UNIVERZITA PARDUBICE

FAKULTA CHEMICKO - TECHNOLOGICKA

Katedra biologickych a biochemickych véd

Stanoveni cytotoxicity organokovovych komplext
prechodnych kovu

BAKALARSKA PRACE

Autor: Lucie Sebestova

Vedouci prace: doc. Ing. Jaromir Vinklarek, Dr.

2012



UNIVERSITY OF PARDUBICE

FACULTY OF CHEMICAL TECHNOLOGY

Department of Biological and Biochemical Sciences

Determination of cytotoxicity of organometallic
complexes containing transitional metal

BACHELOR'S THESIS

Author: Lucie Sebestova

Leader: doc. Ing. Jaromir Vinklarek, Dr.

2012



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2011/2012

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pifjmeni: Lucie Sebestova
Osobni ¢islo: C09399
Studijni program: B3912 Specidlni chemicko-biologické obory

Studijni obor: Klinick4 biologie a chemie
Nézev tématu: Stanoveni cytotoxicity organokovovych komplexi pfechodnych
kovi

Zadévajici katedra: Katedra biologickych a biochemickych véd

Zidsady pro vypracovani:

1) Teoretické ¢st:

a) Na zakladé provedené literarni reSerSe popsat soufasny stav poznéani o i¢inku organokovo-
vych komplexti pfechodnych kovli na niddorové bunky.

b) Zaméfit se pfedeviim na vysvétleni jejich moZného mechanismu téinku a stanoveni cyto-
toxicity.

2) Praktickd ¢ast:

a) Osvojit si techniky prace s buné¢nou linii MOLT-4, jeji kultivaci a pasidZovani.

b) Provést stanoveni cytotoxicity vybranych komplexii pfechodnych kovii pomoci WST-1
testu.

c) Naméfend data zpracovat za pomoci odpovidajicich poéitatovych programi.

d) Na zakladé ziskanych hodnot IC50 diskutovat vliv centralniho kovu a ligandd na hodnotu
nalezeného cytostatického Gc¢inku.



Rozsah grafickych praci:
Rozsah pracovni zpravy:
Forma zpracovani bakaldiské price: tisténa

Seznam odborné literatury:

Podle pokynii vedouciho bakalafské prace.

Vedouci bakalaiské prace: doc. Ing. Jaromir Vinklarek, Dr.
Katedra obecné a anorganické chemie
Konzultant bakalafské prace: doc. MUDr. Martina Rez4¢ov4, Ph.D.

Lékarska fakulta UK ,Hradec Kréilové

Datum zaddni bakaldrské prace: 3. fijna 2011
Termin odevzdéni bakalaiské prace: 22. €ervna 2012

v /)
A
//%ZL LS. ' // pr=s
prof. Ing. Petr Lo8tdk, DrSc, doc. RNDr. Zuzana Bflkovéa, Ph.D.
dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 23. inora 2011



ProhlaSuji:

Tuto préci jsem vypracovala samostatné s vyuzitim literarnich prament a informaci, které

jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byla jsem sezndmena s tim, Zze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici
ze zakona ¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon, zejména se skutecnosti, ze Univerzita Pardubice
ma pravo na uzavieni licen¢ni smlouvy o uziti této prace jako Skolniho dila podle § 60 odst.
1 autorského zakona, a s tim, ze pokud dojde k uZiti této prace mnou nebo bude poskytnuta
licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice opravnéna ode mne pozadovat
pfiméteny piispévek na thradu nékladd, které na vytvofeni dila vynalozila, a to podle

okolnosti az do jejich skute¢né vyse.

Souhlasim s prezen¢nim zpfistupnénim své prace v Univerzitni knihovné.

V Pardubicich dne 19. ¢ervna 2012 Lucie Sebestova



Na tomto mist¢ bych rdda pod€kovala doc. Ing. Jaromiru Vinklarkovi, Dr.
za odborné vedeni a projevenou trpélivost pii vypracovavani mé prace, Katedie obecné
a anorganické chemie Fakulty chemicko — technologické Univerzity Pardubice
za poskytnuté slou¢eniny, Ustavu lékatské biochemie Karlovy univerzity v Hradci Kralové
za zazemi pro vykonani pradce a moznosti konzultace a pani Nadézdé Mazankové

za poskytnutou pomoc a cenné rady s praci v laboratofi.

Velké diky patti také mé rodiné a ptatelim za nepostradatelnou pomoc a podporu

beéhem celého studia.



Prvni krok pro to, abyste od Zivota ziskali to, co chcete, je rozhodnout se, co to je.

Ben Stein


http://citaty.net/autori/ben-stein/

Souhrn

Tato prace je zaméfena na studium cytotoxické aktivity organokovovych sloucenin
piechodnych kovi. Testovani bylo provedeno na bunééné linii MOLT-4 odvozené
od lymfocytarni T-bunécéné leukémie pomoci WST-1 testu. Celkové bylo provedeno
zkoumani a hodnoceni inhibi¢niho G¢inku (ICsp) u 42 organokovovych komplext
obsahujicich jako centralni atom piechodny kov vanad, niob a molybden. V kazdé skupiné
obsahujici rizny kov byla nalezena sloucenina s cytostatickou aktivitou odpovidajici
inhibi¢ni aktivit¢ dosud nejpouzivangjSiho protirakovinného 1éCiva, cis-DDP. Tyto
nejucinngjsi slouceniny dale obsahovaly chelatové vazany fenantrolin a stericky naro¢né

ligandy (methoxyfenyl, cyklopentadienyl nebo indenyl).

Klicova slova: rakovina, cytostatika, organokovové sloueniny, stanoveni cytotoxicity,

apoptoza



Summary

This bachelor's thesis deals with cytotoxic activity of organometallic compounds
of transition metals. The tests were done with the WST-1 test on the cell line MOLT-4
derivated from lymphocytic T-cell leukemia. Overall, the 42 complexes with the vanadium,
niobium and molybdenum central atom were investigated. In each group one compound
with the cytotoxic activity same as the cis-DPP, the most frequently used cytostatic drug,
was found. These most efficient compounds also contain the chelate-bounded

phenanthroline and sterically large ligands (methoxyphenyl, cyclopentadienyl or indenyl).

Keywords: cancer, cytostatic, organometallic compounds, determinative of cytotoxicity,

apoptosis



Obsah

L UVOM s 13

2 Teoreticka CASt.........ccooeiiiiiiiiiicc 14
2.1 Biologie nAdoroveho FUSTU ............cccccuvieiiieiie i 14

2.2 Antitumorové aktivni organokovoveé SIOUCENINY ..........c.ccocuvvveiiiiiiiiieennennn, 15

2.2.1 Platinové kompleXy I. SeNeTrace.........ccceviviiiiiiiiiiiiiiie s 16
2.2.2 Platinové komplexy 1. ZENerace ........ccoceiriiiiiiiiiiie s 18
2.2.3 Platinoveé komplexy III. EEeNnerace .........c.ccovviriiiiiiiiiiniicic e 19
2.2.4  KOMPIEXY ITANU ..ocvviiiiicciieie e e e esneennas 20
2.2.5  KOMPIEXY VANAUU ....ooiviiiiiiiieiie ettt sne e 21
2.2.6  MOIYDAEN ... 21
2.2.7  Ostatni prvky 1V., V., VL SKUPINY.....oociiiiiiiieiiee e 22
2.2.8  TECNNECIUM ..ot 23
2.2.9  ZEIEZO vvouvereeeeeieei e 23
2.2.10 RULNENTUM ..ottt 24
2.2. 01 OSIMUUM ettt bbbttt bttt b et bbb et 25
2.2.12 KODAIL ... ae s 26
2.2.13 RNOGIUM Lottt 26
A 1 1o 1T o PR 26
2.2.15 SHHIDTO 1evveiiieee sttt bbbttt nnas 27
2.2.08 ZIALO ... s 27
2.3 Testovani cytotoxicity, stanoveni cytotoxXicity in VItro .........ccccoeeevcvenieeninens 28

2.3.1 Redukce tetrazoliovych SOI........cciiiiiiiiiiiiicic 28
2.3.2 Test cytotoxicity s Neutralni Cerveni........couvviiiriiiiiiiiiiciciecseseee e 31
2.3.3  OStANT TESTY c.viveeriiiieiii et 31
2.4  Lymfoblasticka leukémie a bunécna linie MOLT4 ..............cccoooeviniennnnns 32

3 EXPERIMENTALNI CAST......ccoooviriiiniiineiseesenisssssessssssss s 33
3.1 POUZItE VYDAVENI ...t 33

3.2 Chemikalie @ rOZLOKY .........c.c.coooiiiiiiiiiiiiii i 34

3.2.1 Iskova modifikace Dulbeccova média (IMDM)........cccooveiirieiiniinninieieeeneee 34



3.2.2
3.2.3
3.24
3.25
3.2.6

4

Kultivand MEdIUIM ....oovviiiiiiice s 34
TIYPanOVA MO . .......eoiiiiiiiiie i naeas 35
Sterilni fosfatovy puft PBS.....coooiii 35
WST- 1 CINIALO i 35
WST — 1 FOZEOK ...ttt s 35
3.3 Pasadzovani a kultivace bunécné linie MOLT4 ...............cccocoeiiiiieiinenncnnn. 35
3.4 Priprava bBunécné SUSPENZE ...........cccccuvouiieeiieiiiiiiieeiee e 36
3.5  Priprava koncentracni Fady.............cccccouiieiiiiiiiiiiiiniiee s 36
3.6 Priprava mikrotitracni destiCky .............ccocouviiviiiiiiiiiiiiiici e 37
37 INKUDACE. ...t 39
3.8 DBLEKCE ... 39
3.9 Vyhodnoceni WST - LIBSIU .......c.cccveviiiiiiiiiiiiie e 39
VySledKy a diSKUZE............cooueiiiiiiiiiiiiicce e 40
ZLAVEY ...t 43

) a2 o T A SRR 47

PFIIORG 2: oo 52



Seznam pouzitych zkratek

5-FU
ATCC
BSA
CD
cis-DDP
CoA

Cp
DMSO
DNA
EC
ERa
FICT
hGR
HIV
hTRxR

IMDM
KP1019
LLC-PK
MTT

NAD*

NADH
NAMI-A

ORL

oTf

Pl
RNA
RS
SRB
TDC
VDC
WST-1
XTT

5 — fluoracil

American Type Culture Collection
bovinni sérovy albumin

cluster od differentiation
diaminodichloroplatnaty komplex
koenzym A

cyklopentadien (n°-CsHs)

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

elektrony vazajici ¢inidlo

na estrogenu zavisly o receptor

fluoresceinisothiokyanat

lidska glutationreduktaza

Human Immunodeficiency Virus = virus lidské imunodeficience
lidska thioredoxinreduktaza

polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace

Iscova modifikace Dulbeccova média

imidazolium trans-[tetrachlorobis(1H-indazol)-ruthenitity] komplex
renalni buné¢na rakovinna linie
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromidova sl
nikotinamiddenindinukleotid

redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidu
imidazolium trans-[tetrachloro-(S-dimethyl sulfoxid)(1H-imidazole) ruthenitity]
komplex

otorhinolaryngologie

trifluoromethansulfonat

propidiumjodid

ribonukleova kyselina

mitochondridlni sukcinat — tetrazolium reduktazovy systém

sulphur rhodamine buffer

titanocendichlorid, Ti(n>-CsHs),Cl,

vanadocendichlorid, V(1>-CsHs),Cl,
(4-[3—(4-jodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5]-tetrazoliova sodna stil
2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid



1 Uvod

Zhoubna nadorova onemocnéni piedstavuji zavazny celospoleCensky problém. Jiz
fadu let se drzi na druhé p¥i¢ce nejéastjsich piicin predéasného umrti.! V roce 2000 bylo
v EU zaznamenano 1 122 000 umrti na rakovinu. S predpokladem konstantniho poctu
obyvatel se odhaduje v roce 2015 zvyseni mortality na 1 405 000.?

Tato onemocnéni se vyznacuji infiltraénim a destruktivnim rGstem vcetné tvorby
metastdz. LéCiva proti zhoubnému bujeni potlacuji rozvoj a mnoZeni rychle rostoucich
bunek. V soucasné dobé lze ovlivnit fadu malignich procesti. Cilem je kombinovanou
1é¢bou navodit prechodnou nebo trvalou remisi onemocnéni (zastava rustu nadoru), nebo
jesté 1épe eradikovat (zlikvidovat) zhoubné buiky a zabrénit relapsu (znovuobnoveni
nadorového rastu).*

Pokroky v molekularni biologii a genetice vedly k hlub§imu poznani mechanizmi
kancerogeneze a patofyziologie nadorového onemocnéni. Byla syntetizovana a izolovana
fada sloucenin, které cilen¢ blokovaly nitrobunééné pochody u nadorovych bunék.
Postupem ¢asu se zdokonalovalo poznani podstaty a funkce vztaht, doslo ke zdokonaleni
chemické syntézy atechnologie s moznosti pocitatového modelovani, coz mélo kladny
vliv na raciondlni syntézu novych latek.!

V 60. a 70. letech minulého stoleti se kazdym rokem objevovalo az 40 000 novych
latek s protinadorovym uc€inkem, ale jen mala cast se dockala preklinického testovani
a pouze nepatrna cast testovani klinického. Pravdépodobnost, ze 1ék projde klinickym
testovanim, je asi 0,001-0,005%, pti¢emz vyvoj jednoho 1éku trva az 10 let.

V obsahu mé bakalarské prace byla provedena studie na predpokladané cytotoxické
vlastnosti novych organokovovych slou¢enin pifechodnych kovi. Testovani bylo provedeno
na bunécéné linit MOLT-4 odvozené od lymfocytarni T-bunécné leukémie pomoci WST-1

testu.
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2 Teoreticka Cast

2.1 Biologie nadorového riistu

Néadory (novotvary) vznikaji jako disledek nadmérného a neregulovatelného bujeni
tkané, pti némz selhal imunitni systém jako ,,dozor", ktery za normalnich podminek dohlizi
na bun&ené déleni, rist, diferenciaci a jejich programovanou smrt.®

Rist nadorové builkky se vymkl normalnim zékonitostem. Je navozen pusobenim

onkogent, jejichz produkty mohou slouzit jako receptory pro ristové faktory, které jsou
umistény v membranach plazmatickych bun¢k. Timto principem dojde ke zvySeni bunécné
proliferace. U nadorovych bunék je porusena rovnovaha mezi pfirastkem a zanikem novych
bun€k ve prospéch ptirastku, coz vede k postupnému nardstani jejich pocétu. Rast je
exponencialni, nejvétsi rychlosti dosahuje na zafatku nadorového bujeni. Pficinou
nasledného zpomaleni je jednak nedostatecna nutrice a jednak vznik faktori zodpovédnych
za nekrozu/apoptozu. Klinicky zjistitelné nddory se vétSinou nachdzeji mimo obdobi
exponencialniho mnoZeni. P¥ hmotnosti nadoru 1 mg je pfitomno asi 10° nadorovych
bunék. Jiz je mozny vznik prvnich metastaz. Pti stonasobném zmnozeni bunék je mozno
detekovat nador pomoci radiodiagnostiky. Klinicka diagnéza byva mozna az u nadort
t&z8ich nez 1 g (10° bun&k). P¥i zmnoZeni nadorovych bunék nad 10*? dochazi k amrti
pacienta.

Pribéeh rlstu je zaznamenan na Schématu 1. Opakuji-li se 1é¢ebné kury s dostate¢nou
frekvenci, lze dosahnout snizeni poctu malignich bun¢k nebo dokonce uzdraveni.
Ze schématu je vidét, ze vCasna diagnoza a kombinovand 1écba zvySuji Sanci na pieziti

pacienta.*

107 1 g Af( UMRTI .
10"
101 pacient s pitznaky
€ qgo |8 A obdobi moné dg
e iLE v pacient bez pifznakl
2 107
1% 4
g }gs. g ™~ pozdé nasazena
E 1044 \/\,\A chemoterapie
3 :g; chirurgické chemoterapie
& 10%4 oadstranén \'\ . \/\\
1go ] nadan VLECEN
T T T T T T T v T 1
o1 2 3 4 &5 B 7 8 9 10
¢as (libovolng jednotky)
Schéma 1 Riist nadoru a jeho vliv na rezim lécby.*
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Nadory rozdélujeme na maligni (zhoubné, neoplastické, rakovina) a benigni
(nezhoubné). Nezhoubné nadory jsou ohranicené, rostou pomalu a netvori sekundarni
nadory = metastazy.°

Pro maligni nadory je charakteristické:

e Invazivni rist = pronikani bunék do dalich tkéani, popf. organt.’ Tento stav je
zpravidla vyvolan chybé&jicimi faktory, které reguluji bunécnou adhezi a motilitu,
coz dovoluje migraci nadorovych buné€k extracelularnim prostorem a jejich usazeni
v jinych tkanich.*

e Hyperplazie = nekontrolovana proliferace. Pfi¢ina je ve zvySené¢ funkci
rastovych faktor a/nebo selhani zp&tnovazebnych kontrolnich mechanizmi.’

Podanim cytostatik usilujeme o usmrceni rychle rostoucich bunék.’

o Aplazie = ztrata pavodni funké&nosti buiiky.” Je dana ztritou funkénosti
diferenciace, buniky se vice podobaji primitivnim nebo embryonalnim bunkam,

U nichZ je zpomalena nebo zcela chybi diferencia¢ni funkce. Snahou chemoterapie

je dosazeni diferenciace a tim ukon&eni nekone¢ného mnozeni bundk.*

e Tvorba metastaz = dcefina loziska zhoubnych nadort, ktera jsou tvorena bunkami

uvolnénymi z primarniho nadoru.’

Kofeny snahy eliminovat rlst a proliferaci zhoubnych onemocnéni pomoci
chemickych sloucenin sahaji na pocatek 19. stol., kdy se Lissauer (1865) pokusil 1é¢it
leukémii arsenem (tzv. Fowleriv roztok, 1% soluce KHAsO4).! Cilem protinadorové
terapie je vyvolat cytotoxické i¢inky, které¢ u¢inné zasahnou do bunééného cyklu maligni
buriky, inhibovat bunénou proliferaci a stimulovat apoptézu a zaroven co nejméné

poskodit zdravou tka.?

2.2 Antitumorové aktivni organokovové slouceniny

Vyuziti organokovi je nejen v 1écbé rakoviny, svou roli hraji v terapii HIV, malérie,
objevuji se také v klinickych aplikacich jako radioterapeutika a antibiotika.® Molekuly
s ptimou vazbou kov — uhlik se vyskytuji i1 jako pfirodni latky. Ptikladem je
methyl kobalamin (Co-CHj3) ptisobici jako methylujici ¢inidlo v biochemickych reakcich,
jako napiiklad syntéza methioninu z homocysteinu.® Daldimi nepostradatelnymi

organokovy Vv organizmu jsou vitamin By, a koenzym Bi, které se Gdastni krvetvorby.?

15



Dale sem muze byt fazen enzym acetyl-CoA syntetaza katalyzujici reverzni redukci CO,
na CO.°

Organokovové slouceniny obsahujici ve svém centru rizny ptfechodny kov byly
zkoumany pro svoji potencialni biologickou aktivitu. V tabulce 1 jsou vyrazné oznaceny

kovy, u kterych byla v jejich slou¢eninach potvrzena cytotoxicka aktivita.'

Tabulka 1 Umisténi prechodnych kovii v periodickém systému S vyznacenim prvkii s nalezenou
cytotoxickou aktivitou.™

i \ V VI | VII | VIII | IX X X1 | Xl
Sc Ti \ Cr Mn | Fe | Co Ni Cu Zn
Y Zr Nb | Mo [ Tc | Ru | Rh Pd | Ag | cd
La Hf Ta W Re | Os Ir Pt | Au | Hg

2.2.1 Platinové komplexy |. generace

> Cis — diaminodichloroplatnaty komplex

Mezi nejznaméjsi a nejrozsirenéjsi chemoterapeutika s centralnim atomem kovu je
cis - diaminodichloroplatnaty komplex (cis-DDP).! Jednia se o &tvercové planarni
koordina¢ni anorganickou slouceninu dvojmocné platiny, kde na centrdlni atom platiny
jsou navazany dva atomy chléru a dvé amino skupiny v cis geometrii.'”* Poprvé se s ni
setkame pod nazvem Peyrontiv chlorid, kdy byla v roce 1844 syntetizovana Michaelem
Peyronem. Antitumorovy ucinek objevil v roce 1965 Barnett Rosenberg na Michiganské
statni univerzit¢ pii pokusech sledujicich vliv elektrického pole na rtst bakterii.
V experimentu byly pouzity platinové elektrody v roztoku chloridu amonného. Pii
elektrolyze se vytvofil amoniumhexachloroplatnaty komplex, ktery byl vlivem expozice
komplexu na slune¢ni zafeni pfeménén na cis-diammintetrachloroplati¢ity komplex. Ten
zpuisobil zastavu bundéného cyklu na mikrobialni kultuie Escherichiae coli.*? Postupnymi
experimenty byla objevena nejucinnéj$i forma komplexu cis — diaminodichloroplatnaty
komplex, dnesni cis-DDP.*

Biologicky ucinek spociva ve vyméné slabé navazanych chloridd jinymi substituenty.
Do téla je podavana intravendzné. V extracelularni tekutingé (v krevnim obé¢hu) je vysoka

koncentrace CI™ (97 - 108 mM™), substituce atomt chléru je timto inhibovana. Po vstupu
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do cytoplazmy buiiky prostou difuzi, kde je nizkd koncentrace chloridi (3 - 10 mM™),

dochazi k vymén¢ atomu chlorid za H,O nebo -OH. Jen takto hydratované, kladné nabité

¢astice se mizou navazat na nukleofilni centrum DNA, RNA nebo proteinu a pusobit jako

alkylagni latky.** *® Dochézi k vtvofeni monofunkéniho aduktu, ktery se miZe uzaviit

v bifunkéni. VSechny adukty tvoiené platinovym komplexem na DNA ovliviiuji sekundarni

strukturu DNA tim, ze dojde k navdzani k dusiku N7 guaninu nebo adeninu a tim

K vytvofeni pti¢nych vazeb mezi guaninem a adeninem/guaninem — guaninem (Schéma 2).*

NH
3 K

Cl
+ 2H20 + DNA

+

2
NH
| 1 ’?IH?’ k2 | 3
H3N—Pt—C| ——> H3N—FI"[—OH2 —_— H3N—|?t—OH2
|
cl OH3
+ 2H70 + DNA + ClI- + 2CI- + DNA
k
p
1 kp2
s K s
H3N—|I3t—N7 G—DNA—3> H3N—|I3'[—N7 G-DNA
Cl OHy
+ HZO + Cl- + HZO + 2Cl-
ke
N
H3N—|:I’I—N7G >
N7 G-DNA
+2H70 + 2CI-

Schéma 2

Mechanizmus tvorby aduktu cis-DDP na DNA.*

Kde: Ky, ky, K3 jsou rychlostni konstanty hydratace. kpy a Kp, jsou rychlostni konstanty tvorby komplexu s

V roce 1978 byla cis-DDP zavedena do klinické praxe pod nazvem Platino

DNA, k. je rychlostni konstanta tvorby chaldtu.™

1.16

V dnesni dobé je 1ékem prvni volby u onemocnéni testikularnim a ovaridlnim a nadorem.

Déle je podavdna pii 1écbé malobunééného a nemalobunééného bronchogenniho

karcinomu, karcinoma cervixu, endometria, prostaty, mocCového méchyte, melanomu,

sarkomil, nadortt ORL, karcinomil mozaikového epitelu a malignich lymfomda.*’
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Jeji prvni testovani nebylo uspés$né, vykazovala vysokou az fatalni nefrotoxicitu. Diky
hyperhydrataci pacienta pied jejim podanim a naslednou forsirovanou diurézou se podatilo

toxicitu cis-platiny omezit a tim vyrazn& obohatit arzenal cytostatik.!

2.2.2 Platinové komplexy Il. generace

Roku 1993 bylo klinicky testovano 23 sloucenin, nejznaméjsi slouceniny jsou

uvedeny na schématu 3.*°

> Karboplatina
Zaménou chloridovych ionti cis-DDP za vice stabilni cyklobutandikarboxylovou

skupinu byl v roce 1986 do klinické praxe zaveden cis-diammin-1,1-cyklobutandikarboxyl
platnaty komplex = karboplatina."® Odstupujici skupinou je zde karboxylovy ligand, ktery
je ve vodném prostiedi disociovan pomaleji nez chloridovy Vv cis-DDP. Mechanizmus
cytotoxického ucinku je jako u cis-DDP, tvorba kovalentnich vazeb platiny mezi bazemi
DNA, kdy naslednym efektem je apoptéza buiiky.?

Hlavni indikac¢ni oblasti karboplatiny jsou ekvivalentni s cis-DDP, tedy nadory ovarii,
dale pak nadory varlat, mocového méchyte, malobunéény karcinom plic a nadory hlavy
a krku.?! Zasadni problém cis-DDP viak karboplatina nevyfesila. Jeji niZsi toxicita je dana

pomalejsi hydrolyzou v krevnim fe¢isti.?

> Oxaliplatina

Dalsim analogem je oxaliplatina. Vznikla ve Francii nahrazenim chlorovych liganda
molekulami oxalatu.?® Mechanizmus spo&iva v interakci hydratovaného metabolitu s DNA.
Existuje korelace mezi hydrofobnimi vlastnostmi oxaliplatiny a jejim vstupem do buriky.
Biotransformace je urychlena ptitomnosti iontd HCO3;™ a H,PO, za vzniku monochloro-,
dichloro- a hydratované formy s nukleofilnimi vlastnostmi, které mohou dale reagovat
s DNA, proteiny a dal§imi makromolekulamy.?* %

Oproti cis-DDP vykazuje vyssi lipofilitu a lepsi rozpustnost ve vodé. Uziva se k 1é¢bé
metastazujictho kolorektdlniho karcinomu III. stddia a k adjuvantni lécbé po resekci
primarniho tumoru. Pouziva se samostatné nebo v kombinaci s 5-fluorouracilem (5-FU),
s kyselinou listovou nebo bez ni. Oxaliplatina a 5-FU maji synergicky ucinek a jejich

soucCasné uziti pii 1écbé kolorektalniho karcinomu vyznamné zvysilo 1écebnou ucinnost
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a prodlouzilo dobu piezivani pacientii. Z nezddoucich ucinkli se objevuje neutropenie,

trombocytopenie, prijjem, nausea, zvraceni.?®

2.2.3 Platinové komplexy III. generace

Derivatem oxaliplatiny je lobaplatina (Schéma 3). V porovnani s ostatnimi komplexy
ma nizsi toxicitu a vyssi ucinnost. V Japonsku je registrovana k 1é¢bé nadort hlavy a krku,
ovarii a d¢lozniho ¢ipku nedaplatina (Schéma 3). Dale se testovaly slouceniny
s neStépitelnym ligandem pyridinem, imidinem nebo tiazolem (Schéma 3), které zvysSily
lipofilicitu a elektrofilitu, aviak do klinické praxe nebyly zavedeny.?” V posledni dobé byla
do klinické praxe zavedena cytostatika na bazi komplexti Pt*, napf. ormaplatina
a pravoto&iva forma dexormaplatina.® Nejlépe v preklinickych testech dopadla iproplatina
(Schéma 3), ktera se ovSem dale projevila vysokou gastrotoxicitou. Nejznaméj$im
¢tyfmocnym komplexem platiny, ktery je v klinickych testech, je satraplatina. Jedna se
0 latku s oralni aplikaci vykazujici podobnou toxicitu jako cis-DDP. Velmi slibny 1ék byl
syntetizovan v CR firmou Lachema, derivat pod kodem LA-12. Tato slou¢enina obsahuje
adamantylamin, ktery umoznuje vySsi stabilitu v roztocich, perordlni podani a nizsi

nezadouci uéinky.?’
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o) / H3C
0 — >—NH, OH
0 NH, O NH,
SAY %/ 5 o HiC N _cl
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H.N / / \
T Spt Pt - Pt
e N C[ A Mt H3C\/ < ~cl
H3N 0o NH, O e NH,0H
3

A\ O  HgN NHy
O - -
cis-platina karboplatina oxaliplatina nedaplatina iproplatina
OCH,
HyC < H,C OCH;
/ Y
cl N—H cl cl
HsN__ / | cl_y VN HaN__ /
Pt Na Pt _Pt H Pt_
/ / >cl HaNT A\ / ONTTN
cl ‘ H—N 8 cl cl \\/S
= >—CH3 ==
. HsCO trans-[PtCL (E-iminoether)]
trans-[PtCL(NH,)(chinolin)] L
trans-[PtCL (E-iminoether).,] trans-[PtCL(NH,)(thiazol)]
Schéma 3 Derivaty platiny.
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2.2.4 Komplexy titanu

Jako prvni neplatinovy komplex s Ti" byl pro klinické zkousky schvalen budotitan
(Schéma 4), ale z diivodu $patné rozpustnosti a hydrolyzy bylo testovani opusténo. °

Nejvétsi cytostaticky ucinek vykazoval titanocendichlorid (Ti(n’-CsHs),Cl,; TDC).
Jedna se o cis-chloridovy motiv (Schéma 4) podobny cis-DDP, ale s vyssi afinitou
k fosfatové vazbé DNA. Do klinickych testu vstoupil roku 1993, testovani probihalo
na renalni bunééné rakovinné linii (LLC-PK), pficemz nefrotoxicita byla omezena davkou
podaného 1éku. Studie ukazuje ztratu Cp kruht ve fyziologickych podminkach a dale, ze
Ti" vystupuje Vv terapeutickém t&inku jako solvat k Fe v transferinu, coz usnadiiuje vstup
do buiiky.?

titanocendichlorid budotitan
Schéma 4 Struktura titanocendichloridu a budotitanu.®°

Benzyl substituované derivaty (Schéma5) vykazuji vtestech na LLC-PK vyssi
hodnoty 1Csp. Navice bunéénych liniich bylo provedeno testovani methoxyfenyl
titanocenového derivatu. Dale byl pfipraven vyménou chloridovych ligandt za chelétujici
oxalatovy ligand oxalatovy ansa - titanocenovy derivat (dva Cp kruhy jsou kovalentné
spojeny ansa - mustkem) (Schéma 5). Chelatujici ligand je vice stabilni vic¢i hydrolyze

dichloridii v prekurzoru bez vyrazné snizujici se rozpustnosti ve vodé.®

methoxy feny| titanocendichlorid ansa - titanocendichlorid

Schéma 5 Struktura titanocenovych derivati.
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2.2.5 Komplexy vanadu

Dtivodem, pro¢ zacaly byt intenzivné zkoumany anti — tumorové ucinky komplext
vanadu, byl objev tohoto u¢inku u stézejni slouceniny vanadocendichloridu (Cp,VClIy;
VDC) (Schéma 6) manzely Képfovymi.?® Ve srovnani s Cp,TiCl, vykazuje Cp,VCl, vyssi
cytotoxickou aktivitu in vitro, jiz srovnatelnou s hodnotou cis-DDP.? Bylo zjisténo, Ze
vanad v oxidaénim stavu +IV funguje jako modulator bunécného redox potencialu
a regulator enzymatické fosforylace. Biomedicialni aplikace je limitovana velmi variabilni
disociaci, rozpustnosti a naslednou hydrolyzou ve vodnych roztocich.?® Nizka afinita VDC
Kk fragmentim DNA vedla k vyvoji proteinovych nosi¢li, coz ma za nasledek vychytavani
vanadu apotransferinem a tim usnadnénému vstupu komplexu do buiiky.®

Mechanizmus uc¢inku vSech vanadocenovych komplexid neni jednozna¢né dan,
predpoklada se viak inhibice proteinkinazy a topoisomerazy 11.% % Cytotoxicky uginek byl
nejvetsi v nadorovych bunkach varlat Tera — 2 a NTera — 2. Vyhodou I[éCby
vanadocendichloridu oproti cis-DDP je mensi poSkozeni epitelu varlat, které diive Casto
vedlo k neplodnosti muzi.*!

Podobn¢ jako u sloucenin titanu se cytotoxické ucinky vanadu ukézaly s benzyl-
substituovanymi derivaty na bunécné linie LLC PK. V sérii testovanych latek se nejvice

i&innou latkou stal methoxyfenyl vanadocendichlorid (Schéma 6).2°

Qo LT @
@\u B m\m

vanadocendichlorid methoxy feny | vanadocendichloric

Schéma 6 Struktura vanadocenovych derivatin?® *

2.2.6 Molybden

Prvni pozorovani cytotoxické aktivity molybdenu byly pozorovany u slouceniny
molybdenanu sodného Na,MoO,, jez se ukazal G¢inny proti rakoviné zaludku a jicnu.*
Po vzoru cis-DDP byla zkoumana biologicka aktivita u cyklopentadienylovych komplexii
molybdenu. Tyto slouceniny jsou charakteristické svou strukturou (Schéma 7), na které

ring kruh zndzorfiuje cyklopentadienyl nebo indenyl, Y" mutize byt alkyl, alken, aryl,
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halogen, C(O)R, CHRCO,R‘, CHROH, CHRCOR, kyano nebo nitro skupina. L a L’
reprezentuji dva vazané ligandy koordinované pies donorové atomy C, N, O, P, S nebo
halogenu. Z* zna&i celkovy naboj Mo' komplexu. A je vhodny a farmaceuticky
akceptovatelny kompenzujici aniont. Experimentalnim testovanim na bunéénych liniich
stievniho a prsniho karcinomu bylo zjisténo, Ze tyto derivaty vykazuji siln€jsi cytotoxickou
aktivitu nez samotny Cp,MoCl,.*

V pfipadé¢ thiolovych slou¢enin molybdenu, konkrétné tetrathiomolybdenanu, byl
pozorovan vyrazny antiangiogenni u¢inek. Princip spociva ve schopnosti chelatovat méd’,
kterd je esencidlnim faktorem v tvorbé novych cév tumoru. Timto principem dochazi

ke sniZeni hladiny mé&di a zastaveni angiogeneze bez velkych vedlejich G&inku.>*

+
@) 2
~CI
Mo _
AN co /MQ\C|
@ R

moly bdenocendichlorid komplex cy klopentadieny It

Schéma 7 Struktura komplexii molybafenu.e’3

2.2.7 Ostatni prvky I'V., V.. VL. skupiny

Po objevu protinadorového ucinku titanocendichloridu byly zahdjeny biologické

experimenty s komplexy dalsich piechodnych kovi. Krom testovani jiz zminénych
slou¢enin vanadu a molybdenu se do popiedi zajmu dostaly také cyklopentadienylové
komplexy s centralnim atomem zirkonu, hafnia, niobu (Schéma 8) a wolframu (Schéma 8).
Testovani probihalo in vivo na Ehrlichové ascitovaném nadoru mysi. K uzdraveni mysi
doslo v ptipadé 1é¢by niobocendichloridem a wolframocendichloridem. Jako net¢inné se

k tomuto nadoru ukazaly byt metalloceny s atomem zirkonu a hafnia.*

W

Nb
@\m Q/ cl
niobocendichlorid wolframocendichlorid

Schéma 8 Struktura niobocendichloridu a wolframocendichloridu.*®
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2.2.8 Technecium

Vyuziti tohoto kovu Vmediciné je klécbeé myokardidlni perfiize v podobé
[Tc(methoxy-2-methylpropylisokyanid) (Schéma 9). Komplexy obsahujici [Tc'(CO)s]* jsou

po vzoru Ru' v sougasné dob& zkoumany v oblasti radioimunoterapie.’

CH,
o
CH,
HaC CH, N N _~CH,

[Tc(methoxy -2-methy Ipropy| isokyanid]

Schéma 9 Struktura derivatu technecia.’

2.2.9 Zelezo

Za objasnéni struktury ferrocenu (Schéma 10) byla udélena Wilkinsonovi a Fisherovi
na pocatku roku 1950 Nobelova cena. Samotny ferrocen neni toxicky, jedovatymi se stavaji
az jeho derivaty. Mechanizmus pisobeni spociva v reakci s kyslikatymi latkami, napf.
hydroxylovymi radikaly, které jsou schopné poskodit DNA. Nejzajimavéj$imi latkami jsou
ferrocifeny (Schéma 10). Jedna se o modifikace tamoxifenu (1ék proti rakovin€ prsu zavisly
na pritomnosti o receptoru estrogen zavislych bunék), kdy jeho B-fenylovy kruh byl
substituovan ferrocenem. Estrogeny jsou zodpovédné za riist nddoru zpiisobenou interakci
s ERa. Pii 1é€bé rakoviny prsu se pouzivaji inhibitory estrogenli = antiestrogeny
v kombinaci s dal§imi 1éCivy, napf. hydroxytamoxifen. Ferrocifen ukazuje slibnou
antiproliferacni aktivitu ve tkanich nezavislych na hormonech, kde je hydroxytamocifen

neaktivni.®
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ie e
o @
ferrocen ferrocifen

Schéma 10 Struktura ferrocenu a jeho cytotoxicky aktivniho derivatu.®®

Dale byla ptfipravena fada ferrocifenovych analogi s hydroxybenzenovou skupinou
(v mnohych slou¢eninach je tato skupina chranéna jako ethylether).® Jsou viak velmi
nestabilni a rozkladaji se ve vodném roztoku.’> Cytotoxicka aktivita je pfisuzovana
redoxnim vlastnostem Fe"' komplexu (v piitomnosti pyridinu®), vedeného k oxidativnimu

poskozeni DNA. Obdobnym ucinkem disponuje i ruthenium s rozdilem, Ze oxidace

eleznatého centra (Fe'' <> Fe'"") je od ruthenia (Ru" — Ru"") reversibilni.*

2.2.10 Ruthenium

Byla provedena prvni uspésna faze klinickych zkousek dvou koordinacnich
komplexi a to imidazolium trans-[tetrachlorobis(1H-indazol)-ruthenititého] komplexu,
KP1019 (Schéma 11) aimidazolium trans-[tetrachloro-(S-dimethyl sulfoxid)(1H-
imidazole)ruthenititého] komplexu, NAMI-A (Schéma 11). Rozdilem téchto dvou
sloucenin je chovani k buiikam. KP1019 je cytotoxicky k rakovinnym bunkam, NAMI-A je

relativné netoxicka a mé antimetastatickou aktivitu (piedchazi rozsiteni rakoviny).’

H
N
4 P / N
N N

cl_| .ci ci_| .cl
Ru Ru
cl”| ~cl cI”| ~cl
O=—=S—CH, N
| HNT XX
CH3
NAMI-A KP 1019
Schéma 11 Struktura sloucenin ruthenia.
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Nové jsou zkouméany Ru"

arenové polosendvicové komplexy, které¢ jsou ve vodé
rozpustné, stabilni a se slibnou cytotoxickou aktivitou in vitro i in vivo. Typicka struktura
téchto sloucenin je ,,pianova stolicka®“, komplex je ukazan na Schématu 12. Cytotoxicita
komplexu [(n°-aren)Ru(en)(CD]" byla zkouména na ovarialnich rakovinnych buiikéach.
Bylo zjisténo, Ze se aktivita zvySuje s velikosti koordinovaného arenu: benzen, p-cymen,
bifenyl, dihydroantracen, tetrahydroantracen. Bipyridinovy komplex ma podobnou
cytoxicitu jako karboplatina a tetrahydroantracenovy komplex je tak aktivni jako cis-DDP.
Substituce chloridii za jiné halogenidy ma pouze nepatrny vliv na cytotoxicitu. Tyto

slou¢eniny se vazou koordinaéné k N7 guaninu v DNA a tim ji poskozuji.’

R R
i @ CH,
- =
Cl ‘ "NH2 H3C O
NH, CH,

benzen p-Cy mene bifenyl
dihydroxyantracen tetrahydroantracen
Schéma 12 Struktura ruthenia jako pianové stolicky.?

2.2.11 Osmium

Protirakovinny potencidl osmia (Os') byl donedavna diky toxicité OsO; mélo
prozkoumany, aviak byly syntetizovany Os' arenové komplexy (Schéma 13) s bunéEnou
cytotoxicitou, kterd je porovnatelni s karboplatinou. Interakce Os" areni s DNA je
obdobna s ruthenovymi analogy, tj. vazba k N7 guaninu v kombinaci s vytvofenim

vodikové vazby a nekovalentni aren-DNA interakei.®
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"
Schéma 13 Sloucenina Os" arenu s protinddorovou aktivitou.®

2.2.12 Kobalt

Hexakarbonyldikobaltové komplexy jsou slouceniny obsahujici v jednom nebo vice
ligandech oxid uhelnaty. Alkynhexakarbonyldikobalt byl pfipraven jiz v roce 1987, ale
podrobného studovani se dockal az o 20 let pozdéji. Toxicita spoéiva ve schopnosti
inhibovat cyklooxygenazu I a II, ¢imz zpomali rust nadoru, coz vede k lepsi odezvé

na konvenéni terapii proti buitkim rakoviny prsu.®

2.2.13 Rhodium

Vyzkumem bylo objeveno nékolik Rh a Ru komplexu, které vykazuji v ptitomnosti
kysliku protirakovinnou aktivitu. Naptiklad Barton a kol. prokazali, ze nékteré oktaedralni
Rh'" komplexy s prodlouzenymi diiminovymi ligandy se v nepiitomnosti svétla vazou
pouze slabé k DNA. Po fotoaktivaci dojde k navazani na DNA a naslednému rozstépeni.

Tyto uéinky in vitro viak nejsou shodné s aktivitou in vivo.*

2.2.14 Iridium

Ir'" a jeho protinadorova aktivita nejsou podrobné zkoumany ve srovnani s ostatnimi

prvky, nicméné se ukdzala aktivita It (Schéma 14) s ligandem hexamethylbenzenem nebo

pentamethylcyklopentadienylem. Predpoklada se vazba na DNA a nasledna interkalace.'?
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\N__ CONH(CH,); / \N
Schema 14 Cytotoxicky aktivni sloucenina ) s

2.2.15 Stiibro

Stiibrné komplexy byly uzivané jako antimikrobialni latky, pozdéji jako antiseptika.
Mechanizmus ptisobeni zahrnuje uvolnéni Ag', ktery vstupuje do bun&éné membrany a rusi
jeji funkci. Inhibice ristu bunék byla testovana na bakteriich Escherichiae coli,

Stafylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa.®

2.2.16 Zlato

Zlaté¢ komplexy jsou znamd farmaceutika pouzivanad k lécbé revmatickych zanéth.
Tetraedralni Au' fosfiny (Schéma 15) vykazuji spektrum protinadorové aktivity i proti cis-
DDP rezistentnim bunéénych liniim. Mechanizmus cytotoxicity je dan schopnosti
inhibovat nevratn¢ lidsky glutationreduktazu a lidskou thioredoxinreduktazu (hTRXR),
jejichz fyziologické funkce jsou antioxidaéni ochrana a zajisténi redoxni homeostazy.*
Fosfor - Au' jsou inhibitory hTRXR, testovani bylo provedeno na glioblastomickych
buiikéch s velmi nizkou ICso, srovnatelnou s cis-DDP. *’

Au"' slougeniny jsou isoelektronové a isostrukturalni s platnatymi komplexy.*® Avsak
zlatit¢é komplexy jsou nestabilni, citlivé na svétlo a diky vysokému redox potencialu
jednoduse redukovatelné na kovové zlato i ve fyziologickych podminkach.® V poslednich
letech se nicméné objevuji zlatité komplexy s porfyriny (Schéma 15) ¢i bipyridinové
slou¢eniny, jejichz hlavnim biologickym cilem jsou mitochondrie v hepatocelularnim (diky

propojeni p53 a mitochondrialni apopt6zy®’) a nasofaryngeanim karcinomu.
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Au(]) - fosforilovy komplex Au(IIl) - porfyrinovy komplex

Schéma 15 Struktura Au komplexii s cytotoxickou aktivitou.™

2.3 Testovani cytotoxicity, stanoveni cytotoxicity in vitro

Aby 1ék mohl byt zaveden do klinické praxe, musi projit uspé$né preklinickym
testovanim, nasledné tfemi fazemi testii klinickych a v posledni fadé registraci.’ Testovani
probiha bud’ v zivém organizmu (in vivo), anebo ve zkumavce na linii bun€k (in vitro).
Buné¢na linie pouzita k hodnoceni cytotoxické aktivity ve zkumavce musi byt kultivovana
v prostiedi, které¢ co nejptesnéji kopiruje prostiedi v lidském organizmu, tj. teplota 37°C,
atmosféra obohacena o 5% CO,, také kultivatni médium je obohaceno o slozky ptitomné
Vv extracelularni tekutiné (anorganické soli, pufry, glukéza, vitaminy, bilkoviny, MK, ...).38
Pii hodnoceni se zpravidla sleduje koncentracni zavislost toxicity na logaritmické fadé

koncentraci. Vysledkem je urceni koncentrace, kdy dochdzi k 50% inhibici dané biologické

akthIty = |C50.39

2.3.1 Redukce tetrazoliovych soli

Nejznaméjsim a nejrozsitenéj$im zpusobem, jak hodnotit cytotoxickou aktivitu, je
pomoci redukce tetrazoliovych soli (Schéma 16). Tetrazoliovy kruh byl objeven §védskym
chemikem Bladinem v roce 1885. O néco pozdé€ji, vroce 1892, Pechmann a nezavisle
na ném Bamberger se zabyvali pisobenim oxida¢nich ¢inidel na formazany a ptipravili
Z nich prvni tetrazoliové soli.

Tetrazoliové soli jsou kvartérni amoniové soli pomérné dobie rozpustné ve vodeé.
Jejich roztoky jsou bezbarvé nebo slab&é nazZloutlé. Jejich charakteristickou vlastnosti je

redukce, po niz davaji intenzivné zbarvené ve vodé nerozpustné latky, oznacované jako
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formazany. Stanoveni se opirda o kolorimetrické méfeni zivotaschopnosti bunék.
Ke konverzi barevné zmény dochdzi ptisobenim mitochondrialnich dehydrogenaz zivych

bungk, zatimco u mrtvych &i poskozenych bun&k nikoliv.*

R
R NN
~ —_—
N \>/ redukce 77\
> H >7R
N=N
7 /
. R
tetrazolium formazan
Schéma 16 Redukce tetrazoliové soli na formazan.40

> WST-1
Podstatou je bioredukce WST-1 tetrazoliové soli ((4—[3—(4-jodofenyl)-2-(4-
nitrofenyl)-2H 5])), zejména na povrchu bunky, kdy vznika pisobenim mitochondrialni
dehydrogenazy barvivo formazan (Schéma 17), které piimo koreluje s pocétem
zivotaschopnych buné&k. Buiky jsou inkubované s WST-1 ¢inidlem 3 hodiny. Po této dobé

Ize formazan kvantifikovat spektrofotometrem v rozsahu vinovych délek 420 — 480 nm.*

Q Q NAD<_NADH @ /@

\
SO,Na SO,Na
SO;Na SO;Na
WST-1 Formazan
Schéma 17 Stépenti tetrazoliové soli WST — 1 na formazan, EC — elektrony vazajici ¢inidlo, RS

- mitochondridlni sukcindt — tetrazolium reduktazovy systém.**

> MTT
Zluta 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromidova sial (MTT) je

redukovana na modrofialovy formazan (Schéma 18). Enzymaticka reakce je zastavena
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pfidanim  roztoku HCI/2-propanolu. Barevna zména je nasledné detekovana

spektrometricky. Absorpéni maximum formazanu je pii vinové délce 570 nm.*

N

/\N

mitochondrialni redukce

e Cﬁv

Schéma 18 Stépeni MTT soli. 42

» XTT test
Metoda je zalozena na schopnosti metabolicky aktivnich bunék Stépit zlutou
tetrazoliovou sul XTT  (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-

karboxanilid) za vzniku oranzového formazanového barviva (Schéma 19).%

HsC
j [ @[
\N >‘</ SO;-
/ HN
N - N=N
CH3
0
H3C NO,
formazan

Schéma 19 Stépeni XTT soli. s

> Trypan Blue Exclusion Test

Tento test zivotaschopnosti je zalozen na principu, kdy ziva buiika s neporusenou
bunéénou membranou ma schopnost efluxu = aktivniho od¢erpani urcité latky ¢i barviva
z intracelularniho prostoru napt. propidiumjodid (PI), trypanova modt (Schéma 20) apod.

Pod mikroskopem se pak hodnoti procenta zastoupeni Zivych (neobarvenych) bungk.*
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Schéma 20 Struktura trypanové modri. »

2.3.2 Test cytotoxicity s Neutralni ¢erveni

Cytotoxicitni test s Neutralni Cerveni je zalozen na schopnosti zivych bun¢k
vychytavat a vazat Neutralni ¢erven. Jedna se o kladné nabité barvivo (Schéma 21), které
snadno difunduje pfes bunécnou membranu bunck, akumuluje se v bunééné cytoplazmé
a je skladovano v kyselém prostiedi lysozomi. Podstatou testu je fakt, ze Neutralni Cerven
je schopna absorbovat a vazat pouze zivé bunky, zatimco u poSkozenych ¢i mrtvych bun¢k
se tato schopnost snizuje. Mnozstvi akumulované Neutralni ¢ervené je tak pfimo imeérné

mnozstvi Zivych bunék v bunééné kultuie.*

N CH3
\
H3C /: :: /:: ::
N N NH2

€3 pH6,8 > PHB8,0
cervena zluta

Schéma 21 Struktura Neutrdlni cervené.®

2.3.3 Ostatni testy

Apoptest — méfeni programované bunééné smrti. Ke sledovani prib&éhu apoptodzy
slouzi lokalizace fosfatidylserinu na vnitini strané bunééné membrany zivych bunék a jeho
detekce pomoci fluorescenéniho signalu fluoresceinisothiokyanatu (FICT) nebo PI diky
pritokové cytometrii.*

TUNEL test — metoda vyuzivajici k detekci apoptickych bun€k fragmentaci DNA.

K roztoku je pridana terminalni deoxynukleotidtransferaza a digixigenin-11-d-UTP, ktery
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se zallenuje na konce nukleotidi fragmenti DNA. Nasledné je pomoci prutokové
cytometrie vyhodnocen fluorescenéni signél znadené protilatky FITC proti digoxigeninu.*®

SRB-test (sulphur rhodamine buffer ) — bunky jsou po fixaci kyselinou
trichloroctovou barveny 0,02% roztokem SRB. Barvivo se vaze na nepoSkozené bunééné

elementy. Intenzita zbarveni stanovena fotometricky je umérna mnozstvi Zivych bungk.*’

2.4 Lymfoblasticka leukémie a bunécéna linie MOLT-4

Hematologické malignity jsou klonalni choroby vzniklé z hemopoetickych bunék.

Rozdéluji se na myeloidni (vychazeji z myeloidnich bun¢k) a lymfoidni (vychazejici
ze zarodeného progenitoru pro lymfocytarni fadu nebo jiz z vyzralych lymfatickych
bungk).*®

T-lymfocytarni leukémie je nemoc diagnostikovana nejen u dospélych, dokonce je
nejéastdji 1é¢enym nadorovym onemocnénim u déti.** Vychézi z prekurzoru bunék T-
bunécné lymfoidni linie. V nékterych ptipadech mohou lymfoblasty napodobovat zralé
lymfocyty, které jsou dale rozliSitelné imunofenotypiza¢ni diagnostikou. Spole¢nym
znakem je pozitivita CD (cluster of differentiation): CD1, CD2, CD3, CD4, CD4 a CD8.%®

Bunééna linie MOLT-4 je odvozena z akutni lymfoblastické leukémie bunééného typu
T-lymfoblastu. Na svém povrchu obsahuje CD1 (49%), CD2 (35%), CD3 A (26%)
B (33%) C (34%), CD4 (55%), CD5 (72%), CD6 (22%), CD7 (77%).

Jedna se o lidské bunky s hypertetraploidnim poctem chromozomt, ctyfi kopie
na buitku.® Je piitomen ,wild“ typ genu p53, jeho exprese je potlacena. Dojde-li ale
K vyvolani genetického stresu (poSkozeni DNA) nebo onkogenni signalizaci (aberantni
mitogenni stimuly) ptisobenim napf. cytostatik, dojde k indukci proteinu p53, jeho nasledné
posttranslaéni modifikaci, jako je fosforylace a acetylace. Takto stabilizovana forma se
navaze na DNA a zméni expresi cilovych gent. Vysledkem je zastava bunééného cyklu,
spusténi opravnych mechanizmiit DNA nebo vyslani apoptického signalu a indukce
mitochondridlni apoptoézy. Timto mechanizmem dochazi k eliminaci pocinajici nadorové

buiiky a ochrané organizmu pied rakovinou.*
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité vvbaveni

Tabulka 2

Pouzité pristroje a pomiicky.

Pristroje/pomiicky

Vyrobce

Typ

Technicky

parametr

Laminarni box

TRIGON PLUS

JOUAN MSC 12

Teplota: 5-40°C
Max vlhkost pro
teplotu 22°C: 80%

Spektrofotometr

TECAN

INFINITY 200

Rezimy méfeni:
Intenzitafluorescen
ce,
Fluorescen¢nirezon
ancni pfenos
energie,
Fluorescenéni
polarizace, Flash
luminiscence,
Glow
luminiscence,
Absorbance

Inkubator

TRIGON - PLUS

Thermo Forma Direct
Heat

teplota: rozsah 5-
50°C
CO2: rozsah 0-20%
Rel.vlhkost: az do
95% pii 37°C

Centrifuga

Hettich zentrifugen

ROTINA 420R

RPM: 15 000
RCF: 2440

Mikroskop

CARL ZEISS JENA

Celkové zvétseni
pfi pozorovani:
160x

Ultrazvukova lazen

Sonorex super

RK31

Rozmeér:

190x085x060

Ttepacka

IKA

Vortex 3

Rozsah otacek: 0-
2500 min
Frekvence:50/60 Hz

Ledni¢ka + mraznicka

ZANUSSI

ZRT 623 W

Celkovy objem
230 Mrazici vykon
3kg/24 h
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Teplota plamene:

Plynovy kahan TRIGON -PLUS fuego SCS basic 1300°C
Prikon: 2 VA
Analytické vahy Max 220g
KERU ABJ 220-4M )
Min 10 mg
Sada plastovych V:5ml, 15 ml, 50
PTT -
zkumavek ml
Corning 96 Flat bottom )
Mikrotitracni desticka PTT 96 jamek, typ P
Transparent Polystyrol
Hloubka: 0,1 mm
Pocitaci komirka dle
Pocitaci komuirka Meopta Plocha 1 sité: 9
Biirkera )
mm
Inkubaéni lahev PTT - V: 75 cm?, 25¢cm?
Kyveta Eppendorf AG Safe — Lock Tubec

V:1,5ml

3.2 Chemikalie a roztoky

3.2.1 Iskova modifikace Dulbeccova média (IMDM)

Médium je komeréné dodavano od firmy PAA Laboratories GmbH. Obsahuje mimo

jiné inzulin 10 mg/ml, transferin 10 mg/ml, selen 5 pg/ml, BSA 0,005 - 0,1 mg/ml,

penicilin/streptomycin, dextran sulfat 1,5 uM - 1mM, cholesterol 0,1 - 8,8 mg/ml, stearat

10 pg/ml.

3.2.2 Kultiva¢ni médium

Je pouzita Iskova modifikace Dulbeccova média, které obsahuje IMDM, 20% fetalni
teleci sérum (od firmy SIGMA), 2 mM L - glutamin (od firmy SIGMA), penicilin

a streptomycin.

Na ptipravu 50 ml roztoku je tieba 10 ml fetalniho teleciho séra + 0,5 ml L-glutaminu
+ 0,5 ml penicilinu se streptomycinem a 39 ml IMDM.

34




3.2.3 Trypanova modr

Trypanova modi obsahuje 0,5 % vodny roztok Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide.

100 ml barvy pfipravime rozpusténim 0,5 g praskové barvy ve 100 ml destilované vody.

3.2.4 Sterilni fosfatovv pufr PBS

PBS fosfatovy pufr je rovnéz komeréné dodavan od firmy PAA Laboratories GmbH.
V jeho slozeni nachazime 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na,HPO,, 0,24 g KH,PO,.

3.2.5 WST- 1 ¢inidlo

Jedna se o sterilni roztok tetrazoliové soli s elektrony vazajicim ¢inidlem rozpustény

v sodném fosfatovém pufru. Roztok je dodavan v hotové podob¢ od firmy Roche.

3.2.6 WST —1 roztok
WST — 1 roztok piipravime pomoci 1 dilu WST-1 ¢inidla a 4 dild PBS. Na jednu

testovanou cytostatickou slouc¢eninu je zapotiebi 1 ml WST — 1 ¢inidla + 4 ml PBS.

3.3 Pasazovani a kultivace bunécné linie MOLT-4

Bunky T-lymfocytarni leukémie linie MOLT-4 byli ziskdny z Evropské sbirky
bunéénych kultur ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, Virginia, USA).
Jejich kultivace je provadéna v kultivatnim médiu, jejich inkubace se provadi pii 37°C
a v kontrolované atmosféie s 5% CO..

Pro stanoveni poctu buné€k je pouzito barveni Trypanovou modii. K 50 pl Trypanové
modfi pfiddme 50 pl bunécné linie. Po promichani naplnime Biirkerovu komurku
a pocitame bunky v 50 stfednich ¢tvercich (Schéma 22), pti¢emz plati zasada dvou stran
(pocitame vSechny buiky, které se dotykaji dvou zvolenych piilehlych stran uvnitt i vné

strany Ctverce, buiiky, které jsou v kontaktu se zbylymi dvéma stranami nepocitame).

35



Wi |

Schéma 22 Zobrazeni mrizky v Biirkerové komiirce. Fialové jsou vyznaceny pocitané

stiedni ctverce, Cervené jsou zobrazeny dvé zvolené strany pro splnéni zasady dvou stran.
Spocitané buiiky jsou v koncentraci 10* v 1 ml. Kazdy druhy den je jejich mnozstvi

upraveno pomoci kultivaéniho média na hodnotu 2 * 10° v1 ml. Pro zachovani jejich

standardnich vlastnosti je pasdzovani provadéno maximalné 20x.

3.4 Priprava bunéfné suspenze

Pfed zacatkem testu ptepocitime bunky v Biirkerové komirce pod mikroskopem
pro zjisténi jejich aktualni koncentrace. Pomoci IMDM upravime koncentraci bunék
na hodnotu 3x 10° bun&k v 1 ml.

Takto upravené bunky kultivujeme v inkubdtoru pfi teploté¢ 37°C a kontrolované
atmosfétre s 5% CO, po dobu 24 hodin. Po inkubaci buné¢nou suspenzi znovu nafedime

erstvym IMDM na vyslednou koncentraci 5x 10° bunék v ml média.

3.5 Priprava koncentraéni rady

Pro zméfeni G¢inku cytostatika na buné€nou liniit MOLT-4 byly pouZity tfi roztoky

s koncentraci 1000 uM, 100 uM a 10 uM.
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> Prirava 1000 uM roztoku = A

Navazku cytostatika s hmotnosti mens$i nez 2 mg rozpustime ve vypo¢teném objemu
IMDM, dle vzorce:

V=% 10°
Mxc

Kde V je objem (ml), m je hmotnost (mg), M moldarni hmotnost a c je koncentrace (umoli/).

Pokud dané cytostatikum neni vIMDM rozpustné, je pouzito rozpoustédlo

dimethylsulfoxid (DMSO), ale v maximalnim mnozstvi, které¢ odpovida jen 1% z celkového

objemu IMDM potiebného na rozpusténi cytostatika, aby nedoslo k poruSeni bunécné
integrity.

> Priprava 100 pM roztoku = B

100 uM roztok, tj. 10x zfedény roztok A = 900 pul IMDM + 100 pl roztoku A

> Priprava 10 pM roztoku = C

10 uM roztok, tj. 100x ziedény roztok A = 990 ul IMDM + 10 pl roztoku A

3.6 Priprava mikrotitraéni destiCky

Kazda cytostaticka slouCenina byla testovana na samostatné mikrotitracni desticce,
ktera obsahuje 96 jamek. Kazdé jamce je pfifazena urcita Koncentrace cytostatické latky.
Rozlozeni mikrotitracni desticky je zndzornéno na Schématu 23.

Do kazdé jamky bylo napipetovano 100 pl bunécné suspenze, coz odpovida 50 000
bunck, apodle pozadované koncentrace cytostatické latky v kazdé jamce bylo ptidano

IMDM a cytostatikum v roztoku podle nasledujici tabulky (Tabulka 3).
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Schéma 23 Experimentadlni usporadani mikrotitracni desticky se zvolenym rozmezim
koncentrace cytostatika od 0,5 — 500 umol/I.
Kde: M oznageni je pro minimalni koncentraci. Tyto jamky obsahuji pouze 200 ul IMDM. Jedna se
0 slepy vzorek (blank). V tomto ptipad¢ slouzi jako dolni hranice koncentra¢niho rozmezi.
K oznaceni je pro maximalni kontrolni vzorky. Do téchto jamek je dano 100 pl bunécné
suspenze + 100 ul IMDM a tato hodnota tvofi horni hranici koncentra¢niho rozmezi.
Kazda koncentrace (popi. M, K) byla na desticku nanasena v Sesti duplikatech z diivodu

omezeni chyby pii pipetovani. Ze Sesti hodnot byl vypocitdn primér a stanovena smérodatnd

odchylka.

Tabulka 3 Rozpis objemii jednotlivych roztokii pro dané koncentrace.
koncentrace | Bunééna suspenze (ul) Roztok (ul) IMDM (pl)
0,5 100 10C 90
1 100 20C 80
3 100 60 C 40
5 100 10B 90
9 100 18B 82
16 100 32B 68
28 100 56 B 44
50 100 10 A 90
90 100 18 A 82
160 100 32A 68
280 100 56 A 44
500 10 100 A 0
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3.7 Inkubace

Po napipetovani mikrotitraéni desticky buné¢nou linii a pozadovanou koncentraci
cytostatické latky, vcetné¢ zhotoveni minimalni (M) a maximalni (K) kontroly, byla
desticka ptenesena na 24 hodin do inkubatoru s nastavenou teplotou 37°C a hlidanou

atmosférou s 5% CO.,.

3.8 Detekce

Po uplynuti 24 hodinové inkubacni doby bylo do kazdé jamky napipetovano 50 pl
WST — 1 roztoku (1 ml WST — 1 + 4 ml PBS) a desti¢ka byla znova 3 hodiny inkubovana
za stale stejnych podminek, tj. 37°C s 5% COy).

Po uplynuti 3. hodiny byla zméfena hodnota absorbance pro kazdou jamku na desti¢ce
pomoci spektrofotometru INFINITE M200. Z manualu firmy Roche ma formazan
absorp¢ni maximum v rozmezi od 420 — 480 nm, pro mé méteni byla zvolena vinova délka

440 nm.

3.9 Vvhodnoceni WST - 1 testu

Dulezitym parametrem ve farmakologickém primyslu s cytostatickymi 1éCivy je

hodnota inhibice 1Cs. Tato hodnota stanovena in vitro udava 50% inhibici biochemickych
a biologickych vlastnosti buné¢né linie diky cytostatickym ucinkiim testované slouceniny.

Jak bylo uvedeno vyse, kazda koncentrace (maximalni a minimalni kontrola) se
provadela v Sesti duplikatech, ze kterych byla spocitdna priimérna hodnota absorbance.
Hodnoty absorbance byly zaneseny do grafu (zavislost absorbance na pfislusné
koncentraci) a zpracovany pomoci softwaru Origin Pro (version 8, Microcal Software, Inc.,
Northampton, MA, USA) v bloku “Analyses” pomoci statistické metody “ANOVA”. Typ
ktivky byl na zakladé hodnoty vychézejici z analyzy rizného typu odchylek. Konkrétné
pro tento typ kfivek byly pouzity funkce ,,.Boltzman, DoseResp a Hilll“. Z takto
vyhodnocenych dat byla odectena hodnota ICsy.
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4 Vysledky a diskuze

Pro testy cytostatické aktivity bylo na zaklad¢ vhodnych terapeutickych vlastnosti
(rozpustnost a stabilita ve fyziologickych roztocich) vybrano 42 nové pripravenych
organokovovych slou€enin ptechodnych kovl. Seznam testovanych slouc¢enin je z divodu
rozsahlosti tohoto bloku uveden v priloze 1 této prace v tabulce 4.

Testovani inhibi¢niho u¢inku komplexd obsahujicich centralni kov vanad, niob
a molybden a srovnavaciho vzorku cis-DDP bylo provedeno na bunééné linii MOLT-4
odvozené od lymfocytarni T-bunécné leukémie a pomoci WST-1testu.

Pro moznost srovnani a zavedeni metodiky méfeni a vyhodnoceni ziskanych hodnot
byl jako prvni testovan komplex cis-DDP. Hodnoty byly zpracovany pomoci softwaru
Origin Pro 8, tak jak bylo uvedeno v kapitole 3.9. Z vysledného grafu byla odeétena
hodnota ICsy (Graf 1). Pro cis-DDP byla nalezena hodnota ICs = 15,8 + 1,9 pmol/dm? coz
odpovida dajim uvedenych v literatufe® ICsp = 15,5 + 4.2 pmol/dm®. Obdobnym
zpusobem byly zpracovany a vyhodnoceny vSechny slouceniny, jez byly pfipraveny
na katedie obecné a anorganické chemie. Ziskané grafy zavislosti zivotaschopnosti bun¢k
na piislusné koncentraci, s fitovanou kiivkou a vyznacenou hodnotou ICsy byly z divodu
celistvosti a piehlednosti této kapitoly umistény do prilohy 2. Nejsou zde uvedeny grafy
s nalezenou hodnotou 1Csy > 200 pM. Prehled namétenych hodnot ICsy je uveden
v tabulce 5.

[
=
o

.

o

o
1

= Pt-01 MOLT-4
—— Fit - Hill
IC50 = 15,8 + 1,9 umol/dm®

90

viabilita (%)

80

70 H

60 -

5O/ m

40 -

30

20

10

T T
1 10 100 R
koncentrace komplexu (umol/dm~)

Graf €. 1: Zavislost viability bun¢k na koncentraci komplexu Pt-01.
IC50 = 15,8 + 1,9 pmol/dm®
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Tabulka 5 Prehled hodnot ICsq pro testované slouceniny.

Oznaceni 1Cso MOLgT Oznaceni 1Cso MOL;I- Oznacdeni 1Cso MOLgT
(umol/dm®) (umol/dm®) (umol/dm®)
Pt-01 15,8+ 1,9 V-14 128+ 7 Nb-12 104,9 + 15
V-01 86,4 + 10,2 V-15 249+43 Nb-13 8424272
V-02 124 +7 V-16 297+ 1,4 Nb-14 3L,0£7.2
V-03 150+ 18 Nb-01 49,3 +£5,1 Nb-15 >200
V-04 >200 Nb-02 61,2+ 10,2 Nb-16 143+1,1
V-05 >200 Nb-03 28.9+4.38 Nb-17 >200
V-06 >200 Nb-04 >200 Mo-01 11.3+0,6
V-07 117+9 Nb-05 80.6+114 Mo-02 51,6 £13,3
V-08 >200 Nb-06 >200 Mo-03 19.9+0,7
V-09 8,014 Nb-07 60.3+24 Mo-04 16,9 £ 0,7
V-10 8,1+1,2 Nb-08 1134+54 Mo-05 49+0,7
V-11 32+04 Nb-09 >200 Mo-06 745+53
V-12 15,5+ 1,0 Nb-10 >200 Mo-07 171,711
V-13 75,8+7,5 Nb-11 >200 Mo-08 71,7+ 19
Mo-09 >200

Uvedeny soubor hodnot ICsp mizeme na zakladé porovnani s klinicky pouZzivanou
latkou cis-DDP rozdélit na tii skupiny komplext. Komplexy s hodnotou 1Cso > 200 puM -
neu¢inné, s hodnotou ICsp mensi nez 200 uM, ale vétsi nez pro cis-DDP - u¢inné a nakonec
slou¢eniny s hodnotou ICsy srovnatelnou nebo mensi nez byla stanovena pro cis-DDP —
vysoce ucinné.

Pro testovani slouc¢enin obsahujicich jako centralni kov vanad v oxida¢nim stavu IV
byly vybrany vanadocenové komplexy s riznymi substituenty na cyklopentadienylovych
kruzich nebo derivaty vanadocendichloridu pfipravené substituci chloridovych ligandu.
Vychozi sloucenina, vanadocendichlorid, byl v minulosti testovan na cytotoxickou aktivitu
s hodnotou®® I1Csy = 86 + 4,2 pmol/dm®. Z vysledkt nasich testdi vyplynulo, e derivéty
slou¢eniny V-04 azV-06 a V-08 shodnotou ICsyp > 200 uM se jevi jako netcinné.

Ve vsech pripadech se jednd o0 derivaty vandocendichloridu a vanadocendibromidu
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substituované jednodus§imi substituenty na cyklopentadienylovych kruzich. Komplexy V-
01 az V-03, V-07 a V-13 az V-16 jsou uc¢inné. Slouceniny V-01 az V-03 a V-07 jsou
vétsinou cytotoxicky méné aktivitni mensi nez u vanadocendichloridu a derivata bipyridinu
V-13 az V-16 s ucinnosti vétsi nez v pripadé vychozi slouceniny. Vysoka cytotoxicka
aktivita byla nalezena u komplexii V-09 az V-12. Ve vsSech pfipadech se jedna
o vanadocenové nebo  dimethylvanadocenové komplexy s chelatové vazanym
fenantrolinem. Nejvyssi hodnota cytostatické aktivity (nejmensi hodnota ICsy) byla
nalezena pro slou¢eninu V-11 [Cp,V(phen-NH,)]OTf,.

O cytotoxické aktivité niobocenovych komplext je mozné najit v literatute®® zminku
pouze v souvislosti s molybdendichloridem. Tento komplex vykazoval srovnatelny
biologicky ucinek s vanadocendichloridem. Z tohoto divodu bylo pro testy cytotoxické
aktivity vybrano pomérné Siroké spektrum niobocenovych komplexti. S vysledkli naSich
testli vyplynulo, ze derivaty slouceniny Nb-04, Nb-06, Nb-09 az Nb-11, Nb-15 a Nb-17
s hodnotou 1Cso > 200 uM se jevi jako neucinné. Jedna o derivaty niobocendichloridu
a niobocendibromidu substituované na cyklopentadienylovych kruzich. Komplexy Nb-01
az Nb-03, Nb-07, Nb-08, Nb-09 a Nb-12 az Nb-14 jsou ucinné. Do této skupiny se také
zatadily vychozi slou¢eniny jako niobocendichlorid Nb-01 a niobocendibromid Nb-02
s cytoxickou aktivitou odpovidajici izostrukturnim vanadocenovycm komplextim. Vysoka
cytotoxicka aktivita byla nalezena pouze u komplexu Nb-16. Jedna se 0 niobocenovy
komplex substitovany na cyklopendienylovém kruhu stericky naroénym substituentem
(para-methoxyPheCp),NbCls,.

Protoze cytotoxicka aktivita dicyklopentadienylovych molybdenocenovych komplext
je v literatufe popsana bylo pro testy zvoleny molybdenocenové komplexy odlisného typu.
S vysledku naSich testd vyplynulo, Ze bipyridinovy derivat Mo-09 s hodnotou ICsy >
200 uM se jevi jako neucinny. Komplexy Mo-02 a Mo-06 az Mo-08 se jevi jako Gi¢inné.
Pomérné pocetna je skupina komplextt molybdenu s vysokou cytotoxickou aktivitou Mo-
01 a Mo-03 az Mo-05 svédcici o biologické aktivité ptitomného kovu. Nejvyssi hodnota
cytostatické aktivita (nejmensi hodnota ICsp) byla nalezena pro slouc¢eninu Mo-05, kde je
na centralni atom chelatové vazany fenantrolin, dva monodentatng vazané karbonyly a n°-

vazany substituovany indenyl.
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5 Zavér

Celkoveé bylo provedeno zkoumani a hodnoceni inhibi¢niho ucinku 42 komplexi
obsahujicich jako centralni atom piechodny kov. Testovani bylo provedeno na bunééné
linii MOLT-4 odvozené od lymfocytarni T-buné¢né leukémie a pomoci WST-1 testu byla
nalezena cilova hodnota polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace zivotaschopnosti bunék (ICsp).
V kazdé skupiné obsahujici riizny kov byla nalezena sloucenina s cytostatickou aktivitou
odpovidajici inhibi¢ni aktivité¢ dosud nejpouzivanéjsiho protirakovinného 1é¢iva, cis-DDP.

Struktury nejucinnéjSich organokovovych komplext ptechodnych kovil jsou uvedeny
na schematu 24. Shodnym znakem objevujicim se prakticky u vsech sloucenin je
pfitomnost chelatové vazaného fenantrolinu.

Piiprava novych organokovovych komplexli bude na zikladé téchto vysledka
zameéfena na pripravu niobocenovych fenantrolinovych sloucenin popiipadé nového typu

N,N-chelatovych ligandd.

j ot
H,C “ 2+
NH, @ /,\ED/NHZ OMe
2 OTf Vs 20Tf
N
HSC@ ~ OMe
V-09 V-10 V-11 V-12 <
MeO 5
+ + "
/\/COOMe o . ] O o, oM
| Co % BF,” BF, =
N/ I “co “N ( P 7N —M-co <& v
N | B N | N\ co 7 N /M\O‘CO
s L g ,4 co
| %
Mo-01 Mo-03 Mo-04 Mo-05 Nb-16
Schéma 24 Velmi uicinné organokovové komplexy s 1Csy srovnatelnou s cis-DDP.
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Priloha 1:

Tabulka 4 Tabulka testovanych sloucenin.
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Graf €. 23: Zavislost viability bunék
na koncentraci komplexu Nb-16.
ICso = 14,3+ 1,1 pmol/dm®
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Graf ¢. 24: Zavislost viability bunék
na koncentraci komplexu Mo-01.
ICso = 11,3 £ 0,6 pmol/dm’®
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Graf ¢. 25: Zavislost viability bunék
na koncentraci komplexu Mo-02.
ICs = 51,6 + 13,3 pmol/dm®
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Graf ¢. 26: Zavislost viability bunék
na koncentraci komplexu Mo-03.
ICs = 19,9 £ 0,7 pmol/dm®
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Graf ¢. 27: Zavislost viability bunék
na koncentraci komplexu Mo-04.
ICs = 16,9 £ 0,7 pmol/dm®
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Graf ¢. 28: Zavislost viability buné¢k
na koncentraci komplexu Mo-05.
ICso = 4,9 0,7 pmol/dm®
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Graf €. 29: Zavislost viability bunék
na koncentraci komplexu Mo-06.
ICso = 74,5 £+ 5,3 pmol/dm’®
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Graf €. 30: Zavislost viability bunék
na koncentraci komplexu Mo-07.
ICs = 171,7 + 11 pmol/dm®
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Graf ¢. 31: Zavislost viability bunék
na koncentraci komplexu Mo-08.
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Tato prace je zamétfend na studium cytotoxické aktivity
organokovovych slouc¢enin pfechodnych kovi. Testovani bylo
provedeno na bunééné linii MOLT-4 odvozené od lymfocytarni
T-bunééné leukémie pomoci WST-1 testu. Celkové bylo
provedeno zkoumani a hodnoceni inhibi¢niho G¢inku (ICsp) u 42
organokovovych komplext obsahujicich jako centralni atom
pfechodny kov vanad, niob a molybden. V kazdé skupiné
obsahujici rizny kov byla nalezena sloucenina s cytostatickou
aktivitou odpovidajici inhibi¢ni aktivité dosud nejpouzivangjsiho
protirakovinného léc¢iva, cis-DDP. Tyto nejucinngjsi slouceniny
dale obsahovaly chelatoveé vazany fenantrolin a stericky naro¢né

ligandy (methoxyfenyl, cyklopentadienyl nebo indenyl).
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