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ANOTACIA

Bakalarska praca obsahuje teoretickl Cast' v ktorej je zahrnutd tedria o vanade,
zluceninach vanadu, vanadocenovych komplexoch a mechanizmoch antitumorovej aktivity
vanadu. V experimentalnej Casti je uvedené testovanie cytotoxickej aktivity 10 vanadocen
dithiokarbamatovych komplexov na nadorovej linii buniek MOLT-4, pomocou stanovenia
polovi¢nej inhibi¢nej koncentracie (ICso). NajaktivnejSimi testovanymi komplexmi boli
zltéeniny S chelatovo viazanym piperidindithiokarbamatom (4, 9) u ktorych bola hodnota ICso

v rozmedzi 0,9 - 1,0 umol/l.
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ANOTACE

Bakalaiska prace obsahuje teoretickou cast, ve které je zahrnuta teorie o vanadu,
slou¢eninach vanadu, vanadocenovych komplexech a mechanizmu antitumorové aktivity
vanadu. V experimentalni Casti je uvedené testovani cytotoxické aktivity 10 vanadocen
dithiokarbamatovych komplexi na nadorové linii bunék MOLT-4, za pomoci stanoveni
polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace (ICsp). Nejaktivnéjsimi testovanymi komplexy byli slouc¢eniny
s chelatové vazanym piperidindithiokarbamatem (4, 9) u kterych byla hodnota 1Cso v rozmezi
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ANNOTATION

The bachelor thesis contains a theoretical part in which is included the theory of
vanadium, vanadium compounds, vanadocene complexes and mechanisms of vanadium
antitumor activity. The theoretical part is followed by an experimental part, which describe the
testing of the cytotoxic activity of vanadocene dithiocarbamate complexes on tumor cell line
the MOLT-4 by determining the half inhibitory concentration (ICsp) in selected 10 complexes.
The most potent test complexes were chelate-bound piperidinedithiocarbamate (4, 9) whose

ICso was in the range of 0.9 - 1.0 pmol /1.
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UvVOD

Rakovina bola a stale je povazovana za jednu z najviac fatalnych chor6b na celom svete.
Liecba rakoviny vyzaduje hlboku znalost’ procesov inicitcich a rozvijajucich chemické
a biologické fenotypy choroby. Znaky rakoviny obsahuji sedem biologickych rysov: udrzanie
proliferanej aktivity, vyhybanie sa rastovym supresorom, odoldvanie buneCnej smrti,
umoznujuca replikovd nesmrtelnost, vyvoldvajice angiogenézu, preprogramovanie
energetického metabolizmu a vyhybanie sa poskodeniu imunity.*

Pouzitie lie¢iv na bdzi kovu kliecbe rakoviny je spojené predovSetkym
S protirakovinnymi u¢inkami platinovych zlicenin.

Uz koncom 70. rokov bol do klinickej praxi zavedeny cis-diamindichloroplatnaty
komplex, oznafeny ako cis-platina (cis-DDP). Lie¢ba pomocou cis-DDP je vysoko ucinna
u réznych typov tumoru, je avSak spojena s mnohymi nepriaznivymi vedlaj$§imi G¢inkami
(myelotoxicita, nefrotoxicita, teratogenita a atd’.) a postupne ziskanou rezistenciou. To viedlo
k hl'adaniu novych cytostaticky aktivnych zli¢enin.!

Na jednej strane boli do klinickej praxe zavedené platinové komplexy druhej a tretej
generacie s nizSou organovou toxicitou. Na druhej strane boli hl'adané nové neplatinové
cytostatika.t

ZluCeniny vanadu vdaka svojim réznym oxidaénym stavom a velkej vSestrannosti
koordinac¢nej sféry okolo centralneho atdomu kovu, st v sucasnosti Studované aj z hl'adiska
farmakologického vyuZitia.

Bolo preukazané, ze zluc¢eniny vanadu pri svojej nizkej toxicite vykazuji antidiabetické,
kardiovaskularne, antikarcinogenne, proapoptické a d’alsie u¢inky.*

Bakalarska praca ma za ciel' stanovit' cytostatick¢é ucinky novo syntetizovanych
vanadocén dithiokarbamatovych komplexov na buneénej linii T-lymfoblastickej leukémie

MOLT-4.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 VANAD

Vandd je kovovy prvok s vel'kym fyziologickym, farmakologickym, environmentalnym
a priemyselnym vyznamom. Jeho pritomnost Vv abiotickom ako aj biologickom systéme,
v morskom a suchozemskom prostredi bola §tudovana v priebehu rokov.? Pomerne naroéné je
vymedzit’ presnu tlohu vanadu v mechanickych schémach jeho interakciach a este narocnejsie
je vysvetlit komplexnt vodnt chémiu vanadu s jeho biologickymi cie'mi a jeho Specifickymi
biologickymi tilohami.?

Z tohto dévodu rozmanitost’ chémie vanadu vo vodnych roztokoch zahfna:

a) rozne oxidacné stavy pre kovovy 16n,

b) chemickt podobnost’ vanadov VV's fosfatom,

¢) schopnost’ vanadu vytvorit’ polyoxovanadi¢nany,

d) schopnost’ vanadu tvorit’ komplexy s mnohymi molekulami biologického vyznamu,

ako napriklad s ATP, ribozou, glutationom a aminokyselinami,
e) dispozicia vanadu dosiahnut roznej koordina¢nej geometrie pri viizbe ku substratu.*

Ako taky chemicky vSestranny kovovy i6n, vanad podporuje Sirokt Skalu chemickych
latok v zévislosti od ich oxida¢ného stavu, elektrickej a sterickej povahy koordinujucich

ligandov.!

Z pohl'adu koordina¢nej chémie je vanad pozoruhodne flexibilny. Vanad moéze tvorit’
koordinacné komplexy v geometridach od tetraedralnych a oktaedralnych, po trigondlnu

a pentagonalnu bipyramidu.®

Kovové i6ny reguluji obrovské mnozstvo zakladnych bunecnych procesov s vysokou
Specifickost'ou a selektivitou. Schopnost’ niektorych kovovych i6nov predist’ a lie¢it’ rakovinu

u I'udi je zname uz s véasnymi dokumentovanymi pripadmi z 16. storodia.*

Rozne mocenstvd vanadu vykazuji odliSné vlastnosti ako aj odlisSné ucinky.
Z biologického hl'adiska st najzaujimavejSie a zaroven najstabilnejSie vysSie oxidacné stavy
vanadu, mocenstva V'V aVV skationovymi a aniénovymi komplexmi, ktoré vznikaji

vo fyziologickom rozsahu pH 2-8.°
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Vzhladom na skuto¢nost, ze navrhy protinddorovej aktivity vanadu boli zaloZené
predovsetkym na anorganickych formach tohto prvku, bola velkd snaha navrhnit a
syntetizovat nové formy charakterizované rozpustnostou, biologickou dostupnostou a
protinadorovou aktivitou. V tomto ohlade, syntetickd bioanorganicka chémia bola v popredi
pozornosti ked” vanad vhodne konfigurovala tak, aby spifal poziadavky selektivneho,

$pecifického a u¢inného metallofarmaka na potladenie nadoru.t

Uz pred 50 rokmi bol prvy pokus vo vyuzivani farmakologického potencidlu vanadu
v protinadorovej lie¢be. Hlavné vyhody vyuzitia zIu¢enin vanadu boli v zabraneni pravidelného
opotrebovania podstatnych kritickych faktorov biomolekul buniek, ako st DNA, proteiny

stvisiace s RNA atd’.!

1.2 PEROXOKOMPLEXY VANADU

Ako sl'ubny plan vyvoja metallofarmak na baze vanadu proti rakovine, sa javilo pouzitie
VV peroxidovych zlugenin Vv binarnych a ternarnych kombindciach s vhodnymi substratmi.
Natento ucel bolo niekolko VY peroxidovych zlagenin navrhnutych a nasledne

syntetizovanych ako potencialne protirakovinové lie¢ivo.*

Zlu¢eniny peroxidovych komplexov VV st zaujimavé hlavne kvoli ich interakciam
S katalytickymi centrami v haloperoxiddzovych enzymoch, ktoré sa nachddzaji v hubach
a morskych riasach a takisto kvoli ich ucasti na stechiometrickych a katalytickych oxidaciach
organickych  substratov. Bolo zistené, ze komplexy K[VO(O2)2(bipy)]-5H20,
K2[VO(02)2(pic)] 2H20 a K3[VO(02)2(3-OHpic)]-3H20 inhibuji fosfotyrozin fosfatazy,

a preto mozu pdsobit ako cytotoxické latky s osobitnou Gi¢innost'ou.®

Experimenty in vitro odhalili, Ze peroxidové komplexy VV sa zdaju byt 100 az 1000
krat 0cinnejSie inhibitory fosfotyrozinov ako napr. vanadi¢nan sodny. Biologickéd aktivita
tychto komplexov vSak nie je doteraz uplne jasna a d’alej je potrebné dané zliceniny skiimat’.
Nadej moze priniest’ vysokou¢innd nuklearna magneticka rezonancna spektroskopia, ktora
poskytuje prostriedky na ziskanie detailného pochopenia VV oxida¢ného stavu, najmi vo

vodnej faze.!

Okrem iného rdzne mocenstva vanaddu vykazuji odliSné, vyznamné ucinky, ktoré ako
aj inhibuju funkciu S$irokého spektra enzymov ako napriklad glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenazu, lipoproteinovu lipazu, tyrozinfosfatdzu, gluk6zo-6-fosfat dehydrogenazu,

glykogénsyntazu, adenylatcyklazu, cytochrom oxidaza, tak aj stimuluju funkciu ostatnych
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enzymov ako Na*-K*-ATPazu, H */ K*-ATPazu, myozin ATP4zu, dynein, adenylat kinazu,

fosfofruktokinazu, cholinesterazu.’

Farmakologicky potencial zlucenin vanadu, ako metallofarmak sa pdvodne vyuzival pri
liecbe diabetes mellitus. Kde vécsina vanadiovych soli, ako je vanadi¢nan sodny alebo
vanadylsulfat, si podavané oralne pacientom s inzulinovou terapiou a poskytujii pomerne

pozitivne vysledky.’

Treba spomentt’ aj iné farmakologické aktivity vanadu pri liecbe patologickych stavov,

ako je antihyperlipidémia, antihypertenzia a zvy3enie afinity kyslika.*

1.3 VANADYLOVE KOMPLEXY

Zluceniny vanadu, nestce organické ligandy, v ktorych sa oxidacia vanadu moze menit’
od V'""do VY. Vanadyl prejavuje cytostaticku aktivitu a potla¢a rast nadorovych buniek in vitro
a in vivo. Niektoré z vanadylovych komplexov su dobrym modelom pre stadium metabolizmu,
detoxikacie vanadu, lepSiu charakterizaciu a pochopenie Strukturdlnych a elektronickych

charakteristik koordinaénych sfér [V'VO]** a [VVO.]" in vitro a in vivo.®

Vo vsetkych vanadyloch sa nachadzaju charakteristické Strukturalne znaky:
. vanadylové centrum,
° chelator obsahujuci O, O alebo O, O, N, ktory sa rozprestiera bud’
v ekvatorialnej polohe alebo oboch ekvatoridlnych a axidlnych polohach
Vv koordina¢nej sfére vanadu,
o oktaendralna koordina¢na geometria vanadu,
o pritomnost’ N, N-aromatického chelatoru, obsadzujiiceho dve polohy
Vv koordina¢nej sfére vanadu,
o aromaticky chelator podporujici interkalaciu a tym zvySujlci

protinadorovti aktivitu vanadu.®

Medzi prvymi Stidiami  komplexu oxovanadu ‘"vanadyl" bolo skumanie
anti-apoptotickej aktivity pomocou [VO(oda)(H20).] (oda = [O(CH2C0OO0)2]%) obsahujicim
sadu donorov ligandov (O, O, 0).1° Sucasne vanadyl preukazuje inhibiciu apoptozy

v malignych gliomovych bunkach. *

Dalsia $tidia skamajuca protinddorovii aktivitu terndrnych vanadylovych komplexoch,

ako nap. [VO(oda)(H20)2], [VO(oda)(bipy)]H20, [VO(oda)(phen)]-1,5 H20
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(oda = oxodiacetat), na MG-63 Tudskej bunecnej linii osteosarkdému vykazovala na
koncentracii zavisli inhibiciu Zivotaschopnosti buniek.!? Z danych troch vanadylovych
komplexov sa pomocou elektroforézy v agar6zovom géle zistovala funkcia Stiepenia DNA
tzv. nukleazova aktivita. Komplex [VO(oda)(phen)]-1,5 H20 vykazoval najvyssiu nukledzovu
aktivitu zatial' ¢o [VO(oda)(H20).] a [VO(oda)(bipy)]'H20 vykazovali obdobnu nukleazova
aktivitu. Dobry vztah medzi bioaktivitou zlicenin aich Struktirami dokazoval komplex
[VO(oda)(phen)]1,5 H20, ktory vykazoval najsilnejSiu protinddorovu aktivitu v bunkach
osteosarkomu spomedzi 3 testovanych komplexov. Druhy najsilnej$i komplex v stlade
S charakterom pritomnych heterocyklickych skupin bol [VO(oda)(bipy)]'H20 a nasledne
[VO(oda)(H20)2].1

V skutocnosti mdze interkalécia taktiez prispiet’ k rastu reaktivity a to deformaciou
dvojitého helixu DNA, ¢im sa DNA stane nachylnejSia na Gitok. Phen je dobry interkaldtor DNA
a zvysuje reaktivitu [VO(oda)(H20)2] smerom k DNA. Vlastnosti interkalatoru fenantrolinu
konfiguruji svoje komplexy vanaddu smerom k ucinnejSiemu Stiepeniu DNA na rozdiel od
ekvivalentnych komplexov s bipyridinom. Oc¢akavalo by sa, Ze bipyridin umozni ur€iti iroveil
interkalacie, ktord by nasledne zvysila nukledzovu aktivitu avSak vysledky dant skuto¢nost’

nedokazuju.!

V pripade 15 vanadylovych komplexov sa pri hodnoteni cytostatickej aktivity ukazali
bis-chelatované zlu¢eniny aktivnejsie ako mono-chelatované. Dalej bolo zistené, Ze pritomny

substituent chelatujuceho ligandu je ddlezity pre biologicky Gi¢inok vanadylovych zlugenin.

Mechanizmus aktivity vanadu je teda ovplyvneny bis-, mono- chelétaciou,
pritomnost'ou aromatickych interkaldtorov v koordinacii sfér vanadu a takisto rigiditou

a pruznostou v Struktire interkaldtoru.

Velka rodina vanadylovych druhov tiez zahffia organické zliceniny ako napriklad

flavonoidy.™

Flavonoidy su prirodzene sa vyskytujuce polyfenolické zluCeniny Siroko rozSirené
vrastlinnej riSi. Flavonoidy maja velky antialergicky, antivirusovy, protizapalovy
a protinadorovy potencial ako na zvieraté tak aj na l'udi. Ich lieCivé aplikécie su spojené s ich
antioxidanymi a cytoprotektivnymi vlastnostami, ako je to vidiet' v pripade vanadovej

zlaceniny [VO(chryzin), (EtOH)]2 (VOchrys).
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Chrysin (obrazok ¢. 1) je prirodzene sa vyskytujuci flavonoid extrahovany z mucenky
modrej a z véelieho plastu.** Studie cytotoxicity a genotoxicity preukazali u¢inok zavisly od
koncentracie. Reaktivne formy kyslika (ROS) podciarkuju hlavny mechanizmus ¢innosti
VOchrys. Fyziologické vlastnosti flavonoidov st zosilnené pri komplexacii s kovovym

centrom.*
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Obriazok &. 1: Shématicka $truktira VOchrys.

Strukturalne charakteristiky v tejto skupine zli¢enin zahfiiaja:

. oktaedricku koordina¢nti sféru vanadu V',

o celkovi kyslikova koordina¢nt sféru vanadu,

. tuht Struktaru bis chelatacného ligandu viazaného na vanadyloveé
centrum.

Medzi najlepsie vanadylové flavonoidy s protinadorovym a antioxidaénym tG¢inkom
patria komplexy obsahujtce silibinin a quercetin. Silibinin alebo silybin (3,5,7-trihydroxy-2-
[3-(S)-(4-hydroxy-3metoxyfenyl)-2-(S)benzodioxin-6-yl]Jchroman-4-6n) je hlavnou zlozkou

silymarinu, ktory je extrahovany z pestrecu marianskeho.®

20



1.4 VANADOCENOVE KOMPLEXY
Vanadocén je organokovova (metallocenovd) zlucenina s kovovym idénom, vloZzenym
medzi dva cyklopentadienylové kruhy. V tuhom stave méa molekula Dsq symetriu s V! stredom

umiestnenym v rovnakej vzdialenosti medzi stredmi obidvoch cyklopentadienylovych kruhov.

Stadie in vitro a in vivo ukazali, ze V'V organokovové zlu¢eniny vykazuju vyznamné
protinadorové vlastnosti, pricom najsl'ubnej$im z metallocenov je najjednoduchsi derivat
vanadocénu a to vanadocén dichlorid.'® Uz v roku 1979 vanadocén dichlorid [VCp2Cl;] bol
zosiroka Studovany v predklinickych testoch proti zvieracim a 'udskym rakovinnym bunec¢nych
liniach.

Vanadocén dichlorid by mohol fungovat’ podobnym spdsobom, ktory je porovnatel'ny
s dobre zavedenym protirakovinovym cytostatikom cis-DDP (obrazok ¢. 2). Avsak v testoch
bola zistend vyraznd odliSnost vanadocénovych komplexov od alkylaéného cytostatika
cis-DDP.Y"  Aktivicia apoptézy vanadocénovymi zligeninami je velmi podobna
S proapoptotickym mechanizmom pouzivanym cis-DDP a to v spusteni primarneho poskodenia

DNA a indukcie expresie proteinu p53.%

Protein p53 je tumor supresorovy protein, ktorého uloha je v indukcii apoptdzy,
v kontrole bune¢ného cyklu, v udrziavani genomickej stability a je povazovany za

"strazcu genomu".!

Dolezita cytotoxicka aktivita bola pozorovanid v metoxy-substituovanych vanadocén
dichloridoch vo¢i bunkdm T-lymfoblastickej leukémie MOLT-4." Vzhladom na to, Ze
vanadocén dichlorid podliecha podobnym hydrolytickym reakciam, ako cis-DDP, je mozné
predpokladat’ porovnatelny sposob ucinku, pricom vanadocén dichlorid (obrazok ¢.2) je

Stvorhranny na rozdiel od §tvorcovej rovinnej geometrii komplexu cis-DDP.’

Cl N /NH3

Pt -~Cl

~Cl
Cl g \NHs /\\%X

Obriazok &. 2: Struktarne vzorce cis-DDP a vanadocén dichloridu.
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V porovnani so Styrmi dalSimi metallocénovymi dichloridmi (titan, zirkén,
molybdén, a hafnium), V'V metallocény boli najsilnejsie cytotoxické zluceniny pri testovani
proti I'udskej rakovine semennikov. S vynimkou titanocénu, molybdenocénu a vanadocénu,
vSetky iné derivaty metallocénov neboli bud’ testované, alebo nepreukazali vyznamnu

pouzitelnost’ v boji proti rakovine.!

Vo vicsine pripadov st derivaty vanadocénu aktivnejSie nez ich zodpovedajuce analogy
titanocénu. Zluceniny inhibuju rast r6znych rakovinovych bunecnych linii a rast solidnych

nadorov in vivo.!

Vanadocén dichlorid, aktivny fragment, ktory preziva v biologickych médiach,
vykazuje protinadorové a antiproliferativne vlastnosti in vitro ain vivo, predovSetkym
prostrednictvom schopnosti oxida¢ného poskodenia DNA.'® Sti¢asne dochadza k inhibicii
tyrozin fosfatdzy a tym k zvyseniu fosforylacie tyrozinovych zvySkov v proteinoch, ¢o aktivuje

signal transdukénej cesty vediicej k apoptoze alebo aktivécii nador supresorovych génov.8

Poskodenie DNA, indukované rakovinovymi bunkami, bolo implicitne jednym
Z prvych u¢inkov vanadocénu na rakovinu bez poskodenia susednych zdravych buniek.
Komplexy vanddocénu obsahujice fenantrolinové ligandy su sl'ubné cytotoxické komplexy,
najmé kvoli ich vysokej cytotoxicite, vysokej rozpustnosti vo vode a stabilite v kultiva¢nom
médiu.?? Ich cytotoxické vlastnosti sa lahko modifikuju nahradenim chelatového ligandu.

Substitticia cyklopentadienylového kruhu mé len maly uinok na cytotoxicitu.

Napriek tomu je pravdepodobné, Ze zavedenie substituentov na funkéné skupiny moze
mat’ d’al$ie vyhody, ako v pripade s roznymi metallocénmi. Vysoka aktivita fenantrolinovych
zlucenin dokazuje, Ze stabilizacia vanadocénov prostrednictvom substitcie chloridov mézu

viest k vyznamnému zlepSeniu ich cytotoxickych ti¢inkov.!

Farmakologické uc€inky zlucenin vanadu tieZ zahffiaji inhibiciu rastu nadoru
a profylaxiu proti karcinogenézii. Na tento Ucel je dolezity nielen redoxny stav vanadu, ale aj
Specificka povaha organického ligandu, napriklad substitticia kruhu, a vézbova afinita vanadu,

ktora tiez ovplyviiuje anti-neoplasticky potencial jednotlivych zlugenin V'V 1
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V tomto ohl'ade bola Studovana protinddorové aktivita po zavedeni modelov benzyl
substituovanych vanadocénov vratane komplexu dichloridu
bis[y°-(2-methoxybenzyl)cyclopentadienyl ]-vanadicitého,
bis[y°-(3,4-dimethoxybenzyl)cyclopentadienyl J-vanadicitého,
dichloridu bis[y®-(3,4,5-trimethoxybenzyl)cyclopentadienyl ]-vanadigitého
a dichloridu bis-[y>- (p-metoxybenzyl) cyklopentadienyl] titdni¢itého (Titanocen Y) a jeho

derivatovej zlugeniny.*® (obrazok &. 3)

on
e
e

en
oo

Obrazok & 3: Derivatova zlageniny bis-[y>- (p-metoxybenzyl) cyklopentadienyl] titanu

(Titanocen Y). Prevzaté a upravené."

Tri druhy vanadocénu, ktoré boli charakterizované rontgenovou kryStalografiou a EPR
spektroskopiou, vykazovali mierne lepSiu aktivitu nez Cis-DDP v rakovinovych bune¢nych
liniach.'®

V dalSej $tadii cytotoxicity a aktivity voci rakovine semennikov, 5 metallocenovych
dichloridov (vanadocén, titanocén, zirkonocén, molybdocén, hafhocéndichlorid) a d’alSich 19
komplexov vanadocénu vratane inych [VCp2(OCN)CI] ukazali, zZe dithiokyanat
[VCp2(SCN)2]0,5 H20 a [VCp2(NCSe):] derivaty diselenokyanatov nestice pomocné ligandy

boli najsilnejSie cytotoxické latky.
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15 MECHANIZMUS ANTITUMOROVEJ AKTIVITY ZLUCENIN
VANADU

Pocas poslednych desatroci boli Siroko Studované protinadorové ucinky vanadu. Bolo
preukazané, ze vanad potlaca rast a Sirenie nadorov tym, ze inhibuje proliferaciu nadorovych
buniek, vyvolava apoptozu a obmedzuje metastazovy potencial neoplastickych buniek. Uloha
vanadu zahffajuca bunkové procesy v molekularnych procesoch vo fyzioldgii rakoviny je
rozhodujica pre rozvoj efektivnych lie¢iv obsahujticich vanad. Z tohto dévodu si zasluzi byt
sktimana presnéa uloha a mechanizmus ucinku vanadu v existujucich stcasnych rakovinnych

terapeutikach.’

1.5.1 Ovplyvnenie metabolizmu pomocou vanadu

Schopnost’ vanadu zmenit' metabolizmus rakovinovych buniek bola preukazana
v nedavnej Studii na diabetickych potkanoch. Liecba chlorodipicolinatovymi komplexmi
vanadu preukazala vyznamné zlepSenie bunkového metabolizmu, gluk6zovej intolerancie ako
aj zvysenie syntézy hepatického glykogénu u diabetickych potkanov na ktorych bola
komplexna lie¢ba testovand.?® Hladina mRNA v klacovych metabolickych glykolytickych
enzymoch v peceni, akymi boli fosfoenolpyruvat karboxykinaza, glukokindza a L-pyruvat
kinaza, bola zmenena v diabetickych zvieratach.?’ Hladiny mRNA sa vyrazne obnovili smerom

k fyziologickym hodnotdm pomocou lie¢by zlti¢eninami vanadu.?

Lie¢ba diabetickych potkanov so zlu¢eninami [V'VO(chlorpicolinato)(H20).]
a [VVO2(chlorodipicolinato)] vyznamne redukovala produkciu malondialdehydu a zvysila
aktivitu glutationperoxidazy a kataldzy.?® ZIt&eniny vanadu podporuju syntézu metabolického
glykogénu a obnovuji potlatenti glykolyzu v pe€eni diabetickych potkanov, vdaka ich

schopnosti znizit’ oxida¢ny stres stimuldciou antioxidaénych enzymov.?:

1.5.1.1 Warburgov efekt

Ako Warburgov efekt je oznacovany Specificky metabolicky mechanizmus, popisany
prvykrat Ottom Warburgom v roku 1931, ktory je zaloZeny na principe, ze nadorové bunky na

rozdiel od zdravych buniek, preferuji anaerébnu glykolyzu.t

V zdravych bunkach, preferujucich aerobnu glykolyzu, sa glukdéza metabolizuje na
pyruvat pomocou glykolyzy. Gluko6za-6-fosfat je vstupnou latkou pre aerobnu glykolyzu, ktora
sa odohrava v mitochondriach. Pyruvat je v mitochondriach za spotreby kyslika premeneny na
energiu, ulozenu v ATP.
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Rakovinné bunky na rozdiel od zdravého bunkového metabolizmu silne reguluju
glykolyzu, prijem glukézy a prispievaju k zvySeniu produkcie medziproduktov glykolytickych
metabolitov a pyruvatu (obrazok &. 4).! Rakovinné bunky metabolicky preferuju anaerébnu

glykolyzu ¢o znamena, ze produktom metabolizmu glukézy je laktat (kyselina mlie¢na).

Rakovinné bunky dramaticky zvySuju prijem glukoézy a tym zvySuju glykolyzu.
Nasledny produkt glykolyzy je pyruvat, ktory je prednostne premeneny na laktat, ¢o prispieva
k jeho zvysenej produkcii. Laktat dokaze odstiepit’ vodikovy kation a tym znizit' pH, ¢o zvySuje
kyslost’ tkaniv a hlavne zvysuje kyslost’ nddorov. Nadorové bunky vyzaduju pre svoje prezitie

a dal3i rast kyslé prostredie.!

Anaerébna glykolyza rakovinnych buniek sa prejavuje metabolickymi zmenami
na trovni celého organizmu, ¢o zna¢i vyrazny narast spotreby glukozy, znizenie produkcie
energie, zniZzenie pH, prekyslenie organizmu a atd’. Vd’aka tymto skuto¢nostiam je Warburg
efekt rozSirenym a charakteristickym znakom nadorovych ochoreni. Vyuzitie vanadu (V)
vo Warburgovom efekte sa uplatnilo predovsetkym v inhibicii tvorby laktatu z pyruvatu
v rakovinnej bunke, ¢o mé& za nésledok znizent kyslosti nadoru, o znizuje jeho

zivotaschopnost’.!

Zdrava bunka Rakovinna bunka
GLUKOZA GLY’K()ZA
PYRUVAT LAKTAT “@sspyRUVAT

/:\TP l ATP
Mitochondria Mito::".mdria/
ROS ROS

Obrazok ¢. 4: Warburg efekt. Porovnanie glykolyzy v zdravej bunke a v rakovinnej bunke

a vyuzitie vanddu v ihnibicii tvorby laktatu v rakovinnej bunke. Prevzaté a upravené.'"
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1.5.2 Ovplyvnenie bunkového cyklu

Bunkovy cyklus (obrazok ¢. 5) sa sklada z metabolicky aktivnej, dlhej interfazi
a mitotickej fazi (M-faza). Interfaza trvad 95 % Casu bunkového cyklu a deli sa na G1 fazu
tzv. postmitoticku, v ktorej bunka zdvojuje dvoj objem, syntetizuje RNA a proteiny, vytvara

zasobu nukleotidov, ¢im zvi&suje svoj objem.??

Na zaciatku Gl fazy sa nachadza kontrolny bod v ktorom prebehne kontrola

extracelularneho prostredia, kontrola velkosti bunky a taktieZ oprava poskodenej DNA.%

Bunka po kontrole prechadza do S fazy, v ktorej dochédza k replikacii DNA. Posledna
faza interfazy je G2 faza, v ktorej nastava syntéza a aktivacia proteinov, potrebnych k mitdze
a dokoncenie duplikacie centriol. V tejto faze sa objavuje d’alsi kontrolny bod, ktory kontroluje
spravnu replikaciu DNA a bunkovy objem. Postupna kondenzacia chromozdémov, ktoré boli

zreplikované v S-faze, uréuje koniec G2-fazy a za¢iatok M-fazy.?®

Po interfazi nasleduje mitoticka faza, ktora zabera priblizne 5 % ¢asu bunkového cyklu
a obsahuje profazu, premetafazu, metafazu, anafazu, telofazu a cytokinézu. Nenddorové bunka
nasledne vstupuje do kl'udovej GO faze, kde zotrva rozne dlha dobu. U buniek naddorovych je

GO faza obmedzena na vel'mi kratku dobu, alebo je uplne preskoéena.?

Stadie zistili schopnost’ vanadylovych komplexov zastavit’ bunkovy cyklus bunkovych
linii 'udského hepatomu BEL-7402, HUH-7 a HepG2 prave vo faze GO/G1 a taktiez vyznamné
znizit' mitochondridlny membrdnovy potencial, ¢o vo vysledku spdsobuje depolariziciu

mitochondrialnej membrany na bunkovych linidch l'udského hepatomu.*

Takisto sa prvykrat ukdzala G€innost’ vanadi¢nanu sodného v potlaceni proliferacie,
ktora indukuje zastavenie G2/M fazy bunkového cyklu, indukuje apoptdzu, a znizuje potencial
mitochondrialnej membrany HCC buniek in vitro. Okrem toho vysledky in vitro ukazali, ze
vanadi¢nan sodny vykazuje na koncentracii zavisli inhibiciu rastu 'udskych HCC buniek
Vv ortotopickom modeli, ¢o dokazuje zniZenie velkosti nddoru, indexu proliferacie a zvySenie

bunkovej apoptozy.?*
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delenie
jadra

delenie
cytoplazmy

Obrazok ¢. 5: Bunkovy cyklus eukaryotnej bunky zlozeny z po sebe iducej interfazi a M-fazi,

ktory prebieha 24 hodin. Prevzaté a upravené."”

1.5.3 Regulacia apoptozy

Apoptoza je forma fyziologickej bunkovej smrti, tzv. programované smrt’ bunky, ktora
sa vyznacuje kondenzaciou a naslednou fragmentaciou bunkového jadra bez toho aby doslo
K poruseniu plazmatickej membrany a aktivacii imunitného systému.

Jednou z hlavnych charakteristik vanadu je jeho schopnost’ aktivovat apoptické

mechanizmy v malignych bunkéch prostrednictvom up-regulacie proapoptickych proteinov.?

Nedavne Studie odhalili schopnost’ vanadylovych komplexov zvySovat’ hladiny ROS
a podiel’at’ sa na nepriaznivych ucinkoch na bunkach osteosarkomu a to pomocou znizovania
pomeru redukovaného glutatiéonu k oxidovanému glutationu. Okrem iného komplexy sposobuju
zastavenie bunkového cyklu a aktivovanie kaspazy-3, ¢o sposobuje apoptdzu u bunkove;j linii

odvodenej od osteosarkomu MG-63.%

Pri podpore apoptdzy rakovinovych buniek, zli€eniny vanadu preukazatel'ne indukuju
apoptéozu neurdénov pomocou expresie kaspazy-3, Bax, Bcl-2, ktoré vyznamne reguluju

indukciu apoptozy, a tym zohravaju dolezit tilohu pri apoptéze neurénov indukovanej VV.2

1.5.4 Zameranie na fenotyp kmenovych buniek

DalSou novou charakteristikou zluCenin vanadu je jeho schopnost modulovat
diferenciaciu kmetiovych buniek.?’
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V nedavnej stadii bolo dokazané, Ze diferencidciu osteoblastov reguluje prave

oxid N,N bis(salicylidén)-0-phenylenediamine vanadicity komplex.

Zda sa, ze V'V podporuje diferenciaciu a mineralizaciu mezenchymalnych kmenovych
buniek prostrednictvom aktivacie signaliza¢nej drahy extracelularne regulovanej kinazy (ERK)
a nasledné rozsirenie NF-kB (z ang. Nuclear faktor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells). Okrem toho sa preukazalo, ze ERK sa podiel'a na zvySovani transkripcnej aktivity
NF-kB. D4 sa predpokladat, ze V'V ovplyviiuje ERK ako aj NF- kB cesty s cielom stimulovat’

osteoblasty.?’

Podobne aj peroxovanadi¢nan, ktory je inhibitor fosfotyrozin fosfatazy, indukuje
myogénne bunky kvoli ziskaniu profilu génovej expresie a diferenciacného potencidlu.
Diferenciacny potencial je zhodny s fenotypom cirkulujticich prekurzorov pri zachovani ich
myogénneho potencialu.?® Tieto u¢inky st sprostredkované aspoi z &asti aktivaciou NF-xB cez

fosforylaciu Tyr42-lpB-alfa.?®

Nakoniec aj vanadi¢nan sodny je uéinnym zmieriiujicim prostriedkom, ktory potlaca
akutny hematopoeticky syndrom a minimalizuje Skodlivé ucinky (anematopoéza a oneskorené

genotoxické u¢inky) a poskodenie hematopoetického systému u mysi vyvolaného Ziarenim.?®

1.5.5 Regulicia autofagie

Autofagia je jednym z mechanizmov udrZania bunkovej homeostazy, obecne povedané

ide 0 lysozomalny rozklad proteinov.

Stadie poukazuji na nové schopnosti vaniadu modulovat proces autofagie.
Anorganicky vanadi¢nan sodny by mohol vyvolat’ apoptozu buniek a inhibiciu autofagie
v l'udskych bunkach HCC, sti¢asne in vitro a in vivo. Inhibicia autofagie vyrazne podporuje
apopt6zu.?® Na druhej strane rapamycin by mohol zvratit inhibiciu autofagie a zredukovat

i¢inok vanadi¢nanu, ktory indukuje apoptézu v bunkach HCC, in vitro aj in vivo.?®

Nanocastice oxidov vanadu (P-VO2) vyvolavali up-regulaciu oxygenazy-1 hemu
(HO-1), bunkového proteinu, ktory zohraval dolezit ulohu pri ochrane buniek proti smrti pri
stresovych situdcidch. Inhibitor autofagie, 3- methyladenin, vyznamne inhiboval HO-1 up-

regulaciu a zvysil rychlost’ bunkovej smrti v bunkach lieCenych P-VO..
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Avsak inhibitor HO-1 protoporfyrin IX Zn" (ZnPP) zvysil vyskyt bunkovej smrti
v bunkach osetrenych P-VO», zatial ¢o neprejavil ziaden vplyv na autofagickii odpoved

sposdbent1 P-VO, ¥

Na druhej strane Y203 nanokrystal, kontrolny nanomaterial, vyvolava autofagiu

podporujucu smrt’ bez ovplyvnenia urovne expresie HO-1.%

Tieto vysledky predstavuju prva spravu o cytoprotektivnej autofagii vyvolanej novym
nanomateridlom, pravdepodobne prostrednictvom up-regulacie HO-1. Tato skuto¢nost’ mdze
poukazat’ na nové moznosti vyuzitia nanomaterialu, ktory indukuje autofagiu pre terapeutické

aplikacie proti rakovine.*

1.5.6 Regulacia mikroRNA

Nova oblast’ liecby rakoviny zahfiia zdujem o mikroRNA (miRNA). MiRNA st malé

nekodujuce RNA, ktoré mozu regulovat’ a menit’ expresiu génu post-transkripéne.

Viacsina miRNA sa zameriava na priblizne 80% kddovania proteinov mRNA a preto
mozu byt povazované za hlavné regulacné organy viacerych bunkovych drah, ¢o prispieva
k fine-tuning najdodlezitejSich bunkovych procesov, ako je bunkovy rast, proliferacia

a diferenciacia.!

Porucha regulédcie miRNA hra zasadnt ulohu v zaciatku, progresii a Sireni mnohych
druhov rakoviny. Z tohto dovodu je fatdlne poskodenie biosyntézy miRNA v nadorovej

kaskade.!

Starsie Studie ukazali, ze pritomnost’ peroxido-vanadu so sulfonylhydrazénom-1 (SHZ)
vroznych koncentracidch pozitivne regulovali kardiomyogénnu expresiu mikroRNA
a diferencidciu kardiomyocytov v mySich iPSC. SHZ, ¢o zlepsilo Specificktt markrovu expresiu

a produkciu kardiomyocytov bez straty Zivotaschopnosti buniek. 3!

Naproti tomu samotny peroxovanadi¢nan vykazoval zanedbatelny vplyv na rychlost
diferenciacie kardiomyocytov a zdalo sa, Ze vyvolava apoptdozu zavisli od kaspazy-3 pri
diferenciacii iPSC. Okrem toho boli iPSC, osetrené SHZ, schopné regulovat’ skorti a neskort
kardiomyogénnu expresiu miRNA (miR-1, miR-133a a miR-208a).!

Vysledky ukazujt, ze malé molekuly, vratane suboru r6znych foriem vanadu, by mohli
predstavovat’ nové a klinicky uskuto¢nitel'né stratégie na zlepSenie iPSC, ktoré su odvodené zo

srde¢nej diferenciacie.®
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Podrobné studie zamerané na vplyv dobre definovanych foriem vanadu a na mechanické
vlastnosti interakcii spojenych s vanadom v expresii miRNA v tumorogénnych procesoch

zostavaji naértnuté do buducnosti.!

1.5.7 Molekularny mechanizmus inhibicie EMT

V poslednom desatroci sa terapeutické stratégie vo farmakoterapii rakoviny zamerali

na fenotyp nadorovych buniek epitelidlneho mezenchymalneho prechodu (EMT).

Ako termin, EMT sa oznacuje proces, pocas ktorého epitelidlne bunky stracaju svoju
polarizovanu organizaciu a bunkovu adhéziu, podstupuju zmeny tvaru buniek a organizacie

cytoskeletu a ziskavaji mezenchymalne vlastnosti, ako je zvySena migracia a invazia buniek.

Bolo preukézané, Ze vanad inhibuje adhéziu, migraciu a tvorbu kolénii UMR106 buniek
osteosarkomu a vyrazne inhibuje kI'icové udalosti Sirenia nadorovych buniek, bunkovej
adhézie, migracie a klonogenicity. Taktiez bola skumana tloha proteinkinazy A pri

antikarcinogénnych vlastnostiach zla¢enin vanadu.

Dalej liecba pediatrickych glibmov nizkeho stupiia
s bis[peroxido(pikolinato)] oxovanadi¢nanom (Bpv(pic)) odhaluje vyznamné znizenie
Zivotaschopnosti buniek v zavislosti od davky. Ako dosledok znizenej proliferacie a dlhodobej
indukcie zastavenia rastu a apoptozy. Bpv(pic) vyznamne zniZuje migraciu /invaziu buniek a je

nezéavisly od ukotvenia na mikkej agaroze.>®

V bunkach funguje Bpv(pic) tym, ze znizuje aktivitu CDC25A, znizuje expresiu
proteinovych tyrozin fosfatdz, opravu DNA génov, génov asociovanych s mikrotubulmi, ako
st PLK1, AURKA a HDAC6. Na druhej strane rozSiruje expresiu proapoptotickych
mediatorov, ako st BAK, AIFM a CTSL1.%3
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2 EXPERIMENTALNA CAST

21 POMOCKY A PRISTROJE

Laminarny box Heraeus typu HS 12 (Gepriifte Sicherheit, Nemecko).

Inkubator HEPA (Snijders, Holandsko)- Koncentracia COz: 0,1-20 %, teplotny
rozsah: 5-50 °C, relativna vlhkost’: az 95% pri 37 °C.

Spektrofotometer Infinite 200 (Tecan, Svajéiarsko)- rezimy merania: intenzita
fluorescencie, luminiscencie, fluorescenény rezonancny prenos energie, absorbancia.
Svetelny mikroskop TMS- CFWE 10xA/18(NIKON, Japonsko)- max. zvacsenie 160x.
Chladnicka a mraznicka (Liebherr, Nemecko) — vykon 0,747 KWh/ 24 h.

Plynovy kahan Fuego SCS basic (Trigon-Plus, CR) — teplota plamefia 1300 °C.

Sada plastovych skumaviek (PTT, Holandsko) — objem 15 ml, 50 ml.

Sada jednokanalovych pipiet (Eppendorf AG, Nemecko) — pipetovaci objem 2 - 20 pl,
20 —200 pl, 100 — 1000 pl.

Mikrotitracnd dosticka Corning 96 Flat Transparent (PTT, Holandsko) — rovné dno.
Biirkerova komérka (Meopta, USA) — hibka 0,1 mm, plocha siete 9 mm?.

Analytické vahy ABJ 220- 4M (Kern, Nemecko) — vazivost' 220 g.

Sada plastovych $piciek (Eppendorf AG, Nemecko)— rozsah objemu 0,1 — 10 pl,

2 —200 pl, 50 — 100 pl.

Davkovaci pipetor HandyStep (BrandTech, Francuzsko) — jednokanalovy, rozsah

objemu: 1 ul — 10 ml.

2.2 POUZITE CHEMIKALIE A ROZTOKY

Kultivaéné médium pre bunky MOLT-4 Iskova modifik4cia Dulbeccovho
média- IMDM (Biosera, Francuzsko).

20% fetalne tel'acie sérum- FBS (Sigma-Aldrich, USA).

L-glutamin (Sigma-Aldrich, USA).

Penicilin/streptomycin (Sigma-Aldrich, USA).

Trypanova modra- 0,5% vodny roztok (Sigma-Aldrich, USA).

WST ¢&inidlo (Roche Applied Science, Svajéiarsko).

Sterilny fosfatovy pufr (PBS, PAA laboratories GmbH, Rakusko).

31



Tabulka 1: PrehPad usporiadania 10 testovanych vanadocén dithiokarbamatovych komplexov.

Skrateny vzorec
Komplex Struktirny vzorec Molekulova hmotnost’ (g/mol)
T N
1 @ S I [VCp2(DeDtc)]Cl
v N _
@ S Cl 364,84
_\ N
2 @V 3 «S>>_N BPh, [VCp2(DBuUDtc)]BPh4728,
™~
@ > 714
3 @ S>>_ @ _\ ' [VCp2(DPhDtc)]ClI
. N )
¢~y e
460,91
+ [VCp2(PipDtc)]CI
4 @v -““‘S>>‘N 376,84
@ s cr ’
—\ + [VCp2(MorDtc)]ClI
5 @v-““‘S}-N’ o 378,814
@ s \__/ cr
H,C N
@ S - _’ [V(MeCp)2(DeDtc)]Cl
6 v >N _ P)2
g ~g (N cl
© 392,893
H5C
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[V(MeCp)2(DBuDtc)]BPh4

7 v >N
;@{ \S> 756,768
H4C
H;C
+
8 @V S>>—N© _\ [V(MeCp)2(DPhDtc)]CI
@ s @ c 488,964
H;C
H;C
9 e s C> T vovecoewoue
V- N
;@J{ s cr 406,93
H;C
HaC
+
10 @V '”“\S>>—N/_\O _\ [V(MeCp)2(MorDtc)]Cl
;@J{ TN cr 406,894
HaC
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2.3 BUNKOVA LINIA MOLT-4 A KULTIVACIA
K testovaniu vanadocen dithiokarbamatovych komplexov bola pouzita bunkova linia

MOLT- 4 (ECACC, Velka Britania) ziskana z akutnej T-lymfoblastickej leukémie.

Bunky MOLT-4 boli kultivované v kultivatnom médiu, ktoré bolo pripravené pomocou
39 ml IMDM, 10 ml fetalneho telacieho séra (FBS), 0,5 ml penicilinu/streptomycinu a 0,5 ml
L-glutaminu. Kultivacia bunieck MOLT-4 prebiehala za aseptickych podmienok pri 37°C
v kontrolovanej atmosfére s 5 % CO; v optimalnej hustote buniek a to 5 x 10° buniek MOLT-4
v 5 ml kultivaéného média. Kazdy $tvrty defi bolo mnozstvo buniek znovu upravené na 5 x 10°
buniek MOLT-4 v 5 ml kultivaéného média. Tento proces sa nazyva pasazovanie buniek.
Pre zachovanie optimalnych vlastnosti buniek MOLT-4 bolo pokusmi vykonanych maximalne

do dvadsiatej pasaze.

2.4 STANOVENIE POCTU BUNIEK

K stanoveniu poctu zivych buniek bolo potrebné Specializované farbivo trypanove;j
modrej. Specializované farbivo trypanovej modrej je zo Zivej bunky z intracelulirneho
priestoru aktivne transportované von, alebo neprechadza intaktnou bunecnou membranou

a preto zivé bunky ostavaju po zafarbeni bezfarebné.

U mftvych buniek dochadza k strate integrity bunecnej membrany, poruche aktivneho
efluxu, ¢o umoznuje prestupu farbiva do intracelularneho priestoru bunky, ktora je nasledne

ofarbena na modro.

Homogenizovana bunkova suspenzia bola zmie$ana s trypanovou modrou v pomere
1:1, tj. 50 pl bunecnej linie MOLT-4 s 50 ul trypanovej modrej. Po premieSani suspenzie sa
S pomocou automatickej pipety naplnili obe polovice Biirkerovej komdrky. V Biirkerovej
komoérke boli pocitané bunky zivé (bezfarebné) aj mftve (modré) v 50 strednych Stvorcoch,
avSak je potreba dodrziavat’ pravidlo dvoch stran, kedy st pocitané bunky vo vnutri Stvorca

a bunky, ktor¢é sa akokol'vek dotykaju dvoch zvolenych stran (obrazok ¢.6).
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Cast 1 Cast 2 Cast 3

1/25 mm °

N
1/400mm

Obrazok ¢&. 6: Zobrazenie mriezky v Biirkerovej komorky (Cast’ 1). Rozmery jedného $tvorca
v ktorom st poéitané bunky MOLT-4 (Cast’ 2). Cervene vyznadené pravidlo dvoch stran pre

pocitanie buniek v jednom $tvorci (Cast 3). Prevzaté a upravené."

2.5 PRIPRAVA ROZTOKOV
Pre zmeranie u¢inku testovanych komplexov na bunkovej linii MOLT-4 boli pouzité 2

roztoky o koncentracii 100 umol/l — roztok A a 5 umol/l — roztok B.

K navazke testovaného komplexu o hmotnosti 2 mg bolo pridanych 50 pl
dimethylsulfoxidu (DMSO), pomocou ktorého sa navazka rozpustila. Po uplnom rozpusteni
navazky v dimethylsulfoxide bolo pridanych 50 pl kultivaéného média, ¢im bol pripraveny

zasobny roztok.

Najprv bola vypocitana koncentracia testovanej cytostaticke latky v zasobnom roztoku

podla vzorca ¢. 1.

m

Vzorec ¢. 1 c =
VXM

Pozn.: ¢ — koncentracia (mmol/l), m — hmotnost” testovanej cytostatickej latky (mg),

M — molarna hmotnost’ (g/mol), V — zvoleny objem (1)
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2.5.1 Priprava roztoku A

Pre pripravu roztoku A 0 koncentracii 100 pmol/l a objeme 1200 ul bol pouzity zasobny
roztok testovaného komplexu. Potrebny objemu zdsobného roztoku, bol vypocitany

vzorcom ¢. 2.
Vzorec ¢&. 2: 1 XVi=c, X1,

Pozn.: ¢1 — koncentracia roztoku A (100 umol/l), Vi — objem roztoku A (1200 ul),
C2— vypocitana koncentracia zasobného roztoku (umol/l), V2— objem potrebného zasobného

roztoku (ul)

Roztok A bol pripraveny zmieSanim vypocitaného objemu zasobného roztoku

S vypocitanym objemom kultivaéného média tak, aby celkovy objem bol 1200 pl.

2.5.2 Priprava roztoku B

Roztok B o koncentracii 5 pmol/l bol pripraveny zmie$anim vypocitaného objemu
roztoku A s vypocitanym objemom kultivaéného média podla vzorcu ¢. 2 tak, aby celkovy

objem roztoku bol 1200 pl.

2.6 PRIPRAVA MIKROTITRACNEJ DOSTICKY
Na jednej mikrotitratnej dosticke, ktord obsahuje 96 jamiek, boli vZdy testované 2
vzorky testovanych komplexov v koncentraciach od 0,1 - 50 pmol/l. RozloZenie koncentracii

v mikrotitracnej dosticke je uvedené v tabulke 2.

Do kazdej jamky bol podla pozadovanej koncentracie testovanej latky presne
napipetovany urc¢eny objem zasobného roztoku A, B a kultivacného média tak, aby sa vytvorila

koncentra¢né rada (tabul’ka 3).

Do mikrotitra¢nej dosti¢ky bola pipetovana do prvého stipca negativna kontrola, d’alej
oznadend ako NK, ktora obsahovala len 200 pl kultivaéného média. Do posledného stipca bola
napipetovana pozitivna kontrola (PK), ktord obsahovala 100 ul kultivacného média a 100 ul

bunecnej suspenzie MOLT-4 bez ovplyvnenia testovanou cytostatickou latkou.

Po napipetovani roztokov A, B a kultivaéného média bolo napipetovanych do kazdej

jamky 100 pl buneénej suspenzie MOLT-4 v mnozstve 3 x 10* buniek MOLT-4 na jamku.
2.7 INKUBACIA
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Takto pripravena mikrotitracna dosti¢ka bola vlozené do inkubatoru na presne 24 hodin

s nastavenou teplotou 37°C a atmosférou s 5 % COx.

2.8 DETEKCIA

Po 24h inkubéacii bolo do kazdej jamky, vratane negativnej a pozitivnej kontroly,
napipetovanych 50 ul WST-1 roztoku. WST-1 roztok bol pripraveny nariedenim WST-1 a PBS
v pomere 1:4. Nasledne bola zmerana absorbancia pomocou spektrofotometru TECAN
INFINITY 200 pri vinovej dizke 440 nm. Mikrotitraéna doiti¢ka bola opit’ inkubovana a to

3 hodiny za rovnakej teploty a s atmosférou s 5 % COa.

Po 3h inkubacii bola pre kazdu jamku opédt’ zmerana hodnota absorbancie pomocou

spektrofotometru TECAN INFINITY 200 pri vinovej dizke 440 nm.

2.9 VYHODNOTENIE

Kazda koncentracia bola spravend Vv tetraplikate z ktorého bola vypocitand priemerna
hodnota absorbancie a smerodajna odchylka. Hodnota absorbancie po aplikacii roztoku
WST- 1 bola od¢itand od hodnoty absorbancie po 3h inkubdcii pre kazda koncentraciu,

negativnu kontrolu a pozitivnu kontrolu.

Priemerné hodnoty absorbancie boli nasledne zanesené do grafu zavislosti viability
buniek MOLT-4 na koncentracii testovanej cytostatickej latky s vyuzitim softwaru Origin Pro
(verzia 8, Microcal Software, Inc., Northampton, MA, USA) v bloku ,, Analyses® pomocou
Statistickej metody ,,ANOVA®. PoZzadované bolo zistenie a od¢itanie hodnoty ICsp, ktora znaci

polovi¢nu inhibi¢nua aktivitu biochemickych procesov v bunke bunec¢nej linie MOLT-4.
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Tabulka 2: Mikrotitraéna doititka s 96 jamkami rozdelena &iselne do stipcov a abecedne do riadkov.

Tabul’ka s rozloZenim koncentraénej rady (umol/l) 2 testovanych vzoriek (VZ) spolu s negativnou kontrolou

(NK) a pozitivnou kontrolou (PK)

1 2 |31 4| 5|6 |7]8]9]10|11] 12
A|NK]|]O1 |04 |07 |25]25]4]9]|15]27]50]PK
B|INK]| 0104 |07 ]25|25]4]9]|15]|27]50]|PK
C|NK]oO1]04 [07|15]25] 4] 9]15]27]50]|PK 1vz
D|INK]| 0104 |07 25|25 4] 09]|15]|27]50]|PK
E|NK|O0104 |07 ]|25|25]|4]|9]|15]27]50]|PK
FINK|o01]04 |07 |15]25]4]|9]|15]27]50]|PK
G|INK|oO1]04 |07 |15]25]|4]9]|15]27]|50]|PK 2VZ
H|NK]oO1]04 |07 |15]25] 4] 9]15]27]50]|PK

Tabul’ka 3: Tabulka jednotlivych pipetovanych objemov roztokov A a B a kultiva¢ného média (KM)

prinaleZiacich koncentraciam od 0,1 - 50 pmol/l. Tabul’ka zobrazuje polovicu mikrotitra¢nej dosti¢ky pre

jednu vzorku ( napr. rad A-D alebo E-H ).

Roztok Stipec Koncentracia Objem Objem
roztoku KM
1 NK - 200 pl
2 0,1 4 pl 96 ul
3 0,4 16 pl 84 ul
° 4 0,7 28 ul 72 ul
5 1,5 60 pul 40 pl
6 2,5 100 pl -
7 4 8 ul 92 ul
8 9 18 ul 82 ul
9 15 30 pl 70 pl
A
10 27 54 pl 46 ul
11 50 100 pl -
12 PK - 100 pl
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2.10 STANOVENIE CYTOTOXICITY DIMETHYLSULFOXIDU

Knavazke testovaného komplexu bolo vzdy pridané polarne rozpustadlo
dimethylsulfoxid (DMSO), pomocou ktorého bola navazka testovanej latky rozpustena.
Experimentom bola zistovand maximalna moznd koncentracia DMSO, ktord neporusila

bune¢nu integritu buniek MOLT-4.

Pre DMSO bola vytvorend nova koncentracnd rada v rozmedzi koncentracii od
0,01 — 4 hmotnostnych %. Rozlozenie koncentracii v 96 jamkovej mikrotitraénej dosticke

uvadza tabulka ¢. 4.

Pre testovanie DMSO boli pouzité dva roztoky, roztok A 0 koncentracii 8 hmotnostnych
% aroztok B o koncentracii 0,4 hmotnostnych %. Do kazdej jamky bol podl'a pozadovanej
koncentracie testovanej latky presne napipetovany ureny objem zdsobného roztoku A, B

a kultivaéného média tak podl'a tabul’ky €. 5.

Po napipetovani roztokov A, B a kultivacného média bolo napipetované do kazdej
jamky, okrem negativnej kontroly, 100 ul buneénej suspenzie MOLT-4 v mnoZstve 3 x 10*
buniek MOLT-4 na jamku.

Priprava roztoku A

Pre pripravu roztoku A 0 koncentracii 8 hmotnostnych % a objeme 1200 pul bolo pouzité
100% DMSO. Potrebny objem 100% DMSO, bol vypolitany vzorcom ¢. 2,
kde: c1 — koncentracia roztoku A (8 hmot. %), Vi — objem roztoku A (1200 pul),
c2— koncentracia DMSO (100 %), V2— objem potrebného DMSO (pl).

Roztok A bol pripraveny zmieSanim vypocitaného objemu DMSO s vypocitanym

objemom kultivaéného média tak, aby celkovy objem bol 1200 pl.
Priprava roztoku B

Roztok B o koncentracii 0,4 hmotnostnych % DMSO bol pripraveny
zmieSanim vypocitaného objemu roztoku A s vypocitanym objemom KM takisto podla vzorcu

¢. 2 tak, aby celkovy objem roztoku bol 1200 pl.

39



Tabul’ka 4: Tabul’ka rozloZenia koncentra¢nej rady (hmot. %) pre testovanie u¢inku dimethylsulfoxidu na
buneénu liniu MOLT-4.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |NK|001]002(|004]101] 02]03]|06 1 2 4 PK
B |[NK|001]|002]|004| 01| 02]1]03]O06 1 2 4 PK
C INK]|001]|002]004]01]|02]|03]0,6 1 2 4 PK
D [NK|0O01|O002]|004f01] 02]1]03]O06 1 2 4 PK

Tabul’ka 5: Tabul’ka pipetovanych objemov roztokov A a B a kultivaéného média (KM) prinaleZiacich
koncentraciam od 0,01 - 4 hmot. %.

Roztok | Stipec | Koncentracia Objem Objem KM
roztoku
1 NK - 200 pl
2 0,01 5ul 95 ul
3 0,02 10 pl 90 pl
B
4 0,04 20 pl 80 ul
5 0,1 50 ul 20 pul
6 0,2 100 pl -
7 0,3 8 ul 92 ul
8 0,6 15 pl 85 ul
9 1 25 ul 75 ul
A
10 2 50 ul 50 ul
11 4 100 pl -
12 PK - 100 pul
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3 VYSLEDKY A DISKUSIA

Bolo vykonané stanovenie cytotoxickej aktivity pomocou WST-1 testu u 10 novo
syntetizovanych vanadocendithiokarbamatov (Tabulka ¢. 1), ktoré boli poskytnuté Katedrou
obecnej a anorganickej chémie Univerzity Pardubice. Tieto komplexy boli rozdelené do dvoch

skupin a to nasledovne:

Skupina ¢. 1 obsahuje komplexy [VCp2(DeDtc)]Cl (1), [VCp2(DBuDtc)]BPhs (2),
[VCp2(DPhDtc)]CI (3), [VCp2(PipDtc)]CI (4), [VCp2(MorDtc)]CI (5),

Skupina ¢. 2 obsahuje komplexy [V(MeCp)2(DeDtc)]CI (6),
[V(MeCp)2(DBuDtc)]BPhs (7), [V(MeCp)2(DPhDtc)]CI (8), [V(MeCp)2(PipDtc)]Cl (9),
[V (MeCp)2(MorDtc)]CI (10).

Ich cytostaticka aktivita bola stanovend pomocou WST-1 testu na bunecnej linii

MOLT-4, ktora je odvodend od bunec¢ne;j linie T-lymfoblastickej leukémie.

Ziskané vysledky, ktoré boli spracované v programe Origin Pro, si uvedené v grafoch
(Graf ¢. 1-10). Grafy vyjadruja zavislost’ viability buniek MOLT-4 na koncentracii testovaného

komplexu.
Skupina ¢islo 1

U skupiny & 1 (1-5) st na centrilnom atome vanddu n° - naviazané dva
cyklopentadienylové kruhy (Cp) a chelatovo viazané rézne typy S, S-ligandov (obrazok ¢. 7):
diethyldithiokarbamat (1), dibuthyldithiokarbamat (2), diphenyldithiokarbamat (3),
piperidindithiokarbamat (4) a morfolindithiokarbamat (5).

RlzN — /\N/\

+ | 1) <:>N_ @
@ .S /Rl N NN (2)
&

|
X o) N— (5
L5 X=Cl(135) ©\ /© ®
' |

BPh, (2)

Obrazok & 7: Struktirny vzorec vanadocén dithiokarbamatu s prislusnymi ligandmi, ktoré
prinaleZia komplexom skupiny €. 1.
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Bolo stanovené, ze komplex 1 obsahujuci diethyldithiokarbamat a komplex 3
obsahujuci diphenyldithiokarbaméat s cytostaticky menej U¢inné nez komeréne vyuzivané

antitumorové lie¢ivo cis-DDP s hodnotou ICso= 15,8 umol/1.3* Ich I1Cso je viésie nez 50 pmol/l.

Ostatné tri komplexy maju vysoku cytostatickt aktivitu pohybujicu sa v rozmedzi
hodnét 1,0 - 10,4 umol/l (Tabul’ka €. 6). Poradie aktivit je od najnizsej aktivity pre komplex 2
ICs0=10,4 £ 0,5 umol/l nasledované komplexom 5 shodnotou ICso=5,1 = 0,4 pmol/l
a s najvyssou aktivitou komplex 4 s ICs0 = 1,0 + 0,1 umol/l. VSetky hodnoty ICso pre zluceniny

2, 4 a 5 s nizsie nez v pripade platinového cytostatika cis-DDP.

TabulPka 6: Vysledky cytostatickej aktivity testovanych komplexov skupiny ¢. 1 (komplexy 1-5) pomocou
hodnoty I1Cso u buneé¢nej linie MOLT-4.

MOLT-4
Komplex hodnota I1Cso (umol/l)
1 > 50
2 10,4+0,5
1 3 > 50
4 1,0+£0,1
5 51+04

Skupina ¢islo 2

Skupina ¢. 2 (6-10) ma na Cp kruhoch substitovanu methylovli skupinu av$ak na
centrdlnom atome vanadu st chelatovo viazané rovnakeé typy S, S ligandov ako pri skupine ¢. 1
(obrazok ¢. 8): diethyldithiokarbamat (6), dibuthyldithiokarbamat (7), diphenyldithiokarbamat
(8), piperidindithiokarbamat (9) a morfolindithiokarbamat (10).
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Obrizok ¢&. 8: Struktirny vzorec dimethylvanadocén dithiokarbamatu s prislusnymi ligandmi,

prinaleziacimi komplexom skupiny ¢. 2.

Testované komplexy 7, 9, 10 vykazovali cytostatickii aktivitu vysSiu nez lieCivo
cis-DDP  vrozmedzi hodnét 0,9 - 8,9 umol/l. Naopak komplex 6, obsahujici
diethyldithiokarbamat a komplex 8, obsahujuci diphenyldithiokarbamat boli menej G¢inné ako
lieCivo cis-DDP (Tabulka ¢. 7). Medzi najuéinnej$i testovany komplex skupiny ¢. 2 patri
komplex 9, obsahujuci ligand piperidindithiokarbamat, s hodnotou ICsp = 0,9 + 0,1 pmol/l.

TabuPka 7: Vysledky cytostatickej aktivity testovanych komplexov skupiny €. 2 (komplexy 6-10) pomocou
hodnoty I1Cso u bune¢nej linie MOLT-4.

MOLT-4
Komplex hodnota 1Cso (umol/l)
6 > 50
7 8,9+0,7
2 8 > 50
9 0,9+0,1
10 3,2+0,3

V porovnani testovanych komplexov skupiny ¢. 1, s nesubstituovanou methylovou
skupinou na Cp kruhoch, s komplexami skupiny €. 2 s substituovanou methylovou skupinou na
Cp kruhoch, boli zistené podobné trendy cytostatickej Gcinnosti u rovnakych chelatovo

viazanych ligandov.
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Utinnost chelatovo viazaného ligandu diethyldithiokarbamét (komplexy 1, 6) a ligandu
diphenyldithiokarbamat (komplexy 3, 8) vykazovali rovnaka znizen G¢innost s hodnotou

aktivity 1Cso > 50 pmol/I.

Pre ostatné ligandy bolo zistené rovnaké poradie aktivity pri totoznych ligandoch
nehladiac na pritomnost” ¢i nepritomnost’ methylovej skupiny na Cp kruhoch. Ligand
S najnizSou ucinnost'ou v rozmedzi 8,9 - 10,4 pmol/l bol dibuthyldithiokarbamat (komplexy
2, 7), ktory bol nasledovany ligandom morfolindithiokarbamatom (komplexy 5, 10) G¢innym
v intervale 3,2 - 5,1 umol/l. Avs$ak ligand s najlepSou u¢innostou v rozmedzi 0,9 - 1,0 umol/l

bol piperidindithiokarbamat (komplexy 4, 9).

Porovnanie aktivity Struktirne odpovedajicich komplexov vo vsetkych pripadoch
ukézalo na fakt, Zze vyS$Sej GCinnosti dosahuji komplexy so substituovanou methylovou

skupinou na Cp kruhoch.
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Vysledky testovania dimethylsulfoxidu

Pri testovani DMSO bola zistovana maximalna koncentracia DMSO, ktora

neposkodzuje bunkovu integritu bunkovej linie MOLT-4.

Vysledky testovania DMSO su zahrnuté v grafe ¢. 11, ktory ukazuje zavislost
zivotaschopnosti bunieck MOLT-4 na koncentracii DMSO. Podl'a grafu 11 mozno tvrdit, ze
maximalna koncentracia DMSO, ktora nepoSkodzuje bunkovu integritu a takze nema vplyv
na bunecnu lintu MOLT-4 je 0,6 hmotnostnych % DMSO.

Pouzitie vyssej koncentracie ako 0,6 hmot. % spdsobuje poskodenie bunecnej integrity

a vyrazne znizenie viability bunieck MOLT-4.
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Graf 11: Graf zavislosti zivotaschopnosti (%) buniek MOLT-4 na koncentracii DMSO (%).

* oznacené Statisticky vyznamné hodnoty koncentracie DMSO.
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4 ZAVER

Pri testovani cytotoxickej aktivity komplexov 1-10 bola zistend zniZzend ucinnost
4 komplexov s hodnotou aktivity ICsp > 50 pmol/l. Komplexy so znizenou aktivitou su
s chelatovo viazanym diethyldithiokarbamatom (komplexy 1, 6) a diphenyldithiokarbamatom
(komplexy 3, 8).

Ostatné testované komplexy (2, 4, 5, 7, 9, 10) sa ukazali ako ucinné s vysokou
cytotoxickou aktivitou v intervale 0,9 - 10,4 umol/l. Poradie chelatovo viazanych ligandov
Vv ucinnosti je dibuthyldithiokarbamat (komplexy 2, 7), morfolindithiokarbamatom (komplexy
5, 10) a piperidindithiokarbamat (komplexy 4, 9). Poradie ucinnosti danych komplexov je

nezavislé na substiticii methylovej skupiny na Cp kruhoch.

V porovnani komplexov so substituovanou methylovou skupinou a nesubstiovanou,

preukazuju vyS$iu u¢innost’ komplexy so substituovanou methylovou skupinou na Cp kruhoch.

Z vysledkov vyplyva, Ze najacinnej$im komplexom spomedzi testovanych komplexov
je s hodnotou aktivity I1Cso = 0,9 - 1,0 umol/l komplex 9, so substituovanou methylovou

skupinou na Cp kruhoch a chelatovo viazanym piperidindithiokarbamatom.
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Bakalarska praca obsahuje teoreticku Cast’ v ktorej je zahrnuta
teoria o vanade, zluCeninach vanddu, vanadocenovych
komplexoch a mechanizmoch antitumorovej aktivity vanadu.
V experimentalnej Casti je uvedené testovanie cytotoxickej
aktivity 10 vanadocen dithiokarbamatovych komplexov na
nadorovej linii buniek MOLT-4, pomocou stanovenia
polovi¢nej inhibi¢nej koncentracie (ICso). Najaktivnej$imi
testovanymi komplexmi boli zli€eniny S cheldtovo viazanym
piperidindithiokarbamatom (4, 9) u ktorych bola hodnota 1Cso
v rozmedzi 0,9 - 1,0 umol/l.
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