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Nazev rigoroézni préace: Zinek-chelatani aktivita vybranych novych chelatorti ze
skupiny 4-acylpyrazol-5-onti

Zinek zastava v lidském organismu Sirokou skalu klicovych fyziologickych funkei.
V ptipadé zvySenych koncentraci zinku v téle mize dochazet k fad¢ patologickych
projevi. V mén¢ zavaznych ptipadech se jednd o gastrointestinalni nevolnosti, v hor§im
pripadé mize dojit az ke kardiovaskularnimu selhani. Pfi potvrzeni diagndézy —
intoxikace zinkem, se vyuziva chelatacni terapie, jejiz vyznam spociva ve vytvoreni
komplexii s nadbytecnym kovem a jejich exkreci. U latek ze skupiny 4-acylpyrazol-5-
ontl byly jiz diive ukdzany silné zelezochelata¢ni vlastnosti. Cilem této rigordzni prace
bylo otestovat, zda tyto latky nemohou také chelatovat zinek a stanovit, zda mohou
strukturni obmény zékladni struktury zvysit tento potencial. Na zakladé ziskanych
vysledkli je mozné konstatovat, Ze vé&tSina ztestovanych 4-acylpyrazol-5-ont
chelatovala zinecnaté ionty spiSe zanedbatelné nebo az pii velmi vysokém nadbytku
chelatoru nad Zn*' ionty. Neju¢inn&jsimi latkami byly H2QPyQ a H2Q4Q. Ty se ale
chovaly velmi odlisné: u prvné jmenované latky se zvySovala chelata¢ni aktivita se
zvySujicim se pH a dosahla 75 % chelatace Zn*" iontl u pH 7,5; zatimco druha
jmenovand byla schopna chelatovat cca 50 % Zn** iontdi pii pH 5,5-7,5 a nejvyssim
poméru 100:1 ale 100 % pifi poméru 10:1 u pH 4,5. Pfes tyto vysledky neni
pravdépodobné, ze by tyto latky nasly vyuziti jako chelatory zine¢natych ionti, protoze
jejich Gcinnost byla za vSech podminek niz§i nez experimentalné pouzivany chelator

TPEN.
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Title of thesis: Zinc-chelating activity of selected novel chelators from 4-acylpyrazol-5-
one group

Zinc plays a key role in many physiological functions in the human body. In case of
increased concentrations of zinc in the body, a number of pathological manifestations
may occur. In less severe cases, gastrointestinal discomfort and nausea can occur while
in a worse case, cardiovascular failure can develop. After the diagnosis of zinc
intoxication is confirmed, the chelation therapy is used. Its principle is based on the
formation of complexes with excessive metal and their excretion. Substances from the
group 4-acylpyrazol-5-ons were previously shown to be strong iron chelators. The aim
of this thesis was to test the ability of these substances the chelate zinc and determine
the structure-activity relationship. Based on the obtained results, it can be concluded
that most of the tested 4-acylpyrazol-5-ons were almost inactive or showed ability to
chelated zinc ions only at very high excess over Zn**. The most effective substances
were H2QPyQ and H2Q4Q. However, each of them behaved very differently: chelation
activity of H2QPyQ increased with increasing pH and reached 75 % of Zn*' ions
chelation at pH 7.5; while H2Q4Q reached about 50 % of Zn?" ions at pH 5.5-7.5 at the
highest ratio of 100:1 but reached 100 % at the most acidic condition of pH 4.5 even in
a lower ratio of 10:1. Despite these results, these substances are unlikely to be used as
zinc ion chelators, as their effectiveness in all conditions was lower than the

experimentally used chelator TPEN.
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UvVOD

V periodické soustavé prvkl zinek najdeme ve IIb skupin€, spolecné se dvéma
toxickymi kovy - rtuti a kadmiem. Nicméné zinek je na rozdil od ostatnich kovit této
skupiny fazen mezi netoxické kovy v lidském organismu (Fosmire 1990). V kontrastu
k t¢émto dvéma kovlim, u kterych role v lidském organismu neni blize znama, zinek je
dalezitym mikronutrientem nejen pro lidskou populaci, ale obecné pro vSechny zijici

organismy. Je vyznamnym komponentem vice nez 300 enzymil a celé fady proteini,

které jsou nepostradatelné pro lidské zdravi (Vallee et al. 1993).

Zinek zastava v lidském organismu Sirokou Skalu vyznamnych funkci, které jsou
primarn¢ zavislé na jeho celkovém mnozstvi. V piipadé zvySenych koncentraci zinku
v téle miize dochdzet k fad¢ patologickych stavii. V mén¢ zavaznych ptipadech se jedna
o gastrointestinalni nevolnosti, v hor§im piipadé¢ muize dojit az ke kardiovaskuldrnimu

selhéni (Plum et al. 2010).

Pritomnost fady kovi je pro fyziologickou funkci organismu naprosto nezbytna.
Proto logicky pii jejich dyshomeostdze dochazi ke zjevnym patologickym projevim.

V ptipadé€ nadbytku kovli mize dochazet az k zdvaznym toxickym staviim.

Pfi potvrzeni diagnoézy — intoxikace zinkem, se vyuziva chelatacni terapie, jejiz
vyznam spoc¢iva ve vytvoreni komplexu s nadbytecnym kovem v organismu.(Andersen

1999)

Chelatacni terapie je preferovanou lécebnou metodou pro odstranéni toxickych
kovli z organismu. Chelataéni Cinidla vykazuji schopnost vazat toxické kovy z intra-
nebo extracelularnich oblasti v organismu, vytvofit s nim komplex a vyloucit ho ven

z téla (Flora et al. 2010).

V soucasné dob¢ vykazuji chelata¢ni c¢inidla fadu nezadoucich uc¢inkl. Nutno
ovSem taktéz podotknout, Ze fada z nich nevykazuje dostatecnou selektivitu, a proto pii

jejich pouziti dochazi i k mnozstevnimu poklesu fyziologickych kovii v organismu.



1 TEORETICKA CAST

1.1 FYZIOLOGICKY VYZNAM ZINKU

Zinek je vyznamnym stopovym prvkem vSech zivych organismil. Je po Zeleze
druhym nejvice zastoupenym mikronutrientem v lidském organismu. Vyznam zinku pro
zivé organismy byl poprvé popsan v roce 1869. V dalSich letech byla jeho dulezitost
potvrzena u rostlin a zivo¢icht (O'Dell et al. 1958, Kambe et al. 2015). Deficit zinku byl
u lidi poprvé zaznamendn v roce 1961. Jednalo se o mladého Irdcana a Egyptana, ktefi
m¢eli obdobné symptomy - kozni onemocnéni, mentalni letargie a hepatosplenomegalie.
Po nésledné zinkové suplementaci se jejich stav zlepsil (Prasad et al. 1961, Sandstead et

al. 1967).

Celkové mnozstvi zinku v organismu predstavuje okolo 2 g, pficemz 95 %
z tohoto mnozstvi je intracelularni. Vyskytuje se ve vSech tkanich a télnich tekutinéach,
ale nejvice je lokalizovéan v kosternim svalstvu (okolo 30 %) a kostech (okolo 60 %, viz
Obr. 1). Vjatrech a kizi je obsaZzeno 5 % z celkového obsahu, zbytek se nachézi

v ostatnich tkdnich. (Jackson 1989, Miller et al. 1994)
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Obr. 1.: Schéma procentualniho rozloZeni zinku v organismu. Pievzato z: Hara et

al. 2017

Co se ty€e nitrobunécného rozlozeni zinku, v cytoplasmé je distribuovano 50 %
zine¢natych iontd, v jadru se nachazi 30-40 % a v membrané 10 % viz Obr. 2 (Haase et
al. 2014). Celkova koncentrace v buiice predstavuje desitky az stovky mikromoli.
V cytosolu jsou zinecnaté ionty navdzané v metaloproteinech a v metalothioneinu (MT),
nebo jsou uskladnény v organelach a vezikulech. Jejich transport dovniti a vné bunky 1
intracellularné je zprostfedkovan ZnT a ZIP transportéry. Z toho divodu nalezneme
v buiice jen velmi malé mnoZstvi volného zinku, fadové pikomoly aZ nanomoly
(Canzoniero et al. 1997, Outten et al. 2001, Qin et al. 2011). Koncentrace v organelach
predstavuje 0,14 pM v mitochondriich, 0,2 pM mitochondridlni matrix, 0,9 pM-5 nM
v endoplasmatickém retikulu a 0,2 pM v Golgiho aparatu (Besnard et al. 2002, Qin et al.
2011, McCranor et al. 2012, Chabosseau et al. 2014).

Homeostaza piedstavuje stabilni koncentraci zinku uvnitf bun¢k a v plasmé
a pohybuje se v rozmezi od 11-25 uM/L (Livingstone 2015). Na bunétné 1 podbunééné
urovni je regulovana piijmem, distribuci, shromazd’ovanim a vydejem zinku pomoci

ZnT a ZIP transportéri (Colvin et al. 2010, Maret 2011).
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Obr. 2: Rozlozeni zinku uvnitt buniky. Pfevzato z Kambe et al. 2015

Koncentrace zinku uvnitf bunky kolisaji v ¢ase v zavislosti na riznych stimulech -
zinkova vlna (z anglického zinc wave) €1 zinkovy vyboj (pfeloZzeno zinc spark)
(Yamasaki et al. 2007, Kim et al. 2011) Tyto stimuly zastavaji diilezitou roli v buné¢né

signalizaci (Outten et al. 2001, Maret 2013).

1.2 FARMAKOKINETIKA ZINKU

Zinek je absorbovan v duodenu a proximalnim jejunu. Absorbovany zinek je
nasledné transportovan vratnicovym obehem do jater nebo je intraceluldrné navazan na
MT v enterocytech. Zinek je také vylucovan do zluci, a to v koncentraci okolo 4 pg/ml
(61,2 uM). Urc¢ité mnozstvi je zpétné vstiebano enterohepatalni cirkulaci. Vysledna GI

ztrata zinku predstavuje 2-4 mg/den (Livingstone 2015)

Mocovymi cestami se denné vylouci 0,5-0,8 mg zinku, zatimco okolo 500-600 pg
denné je vylouceno potem (Abu-Hamdan et al. 1981, Leonard et al. 2007). Dalsi
fyziologické ztraty jsou vlasy a ktzi (Livingstone 2015). V kiizi se totiz vyskytuje
vyznamné mnozstvi zinku (Obr. 3).
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Obr. 3: Schéma distribuce zinku v organismu. Pfevzato z Kambe et al. 2015

V regulaci nitrobunécné homeostazy zinku se uplatiiuji adaptivni mechanismy
v zavislosti na pfijmu nebo vydeji zinku. Pfi snizeném piijmu zinku v potravé dochazi
ke zvySené absorpci az na 100 %. Navic je potlacena jeho exkrece stolici. Dochazi také
ke snizeni mocCové exkrece a je podpofena retence zinku uvniti bunék. Stejné tak
v piipade, kdy je vyssi piijem zinku v potravé, zacne se tvofit vice thioneinu v jatrech
a enterocytech, ktery tvoii se zinkem chelaty (vySe popsany MT) a je zvySena také

mocova exkrece (Livingstone 2015).
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1.3 ZDROJ ZINKU

Zinek je bohaté obsazen v mase, nejvice ve vepfovém a hovézim. Z moiskych
koryst maji nejvyssi obsah ustfice. Dalsi bohaté zdroje predstavuji ofisky a mléko
(Willoughby et al. 2014) Naopak nizkou biodostupnost zinku nalezneme v rostlinné
stravé. Je to zdivodu pfitomnosti fytatd, které jsou jednim z faktor vyznamné
snizujicich absorpci zinku. Z vySe uvedeného vyplyva, ze s nedostatkem zinku se Casto
setkavame u vegetarianti (Turnlund et al. 1984, Foster et al. 2013). Dalsimi faktory
limitujicimi absorpci zinku jsou pfitomnost Zeleza a vlakniny. Naopak kyselina

citronova vyznamné zvysuje absorpci zinku (Cousins 1985, Kenny et al. 1989).

1.4 ROLE ZINKU V ORGANISMU

Zinek existuje jako dvojmocny kationt a za fyziologickych podminek neni aktivni
v redoxni formé&. To vysvétluje, pro¢ zastava tolik vyznamnych fyziologickych roli
v organismu a je soucasti mnoha biologickych procest aniz by byl toxicky s vyjimkou
velmi vysokych hladin. Na rozdil od médi a Zeleza je redoxné neutrdlni
a v biologickych reakcich vystupuje jako Lewisova kyselina. Na zaklad¢ téchto
poznatkl lze vyvodit, ze zinek v organismu zastava funkci strukturdlni, katalytickou

a ma dilezitou roli v bunééné signalizaci (Kambe et al. 2015).
1. Katalyticka

Existuje ptiblizn¢ 300 metaloenzymi, napf. DNA polymeraza, karboanhydréza,
alkalicka fosfataza a alkohol-dehydrogendza, kdy zinek je jejich nedilnou soucasti
anavic se podili na jejich regulaci (Vallee et al. 1993, O'Dell 2000). Zinek vystupuje
jako kofaktor v 6 hlavnich enzymovych tfidach — oxidoreduktasach transferasach,
hydrolasach, lyasach, isomerasach a ligdsach (Vallee et al. 1990, Vallee et al. 1993,
Andreini et al. 2012).

2. Strukturni

Strukturné je obsazen v bunéénych membranach, nukleovych kyselinach,

ribozomech a proteinech (Livingstone 2015).
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3. Signalni mediator

Zinek vystupuje jako druhy posel pii bunétné signalizaci, ktera je aktivovana
vstupem zine¢natych iont do cytosolu z extracelularnich mist a z organel (Hirano et

al. 2008, Fukada et al. 2011).

1.41 TRANSPORTERY ZNT A ZIP

Transportéry zinku (ZnT a ZIP) umoziuji Sirokou Skdlu bunécnych
a fyziologickych funkci (Kambe et al. 2015). Tyto dvé rodiny zine¢natych transportéri
jsou primarné¢ zodpovédné za udrzeni homeostazy zinku uvniti bunék (Mocchegiani et
al. 2013). Prvni transportni protein zinku, Zrcl, byl poprvé detekovan v Sacharomyces

cerevisiae v roce 1981 (Kamizono et al. 1989).

ZnT transportéry zajiSt'uji ptenos zinku do lumen intraceluldrnich kompartmentt
nebo zcytosolu do extracelularniho prostoru (Kambe et al. 2015). Naopak ZIP
transportéry umoziuji pienos zinku z extracelularniho prostoru nebo z intracelularnich

vezikul do cytosolu (Hara et al. 2017).

Existuje celkové 10 skupin ZnT (ZnT1-ZnT10). ZnT1 je jedinym transportérem
lokalizovanym pouze v plasmatické membrané (Palmiter et al. 1995, Kambe et al.
2015). Neékteré biochemické studie uvadéji, Ze ZnT transportéry funguji jako

protichiidné pienasede iontl Zn**/H" (Kawachi et al. 2008, Shusterman et al. 2014).

ZIP transportéry jsou rozdéleny do né€kolika podskupin I, II, LIV-1 a gufA. ZIP 1
a gufA obsahuji jednodussi ¢leny. Podskupina ZIP II je sloZena ze 3 ZIP 1-3, zatimco
LIV-1 je obsahlejsi (Gaither et al. 2001, Taylor et al. 2003). Podskupina LIV-1 je
sloZena z transportérii ZIP 4-14, které zajiStuji fadu vyznamnych biologickych funkci

(Taylor et al. 2003).

1.42 ZINC FINGERS (ZNF)

Zinc fingers jsou Siroce vyuzivanymi metaloproteiny na zékladé¢ jejich unikétnich
strukturnich a funkénich aspekt. Tvoii nejvetsi skupinu zine¢natych proteint, které

zajistyji dilezité fyziologické funkce u prokaryot i eukaryot (Eom et al. 2016).
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ZNF jsou strukturadlni proteinové modely, které zajist'uji interakce s velkou

skupinou proteint, lipidii a nukleovych kyselin (Kambe et al. 2015).

Dva cysteinové a histidinové zbytky (Cys2Hisz) jsou navazédny na zinek
a vytvareji BPa zahyb a tato sekundarni struktura zajist'uje interakce s jeho vazebnymi
partnery — DNA, RNA, proteiny, lipidy a dal§$imi malymi molekulami (Eom et al.
2016).

143 METALLOTHIONEIN (MT)

Z celkového mnozstvi zinku v cytosolu je 5-15 % navézéno v metallothioneinu
(Bouron et al. 2014). MT jsou slozeny z 61-68 aminokyselin a maji schopnost navazat
az 7 atomil zinku a dal$i dvojvazné kovy s odliSnou afinitou (Krezel et al. 2008). MT
zastavaji pomérné¢ vyznamnou roli v zinkové homeostdze uvniti bunck tim, ze maji
schopnost vytvaret komplexy az s 20 % volného zinku (Chimienti et al. 2003, Tapiero

et al. 2003).

1.5 UKAZATELE HLADINY ZINKU V ORGANISMU

Prozatim neexistuje jednoduchd metoda pro stanoveni celkovych hladin zinku

v organismu. Mame ale k dispozici nékolik mozZnych ukazateli:

1. Mnozstvi zinku v plasmé neni pftili§ citlivy ukazatel jeho hladin v organismu.
Existuji totiz adaptivni mechanismy, které v zavislosti na pfijmu zinku v potravé

ovlivilyji jeho koncentraci (Lowe et al. 2009).

2. Bézna hodnota exkrece zinku mocovymi cestami je 0,5-0,8 mg za den. I zde se vSak
uplatiuji adaptacni mechanismy, kdy pfi deficitu zinku poklesne jeho vyluCovani

(Leonard et al. 2007, Livingstone 2015).

3. DalSim vyznamnym markerem je IGF-1 (inzulinu podobny ristovy faktor 1). Bylo
prokézano studiemi, Ze tento rastovy faktor byl u zinkového deficitu snizen. To

vysvétluje, pro€ je nedostatek zinku spojovan utlumem ristu (Cossack 1991).

4. Na zakladé faktu, ze zinek je také obsaZen ve vlasech, je hypoteticky mozZné
uvazovat o této dalsi cesté detekce. Ve studii u malych déti s atopickou dermatitidou

od Kim a spol. zroku 2014 byly porovnavany hladiny zinku u zdravych jedinct
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a u pacientll stouto chorobou a déale byly sledovany zmény koncentraci Zn ve
vlasech po nésledné suplementaci. Bylo zjisténo, Ze u pacientii bylo ve vlasech
naméfeno niz§i mnozstvi zinku nez u zdravé skupiny. Po nasledné 8mitydenni
suplementaci se u deficitnich pacientii hladiny zinku srovnaly k fyziologickym

hodnotam (Kim et al. 2014).

5. Existuji 1 dalsi ukazatelé, jako napiiklad hladina zinku ve slindch nebo stolici,
nicmén¢ neexistuje v soucasnosti dostatek dat pro jejich vyuziti v praxi (Livingstone

2015).

1.6 PATOLOGIE ZINKU

Jak nedostatek, tak i nadbytek zinku v organismu je popsan, nicméné nedostatek

je vyznamne¢ Castéjsi.

1.6.1 NEDOSTATEK ZINKU V ORGANISMU

Nejcastejsi pricinou deficitu zinku byva uvadén nizky piijem v potravé, Spatna
absorpce nebo zvySena exkrece (Livingstone 2015). Analyza dat provedena Organizaci
pro vyzivu a zem&délstvi (FAO) ukézala na prevalenci ve svété az 40 % (Maret et al.
2006). Nedostatek zinku se muize projevit chronickymi prijmy, koZznimi symptomy,
anorexii, poklesem kognitivnich funkci nebo zhor§enym hojenim ran (Willoughby et al.

2014).

V rozvojovych zemich ptedstavuje nedostatek zinku 4 % celkové morbidity

a mortality u malych déti (Penny 2013).

Ve vyspélych zemich je castou pfiCinou nedostatku nizky piijem zinku
v potravé, malabsorpce a vyS$i exkreéni ztraty nebo se mulze vyskytnout 1 pfi
dlouhodobé parenteralni vyzive bez jeho suplementace (Leonard et al. 2007, Ghasemi et

al. 2012, Penny 2013).

Nejvice rizikovymi skupinami jsou jednak malé déti ve véku do 37 tydnt. Je to
v disledku vysSich ztrat ve stolici a zvySenou potfebou zinku pro rst a metabolismus
(Leonard et al. 2007, Corbo et al. 2013). Dale se sem tadi déti, které se chronicky 1&¢i se
zazivacimi obtizemi, napf. Crohnovou nemoci nebo ulcerativni kolitidou (Willoughby
et al. 2014). Také vegetaridni, jejichz hlavnim zdrojem ptijmu je rostlinna strava bohata
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na fytaty, které maji, jak jiz bylo uvedeno vySe, za nasledek snizenou absorpci zinku

(Turnlund et al. 1984).

1.6.2 NADBYTEK ZINKU V ORGANISMU

Jednd se o mnohem vzicnéj$i stav. Ve srovnani s ostatnimi stopovymi prvky
vykazuje zinek pomérné nizkou toxicitu. Zpravidla pii p. o. davkach do 100 mg/den
nezpusobuje toxicitu, pfi vysSich uz ale byva pozorovana. K piedavkovani muze
dochazet napt. na pracovistich, kde jsou zaméstnanci vystaveni inhalaci zinkového
prachu, nebo pii zvySené oralni suplementaci, piipadné u pacientd na hemodialyze

s kovy kontaminovanou vodou v disledku Spatného uchovavani (Plum et al. 2010).

V zavislosti na cesté podani mize dochazet i k mistnimu podrazdéni: po poziti
ZnCl; dochazi k podrazdéni zazivaciho traktu, pii inhalaci ZnO k podrazdéni dychacich
cest. V horsich pfipadech se mohou symptomy stupiiovat a dochazi az ke krvaceni
v zazivacim traktu nebo ke kardiovaskularnimu selhani. V ojedinélych piipadech se
toxicita miliZze projevovat zvracenim, nauzeou, prijmy, mikrocytarni anémii, poklesem
hladin ceruloplasminu nebo dochézi ke snizeni hladiny HDL-cholesterolu (Plum et al.

2010).

Intoxikace zinkem je stav reverzibilni. Pro zvySené vylouceni nadbyte¢ného zinku
v organismu je vyuzivand pravé chelatace. Mezi nejvice vyuZivané chelatory patii
EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctovd), dimerkaprol, D-penicilamin a N-

acetylcystein (Plum et al. 2010).

1.7 CHELATACE A VLASTNOSTI CHELATORU

Chelatace je proces, pfi kterém dochazi k vazbé kovu mono-, bi-, tri- nebo
polyvazebnym ligandem - cheldtorem. Chelator miize byt jak organickou, tak
anorganickou latkou. Funkce ligandii maji nejcastéji atomy S, N nebo O (Andersen

1999).

Chelatace je vyznamny nastroj pro regulaci mnoZzstvi nékterych kovl v téle.

Komplexy kovt s ligandy, chelatory, se nazyvaji chelaty (Andersen 1999).
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Chemicky ideédlni cheldtor by mél zajistit rychlou eliminaci toxického nebo
nadbyte¢ného kovu, byt dostate¢né odolny vici biotransformaci, mél by mit schopnost
specificky se véazat do cilového mista na urcity cilovy kov, tj. neovliviiovat dalsi
fyziologicky vyznamné kovy, udrzet si chelatacni schopnost i pii pH télnich tekutin

a vytvaret méné toxické komplexy s kovem nez je kov samotny (Flora et al. 2010).

Chelatacni ¢inidla je mnozné dé€lit na intracelularni a extracelularni. V ptipadé
intracelularnich cheldtort by samotnd latka meéla byt neutrdlni, mit dostatecné
hydrofobni charakter, aby pasivni difuzi dobfe pronikala ptfes plasmatickou membranu.
Naopak extracelularni chelatory pfes bunécné membrany dobfe nepronikaji. Je to

z diivodu jejich negativniho naboje (Radford et al. 2013).

Aby dochézelo k efektivnimu navazani volného zinku, hodnota pKa donor
atomll musi byt pod hranici fyziologického pH pro efektivni vazbu Zn (Radford et al.
2013).

Jinym pohledem na interakce chelatort je ten, Ze voda, ktera je donorem elektronti
vystupuje jako Lewisova baze. Stejné¢ tak mnoho slou€enin obsahujicich kyslik. Naproti
tomu pozitivné nabité ionty kovii mohou byt fazeny jako kyseliny, protoze jsou
akceptory elektrond. Pti chelataci pak dochazi k vyméné vody za jinou Lewisovu bazi,
ktera vytvofi se solvatovanym kovem komplex (Lewis 1938). Pearson ve své studii
Hard-Soft-Acid-Base teorie uvedl, ze stabilita komplexu skovem se odviji od

sily/slabosti donorii elektronil a iontu kovu (Pearson 1963).

1.7.1 DIMERKAPROL

Jednim z nejstarSich chelata¢nich ¢inidel je 2,3-dimerkaprol. Byl vyvinuty béhem
2. svétové valky na Oxfordské univerzité. Byl vyuZivan Brity jako antidotum pfi
otravach chemickou zbrani — arsen obsahujici Lewisitem. Z toho divodu pievzal
1 zkraceny nazev BAL (British anti Lewisit). JelikoZ ma fadu zédvaznych nezadoucich
ucinkt a moznost pouze intramuskularni aplikace, je dnes jeho vyuZiti v praxi spiSe
vzacné. Postupné byly z2,3-dimerkaprolu vyvinuty dalsi latky (Obr. 4) sniz§im
vyskytem nezadoucich uCinkti. Mezi né€ patti napt. DMSA (2,3-dimerkaptosukcinova
kyselina) nebo DMPS (2,3-dimerkaptopropan 1-sulfonat) (Fournier et al. 1988,
Guldager et al. 1996, Baum 1999).
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Obr 4: Chemicka struktura BAL (A), DMSA (B), DMPS (C)

1.7.2 EDETAN DISODNY VAPENATY (CANA:EDTA)

CaNa EDTA (Obr. 5) je bézné¢ vyuzivanym chelatatnim cinidlem. Jeho
syntetickym derivatem je kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Obr. 5). Jedna
z dalSich teorii poukazuje na schopnost EDTA redukovat oxida¢ni stres a zanétlivé
stavy v buiikach krevniho systému (Miller et al. 2004). CaNa,EDTA nevykazuje dobrou
absorpci po p. o. podédni, ztoho divodu se aplikuje pouze intraven6zné. Samotna

aplikace je popisovana jako velmi nepiijemna a bolestiva (Flora et al. 2010).

EDTA je polydentatni chelator, jehoz donory atomu jsou dusik a kyslik. Z toho
divodu ma vysokou afinitu k dvoj- a trojvaznym iontim s nizkou elektronegativitou.
Ptikladem je Zelezo, zinek, hoicik nebo véapnik (Aaseth et al. 2015). Lécba intoxikace
kovy EDTA je ale zpochybniovana. Napi. Flora et al. doporucili, aby se upustilo od
testovani mobilizace olova v organismu u déti, protoze bylo zjisténo, ze dochazi

k ptesunu olova z ostatnich tkani primarné do mozku (Flora et al. 1995).

Navic lé€ba pomoci CaNa;EDTA muze piinést velkou fadu nezadoucich u€inkt

zahrnujicich selhani ledvin, hypotenzi nebo arytmii (Knudtson et al. 2002).

0 — o —Na?* Cay?*
0 HJ\OH j\/%o'

) N o
Aoy
HO\[H o) T

(0]

B) L .

A)

Obr. 5: Chemické struktury EDTA (A) a CaNa;EDTA (B)
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1.7.3 N,N,N,N" - TETRAKIS (2-PYRIDYLMETHYL) -
ETHYLENDIAMIN (TPEN)
TPEN (Obr. 6) je nejvice vyuzivanym experimentalnim intracelularnim
chelatorem zinku. Snadno pronika bunécnymi membranami a tvoii stabilni Sestivazebny
komplex se zinkem. Nicméné fada studii prokazala jeho toxické ucinky v organismu

(Radford et al. 2013).

Obr. 6: Chemicka struktura TPEN

1.7.4 D-PENICILAMIN

Za zminku stoji také D-penicilamin (Obr. 7) vyuZivany v terapii Wilsonovy
choroby pro svou schopnost chelatace médi (Rousseaux et al. 1992). Jeho elimina¢ni
polocas ¢ini fadové 1-7 hod. V souvislosti s délkou 1é€by dochazi k nauzee, zvraceni a
anorexii. Dalsi toxické Ui€inky zahrnuji ztratu nebo zmény chuti, proteinurii, ztratu vlast
nebo GI obtize. Vysoké riziko piedstavuje D-penicilamin pro osoby alergické na

penicilin, u nichZ by mohlo dojit az k anafylaktickému Soku (Grasedyck 1988).

Obr. 7: Chemicka stuktura D-penicillaminu
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1.7.5 ACYLPYRAZOLONY

Acylpyrazolony jsou velmi zajimavou skupinou latek fadicich se mezi B-diketony.
Zaklad t&ch v praci testovanych tvofi pyrazolovy kruh s R'“>? substituenty (Obr. 8).
V z4sadé viechny testované acylpyrazolony maji R! methylovou skupinu, R? fenylovou

skupinu a R je riizné substituovana acylovéa skupina.

R?

Obr. 8: Obecna struktura testovanych acylpyrazolont.

R! — methyl, R?— fenyl, R — rfizné substituovana acylova skupina

Acylpyrazolony v této praci mulzeme rozdélit na monoacylpyrazolony a
biacylpyrazolony. Monoacylpyrazolony jsou tvofeny jednim pyrazolonovym kruhem
s navazanou acylovou skupinou, kterd je u jednotlivych latek rGzné substituovana viz
Obr. 9 schéma A. Biacylpyrazolony jsou dimerni latky tvofené dvéma

acylpyrazolonovymi skupinami s odliSnymi substituenty viz Obr. 9B.

Acylpyrazolony byly jiZ otestovany ve studii od Filipského a spol. jako efektivni
chelatory Zeleza. Byla zjiSténa rozli¢na chelatace riznych latek s vyraznym vlivem

substituentll na acylové skupiné a pii jednotlivych pH (Filipsky et al. 2012).
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B) bis(acyl)pyrazolony. Pfevzato z Filipsky et al. 2012
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2 CIL PRACE

Cilem prace bylo otestovat, zda latky ze skupiny 4-acylpyrazol-5-onti mohou
chelatovat zinek a stanovit, zda mohou strukturni obmény zékladni struktury zvysit

tento potencial.

Analyza se konkrétné¢ zaméiuje na 11 latek ze skupiny 4-acylpyrazol-5-ont

a posuzuje se u nich chelata¢ni aktivita pii raznych pato(fyziologickych) hodnotach pH.

Tohoto cile bylo dosazeno vyuzitim spektrofotometrie a metodou in vitro byla

ovéiena zinek-chelata¢ni schopnost vybranych derivatt 4-acylpyrazol-5-ont.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 CHEMIKALIE A PRISTROJE

3.1.1 CHEMIKALIE

3.1.1.1 ZINEK, ROZPOUSTEDLA A INDIKATOR

Dithizon (1,5-difenylthiokarbazon)
DMSO (dimethylsulfoxid)

ZnCl, (chlorid zine¢naty)
CH3;0H (methanol)

Ultracista voda pfipravena v piistroji Mili-Q (Milipore, Francie).
3.1.1.2 TESTOVANE CHELATORY

HQthi: 3-methyl-1-fenyl-4-(thiofen-2-karbonyl)-1H-pyrazol-5(4H)-on
M,, = 284,33

HQPh:4-benzoyl-3-methyl-1-fenyl-1H-pyrazol-5(4H)-on
My =278,31

O o
o L0
N
HQPhptBu: 4-(4-tert-butylbenzoyl)-3-methyl-1-fenyl-1H-pyrazol-5(4H)-on
My = 334,42

O o
)
=N
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HQPhpNO2: 3-methyl-4-(4-nitrobenzoyl)-1-fenyl-1H-pyrazol-5(4H)-on
My = 323,31

O o}
| )
O\ =N
Il
o}

HQPhpOMe: 4-(4-methoxybenzoyl)-3-methyl-1-fenyl-1H-pyrazol-5(4H)-on
My = 308,34

0O o
Jopasy,
\O N

HQetCp: 4-(3-cyklopentylpropanoyl)-3-methyl-1-fenyl-1H-pyrazol-5(4H)-on
My, = 298,39

o) (e}
O
N=

HQBn: 3-methyl-1-fenyl-4-(2-fenylacetyl)-1H-pyrazol-5(4H)-on
My =292,34

'N/
N
O
0]

HQnaph: 4-(1-naftoyl)-3-methyl-1-fenyl-1H-pyrazol-5(4H)-on
My = 328,37

H2QPyQ: pyridin-2,6-diylbis(5-hydroxy-3-methyl-1-fenyl-1H-pyrazol-4-yl)methanon
My =479,50

HO O O OH
N\ | /N
N= = =N
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H2Q3Q: 1,5-bis (3-methyl-5-oxo-1-fenyl-4,5-dihydro-1H-pyrazol-4-yl)pentan-1,5-dion
My = 444,49

o) o (] o)
N= =N

H2Q4Q: 1,6-bis (3-methyl-5-ox0-1-fenyl-4,5-dihydro-1H-pyrazol-4-yl)hexan-1,6-dion
My = 458,52

Vsechny tyto latky byly poskytnuty Prof. Claudiem Pettinari z University

v Camerinu (Italie).

Vyuzivané acetatové pufry pH 4,5 a 5,5 byly pfipraveny jako vodné roztoky
octanu sodného a kyseliny octové (15 mM), tj. 15 mM octanu sodného a 27,3 nebo

2,7 mM kyseliny octové, respektive.

HEPES pufry o pH 6,8 a 7,5 byly pfipraveny jako vodné roztoky HEPES 71,7
nebo 14,3 mM, respektive, a jeho sodné soli (15 mM),

3.1.2 PRISTROJE

Jednokanalové pipety Eppendorf - Némecko

Multikanalové pipety Eppendorf - Némecko

Spektrofotometr Helios gama (Spectronic Unicam) - Spojené Kréalovstvi

Analytické vahy Kern ALT 220-4NM (Kern & Sohn GmbH, Balingen) - Némecko
Vortex mixér IKA Vortex Genius 3 (IKA®-Werke GmbH & Co. KG) - Némecko
Ttepacka pro mikrotitra¢ni desticky IKA® MS 3 digital (IKA®-Werke GmbH & Co.
KG) - Némecko

Hodnoty absorbance byly naméfeny pomoci spektrofotometru Helios gama
(Spectronic Unicam). Grafické vysledky a vypocty byly zpracovany v programu
Microsoft Excel, verze 2013. Spektrofotometrie byla méfena na ¢tecce mikrodesti¢ek

Hidex Sense (Finsko).
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3.2 METODIKA VZTAHUJiCi,SE K MERENI
CHELATACE ZINECNATYCH IONTU

3.2.1 PRIPRAVA ZASOBNICH ROZTOKYU

Prvnim krokem kazdého dne méfeni byla piiprava zisobniho roztoku Zn**
rozpu$ténim navazky (5-15 mg) chloridu zine¢natého (Mw = 136,31) ve vodé¢ na

koncentraci 10 mM.

Obdobnym zptisobem byl pfipraven roztok dithizonu (Mw = 256,33)

rozpousténim navazky (5-15 mg) v DMSO na koncentraci 5 mM.

Jednotlivé 4-acylpyrazol-5-ony byly rozpustény v ptislusném objemu DMSO na

koncentraci 6 mM.
3.2.2 PRIPRAVA PRACOVNICH ROZTOKU

Ptislusnym nafedénim zasobnich roztoki na pozadované koncentrace bylo mozné
ptejit jiz k samotnému stanoveni chelatacni aktivity. Pro zmétfeni byl zasobni roztok
Zn*" nafedén ultradistou vodou na koncentraci 60 uM. Zasobni roztok dithizonu byl

ziedén DMSO na koncentraci 250 pM.

3.2.3 MERENI KALIBRACNI KRIVKY ZINECNATYCH IONTU
(TAB. 1).

Do vSech jamek mikrotitraéni desticky bylo napipetovano 150 pL pufrt
o pH 4,5-7,5, 50 uL DMSO a 50 pL jednotlivych koncentraci zine¢natych iontt, které
se piipravi fedénim zasobniho roztoku ZnCl, ve vodé na koncentrace od 90 uM do
0 uM. Posledni sloupec schématu piedstavuje stejné mnozstvi ultracist¢ vody Mili-Q
bez obsahu Zn?**. Do posledni fady bylo ptiddno 50 uLL. DMSO a do 3 hornich fad 50 pL
250 uM DMSO roztoku hematoxylinu.

Méieni absorbance probihalo po 0 a 5 minutach pii vinovych délkach 530
a 570 nm pro pH 4,5 a 540 a 590 nm pro pH 5,5-7,5 podle metodiky standardizované
v ptedchozi studii (Catapano et al. 2018).
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Tab. 1: RozloZeni roztokii v mikrotitra¢ni desti¢ce pii méreni kalibracni kiivky

Koncentrace testované latky

c(Zn)= | c(zn®]= | [2n) = |c(Zn™) = | c [@n™) = | c[2n™) = | e [2n™) = | ¢ [Zn™) =

dithizon

blank

ruzné koncentrace Zn's slepé vzorky bez Zn** (voda) s
dithizonem dithizonem
rizné koncentrace Zn>* bez slepé vzorky bez Zn** (voda) a
dithizonu bez dithizonu

3.2.4 MERENI CHELATACNI AKTIVITY ZINECNATYCH
IONTU (TAB. 2)

V prvni fazi se jednalo o screeningové meteni, kdy byla testovana koncentracni
fada 6000, 600, 60 a 6 uM na chelatacni aktivitu. Tyto koncentrace odpovidaji

pomérim 1000-1:1, chelator: Zn.

Po potvrzeni této aktivity pfi urCitych koncentracich byla provadéna dalsi

chelatace pfi naslednych koncentracich.

V ptipadé, ze latka neprojevovala zadny naznak chelatace, dalsi prométovani

nebyla provedena.

1. Do vSech jamek mikrotitracni desticky bylo pipetovano 150 pL pufru (pH = 4,5;
5,5; 6,8 nebo 7,5)

2. Nasledn& bylo pfiddano do kazdé jamky 50 uL pracovniho roztoku Zn** o
koncentraci 60 uM. Vynechan byl pouze posledni sloupec, kde bylo pfidano stejné

mnozstvi ultracisté vody.

3. Naésledovala aplikace testované latky v rozdilnych koncentraci o objemu 50 pL
s vyjimkou poslednich dvou sloupct, kde byl nanesen stejny objem rozpoustédla, tj.

DMSO.
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4. 'V dal$im kroku probéhlo michéni po dobu 2 min pti 400 otackach za minutu.

5. Do spodni fady bylo ptfidano 50 ul DMSO a do 3 hornich fad nad DMSO roztok
dithizonu o koncentraci 250 uM. Thned po napipetovani dithizonu byla proméfovana
absorbance a dal$i méfeni bylo provedeno po 5 minutach. Méfeni probihalo pfi
pH 4,5 pii vinovych délkach 530 a 570 nm. Pti pH 5,5; 6,8 a 7,5 pfi vinovych
délkach 540 a 590 nm.

Tab. 2: RozloZeni roztoku v mikrotitracni desti¢ce pri méfeni chelatacni aktivity
zine¢natych ionti

I Koncentrace testované latky

c=0mmM
bez Zn

C, c, c, c=10mmM

Dithizon

blank

testovana latka se Zn a testovana latka se Zn a bez

dithizonem dithizonu

rozpoustédlo se Zn a bez
dithizonu

rozpoustédlo se Zn a
dithizonem

rozpoustédlo s vodou a rozpoustédlo s vodou a bez

dithizonem dithizonu

3.2.5 ZMERENI SPEKTER 4-ACYPYRAZOL-5-ONU

Spektra vybranych acylpyrazoloni byla proméfovana pomoci spektrofotometru
Helios gama (Spectronic Unicam, Spojené Kralovstvi) v UV kyvetiach a data byla
zpracovana v programu Visionlite. Pro méfeni byly stanoveny vinové délky od 230 do

550 nm. Testované latky byly rozpustény v pfislusném mnozstvi methanolu na
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vyslednou koncentraci 100 uM. Do kyvet bylo napipetovano stejné mnozstvi testované
latky bez nebo se zinkem v molarnim poméru 1:1. Byla porovnavéana spektra latky a
roztokli zinku i v dalSich pomérech a to 1:500, 1:1000 a 1:0 (finalni koncentrace zinku
byla tedy 50 uM, 250 uM, 500 uM a 0 uM a findlni koncentrace latek byla 50 uM,

respektive).

3.3 MATEMATICKA A STATISTICKA ANALYZA

3.3.1 VYPOCET CHELATACE ZINKU
Pro vypocet se pouziva nize uvedeny vzorec. Vysledky se na zavér zpriméruji.

Ax — Ablank x — QAdithizon — Adithizon blank
@®Ao — Ablank o — QAdithizon — Adithizon blank

Ax— Absorbance testované latky (testovana latka + Zn + dithizon)

x(%)=(1 >*100

Avlank x — Absorbance slepého vzorku testované latky (testovand latka + Zn, bez
dithizonu)

O Ao— primér absorbanci testované latky se zinkem a dithizonem, bez testované latky =
pozitivni kontrola se 100 % Zn ve vzorku

Avlank 0 —absorbance slepého vzorku bez Zn a bez dithizonu

Adithizon — absorbance dithizonu bez Zn = absorbance ,"pozadi"
3.3.2 STATISTICKA ANALYZA

Vysledky jsou prezentovany jako primér + smérodatnd odchylka vypocitana

’Z(x— x)°
podle vzorce 7 . Rozdily mezi chelatacni schopnosti zinku byly porovnavany
pomoci 95 % konfidencnich intervalli chelatacnich kfivek vytvofenych v programu

GraphPad Prism verze 8 pro Windows (GraphPad Software, USA).
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4 VYSLEDKY

Bylo otestovano celkem 11 latek ze skupiny 4-acylpyrazol-5-ont pii pH 4.,5; 5,5;
6,8 a 7,5. Zavislosti procentudlniho mnozstvi chelatovaného zinku Zn?" na koncentraci
chelatorG v téchto ctyfech pH jsou znazornény v grafech na Obr. 10-20. VétSina
z testovanych litek jevila schopnost chelatace Zn?* iontd aZz pii nejvyssich
koncentracich, a to zejména v neutrdlnim nebo ptipadné slabé kyselém pH (6,8).
V zésad¢ vétsina z testovanych latek reagovala az pti vysSich koncentracich fadove 10:1
a 100:1 (acylpyrazolon:kov) se Zn**. Pfi niz$ich koncentracich 1:10 a 1:1 nereagovala
zadna z testovanych latek s vyjimkou H2QPyQ, u kterého byla u nékterych pH nalezena
chelatace i v poméru 1:1 (Obr. 18). V nékterych pripadech (HQPhpNO2 — Obr. 13 a
HQBn — Obr.16) byla ale i pfi téchto podminkach chelatace zine¢natych iontl

zanedbatelna.

100+

* pH7S

pH 6.8
& pH 5.5
* pH45

o chelatovano Zn?*
a o

i

mtzl;ouitédlo 1:10 1:1 . 10:1 100:1
pomér HQthi:Zn?*

Obr. 10: Zavislost procentudlniho mnoZstvi chelatovaného zinku Zn?>* na koncentraci
HQthi pti ¢tyfech pH (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5). S vyjimkou nejvys$siho poméru 100:1 u pH

6.8 nebyla zaznamenana z4dna vyznamna chelatace za Zadnych jinych podminek.

32



1001 * pHTS
pH6.8
& pH 5.5
& pH45
& 75
=
N
o)
8
>
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R
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'I' I i v :E
ol 7 i i —
rozpoustidio 1:10 11 10:1 1001
pomér HQPh:Zn?*

Obr. 11: Zavislost procentudlniho mnoZstvi chelatovaného zinku Zn?** na koncentraci
HQPh pti ¢tyfech pH (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5). Vyznamna chelatace byla zaznamenana jen u

nejvyssich pomért v pH 7.5.

1004
*+ pH7.5
pH 6.8
% pH 5.5
@ pH 4.5
& ™5
(=
N
[o]
c
B
-g 501
K
Q
L
[3]
S
25 i
0 - — - — ,
rozpoustédio 1:10 1:1 10:1 100:1

pomér HQPhptBu:Zn?*
Obr. 12: Zavislost procentudlniho mnoZstvi chelatovaného zinku Zn?>* na koncentraci

HQPhptBu pii ctytech pH (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5). Vtomto pfipadé byla chelatace

zaznamenana ve vSech pH pfi nejvyssich pomeérech.
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pH6.8
&% pH55
® pH45
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i

% chelatovano Zn2*
2

25
0-—: f . ' T
rozpouditddo 110 1:1 10:1 100:1
pomé&r HQPhpNO2:Zn?*

Obr. 13: Zavislost procentudlniho mnoZstvi chelatovaného zinku Zn?** na koncentraci
HQPhpNO2 pii ¢tyfech pH (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5). Chelatace zine€natych iontd byla

minimalni pti vSech testovanych pH.

100
* pH75
pH 6.8
& pH55
& pH45
‘t 754
=
N
o
c
3
2 504
o
Q
K=
(3}
S
25
E 2 —
[ : * T T
rozpoustédio 1:10 1:1 10:1 100:1

pomér HQPhpOMe:Zn?*

Obr. 14: Zavislost procentudlniho mnoZstvi chelatovaného zinku Zn?>* na koncentraci
HQPhpOMe pii &tyfech pH (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5). Utinnost chelatace stoupala se

vzristajicim pomérem viceméné bez vyrazného vztahu k pH prostiedi.

34



* pH7S
i pH 6.8
& pH5.5
@ pH45

&
'

% chelatovano Zn?*
2

rug;:oumdn 1:10 111 10:1 100:1

pomér HQetCp:Zn?*
Obr. 15: Zavislost procentudlniho mnoZstvi chelatovaného zinku Zn?>* na koncentraci
HQetCp pfi ¢tyfech pH (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5). Podobné jako v predchozim piipadé

ucinnost chelatace stoupala se vzristajicim pomérem bez vztahu k pH.

1004
* pHT.S5
4 pH 6.8
& pHB.5
‘t 754 @& pH 45
=
N
o
g
m-
g
[7]
o=
Q
R
25+
0- ——— ¥ -.' i
rozpouitido 1:10 11 10:1 100:1

pomér HQBn:Zn2*

Obr. 16: Zavislost procentudlniho mnoZstvi chelatovaného zinku Zn?* na koncentraci
HQBn pii ctyfech pH (4,5; 5,5; 6,8a 7,5). Chelatace zine¢natych ionti byla minimalni

pii vSech testovanych pH.
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rozpouitédo 1:10 11 10:1 100:1

pomé&r HQnaph:Zn?*
Obr. 17: Zavislost procentudlniho mnoZstvi chelatovaného zinku Zn?* na koncentraci
HQnaph pii étytech pH (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5). Urcita chelatace byla zaznamenana pii

nejvyssich pomérech bez jasného vztahu k pH.

100
¥ pH7.5
pH 6.8
& pH5.5
g" 754
=
N
o
c
3
2 50
L
Q
=
3]
S
254
0- - T T
rozpoustédio 1:10 1:1 10:1 100:1

pomér H2QPyQ:Zn?*

Obr. 18: Zavislost procentudlniho mnoZstvi chelatovaného zinku Zn?>* na koncentraci
H2QPyQ pfi ¢tytech pH (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5). V tomto piipadé byla chelatace vyrazna a

méfitelna u vyssich pH jiz od poméru 1:1.
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% pH55
& pHAS

% chelatovéno Zn?*

0- 5 T T
rozpoudtido 1:10 11 10:1 100:1

pomér H2Q3Q:Zn?*

Obr. 19: Zavislost procentudlniho mnoZstvi chelatovaného zinku Zn?** na koncentraci
H2Q3Q pti ¢tytech pH (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5). Ve vsech pH byla namétfena chelatace

v zavislosti na koncentraci.

100

*pH75

- pH 5.3
& pH 55
& pHAS

9% chelatovéno Zn?*
8 g

i —
10 11 10:1 100:1

pomér H2Q4Q:Zn?*

u-
rozpouitadio 1

Obr. 20: Zavislost procentudlniho mnoZstvi chelatovaného zinku Zn?* na koncentraci
H2Q4Q pfi ctyfech pH (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5). Ve vSech pH byla zaznamenana vyrazna
chelatace, ktera byla pon¢kud piekvapive nejvyssi u pH 4,5.
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Z vySe uvedenych grafii vyplyva, Ze thienylovy derivat HQthi tvofil komplex
s Zn>" az pii koncentraci 100:1 v pH 6,8, a to pouze do 20 %, obdobné reagoval
fenylovy derivat HQPh, ktery chelatoval jen pti pH 7,5 okolo 30 % (Obr. 10, 11). Dalsi
testované latky HQPhptBu a HQPhpNO?2 se strukturné 1isi v para poloze fenylového
kruhu. Terc.butylovy derivat reagoval v porovnani s nitroderivatem lépe (Obr. 12, 13).
Nepatrnou schopnost chelatace, fadoveé do 25 %, vykazovaly dalsi latky HQPhpOMe
a HQetCp, které pii porovnavani mezi sebou chelatovaly na stejné trovni (Obr. 14, 15).
Benzylovy derivat (HQBn) chelatoval v zdsadé velmi podobné jako naftylovy derivat
(HQnaph), kdy schopnost tvofit komplex byla velmi nizka, u HQnaph do 25 % a HQBn
do 20 % (Obr. 16, 17). V porovnani s ostatnimi, H2QPyQ chelatoval ze vSech
testovanych latek nejvice, kdy jeho schopnost chelatovat rostla s rostoucim pH. Pii pH
7,5 dosahovala hodnot okolo 75 % chelatovaného Zn** (Obr. 18). Latku H2Q3Q je
mozno fadit mezi stfedné silné chelatory: nejvyssiho stupné chelatace dosahla pti pH
5,5 a 7,5 (az okolo 50 %). Zajimavym vysledkem je schopnost H2Q4Q chelatovat
kompletné zine¢naté ionty pii pH 4,5 v koncentraci 10:1 (Obr. 20).

Pro vzijemné porovnani mezi 4-acylpyrazol-5-ony byly pro vétsi piehlednost
vytvoreny sloupcové grafy zobrazujici ucinnost chelatace pfi nejvyssim poméru 100:1,
chelator: zinec¢naté ionty (Obr.21). Pro pozitivni kontrolu byl do grafti ptidan TPEN,
znamy chelator zine¢natych iontd. Hodnota pH 4,5 je pro chelataci nejméné vyhodna,
coz je evidentni z Obr. 21A. Pouze H2Q4Q pii pH 4,5 nejlépe chelatuje okolo 100 %.
Za zminku také stoji latka H2QPyQ, ktera pii tomto pH chelatuje zhruba okolo 50 %
Zn**. H2QPyQ v ostatnich pH (Obr. 21B-D) dosahuje chelatace Zn>" az 75 %. Detailni
porovnani mezi vSemi latkami je uvedeno v Tabulkidch 3-6 a shrnuto ve schématech

v Obr. 22-25.
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Obr. 21: Porovnani uéinnosti chelatace Zn?>* iontli mezi testovanymi latkami. Ve vech
pfipadech bylo pouZito nadmérné mnoZstvi chelatoru (100:1) svyjimkou TPEN
ukdzaného pro porovnani: A) pH 4,5 B) pH 5,5 C) pH 6,8 D) pH 7,5. * p<0.05 vs.
TPEN, ** p<0.01 vs. TPEN, *** p<0.001 vs. TPEN
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Tab. 3: Porovnani statistické vyznamnosti 4-acylpyrazol-5-oni p¥i pH 4,5

TPEN 3:1 HQPh HQPhptBu HQPhpNOZHQPhpOMe H2Q3Q H204Q HQBn HQetCp H2QPyQ HQnaph HQthi

TPEN 3:1 . rEE rEE rEE rEE TEE rIS rEE xR rEE wEE rHE
HQPh L 2 XX ns ne wEE rEE ns R rEE ns ns
HQPhptBU Tk Tk _ Tk ek ns Tk =2 ns Tk £ Tk
HQPhpHOZ2 ot ns = - ns e i ns ns i ns ns
HQPhpOMe i ns = ns - = i ns ns i ns ns
H2Q3Q rEE rEE I"IS rEE X = rEE rEE I"IS rEE TEE rEE
H204O ns Tk ik Tk ek Tk _ =2 ik Tk £ Tk
HQB” Tk ns ik ns ns £ Tk & * ek ns ns
HQetCp e - ns ns ns ns e " e ns e
Hzgpya rEE rHE rEE rEE rHE TEE rEE rEE L = TEE rEE
HQnaph il ns N ns ns b b ns ns i - ns
HchI ke ns ki ns ns £ Tk ns ki Tk ns i

statistickd vyznamnost: *** =p < (0,001, ** =p < 0,01, * = p < 0,05, ns = neni statisticky

vyznamné

Tab. 4: Porovnani statistické vyznamnosti 4-acylpyrazol-5-onii pri pH 5,5

TPEN 1:1 HQPh HQPhptBu HQPhpMNO2 HQPhpOMe H2Q30Q H2Q4Q HQBn HQetCp H2QPyQ HQnaph HQthi

TPEN 1:1 B Ees xRk g £ xEE Ers £ g T £y £
HQPh ErTy = e ns ey wxw e * s s e ns
HQphptElLl s Xk _ EEE x ns ns s ns T xxE xxE
HQPhpNO2 Hkk ns whE _ wE wkk Hkk ns & whk ns ns
HOPhpOME Fdk Fk * =3 _ * ddk ns ns whk ns dk
H2Q30 ErTy s ns g *® 5 ns s ns s e s
H2Q40 s Xk ns EEE xxE ns _ s EEE T xxE Ead
HQBn Hkk * whE ns ns wkk Hkd « ns whk ns *
HQEth Fkk Fk ns w3k ns ns dedk ns . whk ns dk
H20Q PYQ ey £ Rk g wxE xR ey £ g % £y Eers
HQnaph s &% EEE ns ns TEE s ns ns T _ &%
HQthi xxE ns EEE ns X TEE xxE x EE s x% %

statistickd vyznamnost: *** = p < 0,001, ** = p < 0,01, * = p < 0,05, ns = neni statisticky

vyznamneé

40



Tab. 5: Porovnani statistické vyznamnosti 4-acylpyrazol-5-onii pfi pH 6,8

TPEN 1:1 HQPh HQPhptBuHQPhpNO2 HQPhpOMe H2Q3Q H2Q4Q HQBn HQetCp H2QPyQ HQnaph Hathi

TPEN 1:1 Py o wan oy oy e o o o o o
HQPh kEE % kEE ns kEk hEE kA& ns k& wHE k& &
HQPhptBu xan . ) o, = % = o * wxx * *
HQPhpNO2 wax = wax 5 . wax . == . wxn . 5
HQPhpOMe i - ns - - = ns = ns b ns ns
HoQ3aQ wax wax i . xx 5 ris . . . . .
H2040Q o wux e . = i ) . *x . . v
HQB” kEkE ns kEE ns kkk L *EE i *& wHE * *
HQetCp o wux N . =S wax - xx ) . = =
H2 O PyQ *& w&E wEE k& kEk £ kA& wEE k& X k& kkk
HQnaph xax *x x * = . * * o wax ) i
HchI AT E * ns ns L xR * ns XK ns

statistickd vyznamnost: *** = p < 0,001, ** = p < 0,01, * = p < 0,05, ns = neni statisticky

vyznamné

Tab. 6: Porovnani statistické vyznamnosti 4-acylpyrazol-5-onii pri pH 7,5

TPEN 1:1  HQPh HQPhptBu HQPhpNO2 HQPhpOMe H2Q3Q H2Q4Q HQBn HQetCp H2QPyQ HQnaph HQthi

TPEN 1:1 i v - o o o - e - e P -
HQPh Tk % ns *kk *k ns * *kk ns *kk *kk *xk
HQthBU wEE ns _ kkE ns ns w& kk& ns wEE kkE wEE
HOPhpN02 TEE wEE TEE e ns wEE wEE ns * TEE ns ns
HQPhpOMe - = ns ns - = - ns ns - ns -
H2Q30 wan == = o o i = wrn x - wn wan
H2 Q4O Tk * *k *kk *kk ns _ *kk *kk *kk *kk Tk
HQB” wEE k& wEE ns ns k& L i * wEE ns ns
H Qet C p EE ns ns * ns ® EE * _ wEE *x TEE
H2QPyQ ns - - wn e - wxn wen - ) - -
HQnaph wan wn wan =z s wn wrn = . - ) =

H chl Tk *kk Tk ns *x *kk *kk ns o *kk ns

statisticka vyznamnost: *** = p < 0,001, ** = p < 0,01, * = p < 0,05, ns = neni statisticky

vyznamneé
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Obr. 22: Schéma zinek-chelata¢ni u€innosti v pH 4,5 sestavené na zéklad¢ statistické
vyznamnosti uvedené v Tab. 3. Porovnany byly jen latky, které chelatovaly alespon
10% v nejvy$§im chelatacni poméru, 100:1, pyrazolon: zinek, respektive. Smér
znazornénych Sipek ukazuje na statisticky vyznamné U¢innéjsi cheldtor. Znak rovna se
znamend, Ze mezi témito dvéma latkami nebyl nalezen ze statistického hlediska

vyznamny rozdil.
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Obr. 23: Prehled zinek-chelatacni u€innosti v pH 5,5 sestaveny na zaklad¢ statistické
vyznamnosti latek v Tab. 4. Smér znazornénych Sipek znamena statistickou vyznamnost
vybranych chelatorii ze skupiny 4-acylpyrazol-5-ontl, které chelatovaly Zn** nad 10 %.
Znak rovné se znamend, Ze mezi témito dvéma latkami nebyl nalezen ze statistického
hlediska vyznamny rozdil. *vyjimka — cyklopentylpropanolovy derivat (HQetCp) je
stejné statisticky vyznamny jako terc.butylovy derivat (HQPhptBu) a derivat se 3-C
retézcem (H2Q3Q), ale mén¢ nez derivat se 4-C fetézcem (H2Q4Q).
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Obr. 24: Prehled zinek-chelatacni u¢innosti v pH 6,8 sestaveny na zaklad¢ statistické
vyznamnosti latek v Tab. 5. Smér znazornénych Sipek znamena statistickou vyznamnost
vybranych chelatorii ze skupiny 4-acylpyrazol-5-ontl, které chelatovaly Zn** nad 10 %.
Znak rovna se predstavuje stejnou statistickou vyznamnost uvedenych chelatort.
*vyjimka — methoxybenzylovy derivat (HQPhpOMe) predstavuje stejnou statistickou
vyznamnost jako terc.butylovy derivat (HQPhptBu) a derivat se 4-C fetézcem

(H2Q4Q), ale mensi nez molekula propojena pies 3-C fetézec (H2Q3Q).
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Obr. 25: Schéma zinek-chelatacni ucinnosti v pH 7,5 sestavené na zakladé¢ statistické

L0

vyznamnosti uvedené v Tab.3. Smér znizornénych Sipek znamend statistickou
vyznamnost vybranych chelatori ze skupiny 4-acylpyrazol-5-ont, které chelatovaly
Zn*" nad 10 %. Znak rovna se znamend, ze mezi témito dvéma latkami nebyl nalezen ze

statistického hlediska vyznamny rozdil.

V silné€ kyselém pH chelatovalo nad 10 % pouze pét testovanych latek (Obr. 22).
Nejméné efektivnim chelatorem pii pH 4,5 byl terc.butylovy derivat (HQPhptBu),
dvojitd molekula se 3-C miuistkem (H2Q3Q) a cyklopentylpropanolovy derivat
(HQetCp). Statisticky vyznamnéjSim chelatorem neZ pfedchozi jmenované latky byl
H2QPyQ, jehoZz zdvojend molekula je propojena pies pyridin. Piekvapivé nejlépe
chelatoval H2Q4Q, dalsi zdvojena molekula spojena pies 4-C fetézec (viz Obr. 22).

V dalsim pH 5,5 jiz chelatovalo vice testovanych latek. Nejmensi schopnost
chelatace vykazoval benzylovy (HQBn), naftylovy (HQnaph), methoxybenzylovy
(HQPhpOMe) a cyklopentylpropanolovy derivat (HQetCp). Statisticky vyznaméjSimi
chelatory byly terc.butylovy derivat (HQPhptBu), a zdvojené molekuly se 3 a 4
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uhlikatymi mistky (H2Q3Q a H2Q4Q). Nicméné¢ jiz zminény cyklopentylpropanolovy
derivat byl stejné statisticky vyznamny jako terc.butylovy derivat a zdvojena molekula

propojena 4-C fetézcem. Nejlépe chelatoval pii porovnani s ostatnimi latkami H2QPyQ
(viz. Obr. 23).

V slabé kyselém pH (6,8) byl nejucinnéjSim a nejvyznamnéj$im chelatorem
v porovndni s ostatnimi testovanymi latkami opét H2QPyQ. Zdvojené¢ molekuly
s uhlikatymi fetezci chelatovaly na stejné urovni stejné¢ jako terc.butylovy derivat.
Pouze terc.butylovy der. (HQPhptBu) a zdvojenda molekula spojena pies 4-C mistek
(H2Q4Q) byly stejn¢ ucinnymi chelatory jako methoxybenzylovy derivat
(HQPhpOMe). Statisticky nejméné efektivnimi chelatory byly naftylovy der. (HQnaph),
cyklopentylpropanolovy (HQetCp) a thienylovy derivat (HQthi, viz Obr. 24).

V neutrdlnim pH vykazoval H2QPyQ v porovnani s dal§imi testovanymi latkami
nejvyss$i chelatacni aktivitu. Methoxybenzylovy derivat (HQPhpOMe) byl stejné
ucinnym chelatorem jako terc.butylovy (HQPhptBu), ale v porovnani s benzylovym
derivatem (HQBn) vykazoval vysS§i schopnost chelatace. Nicméné, statisticky
vyznamnéj$i neZ methoxybenzylovy derivat (HQPhpOMe) byly zdvojené latky s 3 a 4-
uhlikatymi  muastky (H2Q3Q a H2Q4Q). Na stejnou turovenn chelatace
cyklopentapropanolového der. se fadil benzylovy, terc.butylovy der. a zdvojend
molekula propojend 3-uhlikatym fetézcem (viz Obr. 25). Ostatni testované latky nebyly
do téchto schémat zahrnuty, protoZe jejich schopnost chelatovat Zn** nedosahovala nad

10 %.
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Obr. 26: Zavislost procentudlniho mnoZstvi chelatovaného zinku Zn?* na koncentraci

chelatorti znazornéné pomoci 95% konfidencnich intervall pfi ¢tyfech riznych pH. A)
pH 4,5 B) pH 5,5 C) pH 6,8 D) pH 7,5. V ptipadé pH 4,5 nebylo moZné zkonstruovat
konfiden¢ni intervaly u mén¢ uc¢innych latek (H2Q3Q a HQetCp).

Pro hlubsi porovnani nejucinnéjSich chelatord (H2Q4Q, H2Q3Q, H2QPyQ,

HQetCp) byly také ptipraveny konfidenc¢ni intervaly (Obr. 26). Pro pozitivni kontrolu

byl znovu zafazen TPEN. Z grafii je patrna nejvyssi ucinnost TPEN nasledovana

H2Q4Q, ktery byl u¢innéjsi nez H2QPyQ pti pH 7,5 ale vyrazné¢ méné G¢inny nez tato

latka pii pH 4,5. Pii pH 5,5 a 6,8 nebyl mezi témito latkami nalezen statisticky

vyznamny rozdil pfi pouZiti konfidenénich intervall. Zbyvajici 2 latky (H2Q3Q a

HQetCp) byly stejné ucinné ale ve vétSin€ piipadli méné ucinné nez predchozi latky.
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Obr. 27: Absorpéni spektra HQBn se Zn?" v pomérech chelator: Zn?>* - 1:1000 (Servena barva); 1:500 (modra barva); 1:1 (zelena barva) a
samotny chelator ve stejné koncentraci (rizova barva). Finalni koncentrace cheldtoru byla vzdy 50 pM.
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Obr. 28: Absorpéni spektra HQPhpNO2 se Zn?" v pomérech chelator: Zn>" - 1:1000 (¢ervena barva); 1:500 (modra barva); 1:1 (zelena barva) a
samotny chelator ve stejné koncentraci (riizova barva). Finalni koncentrace cheldtoru byla vzdy 50 pM.
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Obr. 29: Absorpéni spektra H2QPyQ se Zn?" v pomérech chelator: Zn>* - 1:1000 (¢ervena barva); 1:500 (modra barva); 1:1 (zelena barva) a
samotny chelator ve stejné koncentraci (riizova barva). Finalni koncentrace chelatoru byla vzdy 50 uM.
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Obr. 30: Absorpéni spektra H2Q4Q se Zn** v pomérech chelator: Zn?* - 1:1000 (Servend barva); 1:500 (modra barva); 1:1 (zelena barva) a
samotny chelator ve stejné koncentraci (rizova barva). Finalni koncentrace chelatoru byla vzdy 50 uM.
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Obr.31 Absorpéni spektra H2Q4Q se Zn?* v koncentracich chelator: Zn?" - 1:1000 (Gervena barva); 1:500 (modra barva); 1:1 (zelend barva) a
samotny chelator ve stejné koncentraci (rizova barva). Finalni koncentrace chelatoru byla vzdy 50 uM.
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V dalsim kroku byla zmétena UV-vis spektra vybranych acylpyrazolonti (Obr. 27-
30). Za ucelem porovnani s vysledky chelatace ziskanymi nepiimou kompetetivni
metodou vySe. Pro méfeni byly stanoveny vlnové délky od 230 do 550 nm. Byla
porovnavana spektra latek a roztokt zinku v pomérech 1:1, 1:5, 1:10 a 1:0, kde namisto
zineCnatych iontli bylo napipetovano stejné mnozstvi Mili-Q. U latek HQBn,
HQPhpNO2 a H2QPyQ nedoslo k posunu absorp¢nich spekter ani po ptidavku zinku.
Pouze u latky H2Q4Q k urcité zméné absorpcniho spektra doslo. Tento nalez byl
piekvapivy a pro potvrzeni spravnosti vysledku bylo méteni zopakovano, nalez byl ale

stejny (Obr.31). Vyznam tohoto fenoménu neni jasny a vyzada si dalsi métend.
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5 DISKUZE

Zinek je dulezitym prvkem v lidském organismu zajistujici Sirokou Skalu
vyznamnych funkci, které jsou primarn¢ zavislé na jeho celkovém mnozstvi. V piipadé
zvySené koncentrace zinku vtéle muaze dochdzet ktadé patologickych stavil.
V porovnani s deficitem zinku je jeho intoxikace stav spiSe raritni, pfesto se s nim
v nékterych piipadech miizeme setkat. Dochdzi k tomu napiiklad na pracovistich, kde
jsou zameéstnanci vystaveni masivni expozici zinkového prachu nebo naptiklad pii

podavani vysokych davek zinku p. o. suplementy (Plum et al. 2010).

Chelatac¢ni terapie je preferovanou lé¢ebnou metodou pro odstranéni toxickych
nebo i nadbyteCnych kovi zorganismu. Chelataéni cinidla vytvaieji komplex
s nadbytecnym kovem tzv. chelét, tim tento kov vyvazi z intra- nebo extracelularnich

oblasti a vylouci ho ven z organismu.

Tato prace se konkrétné zamétuje na 11 latek ze skupiny 4-acylpyrazol-5-oni a
posuzuje se u nich chelata¢ni aktivita pii riznych pato(fyziologickych) hodnotach pH.
Me¢fteni probihalo pfi ¢tyfech riznych hodnotach pH, se kterymi se v lidském organismu
muzeme setkat pii riznych patologickych 1 fyziologickych stavech. Naptiklad pH 4,5;
5,5 a 6,8; predstavuji kyselé hodnoty, které mohou simulovat patologickou acidézu,
ktera v praxi muze byt zplsobena zavaznou ischemii, kdezto pH 7,5 odpovida
neutrdlnim hodnotdm.(Ambrosio et al. 1987) Pro naméfeni vysledki byla vyuZita
spektrofotometrie, kterd poskytla pomémé rychlé provedeni jednotlivych testi
a zajistila 1 jejich relativni pfesnost. Pro pozitivni kontrolu byl pouzit zndmy chelator
zinku TPEN (N,N,N,N’-tetrakis(2-pyridylmethyl)-ethylendiamin), ktery je nejvice

vyuzivanym experimentalnim intracelularnim cheldtorem zinku (Radford et al. 2013).

Tyto latky ze skupiny 4-acylpyrazol-5-onl jiz byly testovany se Zeleznatymi
a zelezitymi ionty ve studii Filipsky et al. 2012. Predikovalo se, Ze by chelatace
s zeleznatymi ionty mohla byt obdobna nebo dokonce analogicka vysledkiim se
zine¢natymi ionty, jelikoZ se jedna také o dvoumocné kationty. Filipsky et al. zjistili, Ze
se Zeleznatymi ionty byly v pfipadé H2QPyQ chelatovany ve vys$si mife pfi klesajicim
pH, coz je velmi neobvykly nalez (Filipsky et al. 2012). I v této studii byl H2QPyQ
velmi U¢inny, ale tento vztah k pH nebyl u zineCnatych iontl pozorovan. Naopak

prekvapivé byla u H2Q4Q pozorovana kompletni chelatace pti pH 4,5 zatimco ucinnost
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chelatace pti vysSich pH byla paradoxné nizsi. VétSina latek byla ale relativné slabymi
chelatory zine¢natych iontdi a timto byla spiSe tvodni predikce této prace vyvracena.
Vétsina acylpyrazolont sice zineCnaté ionty chelatovala ale to az pifi nejvysSich

pomeérech a ¢asto jen pii vySSim pH a v drtivé vétSin€ piipadu i s nizsi acinnosti.

Neni zcela jasné, pro¢ latka H2Q4Q chelatovala zine¢naté ionty témétr 100 %.
Vzhledem ktomu, Ze se jednda o dimerni latku se dvéma acylpyrazolonovymi
skupinami, tzn. dvémi chelatacnimi misty, tak by bylo mozné sice takovy potencial
predpokladat, ale pii poméru 1:1 byla chelatacni G¢innost této latky nizkd. V piipadé
velmi G¢innych chelatort se dvéma vazebnymi misty bychom v poméru 1:1, respektive
i 1:2, chelator:Zn*" ionty, méli ziskat 100 % chelataci. Tyto vysledky kontrastuji se
studii od Filipského a spol, kde navic obé dimerni latky H2Q3Q a H2Q4Q vysly jako
vysoce efektivni chelatory Zeleznatych iontli. Se zine¢natymi ionty tyto latky totiz

chelatovaly maximaln€ do 50 %.

Chelatacnimi centry testovanych 4-acylpyrazol-5-onti jsou oba atomy kysliku
v ketoskuping, které jsou stabilizovany v oxo- nebo enol- tautomerii diky konjugaci
s aromatickym kruhem (Marchetti et al. 2005). Skupiny vystupujici jako donofi
elektronti napt. terc.butyl (HQPhptBu) jsou nejspis vyhodnéjsi nez akceptory elektronti
jako je nitroderivat (HQPhpNO2). Zdvojené molekuly latek H2Q3Q a H2Q4Q jsou
spojené pies 3-C a 4-C miustky, kdezto u H2QPyQ jsou spojeny pies pyridin. Na
zakladé¢ toho je mozné odvodit, Ze zinek - chelata¢ni schopnost cheldtort je odvozena
od strukturnich obmén, kdy propojeni ptes pyridinovou skupinu se zda byt efektivné;si.

Bude to asi souviset s pfitomnosti atomu N, ktery se vyskytuje jen u této latky.

V z4sad¢ vétSina z testovanych latek reagovala az pii vysSSich koncentracich
fadové 10:1 a 100:1 se Zn** . Pii nizSich koncentracich 1:10 a 1:1 nereagovala 7adna
z testovanych latek s vyjimkou H2QPyQ, u kterého byla u nékterych pH nalezena
chelatace 1 v poméru 1:1 (Obr. 18). Z toho vyplyva, Ze latky ze skupiny acylpyrazolonii
ziejme nemaji vysokou afinitu k zine¢natym iontiim a je potieba vysSich koncentraci
téchto latek, aby se zinkem vytvofily komplex. Lze tedy shrnout, Ze tyto latky nebudou

moci nahradit TPEN, protoZe jsou vyrazn¢ slabs§imi chelatory v porovnani s ni.

V zavérecném kroku jsme chtéli prokazat chelatacni vlastnosti téchto latek 1 za

pouziti piimé spektrofotometrie. Piepokladali jsme, ze ptidavek zinecnatych ionta
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povede ke zméné spektra, tj. zméni se maximum absorbance testovanych latek. Toto
jsme ale neprokazali. Tento fenomén je u zinku znam, vétSina jeho soli je
bezbarva.(Goodwin 2017) Je tedy pravdépodobné, ze piidavek zinku v tomto piipadé

nemeéni barvu testovanych latek, i kdyz s nimi tvoti komplexy.
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ZAVER

Na zaklad¢ ziskanych vysledkil této analyzy je mozné konstatovat, ze vétSina
z testovanych 4-acylpyrazol-5-ont chelatuje zinecnaté ionty spiSe zanedbatelné nebo az
ve vysokych koncentracnich pomérech ve vztahu k témto iontim. Pouze H2QPyQ
s rostoucim pH vykazuje vyssi hodnoty chelatace iontd, pfi neutralnim pH 7,5 az okolo
75 %. Zajimavym vysledkem je vysoka schopnost tvofit zine¢naté komplexy u latky
H2Q4Q pii kyselém pH 4,5, kterd dosahuje az 100 % chelatovanych iont. Tyto obé
nejucinngjsi latky H2Q4Q a H2QPyQ se tedy chovaji zcela odlisSn€ pii nejvysSim a
nejniz§im pH. Naopak pii porovnani v pH 5,5 a 6,8 mezi nimi nebyla nalezena ze

statistického hlediska odliSnost v uéinnosti.

Zavérem lze fici, ze derivaty ze skupiny 4-acylpyrazol-5-onli se pies jejich
uréitou schopnost chelatace nezdaji byt vhodnymi kandidaty pro substituci
experimentalniho zine¢natého chelatoru TPEN, ktery byl ve vSech pH u¢innéjsi nez

vSechny testované latky.
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