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Kobalt jakozto soucast vitaminu B2, je nezbytnym mikronutrientem pro
Zivé organismy vcetné lidi. Jeho pfebytek je vSak spojen s patologickymi stavy.
Otrava kobaltem muze byt zpisobena napfiklad vystavenim kovovému prachu
kobaltu bé&hem vyroby tézkych kovl nebo nasledkem koroze kovovych
endoprotéz kyCle. U pacientu intoxikovanych kobaltem se muzZe vyvinout fada

projevu v€etné neurologického poskozeni, hypotyredzy nebo kardiomyopatie.

Cilem této prace je pfipravit standardizovany, rychly, levny, ale pfesny
zpusob screeningu chelatord kobaltu. Pro tento ucel byla pouzita
spektrofotometricka detekce pomoci disodné soli kyseliny
1-nitroso-2-nafthol-3,6-disulfonové jako indikatoru. Nejprve bylo zjisténo, zZe
pfidanim kobaltovych iontu dojde k jasnému bathochromnimu posunu maximalni
absorbance indikatoru. Vztah mezi absorbanci a koncentraci kobaltu byl vysoce
linearni od 470 do 560 nm pfi vSech 4 testovanych podminkach pH (4,5; 5,5; 6,8
a 7,5). Citlivost metody byla 500 nM pfi pH 4,5 a pfi vy$Sich pH byla metoda jesté
vice senzitivni. Byla také zjiSténa dlouhodoba stabilita reagencii. Na zavér byla
metodika provéfena na znamych chelatorech. EDTA chelatovala ionty Co?*
s pravdépodobnou stechiometrii 3:2. 8-hydroxychinolin a jeho derivat nitroxolin
byly také pomérné silnymi chelatory, zatimco kvercetin nevykazal zadnou

chelataci a baikalein byl pouze relativné slabym chelatorem.

Zavérem lze fFict, Ze byla vyvinuta kompetitivni metoda pro screening

chelatace kobaltu. Tento postup, pokud je mi znamo, nebyl dosud k dispozici.
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Cobalt as a structural part of the vitamin B12 is an essential microelement
for living organisms including humans. However, its excess is associated with
pathological conditions. Cobalt poisoning can be caused for example by
exposure to cobalt metal dust during the production of hard metals or follow
the corrosion of metal hip prosthesis. Patients intoxicated by cobalt can develop
different manifestations including neurological impairment, hypothyroidism or

cardiomyopathy.

The aim of this work is to prepare a standardized, rapid, cheap but precise
method for the screening of cobalt chelators. For this purpose,
spectrophotometric detection using 1-nitroso-2-nafphhol-3,6-disulfonic acid
disodium salt as the indicator was used. Firstly, it was found that the addition
of cobalt ions led to a clear bathochromic shift of the maximum absorbance
of the indicator. The relationship between the absorbance and cobalt
concentration was highly linear from 470 to 560 nm at all 4 tested pH conditions
(4.5, 5.5, 6.8 and 7.5). The sensitivity of the method was 500 nM at pH 4.5
and the method was even more sensitive at higher pH conditions. Long-term
stability of the reagents was also documented. Finally, the methodology was
tested on known chelators. EDTA chelated Co?* ions with a probable
stoichiometry of 3:2. 8-hydroxyquinoline and its derivative nitroxoline were also
relatively strong chelators, while quercetin showed no chelation and baicalein

was only a relatively weak chelator.

In conclusion, a competitive method for screening of cobalt chelation was

developed. This approach, as far as | know, has not been available previously.
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1. SEZNAM ZKRATEK

8HQ — 8-hydroxychinolin

DMSO - dimethylsulfoxid

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

HEPES — kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonova

Na2EDTA - disodna sul kyseliny ethylendiamintetraoctové

Naz2NFDSA - disodna sul kyseliny 1-nitroso-2-naftol-3,6-disulfonové

NaHEPES - sodna sul kyseliny 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonové
NFDSA — kyselina 1-nitroso-2-naftol-3,6-disulfonova

ROS - reaktivni formy kysliku

SOD - superoxid dismutaza



2. Uvop

Kobalt je stopovym prvkem pfitomnym v lidském téle jako soucast
vitaminu B12 v mnozZstvi okolo 1 mg. Jeho nedostatek muze vést az k perniciozni
anémii. Na druhou stranu, vySsi hladiny kobaltu jsou pro organismus toxické
a mohou vyustit i v otravu, ktera se projevuje od koznich poruch, polycytémie
a hypotyredzy, az po toxicitu CNS (ztrata sluchu a zraku) a kardiomyopatii
(Leyssens et al. 2017, Packer 2016, Paustenbach et al. 2013).

Chlorid kobaltnaty byl dfive pouzivan k 1éCbé anémie, ale jeho souCasné
pouziti je omezeno na dopliiky stravy, radiodiagnostiku a c&aste¢né pro
homeopatii. Stale se zneuziva jako doping pro vyvolani erytropoézy, coz je

alternativa ke krevnimu dopingu (Leyssens et al. 2017, Paustenbach et al. 2013).

Kobalt se dale pouziva v kloubnich protézach a zubnich implantatech, ze
kterych muze byt uvolnén (Fox et al. 2016, Leyssens et al. 2017, Packer 2016,
Paustenbach et al. 2013, Pelclova et al. 2012). Jsou zdokumentovany i potencialné
fatalni pfipady uvolfiovani kobaltu z hlavy endoprotéz kycle (Fox et al. 2016,
Pelclova et al. 2012). K otravam kobaltem vSak mulze dojit i v pramyslu,
napf. kovovym prachem kobaltu pfi zpracovani tézkych kovla spole¢né

s karbidem wolframu (Leyssens et al. 2017).

Ackoliv se intoxikace kobaltem jevi jako potencialné reversibilni, exkrece
kobaltu z lidského téla je pfili§ pomala — béhem prvnich 24 hodin se eliminuje asi
20% kobaltu, zbytek se vaze na tkané a albumin a pomalu se vyluCuje
s eliminaénim polo€asem v rozmezi od 6 do 800 dnu (Paustenbach et al. 2013,
Tvermoes et al. 2013). Odstranéni kobaltu chelataénimi latkami je povazovano za
logickou prvni linii 1éCby. Klinicky se pfi intoxikaci kobaltem pouziva nékolik
neselektivnich chelataCnich latek (Pelclova et al. 2012, Pazzaglia et al. 2011),
neexistuje vSak zadna studie ukazujici na jednoznacné urychleni eliminace
kobaltu chelatory. Navic, jak je znamo, neni Zzadna dostupna metoda pro rychlé
a jednoduché analytické testovani chelatord kobaltu (Leyssens et al. 2017).
A cilem mé diplomové prace je pravé pfiprava nové metody screeningu chelatord
kobaltu.



3. TEORETICKA CAST

3.1 FARMAKOKINETIKA KOBALTU

Kobalt jakozto centralni atom v molekule vitaminu B12, kyanokobalaminu
(Obr. 1), je nezbytnym stopovym prvkem potfebnym k tvorbé €ervenych krvinek.
Jak poukazuje Morrison a Campbell (1963), vitamin B2 je pro c¢lovéka
esencialni — nedokazeme si ho sami syntetizovat jako prezvykavci
z anorganického kobaltu. Jeho doporucena denni davka pro dospélého Clovéka
je 2,4 ug, z ¢ehoz 0,1 ug je tvofeno kobaltem. Kobalt se v8ak nedostava do téla
pouze jako soucast vitaminu B12, i samotny kobalt se mize vyskytovat
v potravinach, potravnich doplncich, ale kromé gastrointestinalniho traktu muze
do téla proniknout pfes kuzi, inhalacné, nebo se uvolnit z implantatd (Leyssens
et al. 2017, Paustenbach et al. 2013).
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Obr. 1 — Strukturni vzorec vitaminu B+, (kyanokobalaminu)

V bézné populaci je za zdroj kobaltu povazovana predevSim potrava.
Stovky potravinovych produktl obsahuji kobalt v rizném mnozstvi. NejvysSi
primérna koncentrace kobaltu byla nalezena v ¢okoladé, masle, kave, rybach,
ofechach, zelené listové zeleniné a Cerstvych obilovinach. Zdroji vitaminu B12

jsou predevsim masné a mlééné vyrobky. Stopové prvky obsazené v potravinach



vCetné kobaltu, vS8ak mohou mit plvod ve znecisténém zivotnim prostiedi
(prdmyslova i jina antropogenni znecisténi pudy, vody apod.), nebo v procesu
zpracovani a baleni potravin. Kobalt, stejné jako vitamin B4z, Ize suplementovat
potravnimi doplnky. Uzivani kobaltu bylo v minulosti doporu€ovano nékterymi
homeopatickymi lékafi napf. pro korekci nadmérného vyluCovani estrogenu,
které se nejednou objevilo u Zen podstupujicich hormonalni substitucni terapii.
Slouc€eniny kobaltu mohou do téla proniknout mimo jiné i inhala¢ni cestou, uvolnit
se z implantatu, €i prostoupit do kiize a zpusobit zde lokalni reakce (Leyssens
et al. 2017, Paustenbach et al. 2013).

Gastrointestinalni absorpce kobaltu u lidi je dle studie Tvermoes et al. (2013)
priblizné 25% pozZité davky, ale interindividualni rozdil je zde znacny
(56-97%) — zavisi na nékolika faktorech: pfijimana davka, typ a pfedevSim
rozpustnost slou€eniny kobaltu a nutriéni stav jedince (napf. nedostatek zeleza
zvySuje absorpci kobaltu). Dale taktéz zalezi na tom, zda je kobalt pfijiman
isolované na laéno nebo s potravou, pfipadné s doplnky stravy a léCivy,
napf. mnozstvi vstfebaného kobaltu je snizeno podavanim spole¢né
s aminokyselinami (Paustenbach et al. 2013). Zda se, Ze mechanismus
gastrointestinalni absorpce kobaltu spociva v saturovatelném procesu
v proximalnim jejunu, kobalt se zaCina ze stfeva vstifebavat prostupem kobaltu
pfes mukoézu a nasledné prenosem z enterocytl do krevniho Fecisté. Kobalt
a zelezo pravdépodobné sdili podobny mechanismus gastrointestinalni
absorpce, proto lidé s nedostatkem Zeleza, anémii nebo zvySenymi naroky na
Zelezo vykazuji vySSi podil vstfebaného kobaltu (Leyssens et al. 2017). Protoze
ionty Co?* a Fe?* jsou si primé&rem atomu i valenénimi vlastnostmi velmi
podobné, mohou o rlizna vazebna mista biomolekul ,soutézit* — kompetice
napf. probihd na transportéru dvojmocného Zeleza (DMT1 — divalent metal
transporter 1) (Paustenbach et al. 2013).

U lidi je kobalt z krve distribuovan prfedevSim do jater, ledvin, srdce
a sleziny, v mensi mife ho Ize nalézt i v kostech, vlasech, lymfé, mozku a slinivce
bfi$ni (Obr. 2). Co?* se v krvi vaze na albumin a az2-makroglobulin, ale i na jiné
krevni proteiny, napf. na haptoglobin, ktery slouzi jako pfenase¢ volného
hemoglobinu, dale se muze vazat i na lipoproteiny. Co3* je schopen se navazat

na transferin a zabranit tak navazani zeleza (Paustenbach et al. 2013). Takto



vazany kobalt je biologicky méné dostupny — nepfechazi do tkani. Pouze volné
kationy kobaltu mohou prostoupit z krve do okolnich tkani a kumulovat se zde.
Cast kobaltu je v krvi rovnéz transportovana do &ervenych krvinek transportnim
mechanismem pro vapnik a ireversibilné se zde vaze na hemoglobin. Zivotnost
lidskych ¢ervenych krvinek u normalniho jedince je asi 120 dn(, po tuto dobu zde
kobalt mlze byt vazan, a je tak zpomalena jeho eliminace z piné krve (Finley et al.
2013). Hladina volného kobaltu v krvi zalezi na jeho celkové hladiné v lidském
téle (Obr. 3) (Paustenbach et al. 2013).
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Obr. 2 — Model pro distribuci anorganického kobaltu v lidském téle: Model ukazuje
sekreci Co z rlznych télnich kompartmentl a jeho exkreci za prfedpokladu kinetiky

prvniho fadu. Pfevzato z Paustenbach et al. (2013).
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Obr. 3 - Grafy predikujici vazanou a volnou frakci Co?*: A: Pomér vazané/volné
frakce Co pro tfi rizné hladiny albuminu (34, 44 a 54 g/l); B: Pfedpokladané rozdéleni
kobaltu v krvi jako jednom kompartmentu pfi hladiné albuminu 44g/l na tfi ¢asti: volny
kobalt, pevné vazany kobalt na albumin (vazebna mista s vysokou afinitou) a volnéji
vazany kobalt na albumin (vazebna mista s niz$i afinitou). Pfevzato z Paustenbach et al.
(2013).

Lze tvrdit, Zze do 24 hodin po podani davky kobaltu je 20% absorbované
davky eliminovano z lidského téla, zbytek je vSak eliminovan mnohem pomaleji
kvuli vySe zminénému navazani kobaltu na albumin a jiné krevni proteiny, ale
i kvali priniku kobaltu a naslednému ireverzibilnimu navazani na cervené
krvinky. Eliminacni poloCas pro zbyly kobalt se pohybuje v rozmezi 6-800 dni
(Paustenbach et al. 2013, Tvermoes et al. 2013). Po peroralnim podani se
neabsorbovany kobalt vylou€i primarné stolici, zatimco absorbovana frakce je

vylou€¢ena moci a v mensi mife rovnéz stolici (Paustenbach et al. 2013).



Vitamin B12 se do lidského téla vstiebava jinou cestou vyzadujici sekreci
vnitiniho faktoru v gastrointestinalnim traktu, ¢imz se 1i§i od absorpce
anorganického kobaltu. Vitamin B12 je dale v bunkach metabolizovan na
methylkobalamin nebo deoxyadenosylkobalamin, uloZzen v jatrech, a nakonec

vylou€en moci a stolici (Paustenbach et al. 2013).

3.2 OXIDACNIi STRES

Kobalt — centralni atom vitaminu B12 je sice pro Clovéka nezbytny, ale
stejné jako vétSina kovl je ve vySSich davkach toxicky. Mozné molekularni
mechanismy toxicity kobaltu zaviseji na koncentraci a zahrnuji alteraci
homeostazy vapniku a Zeleza, interakce se signalnim systémem pro regulaci
erytropoézy, zastaveni vychytavani jodu stitnou zlazou, naruseni mitochondrialni
funkce a Krebsova cyklu, indukci genotoxickych u€ink a mozné poruchy procesu
opravy DNA, peroxidaci lipidi a oxidacni stres, konkrétné tvorbu reaktivnich
forem kysliku, jako jsou vysoce reaktivni hydroxylové a superoxidové radikaly. Je
mozné, Ze tyto mechanismy mohou byt propojeny, tj. aktivace tvorby reaktivnich
forem kysliku vede k peroxidaci lipidl, oxidaénimu stresu a dalSim nasledkim
(poskozeni DNA) (Hanna et al. 1992, Jomova a Valko 2011, Leyssens et al. 2017).

Mezi hlavni mechanismy aktivace kysliku kovovymi ionty patfi Fentonova
reakce [rovnice 1], a Haber-Weissova reakce [rovnice 2] (Obr. 4). Jedna se
v podstaté o jeden déj, druha reakce zohlednuje i u€ast superoxidu. Substraty
jsou molekularni kyslik, superoxidovy radikal a peroxid vodiku (Jomova a Valko
2011, Kasprzak 2002).

M™ + H202 — M1 + OH- + "*OH rovnice 1

Mn+
H202 + O — O2 + OH- + "OH rovnice 2
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Obr. 4 — Drahy redoxné aktivnich kovu schopnych vyvolat oxidacni stres: Prevzato
z Jomova a Valko (2011).

Hlubs$i vyzkum ukazal, Ze kobaltové Castice v suspenzi pfimo s peroxidem
vodiku prostfednictvim Fentonovy reakce nereaguiji. V pfitomnosti kysliku vznika
radikalovy meziprodukt Co*-OO° [rovnice 3], ktery se v pfitomnosti enzymu
superoxid dismutazy (SOD) rozklada na H202 a Co™ [rovnice 4] (Jomova a Valko
2011, Leonard et al. 1998).

Co+ 02 —» Co* + O2" — Co*-00° rovnice 3
SOD

Co*-00" = H202 + Co* rovnice 4

Co™" podstupuje uz vyse zminénou Fentonovu reakci [rovnice 1] — reaguje

s H202 za vzniku volnych hydroxylovych radikald [rovnice 5].

Co* + H202 — Co?* + *OH + OH- rovnice 5



Jsou znamy ale i publikace, které ukazuiji, Ze samotny Co?* neprodukuje
signifikantni mnoZzstvi hydroxylovych radikali z H202. Dle Mao et al. (1996) muze
byt tato nizka ucinnost produkce hydroxylovych radikald zpisobena vysokym
oxida¢nim potencialem (E°) Co®*/Co?* [rovnice 6]. Oxidacni potencial Co?* v8ak
mUZe byt zménén chelataci Co?*, proto v pfitomnosti urcitych chelatort ¢i jinych
molekul, na které se vaze, muzZe dojit prostfednictvim Fentonovy reakce
k vyrazné produkci hydroxylovych radikald [rovnice 7] (Jomova a Valko 2011,
Leonard et al. 1998, Mao et al. 1996, Shi et al. 1993).

Co% + e — Co?* E°=1,84V rovnice 6

[Co?*-chelat] + H202 — [Co%*-chelat] + ‘OH + OH rovnice 7

Biologické chelatory jako je glutathion a Gly-Gly-His dokazou chelatovat
Co?*, ten je ale v jejich pfitomnosti schopny produkovat *OH z H202. Na rozdil od
glutathionu a Gly-Gly-His, nékolik typickych kovovych chelatorl, jako je
deferoxamin, 1,10-fenantrolin nebo kyselina diethylentriaminpentaoctova, jsou
schopny inhibovat Co?* zprostfedkovanou tvorbu hydroxylovych radikald.
Deferoxamin sice potladi produkci ‘OH, podporuje vSak tvorbu nitroxidového
radikalu, z H202 v pfitomnosti 1,10-fenantrolinu vznika 'Oz, ten hraje velkou roli
v Co?* zprostiedkovaném poskozeni DNA (Leonard et al. 1998, Mao et al. 1996, Shi
et al. 1993).

3.3 INTOXIKACE KOBALTEM

Jak jiz bylo zminéno vySe, kobalt je ve vySSich davkach pro Clovéka
toxicky. Nasledky toxicity kobaltu jsou rizné a zavisi na koncentraci kobaltu v krvi
nebo tkanich. Obvyklé hladiny kobaltu v séru/krvi jsou v rozmezi 0,1 az 0,4 pgl/l,
coz je Casto pod hranici detekce bézné pouzivanych metod. AvSak peroralni
uzivani nizkych davek kobaltu vede ke krevnim hladinam v fadu jednotek ug/l az
do téméf 100 ug/l v zavislosti na davce a interindividualni variabilité. Dle
biokinetického modelu je nepravdépodobné, Ze by se nezadouci u€inky vyskytly

pfi koncentracich kobaltu v krvi pod 300 pg/l (100 pg/l pfi dodrzeni
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bezpelnostniho faktoru 3) u zdravych jedincu. Pfi vy$Sich koncentracich se

mohou objevit znamky intoxikace (Leyssens et al. 2017, Tvermoes et al. 2013).

Otrava kobaltem se muUzZe projevit pfiznakem jako je napfiklad
hypotyredza, kozni reakce nebo atrofie varlat. Velmi vysoké hladiny kobaltu
muzou dokonce zpUsobit toxicitu CNS v€etné poskozeni zraku a sluchu,
reverzibilni, ale rychle progresivni kardiomyopatii, ktera muze koncit az smrti,
poSkozeni DNA, potlaCeni jaternich hemoproteinu, zejména cytochromu P450,
a prispivat tak k chronickym krevnim porucham. Kobalt ve vysokych
koncentracich je povaZzovan za karcinogenni. Inhalace prachu obsahujiciho
kobalt je spojena se zdravotnimi poruchami jako je astma z povolani,
pneumokoni6za tvrdych kovd, plicni fibréza, ale také se zminénou kardiomyopatii
(Alinaghi et al. 2019, Devlin et al. 2013, Fox et al. 2016, Hanna et al. 1992, Kasprzak
2002, Leyssens et al. 2017, Packer 2016, Paustenbach et al. 2013).

Ke kobaltovym intoxikacim dochazi pfi nadmérné expozici kobaltem. Tak
tomu muze byt v primyslu, predevSim v tézkém pramyslu, kde se kobalt
spole¢né s wolframem a karbidem wolframu vyuziva pfi zpracovavani tézkych
kovd, ale napf. i v primyslu stavebnim, &i pfi brouseni diamantl nebo michani
pigmentovych barev (Leyssens et al. 2017). Kobalt je dale obsazen v zubnich
implantatech a kloubnich protézach, ze kterych se mize postupné uvolfiovat (Fox
et al. 2016, Leyssens et al. 2017, Packer 2016, Paustenbach et al. 2013, Pelclova et al.
2012). Jsou zaznamenany i potencialné fatalni dusledky uvolfiovani kobaltu
z hlavy endoprotéz kycle (Obr. 5 a 6) (Fox et al. 2016, Pelclova et al. 2012). Zcela
specifickym zdrojem intoxikace kobaltem byla pfiblizné v poloviné Sedesatych let
dvacatého stoleti také kobaltem obohacena piva, kdy se kobalt pouzival ke

stabilizaci pivni pény (Shaper 1979, Paustenbach et al. 2013).
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Obr. 5 — Ctyficetiprocentni abraze kovové hlavice kyéelniho kloubu: Prevzato
z Pelclova et al. (2012).

Obr. 6 — Metaléza v okoli kovové hlavice kycelniho kloubu obsahujici kobalt,

chrom a titan: Pfevzato z Pelclova et al. (2012).

3.4 CHELATACNI TERAPIE

Zatim neexistuje zadny qguideline pro lécbu kobaltové otravy, ani
u pacientd s intoxikaci kobaltem v dusledku jeho uvolnéni z endoprotéz.
Odstranéni kobaltu ztéla je v8ak povazovano za logickou prvni linii |éCby
intoxikace, existuje ale jen velmi malo kazuistik spojenych s IéEbou toxicity
kobaltu chelatacni terapii — konkrétné vyuziti 2,3-dimerkapto-1-propansulfonové
kyseliny (Pelclova et al. 2012) a ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA)
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(Pazzaglia et al. 2011). Podavani téchto chelatorli, vzdy v kombinaci s revizi
a nahradou endoprotéz, vedlo ke zlepSeni klinickych vysledkl, ale prubéh
zotavovani nebyl uspokojivy. LéCba chelatacnimi Cinidly pomalu snizovala
koncentraci kobaltu v séru nebo krvi, ale |éCba byla spojena s nepfiznivymi
vedlejSimi uCinky v dusledku nedostateéné selektivity chelatort vici kobaltu. Pro
snizeni hladiny kobaltu namisto chelatace muze byt pouzita i terapeuticka
vymena plasmy, jejiz vysledky se zdaji byt ale podobné chelatacni terapii (Grant
et al. 2016). Proto stale existuje potfeba najit vhodnéjSi pristup k |éCbé pfi
intoxikaci kobaltem (Deviin et al. 2013), potencialné zaloZeny na selektivnim

chelatoru kobaltu.

3.5 ZKOUMANE CHELATORY

3.5.1 EDTA

Kyselina ethylendiamintetraoctova je znamym silnym neselektivnim
chelatorem kovll (Catapano et al. 2018, Riha et al. 2013). Svymi chelata¢nimi
schopnostmi ochranila mysSi pfed smrti na akutni intoxikaci kobaltem (Liobet et al.
1985). Jeji uCinek na vyluCovani kobaltu ztéla potkanl a hladinu kobaltu
v jejich tkanich pfi opakovaném parenteralnim podavani byl ale spiSe jen mirny
(Llobet et al. 1988). Dokonce existuje i kazuistika spojena s IéCbou toxicity kobaltu
chelatacni terapii pomoci EDTA (Pazzaglia et al. 2011). Podavani chelatoru
v kombinaci s revizi a nahradou endoprotézy vedlo sice ke zlepSeni klinickych

vysledkd, ale pribéh zotavovani nebyl uspokoijivy.

3.5.2 8-HYDROXYCHINOLINY

Z této skupiny latek byl konkrétné otestovan 8-hydroxychinolin a nitroxolin.
8-hydroxychinoliny jsou malé planarni lipofilni molekuly odvozeny od dusikaté
heterocyklické slouCeniny chinolinu. Rovnéz patfi mezi neselektivni chelatory
kovll (Riha et al. 2013). A pravé diky témto svym vlastnostem se zkou$eji v fadé
indikaci zddvodu moznych antineurodegenerativnich, antimikrobialnich,
protizanétlivych, protirakovinnych a antidiabetickych G&inka (Oliveri et al. 2012,

Vv s

modulatory  homeostdazy  kovl  u Alzheimerovy choroby a jinych



neurodegenerativnich onemocnéni (Knez et al. 2015, Ritchie et al. 2003, Van Hau
etal. 2019).

3.5.3 FLAVONOIDY

Flavonoidy pFedstavuji velkou skupinu polyfenolickych sloucenin, jez
spadaji do rostlinnych  sekundarnich  metabolitd. Jsou  derivaty
2-fenyl-1-benzopyran-4-onu a dle jejich zakladni chemické struktury je lIze
rozdélit do nékolika skupin: flavony, flavonoly, flavanony, flavanonoly a flavanoly.
V této praci byly otestovany chelataéni vlastnosti flavonu baikaleinu a flavonolu
kvercetinu. Je mozné, Ze flavonoidy maji rdzné zdravi prospésné
vlastnosti — antioxidaéni,  antimikrobialni, protizanétlivé,  protirakovinnég,
vazoaktivni nebo hepatoprotektivni (Riha et al. 2014, Kumar a Pandey 2013). Tyto
ucinky jsou vysvétlovany vychytavanim reaktivnich forem kysliku (ROS),
schopnosti chelatovat pfechodné kovy, blokovat nékolik enzymu produkujicich
ROS a specificky interagovat s dalSimi cili — pfimy antiagregacni a vasodilatacni
potencial (Riha et al. 2014, Miladénka et al. 2010). Existuje fada publikaci
popisujicich jejich schopnost chelatovat méd (Fernandez et al. 2002, Mladénka et al.
2010, Riha et al. 2014) a zelezo (Fernandez et al. 2002, Mladénka et al. 2010,
kruh B, b) 3-hydroxy-4-keto poloha, c¢) 5-hydroxy-4-keto vazné misto
a d) 6,7-dihydroxy substituce (Obr. 7), pfi¢emz u baikaleinu je nejucinnéjsi pravé
dihydroxyskupina v kruhu A, respektive trihydroxyskupina, protoze baikalein ma
hydroxyskupinu i v poloze 5 (Mladénka et al. 2011, Riha et al. 2014).

£ "’O“H
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//;J . U"J
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Velka pismena A, B, C oznaCuji pfevladajici oznaceni struktury flavonoidd a mala
pismena a, b, ¢, d slouzi k oznaceni nejbéznéjsich mist pro chelataci kovl. Modifikovano
dle Mladénka et al. (2010).
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4. CiLPRACE

Cilem mé diplomové prace je pfipravit spektrofotometrickou detekci
jakozto standardizovanou, rychlou, levnou, ale pfesnou metodu pro screening
potencidlnich chelatord kobaltu pfi rdznych vybranych patofyziologicky
relevantnich pH podminkach (pH 4,5; 5,5; 6,8 a 7,5) s cilem do budoucna tuto
metodiku vyuzit K inicialnimu hledani antidota, tj. vhodného chelatoru kobaltu,

ktery by mohl byt pouzit béhem intoxikace kobaltem.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1 MATERIAL

5.1.1 CHEMIKALIE

e chlorid kobaltnaty (CoCl2)
e spektrofotometrické indikatory kobaltu:
o ninhydrin
o disodna sul kyseliny 1-nitroso-2-naftol-3,6-disulfonové
(Na2NFDSA) — forma hydratu
e testované latky — znamé chelatory kovu:
o 8-hydroxychinolin (8HQ) a jeho derivat nitroxolin
o disodna sul kyseliny ethylendiamintetraoctové (Na2EDTA)
o flavonoidy kvercetin a baikalein
e chemikalie pro pfipravu pufru:
o kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonova
(HEPES) a jeji sodna sil (NaHEPES) pro pfipravu
HEPES pufrtopH 6,8a7,5-HEPES pufryopH6,8a 7,5
konkrétné obsahovaly 15 mM NaHEPES a 71,7 mM
HEPES (pH 6,8), respektive 14,3 mM HEPES (pH 7,5)
o kyselina octova a octan sodny pro pfipravu acetatovych
pufrd o pH 4,5 a 5,5 — octanové pufry o pH 4,5 a 5,5
obsahovaly vzdy 15 mM octanu sodného a 27,3 mM
kyseliny octové (pH 4,5), respektive 2,7 mM kyseliny
octoveé (pH 5,5)

VySe zminéné latky byly zakoupeny od Sigma-Aldrich, Némecko.

o dimethylsulfoxid (DMSO) a methanol — Lach-Ner, Ceska republika
e supercista voda — pfipravena pomoci pfistroje Milli-Q RG (Merck

Millipore, Massachusetts, USA)



16

NiZe jsou uvedeny strukturni vzorce pouzitych indikatorl a testovanych latek

(Obr. 8).
O
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Obr. 8 — Strukturni vzorce indikatora a testovanych latek
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5.1.2 PRISTROJE A POMUCKY

e spektrofotometr Helios gama (Spectronic Unicam, Spojené
Kralovstvi)

e spektrofotometr pro mikrotitraéni desticky SYNERGY HT
Multi-Detection Microplate Reader (BioTec Instruments, Inc.,
Winooski, Vermont, USA)

e analytické vahy Kern ALT 220-4NM (Kern & Sohn GmbH, Balingen,
Némecko)

e vortex mixér IKA Vortex Genius 3 (IKA®-Werke GmbH & Co. KG,
Staufen, Némecko)

e tfepaCka pro mikrotitraéni desticky IKA® MS 3 digital (IKA®-Werke
GmbH & Co. KG, Staufen, Némecko)

e automatické pipety (Brand, Némecko)

e vicekanalova pipeta (Biohit, Némecko)

e semi-mikro polystyrenové UV kyvety (BrandTech Scientific Inc,
Spojené Kralovstvi)

e mikrotitraCni desti¢ky — 96 jamek (Brand, Némecko)

52 METODIKA PRO VYBER VHODNEHO INDIKATORU C0?*

5.2.1 PRIPRAVA ZAKLADNICH ROZTOKU
CoCl: (chlorid kobaltnaty)

Zakladni 5 mM roztok byl pfipraven rozpusténim navazky CoClz

(Mw 129,84 g/mol) v potfebném objemu supercisté vody.

Ninhydrin

Zakladni roztok byl pfipraven o koncentraci 5 mM — navazka ninhydrinu

(Mw 178,14 g/mol) byla rozpusténa v mnozstvi methanolu.
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Kyselina 1-nitroso-2-naftol-3,6-disulfonova, disodna sul (NazNFDSA)

Navazka Na:NFDSA (Mw 377, 25 g/mol) byla rozpusténa v supercisté

vodé, aby vysledna koncentrace byla 5 mM.

5.2.2 PRIPRAVA PRACOVNICH ROZTOKU

Potfebny objem pfipraveného 5 mM zakladniho roztoku CoCl2 byl zfedén

supercistou vodou na koncentrace 250 a 100 yM.

Ze zakladniho 5 mM roztoku ninhydrinu byly pfipraveny 1,25 mM, 500,
250, 100 a 50 uM roztoky zfedénim methanolem.

Zakladni 5 mM roztok NazNFDSA byl zfedén supercistou vodou na
koncentrace 500, 250, 100 a 50 puM.

5.2.3 EXPERIMENTALNI STANOVENI VHODNEHO INDIKATORU
Provedeni experimentu:

e Nejprve jsem zméfila spektrum samotnych spektrofotometrickych
indikatort kobaltu — ninhydrinu a Na2NFDSA — pfi vinovych délkach
200-800 nm po 1 nm.

o U ninhydrinu jsem proméfila spektra u tfi rozdilnych
koncentraci — 250, 100 a 50 uM

o u Na2NFDSA jsem zméfila spektra pfi koncentracich 250
a 50 uM

o jako blank byl pouzit Cisty methanol pro ninhydrin
a supercista voda pro NazNFDSA

e Poté jsem smichala rizné koncentrované roztoky
ninhydrinu/NazNFDSA spolu s rizné koncentrovanymi roztoky CoCl2
dle rozpisu (Tab. 1). U téchto nové vzniklych roztokd jsem rovnéz
proméfila spektra pfi vinovych délkach 200-800 nm po 1 nm oproti
blanku voda-methanol (1:1) u roztokl pouze s ninhydrinem a CoCl2.
Pokud byl v roztoku pfitomen i pufr, jako blank byl pouzit methanol,
supercista voda a pufr pH 7,5 v pfislusném poméru (1:1:3). Roztoky
s NazNFDSA byly méfeny oproti supercisté vodé.



Tab. 1 — Rozpis miseni roztoku:

ninhydrin Na:NFDSA CoCl2 pufr
pH 7,5
c Vv Cf c V Cf o Vv Cf Vv
(UMl [pl WMl [M] Qi) [uM] O [uM] Wil [M] o [u]
500 500 250 100 500 50
1250 300 250 250 300 50 900
5000 300 1000 5000 300 1000 900

500 500 250 100 500 50

100 500 50 100 500 50

¢ — koncentrace roztoku, V — objem roztoku, c¢s — finalni koncentraci dané latky v roztoku

53 METODIKA PRO NALEZENi VHODNE VLNOVE DELKY PRO MERENI

5.3.1 PRIPRAVA ZAKLADNICH ROZTOKU
CoCl2 (chlorid kobaltnaty)

Roztok byl pfipraven dle stejného postupu jako v podkapitole 5.2.1.

Kyselina 1-nitroso-2-naftol-3,6-disulfonova, disodna stil (NazNFDSA)

Pfiprava roztoku byla provedena stejné jako v podkapitole 5.2.1.

5.3.2 PRIPRAVA PRACOVNICH ROZTOKU

Ze zakladniho 5 mM roztoku CoCl2 byly pfipraveny 300, 240, 180, 120, 60

a 30 uM roztoky zfedénim supercistou vodou.

Zakladni 5 mM roztok Na2NFDSA byl zfedén supercistou vodou na

koncentraci 1,8 mM.
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5.3.3 EXPERIMENTALNi STANOVENi VHODNE VLNOVE DELKY PRO
MERENI
Experiment byl proveden duplicitné ve C&tyfech riznych pH
prostfedich — 4,5; 5,5; 6,8 a 7,5.

Provedeni experimentu:

e Do jednotlivych jamek mikrotitraéni destiCky jsem napipetovala
150 I pufru, 50 pl DMSO jakozto rozpoustédla jednotlivych
potencialnich chelatord kobaltu, 50 ul vodného roztoku CoCl2
o riznych koncentracich, nebo 50 ul supercisté vody (blank) dle
rozpisu nize (Tab. 2), a 50 pl 1,8 mM NazNFDSA (finalni koncentrace
300 pM).

Tab. 2 — Rozpis koncentraci Co?* v jednotlivych jamkach:

pridana
koncentrace 300 240 180 120 60 30 0
Co?* [uM]

finalni
koncentrace 50 40 30 20 10 5 0
Co?* [uM]

e Takto pfipravenou mikrodestiCku jsem umistila na 2 minuty do
tfepacky pro mikrodestiCky a nasledné zmeéfila spektrum v Case 0
a 5 minut v rozmezi vinovych délek 400-650 nm po 1 nm — oblast,
kde samotny indikator jiZ neabsorbuje, ale komplex NFDSA-kobalt
ano.

e Pomoci Excelu jsem spocitala sklon pfimky a linearni regresi pro

vztah mezi absorbanci a koncentraci kobaltu v ¢ase 0 a 5 minut.



54 METODIKA PRO STANOVENI CITLIVOSTI INDIKATORU

5.4.1 PRIPRAVA ZAKLADNICH ROZTOKU
CoCl: (chlorid kobaltnaty)

Zakladni roztok chloridu kobaltnatého byl pfipraven dle postupu

v podkapitole 5.2.1.

Kyselina 1-nitroso-2-naftol-3,6-disulfonova, disodna sl (NazNFDSA)

Zakladni 6 mM roztok byl pfipraven rozpusténim navazky Na:NFDSA

(Mw 377, 25 g/mol) v potfebném objemu supercisté vody.

5.4.2 PRIPRAVA PRACOVNICH ROZTOKU

5 mM zakladni roztok CoClz byl zfedén supercistou vodou na koncentrace

15 uM — 100 nM podle vysledkl experimentu na citlivost.

Cast zakladniho 6 mM roztoku Na2NFDSA byla zfed&na super&istou vodou
na koncentraci 1,8 mM, zbylé mnozstvi 6 mM roztoku bylo dale pouzito pfi

samotném experimentu.

5.4.3 EXPERIMENTALNI STANOVENI CITLIVOSTI INDIKATORU

Cely experiment probéhl ve v8ech pH (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5) duplicitné.
Otestovala se citlivost indikatoru Na2NFDSA o dvou raznych koncentracich — 1,8
a 6 mM (finalni koncentrace 300 a 1000 pM).

Citlivost se v kazdém pH stanovovala individualné. Nejprve jsem u vSech
Ctyfech pH provedla prvni méfeni, kde jsem si nahodile vybrala pét koncentraci
kobaltu a zméfila citlivost indikatoru oproti blanku — supercisté vodé (Tab. 3).
Na zakladé téchto vysledkld jsem u jednotlivych pH provedla nova méreni

s dalSimi koncentracemi kobaltu, abych se dobrala konec¢né citlivosti indikatoru.
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Tab. 3 — Rozpis koncentraci Co?* v jednotlivych jamkach pfi prvnim méfeni:

pridana
koncentrace 15,0 10,0 5,0 3,0 1,5 0
Co?* [uM]

finalni
koncentrace 2,50 1,67 0,83 0,50 0,25 0
Co?* [uM]

Provedeni experimentu:

e Do jamek mikrotitracni destiCky jsem nejprve napipetovala 150 pl
pufru, poté jsem pfidala 50 yl DMSO, 50 pl vodného roztoku CoCl2
o ruznych koncentracich, nebo 50 ul supercisté vody (blank), a 50 pl
1,8 mM Na2NFDSA (finalni koncentrace 300 yM), nebo 50 pyl 6 mM
indikatoru (finalni koncentrace 1000 pM).

e |hned po pfidani Naz2NFDSA jsem zméfila spektrum v Case 0
v rozmezi vinovych délek 470-575 nm po 1 nm a po 5 minutach jsem
meéfeni zopakovala.

v v

Ize detekovat oproti blanku zménami absorbance u jednotlivych pH.

55 METODIKA PRO POSOUZENI STABILITY CINIDEL

5.5.1 PRIPRAVA ZAKLADNICH ROZTOKU
CoCl: (chlorid kobaltnaty)

Pfiprava zakladniho roztoku chloridu kobaltnatého byla provedena podle

postupu v podkapitole 5.2.1.

Kyselina 1-nitroso-2-naftol-3,6-disulfonova, disodna sul (Na2NFDSA)

5 mM zakladni roztok Na2NFDSA byl pfipraven stejné jako
v podkapitole 5.2.1.



5.5.2 PRIPRAVA PRACOVNICH ROZTOKU

Z5 mM zakladniho roztoku chloridu kobaltnatého byl zfedénim

supercistou vodou pfipraven roztok o koncentraci 300 uM.

1,8 mM roztok Na2NFDSA byl pfichystan ze zakladniho roztoku tohoto

indikatoru zfedénim supercistou vodou.

5.5.3 EXPERIMENTALNI OVERENI STABILITY CINIDEL

Na zacatku tohoto experimentu (den 0) jsem si pfipravila Ctyfi zakladni
roztoky €inidel — dva 5 mM roztoky chloridu kobaltnatého (Ao, Bo) a dva 5 mM
roztoky NazNFDSA (Co, Do). Takto vzniklé roztoky jsem si roziedila na
pozadované koncentrace (viz podkapitola 5.5.2) a zméfila spektrum komplexu
kobalt-indikator vzorku Ao+Co i Bo+Do v rozmezi vinovych délek 470-570 nm po
5 nm v ¢ase 0 a 5 minut. Tyto ,puvodni“ zakladni 5 mM roztoky cCinidel byly
skladovany v lednici pfi teploté 4 °C a zfedény na pozadované koncentrace pred

kazdym dalSim méfrenim.

Pfed kazdym nasledujicim méfenim, které probihalo zhruba v tydennich
intervalech, jsem si pfipravila dalSi Ctyfi ,Cerstvé“ zakladni roztoky — dva 5 mM
roztoky chloridu kobaltnatého (A1, B1) a dva 5 mM roztoky NazNFDSA (C+1, D1),
které byly nasledné rozfedény spolecné se Ctyfmi ,pavodnimi“ zakladnimi roztoky

¢inidel na poZadované koncentrace (viz podkapitola 5.5.2).

Provedeni experimentu:

e Do Ctyf jamek mikrotitracni desti¢ky jsem napipetovala 150 pl pufru
(pH 7,5) a 50 yl DMSO.

e Nasledné jsem do prvnich dvou jamek odméfila 50 ul 300 uM roztoku
kobaltu, které byly pfipraveny z ,puvodnich® zakladnich roztoku
chloridu kobaltnatého (roztok Ao do jedné jamky a roztok Bo do jamky
druhé). Do zbyvajicich dvou jamek jsem napipetovala 50 pl 300 uM
roztokll Co?*, které byly pfipraveny ziedénim superéistou vodou
z ,Cerstvych® zakladnich roztoku CoCl2 (roztok A1 do jedné jamky
a roztok B1 do jamky druhé).
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e 50 pl 1,8 mM ,plavodnich® roztoki Na2NFDSA jsem umistila do
prvnich dvou jamek (roztok Co do prvni jamky a roztok Do do jamky
druhé). Do tfeti a Etvrté jamky jsem odméfila 50 pl 1,8 mM ,Cerstvych®
roztoku indikatoru (roztok C1 do tfeti jamky a roztok D1 do jamky
posledni). Roztoky Na:NFDSA (Co, Do, Ci, D1) koresponduji
v jamkach s roztoky Co?* (Ao, Bo, A1, B1) — rozpis nize (Tab. 4).

e Po pfidani indikatoru jsem u vSech vzorkG zméfila absorbanci
v rozmezi vinovych délek 470-570 nm po 5 nm v €ase 0 a 5 minut.
Porovnala jsem spektra ,Cerstvych® ¢inidel s ,plvodnimi“ (z daného

dne i ze dne 0).

Tab. 4 — Rozpis miseni roztoku:

Co?* Ao Co?" Bo Co?* A1 Co?* B+

+ NA2NFDSA Co  + NA2NFDSA Do + NA2NFDSA C1 + NA2NFDSA D+

Ao/Bo/Co/Do — roztoky pfipravené v den 0 (,plvodni“), nafedéné Cerstvé pred kazdym
mérenim; A1/B1/C4/D1 — ,Cerstvé” roztoky pfipravené a nafedéné pfed kazdym méfenim;

v den 0 byly zméfeny pouze dva vzorky (Ao+Co/Bo+Do)



6. VYSLEDKY

6.1 VYBER VHODNEHO INDIKATORU C0%*

Prvnim krokem bylo najit vhodny indikator kobaltu. Na zakladé studii
Mahmood et al. (2012) a Reshetnyak et al. (2012) jsem vybrala a posléze otestovala
dva spektrofotometrické indikatory kobaltu — ninhydrin a NazNFDSA. Nejprve
jsem porovnala spektra samotnych indikatorl se spektry indikator-kobalt
v rozmezi vinovych délek 200-800 nm pfi méfeni po 0,5 nm. Ninhydrin komplex
s kobaltem nevytvofil (Obr. 9), ani kdyz byl cely experiment proveden v prostiedi
o pH 7,5, ve kterém se da oCekavat vysSi chelatace (Mahmood et al. 2012). Proto
nemohl byt tento indikator pouzit v dalSich mérenich. Zato NazNFDSA se ukazala
jako vhodny indikator. Ve spektru NFDSA-kobalt byl vidét znatelny posun
maximalni absorbance indikatoru z maxim vinovych délek 244,5; 264,5; 369,5
a 421 nm na 256,5; 320; 412,5 a 500 nm (Obr. 10).

200 200 400

Obr. 9 — Spektra ninhydrinu (modfe) a ninhydrin-kobalt (€ervené): Originalni

zaznam z pfistroje; na ose x vinova délka [nm], na ose y absorbance.
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200 300 400 B0 EO0 o0

Obr. 10 — Spektra Na;NFDSA (razové) a NFDSA-kobalt (modie): Originalni zaznam

z pfistroje; na ose x vinova délka [nm], na ose y absorbance.

6.2 NALEZENi VHODNE VLNOVE DELKY PRO MERENI

Nasledné bylo zapotfebi nalézt idealni vinovou délku pro méfeni pfi
Ctyfech ruznych pH (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5). Hledala jsem oblast, kde samotny
indikator jiz neabsorbuje, ale komplex NFDSA-kobalt ano. Zméfila jsem proto
spektra indikatoru a komplexu v rozmezi vinovych délek 400-650 nm po 1 nm pfi
Ctyfech odliSnych pH a porovnala je. ldealni vinova délka pro vSechna pH,
470-540 nm, byla urena na zakladé dvou kritérii — a) linearité a b) sklonu pfimky
(smérnici) (Obr. 11-14). Jak linearita, tak smérnice se tykaji matematického
vztahu mezi hodnotou absorbance a koncentraci kobaltu. Tyto parametry jsou
klicové. Cim vy$si je smérnice, tim je metodika citlivejsi, tj. pfi kazdém zvyseni
koncentrace kobaltu se absorbance zvysi vice pfi vy8Si smérnici nez pfi niZsi.
Naopak linearita je parametrem pFesnosti, tj. jak pfesné Ize naméfenou

absorbanci vztahnout ke koncentraci kobaltu.
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Obr. 12 — Absorbance komplexu kobalt-NFDSA a Na;NFDSA pfi pH 6,8: A: Smérnice

pfimky a linearita vztahu absorbance pfi riznych vinovych délkach a koncentrace

kobaltu; B: Spektrum samotného indikatoru pro porovnani. Idealni oblast vinovych délek

pro meéfeni je zvyraznéna zluté ohraniCenym obdélnikem.
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Obr. 13 — Absorbance komplexu kobalt-NFDSA a Na;NFDSA pfi pH 5,5: A: Smérnice

pfimky a linearita vztahu absorbance pfi rdznych vinovych délkach a koncentrace

kobaltu; B: Spektrum samotného indikatoru pro porovnani. Idealni oblast vinovych délek

pro méfeni je zvyraznéna Zluté ohraniCenym obdélnikem.
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Obr. 14 — Absorbance komplexu kobalt-NFDSA a Na;NFDSA pii pH 4,5: A: Smérnice

pfimky a linearita vztahu absorbance pfi riznych vinovych délkach a koncentrace

kobaltu; B: Spektrum samotného indikatoru pro porovnani. Idealni oblast vinovych délek

pro meéfeni je zvyraznéna zluté ohraniCenym obdélnikem.



6.3 STANOVENI CITLIVOSTI INDIKATORU

v v

V dal$i fazi jsem zmétila, jakou nejnizsi koncentraci Co?* Ize detekovat pfi
pouziti této metodiky. Pro porovnani byly otestovany dvé koncentrace indikatoru
Na2NFDSA: 300 uM a 1000 pM, a to v riznych pH podminkach (pH 4,5; 5,5; 6,8
a 7,5) ve dvou Casech (t =0 a t =5 min.). VySsi citlivost byla dosazena u nizsi
koncentrace indikatoru. Senzibilita Na2NFDSA je dale ovlivnéna pH prostfedi
a méfenou vinovou délkou spektra, v ¢ase je prakticky stabilni. Pro pfehlednost
jsou vysledky citlivosti pfi jednotlivych podminkach uvedeny v tabulkach nize

(Tab. 5 a 6). llustrativné je citlivost zobrazena pfi jedné vinové délce (Obr. 15).

Tab. 5 — Citlivost Na2NFDSA o koncentraci 300 uM

cas 0 ¢as 5 min.
PH "~ citlivost rozmezi vinovych citlivost rozmezi vinovych
[uM] délek [nm] [uM] délek [nm]
4,5 0,5 488-506 0,83 470-516
5,5 0,2 485-575 0,2 478-575
6,8 0,025 488-554 0,025 490-540
7,5 0,25 490-526 0,25 487-506

Tab. 6 — Citlivost Na2NFDSA o koncentraci 1000 uM

cas 0 ¢as 5 min.
PH "~ citlivost rozmezi vinovych citlivost rozmezi vinovych
[uM] délek [nm] [uM] délek [nm]
4,5 1,5 500-544 1,5 491-544
5,5 0,25 542-562 0,25 541-560
6,8 0,65 487-575 0,65 496-575

7,5 0,65 539-555 0,65 533-565
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Obr. 15 — llustrativni obrazek citlivosti Na2NFDSA o koncentraci 300 uM pfi vinové
délce 499 nm: A: pH 4,5; B: pH 5,5; C: pH 6,8; D: pH 7,5.



6.4 POSOUZENI STABILITY CINIDEL

Z ekonomickych i €asovych duvodu bylo soucasti pfipravy metodiky
i posouzeni stability €inidel CoCl2 (oznaeno A, B) a Na2NFDSA (oznac¢eno C,
D). Postup zahrnoval pfipravu duplicitnich roztokd v ase den 0 (Ao/Bo a Co/Do),
které byly nasledné proméfovany zhruba v tydennich intervalech spolecné
s Cerstvé pfipravenymi roztoky cinidel (A1/B1 a Ci/D1). Byla zméfena jejich
spektra, tj. Na2NFDSA vzdy s ionty kobaltu v rozmezi vinovych délek 470-570 nm
po 5 nm a nasledné mezi sebou porovnana. Ao+Co, Bo+Do ze dne mé&feni bylo
porovnano s prvnim méfenim Ao+Co, Bo+Do — den 0 (Obr. 16) a také s méfenim
Cerstvych roztokd A+1+C1, B1+D1 ztéhoz dne (Obr.17). Ukazalo se, ze
absorbance se oproti prvnimu dni spiSe nepatrné zvySovaly, ale dosahly
statistické vyznamnosti az pfi poslednim méfeni, a to u dvou vinovych délek.
Naproti tomu porovnani méfeni oproti novym vzorkiim ze stejného dne ukazala

na stabilitu reagencii po celou dobu méfeni, tj. 56 dni.
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Obr. 16 — Stabilita absorbance ¢inidel nové naredénych a cinidel pfripravenych
1. dne experimentu: Grafy byly pfipraveny porovnanim spekter Aq+Co, Bo+Do ze dne
méreni oproti spektrim A¢+Co, Bo+Do z 1. dne méreni (den 0): A: den 14; B: den 21;
C: den 28; D: den 35; E: den 41; F: den 49; G: den 56.
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Obr. 17 — Stabilita absorbance ¢inidel nové naredénych a cinidel pfripravenych
1. dne experimentu pfi méreni ve stejnych dnech: Grafy byly pfipraveny porovnanim
spekter Ag+Co, Bot+Do oproti spektrim A1+C+, B1+D1 ze stejného dne méreni: A: den 14;
B: den 21; C: den 28; D: den 35; E: den 41; F: den 49; G: den 56.
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6.5 TESTOVANI POTENCIALNICH CHELATORU KOBALTU

Pro ovéfeni vhodnosti metodiky bylo vybrano pét znamych chelatoru
kovu — tfi syntetické: 8-hydroxychinolin (8HQ), nitroxolin, disodna sul kyseliny
ethylendiamintetraoctové (Na2EDTA) (Obr. 18-20) a dva flavonoidy: kvercetin
a baikalein (Obr. 21 a 22). U vS8ech byla chelatace stanovena podle volnych,
ti. nezchelatovanych iontd kobaltu pfi dvou vybranych vinovych délkach (490
a 540 nm) ve Ctyfech rliznych pH prostfedich (pH 4,5; 5,5; 6,8 a 7,5) a ¢ase 0
1:1 EDTA:Co?* dosahla cca 66% chelatace, to naznacuije, Ze tvofi komplex 3:2.
| u ostatnich testovanych latek byla v poméru 1:1 znatelna chelatace pfi obou
méfenych vinovych délkach (490 a 540 nm). Na druhou stranu, tato mira
chelatace byla u téchto dalSich latek relativné mala — pfi vys$Sich pH u nitroxolinu
cca 20-25%, u 8-hydroxychinolinu 40%. Navic, na rozdil od Na2EDTA, bylo
u nitroxolinu dosazeno 100% chelatace iontu kobaltu az pfi poméru vice jak 10:1,
u 8-hydroxychinolinu ji nebylo dosazeno vibec. Z tohoto pohledu jde o stfedné
silné chelatory. Naopak kvercetin nevykazal Zadnou chelataci a baikalein byl
pouze relativné slabym chelatorem, ktery byl sice schopen navazat pfiblizné 50%
iont( kobaltu, ale az pfi poméru baikalein:Co?* 10:1 v pH 7,5, 50:1 pfi pH 6,8

a 5,5, u pH 4,5 nebylo dosazeno ani této miry chelatace.
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Obr. 18 — Ué&innost chelatace kobaltu 8-hydroxychinolinem: Mira chelatace byla

vypocitana podle absorbance pfi dvou vinovych délkach A: pfi 490 nm; B: pfi 540 nm.
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Obr. 19 — Uginnost chelatace kobaltu nitroxolinem: Mira chelatace byla vypogitana

podle absorbance pfi dvou vinovych délkach A: pfi 490 nm; B: pfi 540 nm.
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Obr. 20 — Uginnost chelatace kobaltu Na;EDTA: Mira chelatace byla vypogitana podle

absorbance pfi dvou vinovych délkach A: pfi 490 nm; B: pfi 540 nm.
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Obr. 21 — Uginnost chelatace kobaltu baikaleinem: Mira chelatace byla vypogitana

podle absorbance pfi dvou vinovych délkach A: pfi 490 nm; B: pfi 540 nm.
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Obr. 22 — Uéinnost chelatace kobaltu kvercetinem: Mira chelatace byla vypogitana

podle absorbance pfi dvou vinovych délkach A: pfi 490 nm; B: pfi 540 nm.
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7. DISKUSE

Cilem prace bylo pfipravit spektrofotometrickou detekci jakozto
standardizovanou, rychlou, levnou, ale pfesnou metodu pro screening
potencialnich chelatord kobaltu. Inspirovano studii Catapano et al. (2018) se
podafilo vyvinout metodu, ktera je zalozena na stanoveni zbylych
nezchelatovanych iontd kobaltu pomoci vhodného indikatoru. Na zakladé studie
Mahmood et al. (2012) byl otestovan prvni mozny indikator — ninhydrin. Bylo vSak
zjiSténo, Ze ninhydrin s kobaltem komplex netvofi (Obr. 9), nemohl byt proto dale
pouzit jako indikator v dalSich méfenich. Tento nalez byl pfekvapenim, protoze
zminéna publikace pfimo popisuje ninhydrin jako vhodny spektrofotometricky
indikator pro kobalt. Vysvétleni neni jasné, mohlo jit o pfidavek néjakeho dalsiho
Cinidla, které nebylo v praci specifikovano, nebo o chybnou intepretaci. Pro dalSi
testovani byl na zakladé literatury vybran dalSi mozny indikator — Na2NFDSA
(Reshetnyak et al. 2012). 'V tomto pfipadé uz dosSlo k jednoznacnému posunu
spektra a bylo pokraCovano ve studii. Metodiku se povedlo uspésné
standardizovat. Citlivost se jevi jako dobra. Moznost pouZzit ke stanoveni fadu
vinovych délek je vyhodna, protoZe nékteré latky jsou samy zbarvené nebo jsou
barevné jejich komplexy, a mohou tak v dané UV-VIS oblasti absorbovat. To je
i pfipad flavonoidl (Mabry et al. 1970). Dobrou zpravou je, ze tato metoda je
evidentné u flavonoidi pouzitelna, protoze nedoSlo k zadné interferenci.
Kvercetin vibec nechelatoval. Pokud by doSlo k interferenci, tak by se daly
oCekavat falesSné pozitivni vysledky, ale ty mohou byt na zakladé téchto vysledku
vylouCeny. Existuje samozfejmé alternativa k dalSimu ovéfeni, a to pouzit
néktery z jinych indikatort podle literatury jako jsou napf. thiokyanatan amonny
(Young a Hall 1946), 2-(5-bromo-2-pyridylazo)-5-(diethylamino)fenol (Sézgen
a Titem 2004), dithizon (Oztirk et al. 2000), 1-(2-thiazolylazo)-2-nafthol (Morandi
et al. 2012, Niazi a Yazdanipour 2008) a Xylenolova oranz (Guo et al. 2017).

Citlivost indikatoru byla paradoxné vysSi pfi nizSi koncentraci — 300 uM
Na2NFDSA nez u 1000 uM indikatoru. Dlvodem asi bude, Ze v niz§i koncentraci
nebyla v oblasti idealnich vinovych délek pro ucely této studie pozorovana zadna
absorbance, zatimco pfi pouziti vy$Si koncentrace maze pik vlastniho indikatoru

mirné zasahovat i do téchto vinovych délek a sniZovat tak citlivost metodiky.



PFi posuzovani stability €inidel — CoCl2 a Na2NFDSA se ukazalo, Ze se
absorbance oproti prvnimu dni méfeni (den 0) spiSe nepatrné zvySovaly, ale pfi
porovnani oproti novym vzorkum ze stejného dne se ukazala stabilita reagencii
po celou dobu testovani, tj. 56 dni. Vzhledem k dobé& méreni stability (bfezen az
kvéten) Ize pFedpokladat, ze absorbance zavisi na teploté. Testovani se
odehravalo sice jen v prostiedi pH 7,5, ale Slo o stabilitu, tak je velmi
pravdépodobné, Ze obdobné vysledky plati i pro dalSi pH (4,5; 5,5 a 6,8). Toto
ovéfeni ma dulezity ekonomicky dopad, protoZze neni potieba neustale

pfipravovat nové vzorky a vyhazovat zbytky nepouzitych.

V poslednim kroku byla metodika ovéfena na znamych chelatorech. Ze
ktera v poméru 1:1 EDTA:Co?* dosahla 66% chelatace. Jeji slabinou vsak je, Ze
neni selektivnim chelatorem, ale dokaze na sebe navazat i dalSi kovy (Catapano
et al. 2018, Riha et al. 2013). Dal$i dvé testované latky — 8-hydroxychinolin
a nitroxolin, které jsou odvozeny od dusikaté heterocyklické slouceniny chinolinu,
Ize oznacit za stfedné silné chelatory. Nitroxolin, derivat 8HQ, jenz ma navic
nitroskupinu v poloze 5, je silnéjSim chelatorem nez samotny 8-hydroxychinolin,
ktery nedosahl 100% chelatace ani pfi vy$§im poméru 8HQ:Co?*. Nicméng,
i 8-hydroxychinoliny patfi mezi neselektivni chelatory (Riha et al. 2013). Baikalein,
flavon s tfemi hydroxyskupinami, konkrétné v poloze 5, 6 a 7, sice vykazal silnou
chelatacni schopnost pro Zzelezo, srovnatelnou s klinicky pouzivanym
deferoxaminem (Mladénka et al. 2011), a proméd (Riha et al. 2014), ale kobaltovych
iontl na sebe navazal pfiblizné pouze 50%, a to az pfi poméru 10:1 v pH 7,5,
50:1 pfi pH 6,8 a 5,5, u pH 4,5 nedosahl ani tohoto stupné chelatace. Druhym
testovanym flavonoidem byl vySe zminény kvercetin, flavonol s navazanymi
hydroxyskupinami v poloze 3, 5, 7, 3" a 4°, ktery je rovnéz jako baikalein silnym
chelatorem zeleza, ale pouze pfi neutralnim nebo slabé kyselém pH (Mladénka
etal. 2011). Dokaze vytvofit komplex i s médi vpoméru 1:1 nebo 1:2
kvercetin-mé&d (Riha et al. 2014). Ani jedna z péti testovanych chelata¢nich latek
neni vacCi kobaltu selektivni. Chelata¢ni terapie je vSak povazovana za vhodnou
léCbu pfi intoxikaci kobaltem, proto stale existuje potfeba najit selektivni chelator
kobaltu.
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U testovanych chelatacnich latek by bylo vhodné otestovat podobné jako
ve studii Catapano et al. (2019) jejich potencial podnitit tvorbu hydroxylovych
radikalt prostfednictvim Fentonovy reakce, tedy ovéfit, zda nemuize byt vazba
na kobalt spiSe nevyhodna, a zjistit jejich stechiometrii. Tyto studie budou
probihat v budoucnu, skupiné se jiz totiz podafilo standardizovat metodiku pro
kobalt vazanou Fentonovou reakci a ma k dispozici ovéfené metodiky na

stanoveni stechiometrie komplexu (Filipsky et al. 2013).



8. ZAVER

Zavérem lze tedy shrnout, Ze se podafilo pfipravit spektrofotometrickou
detekci jakozto standardizovanou, rychlou, levnou, ale pfesnou metodu pro
screening potencialnich chelatori kobaltu, ktera je zaloZzena na stanoveni
zbylych nezchelatovanych iontd kobaltu pomoci spektrofotometrického
indikatoru kobaltu Na2NFDSA.

Idealni vinové délky pro vSechna pH (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5) byly stanoveny
v rozmezi 470 az 540 nm. Bylo zjisténo, ze citlivost indikatoru je vySSi u nizsi
koncentrace NazNFDSA (300 uM) — pfi pH 4,5 byla citlivost metody 500 nM a pfi
vySSich pH byla metoda jesSté vice senzitivni, a pouzivana Cinidla CoCl2

a Na2NFDSA byla stabilni po celou dobu méfeni, tj. 56 dni.

Ze zkouSenych chelatori  kobaltu je nejsilngjSi Na2EDTA.
8-hydroxychinolin a nitroxolin jsou stfedné silnymi chelatory. Baikalein je pouze
relativné slabym chelataénim Cinidlem a kvercetin nevykazal Zzadnou schopnost

navazat na sebe kobalt.
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