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Kobalt patii mezi esencidlni stopové prvky ptritomné v lidském téle. Je soucasti
organokovového komplexu vitaminu Bz, ktery je podstatny pro mnoho fyziologickych funkci.
Jak nedostatek, tak nadbytek kobaltu v téle je spojen s patologickymi stavy. Projevy nedostatku
mohou vést az k pernicidzni anémii ¢i hypofunkci §titné zlazy. Intoxikace kobaltem mize
vzniknout v pramyslovém prosttedi, napt. kovovym prachem kobaltu pti zpracovani tézkych
kovili nebo jeho uvolnénim nasledkem koroze z ortopedickych implantatd. Systémova toxicita
se projevuje fadou endokrinnich, kardiovaskuldrnich a neurologickych ptiznakd.

Hlavnim cilem této diplomové prace byla snaha o nalezeni Gi¢innych chelatort kobaltu ze
skupiny latek odvozenych od 8-hydroxychinolinu. Ke stanoveni miry chelatace bylo pouzité
spektrofotometrické in vitro méteni. Vliv chelatace byl také sledovan ex vivo u potkanich
erytrocytu.

U vSech testovanych cheldtori — 8-hydroxychinolinu, nitroxolinu, chloroxinu,
kliochinolu a jodochinolu byla v poméru 1:1 (chelator:kobalt) zjisténa urcitd chelatace pii vSech
testovanych pH. Jedinou vyjimkou byl jodochinol, ktery pfi tomto poméru az na pH 7,5
prakticky nechelatoval. Obecné lze chelataéni ucinnosti popsat nasledovné: chloroxin =
kliochinol > nitroxolin > 8-hydroxychinolin > jodochinol. Kobalt sdm o sobé sice nezvySoval
lyzu potkanich erytrocyti, ale ptidavek chloroxinu ke kobaltu ji vyrazné zvysil. Kliochinol také
zvysuje lyzu erytrocytd, jeho ucinek se jevi ale hlavné na kobaltu nezavisly. Jodochinol, opét
na kobaltu nezdvisle, alesponi ¢asteCné¢ ochréanil erytrocyty pied lyzou. Vliv ostatnich
testovanych latek na lyzu ¢ervenych krvinek v pfitomnosti kobaltu nebyl vyznamny.

Zavéerem lze konstatovat, ze v§echny 8-hydroxychinoliny in vitro chelatuji ionty kobaltu,
ale je tfeba jejich vlastnosti také ovéfit ve vice biologickych podminkach, protoze nékteré

chelatory mohou paradoxné navozovat lyzu erytrocytl v pfitomnosti iontii kobaltu.
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Cobalt is one of the essential trace elements present in the human body. It forms a part of
the organometallic complex of vitamin Bi2, which is essential for many physiological functions.
Both overload and lack of cobalt in the body is associated with pathological conditions.
Manifestations of deficiency can lead up to pernicious anemia or hypofunction of the thyroid
gland. Cobalt intoxication can occur in an industrial environment, such as by cobalt metal dust
during heavy metal processing, or by its release due to corrosion from orthopedic prostheses.
Systemic toxicity is manifested by a number of endocrine, cardiovascular and neurological
symptoms.

The main aim of this diploma thesis was to find effective chelators of cobalt from the
group of substances derived from 8-hydroxyquinoline. In vitro spectrophotometric
measurement was used to determine the degree of chelation. The effect of chelation was also
monitored ex vivo in rat erythrocytes.

All tested chelators — 8-hydroxyquinoline, nitroxoline, chloroxine, clioquinol and
1odoquinol, were able to chelate cobalt in the ratio 1:1 (chelator: cobalt) at all tested pH. The
only exception was iodoquinol, which was practically inactive at this ratio with an exception of
pH 7.5. In general, chelating efficacies can be ranged as follows: chloroxine = clioquinol >
nitroxoline > 8-hydroxyquinoline > iodoquinol. Cobalt alone did not increase the lysis of rat
erythrocytes, but an addition of chloroxine to cobalt significantly increased it. Clioquinol also
increases the lysis of erythrocytes, but its effect appears to be mainly independent of cobalt.
Iodoquinol, again independently of cobalt, at least partially protected erythrocytes form lysis.
The effect of other test substances on the lysis of red blood cells in the presence of cobalt was

insignificant.



In conclusion, all 8-hydroxyquinolines chelate cobalt ions in vitro, but their properties
also need to be verified under more relevant biological conditions, as some chelators may

paradoxically induce lysis of erythrocytes in the presence of cobalt ions.
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1. SEZNAM ZKRATEK

DMPS - 2,3-dimerkaptopropan-1-sulfonat

DMSO - dimethylsulfoxid

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

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

LDH - laktatdehydrogenéza

Na EDTA — disodna siil kyseliny ethylendiamintetraoctové

NaxNFDSA — disodna siil kyseliny 1-nitroso-2-naftol-3,6-disulfonové z angl. disodium
salt of 1-nitroso-2-naphtol-3,6-disulphonic acid

NAD" - nikotinamidadenindinukleotid

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

NFDSA - kyselina 1-nitroso-2-naftol-3,6-disulfonova

ROS — reaktivni formy kysliku z anglického reactive oxygen species

RONS - reaktivni formy kysliku a dusiku z anglického reactive oxygen and nitrogen
species

SOD — superoxiddismutaza

TRIS - tris(hydroxymethyl)aminomethan



2. UVOD

Kobalt je esencialni stopovy prvek piitomny v lidském téle. Celkové mnozstvi kobaltu se
u lidi odhaduje na 1,1 mg, piicemz nejvétsi mnozstvi je ve forme organokovového komplexu
vitaminu Bi,. NaruSeni kobaltové homeostazy tak nepiiznivé ovlivituje jednotlivé organové
systémy. Jeho nedostatek mulze zapfiCinit az perniciézni anémii. Nadbytek miize vést
k systémové toxicité, kterd se projevuje riznymi neurologickymi piiznaky, hypotyredzou,
polycytémii, vznikem astmatu a kardiomyopatii.

Historicky se chlorid kobaltnaty pouzival k terapii pernicidézni anémie, avSak jeho uzivani
bylo spojeno s obcasnymi nezddoucimi Uc¢inky, a proto se tato terapie jiz nepouZziva.
V soucasné dobé je jeho uzivani omezeno na dopliky stravy, radiologii a homeopatii, kdy je
nékterymi homeopatickymi lékati doporucovan k 1écbé hypersekrece estrogenu. Stale je
zneuzivan ve sportu jako doping k dosazeni lepSiho aerobniho vykonu.

Kobalt a jeho slitiny jsou dale vyuzivany jako zaklad ortopedickych implantatd, ze
kterych se ale za urcitych podminek mohou kovové ¢astice uvolnit a zpiisobit tak systémovou
toxicitu. Byly popsany piipady fatalni toxicity kobaltu z endoprotézy kycle. K intoxikacim
muze vSak dochazet 1 v primyslovém prostfedi, kde se kobalt pouziva na barveni skla,
keramiky, Sperkii nebo pfi zpracovani tézkych kovi. Predpoklada se, Ze k toxicité kobaltem
dochdzi riznymi mechanismy, které zavisi na interakci volnych kobaltnatych iontl s riznymi
cili, véetn¢ iontovych kanali.

Preferovanou 1écbou ke sniZeni toxickych U¢inka kovi je chelatacni terapie. Doposud
vSak nebyl stanoven standardni rezim pro odstranéni toxického kobaltu ven z téle. Terapie
intoxikace kobaltem chelatory zatim nepfinesla jednoznaéné vysledky a vyzaduje dalsi
studium. Existuje pouze par kazuistik, kde byla pfi intoxikaci kobaltem vyuZita chelatacni
terapie. Cilem mé diplomové prace byla snaha o nalezeni u¢innych chelatort kobaltu ze skupiny

latek odvozenych od 8-hydroxychinolinu. Tyto latky jsou znamy svymi chelata¢nimi U€inky.



3. TEORETICKA CAST

3.1 FYZIOLOGIE KOBALTU

Kobalt je relativné vzacny a malo reaktivni kovovy prvek. V suchém ani vlhkém
prostiedi se za normalni teploty neoxiduje. Pfirozené se vyskytuje v mnoha rtznych
chemickych formach v celém nasem zivotnim prostiedi. Je pfitomny ve stopovych mnozstvich
v rostlinach, pudé, povrchovych a podzemnich vodach i v nasi stravé. Do Zivotniho prostredi
se uvoliuje také spalovanim uhli a ropy, z vyfukii automobilli ¢i letadel a z vyrobniho
pramyslu. Nékteré radioaktivni izotopy kobaltu, jako je kobalt 60, se pouzivaji pii 1écbe
pacientli v nukledrni mediciné a ve vyzkumu. V periodické tabulce prvkl se nachéazi vedle
zeleza a niklu, proto se vyznacuje podobnymi vlastnostmi. Mlze se vyskytnout v riznych
oxidac¢nich stupnich, a to od +1 do +5. Nejvétsi zastoupeni maji oxidacni ¢isla +2 a +3, ostatni

formy jsou velice vzacné (Barceloux 1999, Czarnek et al. 2015, Valko et al. 2005).

3.1.1 VYZNAM KOBALTU PRO LIDSKY ORGANISMUS
Kobalt je jeden ze zékladnich stopovych prvkl v lidském téle. Mize se vyskytovat
jak v organické, tak v anorganické formé. Prvné zminovand — organickd, je potfebnd pro
normalni fyziologickou funkci lidského téla. Tento esencidlni stopovy prvek je nezbytnou
soucasti vitaminu B2 (Obr. 1) neboli kobalaminu. Celkové mnozstvi kobaltu se u lidi odhaduje
na zhruba 1,1 mg, pfi€emz az 85 % pochazi pravé z organokovového komplexu vitaminu Bio.
Nejvyssi koncentrace jsou v srdci, jatrech, ledvinach, slezin€ a v podstatné mensi mife 1 ve
slinivee, mozku a séru (Czarnek et al. 2015, Paustenbach et al. 2013). Spole¢né s kyselinou
listovou hraje velmi dulezitou roli pfi tvorbé nukleovych kyselin a n€kterych aminokyselin.
Samostatné je pak nutny k syntéze a udrZovani myelinové pochvy v nervovych bunkach.
Neurologické problémy zplsobené nedostatkem vitaminu Bz jsou disledkem poskozeni
myelinové pochvy. Ugastni se také jako koenzym pii bundéné mitdze a tvorbé
neurotransmiterd, které jsou nepostradatelné pro spravné fungovani organismu. Vitamin B2 je
nezbytny pro tvorbu ¢ervenych krvinek a prevenci perniciézni anémie. Soli kobaltu stimuluji
tvorbu erytropoetinu (Czarnek et al. 2015, Leyssens et al. 2017, Paustenbach et al. 2013, Black
2008).
Doporuceny denni ptijem vitaminu B2 pro dospélého ¢loveéka je 2,4 pg, z cehoz je 0,1
pg tvofeno kobaltem (Leyssens et al. 2017). Jeho nadbytek ¢i nedostatek neptizniveé ovliviiuje

cely organismus. Nedostatek kobaltu v lidském téle siln€ souvisi s vitaminem Bi,. Muze

wrwe
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kojenct. Pficemz prebytek tohoto kovu miize naopak zvysit ¢innost $titné Zlazy a kostni dien¢.
To miize nasledné vést ke zvySené produkci erytrocytd, fibroze v plicich a vzniku astmatu

(Czarnek et al. 2017).

-CHN (cyanocobalamin)

R = -OH (hydroxocobalamin)
-CH;(methylcobalamin)
-5'deoxyadenysyl (adenosylcobalamin)

Obr. 1 — Strukturni vzorec vitaminu B2 (kobalaminu). Na obrazku jsou znazornény Ctyfti
formy vitaminu Bi2: methylkobalamin a adenosylkobalamin — formy aktivnich koenzymi;
kyanokobalamin a hydroxykobalamin — formy pfijimané dietou a uzivané terapeuticky.

Prevzato z Okamoto a Eltis (2011).

Historicky se dlouhou dobu soli kobaltu pouZivaly k 1é¢bé pernicidzni anémie. Typické
davky pro dospélé se pohybovaly od 25 do 150 mg chloridu kobaltnatého za den, ale byly
podavany 1 davky dosahujici az 300 mg chloridu kobaltnatého za den (7vermoes et. al 2013).
Terapeutické uzivani bylo spojeno s obfasnymi nezadoucimi ucinky, primarné s dysfunkci
Stitné Zlazy u déti a v menSi mife s reverzibilnim poSkozenim zraku a sluchu u dospélych.
Terapie anémie solemi kobaltu byla ukoncena v 70. letech, kdy byly objeveny t¢inné;si latky.
Dalsi vyuziti kobaltu v minulosti je spojeno s pivnim priimyslem. Anorganické formy kobaltu
se v Sedesatych letech vyuzivaly jako stabilizatory pivni pény. U nékterych jedincl, zejména
silnych konzumentl piva, byla diagnostikovana kardiomyopatie a porucha diastolické funkce

levé komory. Z toho diivodu se jiz jako stabilizator nepouziva. Nékterymi homeopatickymi



1¢kafii je doporucovano podavani chloridu kobaltnatého peroralné po nékolik tydnii v rozmezi
od 0,5-1,12 mg/den k 1é¢bé hypersekrece estrogenu, ktera se ¢asto objevovala u n¢kterych Zen,
podstupujicich hormonalni substitu¢ni 1écbu. Stale je zneuzivan ve sportu jako doping, pficemz
dochazi ke vyse zminéné zvysené syntéze erytropoetinu, a nasledné ke zvySeni mnozstvi
erytrocytt v krvi, coz vede k lepSimu aerobnimu vykonu (Paustenbach et al. 2013, Leyssens et
al. 2017, Czarnek et al. 2015, Unice et al. 2012, Wright 2005).

Pro béznou populaci je strava jednim z hlavnich zdroji expozice kobaltem. Stovky
potravin obsahuji kobalt v riznych koncentracich. Nejvétsi mnozstvi kobaltu bylo nalezeno
v ¢okolade, kave, rybach, ofechach, masle, listové zeleniné a v ceredliich. Zato nejvice
vitaminu B pfijmeme z masnych a mléénych vyrobka. Kobalt i jiné stopové prvky, které se
vyskytuji v potravindch, mohou pochdzet ze zneciSténého zivotniho prostiedi nebo ze
zpracovani a baleni potravin. Krom¢ neumyslného piijmu kobaltu ve stravé, lidé casto
suplementuji jak kobalt, tak vitamin Bi> ve formé dopliku stravy (Leyssens et al. 2017).
Vitamin B2 najdeme casto ve velkém mnozstvi i v energetickych napojich (7vermoes et al.
2013).

Potrava vSak neni jedind cesta mozného vyskytu kobaltu v lidském téle. Kobalt miize
pronikat také pokozkou, dychacim systémem nebo jako soucast biomaterialti — ortopedickych
implantatt (Obr. 2). Kobalt a jeho slitiny se pouzivaji jako zaklad ortopedickych implantati jiz
zhruba 40 let (Czarnek et al. 2015).

Ways of cobalt ions into body

I N

respiratory digestive component
system systeimn of biomaterials

Y l y f

blood (binding hemoglobin with cobalt)

l

accumulation of cobalt ions in organs [

skin

Y

Obr. 2 — Mozné cesty proniknuti kobaltu do lidského téla.
Prevzato z Czarnek et al. (2015).



3.1.2 FARMAKOKINETIKA KOBALTU

Uvadi se, ze gastrointestinalni absorpce kobaltu u lidi je pfiblizné 25 % podané davky,
pfi¢emz interindividualni rozdily jsou zna¢né velké. Pohybuji se mezi 5-95 % v zavislosti na
nékolika faktorech, jako je mnozstvi pozit¢ davky, rozpustnost slouceniny a nutri¢ni stav
jedince. Podle studie Cliristensen et al. (1993) slou€eniny kobaltu rozpustné ve vod¢ — napf.
CoCl; jsou mnohem vice absorbovany nez slou¢eniny ve vod¢ nerozpustné — napt. CozO4. Dle
této studie je také pravdépodobné, Ze zeny, zejména s nizsi priméernou télesnou hmotnosti,
vykazuji rychlejsi absorpci kobaltu v porovnani s muzi. Nedostatek Zeleza a uzivani na lacny
zaludek zvysSuje absorpci kobaltu, zato uzivani po jidle absorpci kobaltu snizuje. Také u
nekterych aminokyselin je, v disledku tvorby komplexnich sloucenin, absorpce snizena. Mezi
iontovymi formami Co** a Co®" neni v mife gastrointestinalni absorpce zna¢ny rozdil
(Paustenbach et al. 2013, Layssens et al. 2017, Tvermoes et al. 2013).

Mechanismus gastrointestindlni absorpce pravdépodobné zacina v proximalnim jejunu
saturovatelnym procesem. Kobalt prostupuje pres slizniéni mukoézu s naslednym prenosem z
enterocyttl do krve (Leyssens et al. 2017). Zelezo s kobaltem maji velmi podobné atomové
priméry a valencni charakteristiky. Na zdklad€¢ téchto vlastnosti nejspiSe sdili podobny
mechanismus absorpce a dochazi ke vzajemné kompetici o vazebna mista. Proto lidé, trpici
anémii, nedostatkem Zeleza nebo zvySenou poptavkou po zeleze, vykazuji zvySenou
koncentraci kobaltu v krvi (Paustenbach et al. 2013, Lyessens et al. 2017, Meltzer et al. 2010).

Po nasledné absorpci kobaltu do krevniho fecisté ze vSech moznych cest (inhalacné, kuzi,
gastointestindlnim traktem, uvolnénim z biomateriall) dochézi k distribuci hlavné do ledvin,
jater, srdce a sleziny, v mensi mife také do mozku, slinivky bfi$ni, vlasti, kosti a mizy (Obr. 3).
V krvi se kobaltnaté ionty vazi z90-95 % na krevni proteiny, zejména na albumin a ol.
makroglobulin, nevylucuje se ani vazba Co”* iontii na lipoproteiny a haptoglobin. Co®" ionty
maji k uréitym mistim lidského albuminu vézajicim dvojmocné kationty relativné vysokou
afinitu, proto je nepravdépodobné, Ze dojde k vyznamnému vytésnéni kobaltu konkurenénimi
kovy, pokud jejich koncentrace v krvi nebude vyssi nez 1000 pg/l. Ionty kobaltité se mohou
vazat na transferin a branit tak navazani zeleza (Paustenbach et al. 2013, Czarnek et al. 2015).

Volna frakce kobaltu v séru se odhaduje na 5-12 % (Simonsen et al. 2012). Distribuce a
akumulace kobaltu v tkanich zéavisi pfedev§im na koncentraci volné frakce v séru. Kobalt
vazany na krevni bilkoviny je biologicky méné dostupny nez kobalt volny (Paustenbach et al.
2013). Zda se, Ze kobalt mize prechazet i do Cervenych krvinek. Membranovy transportni
systém pro ptijem kobaltu je sdilen s vapnikem, ale absorpce je v podstate ireverzibilni, protoze
kobalt je v cytosolu vazan na hemoglobin a neni vylucovan vapenatou pumpou zpét. Jeho
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eliminace je zkrevniho fecisté zpomalena pravdépodobné dlouhou zivotnosti Cervenych
krvinek, ktera je ptiblizné 120 dni, coz ma za nasledek pomalejsi eliminaci kovu z plné krve ve
srovnani se sérem (Simonsen et al. 2012, Finley et al. 2013). Absorpce kobaltu do ¢ervenych
krvinek v kombinaci s vazbou na sérovy albumin, ktery ma primérny polocas asi 20 dnli, miize
pfispét k pomalejSimu, nez ocekdvanému poklesu koncentrace kobaltu v plné krvi (7vermoes
et. al 2013). Po peroradlnim podani je neabsorbovany kobalt priméarné vylu¢ovan stolici, zatimco
kobalt absorbovany je vylu¢ovan hlavné moci a v mensi mife také stolici.

Vstiebavani organického kobaltu se 1i§i od anorganického. Vitamin Bi> potiebuje ke
vstfebani vnitini faktor, ktery vznikd v gastrointestindlnim traktu a diky némuz mutze dojit
k nasledné absorpci. Poté je metabolizovan v bunikdch na deoxyadenosylkobalamin nebo
methylkobalamin, uloZen v jatrech a nasledné eliminovdn moci nebo stolici (Paustenbach et al.

2013).
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Obr. 3 - Biokineticky systémovy model pro anorganicky kobalt: Model zobrazuje
recyklaci kobaltu mezi krvi a ¢tyfmi systémovymi tkanémi: jatry, ledvinami, kostrou a dal$imi
tkanémi. Vyuziva koeficienty ptenosu tkani k zohlednéni vyluCovani a sekrece kobaltu

z ruznych ¢asti téla za predpokladu kinetiky 1.fadu. Prevzato z Legget (2008).



3.2 INTOXIKACE KOBALTEM

K intoxikaci kobaltem dochazi pti jeho nadmémé expozici. Vyskytuje se hlavné
v prumyslovém prostiedi, kde se kobalt pouziva na barveni skla, keramiky, Sperkli a je obsazen
v natérovych barvivech. Jeho slitiny se vyuzivaji na vyrobu leteckych motordi, magneta,
umélych kloubli a zubnich implantatii. Pracovnici, zabyvajici se t€zbou, tavenim, svafovanim,
rafinaci kovi a brousenim diamantti, mohou podléhat vySSim irovnim expozice (Permenter et
al. 2013, Leyssens et al. 2017).

Anorganické formy kobaltu piitomné v iontové formé jsou pro lidské télo toxické. Cim
déle se v téle ukladaji, tim vice zmén v buiikach zplsobuji (Czarnek et al. 2015). Ptedpoklada
se, ze k toxicité¢ kobaltem dochdzi rozdilnymi mechanismy, které zavisi na interakci volnych
kobaltnatych iontii s riznymi cili, véetn¢ iontovych kanali. Mezi tyto mechanismy na
molekularni Grovni patii: tvorba reaktivnich forem kysliku s peroxidaci lipidl; alterace
homeostazy vapniku a zeleza; preruSeni mitochondrialni funkce; preruseni piijmu jodu Stitnou
zlazou; interakci se signdlnim systémem spoustéjicim erytropoézu; indukei genotoxickych
ucinkl a mozné preruseni opravnych procestt DNA. Zapojeni popsanych mechanismi zavisi na
koncentraci kobaltu v krvi nebo v tkanich (Paustenbach et al. 2013, Leyssens et al. 2017).

Systémové toxické ucinky mohou nastat, pokud se ionty kobaltu ve vysoké koncentraci
dostanou do krve, lymfatického ob&hu a nésledné se rozsifi do rlznych orgénd. In vitro
experimenty prokazaly, Ze primarni toxickou formou pro systémovou toxicitu je ionizovany
kobalt Co?*. Konkrétné se jedna o volné Co*" ionty, které jsou biologicky dostupngjsi k vazbg
na bun&éné receptory, iontové kanély a biomolekuly nez Co®" ionty vazané na krevni bilkoviny.
Neékteré chorobné stavy (napf. selhani ledvin, nedostatek Zeleza, sepse, podvyZiva,
alkoholismus) nebo piijem 1€k mohou sniZit vazbu kobaltu na albumin a tim zvySit mnoZstvi
volnych Co**, coz v kone¢ném diisledku vede k toxickym projeviim i pfi niz§ich davkach
(Leyssens et al. 2017).

Naruseni homeostazy kovovych iontl mlze vést k oxidacnimu stresu. Jedna se o stav,
kdy zvysend tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS) pfemiize antioxidacni ochranu téla a
nasledné zpisobi poskozeni DNA, peroxidaci lipidd, modifikaci proteini a dalsi G¢inky, které
mohou byt pfi¢inou ¢etnych onemocnéni. Mechanismy vzniku ROS zahrnuji Fentonovu reakci
s tvorbou hydroxylového radikalu [rovnice 1] a tvorbu superoxidového radikalu (Obr. 4).
Principem je fakt, Ze kobalt podléhd redoxnim reakcim (Valko et al. 2005, Jomova a Valko

2011, Paustenbach et al. 2013).



M™ + H,0, - M@+ + OH~ + - OH rovnice 1

Detailnéjsi experimenty ukazaly, ze Castice kobaltu v suspenzi s peroxidem vodiku
prostiednictvim Fentonovy reakce nereaguji [rovnice 2]. V piitomnosti kysliku vznika
radikalovy meziprodukt Co'~OO- [rovnice 3]. Tento meziprodukt se v piitomnosti enzymu
superoxiddismutazy (SOD) rozkladd na Co" a H2O; [rovnice 4]. Déle probiha jiz zminéna

Fentonova reakce [rovnice 1].

Co(0) + H,0, % Co* + OH™ + - OH rovnice 2

Co+ 0, - Co* + 05 » Co*—00 rovnice 3
SOD

Cot*—00'— H,0, + Co™ rovnice 4

S ohledem na chemické vlastnosti jsou vSak kobaltnaté ionty Spatné reaktivni.
Milimolarni koncentrace Co*" a peroxidu vodiku pouZité k in vitro studiu téchto reakci nebudou
pravdépodobné pozorovany v in vivo podminkéch, s vyjimkou snad pouze lysozomu. In vitro
studie uvadéji, ze samostatny Co’" negeneruje u¢inné hydroxylové radikaly z peroxidu, ale
jinak tomu je u kobaltu vazaného na urcité organické ligandy. Tyto biologické chelatory, jako
je glutathion, méni oxida¢ni potencial Co?* a mohou zvysit tvorbu hydroxylového radikélu
z peroxidu vodiku [rovnice 5]. Pfechod glutathionu a dalSich chelatort z antioxidan¢niho na
prooxidan¢ni pusobeni, ktery je zprostiedkovan ionty kobaltu (a také jinymi kovy), mize
vysvétlit nasledné poskozeni bunék (Hanna et al. 1992, Leonard et al. 1998, Shi et al. 1993,

Paustenbach at al. 2013, Valko et al. 2005).
[Co?* — chelat] + H,0, — [Co3" — chelat] + OH™ +:OH  rovnice 5

Rozpustné a nerozpustné slouceniny kobaltu mohou byt vystaveny reakcim typu Fenton
v lysosomalnich kompartmentech makrofagt, v disledku obrannych mechanismt téla, za
ucelem eliminace cizich castic. Makrofagové buiiky mohou pohlcovat nerozpustné castice
kobaltu a vyuzivat peroxid vodiku a dal$i lysosomalni slozky k pokusu o rozpusténi cizich

¢astic. Za urcitych podminek mohou tyto reakce typu Fenton vést k produkci ROS a peroxidaci



lipidii, které mohou makrofagy funkéné poskodit a/nebo zptisobit jejich lyzu. Jak je vidét
v nékterych makrofagovych in vitro testech, ROS by dédle mohly vést k oxidaci proteinti, coz
by potencialné vedlo k jejich poskozeni a denaturaci (Caicedo et al. 2010, Petit et al. 2005).
Toxikologicky vyznam téchto reakci je vSak nejasny kvili vysokym koncentracim Co*" a

peroxidu vodiku, pozadovanym pro tyto reakce (Paustenbach et al. 2003).

mitochondria

NAD{P)}H oxidases

xanthine oxidase A" - SOD
O, ——_"0,
hypoxanthine xanthine

xanthine uric acid

> H,0,
Fenton reaction

‘OH —) DNA

IV/LH damage

Obr. 4 — Schéma popisujici tvorbu superoxidového radikélu a Fentonovu reakcei s tvorbou
hydroxylového radikalu: Schéma ukazuje, ze superoxidovy radikdl (O3 ) vznikd nékolika
patofyziologickymi  reakcemi, ale pomémé rychle je odbourdvian enzymem
superoxiddismutazou (SOD) za vzniku peroxidu vodiku. Vznikly peroxid vodiku je
Fentonovou reakci, ktera je katalyzovana kovy (Co*", Fe?" aj.), pfeménén na hydroxylovy
radikal, ktery je pro lidské télo toxicky a jak je na schématu patrné, mize poskodit DNA.
Upraveno dle Jomova a Valko (2011).

Systémova toxicita kobaltem se projevuje jako klinicky syndrom s promeénlivym
projevem endokrinnich, kardiovaskularnich a neurologickych ptiznaki. Podle biokinetického
modelu je koncentrace kobaltu v krvi okolo 300 pg/l obvykle spojena s reverzibilnimi
endokrinnimi a hematologickymi neZadoucimi u¢inky. Pfi vysSich koncentracich se mohou
Skala hladin kobaltu u riznych symptomatickych pacientli naznacuje, ze klinicky obraz mohou
ovlivnit i dalsi faktory. Proto nebyla stanovena ,,prahova‘‘ koncentrace kobaltu, nad kterou je
znadmo, Ze se projevuji toxické ucinky a méla by byt pfijata terapeutickd opatteni (Leyssens et
al. 2017).

Otrava kobaltem mulZe zasdhnout riizné organové systémy. K podstatnému piijmu

kobaltu dychacim systémem dochdzi zejména u lidi, ktefi jsou zaméstnani v pramyslu tézkych
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kovii. Castice kobaltu a jinych kovii pronikaji do hornich a dolnich dychacich cest a jsou
transportovany v zavislosti na jejich velikosti. Velké ¢astice jsou spolknuty a dostavaji se do
jicnu, ale ty mensi prochéazeji endotelovymi bunkami plic, coz maze zptusobit pneumokoniozu,
astma z povolani a fibrézu plic. Riziko rakoviny plic je spojeno hlavné s kombinaci kobaltu a
karbidu wolframu (Smith et al. 2014, Czarnek et al. 2015, Leyssens et al. 2017). Jednim
z nejcastéjSich onemocnéni z povoladni je alergickd kontaktni dermatitida, kterou zptisobuje
hlavn¢ kobalt, nikl a chrom (Czarnek et al. 2015).

Neurotoxicita, souvisejici s kobaltem, muze zptsobit jak periferni, tak centralni
poskozeni. Ta pravdépodobné vychdzeji ze schopnosti kobaltu pfekonat hematoencefalickou
bariéru a ukladat se v mozku. Mezi pfiznaky otravy mulze patfit porucha sluchu, zraku,
rovnovahy, kognitivnich funkci, senzoricky 1 motoricky deficit a polyneuropatie. Po ukonceni
expozice kobaltem se vétSina neurologickych ptiznaki zacne zlepSovat nebo uplné vymizi.
Mezi dalsi ptiznaky otravy kobaltem patii vznik strumy, porucha metabolismu hormoni §titné
zlazy, polycytémie, erytrocytdza a atrofie varlat (Smith et al. 2014, Czarnek et al. 2015,
Leyssens et al. 2017).

Jak jiz bylo zminéno, toxicky potencial kobaltu na kardiovaskularni systém byl poprvé
objeven v 60. letech v pivnim primyslu. Soli kobaltu — chlorid a siran kobaltnaty se vyuzivaly
jako stabilizatory pivni pény. U néckterych silnych konzumentii byla diagnostikovana
kardiomyopatie, charakterizovana zvétSenim srdce, selhanim levé komory, perikardialnim
vypotkem 1 rozsdhlymi intraceluldrnimi zménami. Toto onemocnéni je zpocatku reverzibilni,
ale zato rychle progresivni a mize skoncit az smrti (Smith et al. 2014, Czarnek et al. 2015,
Leyssens et al. 2017, Okomoto a Eltis 2011, Jomova a Valko 2011, Paustenbach et. al 2013).

Nedavno byly popsany piipady fatalni toxicity kobaltu z ortopedickych implantatt
(Obr. 5), zejména z kycelnich protéz, s vyznamnou morbiditou a mortalitou. VétSina hlaSenych
ptipadll byla spojena s opotiebenim protéz typu kov na kov a zlomenim keramickych soucasti,
které vedly k uvolnéni téZkého kovu a k systémové toxicité (Fox et al. 2016, Pelclova et al.
2012, Campbell a Estey 2013). Kyc€elni protézy typu kov na kov se skladaji pfevazné z kobaltu
(64 %) a chromu (28 %), ale mohou obsahovat i malé mnozstvi jinych kovti (0,2 — 7 %). lonty
kobaltu a chromu mohou byt uvoliiovany diisledkem dvou procesti — tfenim mezi kloubnimi
plochami za vzniku cetnych opotiebovanych nanocastic nebo korozi kovovych povrchl a
opotiebovanych c¢astic. Aktualné dostupné udaje naznacuji, ze koncentraci kobaltu v krvi 1ze
pouzit jako screeningovy nastroj pro monitorovani systémové odpovédi na kobalt u pacientil
s implantaty kycelniho kloubu. Pacienti, ktefi vykazuji ptfiznaky potencidlné souvisejici

s polycytémii, hypotyre6zou nebo srdecni dysfunkci, by méli byt klinicky vySetfeni poc¢inaje
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koncentracemi kobaltu v krvi nebo séru nad 100 pg/l. Tato koncentrace je odvozena z analyz,
reakce nenavozujici. To by mélo adekvatné zohlednit interindividualni variabilitu, protoze data
byla shromazdéna u relativné riznorodého souboru exponovanych pacienti a dobrovolniki

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

Obr. 5 — Infiltrace periartikularni tkan€ kovovymi casticemi: A — periartikularni tkan
inklinovdna kovovymi ¢asticemi; B — velka infiltrace periartikularni tkdn¢ kovovymi ¢asticemi

v okoli kovové hlavice kyc¢elniho kloubu. Prevzato z Pelayo-de Tomas et al. (2017).

3.3 CHELATATORY KOVU A LECBA INTOXIKACE KOBALTEM

Chelata¢ni terapie je preferovanou lécbou ke sniZeni toxickych ucinkd kovi. Pojem
chelatace pochazi z feckého ,,chelé”, znamenajici klepeto. Termin chelat byl poprvé pouzit
vroce 1920 sirem Gilbertem T. Morganem a H. D. K. Drewem (Kim et al. 2019, Flora a
Pachauri 2010).

Princip chelatace je zaloZen na jednoduché koordina¢ni chemii a tvorbé koordina¢né
kovalentnich vazeb. Chelata¢ni Cinidla jsou organické nebo anorganické slouceniny, schopné
vazat se na toxické kovoveé ionty za vzniku slozitych kruhovych struktur zvané ,,chelaty*. Tyto
chelaty se nasledné snadno vylucuji z téla. Ve své struktuie obsahuji specifické ligandy, které
pti tvorbé chelatii zaujimaji roli donort elektronového paru. Typickymi ligandy jsou atomy
dusiku, kysliku a siry ve formé¢ raznych funkc¢nich skupin. Kazdy kov ma s ligandem jinou
reaktivitu, tudiZ je pro kazdy kov zapotiebi specifické chelatacni ¢inidlo. Vysoka davka
chelatujiciho ¢inidla mlize néhle v systémové cirkulaci zvySit hladinu toxického kovu a

zpisobit ptechodné zhorSeni stavu pacientti. Béhem 1éCby je dllezité poskytovat piislusnou
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davku léciva v pravidelnych intervalech podle koncentrace kovu, aby pii delsi terapii
nedochézelo ke snizeni koncentrace esencidlnich kovii. V priibéhu chelatacni terapie je u
nekterych pacientll hlaSeno zhorSeni zdravotniho stavu. Mezi bézné nezadouci UcCinky patii
horecka, nevolnost, bolest hlavy, vysoky ¢i nizky arterialni krevni tlak, gastrointestindlni potize
a bolest svali. Mezi zavazné nezadouci ucinky patii srde¢ni selhani, dychaci potize, respiracni
selhéni, nizky arterialni krevni tlak, trvalé poskozeni ledvin, kfece nebo zachvaty a nizky obsah
vapniku v krvi (Kim et al. 2019, Smith 2013, Sears 2013, Flora a Pachauri 2010, Aaseth et al.
2015).

Idedlni chelator by mél tvofit chemicky inertni a netoxické komplexy s atomy ¢i ionty
kovi. Kromé toho by méla vhodna chelata¢ni ¢inidla 1) vylucovat z téla dany kov bez jakékoli
dalsi interakce s zivotné dllezitymi kovy, 2) mit schopnost vstoupit do cytosolu bunck za
ucelem odstranéni intraceluldrnich toxickych kovil, 3) zachovat si své chelatacni vlastnosti pti
pH télnich tekutin. Rozpustnost ve vod¢ usnadiiuje transport v krvi a vylucovani ledvinami.
V ptipadé neurotoxicity je preferovano cinidlo lipofilni s nizkou molekulovou hmotnosti,
z diivodu lepsiho pfestupu pies hematoencefalickou bariéru. Lipofilni chelator mize byt také
vylucovan ve vétSim mnozstvim zluéi (Kim et al. 2019, Smith 2013, Sears 2013, Flora a
Pachauri 2010).

Jiz doposud nebyl stanoven standartni rezim pro odstranéni toxického kobaltu ven z téla
(Pelclova et al. 2012). Existuje pouze par kazuistik, kde je vyuzita chelatacni terapie pfi
intoxikaci  kobaltem. V  jednom z pfipadi byla otrava kobaltem lécena
ethylendiamintetraoctovou kyselinou (EDTA). Terapie byla kombinovéna s revizi a nahradou
kycelni endoprotézy. Doslo ke kratkodobému snizeni hladin kobaltu v plazmé a zvySenému
vylu¢ovani moci, avSak piiblizné po tiech dnech doslo k opétovnému navyseni plazmatickych
hladin kobaltu (Pazzaglia et al. 2011). Ve studii od Waters et. al. (2001) byla chelatacni terapie
pomoci EDTA zkoumdana u riznych téZkych kovii. Vyznamné zvySené ztraty moci, jak tomu
bylo napf. u olova, kadmia a zinku, v této studii u kobaltu prokdzany nebyly. Veskery kobalt,
vyluovany ztéla po chelatacni terapii EDTA, lze vysvétlit pfidanim vitaminu Bz do
chelata¢niho roztoku (Waters et al. 2001). V kazuistice, kterou uvadi Pelclova et al. (2012) byl
vyuzit k chelata¢ni terapii 2,3-dimerkaptopropan-1-sulfonat (DMPS). Doslo ke zvySenému
vylu¢ovani kobaltu moci (Tab. 1). Jeden mésic po zah4jeni 1écby DMPS poklesl sérovy kobalt
na piiblizn€ 26 % pivodni hladiny. Lécba byla provadéna v kombinaci s revizi a ndhradou
endoprotézy kycle. Béhem chirurgického zakroku byla ale opétovné zaznamenana metaldza.
21 mésict po zahdjeni terapie byly hladiny kobaltu v mo¢i stale podstatné zvySeny ve srovnani

s referenénimi hodnotami (Tab. 1). V pribéhu lécby doslo ke zlepseni nékterych klinickych

13



ptiznakil, chelatacni terapie vedla ke zjevnému prospéchu, ale pribéh nebyl zcela podle
ocekavani. U pacienta doSlo navzdory chelatacni terapie k pfetrvavajici ztraté¢ sluchu.
Zkusenosti s intoxikaci kobaltem je relativné malo a optimalni davkovani a standardni piistup
neni zatim zcela znam (Pelclova et al. 2012). Terapie intoxikace kobaltem je nejednotna.
Informace o pacientech, podstatné ke klinickému rozhodovéni, jsou také nedostacujici.
Indikace pro chelatacni terapii taktéz stanoveny nebyly a vyzaduji dalsi studium (Deviin et. al

2013).

Table 1. Urine concentrations (g/L) before, during, and after the treatment with 2,3-dimercaptopropane- 1-sulfonate (DMES).

Date of urine
collection

(day.month.year) 1622010 2322010 2622010 2822010 2342010 3.6.2010 1.122010 22.11.2011
Reference values

Pre-treatment Treatment Post-treatment of the laboratory
DMP$S (pe/L) (ug/L) (pe/L) (ng/L)
Cobalt 138.6 194 305 184 76.7 311 19.3 257 0.1-0.6

Tab. 1 — Tabulka poukazuje na zvySenou koncentraci kobaltu v moci po zahdjeni
chelatacni terapie. Pred zac¢atkem 1écby byla koncentrace kobaltu v moci 138,6 pg/l, po zahéjeni
1é¢by doslo k zvysenému vylucovani kobaltu moc¢i, koncentrace kobaltu v moci vzrostla az na
305 pg/l. Po 21 mésicich, tj. 22.11.2011 (viz tabulka) by méla byt idedlni koncentrace kobaltu
v moci dle referen¢nich hodnot. Nadale zvySena koncentrace kobaltu v moci znaci staly vyskyt

kobaltu v séru. Upraveno dle Pelclova et al. (2012).

Jako jedna z dalSich moznosti namisto chelatacni terapie muze byt pouzita lécebna
vyménna plazmaferéza, pii které dochéazi k oddélovani krevni plazmy od krevnich bungk.
Jelikoz je kobalt vazan na albumin, je pravdépodobné, Ze plazmaferéza miZe sniZit hladinu
kobaltu a pomoci tak v 1ékatské terapii jako doplitkova 1é€ba. AvSak studie prokazala, Ze pokles
hladin kobaltu byl pouze doCasny a plazmatické koncentrace kobaltu u pacienta se béhem osmi
hodin vratila ke koncentraci pted 1écbou. Tento rebound fenomén je pravdépodobné zplisoben
rychlosti, s jakou se navozuje rovnovéaha kobaltu mezi extravaskuldrni tkani a intravaskuldrnim
prostorem. Z toho vyplyva, ze bez diikladného chirurgického odstranéni korodujicich kovovych
zbytkli implantati, je oSetieni terapeutickou vymeénou plazmy marné. Jako doplitkova 1écba se
pouziva hlavné u pacientd, jejichz hladiny kobaltu zlstavaji vysoké po explantaci protézy a
zejména u pacientl se selhavanim ledvin, u nichz je chelata¢ni terapie kontraindikovana (Grant

etal 2016).
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3.3.1 CHELATUJICI VLASTNOSTI 8-HYDROXYCHINOLINU

8-hydroxychinolin a jeho derivaty (Obr. 6) jsou malé planarni molekuly s lipofilnim
ucinkem a neselektivni chelata¢ni schopnosti. Tyto heterocyklické slou¢eniny vazi ionty kovi
prosttednictvim donorovych atomu kysliku a dusiku. Substituované halogeny méni vlastnosti
8-hydroxychinolint, zvysuji lipofilitu molekuly a jsou tedy vhodné pro piechod
hematoencefalickou bariérou do mozku. Podle experimentalnich studii se vyznacuji rozmanitou
biologickou aktivitou, jako je neuroprotekce, protirakovinnd, antibakteridlni, antioxidacni,
chelatacnich cinidel z hlediska jejich potencialu k 1é¢bé neurodegenerace. Bylo zjisténo, ze
fada 8-hydroxychinolinovych derivati vykazovala nejvétsi potencidl pro 1écbu
neurodegenerativnich onemocnéni, jako je Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba a
roztrousend skler6za. Zejména kliochinol (5-chloro-7-iodochinolin-8-ol) doséhl pilotni klinické
studie II. faze. Bylo zjisténo, ze ucinn¢ prochazi hematoencefalickou bariérou a rozpousti
amyloidni plaky v mozku. I pfesto je jeho pouziti v klinické praxi limitovano z divodu
neurotoxicity. Mechanismus toxicity neni pfesné¢ zndm, soucasnd hlavni hypotéza udava, ze
kliochinol snizuje biologickou dostupnost vitaminu Biz. Tento nezddouci jev 1ze v§ak zmirnit
dostatecnou suplementaci vitaminu B2 a podavanim co nejmensi terapeuticky G¢inné davky
chelatacniho Cinidla. Alzheimerova choroba souvisi hlavné s dysregulaci iont médi, zeleza,
zinku a hliniku. 8-hydroxychinoliny byly testovany pravé primarné na zminénych kovech
(Prachayasittikul et al. 2013, Oliveri a Vecchio 2016, Budimir 2011, Riha et al. 2013).

Dalsim derivatem ze skupiny 8-hydroxychinolind je nitroxolin (8-hydroxy-5-
nitrochinolin). PouZiva se jako Sirokospektra antibakterialni latka k 1écbé a profylaxi b&ézné se
vyskytujicich infekci mocovych cest. Zplsob antibakteridlniho a antifungélniho piisobeni
pravdépodobné souvisi s chelata¢ni schopnosti nitroxolinu a jeho vazby na dvojmocné kationty.
Nitroxolin vaze Mg?" ionty pfitomné ve vné&j§i bakteridlni membrang, bakterialni povrch se tak
stavd hydrofobnim a dochdzi ke snizeni pfilnavosti bakterii k povrchu mocovych cest.
Nitroxolin vykazuje piedev§im bakteriostaticky ucinek, ktery je zvySen v kyselém pH moci.
V posledni dobé¢ si ziskal pozornost zejména diky své protinddorové aktivité. Protinaddorovy
ucinek se projevuje zejména prostiednictvim zvysujici se hladiny reaktivnich forem kysliku a
dusiku (RONS) v bunikach. Nitroskupina je zdrojem dusikatych radikala, které iniciuji redoxni
reakce. Dusledkem zminénych d&jti dochazi ke zméné intraceluldrni signalizace, coz vede
k antiangiogenezi a inhibici riistu nadorovych bun&k. Tyto uéinky jsou navic zesileny Cu®*

ionty. Na rozdil od kliochinolu je jeho protinadorova aktivita siln€j$i, a naopak piisobi méné
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neurotoxicky, nez zminény kliochinol (Prachayasittikul et al. 2013, Oliveri a Vecchio 2016,
Wijma et al. 2018).

Diky antiprotozoarni aktivité¢ se dalsi z derivatii — jodochinol (5,7-dijodochinolin-8-ol)
vyuzival jako peroralni 1éCivo k eliminaci cyst Entamoeba histolytica. Pisobi jako chelator
zeleznatych iontd, které jsou nezbytné pro metabolismus améb, ale presny mechanismus uc¢inku
neni znam. V nedavné in vitro studii od Abutaleb a Seleem (2020) byl jodochinol testovan na
velké skupiné riiznych kmenti Clostridia difficile jako slibny antiklostridialni 1€k. Bylo zjisténo,
ze vykazuje baktericidni aktivitu pti velmi nizkych, klinicky dosazitelnych koncentracich, a to
dokonce rychleji, nez pouzivand antibiotika vankomycin a metronidazol. Na rozdil od
zminénych antibiotik neovliviiuje stfevni mikrofloru. Jodochinol se tak jevi jako novy
potencialni antiklostridialni 1€k, avSak je potteba dalSich in vivo studii k ovéteni vysledka studii
in vitro (Abutaleb a Seleem 2020). V dalsi recentni studii od Yuan et al. (2020) bylo zjisténo,
ze jodochinol vykazuje anti-SARS-CoV-2 aktivitu pfi nizkych mikromoléarnich koncentracich.
Jelikoz se Spatné vstfebava do obéhového systému, preferuje se tak inhala¢ni podani, avsak
peroralni uziti ma také své opodstatnéni. Na modelu kiecka infikovaného SARS-CoV-2 bylo
Zpozorovano, ze stieva zvitat vykazovala tézky zanét s detekovatelnou virovou RNA a dokonce
infekénimi virovymi casticemi. Tato zjiSténi ukdzala, Ze potencidlnim zdrojem infekce u
COVID-19 mohou byt také vykaly. Mistni a syst¢émové ucinky by mély byt hodnoceny
v dal$ich detailn&jSich studiich, idealné ve vhodnych ex vivo lidskych orgédnovych kulturach,

zvitecich modelech a klinickych studiich (Yuan et al. 2020).
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Obr. 6 — Strukturni vzorce 8-hydroxychinolinu a jeho derivati: a) 8-hydroxychinolin, b)
kliochinol, ¢) nitroxolin, d) jodochinol, e) chloroxin. Vzorce byly lkresleny v programu

ChemDraw 19.1.
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4. CIL PRACE

Cilem této prace byla snaha o nalezeni ucinnych chelatorii kobaltu. Jako modelové

slouceniny byly vybrany derivaty 8-hydroxychinolinu, protoze se jedna o znamé chelatory.
Vedlejsimi cili prace bylo:

a) Zjistit, které strukturni predpoklady zvysuji ucinnost chelatace u dané skupiny 8-

hydroxychinolinti.

b) Ovéfit na biologickém modelu, zda se chelatace kobaltu projevi na lyze erytrocytl

v pfitomnosti kobaltu.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1 MATERIAL

5.1.1 CHEMIKALIE
e chlorid kobaltnaty (CoCl»)

e spektrofotometricky indikator kobaltu:

©)

disodna siil kyseliny 1-nitroso-2-naftol-3,6-disulfonové (Na2NFDSA)

o testované latky:

©)

o

o

o

o

8-hydroxychinolin

kliochinol

jodochinol (Toronto Research Chemicals, Kanada)
chloroxin

nitroxolin

e chemikalie pro pfipravu pufra a dalsi latky:

o

o

o

octan sodny

kyselina octova

kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonova (HEPES) a jeji
sodna sl (NaHEPES)

glukosa

Triton X

disodna sul kyseliny ethylendiamintetraoctové (NaEDTA)

dithiotreitol

nikotinamidadenindinukleotid (NAD™)

tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)

heparin 5000 [U/ml byl zakoupen jako originalni registrovany preparat od
Zentivy (CR)

fyziologicky roztok byl zakoupen jako originalni registrovany preparat od

B.Braun (Némecko)

Pokud neni uvedeno jinak, tak vSechny vySe zminéné latky byly zakoupeny od Sigma-

Aldrich v Némecku.
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e rozpoustédla:
o dimethylsulfoxid (DMSO) — Lach-Ner (CR)
o supercista voda byla pfipravena pomoci pfistroje Milli-Q RG (Merck

Millipore, Massachusetts, USA)

5.1.2 PRISTROJE A POMUCKY

spektrofotometr Helios gama (Spectronic Unicam, Spojené Kralovstvi)
spektrofotometr pro mikrotitrac¢ni desticku Synergy HT Multi-Detection Microplate
Reader (BioTec Instruments, Inc., Vermont, USA)

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

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

automatické jednokanalové pipety (Brand, Némecko): 10-100 ul, 20-200 pl, 100-
1000 pl

vicekanalova pipeta (Biohit, Némecko): 30-300 pl

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

mikrotitra¢ni desticky — 96 jamek (Brand, Némecko)

mikrozkumavky — 1,5 ml, 2,0 ml (Eppendorf, Némecko)

Spicky k pipetdm o objemu 200 pl, 1000 pl a 5 ml (Eppendorf, Némecko)
zkumavky centrifugacni — 15 ml a 50 ml (Brand, Némecko)

centrifuga VWR Compact Star CS4 (VWR International Ltd, Spojené Kralovstvi)
centrifuga MIKRO 22R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Némecko)
spektrofotometr TECAN Infinite M200PRO (Tecan Group, Minnedorf, Svycarsko)
inkubator Hood TH 15 (Edmund Biihler GmbH, Némecko)

5.1.3 BIOLOGICKY MATERIAL

Pro nékteré pokusy byla vyuZita potkani krev (samci kmene Wistar: Han, VELAZ, s.r.0.,

CR), ziskana jako vedlejsi produkt z experimentil, kdy se vyuziva potkani aorta na testovani

vasodilata¢nich u¢inki (schvaleny projekt MSMT-4937 2019-9).
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5.2 METODICKY POSTUP

5.2.1 PUFRY

O

Pufry o pH 4,5 a 5,5 byly vodnymi roztoky octanu sodného a kyseliny
octové. Konkrétné tyto acetatové pufry obsahovaly vzdy 15 mM octanu
sodného a 27,3 mM kyseliny octové (pH 4,5), respektive 2,7 mM kyseliny
octové (pH 5,5).

Pufry o pH 6,8 a 7,5 byly vodnymi roztoky HEPES a jeji sodné soli.
Konkrétné tyto pufry obsahovaly vzdy 15 mM NaHEPES a 71,7 mM
HEPES (pH 6,8), respektive 14,3 mM HEPES (pH 7.5).

Fosfatovy pufr obsahoval 8,5 % 200 mM roztoku dihydrogenfosfore¢nanu
draselného KH>PO4 a 91,5 % 200 mM roztoku hydrogenfosfore¢nanu
draselného KoHPO4. Jeho vysledné pH bylo 7.8.

Reak¢éni pufr byl vodnym roztokem 40 mM laktatu, 6 mM NAD" a 0,1M
TRIS. Vysledné pH pufru bylo 8,9.

Lyzac¢ni pufr byl vodnym roztokem 200 mM fosfatového pufru, 10 %
Tritonu X, 0,1M Na,EDTA a 1 M dithiotreitolu.

21



5.2.2 SPEKTROFOTOMETRICKE STANOVENI CHELATORU KOBALTU

Pied experimentem:

Bylo potieba ptipravit zasobni roztoky

Zakladni roztok chloridu kobaltnatého (CoClz) o koncentraci 5 mM. Roztok
byl piipraven rozpusténim navazky CoCl, (Mw 129,84 g/mol) v potiebném
objemu supercisté vody.

Indikator  disodnd  stl  kyseliny  1-nitroso-2-naftol-3,6-disulfonové
(Na;NFDSA). Navazka NaaNFDSA (Myw 377,25 g/mol) byla rozpusténa v
supercisté vode, aby vysledna koncentrace byla 5 mM.

Tyto roztoky byly déale v experimentu nafedény na pozadované koncentrace.

Provedeni experimentu:

Do vSech jamek mikrotitracni desti¢ky jsem postupné napipetovala (Obr.7):

150 pl ptislusného pufru (pH 4,5; 5.5; 6,8 nebo 7,5).

50 pl testované latky v poZzadovanych odlisnych koncentracich (ci-cx) a do jamek
kontrolnich (posledni dva sloupce) 50 upl rozpoustédla DMSO, jakozto
rozpoustédla chelatora.

50 pl 300 uM vodného roztoku kobaltnatych iontli vyjma posledni jamky
(negativni kontrola), do které jsem napipetovala 50 pl supercisté vody.

Desticka byla nasledné po dobu dvou minut vlozena do tiepacky a nechala se
intenzivné protiepat, pficemz doSlo k pfipadné interakci mezi ionty kobaltu a
testovanou latkou (chelatorem) a moznému vzniku komplexu.

Volné kobaltnaté ionty, které se na chelator nenavazaly, se nasledné prokazaly
reakci s indikatorem NaNFDSA — 50 ul jeho 300 uM roztoku v supercisté vodé.
Indikator jsem pfidala do prvnich dvou fad mikrotitracni desticky, do druhych
dvou fad — série slepych vzork, byla ptidana supercista voda (pipetovala se jako
prvni pted pfidanim indikéatoru).

Nasledné jsem desticku vlozila do spektrofotometru a métila absorbanci.

Byla provedena dvé méteni u dvou vinovych délek 490 nm a 540 nm, a to v Case
0 a 5 minut.

Cely postup jsem zopakovala se vSemi zminénymi pufry.
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Obr. 7 — Schéma mikrotitra¢ni desti¢ky pfi stanoveni chelatace kobaltnatych iontd: Ve

viech jamkach je 150 ul piislusného pufru a 50 pl roztoku Co?* iontdl, kromé posledniho
sloupce, kde je namisto Co?" iontli superéista voda. V testovanych jamkach je 50 pl testované
latky v odlisnych koncentracich (ci-cx) a v kontrolnich jamkach 50 pl rozpoustédla (DMSO).
V prvnich dvou fadéach je 50 pl indikatoru, roztoku NaoNFDSA (x), v dal$ich dvou fadach —

slepych vzorcich je 50 pl rozpoustédla, supercisté vody ().
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523 LYZA CERVENYCH KRVINEK

Pied experimentem:

Bylo potieba pfipravit zakladni roztok chloridu kobaltnatého (CoCly) o
koncentraci 5 mM. V tomto ptipadé byl rozpoustédlem fyziologicky roztok.
Nachystat si predehfaty 1 mM roztok glukosy ve fyziologickém roztoku a
samotny fyziologicky roztok na 37°C.

Ptipravit lyzacni pufr (viz vyse).

Provedeni experimentu:

Potkani krev byla ihned po odbéru centrifugovana pti 5400 otackach (2770 g).

Krevni plazma byla odstranéna a ponechané zbyvajici ¢ervené krvinky jsem

smichala s dvojnasobnym mnozstvim fyziologického roztoku, predehiatého na

37°C. Zkumavku jsem vlozila opét do centrifugy (VWR CS4) nastavenou na

5400 ot. / min (2770 g) a ponechala ji centrifugovat po dobu 10 minut.

Po odstranéni supernatantu jsem ptedesly krok zopakovala.

Nasledné jsem naposledy odstranila vznikly supernatant a opatrné ptremistila

ocisténé Cervené krvinky do 50 ml zkumavky.

Ptidala jsem 20 pl heparinu (5000 UI/ 1 ml) na 1 ml suspenze ¢ervenych krvinek,

aby se zabranilo jejich srazeni.

Cervené krvinky jsem smisila s 9ti nasobnym piebytkem 1 mM roztoku glukosy

ve fyziologickém roztoku, ptedehfatém na 37°C.

0,940 ml suspenze Cervenych krvinek jsem ptenesla do mikrozkumavek.

Do vSech piipravenych mikrozkumavek jsem déle napipetovala:

1) 10 pl testovanych latek v pozadovanych odlisSnych koncentracich a do
kontrolnich vzorkti 10 pl rozpoustédla DMSO. Kazdy vzorek byl pfipraven
duplicitné.

2) 50 pl 5 mM fyziologického roztoku kobaltnatych iontd, vyjma kontrolnich
vzorkil — byly piipraveny 3 pozitivni slepé zkousky (DMSO + Co*" ionty) a
2 negativni slepé zkousky (DMSO + fyziologicky roztok).

Sérii vzorkd jsem nasledné nechala po dobu 4 hodin v inkubatoru pii 100 ot. /

min.

Po uplynuti inkubace jsem vzorky ptenesla do centrifugy (MIKRO 22R)

nastavené na 5400 ot. / min (1950 g) po dobu 10 minut.
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Z kazdého vzorku jsem do pifedem ptipravenych mikrozkumavek odebrala 250
ul supernatantu. Tyto vzorky byly zamrazeny na —80 °C.

Z puvodnich vzorkl jsem odstranila zbyly supernatant a doplnila je lyza¢nim
pufrem.

Vzorky jsem spolu s lyzaénim pufrem zvortexovala a nechala dalSich 20 minut
stat pfi pokojové teploté.

Déle jsem vzorky pienesla opét do zminéné centrifugy (MIKRO 22R), ale
tentokrat nastavené na 10 000 ot. / min (6700 g) po dobu 10 minut.

Po probéhlé centrifugaci jsem odebrala opét 250 pl kazdého vzorku.

Vsechny vzorky byly zamrazeny na —80 °C a dale zpracovany nejpozdéji do 3

dnu.

Méfeni laktatdehydrogendzové (LDH) aktivity:

Pfi stanoveni LDH aktivity se vyuziva reakce laktatu s NAD™ podle rovnice 6:
laktat + NAD" — pyruvat + NADH+H" [rovnice 6]
Vznikly piirastek NADH+H" je stanoven spektrofotometrickym méfenim.
V den méfeni jsem si pfipravila reakéni pufr a vyjmula vzorky z mraziciho boxu
k dosaZeni pokojové teploty.
M¢éteni absorbance probihalo na piistroji TECAN Infinite M200PRO za
pokojové teploty, pii vinové délce 340 nm. Pfi této vlnové délce absorbuje
vznikajici NADH.
Vsechny vzorky jsem tésné pfed mefenim ziedila fyziologickym roztokem.
Vzorky pted lyzou byly zfedény v poméru 1:1 (vzorek:fyziologicky roztok) a
vzorky po lyze v poméru 1:5 (vzorek:fyziologicky roztok).
Na 96 jamkovou mikrotitra¢ni desticku jsem duplicitné napipetovala:

1) 50 pl zvortexovaného zifedéného vzorku

2) 300 pl reakéniho pufru
Ihned po napipetovani reakéniho pufru probéhlo méteni, pii kterém jsem méftila

zmény v absorbanci pfi vySe zminéné vinové délce 340 nm.
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5.3 MATEMATICKE A STATISTICKE VYHODNOCENI]

5.3.1 SPEKTROFOTOMETRICKE STANOVEN{ CHELATORU KOBALTU

Mnozstvi nezchelatovaného kobaltu bylo vypocitano zrozdilu absorbance mezi
testovanym (s indikatorem) a slepym vzorkem (bez indikatoru), délenych rozdilem absorbance
kontrolniho vzorku (znamé mnozstvi kobaltu bez testované latky) a jeho slepého vzorku (t;.
kobaltu bez indikatoru, od ného byly jesté odecteny rozdily mezi absorbanci negativnich vzorki
s a bez indikatoru).

Vysledky jsou prezentovany jako primér + smérodatnd odchylka vypocitané podle

—x)2
vzorce ’Z(Z% Statistické porovnani absorbance bylo provedeno pouzitim testu ANOVA

nasledovaného Bonferroni post-hoc testem.
Rozdily v chelataci u jednotlivych derivati 8-hydroxychinolinu byly sledovany pomoci
95% konfidenc¢nich intervali, které byly pfipraveny spolecné s dalSimi grafy pomoci programu

GraphPad Prism verze 6.0 pro Windows (GraphPad Software, USA).

532 LYZA CERVENYCH KRVINEK

Celkové procento lyzy erytrocytil bylo ur€eno ze smérnic ziskanych méfenim aktivity

2xkpL
2x kgr+ 6x kpp,

LDH podle vzorce: , kde BL je vzorek bez lyzy (fedén 1:1) a PL je vzorek po lyze

(fedén 1:5).
Nasledné byla porovnana mira lyzy vzorkll obsahujicich testované latky s piislusnymi
pozitivnimi nebo negativnimi slepymi vzorky (tj. bud’ s Co** nebo s fyziologickym roztokem

% lyZYyzorek
% lyzy slepy vzorek

misto roztoku Co?") podle vzorce: 1 — ( ) Tim bylo ur¢eno, zda ma ¢i nema

testovana latka vliv na lyzu erytrocytd.

Vysledky jsou prezentovany jako primér + smeérodatnd odchylka vypocitané podle

—v)2
vzorce ’2(:% Statistickd vyznamnost vysledkl byla stanovena pomoci studentova T-testu

porovnanim celkové lyzy jednotlivych vzorkid s pfisluSnymi slepymi vzorky. Grafické a
statistické zpracovani bylo provedeno pomoci programu GraphPad Prism verze 6.0 pro

Windows (GraphPad Software, USA).
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6. VYSLEDKY

6.1 SPEKTROFOTOMETRICKE STANOVENI CHELATORU
KOBALTU

Podle navodu, uvedeného v kapitole 5.2.2, byla zkoumdna chelatacni schopnost péti
testovanych latek (Obr. 8-12) — 8-hydroxychinolinu, nitroxolinu, chloroxinu, kliochinolu a
jodochinolu. Chelatace byla stanovena méfenim volnych, tj. nezchelatovanych iontii kobaltu
pti dvou vybranych vinovych délkach (490 a 540 nm), ve ¢tyfech riznych pH prostiedich (pH
4,5; 5,5; 6,8 a 7,5), v ¢ase 0 a 5 minut. U vSech testovanych chelatorti byla v poméru 1:1
(chelator:kobalt) zjiSténa urcita chelatace pii vSech pH (Obr. 8-12). Jedinou vyjimkou byl
jodochinol, ktery pfi tomto poméru prakticky, s vyjimkou pH 7,5, nechelatoval. Chloroxin a
kliochinol vykazovaly cca 33-50% chelataci pti pomérech 1:1 za vSech pH, z ¢ehoz se da
usoudit, Zze vznikly komplex ma stechiometrii 3:1 nebo 2:1 (chelator:kobalt). Nitroxolin
vykazoval 100% chelataci iontd kobaltu az pfi poméru vysSim neZz 10:1, zatimco 8-
hydroxychinolin 1 pti vysSich pH chelatoval maximalné 80 % kobaltnatych iontii, a to i pfi
nejvys$im testovaném poméru 100:1 (chelator:kobalt). Jodochinol pii pH 4,5 nevykazoval
zadnou chelataci, pti pH 7,5 v poméru 1:1 chelatoval z cca 20 %. Pii pH 5,5; 6,8 a 7,5 a poméru
3:1 vykazoval chelataci 50-60 %. Je pravdépodobné, ze by bylo dosazeno 100% chelatace, ale
z divodu Spatné rozpustnosti nebyly experimenty pii téchto pH ve vysSich koncentracich
provedeny. Byly vyzkouSeny jen u pH 4,5, aby bylo zjisténo, zda je latka viibec schopna
chelatovat kobalt pfi tomto nizkém pH. Z vysledkl lze vycist, Ze se jedna o latky s riznou
schopnosti chelatovat kobalt.

V dalsim kroku byla jejich chelatacni u€innost porovnana pomoci 95% konfidenc¢nich
intervald u vSech pH (Obr. 13-16). Z grafu lze potvrdit, Ze nejvyssi schopnost chelatace mél
kliochinol a chloroxin. Pfi vSech testovanych pH ob¢ zminéné latky chelatovaly v poméru 1:1
nejvétsi procento Co** iontll. Zatimco proménlivé pH prostfedi nema na chelata¢ni aktivitu u
chloroxinu, kliochinolu a nitroxolinu vliv, tak u 8-hydroxychinolinu a jodochinolu chelata¢ni
ucinek se snizujicim se pH klesa. Zjednodusené lze fici, Ze chelatacni Gc¢innost téchto latek

klesa v poradi chloroxin = kliochinol > nitroxolin > 8-hydroxychinolin > jodochinol.
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Obr. 8 — Utinnost chelatace kobaltu 8-hydroxychinolinem: Mira chelatace byla stanovena

pfi dvou vlnovych délkach A: pti 490 nm; B: pii 540 nm.
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Obr. 9 — U¢innost chelatace kobaltu nitroxolinem: Mira chelatace byla stanovena pii dvou

vlnovych délkach A: pii 490 nm; B: pti 540 nm.
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Obr. 10 — Ucinnost chelatace kobaltu chloroxinem: Mira chelatace byla stanovena pii

dvou vlnovych délkach A: pii 490 nm; B: pfi 540 nm.
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Obr. 11 — Uginnost chelatace kobaltu kliochinolem: Mira chelatace byla stanovena pii

dvou vlnovych délkach A: pii 490 nm; B: pti 540 nm.
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Obr. 12 — U¢innost chelatace kobaltu jodochinolem: Mira chelatace byla stanovena pii

dvou vlnovych délkach A: pti 490 nm; B: pfi 540 nm.

32




100
8-hydroxychinolin

chloroxin
kliochinol
iodochinol

nitroxolin

mnozstvi chelatovaného kobaltu (%)

pomér chinolin-8-ol:Co?*

100
80+
60
40

204

o
1

— T 1
1:100 1:10 1:1 10:1 100: 1

mnozstvi chelatovaného kobaltu (%)

pomér chinolin-8-ol:Co?*

Obr. 13 — Porovnani chelata¢ni aktivity 8-hydroxychinolinu a jeho derivati pro ionty Co**

pomoci 95% konfidenc¢nich intervall pti pH 7,5 a pti vlnovych délkach A: 490 nm; B: 540 nm.
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Obr. 14 — Porovnéni chelata¢ni aktivity 8-hydroxychinolinu a jeho derivatii pro ionty Co®"

pomoci 95% konfidenc¢nich intervalt pii pH 6,8 a pti vinovych délkach A: 490 nm; B: 540 nm.
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Obr. 15 — Porovnani chelata¢ni aktivity 8-hydroxychinolinu a jeho derivati pro ionty Co**

pomoci 95% konfiden¢nich intervalt pii pH 5,5 a pti vinovych délkach A: 490 nm; B: 540 nm.
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Obr. 16 — Porovnéni chelata¢ni aktivity 8-hydroxychinolinu a jeho derivatii pro ionty Co®"

pomoci 95% konfiden¢nich intervalt pii pH 4,5 a pti vinovych délkach A: 490 nm; B: 540 nm.
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6.2 LYZA CERVENYCH KRVINEK

Podle nédvodu, uvedeného v kapitole 5.2.3, byla zkoumana lyza ¢ervenych krvinek a vliv
pfidanych latek — nitroxolinu, 8-hydroxychinolinu, chloroxinu, kliochinolu a jodochinolu na
lyzu erytrocytd, a to bud’ pii sou¢asném piidani Co?* ve finalni koncentraci 250 pM nebo bez
Co**, pouze se zminénymi latkami (Obr. 17-21). Priimérn4 lyza krvinek byla cca 10 % a neligila
se mezi Co®" (10,1 + 5,8 %) a bez Co?" (10,7 + 5,9 %). Z &ehoz vyplyva, Ze samotny kobalt
lyzu nezptisobuje.

Nitroxolin (Obr. 17) ani 8-hydroxychinolin (Obr. 18) nemély na lyzu erytrocytii
v pfitomnosti kobaltu nebo bez n¢j zadny vliv. Zajimavé zjisténi bylo, ze pfestoze samotny
chloroxin (Obr. 19) na ¢ervené krvinky nema taktéz zadny vliv, v piitomnosti Co?" iontii
dochazi k prudkému zhorSeni lyzy erytrocytl. V pritomnosti kobaltu se tak chloroxin stava
toxickym a zptsobuje lyzu. Kliochinol také mirn¢ lyzu erytrocyt zvysuje. Jeho tcinek se ale
jevi nezavisly na kobaltu, respektive alespont v niz§i pomeérech chelator:kobalt (Obr. 20).
Alternativné miize kobalt jeho toxicitu snizovat. Jodochinol lyzu erytrocytii snizil, ale tento

ucinek nebyl na kobaltu zavisly (Obr. 21).
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Obr. 17 — Vliv nitroxolinu na lyzu erytrocytid. Na grafu je zndzornéna zmeéna lyzy
erytrocytli samotnym nitroxolinem a zména lyzy pfi soucasném piidani Co”* iontli a
nitroxolinu. Rozdily mezi vzorky skobaltem a bez n¢j nebyly ze statistického hlediska

vyznamné.
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Obr. 18 — Vliv 8-hydroxychinolinu na lyzu erytrocytii. Na grafu je zndzornéna zména
lyzy erytrocyti samotnym 8-hydroxychinolinem a zména 1yzy pii sou¢asném piidani Co?" iontil
a 8-hydroxychinolinu. Rozdily mezi vzorky s kobaltem a bez néj nebyly ze statistického

hlediska vyznamné.
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Obr. 19 — Vliv chloroxinu na lyzu erytrocytl. Na grafu je zndzornéna zména lyzy
erytrocytli samotnym chloroxinem a zména lyzy pii sou¢asném pridani Co®" iontd a chloroxinu.
V disledku velkého rozptylu biologickych hodnot nebylo mozné vytvorit konfiden¢ni
intervaly. Proto byly porovnéany jen odpovidajici hodnoty, z ¢ehoz je zfetelné, Ze chloroxin lyzu

erytocytt zhorSuje. n.s. — nesignifikatni, * odpovida p <0,05.
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Obr. 20 — Vliv kliochinolu na lyzu erytrocytl. Na grafu je zndzornéna zména lyzy
erytrocytli samotnym kliochinolem a zména lyzy pii soucasném piidani Co?’ iontd a
kliochinolu. Mezi vzorky s kobaltem a bez néj byla nalezena vyznamnost (* odpovida p <0.05

mezi vzorky s kobaltem a bez n¢j, + odpovida p <0.05 vs. pozitivni kontrola bez kliochinolu).
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Obr. 21 — Vliv jodochinolu na lyzu erytrocytii. Na grafu je zndzornéna zmeéna lyzy
erytrocytll samotnym jodochinolem a zména lyzy pifi soucasném pfidani Co?" iontd a
jodochinolu. Rozdily mezi vzorky s kobaltem a bez néj nebyly ze statistického hlediska
vyznamné. Ve vysSich pomérech, ale bez vztahu k pfidavku kobaltu, jodochinol lyzu erytrocyt

snizoval (+ odpovida p <0.05 vs. pozitivni kontrola bez jodochinolu).

39



7. DISKUZE

Cilem této prace byla snaha o nalezeni Uc¢innych chelatorti kobaltu. Jako modelové
slouceniny byly pouzity 8-hydroxychinolin a jeho derivaty — nitroxolin, jodochinol, kliochinol
a chloroxin, protoze se jedna o znamé neselektivni chelatory kovi (Riha et al. 2013,
Prachayasittikul et al. 2013, Pierre et al. 2003). V in vitro podminkach vSechny zminéné
slouceniny mély urCitou chelatacni aktivitu, vliv chelatace byl déale sledovdn ex vivo na
potkanich erytrocytech. Jak je shrnuto v recentni studii od Saadeh at al. (2020), tato skupina
latek piitahuje v posledni dobé pozornost chemiki a dalSich odbornikli ve zdravotnictvi, a to
zejména diky svym jedinecnym biologickym, fyzikalnim a chemickym vlastnostem.

Slouceniny obsahujici 8-hydroxychinolinové jadro vykazuji Sirokou skalu biologickych
aktivit, véetn¢ antimikrobidlnich, protirakovinnych a antifungéalnich G¢inkt. Na prvni pohled
nelogické vyuziti jedné latky jako antimikrobidlniho a protinddorového lé€iva se da vysvétlit
odlisnou davkou. Zatimco antimikrobialni chemoterapie se vétSinou podava peroraln€ v nizsich
davkach a pouze po dobu do vymizeni ptiznakd, cytostaticka [éCba se podava intermitentné, ve
vysokych davkach a ¢asto intravendzné (Prachayasittikul et al. 2013, Shen at al. 1999, Ding et
al. 2005, Mechl a Vorlicek 2001, Oliveri a Vecchio 2016, Pierre et al. 2003).

8-hydroxychinolin je bicyklickd sloucenina, skladajici se zpyridinového kruhu
kondenzovaného k fenolu, ve kterém je hydroxylova skupina ptipojena v poloze 8 (Obr. 22).
Pyridinovy kruh si tak udrzuje vlastnosti elektronovée deficitni entity se zasaditym dusikem.
Vlivem pfitomnosti fenolické skupiny vykazuje 8-hydroxychinolin i typické fenolické
vlastnosti, diky nimzZ je citlivy na ¢etné chemické reakce a strukturalni modifikace, jako je napf.
elektrofilni aromatickéd substituce, diazoniova vazba a molekularni pfesmyky. Vzhledem k
tésné blizkosti hydroxylové skupiny k heterocyklickému dusiku se 8-hydroxychinoliny
vyznacuji jako dobra chelatacni ¢inidla, kterd tvoifi kovalentni komplexy s Sirokou Skalou

kovovych iontl (Saadeh et al. 2020, Prachayasittikul et al. 2013, Pierre et al. 2003).
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Obr. 22 — Schématické znazornéni chemickych reakci 8-hydroxychinolinti.

Prevzato ze Saadeh et al. (2020).

Z nameétenych hodnot a grafi vyplyva, ze nejlepsich a takika identickych vysledkl v in
vitro chelatac¢nich experimentech dosahly chloroxin s kliochinolem. Atomy chléru a jodu
v poloze 5 a 7 jsou spole¢né s cyklickym dusikem a hydroxylem v poloze 8 donory elektront a
zvySuji tak vazebnost slouceniny vuci elektrofilim, kterymi mohou byt rizné kovy, v nasem
ptipadé¢ kobaltnaté ionty. Vliv pH prostiedi nemé&lo na tyto dva derivaty zadny vliv, coz se neda
fict o 8-hydroxychinolinu. Pfi vyss$ich hodnotach pH byla jeho chelata¢ni aktivita vyssi, to je
pravdépodobné zpisobeno snadnéjsim odstépenim kationtu vodiku z hydroxylové skupiny
praveé ve vyS$im pH prostredi. Vznikly aniont je tak mnohem aktivnéj$im nukleofilem, nez byl
samotny neutralni 8-hydroxychinolin. Chelata¢ni aktivita proto klesa v kyselém prostiedi, jak
bylo také méfenim prokazano (Prachayasittikul et al. 2013). Ve studii od Riha et al. (2013)
byla testovana chelatac¢ni ti€innost jak zndmymi a klinicky pouzivanymi chelatory médi (napf.
D-penicilaminem), tak skupinou derivati 8-hydroxychinolinu. Konkrétné se jednalo o
kliochinol, chloroxin a samotny 8-hydroxychinolin. Rovnéz jako u kobaltu, 1ze z vysledku této
studie povazovat chloroxin s kliochinolem za silné chelatory médi, které s ni tvoti velmi stabilni
komplexy pfi vSech testovanych pH prosttedich. Chelatacni aktivita byla také na pH nezavisla.
V poméru 1:1 bylo chelatovano cca 50 % médi a v poméru 2:1 (chelator:méd’) bylo chelatovano
jiz 100 % meédi. Zatimco 8-hydroxychinolin byl podstatné slabsi chelator a jeho chelata¢ni
aktivita klesala se snizujicim se pH. Z toho vyplyva, Ze vysledky chelatacni Uc¢innosti 8-
hydroxychinolinovych derivatu u médi jsou velmi podobné naSim vysledktim s kobaltem.

Diky provedeni ex vivo experimenti a vlivu zminénych latek na lyzu erytrocyti
s pfidanym kobaltem nebo bez né€j bylo zjisténo, ze urcité derivaty dokonce v pritomnosti
kobaltu lyzu zhorSovaly a stavaly se tak toxickymi. Tento pomérné piekvapivy ucinek
zpisoboval chloroxin. Sam o sob¢ ani on, ani kobalt nebyl toxicky, ale jejich smés vyrazné
potencovala lyzu erytrocyti. Tohle zjiSténi se jevi jako pomérné zasadni, protoZe naznacuje, ze
komplexy kobaltu s nékterymi chelatory mohou byt toxické. Lze tak konstatovat, Ze je potieba

provéfit in vitro vysledky na ex vivo experimentech, ¢i v in vivo podminkach. Ve studii od Jiang
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at al. (2011) byla zkoumana protinddorova aktivita pravé na skupiné latek odvozenych od 8-
hydroxychinolinu. Jiz diive bylo v mnoha experimentech prokazano, Ze jeden z derivati —
kliochinol mé protinadorovou aktivitu jak in vitro, tak in vivo (Ding et al. 2005, Daniel et al.
2005, Du et al. 2007, Mao et al. 2009). Jeho pouziti je vSak v klinické praxi limitovano
z diivodu neurotoxickych ucinkt. Studie od Jiang at al. (2011) porovnavala cytotoxicitu
kliochinolu se Sesti dal§imi 8-hydroxychinolinovymi analogy za pouziti bunéénych linii
lidskych rakovinnych buné¢k. Z testovanych analogti dosahl nejleps$ich protirakovinnych ucinkt
nitroxolin, zatimco nejméné toxicky byl jodochinol. K testovanym derivatim byly vzdy
pfidany dva kovy — mé&d’ a zinek. Aktivita nitroxolinu i vSech ostatnich derivatl byla zvySena
medi, avSak v pritomnosti zinku byla zvySena aktivita pouze kliochinolu a jodochinolu. DalSim
benefitem bylo, Ze nitroxolin zvysil tvorbu reaktivnich forem kysliku a dusiku a tento G¢inek
byl vyznamné zvySen ptfidinim médi. Taktéz u kliochinolu doSlo za ptitomnosti médi k
mirnému zvySeni hladin reaktivnich forem kysliku, ale tento efekt byl ve srovnani
s nitroxolinem nepatrny. Zatimco jodochinol sdm, ani v pfitomnosti médi, tvorbu ROS
nezvySoval. V dalsi ¢asti experimentu se ukézalo, Ze na rozdil od kliochinolu neni nitroxolin
ionoforem zineCnatych iontl. Zavérem experimentu lze fict, Ze nitroxolin je G¢inngj$i nez
halogenované 8-hydroxychinoliny a vzhledem k tomu, Ze nepisobi jako zine¢naty ionofor, je
tak méné neurotoxicky. Z této studie tak plyne, Ze n¢které, i kdyz ne vSechny, komplexy 8-
hydroxychinolinovych derivatl s médi mohou byt toxické a tim mit protinadorové t€inky. Vliv
riznych kovil na podobné slouceniny miize byt vSak odlisny.

Diky svym rozmanitym biologickym ucinkiim je molekula 8-hydroxychinolinu rtizné
obménovana za ucCelem piipraveni novych, lepSich a uc¢inngjSich derivati, jak napft.
demonstruje studie od Oliveri at al. (2012). V této studii byla popsana syntéza nového derivatu
kliochinolu — kliochinol glukokonjugatu a 8-hydroxychinolinu - 8-hydroxychinolin
glukokonjugétu, s imyslem porovnani tohoto systému s kliochinolem a 8-hydroxychinolinem.
Dtivodem pro syntézu glukokonjugatt je hromadéni glukozy a nadmérna exprese transportért
gluk6zy v nadorovych bunikach. Ptitomnost molekuly glukézy by mohla navic eliminovat
nezadouci chelataci systémovych iontil kovu a zvysit selektivitu molekuly na konkrétni misto
pusobeni. Experiment byl proveden na riiznych bunécnych liniich za ptitomnosti iontil zinku a
médi. Bylo prokdzéano, Ze glukokonjugaty jsou in vitro §t€peny [-glukosiddzou a po uvolnéni
aktivniho aglykonu vykazuji antiproliferativni aktivitu proti riznym liniim nadorovych bunék
v pfitomnosti iontd médi, ne vSak v pfitomnosti zinku. Na zaklad¢ téchto 1 naSich vysledkt je
tedy patrné, Ze vliv raznych kovil je na podobné derivaty odliSny, proto je potieba vzdy
otestovat latky v biologickém prostfedi. Dobrym piikladem je pravé nitroxolin, jehoZ komplex
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s kobaltem se nejevi jako cytotoxicky, na rozdil od jeho komplexu s médi nebo komplexu
chloroxinu s kobaltem.

Obecné lze shrnout, ze tyto slouCeniny mohou mit terapeuticky potencial, ale je
evidentné nutné jejich vlastnosti dobfe otestovat, piipadné pfipravit derivaty, které by mély

vhodnéjsi vlastnosti.
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8. ZAVER

Zavérem mé diplomové prace lze fici, ze pomoci jednoduché spektrofotometrické metody
byla ovéfena chelataéni schopnost 8-hydroxychinolinu a jeho derivati — nitroxolinu,
jodochinolu, kliochinolu a chloroxinu pii raznych pato/fyziologickych pH. Bylo potvrzeno, ze
urCitou chelatacni aktivitu vic¢i kobaltnatym iontim vykazuji vSechny zminéné slouceniny.
Mezi nejlepsi chelatory pattily chloroxin a kliochinol. 8-hydroxychinolin a nitroxolin mély o
néco slabsi Gcinek. Jodochinol se d& pokladat za nejslabsi cheldtor z vySe zminénych. Pfi
poméru 1:1 (chelator:kobalt) jako jediny nevykazoval zadnou chelataci, s vyjimkou pH 7,5.
Proménlivé pH prostfedi nemélo vliv na chloroxin, kliochinol a nitroxolin, zatimco u 8-
hydroxychinolinu a jodochinolu klesala se snizujicim se pH chelata¢ni aktivita. Lze tedy
shrnout, Ze se jedna se o latky s riiznou schopnosti chelatovat kobalt.

Dale bylo na biologickém modelu ovéfeno, zda se chelatace kobaltu projevi na lyze
cervenych krvinek v pfitomnosti kobaltu. Bylo zjiSténo, Ze samotny kobalt ani v relativné
vysoké koncentraci nepotencuje spontanni lyzu cervenych krvinek. Na druhé stran¢ ptridavek
chloroxinu ke kobaltu lyzu erytrocytd vyrazné zvysil. Samotny chelator chloroxin byl naopak
ve vztahu k ¢ervenym krvinkdm bez pfitomnosti kobaltu netoxicky. Tyto experimenty tedy
ukazuji na nutnost otestovat i ucinky chelatort ve vice biologickych podminkéch, protoze Cisté
in vitro experimenty u kobaltu mohou ptinést optimistické vysledky, které ale nemusi odrazet

situaci v biologickém prostiedi.
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