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ANOTACE

Tato bakaléiska prace se zabyva stanovenim cytotoxické aktivity noveé syntetizovanych
monocyklopentadienylovych sloucenin molybdenu na bunécné linii MOLT-4, bun¢k akutni
lymfoblastické leukémie. Z vysledkli vyplyva, ze vSechny komplexy s N,N-chelatovymi
ligandy vykazuji zna¢nou cytotoxickou aktivitu, nejvyssi pak komplexy s ligandem 4,7-
difenyl-1,10-fenanthrolinem. Tyto komplexy jsou v porovnani s dosud nejpouzivanéjSim

cytostatikem cis-DDP asi 10x G¢inné&jsi.
KLIiCOVA SLOVA

Prechodné kovy, komplexy molybdenu, cytostaticka aktivita, akutni lymfaticka leukémie,
MOLT-4.

TITLE
In vitro assay of new monocyclopentadienylmolybdenum derivates on MOLT-4, the cell
line of acute lymfoblastic leukemia

ANNOTATION

This bechelor theses is about cytotoxic activity of new synthetized monocyclopentadienyl
compounds of molybdenum, which were tested on the cell line MOLT-4, it is the cell line of
acute lymphoblastic leukemia. The results are: active complexes are complexes with N,N-
chelated ligands and from those the most active ones are complexes with 4-7-diphenyle-1,10-
phenathroline. These complexes, in compared with well-known compound cis-platinum, are

ten times more active.

KEYWORDS

Transition metals, molybdenum complexes, cytostatic activity, acute lymfoblastic
leukemia, MOLT-4.
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UvVoD

Civilizacnimi choroby jsou onemocnéni, kterd souviseji s moderni civilizaci, Zivotem
ve velkych primyslovych méstech a také s nezdravym zivotnim stylem. Obvykle maji tyto
choroby tadu pfi¢in, které mohou byt ziskané Vv pribéhu zivota nebo jsou vrozené. Mezi
nejvyznamnéjsi patii srdecni a cévni onemocnéni, obezita, cukrovka, zanétliva revmaticka
onemocnéni kloubil, pfed¢asné porody a potraty, vrozené vyvojové vady nervového systému,
deprese, demence, chronicky unavovy syndrom, autoimunitni choroby a v neposledni tadé
také nadorova onemocnéni.

Zhoubné nadory se v Ceské republice objevuji kazdoroén& u vice nez 96 000 pacientt,
Zijicich ptevazné ve vétsich méstech a oblastech s tézZkym pramyslem. V roce 2016 zemieclo
na nadorova onemocnéni 27 261 pacientt a toto ¢islo prozatim stagnuje.

Zaznamy z posledniho vyzkumu roku 2016 také uvadgji, ze Ceska republika je, z hlediska
umrtnosti na kolorektalni karcinom, na tietim misté v celosvétovém Zebficku.

Dal$im nadorovym onemocnénim, na které se zamétuje 1 tato bakaldiska prace, je akutni
lymfoblasticka leukémie, na kterou v Ceské republice roéné onemocni 1,2 osob ze 100 000
obyvatel. Postihuje prevazné déti do péti let, u kterych je preziti zhruba 40 %, a pacienty nad
55 let, u kterych toto procento pteziti klesa az na 18 %. [1]

Kurativni 1é€bou nadorovych nemocnéni je napiiklad radioterapie, kterd vyuziva
ionizujiciho zafeni pro zastavu ristu nadorovych bunck. Dalsi metodou je imunoterapie. Pii
této metod¢ jsou pouzivany latky, které¢ ovliviiuji bunky imunitniho systému, aktivuji
prospésné d¢je pro eliminaci nddoru, a naopak inhibuji déje ptispivajici k jeho ristu.

Dominujicim 1é¢ebnym postupem pii nddorovych onemocnénich je chemoterapie. Pfi této
terapii se podavaji cytostatické latky, které zastavuji proliferaci nddorovych bunék, a tedy 1
rust nadoru. Bohuzel, vétSina téchto latek neni specificky zaméfena na nadorové buiky a
mize poskodit i zdravou tkan. Pouzivanymi cytostatiky jsou naptiklad 5-fluorouracil,
antracykliny, mitomycin C, taxany, vinca alkaloidy, inhibitory topoizomeraz, cetuximab, Cis-
platina a n¢kolik dalsich. [2]

Cis-platina (cis-diaminodichloroplatnata sloucenina, cis-DDP) byla zavedena jako
cytostatické 1é¢ivo roku 1974. Jeji pozitivni ucinky jsou piedev§im v terapii malignich
urogenitalnich nadorti, nadori plic a jicnu. Uginnd je v kombinaci s radioterapii, kdy
u ozéfenych nadorovych bun€k brzdi reparativni procesy nukleovych kyselin tak, Ze se
kovalentné vaze na purinové baze, pifedev§im na guanin. Nevyhodou cis-DDP je casta

rezistence nadorovych bun¢k proti jejim ucinkiim. Ta je zpisobena snizenym vychytavanim
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nebo zvySenym vylucovanim Iéku, inhibici pomoci bunéénych thiolt a také zvySenymi
reparativnimi schopnostmi bunky. Dalsi nevyhodou je, Ze cis-platina ptisobi neurotoxicky
a nefrotoxicky. [4, 30] Nové vyvinuté komplexy obsahujici platinu, které jsou méné toxické,
jsou oxaliplatina a karboplatina. V nékterych asijskych zemich se také vyuziva nedaplatina
(diammin-glykolatoplatnaty =~ komplex), lobaplatina  (1,2-bis(aminomethyl)cyklobutan-
laktatoplatnaty komplex) a heptaplatina 4,5-bis(aminomethyl)-2-isopropyl-1,3-dioxolan-
malonatoplatnaty komplex). [4]

Mimo komplexti platiny byly klinicky testovany komplexy s jinymi piechodnymi kovy.
Knim patfi titan a jeho sloucenina budotitan, pouzivany pro lécbu pomalu rostoucich
gastrointestinalnich nadort. Jeho nevyhodou byla nizka stabilita a rozpustnost, proto jeho
klinické testovani bylo pozastaveno. Dalsi slouc¢eninou je sloucenina zvand NAMI-A
obsahujici atom ruthenia. Jeji pozitivni ucinky jsou pfevazné piilécbé metastdz. Tato
sloucenina je od roku 2008 ve fazi druhého klinického testovani. Stejné tak i sloucenina
ruthenia KP1019, ktera vykazuje slibné vysledky pfti 1é¢be kolorektalniho karcinomu. DalSimi
slibnymi 1éCivy, kterd jsou zatim v riizné fazi testovani, jsou slouceniny vanadu, technecia,
zeleza, rhodia, paladia nebo molybdenu. [5]

Cilem této bakalaiské prace je popsat soucasny stav potencialné aktivnich komplext
prechodnych kovii, se zamétenim na molybden. Poskytnuté nové syntetizované komplexy pak
budou testovany na bunécné linii MOLT-4, odvozené od akutni lymfoblastické leukémie.
Cytostatickd aktivita bude hodnocena na zakladé stanoveni polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace

ICs0 jednotlivych komplexd pomoci WST-1testu.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Nadorova onemocnéni

Nadorovym bujenim se rozumi proces, pii kterém vznikd jeden nebo vice klonl
patologickych bun¢k. Patologicky kmen mé diky mutacim odliSny genom, ktery je piedavan
nove vzniklym dcefinym bunkadm. Nadorovou bunikou se mtize stat jakakoliv délici se bunka,
at uz somatickd nebo pohlavni. Diky mutaci v genomu se builka miZze zacit
nekontrolovatelné délit, pfipadné se muiize §ifit na sekunddrni mista za vzniku metastaz.

Karcinogeneze je neustale se vyvijejici proces s né€kolika stupni, pfi kterém méni nddorova
buitkka své vlastnosti a u¢inky na své okoli. Na tomto procesu se podili fada vnitinich i
vng&jSich faktoru. [6, 7]

Vn¢jsi faktory mohou byt fyzikalni, do nichz patii rizné druhy zéfeni, dale chemické, které
jsou zprostfedkovany chemickymi latkami oznafovanymi jako karcinogeny, a biologické
vlivy tvofené naptiklad onkogennimi viry.

Vnitinimi faktory jsou faktory vrozené, které vzniknou poruchou konkrétni formy gent.
Tyto geny fidi normalni déleni builky, maji za ukol potlacovat nadmérnou bunécnou
proliferaci a opravuji bunéénou deoxyribonukleovou kyselinu (DNA) pfi replikaci

Druhou skupinu vnitinich faktort tvofi ziskané stavy, které zvySuji pravdépodobnost
vzniku nddorového bujeni a nazyvaji se prekarcendzy. Mezi tyto stavy fadime chronicky
zvysenou proliferaci pii hojivych procesech nékterych chronickych onemocnéni, chronicky
zvySenou stimulaci imunitniho systému u nékterych infekénich onemocnéni, a také chronicky
sniZzenou stimulaci imunitniho systému, kterd zamezuje imunitnimu systému rozpoznat nador
v prvnich stadiich vzniku. Tento faktor se projevuje pii syndromu ziskané¢ho selhani imunity,
virovych onemocnénich lymfatického systému nebo pifi nadmérné stimulaci hormony,

predevsim pohlavnimi. [6]

1.1.1 Mechanizmus nadorové transformace

Zména genomu bunky se mize projevit zménou ve schopnosti proliferace a diferenciace
bunky, poptipad¢ snizenou schopnosti apoptdzy.

Jednou z prokazatelnych moZznosti sniZzené apoptoézy v nadorovych buiikdch je zvySena
pfitomnost enzymil telomeraz. Telomerdzy jsou enzymy, které jsou schopné opétovné
prodluzovat telomery na koncich chromozomut a tim zajistit bunice nekoneCnou moznost

proliferace. [6, 8]
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Jak je zndzornéno na obrazku 1, pti déleni buiiky nejsou telomery replikovany kompletné,
postupné se zkracuji, az buiika nakonec o schopnost délit se pfijde uplné a navodi se proces
apoptozy. Pomoci telomerdazy se telomera prodluzuje a builkka se miize délit neomezené

dlouho. [9]

Telomery —@—C%
./\. Bunka

Chromozom

Zkracovani telomer pri déleni bunky

Obrazek 1: Zkracovani telomer pfi opétovném déleni buiky [9]

Schopnost proliferace bunky fidi nckteré protoonkogeny, které jsou za fyziologického
stavu normalni genetickou vybavou jedince. Pokud takovy gen zmutuje, nazyva se onkogen.
Protoonkogeny se aktivuji pomoci mutaci, které mohou vzniknout n€kolika zpiisoby. Zejména
diky zaméné jedné aminokyseliny v kodonu, tseku zahrnujicim tfi po sobé jdouci
aminokyseliny. Tato bodovda mutace muZe vyvolat zménu v chovani buiky diky expresi
odlisnych proteinti, které nemohou plnit svou béznou funkci.

Dalsi moznosti aktivace protoonkogent je amplifikace nebo translokace. Amplifikace
znamend, Ze zvySenim mnoZstvi protoonkogend se zvysi jejich exprese a tim vznikd véEtsi
pravdépodobnost patologické zmény. [6, 10, 11]

U translokaci se jedna o translokace zkoumané u lidi a také u potkant. U ¢lovéka jde
0 spojeni chromozomu 8 a 14. Na chromozomu 14 se nachazi lokus imunoglobulinu téZkého
fetézce (IgH). Jestlize se na tento lokus translokuje protoonkogen osmého chromozomu, c-
myc (z anglického Cellular Myelocytomatosis Oncogene), IgH — lokus se aktivuje a méni
buiiku v nadorovou. Ptikladem je 1 Philadelphia chromozom nebo translokace mezi 22. a 9.
chromozomem. [12]

Mimo protoonkogeny se v buiice vyskytuji také supresorové geny, které potlacuji
nadmérnou bunécnou proliferaci. Pokud potomek ziskd zmutovanou formu tohoto genu nebo
dany gen ztrati Uplné&, je ohroZen naptiklad vznikem retinoblastomu, nadoru na sitnici oka.

Supresorovymi geny jsou napiiklad gen koédujici retinoblastomovy protein, gen kodujici

protein p53, supresorovy gen pro Wilmslv tumor, supresorové geny kodujici neurofibromin
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nebo tumor supresorovy gen pro vznik rakoviny prsu. Jejich béznou funkci je snizeni
proliferace bunky, dohlizeni na spravnost genetického kédu a udrzovani buiky v GO fazi,
V niz se bunka po urcitou dobu ned¢li.

Poslednim mechanizmem je mutace nebo ztrata gend, které koduji enzymy schopné opravit
poskozenou DNA, poptipadé které zastavuji bunécny cyklus, pokud DNA neni v poradku.
Diky poskozeni nebo ztraté téchto gent vznikaji maligni nadory, Li-Fraumeniho syndrom,
Wilmstv nador ledvin, neurofibroblastéza prvniho a druhého typu nebo karcinomy tlustého

stieva, zaludku a pankreatu. [6, 7, 13]

1.1.2 Odolnost nadorovych bunék

Nédorové buiikky mohou mit zménéné pfirozené povrchové antigeny nebo exprimuji
onkofetalni antigeny, které jsou fyziologicky pfitomné u vyvijejiciho se plodu, a pozdéji mizi.
Diky témto antigenim miize byt nador v prvnich stadiich rozpoznan builkami imunitniho
systému jako cizorodd tkan a znicen. Mezi buiiky imunitniho systému, které ni¢i nadorové
bunky, patii cytotoxické T-lymfocyty, které rozeznavaji cizi antigeny v komplexu s MHC
(z anglického major histocompatibility complex) 1. tfidy, nebo pfirozené zabije¢ské buriky,
které ni¢i buiiky bez pfitomného MHC 1. tfidy nebo bunky opsonizované imunoglobuliny.
Proti t€émto mechanizmiim se nadorova bunka brani potlatenim exprese MHC . tfidy, aby
unikla cytotoxickym lymfocytim, zbavovanim se antigent, které by vyvolaly imunitni
odpovéd, a také produkci nékterych latek, které potlacuji imunitni odpovéd'. [13, 14]

Nédory také Casto trpi nedostatkem kysliku. Aby preZzily, musi si vytvofit vlastni sit’
kapilar, jinak jsou zcela zavislé na mikrocirkulaci v okolni tkani. Proto se v nddoru vyskytuji
hypoxické oblasti, u kterych dochazi diky nedostatku kysliku k apoptéze nebo nekroze bunek.
Do procesu apoptdzy se zapojuji rizné geny, jeden z nejvice prozkoumanych je gen p53.
Vystaveni bun¢k hypoxii zvySuje expresi genu p53, diky némuz je transkribovan protein p53,
ktery spousti apoptické procesy. Pokud nadorova buiika nema funkéni gen p53, je odolna viici
hypoxii, a diky tomu nador roste. Tato mutace je tedy pro nddor prospéSna a je nadorem
preferovana. [15] Dalsi funkce proteinu p53, které potlacuji vznik nadorti, jsou shrnuty

na obrazku 2.
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Obrazek 2: Aktivace a u¢inky proteinu p53 [15]

K 1é¢ivim mutze byt naddorova buitka odolnd diky gentim mnohocetné 1ékové rezistence
(z anglického multi-drug resistence) jako napiiklad MDRI1, které koduji glykoprotein-P.
Ten funguje jako membranovy kandl, ktery odstrafiuje cizorodé latky z vnitiniho prostiedi.
Rezistence nddoru miize byt tedy zapfi¢inéna i nadmérnou expresi téchto proteini

mnohocetné 1ékové rezistence. [14]

1.1.3 Bunécny cyklus

Bunéény cyklus je rizn€ dlouhy cyklus naprogramovanych bunénych zmén. Hnacim
faktorem téchto zmén jsou fosforylace a defosforylace specifickych proteinti.

Bunéény cyklus se sklada ze ctyt fazi: Gy, S, G, a M, pii kterych se buiika déli. Dalsi fazi
je Gy faze, ve které se bunka nedéli, a dokonce Vv ni vV nékterych pfipadech mutze zlstavat po
cely zivot. V G; fazi po skonceni ptedchozi M faze a v G, fazi po skoncéeni replikace DNA se
nachazeji regulacni kontrolni body. V kontrolnich bodech je kontrolovana kvalita a rychlost
déleni bunék. V ptipadé poskozeni DNA je cyklus zpomalen pro ziskani ¢asu na opravu
DNA. [16]

Regulacni proteiny takzvané cykliny, které se v bunice vyskytuji pouze v urcité ¢asti cyklu,
aktivuji a deaktivuji cyklin dependentni kinazy (CDK), které v ur¢itém case cyklu fosforylu;ji
a defosforyluji specifické proteiny na konkrétnich mistech molekuly. Navic cykliny urcuji
substratovou specifitu kindz. CDK jsou katalyticky aktivni pouze pokud se navazi na cykliny.
Inhibitory CDK nazyvané cyklin kindzové inhibitory se vazou na CDK a brzdi jejich aktivitu.
To je umoZznéno riznymi zplsoby, napiiklad pomoci transformujiciho riistového faktoru,
ktery pomaha inhibovat déleni buniky. Nékteré inhibitory reaguji s receptory na povrchu

bunky, blokuji je, a tim buiika nemtize vytvafet potfebné signaly pro zahajeni replikace.
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Zapojeni nékterych CDK Vv jednotlivych fazich bunééného cyklu je zndzornéno na obrazku 3.

[17]

Signal pro mitotické déleni

Cdk1
Cdk11

Vytvoreni
mikrotubularnih vieténka

Rozpad jaderné
membrany a zmény _
Cdk1

Leo | G1 | S | G2 ‘ |__Go1 |

Obrazek 3: Aktivace cyklin dependentnich kinaz v prib&éhu bunééného cyklu [17]

1.14 Apoptoza

Apoptéza je programovand smrt bunky za fyziologickych 1 patologickych stavi.
Fyziologicky se tak d&je, pokud je burika jiz nepotiebnd, jak je tomu naptiklad pii ukonceni
laktace, kdy se zmens$uji mlé¢éné zlazy. Dale u postnatalné se obménujicich bunék, jako jsou
krevni elementy, enterocyty nebo keratinocyty, pokud uZz neplni svou funkci, a také
v embryondlnim vyvoji, kdy jsou napt. duté organy nejprve tvoreny shlukem bunék, a poté
centralné ulozené buiiky podlehnou apoptdze a vznikne duty organ.

Pii patologickych stavech je apoptéza indukovana napiiklad pii likvidaci bunék
napadenych virem nebo pfi chemoterapii nadort.

Apoptoza je tizena geneticky, napiiklad zvySenou expresi proteinu p53, ktery byl zminén
diive. MiiZe byt navozena i zevnimi vlivy jako jsou glukokortikoidy, tepelny Sok, gama zateni
nebo cytokiny. Na rozdil od nekrézy, apoptdza nevyvoladva zanétlivy proces v okolni tkani.
Jadro se zmen$i, chromatin kondenzuje a pozdéji se rozpadne. Na bunécné membrané
vzniknou hluboké zarezy, které nakonec odstépi Casti cytoplazmy. Buiika se rozpadne za
vzniku apoptickych télisek, kterd jsou nadale zpracovavana butikami imunitniho systému. [9,

17]
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1.2 Akutni lymfoblasticka leukémie

Ze zékladni takzvané pluripotentni kmenové bunky se v kostni dieni vytvareji rizné
krvetvorné buiiky, které se vyvijeji postupné a teprve kdyz jsou zralé a projdou celym

vyvojovym procesem, jsou schopné vykonavat svou funkci. Jednotliva stddia bunék jsou

‘@9 A{otentni kmenom

Myeloidni kmenova burika

zobrazena na obrazku 4.
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Trombocyty Bilé krvinky

Obrazek 4: Vyvojové fady krvetvornych bunék [17]

Akutni leukémie predstavuji soubor chorob charakterizovanych nekontrolovanym
mnozenim zhoubnych nezralych krvetvornych bunék, které jsou oznacované jako blasty.
V ptipadé akutni lymfoblastické leukémie (ALL) je poruSen mechanizmus dozravani
lymfocytl, jejichZ mladsi stddium se nazyva lymfoblast, zndzornény na obrazku 4. Poskozeni
mechanizmit dozravani ma obvykle nejednoznacnou pfi¢inu. Faktory mohou byt
nezdravy zivotni styl, Spatna kvalita Zivotniho prostfedi a je popsano i nékolik ptipadti vzniku
vlivem genetické predispozice. ALL je nej€astéjSim zhoubnym onemocnénim v détském
veku, které se vyskytuje nejvice mezi prvnim a patym rokem Zivota.

Lymfocyty jsou bilé krvinky, které odpovidaji za ¢ast imunitni odpovédi organizmu,
vyvijeji se v kostni dieni, odkud se ¢ast z nich dostava do brzliku, kde dokoncu;ji sviij vyvoj.
ALL vzniké z patologickych bunck v kostni dfeni, odkud se poté muizZe Sifit diky bohatému
krevnimu zasobeni do nékterych dalSich organi. Nezralé buiiky proto miizeme nalézt v kostni
dreni, krvi nebo ve slezing, ve které se mohou ukladat a zhorSovat jeji fyziologické funkce.
[17, 18]

Diky nekontrolovatelnému dé€leni bun¢k dochazi k potlaceni vyvoje ostatnich buné€k, jako
jsou krevni desticky nebo Cervené krvinky a ostatni bilé krvinky, coz vede k dal$im zavaznym

onemocnénim. [18]
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NejcastéjsSim  léCebnym  postupem je  kombinovana  chemoterapie  spolecné
s transplantacemi krvetvorné tkdné. K potlaeni rGstu nadoru se mohou vyuzit i nékteré
hormony, jako jsou glukokortikoidy. Pii chemoterapii se jako cytostatika pouzivaji nejcastéji
antracykliny, vinca alkaloidy, cyklofosfamid nebo asparaginaza rozkladajici aminokyselinu
asparagin hlavné v proteinech lymfoblastti. Dal$i moznosti jsou monoklondlni protilatky
namifené proti lymfoblastim nebo vpraveni upravenych lymfoblastii do krevniho obé&hu, proti
kterym si télo dokdze vytvorit protilatky. V poslednich desetiletich byl do zkoumanych
moznosti 1é¢by in vitro zapojen i vyzkum organokovovych sloucenin obsahujicich centralni
atomy platiny, vanadu, titanu, chromu, palladia, a molybdenu. [18, 19]

Je znamo né€kolik druhtt ALL, které se rozliSuji podle pfiCiny vzniku. Podle svétové
zdravotnické organizace se akutni lymfoblasticka leukémie déli na B-prekurzorovou leukémii,
T-prekurzorovou leukémii, ALL s Philadelphskym chromozomem a leukémii z bunck
Burkittova typu.

B prekurzorova leukémie je charakterizovana ptitomnosti typickych znakid pro normalni
B lymfocyty na povrchu nadorovych bunék a vyskytuje se zhruba v 75 % ptipadd tohoto
onemocnéni. Druhou je ALL z T prekurzorovych bunék, coz je mensi skupina ALL, ktera je
charakterizovana pritomnosti znakt typickych pro T lymfocyty na povrchu nadorovych bunék
a vyskytuje se ve 25 % pftipadi. Specialni typ onemocnéni je ALL s Philadelphskym
chromozomem. Tento chromozom vznika slou¢enim chromozomit 9 a 22, diky ¢emuz je
onemocnéni je akutni lymfoblastickda leukémie Burkittova typu. U tohoto typu dochézi

k vymeéné ¢asti chromozomi 8 a 14. [12]

1.2.1 Bunéc¢na linie MOLT-4

Bunééna linie MOLT-4 je jedna ze sedmi popsanych bunéénych linii T lymfocytd,
nachdzejici se v krvi pacienta s ALL. Nicméné vSechny tyto linie mohou byt charakteristické
1pro B lymfocyty, a to v periferni krvi pacientll s neoplastickymi nebo nonneoplastickymi
onemocnénimi.

KaZzda popsana linie obsahuje urcitou chromozomalni abnormalitu zptisobujici nefunkénost
T lymfocytl. Z vyzkumi byla zjiSténa znacnd radiosenzitivita bunéénych linii T lymfocyti.
Na druhou stranu bunécéné linie B lymfocytl vykazuji radiorezistenci.

Nejveétsi radiosenzitivitu vykazuje pravé bunécnd linie MOLT-4. To mlzZe byt zapfi¢inéno

tim, Ze buikky MOLT-4 nejsou diploidni jako vSechny somatické buriky, ale jsou tetraploidni,
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coz znamena, ze obsahuji dalsi dvé sady chromozomii. Chromozomy navic obsahuji defekty
jako delece a translokace jednotlivych ¢asti na dvou chromozomech ¢islo 7.

Buiikky MOLT-4 maji zménénou strukturu gama fetézce na povrchovém antigenu a také
mohou obsahovat znaky diferenciace CD1 a CD5 (z anglického cluster of diferentiation). Tyto
znaky jsou charakteristické pro thymocyty, coz jsou progenitory lymfocyti dozravajici
v brzliku. [20,21] Na této bunécné linii byly testovany komplexy molybdenu popsané

v experimentalni ¢asti.

1.3 U¢inky slouéenin piechodnych kovii na nadorové buiiky

Se stale vy$$im vyskytem rakovinnych onemocnéni se za¢alo mimo jiné zkoumat také
vyuziti ptechodnych kovi, které se v lidském téle vyskytuji ve vétSim i1 stopovém mnozstvi.
V periodické tabulce patii do skupin II1.-XII. Vyznacuji se nékterymi unikatnimi vlastnostmi,
jako je povaha amfolytu, kdy v riznych prostfedich mohou mit kladny, zaporny nebo
neutralni ndboj. Ve vodném prostiedi maji naboj kladny, coz jim umoziuje vazat se na rizné
negativné nabité biomolekuly. Dalsi vlastnosti je, ze mohou vytvaret slouceniny se slozitou
strukturou a koordina¢ni geometrii, coZ jim mize zajist'ovat specifitu pro riizna vazebna mista
bunék nebo jejich komponent.

Koncentrace a metabolizmus kovovych ionti v téle je znacné regulovan vnitinim
prostfedim bunék. Jejich nerovnovéha obvykle snizuje funkcnost organizmu, diky ¢emuz
vznikaji rizna onemocnéni véetné nddorovych. Diky této skutec¢nosti se slouceniny obsahujici
kov dostaly do popiedi zajmu jako mozné protinadorové komponenty. Byly zkoumany
anorganické 1 organické slouceniny piechodnych kovi a jejich protinadorové uCinky.
Nicméné organické slouceniny prokazaly efektivngj§i Gcinky na organizmus. Jejich
medicinsky vyznamné ucinky jsou v terapii proti viru lidské imunodeficience HIV (z
anglického Human Immunodeficiency Virus), diabetes mellitus, malarii, Parkinsonové a
Wilsonové chorobé€, vyvoji novych antibiotik, v radiofarmacii a u nadorovych onemocnéni.
[22]

Na zaklad¢ studii bylo popsdno sedm mechanizmtl, kterymi se organokovové slouceniny
zapojuji do ovlivilovani metabolizmu buiiky.

Prvnim je pfimd kovalentni vazba slouceniny na cil kovovym centrem. [23] Druhym je, Ze
kov ma pouze strukturdlni tlohu a interakce je zprostiedkovana nekovalentné. [24] Tietim
mechanizmem je aktivita zprostiedkovana ligandy, kdy kov je jejich nosi¢em. [25] Ctvrtym je

tvorba reaktivnich forem kysliku, které vznikaji diky kovovému centru slouceniny. [26]
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Patym mechanizmem je, Ze se sloucenina chova fotosenzibilné, coz znamena, ze jeji toxické
G¢inky jsou zvySovany diky ultrafialovému svétlu. [27] Sestym je, Ze kov zesiluje radiaéni
ucinky radioterapie [28] a poslednim mechanizmem je radioaktivita samotného kovu. [29]

Biologicka aktivita a mechanizmus ucinku sloucenin je tedy znacné regulovana kovem,
jeho oxida¢nim stavem a jeho ligandy. Napftiklad velkd skupina kovovych sloucenin a jejich
protinddorova aktivita je spojena s navazanim kovového centra na proteiny nebo na DNA.
[30]

V sedmdesatych letech byla do praxe zavedena cis-diaminodichloroplatnata sloucenina
nazvana cis-platina nebo také cis-DDP se sumarnim vzorcem Pt(NH;),Cl,, znama jiz
od pocatku 19. stoleti (Obrazek 5). Cis-platina obsahuje platinu(Il) jako centralni atom
se dvéma navazanymi chloridy a dvéma aminoskupinami. Sloucenina vykazovala zna¢nou
vaznost na DNA, kdy ménila a nicila jeji fetézce a také aktivovala protein p53, ktery
indukoval apoptozu. Tyto vlastnosti se zdaly jako vhodné pro terapii nddorovych onemocnéni.
Sloucenina vykazovala pozitivni vysledky v terapii rakoviny prsu, malignich melanomd,
rakoviny vajecnikll a varlat. Nevyhodou této slouceniny byla jeji toxicita i proti zdravym
buitkkdm a rozvoj rezistence na chemoterapeutickou 1écbu. Toto zjisténi vedlo ke zkoumani
jinych sloucenin platiny, které by byly méné¢ toxické. Zaroven doSlo k vyznamnym
vyzkumim s takzvanymi ne—platinovymi komplexy obsahujici atomy jinych kovi. [31, 32,

23]

Obrazek 5: Struktura molekuly cis-platiny

Vyzkumy tedy pokracovaly se zapojovanim jinych kovovych atomu jako zlato, stiibro
ruthenium, titan, méd’, chrom, rhodium, vanad a molybden, které se ukazaly jako méné
toxickeé, a presto ucinné na rakovinné buiky. [33]

Komplexy ruthenia s oxidacnim ¢islem III napodobuji transferin, coz je sérovy protein
vazajici zelezo. Tyto komplexy vykazuji vysokou afinitu k nddorovym bunkam, které
obsahuji transferinové receptory. Nékteré komplexy ruthenia (II) s areny a chloridovymi
ligandy se vazi na histony v chromatinu nadorovych bunék a dokazi mirné snizit rychlost
ristu nddoru. Jejich pozitivni U¢inek byl prokdzan na bunétné linii HeLa lidskych

epitelidlnich bunck cervikalniho karcinomu. Mono(cyklopentadienylové), (mono(Cp)),
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slouCeniny ruthenia s fluoridoacily vykazovaly interakce s DNA. Nezddoucimi U¢inky pii
pouziti ruthenia miize byt horecka a n¢které dalsi piiznaky. [34]

Velice nadéjnymi se zdaly byt lomené metaloceny obsahujici jako centralni atom titan
(IV). Bylo zjisténo, Ze derivaty titanocendichloridu vykazovaly interakce s endoplazmatickym
retikulem nddorovych bunc¢k a vznik autofagozomii, coz jsou buiky, které lyzozomalné
rozkladaji vlastni proteiny. [35]

Déle byly zkoumany komplexy médi. Méd’ je dilezitym esencialnim prvkem, jelikoz
se vyskytuje v mnoha enzymech. V bunkéach dokazi nékteré komplexy médi napodobovat
enzym superoxiddismutdzu, kterd je dulezita pro odstranéni superoxidového radikalu, diky
cemuz pomaha snizit oxidacni stres. [36] Médnaté soli ve spojeni s thiokarbamaty reaguji
s médi v butice, diky ¢emuz se tvoii proteazomy a je indukovana apoptdza. Antiproliferativni
ucinky na nadorové bunky vykazovaly také komplexy meédi s Schiffovou bazi tvofené
atomem médi s oxida¢nim ¢islem II a kyselinou benzoovou nebo oxalovou. [37]

Komplexy zlata vykazuji znacnou afinitu k aktivnim mistim nékterych enzymd, nejvice
téch, které obsahuji thiolové skupiny jako je naptiklad thireodoxinreduktiza. Proto mohou
tyto komplexy pisobit jako inhibitory nékterych 1€k, do jejichz metabolizmu se tento enzym
zapojuje. Bimetalické komplexy zlata schlérem, sirou nebo fosforem vykazovaly
antiproliferacni uc¢inky na nadorové bunky, které byly rezistentni k cis-plating. [38] Komplex
zlata s titanocenem pusobil cytotoxicky na nadorové bunky ledvin, a to s vétSim efektem nez
samotné vychozi slou¢eniny. [39]

Stiibro a jeho komplexy jsou znamé pro své baktericidni G¢inky. V protinadorové terapii
byly prokazany G&inky na nadorové buiiky plic. Uginky komplexi se substituovanym
2,6-bipyridinem byly v porovnani se zavedenym chemoterapeutickym lécivem
doxorubicinem na hepatocelularnim karcinomu, adenokarcinomu plic, naddoru stfev a prsu
znaén¢ pozitivni. [40]

Slouceniny zirkonu, zirkonoceny, vykazovaly antiproliferativni U€inky na adenokarcinom
plic, tumory hlavy a krku, anaplasticky thyroidni nddor a nddory vajecniki a sttev. [41]

Cytotoxickou aktivitu vykazuji i komplexy vanadu, které inhibuji proliferaci nadorovych
bunck a vyvolavaji apoptické procesy. V bunkdch ovliviiuji metabolizmus glukdzy, zastavuji
bunéény cyklus v druhém kontrolnim bod€ mezi G2 a M fazi, a také pii prechodu buiiky z GO
do GI faze. Ve zkoumanych liniich ovlivnénych vanadovymi komplexy byly pfitomny také
autofagozoémy. Jejich dalsi ucinky jsou stile zkoumdany, nicméné cytotoxicka aktivita je jiz

nyni zna¢né perspektivni. [33, 22]
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1.4 Molybden

Do 18. stoleti byl me&kky cerny minerdlni molybdenit neboli sulfid molybdenu, casto
zamenovan za grafitovou nebo olovnatou rudu. Poté némecky chemik Carl Scheele prokazal,
ze ve skutecnosti se jednalo o zcela novy prvek, nicméné neexistovaly vhodné prostiedky
na redukci latky na samostatny kov. Pozd¢ji Svédsky chemik Peter Jacob Hjelm zahtal oxid
molybdenovy smichany s uhlikem ve Inéném oleji, aby vytvoftil pastu, kterda umoziovala
tésny kontakt mezi uhlikem a oxidem. Po zahtéati vznikl kov, ktery byl nazvan molybden,
podle feckého slova "molybdos", coz znamena olovo.

Molybden je kovovy prvek s atomovym c¢islem 42, chemickym ozna¢enim Mo a atomovou
hmotnosti 95,96 g/mol. Patii do skupiny prvki VI. B, pfechodnych kovi. Nejcastéji
se vyskytuje v oxida¢nim stavu II a VI, nicméné€ v organizmu ho miizeme najit i v oxidac¢nich
¢islech IV a V. Vykazuje vysokou odolnost proti korozi. Za normalnich okolnosti reaguje
pouze s fluorem. Je nerozpustny ve vétSin€ kyselin i zésad, vyjimku tvoii pouze lucavka
kralovska.

Je to jeden z nejlépe tavitelnych kovi. Jeho teplota tani je 2 623°C. [42, 45]

V ptirodé€ se tento prvek nenachazi jako samostatny, ale pouze v nékterych slouceninach,
jako je disulfid molybdenu nebo molybdenan olovnaty. V malém mnozZstvi se potom
vyskytuje 1 v moiské vode a ve vesmiru. [42]

Molybden prokazuje vyraznou afinitu ke kysliku. Od oxidu molybdenového se odvozuji
slouceniny. [43]

Molybden se dnes vyuziva pfevazné v metalurgii pro vyrobu specidlnich oceli. Ty se poté
vyuzivaji ve zbrojnim primyslu. Molybden zde miiZe slouZit jako ndhrada wolframu. Rzné
slouceniny molybdenu se vyuZzivaji jako primyslova maziva, k vyrobé Zaruvzdorné keramiky,
jako katalyzatory nékterych organickych reakci. Dimerni chlorid se pouziva jako chloraéni
¢inidlo v organické chemii a hexakarbonyl molybdenu je daleZitym cinidlem v chemii
organokovovych slougenin. [42] Nuklid molybdenu Mo, se vyuZiva jako matefsky
radionuklid pro generovani **™Tc¢ pouZivaného v nuklearni medicind pro diagnostické
a terapeutické metody. [44]

Molybden je také stopovym a dllezitym esencialnim prvkem pro rostliny, zvifata i lidi.

Od roku 1950 bylo postupné objeveno mnoho enzymi, které ho obsahuji ve formé
molybdopterinového kofaktoru (Obrazek 4), nebo kofaktoru vézaného na zelezo. [45]

Molybdenovy kofaktor nebo také molybdopterin, ma tricyklickou strukturu z pterinu,
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dithiolenu a pyranového kruhu. [46] Je zabudovan v tunelové struktufe proteinu, coz zajistuje
jeho specifitu pro substrat. Prekurzorem pro biosyntézu je pravdépodobné guanozintrifosfat.
[47] Molybden je v kofaktoru v pétivazebné formé¢. Nékteré bakterie nebo také jaterni bunky
jsou schopné redukovat molybdenany, které nejsou v krvi piili§ stabilni na pétivazebny

molybden, ktery je schopen zaclenit se do tohoto kofaktoru. [19,48, 49, 50]
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Obrazek 6: Struktura molybdopterinového kofaktoru

Enzymy vyskytujici se v rostlinach, bakteriich a u nékterych zvitat jsou nitratreduktaza,
nitrogendza, arzenit a  selenitreduktdza, arsenitoxiddza, Dbiotinsulfoxidreduktaza,
karbonmonooxiddehydrogendza,  dimethylsulfoxiddehydrogenaza, ethylbenzenreduktiza
a n¢kolik dalich enzymd, které dosud nebyly pfili§ popsany. [42]

Nitratreduktaza a nitrogenaza obsahuji molybden ve formé kofaktoru vdzaného na Zelezo.
Tyto enzymy redukuji molekuldrni dusik a nitraty, coz je dulezity faktor pro rast rostlin. [51]
Bylo provedeno nékolik uspéSnych vyzkumi, pro obohacovéani Zivnych pud dusikem za
pomoci geneticky modifikovanych bakterii, obsahujicich molybden reagujici jako
transkripéni regulator pro enzymy zpracovavajici dusik. Vyzkum ukazal u bakterii znac¢né
zvySené vychytavani atmosférického dusikl a lepsi pohlcovani svételného zafeni i za Sera.
[52]

U lidi byly popsany ¢tyfi enzymy obsahujici molybden ve své struktufe. Patii mezi né
sulfidoxiddaza, xanthinoxiddza (XOD), aldehydoxiddza a mitochondridlni amid-
oximreduktaza. [45]

Sulfidoxidaza je enzymem mitochondrii, ktery oxiduje sulfid na sulfat, coZz je posledni
krok oxidace aminokyselin obsahujicich siru, cysteinu a methioninu a prostiednictvim
cytochromu C ptenasi elektrony do dychaciho fetézce. V ném je zprostredkovana tvorba
energie ve form¢ adenozintrifostatu (ATP). Oxidace probihd diky zméné konformace a

vytvoteni moznosti pfechodu elektronii diky molybdenovému centru molekuly. [53]
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XOD je dilezita pro tvorbu xanthinu z hypoxanthinu a pozdé&jsimu pfetvofeni xanthinu
na kyselinu mocovou Tento proces je strukturné popsan na obrazku 7. Pokud je tento enzym
nefunk¢ni, hypoxanthin se kumuluje a navazuje se na cytozin misto thyminu, protoze ma
strukturu deaminovaného adeninu, ktery je strukturadlné podobny adeninu, nicméné nema

stejnou funkci. Tento enzym byvé inhibovan pomoci 1€kl pii hyperurikémii a onemocnéni

dny.
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Obrazek 7: Oxidace hypoxanthinu a xanthinu za katalyzy xanthinoxidazou (XOD)

Aldehydoxiddza se nejvice vyskytuje v jatrech a je dulezitym enzymem v prvni fazi
metabolizmu a odbourdvani 1é¢iv. UCastni se oxidativni hydroxylace alifatickych
a aromatickych aldehydii a také heterocyklickych slouc¢enin obsahujicich dusik. Déle
katalyzuje redukce nitrosloucenin, dusikatych oxidd, sulfoxidi nebo isoxazol.
Pravdépodobné se ucastni vzniku reaktivnich forem kysliku a dusiku a tim 1 vzniku
oxidacniho stresu v buiice. [54]

Posledni mitochondridlni amid-oximreduktdza poméh4a redukovat N-hydroxylové
slouCeniny, puriny a pyrimidiny. Hraje vyznamnou roli pfi aktivaci léCebnych latek
obsahujicich amidooximy, nicméné je stile nejméné prozkoumanym enzymem obsahujicim
molybden a jeji presné G€inky nejsou pfili§ popséany. [55]

Molybden je dale slozkou enzymu ceruloplazminu zodpovédného za vstiebavani zeleza
v organizmu.

Vyznamny je 1 pro zdravi dutiny Ustni a pohybového aparatu. Podporuje ukladani fluéru
atim zvySuje pevnost kosti a zubii. Vyznamnou roli hraje molybden i v prevenci zubniho
kazu. [56, 57]

Je také dulezity pti hojivych procesech, protoze pisobi v detoxikacnim mechanizmu
pro nahromadéné bunécéné ulomky. [58] Ke zvysSeni hladiny molybdenu v séru dochazi
na pocatku virové hepatitidy a u n€kterych hepatobiliarnich chorob jako cirh6zy, poSkozeni

jater alkoholem nebo léky, metastazy, obstrukci zZlu€ovodu ¢i karcinomu pankreatu.
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Molybden je schopny vazat se na mnoho organickych molekul jako jsou karbohydraty,
aminokyseliny, flaviny nebo porfyriny. Dale ovliviiuje proteosyntézu, metabolizmus fosforu,
siry, drasliku, Zeleza, médi, zinku a jodu. [42]

Ma velmi podobnou metabolickou drahu jako sira, a proto je také vyznamnym inhibitorem
bakterii produkujicich sulfan, které se vyskytuji také ve stievni mikrofléie. [59]

Je méné toxicky nez mnoho jinych kovovych prvki. Nicméné stale vykazuje urcité
fyziologické ucinky a pro organizmus neni vhodné nadmérné se vystavovat vysokym
koncentracim tohoto prvku, zvlasté kvili jeho schopnosti vytvéret riizné toxické slouceniny.
Pti vyssich davkach samotného molybdenu byva zjistovana zvySena koncentrace kyseliny
mocove v krvi, coz zplsobuje takzvanou molybdenovou dnu. Nadbytek molybdenu provazi
travici problémy, vznika anémie a molybdenoza, kterd se projevuje zpomalenim ristu.
[45, 43] V jednom piipad¢ pacient ptijimal 300-800 pg molybdenu denné po dobu devatenacti
dntl, posléze se u né&j projevily t€zké psychotické stavy s halucinacemi. Po jednom roce
od tohoto experimentu byl pacient diagnostikovan s toxickou encefalitidou, poruchami
pozornosti, posttraumatickymi stresovymi poruchami a zdvaznymi depresemi. [60, 24]

Pro slouceniny molybdenu je toxicita ponc¢kud rozdilna. Ve vodé rozpustny oxid
molybdenity a molybdenany mohou byt toxické pii poziti nebo vdechnuti v prachu, ale
nerozpustné slouceniny jako molybdenan vapenaty, strontnaty, zine¢naty nebo disulfidy jsou
pro organizmus netoxické. Stejné tak i slouCenina molybdenové oranze, obsahujici chrom,
a molybdenové béloby, obsahujici zinek. Molybden muze byt pfitomny v toxickych
slouceninach, kde jako toxické pusobi jeho ligandy. Mezi tyto slouceniny patfi
hexakarbonylové, organomolybdenové a pentachloridové slouceniny. [42]

Pii nedostatku molybdenu nastdvd hypermethioninemie, hypourikémie, xanthinurie,
hypourikozurie a nizkd exkrece sirand. To vede k tachykardiim, zvraceni, mentalnim
porucham a v extrémnich pitipadech az ke komatu. [60]

Dale bylo zkoumano, Ze molybden, respektive jeho deficit, mize z divodu kumulace
purinovych bazi v nervové soustavé zpusobovat Parkinsonovu chorobu, coz je porucha
pohybovych center, ktera ma dlouhou latentni dobu a ¢asto souvisi s demenci. [61]

Nicméné za fyziologickych podminek se deficit molybdenu bézné nevyskytuje. [60]

Molybden je v organizmu ovliviiovan vétSinou stopovych prvka a jeho koncentraci je
nutno sledovat spole¢né¢ s nimi. [62]

Jak jiz bylo feceno, molybden se vyuzivd v primyslu pro svou podobnost s wolframem,

avSak u vysSich organizmi tato ndhrada neni mozna. Redoxni potencial wolframu je vice
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teplotné zavisly a neni tolik stabilni jako u molybdenu. [63] Wolfram je esencidlnim prvkem
pouze pro nékteré archebakterie zijici v extrémnich podminkach. [47]

Bylo prokazano, ze ve spolupraci s kadmiem vyvolavda molybden mitochondridlni
oxidativni stres, a to diky snizeni aktivity superoxiddismutazy, XOD, kataldzy a diky zvySené
aktivit¢ malonylsyntdzy a ONO-syntazy.

Molybden snizuje vstiebavani médi, ¢imz mtze zpusobit az deficit tohoto prvku. [45, 33]

Pti vysokych koncentracich molybdenu a nizkych koncentracich médi se u mysi objevoval
vysoky podil teratospermii. VyS§i koncentrace také snizovaly hladiny testosteronu, bylo
zaznamenano snizeni po¢tu Leydigovych bun¢k. Vyznamnéjsi bylo snizeni luteotropniho
hormonu, aspartataminotransferazy a laktatdehydrogenazy. [62]

Molybden také zpomaluje pocatecni rychlost vychytdvani jodu Stitnou Zlazou. Plsobi také

jako antagonista selenu, arsenu a hot¢iku. [42]

1.4.1 Metabolicka draha molybdenu v lidském organizmu

Molybden je resorbovan v travicim traktu, vstiebava se jiz v zaludku a déale v tenkém
stievé. Resorpce probihd pravdépodobné jak aktivnim transportem, tak i pasivni difuzi, ale pfi
vyS$Sich koncentracich je podil aktivniho transportu nizky. Jeho vstfebavani vyrazné sniZuje
pritomnost wolframovych soli, dale sulfaty a méd’. V krvi je samotny molybden transportovan
navazany na protein o2-makroglobulin. [60] Nicméné se v krvi nejcastéji vyskytuje ve formé
oxoaniontu molybdenu, coz je stabilni forma slouceniny prvku s kyslikem ve vysokém
oxidac¢nim stavu.

Obecné oxoanionty skrz membranu buiky pronikaji pomoci fosfatové nebo sulfatoveé
skupiny. Jakmile jsou uvnitf bunky, mohou piisobit jako analogy téchto skupin. Inhibuji
enzymy, které jsou katalyzovany fosfatem, a také inhibuji sulfurylové pienosové reakce.
Casto slouzi jako alternativni substraty enzymil, ale jsou hydrolyticky nestabilni ve srovnani
se sulfatovymi a fosforeGnanovymi estery, a proto se snadno rozkladaji ve vodném roztoku.
[64, 65] Pro oxoaniont molybdenu je kompetitivnim antagonistou v transportu sulfat, ktery
ovliviiuje jeho vstfebavani. V nékterych situacich mé& molybdenan vyssi afinitu
K transportnimu systému a sulfat dokaze inhibovat. [66]

Dal$i moznosti transportu u lidi a u zvifat jsou molybdenové transportéry MoT2,
respektive CrMoT2 coz znamena, ze kromé& molybdenu pfenasi také chrom. Jedna se o fetézec
535 aminokyselin, na kterych se pravdépodobné¢ vyskytuje 11 hydrofobnich

transmembranovych domén. Tento pienaSe¢ se da =zafadit do nadfazené skupiny
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membranovych proteind, které prenaseji malé komponenty na zakladé osmotického gradientu.
[67]

V roce 2005 bylo objeveno, ze molybden po prichodu do buiiky je v buiice rozprostien
po celém jejim objemu cytoplazmy a nenachézi se pouze v nékteré z organel. Nékdy ovsem
vykazuje tendence akumulovat se pobliz bunécného jadra. [68]

Podle vyzkumt se zhruba jedna tfetina pfijimaného molybdenu vylucuje ledvinami v moci,
zbylé mnozstvi poté ve stolici. Malé mnozstvi se také vyskytuje v matetském mléce. [58, 60]

Primérné hodnoty tohoto prvku se pohybuji fadové v desitkach 1 stovkach nanogramut
na jeden kilogram hmotnosti. Hodnoty se u zdravych osob lis$i v zavislosti na pohlavi, véku,
narodnosti, slozeni jidelni¢ku a fyzické zdatnosti. U téhotnych nebo kojicich Zen, se vyskytuje
vy$§i mnozstvi tohoto prvku v plazmé 1 matefském mléce. Nejvyssi obsah molybdenu je
v lidském téle v jatrech, ledvinach a nehtech. [69]

Jelikoz je molybden esencialnim prvkem pro organizmus, je nutné ho pfijimat v potrave.
Nejlepsimi zdroji pro ¢loveéka jsou podle jeho primérného obsahu lusténiny, vepfova jatra,
obiloviny, araSidy, syry a nékteré dal§i mlééné vyrobky. Biologicka dostupnost tohoto prvku
je vysoka, ale zalezi na formé, ve které je pfijiman. Nedostatek nebo nadbytek je u lidi

vzacny, diky schopnosti organizmu pfizplsobit se pfijimanému mnozstvi. [42, 60]

1.5 Cytostaticky a cytotoxicky uc¢inné slou¢eniny molybdenu

Z anorganickych slou€enin, byl zkouméan molybdenan sodny, ktery je zndzornén na
obrazku 8. Tato slou€enina se v jistém mnozstvi nachézi 1 v lidském téle, kde spolupracuje

s nékterymi antioxidanty, jako je naptiklad vitamin C tak, Ze zlepSuje jejich antioxidacni

uginky.
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Obrazek 8: Struktura molekuly molybdenanu sodného

Byly provedeny vyzkumy slou€eniny a jeji €inky na Drosophila melanogaster. Vyzkum

byl provadén v ramci zjisténi role molybdenanu pfi onemocnéni diabetes mellitus. [70]
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Toto onemocnéni je spojeno s metabolizmem glukozy a ptislusnych hormont, jako je
inzulin a glukagon. Do vzniku diabetes mellitus se zapojuji mimo jiné i kyslikové radikaly a
jiné reaktivni formy kysliku. [71] Bylo zjiSténo, ze uz malé koncentrace molybdenanu zvysuji
hladinu kyslikovych radikalt a modifikuji proteiny a lipidy. Pfi nizkych koncentracich vsak
neni oxidativni stres intenzivni, protoZe organizmus se s nim je schopen vyrovnat zvySenim
hladiny antioxidant a pfidruzenych enzymul. Paradoxné tedy muze niz§i koncentrace
molybdenanu u hmyzu pomoci s vyrovndnim se s oxida¢nim stresem vyvolanym jinym
onemocnénim.

Bylo také zjisténo, Ze sloucenina ¢asteéné napodobuje metabolické ucinky inzulinu, a to
tak Zze reverzibiln¢ inhibuje fosfat dependentni enzymy, coz vedlo u potkant ke zlepSeni
metabolizmu glukézy. [72]

Z jiného vyzkumu vyplyvé, Ze molybdenan, byl u¢inny proti rozvoji rakoviny zplisobené
N-nitroso slouc¢eninami patiicimi také mezi radikaly. Molybdenan zabranil poskozeni DNA
a naruSeni metabolizmu drasliku a vapniku. Na druhou stranu zvysil lipidovou peroxidaci
diky zvyseni koncentrace kyslikovych radikalt nad unosnou hranici. Déle pak byly prokazany
inhibi¢ni u¢inky na karcinogenezi jicnu a ptredniho Zaludku u potkanid. U krys byl zjistén
pozitivni t¢inek na karcinogenezi prsu. [73]

Vyznamné jsou také thiomolybdaty respektive tetrathiomolybdaty, kterév organizmu
rychle reaguji s bilkovinami za vzniku komplexi, které silné vazi méd’. [42, 57] Tim inhibuji
smeédi spojené metabolické proteiny, enzymy uUCastnici se tvorby DNA a také enzymy
dalezité pro vychytavani a vyuzivani glukdzy. Antagonizmus thiomolybdenati k médi je tedy
vyznamné cytotoxicky pro buiiky, kdy zabranuje vyuzivani glukdzy, a tedy i tvorb€ energie.
Ve velkém mnozstvi nadorti jako nadory prostaty, prsu, stfeva, plic a mozku, byla zjiSténa
vysokd koncentrace médi. Proto miZe byt thiomolybdenat ucinnym cytotoxickym agens
I pro nadorové bunky, které pak nemohou tvofit energii, coz mize indukovat proces apoptozy
nebo nekrozy. [74]

Z dalsich sloucenin byly vyvinuty polyoxokovové slouceniny, které maji reaktivni skupinu
superoxidu (Oy") a vykazuji vysokou afinitu ke kysliku. Superoxidové skupina funguje jako
donor elektronti pro kovové ionty. Tyto slouceniny maji pozitivni t€inek pfti 1é€bé virovych,
bakterialnich a nddorovych onemocnéni. [75] Z polyoxomolybdenatii byla jiz v roce 1988
vyvinuta slouc¢enina [NH3P1‘i]6[M07024]'3H20 nazvana PM-8, kde Pr' znamen4 isopropyl.
Sloucenina vykazovala potencidlné antitumorovou aktivitu proti myS$im bunkdm koZniho
sarkomu a lidskym buiikdm nadoru prsu, adenokarcinomu, karcinomu pankreatu a zaludku in

vivo. [76]
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Pii prichodu do bunék se pravdépodobné diky mitochondridlni c¢innosti, pfeménuje
az na desetkrat vice toxické derivaty, a diky této vlastnosti miize dochéazet k inhibici tvorby
ATP. [77]

Sloucenina také dokazala indukovat apoptézu tim, ze =zapfiCinila translokaci
fosfatidylserinu na vné&j$i stranu bunééné membrany. Fosfatidylserin dokaze aktivovat urcité
systémy v butice a navodit tak kaskadu apoptickych procesii. Diky elektronové mikroskopii
bylo také dokazano, ze po piidani slouCeniny mély mitochondrie narusenou bunécnou
membranu, coz vedlo ke smrti buiiky. V bunécné linii bylo také nalezeno mnoho
autofagozoému, které obsahovaly organely a dalsi soucasti buné¢k. [78]

V dals$im vyzkumu byly zkoumdny ucinky jinych polyoxomolybdenovych amino-
slou¢enin na zmény bunécného cyklu a na indukci apoptozy. Pii 1€cbé nékterymi
slouc¢eninami byla u nddorovych bunék naruSena integrita membrany jiz pii nizké koncentraci
sloucenin a také bylo zjisténo, Ze slouceniny jsou schopné zastavit bunécny cyklus v S fazi.

Z vyzkumii bylo také patrné, ze nékteré slouCeniny maji vysokou vaznost a vytvaii
s bovinnim sérovym antigenem komplexy. Diky fluorescenci bylo odhaleno, Ze slouceniny se
v séru vazi k proteinlim blizko tryptofanovych zbytkl. Tento objev byl dilezity pro pochopeni
metabolizmu sloucenin v bunice. [42, 77]

Dalsi slouceniny peroxidi, kde se molybden vyskytuje v oxidaénim ¢islem VI,
ireverzibilng€ oxiduji nékteré fosfatazy, ¢imz napodobuje u€inky inzulinu v lidském téle. [75]

Bylo vyvinuto i nékolik sloucenin, které se obecné nazyvaji klastry, protoZe obsahuji
nékolik vzajemné provazanych atomili kovi. Komplex osmi atomti molybdenu ve struktuie
oktahedronu s navazanymi karboxylovymi a trifenilfosfinovymi ligandy dobfe pronikal do
epitelidlni nddorové linie HelLa, kde se akumuloval v mitochondriich a aktivoval lysozomy
v buiikdch. S vyvijejicimi se technologickymi postupy byly pfipraveny i nanomateridly,
obsahujici molybden ve 2 i 3 dimenziondlni struktufe. Tyto materidly maji potencial pro
presnéjsi a cilen€j$i 1écbu rakovinnych bunck. Naptiklad nanomaterial z grafenoxidu, ktery
pravdépodobné funguje jako ptenaSeC l¢kii a jinych komponent do bunky s navdzanym
polyethylenglykolem, sulfidlem molybdeni¢itym a oxidem manganicitym, reagoval
v nadorové epitelidlni a emriondlni ledvinné bunécné linii s molekulami vody za vzniku

hydroxylového radikalu. To zplsobilo oxidaéni stres, ktery vedl ke zniceni bunék. [79]
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1.5.1 Biscyklopentadienyl molybdenic¢ity komplex a jeho derivaty

Vroce 1994 Kopf-Maeir a Kopf objevili, ze biscyklopentadienylové komplexy
piechodnych kovii maji zna¢nou aktivitu v nadorovych onemocnénich v lidskych bunéénych
linii, a to se zna¢n¢ nizsi toxicitou nez zavedena cis-platina. Z pokusii in vitro bylo zjisténo,
ze nejvyssi cytotoxickou aktivitu maji bis(cyklopentadienylové) komplexy titanu, vanadu a
molybdenu. [23, 80]

Molybdenocen dichlorid (Cp,MoCl,), je organokovovéa slou¢enina obsahujici dva planarni
aromatické péti¢lenné kruhy a dva chloridy navazané na molybdenu s oxidacnim cCislem IV
(Obrazek 9). Sloucenina patti do skupiny takzvanych sendvi¢ovych komplexti. [81]

Pro pochopeni fungovéani slouceniny v organizmu byla studovana chemie slouceniny
ve vodném prosttedi. Pfi hydrolyze pii 37 °C nejprve dochazi k odstépeni jednoho a poté
1 druhého chloridu, pfi¢emz oba atomy jsou nahrazeny molekulami vody. [82] Po deprotonaci

se ustali rovnovdha mezi hlavnim monokationtem a jeho dimerickou formou. [83]

Obriazek 9: Struktura molybdenocen dichloridu

Déle byla studovana reakce slouCeniny s DNA, které jsou ukazany na obrazku 10.
Ve vodném prostiedi s fyziologickym pH pfiblizn€ 7,4 se molybdenocenovy fragment navazal
na N-methylcytozin pfes vazbu na N(3) a N(4), za vzniku ¢tyf¢lenného chelatu (Obréazek 10,
struktura A).

Pii reakci s N-methyladeninem byl potvrzen vznik dvou stabilnich slou€enin obsahujici
ctyfclenny kruh (pfes N(1) a N(6)) nebo péti¢lenny kruh (ptes N(7) a NH(6)). (Obrazek 10,
struktura B, C). [82]
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Obrazek 10: Vazba molybdenocenového fragmentu na purinové a pyrimidinové struktury methylcystozin

(A) a na methyladenin (B, C)

Molybdenocen dichlorid nemél zadny efekt na elektroforetickou mobilitu DNA,
endonukledzy, ligazy nebo polymerazy. Nicméné dokazal inhibovat proteinkindzu C, enzym
regulujici bunéCnou proliferaci. Jeho inhibice je dobrym predpokladem k protinadorové
terapii. [84]

Z vyzkumu bylo také patrné, Ze glutathion vytvaii stabilni slouceninu s timto komplexem
a hraje tak dulezitou roli v mechanizmu jeho pisobeni. Nicméné tato interakce vedla
k vyznamné deaktivaci protinadorové aktivity molybdenocen dichloridu, tudiz glutathion
funguje spise jako neutralizator tohoto komplexu nez jako jeho nosic. [85]

Dale byla studovana mozna vazebna interakce s rib6zou monofosfatu, histidinem, lyzinem,
alaninem a cytozinem. Histidin se navazal ke komplexu pies imidazolovy kruh coZ bylo
dokazano odliSnymi aromatickymi signdly ve spektru od plivodni molekuly. Po pfidani
cysteinu (Cys) k této smési, byl histidin nahrazen za vzniku Cp,Mo(Cys),. Poté byl ke smési
ptidan adenozinmonofosfat, alanin a histidin, ale signal se nezménil, coz znaci, Cp,Mo(Cys),
je stabilni a na tyto struktury se nevaze. [83, 86]

Neékteré studie prokazaly, Ze po pridani této slouceniny do kultury plicnich bunék ¢inskych
kieckti, doslo krozpadu jader bun€k, zvétSeni pruméru bunék, zvySené koncentrace
chromatinu a poskozeni mitochondrii v cytoplazmé. [87]

Tyto vyzkumy tedy naznacuji, ze molybdenocen dichlorid ma vysokou afinitu ke

strukturam s thiolovou nebo fosfatovou skupinou. [87]
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Diky témto vyzkumim byly vyvinuty dal$i derivdty molybdenocenu. Cilem bylo
zefektivnit strukturu komplexu tak, aby mél lepsi protinddorové tcinky. K tomuto cili vedly
dv¢ hlavni strategie. Jednou bylo nahrazeni halogenidii pomocnymi ligandy za ucelem zmény
rozpustnosti a biologické aktivity ve vodném roztoku a druhou bylo zefektivnéni funkce Cp
pro zlepSeni protirakovinové aktivity. Nejprve byly tedy nahrazovany chloridy vedlej$imi
ligandy, které by mohly byt u¢inné&jsi a méné toxické. [86]

Testovany byly derivaty s thiolovymi skupinami, kdy vétSina z nich vykazuje vysoce
stabilni koordinaci s centralni atomem Mo (IV). To znemoziuje jeho hydrolyzu a vytvofeni
volného koordina¢niho mista pro reakci s cilovou biomolekulou.

Proto byly syntetizovany dalsi jiz ve vodé rozpustné derivaty s nukleovymi béazemi
anukleotidy obsahujici siru, jako ligandy. Cilem bylo objasnit ulohu ligandi
na molybdenocenech a vysvétlit protichtidné vlastnosti komplexti. [88]

Utinky komplexti s nukleovymi bazemi a sirou jako ligandy, byly znacné rozdilné
Vv bunikdch rakoviny prsu a kolorektalniho adenokarcinomu. Divodem je, Ze buiiky karcinomu
prsu produkuji vice receptorti pro estrogen. Samotny Cp,MoCl;, ptisobi v této bunééné linii
prolifera¢né, protoze je svou strukturou podobny estrogenu. Samostatné ligandy mély jen
nizkou antiproliferativni aktivitu, ale ve spojeni s Cp,MoCl, byly komplexy zna¢né
cytotoxicke.

Pii¢inou aktivity komplexfi je zvySeni lipofilnosti v disledku zaclenéni Cp,Mo,"
do thionukleazy a urychleni transportu pies lipofilni bunéénou membranu. Ve slouceninach
s thionukleob4dzemi je molybden navazan jednak s atomem siry a jednak s dusikem. Vazba
S dusikem je méné stabilni, coz zajiStuje moznost hydrolyzy a navazani jinych dilezitych
struktur. [88, 89]

Dalsimi testovanymi ligandy byly chelatované ligandy obsahujici kyslik. Z hlediska
termodynamickych vlastnosti je vazba kysliku k molybdenu pevnéjs$i nez vazba k site,
nicmén¢ tato vazba je mnohem labilngj$i. Byly pfipraveny dvé slouceniny Cp,Mo(malonat)
a [Cp2Mo(malonat)]Cl, a byla zkoumana jejich aktivita ve vodném prostiedi a mozna
cytotoxicita. Ob¢ slouceniny byly ve vodném prostiedi dobie rozpustné a stabilni. [90]

Jelikoz v buiice dochdzi k mnohym oxida¢né redukénim dé&jlim, byly sledovany redoxni
vlastnosti sloucenin. Pomoci cyklické voltametrie bylo prokédzano Ze vSechny slouceniny
molybdenu s oxida¢nim ¢islem IV, maji nevratné redoxni vlastnosti. To bylo pficitano vzniku
elektrondeficience a vytvoreni reaktivni formy molybdenu s oxidacnim ¢islem V. Reaktivni
pétivazebny molybden tvofi stabilni oxo-komplexy, které zabranuji zpétnému snizeni

potencialu. [90, 91, 92]
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1.5.2 Monocyklopentadienylové a idenylové slouc¢eniny molybdenu

Vroce 2005 byly pfipraveny allylové, cyklopentadienilové a idenylové slouceniny
molybdenu s obecnym vzorcem [(’-C3Hs)Mo(CO),L,Br] a [(1’-Cp(Ind))Mo(CO),L,][BF.]
(kde Ind‘-indenyl a L,- N,N-, S,S- nebo P,P- chelatovy ligand), jako nova tfida vysoce
cytotoxickych sloucenin.

Molekula ma tvar deformované ¢tvercové pyramidy s atomem molybdenu (II) uprostied.
Koordinaéni sféra je tvofena n° koordinovanym cyklopentadienylem nebo indenylem, dvéma
karbonylovymi ligandy a chelatové vazanym ligandem.

Nejvyssi cytotoxickou aktivitu vykazovaly idenylové komplexy s ligandy 1,10-fenantrolin
(phen) a jeho 4,7-difenylovymi derivaty a také komplexy 1,4-bis(4-tolyl)-1,4-diazabuta-1,3-
dienemu, 1,2-bis(difenylfosfino) ethanu a 1,4,7-trithiacyklononanu. [22, 93, 94] Nevyhodou
téchto komplexii je jejich Spatnd rozpustnost ve vodé, coz sniZzuje jejich farmaceutické
vyuziti. Jednou z moZnosti, jak zvySit rozpustnost ve vodném prosttedi je vyuziti
substituovanych cyklopentadienylovych nebo indenylovych ligandi. Cilené byly ptfipraveny
komplexy obsahujici 4-(N,N-diethylbenzanilido)-cyklopentadienyl, jejichz biologicka aktivita

byla testovana v rdmci této bakalarské prace.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pomiicky a pristroje pouzité v experimentu

Pipeta krokovaci elektronickd Multipette E3 a E3X, Eppendorf, rozsah 1 pl az 50
ml

Pipety Eppendorf Research® plus, jednokanalovy, nastaveni variabilni

Spi¢ky epT.L.P.S.® LoRetention Reloads, maximalni objem 1000 a 5000 pl
Zkumavky Eppendorf Conical Tubes (15 ml)

Mikrozkumavky Eppendorf Tubes® 3810X, 1,5ml

Mikrotitracni desticky, 96 jamek TPP MicroWell 96, rovné dno

Pocitaci komurka dle Biirkera, se svorkami, Marienfeld, Neubauer improved,
hloubka: 0,1 mm, plocha sité: 9 mm?

Thermo Scientific CO, Incubators—Thermo fisher scientific, kapacita 240L, rozsah
0,1-21 % a 5-90 %

Laminarni box Jouan MSC 12 (Trigon-Plus, CR) - teplota: 5-40 °C, max (22 °C):
80 %, HEPA filtry

Lednicka a mraznicka (Liebherr Premium, Némecko) - 0,747 kWh/24 h

Mikroskop Euromex iScope BS.1152-EPL, revolverova hlava pro 5 objektivi,
celkové zvétSeni 40 -1000krat, zorné pole 22 mm

Mikroskop (Carl Zeiss Jena) - maximalni zvétseni 160 x

Ttepacka Vortex 3 (IKA) - rozsah otacek: 0-2500 za min, frekvence 50/60 Hz
Spektrofotometr Infinity 200 (Tecan) — reZimy méfeni: fluorescenéni polarizace,
intenzita fluorescence, fluorescencni rezonanéni pfenos energie, flash luminiscence,

glow luminiscence, absorbance

2.2 Pouzité chemikalie a roztoky

Trypanova modi-MonoBlueSafR, 0,5% vodny roztok od firmy Sigma Aldrich
(USA)

Kultivacni médium (KM) - IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Medium) od
PAA Laboratories GmbH, Rakousko, 20% FBS (fetalni teleci sérum), 0,05% L-
glutamin, antibiotika 150 pg/ml penicilinu a 50 pug/ml streptomycinu, vSe od
Sigma-Aldrich (USA)

WST-1 ([2-(4-jodofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disuldofenyl)-2H]  tetrazoliova
sodna sil) od Roche Applied Science (Svycarsko)
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e Dimethylsulfoxid (DMSO) od Sigma Aldrich (USA) s ¢istotou 99,9%
e Sterilni fosfatovy pufr (PBS) pH 7,4 od Sigma-Aldrich (PAA Laboratories GmbH,
Rakousko)

Tabulka 1: Testované komplexy molybdenu MoNDM(0-4)

Molarni
Oznaceni Struktura Sumarni vzorec | hmotnost
[g/mol]
N
™
MoNDMO F C20H22N302MOBF4 519,15
‘ \B--‘-F
e Nse Py
7
Y
MoNDM1 @ F\B . C28H24N302MOBF4 617,25
e O
"
\
MoNDM?2 F\B, . C28H25N402MOBF4 632,27
N
'\{\
MoNDMS3 < ".. | CaoHzN30,M0BF, | 673,36
é// ‘N“yMcho T
'\\‘ co
i
s
MoNDM4 yMQ,,CO A C40H32N30,M0BF, 769,45
7@ Cco
<>
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Tabulka 2: Testované komplexy molybdenu MoNDE(0-4)

Molarni
Oznaceni Struktura Sumarni vzorec hmotnost
[g/mol]
MoNDEO 6©/ C22H25N302M08F4 547,21
oS e
J‘7
MoNDE1 C30H2N30,Mo0BF4 645,31
g/ N / \ "CO
[U )
MoNDE?2 C30H29N402MOBF4 660,32
i 7N /\ 'cO F
I
]
MoNDE3 CF FB . C34H36N302MOBF4 701,41
g A S
Nf
i
MoNDE4 T F)B\“ C42H3sN3O,MoBF,4 797,50

2.3 Metodika a postup prace

Bunécna linie MOLT-4 (ATCC, USA) byla asepticky kultivovéna v kultivacnim médiu
IMDM a pravidelné pasdzovana. Pro zjisténi viability bunék bylo pouzivano barveni
trypanovou modfi, ktera je z Zivych bun€k aktivné vylu€ovana, a proto Zivé buiky ziistavaji
svétlé na rozdil od bun¢k mrtvych, které se zbarvi modfe. Pro zjisténi cytotoxicity komplexti

molybdenu byla pouzivana metoda WST-1.
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tetrazoliové soli mitochondridlni dehydrogenazou. Pii §tépeni vzniké barevny formazan, jehoz
absorbance se da analyzovat spektrofotometricky pii vinové délce 440 nm.

Meéieni se provadi po 24. hodinové inkubaci. Test lze provadét v jedné mikrotitracni
desti¢ce a nevyzaduje promyvani separaci bunck ani jejich solubilizaci, pokud se jedna o
bunky adherentni. [95]

Z nakultivované¢ bunécéné linie bylo automatickou pipetou odebrano do 1,5 ml
mikrozkumavky 10 pl bunééné suspenze. K bunééné suspenzi bylo pitidano 10 ul trypanové
modii a suspenze byla homogenizovana. Suspenzi byla naplnéna Biirkerova pocitaci
komurka, kde bylo pocitdno mnozstvi zivych i mrtvych bunék v padesati sttednich ¢tvercich
po obou stranach mfizek pomoci svételného mikroskopu pii zvétSeni 400krat. Mnozstvi
bunék v padesati ¢tvercich bylo zprimérovano a piepocitano na mnozstvi bunék v kultivaéni
nadobé. Poté bylo z kultivacni nddoby odebrano pfislusné vypoctené mnozstvi bunécné
suspenze do 50 ml zkumavky a tato suspenze byla doplnéna KM tak, aby v jedné jamce
mikrotitracni desti¢ky (sloupec 1-11) bylo 30 000 bunék ve 100 pl KM.

Zkoumany vzorek komplexu molybdenu byl rozpustén v 50 ul DMSO a poté byl objem
doplnén KM na 500 pl. Z tohoto zésobniho roztoku byly pfipraveny dva pracovni roztoky.
Roztok A, o koncentraci 100 umol/l, a roztok B, o koncentraci 5 pmol/l. Oba roztoky byly
fedény KM na objem 1 500 pul. Nasledné bylo do mikrotitra¢ni desti¢ky pipetovano piislusné
vypocitané mnozstvi KM a jednotlivych roztoka tak, aby objem odpovidal 100 pl v kazdé
jamce. Kazda koncentrace byla pipetovana v tetraplikatu. Ve sloupci ¢islo jedna byla
pozitivni kontrola (PK) bez ptidavku zkoumané slouc¢eniny molybdenu. V poslednim sloupci
desticky byla kontrola negativni (NK), bez ptidanych bunék i zkoumané latky pouze s 200 pl
KM.

Poté bylo do kazdé jamky, mimo sloupce s NK, napipetovano 100 pl pfipravené suspenze
bun¢k. RozloZeni celé¢ mikrotitracni desticky s konkrétnimi objemy jednotlivych reagencii
je popsano v tabulce 3.

Po napipetovani bunééné suspenze se mikrotitracni desticka nechala inkubovat 3 hodiny
pti 37 °C. Po tfihodinové inkubaci bylo do vSech jamek napipetovano 50 pl roztoku WST
fedéného v poméru 1:4 PBS. Po nasledné 24 hodinové inkubaci byla desticka proméfena
na spektrofotometru pii vinové délce 440 nm a byly zaznamenany pfislusné absorbance.

Z hodnot absorbanci pro jednotlivé koncentrace byl vypocten primér a smérodatna odchylka.
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Tabulka 3: Rozlozeni 96-jamkové mikrotitraéni destiCky. PK je oznaeni pro pozitivni kontrolu, NK je
negativni kontrola, KM je oznaéeni pro kultivaéni medium, A je roztok o koncentraci 100 umol/l a B je roztok o

koncentraci 5 pmol/l.

¢ (umol/1) PK |0,1/04|0,7 |15 2,5 4 | 9 |15 | 27 | 50 | NK

Sloupec 1 2 3| 4 5 6 7 8 (9 |10|11 |12

Roztok B|B|B | B B Al A|A|A|A

KM (ul) 100| 96 | 84 | 72 | 40 92 (82|70 | 46 200
A | komplex 1 (ul) 4 |16 | 28 | 60 100 8 | 18 | 30 | 54 |100

bunky (ul) 100|100|100|100|100| 100 |100(100|100|100|100

KM (ul) 100| 96 | 84 | 72 | 40 92 (82|70 46 200
B | komplex 1 (ul) 4 |16 | 28 | 60 100 8 | 18 | 30 | 54 |100

bunky (ul) 100|100|100(100({100| 100 |100(100|100|100|100

KM (ul) 100| 96 | 84 | 72 | 40 92 (82|70 46 200
C | komplex 1 (pl) 4 |16 |28 | 60 100 8 | 18 | 30 | 54 |100

bunky (ul) 100|100|100(100({100| 100 |100(100|100|100|100

KM (ul) 100| 96 | 84 | 72 | 40 92 (82|70 46 200
D | komplex 1 (ul) 4 |16 | 28 | 60 100 8 | 18 | 30 | 54 |100

bunky (ul) 100|100|100|100({100| 100 |100(100|100|100|100

KM (ul) 100| 96 | 84 | 72 | 40 92 (82|70 46 200
E | komplex 2 (ul) 4 |16 | 28 | 60 100 8 | 18 | 30 | 54 |100

bunky (ul) 100|100|100(100({100| 100 |100(100|100|100|100

KM (pul) 100| 96 | 84 | 72 | 40 92 | 82 | 70 | 46 200
F | komplex 2 (ul) 4 |16 |28 | 60 100 8 |18 | 30 | 54 |100

bunky (ul) 100|100|100(100({100| 100 |100(100|100|100|100

KM (ul) 100| 96 | 84 | 72 | 40 92 | 82 | 70 | 46 200
G | komplex 2 (pl) 4 |16 |28 | 60 100 8 | 18 | 30 | 54 |100

bunky (ul) 100|100|100(100({100| 100 |100(100|100|100 100

KM (ul) 100| 96 | 84 | 72 | 40 92 | 82 | 70 | 46 200
H | komplex 2 (ul) 4 |16 |28 | 60 100 8 | 18 | 30 | 54 |100

bunky (ul) 100|100|100(100({100| 100 |100(100|100|100 100

2.4 Vysledky a diskuze

Vramci experimentdlni C¢asti byla stanovena cytotoxickd aktivita deseti nové
syntetizovanych monocyklopentadienylovych komplexii molybdenu, které byly poskytnuty
Katedrou obecné a anorganické chemie FCHT Univerzity Pardubice. Jejich cytotoxicita byla
stanovena pomoci WST-1 testu na bunécné linit MOLT-4, odvozené od bunécné linie
T-lymfoblastické leukémie. Ziskana data byla zpracovana do grafii v programu Origin Pro 9
v modulu ,,Analysis“ (Graf 1-10). Grafy vyjadiuji zavislost viability bunék MOLT-4

na koncentraci testovaného komplexu. Z hlediska ptredpokladaného prubéhu klesajici viability
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byla data prolozena pfeddefinovanou sigmoidni funkci ,,Hill1“. Z téchto grafii byly odecteny

hodnoty polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace (I1Csp), které jsou uvedeny v tabulce 4

Tabulka 4: Hodnoty polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace ICsj testovanych komplext

Oznaéeni| MoNDMO | MoNDM1 | MoNDM2 | MoNDM3 [ MoNDM4
|Cso 2002+7,0(103+1,0| 3,103 | 1,3+£02 | 1,8+0,1

[pmol/l]

Oznaéeni| MoNDEO | MoNDE1 | MoNDE2 | MoNDE3 | MoNDE4
1Cs0 1194+50] 63+09 | 1,7+0,1 | 3.8£0,7 | 1,5+0,3

[pmol/l]

Pfi prvnim pohledu je mozné rozdélit studované komplexy podle struktury na dvé skupiny
lisici se methylovymi (MoNDM(0-4), tabulka 1) nebo ethylovymi (MoNDE(0-4), tabulka 2)
skupinami na kvarternim dusiku (Obrazek 11). Pfi porovnani hodnot ICsy obou skupin bylo
zjisténo, ze tyto dve skupiny se prakticky neliSily v hodnotach cytostatické aktivity.

Podstatné rozdilna je hodnota ICsp Vv zavislosti na tom, jestli komplexy obsahovaly nebo
neobsahovaly N,N chelatové vazané ligandy. Zmény aktivity byly znatelné i mezi riznymi

typy chelatovych ligandt.

A B
Obrazek 11: A-Methylové skupiny (MONDM(1-4)), B-Ethylové skupiny (MoONDE(1-4)) na kvartérnim

dusiku
Pro dalsi diskuzi o aktivité studovanych sloucenin bylo proto pouzito rozdéleni do skupin,
které zohlediiuje pfitomnost rizného N,N-chelatového ligandu vézaného pifimo na centralni
atom molybdenu.

2.4.1 Komplexy neobsahujici N,N-chelatové ligandy

Prvni zkoumanou skupinou byly dva vychozi komplexy molybdenu bez chelatovych

ligandti. Prvni z komplexi MONDMO m¢l na kvartérnim dusiku dvé methylové skupiny.
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Tento komplex byl vychozi slouceninou pro piipravu celé skupiny komplexi MONDM(1-4).
Druhy z komplextt MONDEQO mél ve struktufe na kvartérnim dusiku navazané dvé ethylové
skupiny. Od né& byla odvozena skupina komplexiit MONDE(1-4). Ani jeden z téchto
komplexti nebyl pfili§ ucinny. Z toho divodu byl pro tyto dva komplexy posunut rozsah
koncentraci az po hodnotu 200 umol/l. I ptes tuto upravu byly hodnoty ICsg na horni hranici
sledovaného rozsahu. Pro MoNDMO byla hodnota 200,2 + 7,0 umol/l (Graf 1, A)
a pro MoNDEQO 119,4 + 5,0 umol/I (Graf 1, B).

110 110
il
~ 100 ~ 100
= = e
5 904 5 904
1<) <] 3
E 80 - § 80 =
S 70 E 5 701
8 3 L2
S 604 o 60 \
= 2
Nl Nl N
40 » MoNDMO - MOLT4 40 »  MoNDEO - MOLT4
30 A — Fit - Hill 30 4 — Fit - Hill \
IC50 =200,2+7,0 I = + \
204 s ,0 umol 20 IC50 = 119,4 + 5,0 umol/l *
10 A 10
O T T T o T
0.1 1 10 100 0.1 0 100
A koncentrace komplexu [umol/l] B koncentrace]komplexu [umol/l]

Graf 1: Zavislost po¢tu zivych bunék na koncentraci komplexu MoNDMO (A) a MoNDEO (B)

2.4.2 Komplexy obsahujici 1,10-fenantrolin

U kazdého zkomplexi 1-4 obou odvozenych skupin (MONDMO a MoNDEQ), byl
navazan na centralni atom molybdenu odlisny N,N° ligand, jehoz zakladem byl 1,10-

fenantrolin (Obrazek 13-17).

Prvni z ligandd, ktery tvofil zaklad i pro ostatni ligandy, 1,10-fenantrolin (Obrazek12), je
znamy pro svou schopnost siln¢ vazat kovové prvky. V organizmu je schopen inhibovat
nekteré metalopeptidazy, enzymy obsahujici kov jako kofaktor. Po interakci metaloenzymu
s fenantrolinem se kovovy kofaktor odstépi z enzymu a tento zustava ve form¢ neucinného
apoenzymu. To miZe zplsobit zpomaleni nebo uplnou zastavu bunééného cyklu a

metabolizmu v bufice a navozeni procesu apoptozy. [96, 97]
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Obrazek 12: 1,10-fenantrolin (MoNDM1, MoNDE1)

Komplex MoNDM1 (Graf 2, A) s navazanym fenantrolinem, mé¢l hodnotu ICs 10,3 £ 1,0
umol/l. V porovnani s komplexem MoNDE1 (Graf 2, B) se stejnym chelatovym ligandem
byla tato hodnota vyssi, coz znamena vyssi ucinnost komplexu MoNDM1. Hodnota ICs
komplexu MoNDEL1 byla 6,9 £ 0,9 umol/l. Obé hodnoty se od sebe pfilis nelisily, takze
zmeéna skupin na kvartérnim dusiku neméla velky efekt na zménu cytotoxicity. Oba komplexy
mély znacné nizsi hodnoty ICso neZ vychozi komplexy bez ligandii, coZ znadi, Ze chelatovy

ligand zvySoval cytotoxickou aktivitu.
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Graf 2: Zavislost poétu zivych bunék na koncentraci komplexu MoNDM1 (A) a MoNDEL1 (B)

2.4.3 Komplexy obsahujici 5-amino-1, 10-fenantrolin

Druhym z ligand je S-amino-1,10-fenantrolin (Obrazek 15). Na rozdil od zakladniho
fenantrolinu ma na uhliku ¢islo 5 navazanou aminoskupinou. Tento ligand muize mit
v organizmu stejné ucinky jako samotny fenantrolin. Jeho cytotoxicka aktivita muze byt
podpotfena vlastnosti aminoskupiny, ktera obsahuje volny elektronovy par schopny zaclenit se

do interakci s molekulami v buiice a dava této skupiné povahu baze. [98]
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Obrazek 13: 5-amino-1,10-fenantrolin (MoNDM2, MoNDE2)

Komplex MoNDM2 (Graf 3, A), mél hodnotu ICs 3,1 = 0,3 umol/l. Komplex MoNDE?2
(Graf 3, B) se stejnym ligandem mél hodnotu ICsp 1,7 £ 0,1 pmol/l. Oba komplexy jsou
ucinnéjs$i nez komplexy se samotnym fenantrolinem, coz mize vypovidat o urcitém efektu

aminoskupiny na zvyseni cytotoxicity.
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Graf 3: Zavislost poétu zivych bunék na koncentraci komplexu MoNDM?2 (A) a MoNDE2 (B)

2.4.4 Komplexy obsahujici 4,7-dimethyl-1,10-fenantrolin

Tretim z ligandu je 4,7-dimethyl-1,10-fenantrolin (Obrazek 16), ktery ma na uhlicich ¢islo
4 a7 navazanou methylovou skupinu. Methylové skupiny maji hydrofobni charakter, ktery
muZe ovlivnit chovani komplexu v burice a také diky kladnému indukénimu efektu zvySuji
elektronovou hustotu v cyklické struktute fenantrolinu. Tyto a dalsi vlastnosti methylovych

skupin mohou zptsobovat lepsi interakce komplexu s biomolekulami, pfevazné s proteiny.
[99]
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Obrazek 14: 4,9-dimethyl-1,10-fenantrolin (MoNDEM3, MoNDE3)

Komplex MoNDM3 (Graf 4, A) s methyly v pozici 4 a 7 na fenantrolinu mél hodnotu ICsg
1,3 = 0,2 umol/l. Komplex MoONDE3 (Graf 4, B), mél hodnotu ICsg 3,8 £ 0,7 umol/l. O néco
vice ucinny je tedy komplex s methylovanym kvartérnim dusikem, nicméné rozdil
V cytotoxicité neni piili§ vyznamny. U€innost komplexti je srovnatelnd s komplexy
MoNDM2 a MoNDEZ2, takze substituce methylovymi skupinami na fenantrolinu ma podobny

ucinek jako substituce skupinou aminovou.
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Graf 4: Zavislost poétu zivych bunék na koncentraci komplexu MoNDM3 (A) a MoNDE3 (B)

2.4.5 Komplexy obsahujici 4,7-difenyl-1,10-fenantrolin

Poslednim ligandem je 4,7-difenyl-1,10-fenantrolin (Obrazek 17), ktery ma na uhliku 4 a 7
navazany fenyl. Fenylové skupiny, stejn¢ jako methyl, vykazuji hydrofobni interakce a maji
povahu kyseliny. Diky kladnému mezomernimu efektu opét zvySuji elektronovou hustotu

fenantrolinu. [100]
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Obrazek 15: 4,7-difeyl-1,10-fenantrolin (MoNDM4, MoNDE4)

Komplexy MoNDEM4 (Graf 5, A) a MoNDE4 (Graf 5, B) s fenylovymi skupinami
navazanymi v pozici 4 a 7, mély hodnoty 1Csp 1,8 + 0,1 umol/l a 1,5 + 0,3 umol/l. Stejné jako
u predchozich komplext, v cytotoxické aktivité nehraji roli skupiny na kvartérnim dusiku.
Nicméné oba komplexy jsou G¢inngjsi diky fenylovym skupinam nez samotny fenantrolin,
srovnatelny s komplexy s aminovou a dvéma methylovymi skupinami, a mnohem u¢inné&;jsi

nez vychozi komplexy bez ligandi.
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Graf 5: Zavislost poc¢tu zivych bunék na koncentraci komplexu MoNDM4 (A) a MoNDE4 (B)
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3 ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo seznamit se snovymi potencialné¢ farmaceuticky
ucinnymi komplexy prechodnych kovi, stanovit cytotoxickou aktivitu nové syntetizovanych
komplexi molybdenu a osvojit si praci s bunéénou linii MOLT-4, bunék akutni
lymfoblastické leukémie.

V teoretické ¢asti byl nejprve popsan vznik a vyvoj nadorovych onemocnéni véetné akutni
lymfoblastické leukémie, jez uzce souvisi se zadanim této bakalaiské prace. Dale byly shrnuty
ucinky sloucenin pfechodnych kovii na nadorové buiky se zaméfenim na doposud znamé
cytostaticky aktivni komplexy molybdenu.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na stanoveni cytotoxické aktivity deseti
monocyklopentadienylovych komplexii molybdenu, které byly rozdéleny do dvou skupin
podle funkéni skupiny navazané na kvartérnim dusiku. Ziskané vysledky vSak ukézaly, ze
rozdilna funkéni skupina na kvartérnim dusiku nema na zménu cytostatickych ucinkl vliv.
Naopak bylo jednoznaéné¢ prokazano, ze ptitomnost N,N-chelatového ligandu vede ke zvyseni
cytostatické aktivity. Komplexy, které neobsahovaly chelatovy ligand nebyly ve sledovaném
rozmezi koncentraci u¢inné. Naopak hodnoty ICsy komplexti s chelatovymi ligandy se
pohybovaly v intervalu od 1,3 umol/l do 10,3 pmol/l, pro komplexy MoNDM(1-4) a od 1,5
umol/l do 6,3 pumol/l, pro komplexy MoNDE(1-4). Nejucinngjsi byly slouceniny obsahujici
4,7-difenyl-1,10-fenanthrolin, MONDEM4 (IC5o = 1,8 = 0,1 umol/l) a MONDE4 (IC5p=1,5 +
0,3 umol/1)

Hodnoty ICso vSech komplexti s N,N-chelatovymi ligandy byly také niz$i v porovnani
s dosud nejpouzivanéjSim cytostatikem obsahujici pfechodny kov, cis-platiny, u které byly
hodnoty ICso, zkoumané na bunééné liniit MOLT-4, 15,8 + 1,9 umol/l [94].

Ze ziskanych vysledkl tedy vyplyva, Ze se jedna o perspektivni slouceniny s potencidlnim
vyuzitim jako nova cytostatika. DalSi vyzkum bude zaméfen na stanoveni cytostatické
aktivity komplexii na jinych bunéénych liniich, a také =ziskani dalSich informaci

0 metabolizmu a mechanizmu t¢inku v nadorovych buikach.
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Anotace

Tato bakalédiska prace se zabyvéd stanovenim cytotoxické aktivity
nové  syntetizovanych  monocyklopentadienylovych  sloucenin
molybdenu na bunééné linii MOLT-4, bunc¢k akutni lymfoblastické
leukémie. Z vysledkii vyplyva, ze vSechny komplexy s N,N-chelatovymi
ligandy vykazuji zna¢nou cytotoxickou aktivitu, nejvyssi pak komplexy
s ligandem 4,7-difenyl-1,10-fenanthrolinem. Tyto komplexy jsou
vV porovnani s dosud nejpouzivanéj$im cytostatikem cis-DDP asi 10x

ucinngjsi.
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