémie mize vést az k akutnimu selhdni ledvin
nebo srde¢nim dysrytmiim. Pacienti s mirnou hyperkalcémii mohou byt asymptomaticti.
Lécba miize zahrnovat podani klickovych diuretik, bisfosfonatii, kalcitoninu, rehydrataci
fyziologickym roztokem a hemodialyzu (Carroll a Schade 2003, Jomova et al. 2022,
Tinawi 2021).

3.2.2. Hypokalcémie

Hypokalcémie je definovana jako hladina vapniku v séru nizsi nez 2,12 mmol/l.
Mezi pfi¢iny patfi hypoparatyredza, nedostatek vitaminu D, onemocnéni ledvin,
hyper/hypomagnezémie, syndrom hladové kosti nebo Iéky (napf. bisfosfonaty).

Chronickd hypokalcémie je vétSinou asymptomatickd. Pfiznaky zahrnuji svalovou
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slabost, zmatenost, inavu, svalové kiece. U akutni mize dojit k laryngospasmu, tetanii,
prodlouzeni QT intervalu nebo nervosvalové podrazdénosti. Pii chronické hypokalcémii
se podava peroraln¢ vapnik a vitamin D, lécba akutni je zalozena na intravendznim

podavani vapniku (Fong a Khan 2012, Jomova et al. 2022, Tinawi 2021).

3.3. Fyziologie hor¢iku

Hoi¢ik je cCtvrtym nejhojnéji se vyskytujicim minerdlem a druhym
nejrozsifenéjSim intracelularnim kationtem v lidském téle (Grober et al. 2015, Terry
1991). Hoicik puasobi jako kofaktor Siroké skaly enzymi. Je nezbytny pro syntézu
nukleovych kyselin a proteind, intracelularni signalizaci, tvorbu kosti, neuromuskularni
drézdivost, oxidativni fosforylaci a spravnou funkci kardiovaskularniho systému (Blaine

etal. 2015, Seo a Park 2008).

V téle prumérného dospélého Cloveka se nachazi 22-29 g hotéiku. Kosti obsahuji
asi 60 %, ztoho 30 % je rychle dostupny hoi¢ik, ktery piedstavuje rezervoar pro
ptipadnou potiebu normalizace jeho hladiny v krvi. Pfiblizn€ 39 % hot¢iku se nachazi
v kosternim svalstvu a v m&€kkych tkanich, méné nez 1 % je v extracelularni tekutiné
(Barbagallo et al. 2021, Seo a Park 2008). Normalni koncentrace hoi¢iku v séru je v
rozmezi 0,76-1,15 mmol/l. Vyskytuje se ve tfech formach: ionizovany (55-70 %), vazany
na proteiny (20-30 %) a v komplexu s anionty, jako je fosfat, siran, citrat nebo

hydrogenuhlicitan (5-15 %) (Gréber et al. 2015).

Koncentrace hotc¢iku v séru je regulovana dynamickou rovnovédhou mezi jeho
absorpci ve stieve, exkreci ledvinami a vyménou ze zasob v kostech (Blaine et al. 2015).
Vstiebavani a vyluCovani hoiciku je ovliviiovdno kalcitriolem, parathormonem a
estrogeny. Uvolilovani parathormonu zvySuje reabsorpci hoi¢iku v ledvinach, absorpci

ve stfeve a jeho uvoliovani z kosti (Grober et al. 2015).

3.3.1. Vstfebavani hoi¢iku ve stieve

Mira stfevni absorpce hot¢iku je zavisla na jeho obsahu ve stravé. Pti jeho nizkém
ptijmu miZe byt absorpce az 80 % a naopak pii vysokém piijmu jen 20 %. Cista absorpce
je pfiblizné 100 mg/den. Ke vsttebavani dochazi prevazné v tenkém stfeveé, v mensi mife
ve stieve tlustém (Schuchardt a Hahn 2017). Absorpce hot¢iku probiha saturovatelnou
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transcelularni a nesaturovatelnou paracelularni drahou. Paracelularni cesta, stejn¢ jako u
vapniku, prevazuje pii vyssim piijmu hoiciku, je fizena elektrochemickym gradientem a
zavisi na permeabilité tésnych spoji mezi bunkami. Transcelularni cesta je
zprostfedkovana transientnimi receptorovymi napétovymi kanaly melastatinového typu
6 a 7 (TRPM6 a TRPM?7) (Blaine et al. 2015, Gréber et al. 2015, Schuchardt a Hahn
2017).

3.3.2. Vylucovani hot¢iku ledvinami

Pti normalni funkci ledvin se za den prefiltruje asi 2000-2400 mg hoiciku. Volné
filtrovano je ptiblizné€ 70 % sérového hoiciku (ionizovana a komplexova forma), z toho
se vétSina reabsorbuje a pouze 3-5 % (100 mg/den) je vylou¢eno moci. V proximalnim
tubulu se vstiebava 10-30 %, ve vzestupné casti Henleovy klicky 40-70 % a v distalnim

tubulu 5-10 % (Blaine et al. 2015, Ellison et al. 2021, Gréber et al. 2015).

Transport hoiciku v proximalnim tubulu probiha pravdépodobné paracelularni
cestou, kterd je zavisla na reabsorpci sodik/voda a luminalni koncentraci hot¢iku (Seo a
Park 2008). Ve vzestupné Casti Henleovy klicky se hoicik také resorbuje paraceluldrni
drahou, ktera je, stejné jako u vapniku, ovlivnéna elektrochemickym gradientem (Blaine
et al. 2015). V distdlnim tubulu pfevazuje aktivni transcelularni transport. Do buiky
hot¢ik vstupuje pomoci kandlu TRPM6 a zbunky vystupuje pravdépodobné pies

vyménik Na*/Mg>" na bazolateralni membrané (Ellison et al. 2021).

3.4. Patofyziologie hor¢iku
3.4.1. Hypermagnezémie

Hypermagnezémie nastava pii koncentraci hot¢iku v séru vyssi nez 1,15 mmol/l
a je nejcastéji pozorovana u pacientll se snizenou funkci ledvin (Jomova et al. 2022).
Mezi dalsi pficiny patii nadmérné uzivani laxativ, antacid a klystyra. Po¢atecni piiznaky
zahrnuji nauzeu, zvraceni, hypotenzi a z€ervenani obli¢eje. Se zvySujici hladinou se
mohou objevit neuromuskularni (napft. letargie, potlaceni Slachovych reflexti, Gtlum
dechu, svalova slabost) a kardiovaskularni pfiznaky (bradykardie az zastava srdce). Pfi

zjisténi nadbytku hotc¢iku by se mélo nejdiive zamezit jeho nadbyte¢nému piijmu (napf.
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zminéna hot¢ik obsahujici antacida). Lécba tézsich stavii zahrnuje intraven6zni hydrataci,

podavani klickovych diuretik, vapniku nebo hemodialyzu (Seo a Park 2008, Terry 1991).

3.4.2. Hypomagnezémie

Nedostatek hot¢iku je mnohem ¢astéjsi nez jeho nadbytek. Hypomagnezémie je
definovand jako koncentrace sérového hoiciku nizs$i nez 0,75 mmol/l (Gréber et al.
2015). Pric¢iny zahrnuji alkoholismus, malabsorpci (napi. ulcer6zni kolitida, Crohnova
choroba), onemocnéni ledvin, endokrinni poruchy (napt. hyperparatyredza,
hyperaldosteronismus) a uzivani nékterych 1é¢iv (napft. diuretika, cisplatina, inhibitory
protonové pumpy). Znamky nedostatku hoic¢iku se vétSinou projevi az kdyz hladina
klesne pod 0,5 mmol/l. Mezi pfiznaky mirné hypomagnezémie patii nevolnost, zvracent,
ztrata chuti k jidlu, letargie a unava. T¢€Z§i stavy se projevuji zvySenou nervosvalovou
drazdivosti (napt. zachvaty, svalové kiece, ties, vertigo) a poruchami kardiovaskularniho
systému jakou jsou dysrytmie a zvySend citlivost na digoxin. Lé¢i se podavanim

hotecnatych soli at’ uz peroralné nebo parenteraln¢ (Gréber et al. 2015, Seo a Park 2008).

3.5. Chelata¢ni terapie

Chelatac¢ni terapie se vyuziva pii intoxikaci tézkymi kovy. Chelatace je proces
zalozZeny na schopnosti chelatacniho ¢inidla vazat kovové ionty za vzniku komplexu, tzv.
chelatu. Idedlni chelatacni ¢inidlo by se mélo dobfe rozpoustét ve vod€ a zaroven byt
schopné prochdzet bunéénymi membranami, aby odstranilo téZké kovy z bunck. Dale by
mélo s kovem tvofit netoxické komplexy a chelatovat pti pH télnich tekutin. Dllezita je
také vyssi afinita chelatacniho ¢inidla k toxickému kovu nez k jinym endogennim kovim
v organismu. Nizké specifita a poddvani vysokych davek cheldtoru miize mit za nasledek
sniZeni hladiny vapniku a jinych esencidlnich prvkt (Kalia a Flora 2005, Kim et al. 2019,
Flora a Pachauri 2010).

3.5.1. Kyselina ethylendiamintetraoctovd (EDTA)

EDTA (Obr. 1) je chelata¢ni ¢inidlo s vysokou afinitou ke dvojmocnym a

trojmocnym kovim s nizkou elektronegativitou (napf. vapnik, hoi¢ik, olovo, zinek,
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mangan). V klinické praxi se pouzivaji pfi otravach tézkymi kovy (napf. olovem) a pfi
hyperkalcémii jeji soli: edetdt disodny (Na;EDTA) a edetdt vapenaty disodny
(CaNa;EDTA). V dnesni dobé se od pouzivani téchto soli opousti kviili snizovani hladiny
esencidlnich kovu, zejména vapniku a zinku, a nefrotoxicité. V soucasnosti probihaji
studie na posouzeni vlivu EDTA a jejich soli na 1écbu kardiovaskularnich onemocnéni

(Aaseth et al. 2015, Ferrero 2016, Kalia a Flora 2005).

A 0

Obr. 1: Chemicka struktura: A) EDTA, B) edetatu disodného, C) edetatu vapenatého

disodného. Vytvoteno za pomoci programu ChemDraw 20.0.

3.5.2. Kyselina ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)tetraoctova (EGTA)

EGTA (Obr. 2) je chelator s vyssi selektivitou k vapenatym iontlm, které
chelatuje v poméru 1:1. Dusiky ve struktute EGTA véaZou protony a kvili tomu je
chelatace vapniku zéavisla na pH. Vyssi je kolem pH 7 (Dominguez a Ward 2009, Tsien
1980).
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Obr. 2: Chemicka struktura EGTA. Vytvofeno

za pomoci programu ChemDraw 20.0.

3.5.3. Kyselina diethylentriaminpentaoctova (DTPA)

DTPA (Obr. 3) je schopna véazat dvojmocné a trojmocné kovy, jako je zinek,
zelezo, mangan, vapnik. Pfi fyziologickém pH mé DTPA 20krat vyssi afinitu k zinku nez
EDTA, ale vyslednd schopnost vazat zinek v organismu je ovlivnéna piitomnosti
ostatnich kovi a dostupnosti zinku. V n¢kolika studiich bylo zjisténo, ze pifi podavani
vapenaté soli DTPA (Ca-DTPA) se zvysila koncentrace zinku v moc¢i, zatimco u ostatnich
kovt ztistala hladina v normé&. Pfi uzivani zinec¢naté soli DTPA (Zn-DTPA) se nezvysilo
vylu¢ovani zadného kovu (Arts et al. 2018). Zn- i Ca-DTPA se vyuzivaji pii intoxikaci

aktinoidy, napf. plutoniem, americiem a curiem (Miller et al. 2010).

o) 0
0 HkOH HO)S o)
HO)J\/N\/\N/\/N\)J\OH

S(OH

0]

Obr. 3: Chemicka struktura DTPA. Vytvoifeno

za pomoci programu ChemDraw 20.0.

3.5.4. Dithizon

Dithizon neboli 1,5-difenylthiokarbazon (Obr. 4) patfi mezi nejpouzivané;jsi
fotometricka ¢inidla. Tvofi barevné komplexy s mnoha kovy (napt. s médi, olovem, rtuti,
zinkem, stiibrem, kadmiem, palladiem), které jsou nerozpustné ve vod¢ a rozpustné
v chloroformu a tetrachlormethanu. Dithizon se pouziva pro detekci téchto kovi v oblasti

biomediciny a zivotniho prosttedi (Ahmed a Alam 2003, Khan et al. 2005, Lo 1960,
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Normaya et al. 2019). Kolegové z moji pracovni skupiny pfipravili pfesnou, levnou a
rychlou metodiku pro screening novych cheldtorti zinku s vyuzitim dithizonu (Catapano

etal 2018).

Obr. 4: Chemicka struktura dithizonu. Vytvoteno

za pomoci programu ChemDraw 20.0.

3.5.5. Disodna stl kyseliny 1-nitroso-2-naftol-3,6-disulfonové (Na2NNDSA)

Na;NNDSA (Obr. 5) neboli nitroso-R sil je chromogenni ¢inidlo poprvé
predstavené v roce 1921. Tvofi komplexy s mnohymi kovy napt. s médi, kobaltem,
niklem, Zelezem, paladiem a rutheniem. Selektivity pro jednotlivé ionty je dosazeno
vhodnou upravou pH a méfenim absorbance pii maximalni vinové délce specifické pro
kazdy kovovy komplex (Kruanetr et al. 2008, Purachat et al. 2001, Samarina et al.
2012). Toto ¢inidlo bylo nedavno pouzito k ptipravé metodiky pro screening cheldtort

kobaltu (Moravcova et al. 2023).

Obr. 5: Chemicka struktura Naa2NNDSA. Vytvofeno

za pomoci programu ChemDraw 20.0.

3.5.6. Deferoxamin

Deferoxamin (Obr. 6) je latka produkovana bakterii Streptomyces pilosus a
nekolika druhy aktinomycet. M4 vysokou afinitu k Zelezu, ale 1 k jinym koviim jako je

napft. hlinik, zinek, kobalt a m&d’ (Bellotti a Remelli 2021, National Institute of Diabetes
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and Digestive and Kidney Diseases 2017b). Deferoxamin se pouziva pii akutni otraveé a
pfi pfetizeni organismu Zelezem u opakovanych transfuzi, které jsou nutné pro 1écbu f3-
thalasémie a srpkovité anémie (Aaseth et al. 2015, Bellotti a Remelli 2021). Daéle je

indikovan pfi chronickém pfetizeni organismu hlinikem (Smith 2013).

O (0] OH (0]
| H
AN NN N
N N N NH,
| H |
OH O (0] OH

Obr. 6: Chemicka struktura deferoxaminu. Vytvofeno za pomoci programu

ChemDraw 20.0.

3.5.7. Deferipron

Deferipron (Obr. 7) je alternativou k deferoxaminu v indikaci chronického
pfetizeni organismu Zelezem zplsobeného transfuzemi. Jeho vyhodou je perorélni
uzivani a niz$i riziko nezadoucich ucinkt. S vysokou afinitou vaze zelezo v poméru 3:1,
v mensi mife zinek a méd’. Mezi neZadouci Uc€inky deferipronu patfi snizovani hladiny
zinku, které lze vyteSit jeho suplementaci (4aseth et al. 2015, Hoffbrand et al. 2003,
National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases 2017a).

=

P4

AN

OH

Obr. 7: Chemicka struktura deferipronu. Vytvoreno

za pomoci programu ChemDraw 20.0.

3.5.8. Ferrozin

Ferrozin (Obr. 8) je chromogenni chelator Zeleza velmi dobie rozpustny ve vode¢.
Vaze ale pouze Zeleznaté ionty a pouZziva se jako jejich indikator. Od ostatnich indikatort

zeleza se 1isi vysokou citlivosti a stabilitou v $irokém rozmezi pH. Ferrozin s Fe*" tvofi
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komplex v poméru 3:1, ktery se da vyuzit k hledani novych cheléatort Zeleza (Hirayama
a Nagasawa 2017, Mladeénka et al. 2010, Smith et al. 2021, Stookey 1970). Dale byla

zjisténa tvorba komplext s kobaltem, rutheniem a osmiem (Gibbs 1976).

O\\ OH
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X \N
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Obr. 8: Chemicka struktura ferrozinu. Vytvotfeno

za pomoci programu ChemDraw 20.0.

3.5.9. ADR-925

ADR-925 je metabolit hydrolyzy dexrazoxanu (Obr. 9), ktery je jedinou klinicky
schvalenou latkou proti kardiotoxicit¢ navozenou antracyklinovymi antibiotiky
(doxorubicin, daunorubicin). ADR-925 se svou strukturou podoba EDTA a chelatuje
zeleznaté i Zelezité ionty (Jirkovsky et al. 2018, Simiinek et al. 2009, Schroeder a Hasinoff
2002).

{:I'\.
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Obr. 9: Chemicka struktura dexrazoxanu a jeho hydrolyza na ADR-925. Prevzato
z: Simtinek et al. (2008).
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3.5.10. D-penicilamin

D-penicilamin (Obr. 10) je strukturni analog cysteinu a degradacni produkt
penicilinu (Puglise et al. 2021). V klinické praxi se pouziva D-izomer, protoze L-izomer
zpisobuje zanét zrakového nervu (Flora a Pachauri 2010). Traduje se, Ze ma vysokou
afinitu k médi. To ale bylo dfive i nedavno zpochybnéno a jeho vliv na exkreci médi je
asi dan spise jeji redukci (Riha et al. 2013). Chelatuje ale jiné tézké kovy napf. olovo,
rtut’. Vytvari s nimi komplex rozpustny ve vod¢, ktery je néasledné vyluCovany moci.
Vyuziva se k 1é¢bé Wilsonovy choroby, cystinurie, t¢zké revmatoidni artritidy a nékdy
jako chelatacni cinidlo pfi intoxikaci tézkymi kovy. Velkou nevyhodou jsou jeho
nezadouci ucinky, které jsou bézné a postihuji fadu organi (daseth et al. 2015, Flora a

Pachauri 2010, Mejias a Ramphul 2022).

Obr. 10: Chemicka struktura D-penicilaminu.

Vytvoteno za pomoci programu ChemDraw 20.0.

3.5.11. Tetrathiomolybdenan amonny (ATTM)

ATTM (Obr. 11) je chelator médi, ktery pfi podavani mezi jidly vaze med
v plazmé. Pokud se podava po jidle, tak inhibuje vstiebdvani médi z potravy. Ve stieve
tvoii ATTM s médi a proteiny trojdilny komplex, ktery je vylucovéan do zluci (Lucena-
Valera et al. 2021, Roberts et al. 2008). V roce 2008 byl schvalen Evropskou lékovou
agenturou jako sirot¢i 1é¢ivo pro 1é€bu Wilsonovy choroby (EMA 2008).

ﬁ NH,*
S—Mo—S"
NHs g

Obr. 11: Chemicka struktura ATTM. Vytvoiteno

za pomoci programu ChemDraw 20.0.
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3.5.12. Kyselina bathocuproindisulfonova (BCS)

BCS (Obr. 12) je ve vod¢ rozpustny analog bathocuproinu. Ob¢ latky piednostné
vytvaii komplexy s méd’natymi ionty a pouZzivaji se pro stanoveni oxida¢niho stavu médi
a ke screeningu novych chelatori médi. BCS vaze Cu™ i Cu®" v poméru 2:1. Komplex
Cu-BCS, ma nejvyssi absorbanci pii vinové délce 483 nm, ale Cu?*-BCS; svétlo v téhle

oblasti neabsorbuje (Chen et al. 2016, Laggner et al. 2006, Riha et al. 2013).

Obr. 12: Chemicka struktura BCS. Vytvofeno za pomoci
programu ChemDraw 20.0.

3.5.13. Ninhydrin

Ninhydrin (Obr. 13) je latka, kterd wvytvaii s primarnimi aminy a a-
aminokyselinami vysoce zbarvenou slouceninu zndmou jako Ruhemmanova purpur.
Vyuziva se pro stanoveni latentnich otiskti prsti ve forenzni analyze (Das 2022).
Ninhydrin vytvafi barevné komplexy také s kobaltem, niklem a chromem (Mahmood et
al. 2012, Singh 1965). Jeho schopnost tvorby barevnych komplexi s kobaltem byla ale

nedavno vyvracena nasi skupinou (Moravcova et al. 2023).

0

OH

OH

0

Obr. 13: Chemicka struktura ninhydrinu. Pievzato

z: Mahmood et al. (2012).
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3.5.14. 8-hydroxychinoliny

8-hydroxychinolin a jeho derivaty (Obr. 14) jsou skupinou latek s riznymi
biologickymi aktivitami. Zéakladni strukturou téchto latek je bicyklickd sloucenina
slozend z pyridinového kruhu kondenzovaného k fenolu s hydroxylovou skupinou
v poloze 8. Diky kratké vzdéalenosti mezi fenolickou skupinou a heterocyklickym
dusikem jsou 8-hydroxychinoliny dobrymi chelatacnimi €inidly. S kovovymi ionty (napf.
s Cu®*, Mg?*, Zn**, Fe**, Mn*") tvofi ¢tyi- a Sestikovalentni komplexy. Kviili piitomnosti
fenolické skupiny jsou nachylné k Cetnym reakcim a strukturnim modifikacim. 8-

hydroxychinoliny maji  antineurodegenerativni, antioxida¢ni, antimikrobialni,

-----

A OH B OH C OH
N N N cl
Cl Cl
D OH I OH I OH
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Obr. 14: Chemicka struktura 8-hydroxychinolint: A) 8-hydroxychinolin, B) 5-
chlorochinolin-8-ol, C) chloroxin, D) kliochinol, E) jodochinol, F) 5,7-dibromochinolin-
8-ol, G) 8-hydroxy-7-jodochinolin-5-sulfonova kyselina, H) nitroxolin. Vytvofeno
za pomoci programu ChemDraw 20.0.
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4. Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda a) soucasné pouzivané chelatory
tézkych kovli maji schopnost interagovat s vapnikem a hot¢ikem, protoze vysledkem této
interakce muze byt pokles hladiny téchto kovli v lidském organismu a vznik nezddoucich

ucinki, b) ovéfit dlouhodobou stabilitu indikatoru o-kresolftalein komplexonu.
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5. Experimentalni ¢ast

5.1. Chemikalie

e Dihydrat chloridu vapenatého (CaCl,.2H>0O)
e Heptahydrat siranu hotecnatého (MgS0O4.7H>0)

e Spektrofotometricky indikator vapniku a hoiciku: o-kresolftalein komplexon

(CO)

e Kyselina arachidonova (AA) byla ziskana od Roche (Basilej, Svycarsko)

e Testované latky:

o

o

o

5-chlorochinolin-8-ol

5,7-dibromochinolin-8-ol

8-hydroxychinolin

8-hydroxy-7-jodochinolin-5-sulfonova kyselina

ADR-925 byl izolovan na Katedfe organické a bioorganické chemie FaF
UK skupinou prof. Vavrové.

ATTM

Deferipron

Deferoxamin byl pouzit v lyofilizované formé (preparat Desferal,
Novartis, Svycarsko)

Disodna stil kyseliny bathocuproindisulfonové (NaxBCS)

Dithizon

D-penicilamin

DTPA

Ferrozin

Chloroxin

Jodochinol byl zakoupen od Toronto Research Chemicals (Kanada)
Kliochinol

Na;EDTA

Na;NNDSA byl zakoupen od Acros Organics (USA)

Ninhydrin

Nitroxolin

Tetrasodna stl kyseliny ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)tetraoctové
(NasEGTA)
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Chemikalie pro pfipravu pufru:

o 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina (HEPES)

o Kiyselina octova

o Octan sodny

o Sodna sul HEPES (NaHEPES)

Rozpoustedla:

o Dimethylsulfoxid (DMSO) a metanol byly zakoupeny od Lach-Ner, s.r.o.
(CR)

o Fyziologicky roztok byl zakoupen od B. Braun (Melsungen, Némecko)

o Supercista voda byla pfipravena pomoci pfistroje Milli-Q RG (Merck
Millipore, Massachusetts, USA)

Pokud neni uvedeno jinak, tak vSechny chemikalie byly ziskané od firmy Sigma-

Aldrich (Némecko).

5.2. Pristroje

Agregometr Multiplate (Roche Diagnostic, Basilej, Svycarsko)

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

Spektrofotometr Hidex Sense Multimodal Microplate Reader (Hidex, Turku,
Finsko)

Tiepacka pro mikrotitraéni destiky IKA® MS3 digital (IKA®-Werke GmgH &
Co. KG, Staufen, Némecko)

5.3. Roztoky

Pufr o pH 7,5 byl pfipraven smichdnim vodného 15 mM roztoku NaHEPES a
14,3 mM roztoku HEPES.

Pufr o pH 6,8 byl pfipraven smichdnim vodného 15 mM roztoku NaHEPES a
71,7 mM roztoku HEPES.

Pufr o pH 5,5 byl pfipraven smichanim vodného 15 mM roztoku octanu sodného
a 2,7 mM roztoku kyseliny octové.

Pufr o pH 4,5 byl pfipraven smichanim vodného 15 mM roztoku octanu sodného
a 27,3 mM roztoku kyseliny octové.
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Zasobni roztok vapenatych iontl o koncentraci 10 mM byl pfipraven rozpusténim
navazky dihydratu chloridu vapenatého (My = 147,014 g/mol) ve vypocteném
objemu supercisté vody.

Zasobni roztok hotecnatych iontd o koncentraci 10 mM byl pfipraven
rozpu$ténim navazky heptahydratu siranu hofe¢natého (Mw = 246,475 g/mol) ve
vypocteném objemu supercisté vody.

Pracovni roztoky vépenatych a hofecnatych ionti o koncentraci 3; 2,1; 1,2 a
0,3 mM byly pfipraveny naifedénim ptislusnych zasobnich roztokl v Case potieby
supercistou vodou.

Zasobni roztok CC (Myw = 636,6 g/mol) o koncentraci 8 mM byl pfipraven
rozpusténim jeho navazky ve vypocteném objemu pufru o pH 7,5.

Pracovni roztok CC o koncentraci 4 mM byl ptipraven nafedénim jeho zasobniho
roztoku v Case potteby pufrem o pH 7,5.

Roztok AA o koncentraci 15 mM byl ptipraven rozpusténim zakoupeného kitu
supercistou vodou.

Zasobni roztoky Na,EDTA (My = 372,24 g/mol), DTPA (My = 393,35 g/mol),
ferrozinu My = 492,46 g/mol), Na4EGTA (Mw = 468,28 g/mol), ADR-925
(My, = 304,3 g/mol), Na2BCS (My = 564,54 g/mol), ATTM (My, = 260,28 g/mol),
deferoxaminu (Mw = 656,8 g/mol), deferipronu (My = 139,15 g/mol), D-
penicilaminu (My = 149,21 g/mol) a Na;NNDSA (My=377,25 g/mol)
o pozadované koncentraci byly pfipraveny rozpusténim v supercisté vode.
Zasobni roztoky dithizonu (My = 256,33 g/mol), kliochinolu (My = 305,5 g/mol),
jodochinolu (My = 396,95 g/mol), chloroxinu (My = 214,05 g/mol), nitroxolinu
My = 190,16 g/mol), 8-hydroxychinolinu (My = 145,16 g/mol), 5-
chlorochinolin-8-olu (Mw = 179,6 g/mol), 5,7-dibromochinolin-8-olu
(My, =303 g/mol) a 8-hydroxy-7-jodochinolin-5-sulfonové kyseliny
My =351,1 g/mol) o pozadované koncentraci byly pfipraveny rozpusténim
v DMSO.

Zasobni roztok ninhydrinu (Mw = 178,14 g/mol) byl pfipraven rozpusténim
v metanolu.

Zasobni roztoky Na;EDTA, NasEGTA a ADR-925 o poZadované koncentraci pro
oveéfeni metodiky na biologickém vzorku byly pfipraveny rozpusténim ve

fyziologickém roztoku.
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Pracovni roztoky testovanych latek o pozadované koncentraci byly ptipraveny
nafedénim ptislusnych zasobnich roztokti v ¢ase potieby ve stejném rozpoustédle
jako zésobni roztoky.

Zasobni roztoky CC, vapenatych a hofeCnatych iontl a pufr se uchovavaly

v lednici, zésobni roztoky testovanych latek v mrazaku.

5.4. Méreni kalibra¢ni kiivky vapenatych a hore¢natych ionti

1.

NS ok

Do ur¢enych jamek mikrotitra¢ni desticky bylo pfidano 150 ul pufru o riznych
pH (7.,5; 6,8; 5,5 a 4,5).

Nasledné bylo napipetovano 50 ul supercisté vody do vsech jamek.

. Do zelenych jamek (Obr. 15) bylo pfidano 50 pl roztoku véapenatych ionti

o koncentraci 3; 2,1; 1,2 nebo 0,3 mM, do modrych 50 ul supercisté vody a
do oranzovych 50 pl odpovidajiciho pufru.

Desticka se nechala 1 minutu michat na tiepacce.

Do vsech jamek bylo pfidano 50 pl 4 mM roztoku CC.

Zmé&feni absorbance pii vlnové délce 573 nm hned a po 5 minutéch.

Cely postup byl zopakovan s hofecnatymi ionty, absorbance byla méfena pii

vlnové délce 568 nm.
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3 mM roztok | 2,1 mMroztok | 1,2 mM roztok | 0,3 mM roztok | 0 mM roztok
Ca”/lVIgB Ca2+/Mg2+ Caz+/Mg2+ Ca2+/Mg2+ Ca2+/Mg2+
vzorky s CC
slepé vzorky s
indikatorem
Jamky s ionty a CC
Jamky s pufrem a CC, bez iontt

Jamky se super €istou vodou a CC, bez ionti

Obr. 15: Tabulka znazoriiujici méfeni kalibracni kiivky

5.5. Méreni chelatace vapenatych a hofecnatych iontu

1.

Do urcenych jamek mikrotitra¢ni desti¢ky bylo napipetovano 150 ul pufru o pH
7,5.

Dale bylo do vSech sloupct kromé posledniho pfidano 50 pl 3 mM roztoku
vapenatych iontil, do posledniho 50 pl superc€isté vody.

Ptidani 50 pl roztoku testované latky o pozadované koncentraci (ci-cx), do
poslednich dvou sloupctt 50 pl rozpoustédla podle toho, ve kterém byla latka
rozpusténa (Obr. 16).

Desticka se nechala 1 minutu michat na tiepacce.

Do prvnich tfi fad bylo pfidano 50 pl 4 mM roztoku CC, do posledni fady 50 ul
pufru o pH 7,5.

Zméfeni absorbance pii vlnové délce 573 nm hned a po 5 minutach.

Byl zopakovany cely postup s hotfecnatymi ionty, absorbance byla méfena pfi

vlnové délce 567 nm.
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c c c c pozitivni negativni
! 2 3 X kontrola kontrola
vzorky s CC
slepé
vzorky
Jamky s testovanou Jamky s testovanou
latkou, ionty a CC latkou a ionty, bez CC
Jamky s ionty a CC, Jamky s ionty, bez
bez testované latky testované latky a CC
Jamky s CC, bez Jamky bez testované
testované latky a iontt latky, iontli a CC

Obr. 16: Tabulka znazornujici méteni chelatace

5.6. Ovéreni metodiky na biologickém vzorku

1. Do kyvety bylo napipetovano 300 pl zahtatého fyziologického roztoku.

2. Bylo ptidano 300 pl lidské krve (odebrané zdravym dobrovolnikiim po podepsani
informovaného souhlasu; schvéleno etickou komisi FaF UK z 13. kvétna 2021).
Poté bylo napipetovano 5 ul testované latky nebo fyziologického roztoku.
Inkubace 3 minuty pii 37 °C.

Dale bylo pfidano 5 pl 15 mM AA jako induktoru agregace krevnich desticek.

A

Po dobu 6 minut byla monitorovana agregace krevnich desticek pomoci

agregometru Multiplate®, jehoZ vyhodou je moZnost méfeni celé krve.
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5.7. Stanoveni stability reagencii

Pro stanoventi stability reagencii byly pfipraveny ti1 3 mM roztoky CC v pufru o
pH 7,5 a oznaceny jako CC-A, CC-B a CC-C. Tyto roztoky byly porovnavany s cerstvymi

roztoky pfipravenymi pied kazdym méfenim a mezi nimi byla sledovana zavislost.

1. Do vSech ur¢enych jamek bylo napipetovano 150 ul pufrus pH 7,5.

2. Poté bylo do vSech jamek ptidano 50 pl supercisté vody.

3. Do zelenych jamek bylo pfidano 50 pul 3 mM roztoku véapenatych iont, do
modrych jamek 50 pul 3 mM roztoku hofec¢natych iontl a do oranzovych jamek
50 pl supercisté vody viz. Obr. 17.

4. Desticka se nechala 1 minutu michat na tiepacce.

5. Do 1. a 2. sloupce bylo napipetovano 50 ul starého 3 mM roztoku CC-A, do 3. a
4. 50 pl starého 3 mM roztoku CC-B, do 5. a 6. 50 pl starého 3 mM roztoku CC-
C,do 7. a 8. 50 ul nové pripraveného 3 mM roztoku CC-A, do 9. a 10. 50 ul nove
pripraveného 3 mM roztoku CC-B, 50 pl nové ptipraveného 3 mM roztoku CC-
C.

6. Absorbance byla métena pii vinové délce 570 nm hned a po 5 minutach.
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1 2 3 4 5 6
Stary CC-A Stary CC-B Stary CC-C
Ca Mg Ca Mg Ca
> >
< >
7 8 9 10 11
Novy CC-A Novy CC-B Novy CC-C
Ca Mg Ca Mg Ca Mg

Jamky s vapenatymi ionty a CC

- Jamky s hofe¢natymi ionty a CC

Jamky se super ¢istou vodou a CC

Obr. 17: Tabulka znazoriiujici méfeni stability
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5.8. Matematicko-statistické zpracovani vysledkii

Vysledky jsou vyjadieny jako primeér = smérodatnd odchylka vypocitana podle

x_f 2 . . I3 I3 ’ IR . 4 I4 o
vzorce X - ) . Pro statistické porovnani stability byl pouzit neparovy Studentlv t-

test. Mira chelatace vapniku a hoic€iku v procentech byla vypocitana podle nasledujici
rovnice:

Ax— Ay

chelatace [%] = (1 — —
Ap— AN

)><100

Ax — absorbance vzorku (chelator + iont + CC)
Ay — absorbance negativni kontroly (CC)

Ap — absorbance pozitivni kontroly (iont + CC)

Grafy s 95 % konfiden¢nimi intervaly byly vytvofeny pomoci programu
GraphPad Prism 9.1.0 (GraphPad Software, USA). Agregace krevnich desticek byla

vypocitana podle nasledujici rovnice:

plocha pod ktrivkou testované latky

Agregace [%] = ( ) X 100

plocha pod ktivkou slepého vzorku

Korelaéni analyza byla provedena parametrickym (Pearsonovym) 1

neparametricky Spearmanovym testem opét v programu GraphPad.
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6. Vysledky
6.1. Zméreni kalibra¢ni kiivky

Kalibrac¢ni kiivka vapenatych a hotfecnatych ionti byla métena pii pH 7,5; 6.,8;
5,5 a 4,5 podle postupu v kapitole 5.4. Pii pH 7,5 vytvotily vapenaté i hofecnaté ionty
s CC barevny detekovatelny komplex a absorbance byla umérné zavisla na koncentraci.
Pti pH 6,8 a 5,5 byla sice také pozorovana castecné linedrni zavislost mezi absorbanci a
koncentraci testovanych iontd (R2>0.75), ale vzestup absorbance v zavislosti na
koncentraci véapenatych nebo hofecnatych iontd byl velmi maly, a tudiZz nelze tuto
metodiku pouzit pfi téchto pH z divodu velmi malé citlivosti. Pti pH 4,5 ptidavek
vapenatych nebo hofecnatych iontli nezpusobil prakticky vibec zadny vzestup

absorbance (Obr. 18 a 19). Proto bylo pro dalsi méteni vybrano pouze pH 7,5.

A

R?=0,9915
0,5 k=0,58 ®pH 7,5
0'4 ............... RZ = 0,8
N o k=0,06 ®pHE,8
5”1 o R*=0,7515  @pHS5,5
s 023 . JURSE S . k= 8,8(1)002 g ®PHAS
O N1 Beeeereccsoscosscscsssscsssofoscecosccscsccscssccsilococccossoccscsscssos R =0, 5
c 01 o 8 ® 3 k =9,63x105
0,0 T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
koncentrace Ca?* [mM]
R2=0,9912
0,5 ° k=0,6 epH7,5
o044 e R?=0,8
g S o k=0,06 ®pH6,8
8 ot I . R2=0,8706 @ pHS5,5
§ 023 .. o RIZ ) 8’816 ® pH 4,5
-‘% 0,1 @:ose Qi n, ............... 8 s - _2,’85)(1073
0,0 T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

koncentrace Ca?* [mM]

Obr. 18: Kalibracni kiivka vapenatych iontli v ¢ase 0 (A) a po 5 minutdch (B). Finalni
koncentrace CC byla vZzdy 0,67 mM. V kazdé koncentraci byla provedena 3 méfeni u

kazdého pH.

37



>

R?=0,9953
0,8 k=0,92 ®pH 7,5
R2 =0,9506
v 0,6 ees® ’ ® pH 6,8
e | e k=0,05 .
S8 0ad e (N R?=0,0419 @®pH5,5
- ettt
s | o k=-0,01
£ 027 o R2=02506 O PHA3
..... © eorvesnnssansssnns@eerannenneenannnnnen@uuuanssassasiasisiini@ =-0,01
0’0 L] L] L] L] L] L] 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
koncentrace Mg2* [mM]
R?=0,9953
0,8 k=0,92 ®pH 7,5
g 06 @ 1709506 ¢pHe,8
e | k=0,05
S o0ad e o R?=0,1527 @ PH5,5
= e -
2 o1 e ° =00 ®pH 4,5
2 023 - R? = 0,4796
..... c...........-..”.-..-..0.--.u-.-u-uluuueln::::::::::::::::::' k =-0,01
0'0 L] L] L] L] L] L] 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

koncentrace Mg?* [mM]

Obr. 19: Kalibra¢ni kiivka hotfecnatych iont v ¢ase 0 (A) a po 5 minutach (B). Finalni
koncentrace CC byla vzdy 0,67 mM. V kazdé koncentraci byla provedena 3 méfeni u

kazdého pH.
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6.2. Chelatace vapenatych a hore¢natych ionti

U 21 latek byla zkoumana schopnost chelatovat vapenaté a hotecnaté ionty podle
bodu 5.5. Chelatacni aktivita byla stanovena odectenim volnych nezchelatovanych iontt.
U tady latek byla chelata¢ni ucinnost nebo neucinnost vizudlné¢ patrna. Pokud totiz
testovand latka nebyla schopnd navazat véapenaté nebo hofecnaté ionty, zbarvil se
testovany vzorek po ptfidani CC do fialovorizova, tedy barvy komplexu CC s vapnikem
nebo hoicikem. Pro hlubsi porovnani chelata¢ni Uc¢innosti jednotlivych latek byly
zkonstruovany 95 % konfiden¢ni intervaly chelatac¢nich kiivek. Na Obr. 20-22 jsou
zobrazeny vSechny latky a u kazdé lze pfimo porovnat rozdily v chelataci vapenatych i
hotecnatych iontl. U fady latek se chelata¢ni kiivky téchto iontii prekryvaly, ale byly zde
pozorovany 1 vyznamné rozdily. Nejmarkantnéjsi rozdil byl pozorovan u Na4EGTA, tato
latka vibec nechelatovala hoic¢ik ale siln€¢ vapnik (Obr. 20D). Naopak 5,7-
dibromochinolin-8-0l nechelatoval, alesponn v testovanych koncentracich, véapnik,
zatimco mél nezanedbatelnou afinitu k iontim hot¢iku (Obr. 21B). Podobné jako
posledné jmenovany se choval i chloroxin (Obr. 21C). U 8-hydroxychinolinli byl ale
obecné problém dosédhnout vyssich koncentraci, aby nedoslo k precipitaci. Je tedy mozné,
ze ve vyssich pomérech chelatuji 1 tyto zminéné latky alespon ¢astecné oba kovy. D4 se
tak usuzovat podle vice rozpustnych derivatl, jako je 8-hydroxychinolin, nitroxolin a
kyselina 8-hydroxy-7-jodochinolin-5-sulfonova. Ztetelné vyssi afinitu k iontim hotciku
mél také deferipron. Mirn€ vyssi afinitu k vapenatym iontim mély nasledujici chelatory:

ADR-925 (Obr. 20B), Na;NNDSA (Obr. 21D) a ATTM (Obr. 22E).

Orientacni shrnuti vSech testovanych latek je na Obr. 23-24. Nejucinngjsi latky
jsou pak pro lepsi orientaci zobrazeny na dal§im obrazku (Obr. 25), latky ze skupiny 8-

hydroxychinolint na Obr. 26.

Viapenaté ionty nejvice chelatovaly latky ADR-925, DTPA, Na;EDTA a
Na4EGTA (Obr. 25A). Pti koncentraénim poméru 1:1 vychytaly vice nez 90 % volného
vapniku, 1ze tedy predpokladat formu komplexu 1:1. Mezi chelatory s nizsi chelata¢ni
aktivitou miizeme zaradit nitroxolin, kyselinu 8-hydroxy-7-jodochinolin-5-sulfonovou,
Na;NNDSA, ferrozin, NaxBCS, D-penicilamin a deferoxamin. Nitroxolin, kyselina 8-
hydroxy-7-jodochinolin-5-sulfonovd, Na,NNDSA a ferrozin pti koncentraénim poméru
1:1 chelatovaly piiblizn¢ 30 % volného vapniku, coz naznacuje komplex 3:1,

chelator:Ca*". Nicmén& témé&f 100 % chelatace dosahovala kyselina 8-hydroxy-7-
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jodochinolin-5-sulfonové az pti poméru 5:1 a nitroxolin, NaNNDSA a ferrozin dokonce
pfi poméru 10:1. Pfiblizné¢ 30 % chelataci vykazovaly NaBCS, D-penicilamin a
deferoxamin pii koncentraénim poméru 10:1. Ostatni latky chelatovaly vapnik

nevyznamné¢ nebo vibec.

Hofecnaté¢ ionty byly nejvice chelatovany ADR-925, DTPA, NaEDTA,
jodochinolem, chloroxinem, kliochinolem, 5,7-dibromochinolin-8-olem a kyselinou 8-
hydroxy-7-jodochinolin-5-sulfonovou (Obr. 25B). Oproti chelataci vapenatych ionti
jsme ale pozorovali vyznamné rozdily. Pti koncentraénim poméru 1:1 dosahovala
chelata¢ni aktivita zhruba 50 % u kyseliny 8-hydroxy-7-jodochinolin-5-sulfonové.
Z tohoto nalezu lze usuzovat na vznik komplexu 2:1, chelator:Mg?*. U chloroxinu, DTPA
a Na;EDTA to bylo téméf 100 % a lze tedy predpokladat komplex 1:1. U ADR-925 byla
chelatace cca 75 % a stechiometrie komplexu je tedy nejasna. Dalsi latky jiz chelatovaly
méng: ferrozin, NaaNNDSA a nitroxolin vazaly pii koncentracnim poméru 1:1 15-40 %
volného hoic¢iku a pii poméru 10:1 dosahovaly ke 100 %, deferipron pfi poméru 10:1
chelatoval 50 %. Zbylé latky nedokéazaly navazat hoicik viibec nebo jen pii vysoké

koncentraci.
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Obr. 20: Chelatacni aktivita: A) Na2EDTA, B) ADR-925, C) DTPA, D) Na4sEGTA,

E) kyseliny 8-hydroxy-7-jodochinolin-5-sulfonové, F) jodochinolu, G) deferoxaminu.

Finalni koncentrace iontt byla vzdy 0,5 mM.
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Obr. 21: Chelata¢ni

aktivita: A) kliochinolu, B) 5,7-dibromochinolin-8-olu,

C) chloroxinu, D) Na;NNDSA, E) deferipronu, F) D-penicilaminu, G) nitroxolinu.

Finalni koncentrace iontl byla vzdy 0,5 mM.
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Obr. 22: Chelata¢ni aktivita: A) ferrozinu, B) Na;BCS, C) 5-chlorochinolin-8-olu,

D) ninhydrinu, E) ATTM, F) 8-hydroxychinolinu, G) dithizonu.

iontl byla vzdy 0,5 mM.

Finalni koncentrace
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Obr. 23: Porovnani chelatacni aktivity testovanych latek pro vapnik. Finalni koncentrace iontli byla vzdy 0,5 mM. Nejvyssi finalni

koncentrace deferipronu, deferoxaminu a D-penicilaminu byla 25 mM, 8-hydroxychinolinu, Na;BCS 10 mM, Na,NNDSA 7,5 mM,

ferrozinu, ATTM, ninhydrinu a nitroxolinu 5 mM, kyseliny 8-hydroxy-7-jodochinolin-5-sulfonové 2,5 mM, ADR-925 a Na,EDTA
2 mM, 5-chlorochinolin-8-olu 1,8 mM, DTPA 1,5 mM, dithizonu 0,83 mM, Na4sEGTA 0,67 mM, kliochinolu 0,5 mM, 5,7-

dibromochinolin-8-olu 0,42 mM, jodochinolu a chloroxinu 0,3 mM.
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Obr. 24: Porovnani chelatacni aktivity testovanych latek pro hoi¢ik. Findlni koncentrace iontl byla vzdy 0,5 mM. Nejvyssi finalni
koncentrace deferipronu, deferoxaminu a D-penicilaminu byla 25 mM, ATTM, 8-hydroxychinolinu, NaBCS a Na,NNDSA 10 mM,
ferrozinu, ninhydrinu a nitroxolinu 5 mM, kyseliny 8-hydroxy-7-jodochinolin-5-sulfonové 2,5 mM, Na;EDTA 2 mM, 5-chlorochinolin-
8-olu 1,8 mM, DTPA 1,5 mM, ADR-925 1 mM, dithizonu 0,83 mM, NasEGTA 0,67 mM, chloroxinu 0,5 mM, 5,7-dibromochinolin-8-olu
a kliochinolu 0,35 mM, jodochinolu 0,27 mM.
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Obr. 25: Latky, které nejvice chelatovaly vapnik (A) a hot¢ik (B). Srovnani pomoci 95 %

konfidenénich intervala.
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(A) a hot¢ik (B).
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6.3. Stabilita komplexi

Stabilita komplexti CC s vapenatymi a hofecnatymi ionty byla vypocitana jako
pomér chelatace v ¢ase 5 minut ke chelataci v ¢ase 0. Analyza stability (Obr. 27) byla
provedena jen u latek, které chelatovaly vice jak 30 % iontd pii koncentratnim poméru
1:1. Za minimalni smysluplnou chelataci bylo povazovano 10 %. Nebylo mozné také
zanalyzovat nékteré latky ze skupiny 8-hydroxychinolinii (chloroxin, jodochinol,
kliochinol, 5,7-dibromochinolin-8-ol). Ty chelatovaly vyznamné az v koncentracich,
které nejsou stabilni v naSem pouzitém modelu, a komplexy nebo testované latky béhem
meéfené¢ho obdobi precipitovaly. VSechny zahrnuté latky (NasEGTA, DTPA, ADR-925,
Na;EDTA, nitroxolin, kyselina 8-hydroxy-7-jodochinolin-5-sulfonovd) tvofily stabilni
komplexy. U ADR-925 je uvedena pouze stabilita komplexu s hot¢ikem, protoze data u

vapniku po 5 minutidch nebyla omylem ulozena.

140%

120%

100% I [ [
80%
60% Ca
40% = Ve
20%
0%

Na2EDTA ADR-925 DTPA  Na4EGTA nitroxolin  kys. 8-
hydroxy.

Stabiita komplext

Obr. 27: Stabilita komplexi CC-Ca a CC-Mg po 5 minutach.
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6.4. Ovéreni metodiky na biologickém vzorku

Podle postupu v kapitole 5.6. byla ovéiena chelatacni aktivita nejucinnéjSich
chelatortt vapniku, které¢ byly rozpustné ve vodném prostredi, na vzorcich lidské krve.
Pro agregaci krevnich destiCek je dilezity vapnik. Pokud ho chelator navazal, tak
agregace nemohla probihat. VSechny zkoumané latky byly schopné pii urcité koncentraci
navazat vapnik tak, ze neprobihala zadna agregace (Obr. 28). Jako nejucinnéjsi vychazi
NaxEDTA, naopak ADR-925 bylo potieba pro dosazeni nulové agregace pouzit ve vyssi

koncentraci nez zbylé dvé latky.

3
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S 100 i\%_.._ - NayEDTA

§ —— ADR-925
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Obr. 28: Agregace krevnich desticek po pfidani NasEGTA, Na;EDTA a ADR-925. Jako

induktor agregace byla pouzZita kyselina arachidonova ve finalni koncentraci 123 pM.
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6.5. Stabilita reagencii

Druhym cilem prace bylo ovéfeni stability indikatoru. Stabilita byla méfena podle
postupu v bod¢ 5.7. Byly sledovany rozdily absorbanci oproti absorbanci zméfené prvni
den a také absorbancemi métenymi kazdy testovany den se vzorky pfipravenymi prvni

den.

Pti porovnani absorbanci métfenych prvni den experimentu s absorbancemi
méfenymi dalsi dny byly nalezeny vyznamné rozdily u komplexu indikatoru s hot¢ikem
uz 21. den (Obr. 29-31). Naopak pii srovnani absorbanci méfenych kazdy testovany den
u novych vzorkil s roztoky pfipravenymi prvni den nebyly rozdily nalezeny po dobu
nejméne 105 dni (Obr. 32-34). Na Obr. 35 je zobrazena teplota v laboratofi pii ptipravé
reagencii a teplota pfi vlastnim spektrofotometrickém meéfeni. Pti korela¢ni analyze
pfedpokladajici linedrni vztah mezi teplotou a absorbancemi byla nalezena korelace jen
mezi teplotou v laboratofi pfi piipravé a absorbanci komplexu CC-Ca (Tab. 1, Obr. 36).
Tato korelace tedy nebyla potvrzena mezi stejnou teplotou a indikatorem a/nebo jeho
komplexem s CC-Mg. Stejné nebyla nalezena korelace mezi absorbanci a teplotou pii
méfeni. Pro ovéfeni byla provedena i neparametricka korelac¢ni analyza (Tab. 1), u ni se
paradoxné prokazal vztah mezi teplotou pii méfeni a absorbanci komplexu indikator-

hoi¢ik.

absorbance vs. teplota v absorbance vs. teplota pii
laboratofi meéteni
> (p) 1s (p) v (p) rs(p)
Voda -0,01 (0,96) 0,45 (0,053) -0,39 (0,09) -0,14 (0,57)
CC-Ca komplex -0,7 (0,0008) | -0,18(0,47) -0,35(0,3) -0,40 (0,09)
CC-Mg komplex -0,29 (0,23) -0,32 (0,18) -0,32(0,18) -0,59 (0,008)

Tab. 1: Korela¢ni analyza mezi teplotou a absorbancemi. rp — Pearsontiv korelacni

koeficient, rs — Spearmantv korela¢ni koeficient, p — p-hodnota.
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Obr. 29: Stabilita absorbanci roztoku indikatoru CC v porovnani s absorbanci stejného

roztoku zmétenou 1. den experimentu.
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Obr. 30: Stabilita absorbanci komplexu indikatoru CC s vapnikem v porovnani

s absorbanci stejného komplexu zméfenou 1. den experimentu.
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Obr. 31: Stabilita absorbanci komplexu CC s hof¢ikem v porovndni s absorbanci
stejného komplexu zméfenou 1. den experimentu. * p <0,05 a ** p <0,01 proti absorbanci

zméfené 1. den.
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Obr. 32: Stabilita absorbanci roztoku indikatoru CC pfi porovnani méteni ve stejny den
— novy roztok vs. roztok pfipraveny 1. den experimentu. ** p <0,01 proti roztoku

pfipravenému 1. den.
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Obr. 33: Stabilita komplexu CC s vapnikem pii porovnani méteni ve stejny den — nové
roztoky vs. roztoky pfipravené 1. den experimentu. * p <0,05 a *3** p <0,001 proti roztoku

ptfipravenému 1. den.
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Obr. 34: Stabilita komplexu CC s hoi¢ikem pii porovnani méteni ve stejny den — nové
roztoky vs. roztoky pfipravené 1. den experimentu. ** p <0,01 proti roztoku

pfipravenému 1. den.
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teplota [°C]

Obr.

Obr. 36: Korelace teploty a absorbance komplexu CC-Ca. p = 0,001.
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7. Diskuse

Chelatory tézkych kovl se pouzivaji ke snizeni jejich nadmérné koncentrace
v lidském organismu. Je dilezité, aby tyto latky byly dostatecné selektivni k urcitému
kovu a nedochdzelo tak k odstrafiovani jinych télu potiebnych prvki. Je znamo, ze
klinicky vyuzivané chelatory Zeleza, deferoxamin, deferipron a deferasirox, chelatuji také
zinek (Crisponi et al. 2015, Erdogan et al. 2013, Flora a Pachauri 2010). Podobné je
také EDTA neselektivni a chelatuje fadu kovl (4aseth et al. 2015). Cilem této diplomové
prace bylo urcit, jestli jsou soucasné klinicky pouzivané a vybrané experimentalni
chelatory téZkych kovli schopné vazat i vapenaté a hotecnaté ionty. SniZeni hladiny téchto
kovi v lidském organismu mtize mit za nasledek vznik nezadoucich uc¢inki. Chelatory,

které vapnik a hoi¢ik nechelatuji, by principialné mély byt terapeuticky vyhodné;jsi.

Schopnost vazat vapenaté a hofe¢naté ionty byla stanovena u 21 latek. Pro detekci
chelatace byla pouzita spektrofotometrickd metoda, kterd byla zatim publikovana pouze
formou diplomové prace (Konecny 2021). Tato metodika je zalozena na méfeni
absorbance komplexu indikatoru CC a volnych vépenatych nebo hote¢natych ionti.
Z duvodu nizké, ale stale métitelné absorbance (0,01-0,07) samotného indikatoru se dalo
predpokladat, ze materidly pouzivané k méteni obsahuji malé mnoZstvi iontd. Po pfidani
silného neselektivniho chelatoru iontl Na,EDTA, ktery by ptipadné skryté ionty navazal,
se tahle teorie neprokéazala. K méfeni byl vybran pufr o pH 7,5, protoZe citlivost této
metodiky u niZSich pH byla velmi mald. Novym vysledkem je ur¢eni dlouhodobé stability
indikétoru. Pokud je indikator uskladnén v lednici, 1ze jej pouzit az po dobu 105 dni. To
je z ekonomického 1 praktického hlediska velmi vyhodné, protoze neni potteba neustale
pfipravovat novy roztok. V tomto piipadé€ je tieba ale upozornit, Ze nelze brat hodnotu
absorbance za absolutni, protoZe je dobfe znamo, Ze je absorbance zavisla na teploté a ta
v nasi laboratofi nebyla stabilni. Pfi porovnani absorbanci indikatoru a jeho komplext
s testovanymi kovy zmétenou prvni den a nasledujici dny, 1 kdyZ se jednalo o stejné
roztoky, byly rozdily nalezeny hned po 3 tydnech. Pokud se ale absorbance porovnévala
ten stejny den u roztokl pfipravenych 1. den a novych, tak rozdily nebyly nalezeny po
dobu zminénych 105 dni. Korela¢ni analyza ale nasi teorii pln¢ neprokézala, vztah, a to
navic inverzni, byl nalezen jen mezi teplotou v laboratofi a absorbanci komplexu
indikétoru s vapnikem. Vysvétleni toho jevu neni jasné. Je samoziejmé mozné, ze vztah
mezi absorbanci a teplotou neni linearni, ale ani neparametricka analyza prostfednictvim

vypocteni Spearmanova korelacniho koeficientu neprokazala vztah u vSech métenych
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absorbanci. Je zajimavé, Ze s teplotou se absorbance snizovala. V literatufe ale bylo
popséno, ze s teplotou miize absorbance u nékterych vinovych délek stoupat a u jinych

klesat (Sonnessa 1977).

Na;EDTA tvoii komplexy s rliznymi kovy se stechiometrii 1:1 (Hafer et al. 2020,
Riha et al. 2013), coz jsme prokazali u vapniku i hoi¢iku. Ovéfili jsme, ze NasEGTA
selektivné vaze vapnik se stechiometrii 1:1, zatimco hoicik nechelatuje viibec
(Dominguez a Ward 2009). Latky, které nechelatovaly vapnik ani hot¢ik viibec nebo jen
velmi maélo ve vysokych koncentracich, byly ninhydrin, dithizon, ATTM, 8-

hydroxychinolin a 5-chlorochinolin-8-ol.

Testované chelatory byly s vyjimkou 8-hydroxychinolind rGzné chemické
struktury. Pouze u 8-hydroxychinolinli byla otestovana fada téchto latek, a tak jsme se
mohli pokusit stanovit vztah struktura — G€inek. Tento ukol byl ale znaéné zkomplikovan
vznikem srazenin pii vysSich koncentracich. V kazdém ptipadé lze ptedpokladat
chelataci iontli vapniku i1 hoi¢iku u vSech téchto testovanych latek ve vysSich
koncentracich, protoze i zékladni latka této skupiny 8-hydroxychinolin chelatovala oba
tyto kovy. Je dobfe znamo, Ze substituenty (halogeny, nitroskupina) zvysSuji chelatacni
Gi¢inek téchto latek u jinych kovil (Prachayasittikul et al. 2013, Riha et al. 2013). Studie
s kobaltnatymi ionty zatim nebyla provedena. V nasi studii bylo prokézano, Ze minimalng
derivat s vyssi hydrofilitou — kyselina 8-hydroxy-7-jodochinolin-5-sulfonova je také
ucinny chelator. Podobné bylo docela piekvapivé mozné zkonstruovat celou chelata¢ni
kiivku také wu nitroxolinu. Nitroxolin s nitroskupinou ale nebyl jednoznacné
nejucinnéjSim chelatorem vapniku a hotciku této skupiny. Substituce halogeny se jevi
vyhodné;jsi, ale detailni vztah struktura — uc¢inek nebylo diky vySe zminénym limitacim
mozné provest. V kazdém ptipadé 1ze ale shrnout, ze zdkladni skelet (8-hydroxychinolin)
ani substituce jednim halogenem bez dalsi substituce (5-chlorochinolin-8-ol) neni spojena

s vyznamnou chelataci vapniku a hotciku.

Ove¢reni chelatace na agregaci krevnich desticek bylo provedeno pouze se 3
nejudinngjsimi chelatory vapniku. Umyslné byly vybrany hydrofilni latky, aby bylo
mozné vysledky pfimo porovnat i z ditvodu, Ze v nasi studii vedly vyssi koncentrace fady
8-hydroxychinolinti ke vznikiim vySe zminénych sraZenin, a tak nebylo mozZzné ovéfit
jejich chelatacni u€inky u vyssich koncentraci. Vapnik je klicovym faktorem pro agregaci

krevnich desticek. Podili se na jejich kontrakci, tvorbé tromboxanu A», sekreci ADP a
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serotoninu (Vermylen et al. 1986). Hladina vapniku v krvi se pohybuje v rozmezi 2,2-
2,6 mM (Peacock 2010), tedy pii tvorbé komplexi 1:1 s testovanymi latkami se dalo
predpokladat, ze pro Uplnou inhibici agregace budou potieba ve stejné koncentraci jako
je vapnik. Tento predpoklad byl prokazan. V pribehu experimentu se totiz krev tfedi
stejnym mnozstvim fyziologického roztoku. Na;EDTA a NasEGTA inhibovaly plné
agregaci krevnich desticek pti koncentracich ptiblizn€ 0,9 mM a ADR-925 1,3 mM. Zda
tyto latky chelatuji pouze volny vapnik a uz ne ten navazany na proteiny nebylo zatim
ovéfeno. Je mozné, ze se mezi nimi vyskytuji rozdily, protoze ADR-925 byl evidentné
mén¢ ucinny, i kdyz i u ného prepokladame podle naméienych vysledkl tvorbu komplexu
s vapnikem v poméru 1:1, tedy stejné¢ jako u druhych dvou testovanych chelatort. Asi
polovina vapniku v krvi je ve volné formé (Peacock 2010), to odpovida 1,1-1,3 mM,
takZe 1 tady pii fedéni 1:1 provedeném v naSem pokusu by méla stacit pouze koncentrace
ADR-925 cca 0,65 mM. Toto nebylo prokazano, a tak chelatace volného vapniku neni
pravdépodobné diivodem pozorovanych rozdili. Nejsou také zndma zadna data o pruniku
NasEGTA do bunék, takZze chelatace vapniku by méla byt pouze extracelularni. Podle
Jayasena et al. 2007 ¢ast EDTA pfti vysokych koncentracich (>1 mM) prochazi buné¢nou
membranou, chelatace by tedy méla byt také prevazné extracelularni. O ADR-925 jeste
neni zndmo mnoho informaci. Je mozné, Ze na rozdil od piedchozich dvou latek
chelatoval i1 hot¢ik, jehoz sérova koncentrace je v rozmezi 0,76-1,15 mM (Mathew a
Panonnummal 2021), a tim byla tato latka ¢aste¢né vyCerpana a nemohla tedy plné
chelatovat vapnik a blokovat agregaci krevnich desti¢ek v nizsich koncentracich na rozdil
od Na;EDTA a Na;EGTA. Jednou z moZnosti, jak ovéfit tuto teorii je pouZiti CiSténych
krevnich desti¢ek s pfidavkem znamého mnozstvi vapenatych iontl misto plné krve.
Nejpouzivangjs$i metodou pro €isténi trombocytl je centrifugace, kdy se desti¢ky nejprve
pfi nizkych otackach oddéluji od Cervenych krvinek a néasledné pii vyssich otackach od

dalSich slozek krve (Perez et al. 2014).

DTPA nebyla vyzkousena, protoze se nepovedlo pfipravit roztok o dostatecné
vysoké koncentraci v biologicky relevantnim rozpoustédle, kterd byla k experimentu
potieba. Bylo by vhodné experiment provést se soli DTPA 1épe rozpustnou ve vodé, ale

tu jsme neméli v dob€ provadénych experimenti k dispozici.
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8. Zavér

Zavérem lze fici, ze cild této diplomové prace bylo dosazeno. Bylo zjisténo, ze
vapenaté ionty bylo schopno chelatovat 15 a hotfecnaté 18 zkousenych latek z 21. Pti
koncentra¢nim poméru 1:1 chelatovaly téméf 100 % volného vapniku a hot¢iku DTPA a
NaxEDTA, vapnik ADR-925 a Na4sEGTA, zatimco hot¢ik chloroxin. Naopak jodochinol,
kliochinol, chloroxin, 5,7-dibromochinolin-8-0l, 5-chlorochinolin-8-ol a ninhydrin
nebyly schopny viibec ve zkouSenych koncentracich vézat vapnik, analogicky pak
dithizon, Na4sEGTA a ninhydrin hoi¢ik. Vytvofené komplexy byly ale u vsech latek, kde
to bylo vyzkousSeno, stabilni. Chelatace vapniku Na,EDTA, ADR-925 a Na4,EGTA byla
ovéiena na agregaci krevnich desticek a nejvice ucinna byla Na,EDTA. Stabilita roztoku

indikatoru CC uchovavaného v lednice je nejmén¢ 105 dnti.
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