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ANOTACE

Bakalaiska  prace  se  zaméfuje na  stanoveni  inhibi¢ni  aktivity  ICso
monocyklopentadienylovych a indenylovych sloucenin molybdenu. V teoretické Casti jsou
zahrnuty zdkladni informace tykajici se nddorového onemocnéni, rozdéleni a popsani
cytostatickych latek az po slouceniny molybdenu. V navazujici praktické casti prace je
popsano testovani organokovovych sloucenin s centralnim kovem molybdenu za pomoci
WST-1 testu na bunécné linii MOLT-4 odvozené od T-lymfocytarni leukémie. Inhibi¢ni
aktivita byla celkové stanovena u 13 molybdenovych sloucenin. Nejaktivnéjsimi komplexy
byly slouceniny (MoS2, MoP2, Mo2) obsahujici N, N'-chelatové vazany 4,7-difenyl-1,10-
fenantrolin. Nejucinngjsim byl komplex M0S2 s ICso = 0,18 + 0,02 umol/l.

KLiICOVA SLOVA
nadory, cytostatika, rakovina, molybdenocendichlorid, WST-1, ICso
TITLE

Determination of cytostatic activity of monocyclopentadienyl and monoindenyl complexes of

molybdenum containing N, N'-chelating ligands

ANNOTATION

This bachelor’s thesis is focused on determination of inhibition activity of ICso
monocyclopentadienyl and indenyl compounds of molybdenum. The theoretical part includes
basic information about tumor diseases, distribution and description of cytostatic substances.
The following practical part describes the testing of organometallic compounds with
molybdenum central metal using a WST-1 assay on the T-lymphoblastic leukemia cell line
MOLT-4. Inhibitory activity was generally determined in 13 molybdenum compounds.
Complexes with the high cytotoxic activity (MoS2, MoP2, Mo2) containig N, N'-chelate 4,7-
diphenyl-1,10-phenanthroline. The complex MoS2 was most effective with 1Cso = 0,18 + 0,02
pmol/1.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AML akutni myeloidni leukémie

ALL akutni lymfatickd leukémie

Ar atomova relativni hmotnost
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CLL chronicka lymfatickd leukémie
CML chronickd myeloidni leukémie

Cp cyklopentadienyl

DACH diaminocyklohexanovy komplex
DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina
ECACC European Collection of Authenticated Cell Cultures
GSH glutathion

I1Cs0 inhibi¢ni polovi¢ni koncentrace
IMDM Iskova modifikace Dulbecova média
KM kultiva¢ni médium

L acidoligand

M centralni atom ptechodného kovu
MDC molybdenocen dichlorid

NK negativni kontrola

PBS sterilni fosfatovy pufr

PK pozitivni kontrola

ROS Reactive Oxygen Species (reaktivni forma kysliku)
RNA ribonukleova kyselina

TDC titanocen dichlorid

WST-1 4-[3-(4-jodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5]-tetrazoliova sodna stl



UvVOD

Nadorovad onemocnéni patii k nejobavanéjSim onemocnénim v rozvinutych statech
svéta, véetné CR. Pfi¢ina nadord tkvi ve ztraté kontroly organismu nad délenim bunék, které
se zacnou zcela rychle a nekontrolovatelné mnozit. Pomoci chemoterapie, 1ze nékteré nadory
vyléCit pouzitim cytostatik, jejichz principem je toxicita pro bunku ve fazi d€leni nebo
rozmnozovani. BohuZzel cytostatika prozatim nedokazou rozliSovat mezi rakovinnymi
a zdravymi rychle se mnozicimi buiikkami, proto zasahuji i1 bunky zdravé. To zptlisobuje
mnoho vedlejsich G¢inkt. Tato pficina vede k hledani novych vysokoudinnych cytostatik

vykazujici co nejmensi intoxikaci organismu.

Cilem mé bakalaiské prace bylo zjisténi inhibi¢ni aktivity (ICso) nové syntetizovanych
cyklopentadienylovych a indenylovych slouc¢enin molybdenu. Stanoveni inhibi¢niho u¢inku

bylo provedeno na lidské T-lymfocytarni linii bunék MOLT-4 pomoci WST-1 testu.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 NADOROVA ONEMOCNENI

V soucasnosti patfi nddorova onemocnéni mezi nejcastéjsi pri¢iny amrti ve vyspélych
oblastech svéta, véetné CR (Stefajir, 2011). Nadorové onemocnéni je zpiisobeno kombinaci
genetickych faktorh a faktorti okolnich prostfedi. Mechanismus vzniku nadorG spociva
vV nekontrolovatelném bujeni tkané, ztraté schopnosti diferenciace, proristanim do zdravé
tkdn¢ jedince a nasledné schopnosti vytvaret metastdze. Nadory se déli na nezhoubné
(benigni), které byvaji presné ohrani¢ené od normalni tkdn€, rostou pomalu a netvori
metastazy. Nadory zhoubné (maligni), které se tvoii rychle a nekontrolovatelné, proliferuji
do bunék okolni tkan¢ a metastazuji (Hampl a kol., 2011, s. 379). Za bunécnou proliferaci
jsou zodpovédné mutageny a karcinogeny, které zpiisobuji mutaci genu, inhibuji tumor
supresorové geny, aktivuji onkogeny a vedou ke zméné genotypu buriky, coz mé za nésledek

nekontrolovatelné mnozeni (Hampl a kol., 2011, s. 379).

Rakovina nejcastéji postihuje kiizi, plice, prsa, travici trakt a také muzské pohlavni

organy (Tichy, 2018).
Typologie nadoru

e karcinomy (epitelova tkan) - ektodermalniho a entodermalniho pivodu,

sarkomy (pojivova tkan) — kosti, chrupavka, svaly apod,

e leukémie (krvetvorna tkan) — zhoubny nador se tvofi v kostni dieni, kde
zpusobuje maligni postizeni leukocytd (bilych krvinek),

e lymfomy (lymfatickd) — nadory, které vychazeji z lymfocyti,

e Dblastomy (zarode¢na tkan) — které vznikaji z nezralych krevnich bunék

(Hofmanova, 2013)
1.1.1 Chemoterapie nadorovych onemocnéni

V zavislosti na typu a stddiu onemocnéni se pii 1écbé nadorG uplatiuje lécba
chirurgicka, radioterapie, chemoterapie a imunoterapie. NejCastéji se vSak jednd o kombinaci
vicero terapeutickych postupii. Cilem je zajisténi optimalniho farmakoterapeutického ucinku
pfi minimalni toxicité a za soucasné prevence vyvoje rezistence (Lincova a kol., 2005, s.

498).
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Navzdory zvySenym investicim do vyzkumu a vyvoje novych chemoterapeutickych
ptipravkl ziistdva uspésSnost 1€cby u pacientd s akutni T-lymfocytarni leukemii (dale jen T-
ALL) nizka a terapeutické moznosti jsou omezené (Folber a kol., 2011). Hlavnim principem
ucinného lé¢ebného postupu je zajisténi optimalniho farmakoterapeutického tcinku. Cilem je
podavani jednotlivych latek pro urcity typ nadoru tak, aby dochazelo k co nejmenSimu
prekryvani se Skodlivych ucinkli jednotlivych cytostatik (HYNIE, 2001, s. 373). Zavaznym
problémem je rezistence na cytostatickou 1€¢bu, ktera mize byt primarni, kdy nador projevuje
nedostate¢nou odpoveéd’ na prvni chemoterapeutickou 1é¢bu anebo sekundarni, kterd nastupuje
po piedchozi 1é¢b¢ a je vyvolana mnoha pfi¢inami. Jednd se o mnohocetnou rezistenci, kdy
dochazi k nadmérné expresi transmembranového P-glykoproteinu, ktery aktivné eliminuje
transport cytostatik ven z buiiky, ¢imz dochazi ke snizeni protinadorového ucinku (Perlik,
2011, s. 142).

1.2 CYTOSTATIKA

Cytostatika jsou latky oznaCované jako protinddorova chemoterapeutika, ktera
zpomaluji ¢i zastavuji rast nadorovych bunck nebo dokonce zpusobuji jejich destrukci.
Nevyhodou pouziti téchto latek je pomérné nizkd selektivita k nddorovym bunkam ¢imz
dochazi k poskozeni i zdravych bun¢k jedince (napt. bunky kostni diené a bunky stfevni

sliznice) (Perlik, 2011, s. 139).
1.2.1 Kilasifikace cytostatik
Cytostatika mizeme klasifikovat z hlediska vicero aspekti:

e cytostatika ovliviiujici nadorovou buiiku v konkrétni fazi bunééného cyklu,
fazové specificka, ktera postihuji urcité faze cyklu (Obr. 1) anebo fazové
nespecificka, kterd postihuji bunécny cyklus ve vSech jeho fazich

e cytostatika dle mechanismu G¢inku

Castg&jsi je viak déleni vychazejici z jejich mechanismu G¢inku (Sliva a kol., 2011, s. 271).
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Metotrexat Protinadorova antibiotika

5-fluorouracil

Obr. 1: Klasifikace fazové specifickych cytostatik (Sliva a kol., 2011, 5.272)
1.2.2 Alkylaéni ¢inidla

Tato skupina cytostatik je jedna z nejcastéji pouzivanych 1é¢iv. Jsou to vysoce reaktivni
slouceniny, ve své molekule zejména obsahuji bis-(chlorethyl)amin, ktery zpusobuje

vyraznou regresi tumort lymfatického systému (Hampl a kol., 2011, s. 381).

Princip téchto latek spociva v tom, Ze se kovalentn¢ vazou na fetézce DNA, a to jak
malignich, tak i normalnich bun¢k a inhibuji tak jeji funkci i déleni bunék. To zpisobuje

jejich smrt (Hynie, 2001, s. 367).

Dalsimi znamymi analogy bis-(chlorethyl)aminu jsou naptiklad fosforové analogy jako
jsou cyklofosfamid, ifosfamid, které jsou v organismu metabolicky pfeméhovany na akrolein,

ktery poskozuje mocovy systém (Hynie, 2001, s. 368).

Dale sem muzeme zatfadit chlorambucil, melfalan busulfan anebo i derivdty
nitrosomocoviny, jimiz jsou karmustin, lomustin, fotemustin, které se ve fyziologickém
prostfedi pfeménuji na 2-chlorethyldiazonovy kation a tim snadno pronikaji do centralni nervové

soustavy. Diky své dobré rozpustnosti v tucich jsou uplatiovany pii mozkovych nadorech

(Lincova a kol., 2005, s. 503).

Dalsi vyznamnou a pocetnou skupinou cytostatik jsou derivaty platiny (cis-platina,

oxaliplatina a karboplatina), které jsou blize popsany v kapitole 2.1.
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1.2.3 Antimetabolity

Antimetabolity jsou latky, které se podobaji pfirozenym metabolitim, coZ jim umoznuje
vstup do buné¢nych reakci, kde inhibuji syntézu nukleotidi a nukleovych kyselin. Dle
chemické struktury se déli na analoga Kkyseliny listové, analoga purini a analoga

pyrimidina (Hampl a kol., 2011, s. 388).

Hlavnim analogem kyseliny listové je methotrexdt, ktery inhibuje enzym
dihydrofolatreduktasu a tim znemoziuje redukci kyseliny listové (folatu), ¢imz je nasledné
zastavena tvorba DNA. Jeho uplatnéni se najde v n¢kterych typech leukémii a lymfomt (Sliva

akol., 2011, s. 272).

Umeéle pfipravené purinové analogy jsou pozménéné molekuly purinovych bazi, které
se zabudovavaji do bunécné struktury DNA nebo RNA a tim se stavaji toxickymi.
Nejznaméjsi zastupce je 6-merkaptopurin, kde jeho metabolity brani syntéze stavebnich
kamenii pro DNA a RNA. Vyuzivd se pii 1écbé akutnich leukémii. Obdobné ptisobi i
strukturni analogy pyrimidind, mezi které patii cytabarin, ktery se vyuZziva na 1é¢bu akutni
myeloidni leukémie a v kombinaci s 5-fluorouracil s jinymi cytostatiky se uplatiiuje v 16¢bé

nadord prsu, vajecnikll a gastrointestindlniho traktu (Hynie, 2001, s. 367).
1.2.4 Inhibitory mitézy

Jsou to prevazné latky rostlinného plvodu, které zplisobuji posSkozeni struktury
mikrotubulii a zabraiiuji bun&énému déleni, zejména inhibici mitotického vieténka. Casto se
také nazyvaji jako mitotické ,,vieténkové™“ jedy. Patii sem alkaloidy z Vinca rosea, které se
pevné vazou na bunétné mikrotubuly a inhibuji jejich polymeraci, napt. vinkristin, ktery
hraje svou roli predevsim v kombinaci s jinymi cytostatiky a vinblastin, ktery se zase pouziva
u nadorl varlat. Dalsimi polosyntetickymi derivaty jsou vindesin a vinorelbin, které se
uplatnuji u karcinomu prsu a u karcinomu priaduskového piivodu (Lincova a kol., 2002,
s. 508-509). Dalsi alkaloidy se nazyvaji taxany. Jsou to cytostatika ptirodniho ptivodu, jedna
se zejména o latky paklitaxelu, ktery je extrahovan z tichomoiského tisu a docetaxelu, ktery
je izolovan z tisu cerveného. Taxany zpusobuji inhibici depolymerizace mikrotubult a vedou
k tvorbé atypickych mikrotubul. Nasledkem je inhibice mitdzy. Nejpouzivangjsi z nich jsou
paklitaxel a docetaxel (Sliva a kol., 2011, s. 273).
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1.2.5 Inhibitory topoizomerazy

Inhibitory topoizomerazy blokuji rozdéleni DNA pii mitéze. Hlavnim zéastupcem
topoizoemrazy II je etoposid, ktery zptsobuje poruchy rozdéleni dvou vlaken DNA. Dals§imi
latky jsou topotekan a irinotekan, coz jsou inhibitory topoizomerazy I, ktera brani rozdéleni
vlaken DNA (Sliva a kol., 2011, s. 273).

1.2.6 Interkala¢ni latky

Jde o interkala¢ni cytostatika, ktera se vimezetuji (interkaluji) nekovalentni vazbou mezi
ob¢ vlakna DNA, pficemz tak zabraiuji jeji replikaci a transkripci a také zplsobuji inhibici
topoizomerazy. Do téchto latek miizeme zahrnout antracykliny (cytotoxicka antibiotika) jako
jsou doxorubicin, epirubicin, idarubicin nebo aktinomyciny daktinomycin, bleomycin ¢i
mitomycin (Sliva a kol., 2011, s. 273).

1.2.7 Hormonalni cytostatika

Jako dalsi latky se v 1écb& nddorovych onemocnéni vyuZzivaji derivaty nékterych

hormont a jejich antagonistl (Hampl a kol., 2011, s. 391).

V 1é¢bé rakoviny Zenského Ustroji se uplatiiuji predevsim antiestrogeny tamoxifen,
toremifen a rakoviny prsu inhibitor periferni aromatazy ovliviwjici pfimou tvorbu estrogenu
nazyvan exemestan. Pfi karcinomu prostaty se vyuZiva analog gonadoliberinu (analog

hypothalamického hormonu) leuprolerin, goserelin (Sliva a kol., 2011, s. 277).
1.2.8 Ostatni protinadorova léciva

Asparagindza, jedna se o enzym izolovany napi. z Escherichia coli katalyzujici hydrolyzu L-
asparaginu na kyselinu asparagovou a amoniak. Nedostatek této aminokyseliny zplsobuje
omezeni bunééné proliferace. V kombinaci s jinymi chemoterapeutiky se pouziva u akutni
lymfoblastické leukemie (Sliva a kol., 2011, s. 277). Mitotan, je latka s cytotoxickym
ucinkem, ktera je derivatem nejznaméjSiho insekticida DDT (1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-
chlorfenyl)ethan) a inhibuje tvorbu glukokortikoidd v kiife nadledvin, vyuziva se pii 1écbé
karcinomu nadledvin (Sliva a kol., 2011, s. 278).

Tretinoin (kys. all-trans retinovda) a isotretinoin (kys. cis-retinovd) jsou retinoidy
vitaminu A. Pusobi na vyzravani bilych krvinek a pouzivaji se u nékterych nadorti i na 1é¢bu
akné. Estramustin je hormonalni cytostatikum, které je soucasti bis(chlorethyl)aminu a je
navazan na hormonalni nosi¢ 17-beta-estradiol. Estramustin se kumuluje v prostaté, kde ma

dvoji ucinek, a to jak cytotoxicky, tak antimitoticky. Je vyuzivan u karcinomu prostaty.
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Hydroxyurea, je obdoba mocoviny, ktera blokuje syntézu a opravu DNA, tim ze blokuje
ribonukleotidreduktazu. Je vyuzivana u chronické myeloidni leukemie nebo karcinomu

cevixu (Sliva a kol., 2011, s. 277).
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2 CYTOSTATICKY AKTIVNI KOMPLEXY PRECHODNYCH
KOVU

Koncentrace kovil v téle je tizce fizena a modulovana buiikami a tkdnémi v disledku
reaktivity pfechodnych kovl v biologickém prostiedi. Ve skute¢nosti je koncentrace
kovovych iontli v bunkach vysoce regulovana a jejich nevyvazenost je spojena s nékolika
onemocnénimi, mezi které patii rakovina. Mechanismus, kterym komplexni sloucenina
uskutecniuje svij ucinek na bunku, neni jednozna¢né znam. Na zaklad¢ empirickych studii lze

mechanismus ucinku popsat nékterym ze 7 uvedenych ptipadi a to:

e piima vazba kovového fragmentu na cil (buiiku),

e kov ma strukturalni ulohu a vazba k biologickému cili nastdva prostfednictvim
nekovalentnich interakci,

e aktivita a asimilace je zplusobena organickymi ligandy, kov je nosi¢ pro jejich
podavani in vivo,

e kovové centrum zplsobuje poskozeni bunck produkci reaktivnich druhti kysliku
(ROS),

e komplexni sloucenina je fotoaktivni a chova se jako fotosenzibilizator,

e prechodny kov je radia¢ni zesilova¢ nebo je radioaktivni (napt. Ra, Rn, Po, U, Th

apod.) (Martins a kol., 2014, s. 1199-1212).
2.1 Platinové komplexy

Objev cytostatické aktivity platinovych komplext predstavuje vychozi bod pro dalsi
studium antitumorové aktivity komplext prechodnych kovil. Zatazeni této skupiny cytostatik
neni jednoznaéné, ale vykazuji podobny mechanismus uéinku jako alkylaéni 1é¢iva (Kostova,
2005, 1, 1-22). Pouzivaji se v 1é¢bé karcinomu délozniho hrdla, vajeénikd, varlat, hlavy
a krku, prsu, mo¢ového méchyte, zaludku, prostaty, plic a dalsi (Ndagi a kol., 2017, s. 600,
599-616).

2.1.1 Cisplatina

Komplex cis-diaminodichlorplatnaty (cis-DDP) je tvofen jednim, dvojmocnym atomem
platiny, dvéma chloridovymi ionty Vv poloze cis a dvéma molekulami amoniaku (Obr. 2).
Vyvoj cis-DDP jako uspésného protinadorového léku je Casto povazovan za prototypovy
uspéch. Velky pocet pacientt, ktefi byli 1éceni pomoci cis-DDP, je ptisobivy. Antitumorovy

ucinek je zprostfedkovan reakci s DNA. Vytvofenim stabilnich kiiZovych vazeb s DNA,
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blokovanim replikace DNA a indukovanim bunécné smrti aktivaci supresorového proteinu

p53 a proteinu p73 (Markowska a kol., 2015, s. 272, 272-275).

Cl NH;
N S
/Pt\
Cl NH;

Obr. 2: Strukturni vzorec cis-DDP

2.1.2 Karboplatina

Karboplatina, (cis-diammin-(1,1-cyklobutandikarboxylato) platnaty komplex), obr. 3),
je méné reaktivngj§i vici DNA nez cis-DDP. Prokazuje vSak mensSi nezadouci ucinky
u onkologickych pacientil, pouziva se zejména u nadord gonad, plic, ORL, sarkomt (Knox

a kol., 1986, s. 46, 1972-1979).

O

HaN o4
Pt X/

HaN' O

O

Obr. 3: Strukturni vzorec karboplatiny

2.1.3 Oxaliplatina

Jedna se o 1R,2R-diammin-cyklohexan-oxalatoplatnaty komplex (DACH, obr. 4), ktery
se Vv klinické praxi nazyva oxaliplatina. Oxaliplatina byla nejprve schvalena pouze ve Francii
v roce 1996 a poté byla formaln¢ dostupna v zemich Evropy v roce 1999 a v USA v roce
2002. Oxaliplatina je registrovana jako 1ék pro kombinovanou chemoterapii s jinymi
chemoterapeutickymi pfipravky pii 1écbé rakoviny tlustého stfeva a nemalobunécného
karcinomu plic. Tento 1€k ma lepsi bezpecnostni profil nez cis-DDP, proto se pouziva

U pacientt, kteti nemohou byt 1é¢eny cis-DDP (Ndagi a kol., 2017, s. 603, 599-616).
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Obr. 4: Strukturni vzorec oxaliplatiny

2.1.4 Satraplatina

Satraplatina (tetraplatina) vzorcem bis-(acetat)-amin-dichlor-cyklohexylamin plati¢itan
(Obr. 5) je sloucenina platiny s oxida¢nim ¢islem +I1V a slouzi jako prekurzor pro slouceniny
Pt (I1). Jeji prednosti je vysoka kineticka stabilita 1é¢iva vzhledem K jejim analogim Pt (II).
Dva dalsi ligandy na oktaedrickém kovovém centru nabizeji mnoho moznosti pro modifikaci
farmakokinetickych parametrii. Protoze intracelularni redukce platiny (IV) na platinu (I) je
pravdépodobné nezbytnd pro aktivaci a naslednou cytotoxicitu. Proto tyto prekurzory
poskytuji lepsi zpusoby transportu aktivniho komplexu cilové nadorové bunce (Bruijnincx
a kol. 2008, s. 12). Satraplatina je také prvnim peroralné dostupnym platinovym IéCivem
(Ndagi a kol., 2017, s. 605, 599-616).

TH3
o e
Clys;;.. ’ e NH 3 >
Pt =l y
\ e
cu/’ NH>
0. 0
CHs,

Obr. 5: Strukturni vzorec satraplatiny

2.1.5 DalSi analoga platiny

Od 80. let bylo vyvinuto mnoho dalsich platinovych derivati, které se uplatiuji
piiblizné¢ v 50-70 % léCebnych schématech uzivanych k 1é¢be onkologickych pacienti.
Ptestoze 1éCba platinovymi léky je doprovdzena zavaznymi vedlejSimi ucinky, povazuji se
tyto komplexy za ,trhaky* ve farmaceutickém primyslu. Vzhledem k soucasnému pokroku
Vv 1é€beé rakoviny doslo v roce 2012 k 8,2 miliond tmrti na rakovinu z celkového poctu 14,1

miliont u pacientd s rakovinou a vétSina soucasné uzivanych chemoterapeutickych latek, jako
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je cis-DDP, je vysoce toxicka, coz otevira nové moznosti syntézy a charakterizace novych
1é¢iv se snizenou toxicitou a vysokym terapeutickym indexem (Martins a kol., 2014, s. 1199-
1212).

Na tomto zaklad¢ byla odvozena ftada alternativnich platinovych derivatd, jako
ormaplatina, aroplatina, enloplatina, zeniplatina, sebriplatina, miboplatina, picoplatina,
iproplatina, avsak nejsou tolik znamy. Dale nové syntetizované derivaty nedaplatina, ktera
byla schvalena pro klinické vyuziti v praxi v Japonsku a lobaplatina, ktera byla schvalena

pro pouziti v Cing.
2.2 NEPLATINOVE KOMPLEXY

Bylo prokazano, ze biologicka aktivita a mechanismus plsobeni sloucenin ptfechodnych
kovli mohou byt ovliviiovdny pfitomnym kovem, jeho oxidacnim stavem a ligandy. Je
uvedeno, ze pro velkou vétSinu komplexnich sloucenin je antitumorova aktivita spojena

s vazbou kovového centra kovu na cilové proteiny anebo DNA.

Vtab. 1 jsou uvedeny a zvyraznény komplexy vykazujici vysokou antitumorovou

aktivitu.

Tab. 1: Cytostaticky aktivni komplexy vykazujici antitumorovou aktivitu

\% v Vi Vil Vil IX X XI
Ti \Y/ Cr Mn Fe Co Ni Cu
Zr Nb Mo Tc Ru Rh Pd Ag
Hf Ta w Re Os Ir Pt Au

2.2.1 Lomené metalloceny

Lomené metalloceny kovu 4. skupiny (Ti, Zr, Hf) a skupiny 5.-7. (Nb, Ta, Mo, W, Re,
Tc) maji lomenou molekulu. Jejich molekula je tvofena centralnim atomem M, na ktery jsou
vazéany dva bis(cyklopentadienové) kruhy (Cp) a dva acidoligandy (L). Ligandy mohou byt
(Cl, Br, I, CN, SCN...), obecny vzorec lomenych metallocenti je Cp2ML> (Obr. 6).
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Obr. 6: Obecna struktura lomenych metalloceni

Kde: M = centralni atom kovu, L = acidoligand, R = substituent

Lomené metalloceny diky své variabilni substituci Cp kruhu a acidoligandti poskytuji
mnoho kombinaci pro vylepSeni jejich biologickych vlastnosti. VIliv modifikace
cyklopentadienylovych kruhl rGznymi organickymi substituenty je na cytotoxicitu velmi
vyrazna. Dal$i moznosti, avSak snizkym vlivem na cytotoxicitu mlze byt vymeéna
chloridového ligandu za jiny halogenid ¢i pseudohalogenid. Lomené metalloceny maji
obdobné strukturni parametry jako Cis-DDP, proto se staly prvni studovanou alternativou
1é¢iv na bazi platiny (Houser, 2010, s. 117).

Pocatkem 80. let Kopf-Maier a Kopf zkoumali biologickou aktivitu obsahlé tady
lomenych  metalloceni  CpoMX. (M=Ti, V, Nb, Mo; X =dihalogenidy).
Metallocendihalogenidy jsou schopny modifikovat molekuly na rliznych mistech (Obr. 6).
Bylo zjisténo, Ze metallocendihalogenidy ptisobi na Sirokou $kalu mysich a lidskych nadort,

a to s niz§im toxickym G¢inkem nez cisplatina (Meléndez, 2012, s. 36-52).

Nejvetsi cytostatickou aktivitu vykazovaly  metallocenové slouceniny
s centralnim atomem Ti (Ar = 47,87), V (Ar =50,94), Fe (Ar =55,85), Nb (Ar = 92,91), Mo
aktivitu prokazaly slouceniny s atomem Ta (Ar = 180,95) a W (Ar = 183,84) a Zr (Ar =
91,22) s Hf (Ar = 178,49) byly zcela neucinné (Kopf-Maier a Krahl, 1983, s. 44, 317-28).

Kopf-Maeir a Kopf ze svych predchazejicich pokusii zjistili, Ze titanocen dichlorid
(Cp2TiClz, TDC) byl nejaktivnejsi metallocen in vitro, ale jeho nizka hydrolyticka stabilita
branila tomu, aby byl dikladné studovan (Kopf-Maier a Krahl, 1983, s. 44, 317-28).
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2.2.2 Slouceniny molybdenu s cytotoxickym u¢inkem

Molybden je nezbytnym stopovym kovem pro organismy, hraje klicovou ulohu jako
kofaktor pro dulezit¢ enzymy (v proteinech obsahujici siru) a enzymatickych reakci, které
jsou zodpovédné za metabolismus Fe a detoxikaci sulfidi (Bandarra a kol., 2010, s. 1171-
1177). Mnozstvi slou¢enin Mo vykazuje karcinostatickou aktivitu vici nadorovym bunkam
jako je napf. karcinom prsu nebo jicnu. Uginnost proti nddorovym buitkdm byla popsana
u slouc¢enin Na2MoOs, heteropolykyseliny molybdenovych soli, polyoxomolybdenaty a Mo
komplexy vazané na malé karboranové ligandy. V roce 2000, Halletal a kol. poukazali na to,
ze molybdenové komplexy, které jsou navazany na malé karboranové ligandy, C2Bs nebo
C2B3 vykazuji na mysich a lidskych kultivovanych bufikach silné cytotoxické uéinky proti
leukémii a lymfomum a piekvapivé také proti vybranym solidnim nadorim (Matos a Kkol.,

2008, s. 1-6).

Mechanismus pusobeni vétsiny komplexid molybdenu neni zcela znam. Je, ale ziejmé,
ze inhibicni aktivita souvisi s poSkozenim DNA, coZ je zplsobeno pfimym plsobenim
na molekulu DNA, naptiklad interkalaci dvousroubovice nebo oxida¢nim téinkem vzniklych
volnych radikalt kysliku (Bandarra a kol., 2010, s. 1171-1177).

Zvlaste dilezita je fada derivati molybdenocen dichloridu (Obr. 7). Zda se, ze tyto slouceniny
pusobi koordinaci na fadu biomolekul, z nichz vétSina jsou proteiny. Ve skutecnosti bylo
identifikovano né€kolik moznych cill, které podporuji pozorovanou antiproliferacni aktivitu,
jako je koordinace s tubulinem, interakce s lidskym sérovym albuminem, inhibice

proteinkinasy C a $tépeni DNA (Martins a kol., 2014, s. 1199-1212).

Obr. 7: Molybdenocen dichlorid
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Molybdenocen dichlorid (Cp2MoCl;, MDC) je za fyziologickych podminek
hydrolyticky stabiln¢jsi nez TDC (Meléndez, 2012, s. 4-12).

Mechanismus uc¢inku Cp2MoCl; podobné jako u ostatnich metallocent neni zcela znam.
Marks a kol. se domnivaji, ze inhibice proteinkinasy C (enzym, ktery reguluje bunétnou
proliferaci) by mohl byt jeden z u¢inktt MDC, ktery by mohl vyvolat protinddorovou aktivitu
(Meléndez, 2012, s. 4-12).

Nedavno byla vyvinuta analyticka metoda ICP-AES. Tato metoda umoziuje stanovit
vazebné interakce kovu a pomocnych ligandii molybdenocenové slouc¢eniny s DNA. Slouzi
K uréeni mnozstvi molybdenu pfipojeného k DNA za pomoci bunék teleciho brzliku
a dialyzy, ktera upravuje vzorek pro co nejpodobnéjsi prostiedi builky. Bylo zjisténo, ze
z aplikované molybdenocenové slouceniny se na DNA vazou okolo 5-10 %, zatimco TDC se
vaze okolo 90-95 % (Meléndez, 2011, s. 4-12). Ackoliv je tato vznikld interakce slaba
a nestabilni, je pfesto mozné, ze pomocné ligandy hraji dilezitou roli ve vazbé
molybdenocenu na DNA. Rodri'guez a kol. poukazuji na to, ze glutathion (GSH)
z mechanistického hlediska je moZznym nosi¢em Mo (IV) v krvi a vyloudili tak DNA jako

cilovou slozku u¢inku molybdenocenovych slou¢enin (Rodr1’guez a kol., 2004, s. 576).

Harding a kol. prokazali, ze GSH (intracelularni tripeptid zodpovédny za reakci
s elektrofilnimi cytotoxickymi 1éky) s [Cp2Mo0*] tvofi stabilni adukt Cp2Mo(GS)2 a domnivaji
se, ze hraje dileZitou roli v mechanismu u¢inku MDC. Dalsi experimenty naznacuji, Ze MDC
na rozdil tfeba od vanadocen dichloridu (VDC) je schopny koordinace k nukleobazim,

nukleosidiim a nukleotidim (Melendéz, 2011, s. 4-12).

2.2.3 Monocyklopentadienylové a indenylové komplexy molybdenu

Dale byla zkoumana biologicka aktivita u cyklopentadienylovych komplexi molybdenu.
Charakteristicky vzorec téchto slouc¢enin (Obr. 8), kde ring (Cp) predstavuje bud’
cyklopentadienylovou nebo indenylovou skupinu, Yn ptedstavuje substituent, kterym muze
byt alkyl, alken, aryl, halogen, C(O)R, CHRCO2R', CHROH, kyano anebo nitro skupina.
L a L' predstavuji bud’ dva nezavislé ligandy koordinované prostfednictvim halogenidii nebo
donorovych atomi C, N, O, P, S. Z" ptedstavuje celkovy naboj Mo' komplexu. A" je vhodny
kompenzujici aniont (Matos a kol., 2008, s. 1-6).

25



A

Mo

L'~/ ~CO
L co

Obr. 8: Struktura komplexu molybdenu
Kde: Y = cyklopentadienyl nebo indenyl, Z* = celkovy naboj komplexu, A” = aniont

Romaea a kol. zavedli cyklopentadienyl a indenyl v molybdenovych slou¢eninach s N,
N' chelatujicim ligandem jako novou skupinu vysoce cytotoxickych druhi proti nékolika
nadorovym bunéénym liniim. Nasledujici studie rozsitily fadu cytotoxickych u¢innych latek
a prinesly v€asny ptehled o mechanismu jejich plisobeni. Zda se, Ze cytotoxicita slouc¢enin
molybdenu souvisi hlavné s povahou koordinovaného chelatacniho ligandu. Byla pozorovana
vysoka aktivita u komplexti obsahujicich 1,10-fentantrolin a jeho 4,7-difenylovy derivat
(Mroézek a kol., 2016, s. 519-529).

2.2.4 Akutni lymfoblasticka leukémie a bunééna linie MOLT- 4

Leukemicka onemocnéni se d€li dle typu zmnoZzeni bilych krvinek na myeloidni, kde je
postizena vyvojova fada monocyti ¢i granulocytt, a lymfoidni, ktera postihuje tvorbu
lymfocyti. Do déleni také zasahuje, které vyvojové stddium hematopoézy je postiZzeno.
U akutniho onemocnéni jsou postizeny buiiky v raném vyvojovém stadiu ve formé blastd,
ktery je charakterizovdno rychlym nastupem onemocnéni, kdezto u druhé formy, chronické,
jsou postizeny zralé¢ bunky a onemocnéni probihd po dlouhou dobu bezpiiznakové. Na
zakladé tohoto déleni rozliSujeme 4 typy leukemii, a to akutni myeloidni leukémie (AML),
akutni lymfaticka leukémie (ALL), chronickd myeloidni leukémie (CML) a chronicka
lymfocytarni leukémie (CLL).

Jednou z nejcastéji diagnostikovanou leukémii pievazné v détském veéku okolo 1-5 let
je akutni lymfoblasticka leukémie T-lymfocyti. U dospélych T-ALL piedstavuje jen 1 %
nadorovych onemocnéni a tvoii asi 20 % vSech akutnich leukémii. T-ALL je neustale se

vyvijejici a agresivni hematologicky nador.
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Jednotlivé druhy leukemii od sebe odliSujeme pomoci imunofenotypizacni diagnostiky
za vyuziti CD znaki (z ang. Cluster of Differentiation) spole¢nym znakem leukemii je CD
pozitivita téchto povrchovych bunéénych antigenti: CD1, CD2, CD3, CD4 a CDS8 (Folber
a kol., 2011).

Jako modelovy systém V této bakalarské praci byla pouzita bunécné linie MOLT-4,
odvozena pravé od lidské akutni T-lymfocytarni leukémie. Bunééna linie na svém povrchu
exprimuje tyto CD znaky: CD1 (49 %), CD2 (35 %), CD3 A (26 %) B (33 %) C (34 %), CD4
(55 %), CD5 (72 %), CD6 (22 %), CD7 (77 %) (Foltanova, 2010, s. 33).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1

Pouzité pristroje a pomiicky

Svételny mikroskop TMS CFWE 10xA/18 (NIKON, Japonsko) — max. zvétSeni 160x
Laminarni box Heraeus typ HS 12, (Gepriifte Sicherheit, Némecko)

Spektrofotometr Tecan, PRO INFINITY 200 (Tecan Trading AG, Svycarsko) - rezimy
meéfeni: intenzita fluorescence, luminiscence, fluorescenéni rezonan¢ni pienos energie,
absorbance

Inkubator CO190TC, CO: incubator (Hepa, Nizozemsko) - teplotni rozsah: 5-50 °C,
koncentrace COz: 0,1- 20 %, relativni vlhkost: az 95 % pii 37 °C

Centrifuga Universal 32R, (Hettich zentrifugen, Némecko) — max. rychlost 15 000 ot/min
Lednicka a mraznic¢ka (Liebherr Premium, Némecko) — vykon 0,747 kWh/24 h

Plynovy kahan (TRIGON PLUS, CR) — teplota plamene 1300 °C

Analytické vahy ABJ 220- 4M (KERN, Némecko) — vazivost 220 g

Sada plastovych zkumavek (PPT, Nizozemsko) — rozsah objemu: 15 ml, 50 ml
Polypropylenova zkumavka typu Eppendorf (Sarstedt, Némecko) — 1,5 ml

Sada plastovych $picek (PPT, Nizozemsko) — rozsah objemu: 0,1-10 ul, 2-200 pl, 50-100
ul

Mikrotitra¢ni desticka Corning 96 Flat Transparent Polystyrol (PPT, Nizozemsko) —
rovné dno

Pocitaci komiirka dle Biirkera (Meopta, USA) — hloubka 0,1 mm, plocha sité 9 mm?

Sada jednokanalovych pipet (Eppendorf AG, Némecko) — pipetovaci objem: 0,2-10 pl, 2-
20 pl, 20-100 pl, 100-1000 pl

Davkovaci pipetor, Multipette M4 (Eppendorf, Némecko) — jednokanalovy, rozsah
objemu: 1 ul —10 ml

Inkubaéni lahve (PPT, Nizozemsko) — objem 25 cm?, 75 cm?

28



Chemikalie a roztoky

Iskova modifikace Dulbecova média (dale jen IMDM) dodavano od firmy Biosera
(Francie). Kompletni kultivaéni médium (dale jen KM) pro buiky MOLT-4 bylo
pfipraveno smichanim 39 ml IMDM, 10 ml fetadlniho teleciho séra), 0,5 ml L-
glutaminu a 0,5 ml penicilinu/streptomycinu, (v§e od Sigma-Aldrich, USA).
Trypanovéa modf od firmy Sigma Aldrich (USA) pfipravend jako 0,5 % vodny roztok
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide.

Sterilni fosfatovy pufr PBS od firmy PAA laboratories GmbH (Rakousko), pH 7,4.
WST-1 ¢inidlo od firmy Roche Applied Science (Svycarsko).

DMSO od firmy Sigma Aldrich (USA).

Slouc¢eniny molybdenu, které poskytla Katedra obecné a anorganické chemie

Univerzity Pardubice jsou uvedeny v tab. 2.

Tab. 2: Tabulka testovanych komplexd molybdenu
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3.3 Metodicka ¢ast

3.3.1 Kaultivace bunééné linie MOLT-4

K testovani cytotoxické aktivity molybdenovych komplexti byly vybrany suspenzni
buiky T-lymfocytdrni leukémie linie MOLT-4, které byly ziskany z ECACC (Velka
Britanie). Kultivace bunék MOLT-4 byla provedena v KM za aseptickych podminek pii 37°C

vV kontrolované atmosféie s 5 % COa.
3.3.2 Stanoveni po¢tu bunék bunééné linie MOLT-4

Stanoveni poctu bunék bylo provedeno za vyuziti barveni trypanové modii. Do
zkumavky typu eppendorf bylo z kultivaéni lahve napipetovano 50 pl dobie promichané
bunécné linie MOLT-4 a bylo pfidano stejné mnozstvi barviva trypanové modfi, cely obsah
byl dobfe promichén. Po promichani byla naplnéna Biirkerova komurka a byly spocitany zivé

i mrtvé buniky v 50 ¢tvercich, pfi¢emz bylo dodrzovano pravidlo dvou stran (Obr. 9).
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Obr. 9: Zobrazeni Biirkerovy komiirky (Porcinas, 2018)

Kde: Sedé je oznageno 50 &étverct, v kterych poéitame buiiky, které se dotykaji Gervené

zvyraznénych stran, aby bylo zachovano pravidlo dvou stran.
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3.3.3 Priprava bunécné suspenze

Pted zacatkem testovani byl spocitan v Biirkerové komurce pod mikroskopem aktualni
pocet bunék MOLT-4. Za pomoci KM bylo upraveno mnozstvi bunék MOLT-4 tak, aby
vysledna koncentrace byla 3 x 10° bunék MOLT-4 v 10 ml kultivaéniho média.

3.3.4 Priprava roztoki testovanych komplexi

K rozpusténi testovaného komplexu bylo pouzito nepolarni rozpoustédlo
dimethylsulfoxid (DMSO). Navazka testovaného komplexu o hmotnosti 2 mg, byla
rozpusténa v 50 ul DMSO, poté byl DMSO ziedén pomoci 450 ul KM na vysledny objem
500 pl, tento roztok byl oznaCen jako zdsobni roztok. Mnozstvi pouZittho DMSO bylo
limitovano kvili jeho toxicité na bunécné linii a jeho schopnosti naruSovat integritu bunééné

membrany viz kapitola 3.4.

Pro stanoveni cytotoxického uc€inku syntetizovanych komplexi molybdenocenu na
bunécné linii MOLT-4 byly pouzity dale pro kazdy testovany komplex 2 roztoky a to 100
umol/l roztok A a 5 umol/l roztok B, které byly nadale fedény do mikrotitracni desticky. Za

pomoci vzorce 1 byla vypocitana koncentrace testované slouceniny v zasobnim roztoku.

Vzorec 1 — Vzorec pro vypocet koncentrace zasobniho roztoku

— m 103
“TMv

Kde: ¢ je koncentrace zasobniho roztoku testované slou¢eniny (umol/l), m je hmotnost testované slou¢eniny
(mg), M je molarni hmotnost testované slouc¢eniny (g/mol) a V je objem, ktery byl stanoven pro zasobni

roztok (ml)

Pomoci vzorce 2 bylo spocitano, jaké mnozstvi zadsobniho roztoku ma byt odebrano,

abychom ziskaly 1200 pl roztoku A o koncentraci 100 pmol/l.
Vzorec 2 — Vzorec pro vypocet objemu roztoku A
Ci Vl =Cy Vz

Kde: c; je koncentrace roztoku A (100 umol/l), V1 je objem roztoku A (1200 pl), 2 je vypocitana koncentrace

zéasobniho roztoku pomoci vzorce 1, V2 (ul) je potfebny objem zasobniho roztoku

Roztok B o koncentraci 5 umol/l byl pfipraven pomoci vzorce 2, ale k fedéni byl pouzit
100 umol/1 roztok A.
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3.3.5 Priprava mikrotitra¢ni desti¢ky

Stanoveni cytotoxického Ucinku testovanych sloucenin bylo provedeno v mikrotitra¢ni

desticce, kterd se sklada z 96 jamek. Na jedné mikrotitracni desti¢ce byly testovany 2 vzorky

komplext. Usporadani mikrotitraéni desticky je znazornéno viz tab. 3. Cytotoxicita komplext

byla testovana v koncentracich 0,1; 0,4; 0,7; 1,5; 2,5; 4; 9; 15; 27 a 50 pmol/l. Do kazdé

jamky podle tab. 4 byl napipetovan ptislusny objem KM, roztoku A i B. Nasledné bylo do

vSech jamek mimo sloupec negativni kontroly (NK), ktery slouzi jako tzv. blank neboli slepy

vzorek napipetovano 3 x 10% bunék MOLT-4 ve 100 ul bunééné suspenze MOLT-4.

Tab. 3: Usporadani mikrotitrac¢ni desti¢ky testovanych slouc¢enin v rozmezi koncentraci od 0,1 — 50 pmol/l

1 2 3 4 5 6 9 10 | 11 | 12
A
B

1VvZz c NK| 01|04 /|07 15 25 15 | 27 | 50 | PK
D
E
F

2VZ G NK|01)]04]|07 |15 25 15 | 27 | 50 | PK
H

Kde: Ve sloupci 1 se nachazi NK tzv. blank neboli slepy vzorek, obsahujici pouze 200 ul KM. Ve sloupci 12 se

nachazi pozitivni kontrola (PK) obsahujici 100 ul KM a 100 ul neovlivnéné bunééné linie MOLT-4.
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Tab. 4: Tabulka pipetovanych objemii roztoki A, B a kultivaéniho média (KM) pro konc. 0,1-50 pmol/l

K?Eiglt/rgce ul roztoku ul KM
01 4 96
0.4 16 84
07 28 | B | 72
15 60 40
2,5 100 -

4 8 92
. 18 82
15 30 A 70
27 o4 %
50 100 :

3.3.6 Inkubace

Po pripravé mikrotitraéni desticky byla desticka 24 hodin inkubovana v inkubatoru pii

teploté 37°C a v hlidané atmosféie s 5 % COo.
3.3.7 Detekce

Po uplynuti inkubaéni doby bylo do kazdé jamky napipetovano 50 pul WST-1 roztoku
(1 ml WST: 4 ml PBS) a poté byla zmétena hodnota absorbance pro kazdou jamku v desticce
pomoci spektrofotometru INFINITY PRO 200 od firmy Tecan Trading AG pfi vinové délce
440 nm. Nésledné¢ byla desticka 3 hodiny inkubovana, a to za stile stejnych podminek
(. 37°C a atmosféra s 5 % CO2). Po inkubaci byla opét zmétena hodnota absorbance pro
kazdou jamku v desti¢ce pomoci spektrofotometru INFINITY PRO 200 pfi vinové délce 440

nm.
3.3.8 Vyhodnoceni WST-1 testu

Cilem této prace bylo ziskani hodnot ICsp testovanych sloucenin molybdenocenovych
komplexti. Hodnota ICsp nam stanovuje koncentraci testované latky majici za néasledek 50 %
inhibici biochemickych a biologickych vlastnosti bunécné linie. Kazda koncentrace se
provadéla ve Ctyfech opakovanich, ze kterych byla spocitana primérna hodnota absorbance
a smérodatna odchylka pro kazdou koncentraci testované slouceniny. Zprimérované hodnoty
absorbance byly ptfed a po inkubac¢ni dobé& odecteny. Vyuzitim softwaru Origin Pro (verze 8,

Microcal Software, Inc., Northampton, MA, USA) v bloku ,,Analyses” pomoci statistické
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metody ,,ANOVA* byly odectené hodnoty absorbance zaneseny do grafil v zavislosti viability
bunck na koncentraci testovanych komplexti a po prolozeni kfivkou, kde typ kiivky vychazi

Z analyzy smérodatnych odchylek (Boltzman, DoseResp, Hill) byla odectena hodnota 1Csq.
3.4 Stanoveni cytotoxicity dimethylsulfoxidu

Ke stanoveni maximalni mozné pouzitelné koncentrace dimethylsulfoxidu pro
zachovani bunécné integrity, byl do 96 - jamkové mikrotitracni destiCky napipetovan roztok
DMSO v koncentracich 0,01; 0,02; 0,04; 0,1; 0,2; 0,3; 0,6; 1; 2; 4 % hm. podle tab. 5.
Roztoky DMSO a piislusné objemy KM byly pipetovany do desti¢ky dle rozpisu tab. 6. Do
kazdé jamky mimo sloupec 1, ktery slouzi jako tzv. slepy vzorek bylo napipetovano 3 x 10%
bunék MOLT-4 ve 100 pl bunétné suspenze MOLT-4. Posledni sloupec obsahoval
neovlivnéné bunky a slouzil jako PK.

Tab. 5: Uspoiadani mikrotitra¢ni desti¢ky testovaného dimethylsulfoxidu (DMSO) v rozmezi koncentraci
0d 0,01 -4 % hm.

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

VZ NK | 001002 004 01 02]03|06 1 2 4 | PK

T| O | MOl |m|>
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Tab. 6: Prehled pipetovanych objemii roztoki dimethylsulfoxidu (DMSO) a kultivaéniho média (KM) pro
koncentrace 0,01-4 % hm

% hm. (DMSO) ul roztoku ul KM
0,01 5 95
0,02 10 90
0,04 20 B 80
0,1 50 50
0,2 100 -
0,3 8 92
0,6 15 85

1 25 A 75
2 50 50
4 100 -

3.4.1 Priprava roztoki testovaného dimethylsulfoxidu

Pro zméteni G€¢inku DMSO na bunécnou liniit MOLT-4 byly pouZzity 2 roztoky, a to
roztok A (8 % hm.) a roztok B (0,4 % hm.). Pomoci vzorce 1 byl pfipraven roztok A (8 %
hm.) ze 100 % DMSO a doplnéného KM na objem 1200 pl.

Roztok B o koncentraci 0,4 % hm. byl taktéZ piipraven pomoci vzorce 1, ale jako c2 byl
pouzit 8 % hm. roztok A.
Cl - V1 = C2 " V2

Kde: c; je koncentrace roztoku B (0,4 % hm.), V1 je objem roztoku B (1200 pl) a ¢ je koncentrace roztoku A (8
% hm.)

3.4.2 Inkubace
Mikrotitracni desticka byla inkubovana za totoZznych podminek jako pfi stanoveni
cytotoxicity testovanych komplex, tj. inkubaéni doba 24 h, 37°C a v hlidané atmosféie s 5 %

COz. Po uplynuti inkubaéni doby byl u¢inek DMSO na bunky MOLT-4 zméfen za vyuziti
WST-1 testu.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Bylo provedeno stanoveni cytotoxické aktivity U 13 nové syntetizovanych
monocyklopentadienylovych a indenylovych komplexi molybdenu, které byly poskytnuty
Katedrou obecné a anorganické chemie Univerzity Pardubice. Tyto komplexy byly rozdéleny
do 3. skupin podle rizného ligandu aromatickych sloucenin. Jejich cytostaticka aktivita byla
stanovena pomoci WST-1 testu na bunécné linii MOLT-4 odvozené od bunétné linie T-
lymfocytarni leukémie. Ziskana data, ktera byla zpracovana v programu Origin Pro jsou
uvedena viz (Graf 1-13) vyjadiujici zavislost viability bunék MOLT-4 na koncentraci

testovaného komplexu.
Skupina ¢islo 1

U skupiny ¢. 1 (MoS1 — MoS3) je na centralni atom molybdenu n° navazany inden
substituovany thiofenem a chelatové vazané rizné typy N, N' liganda: (2,2-bipyridin MoS1,
4,7-difenyl-1,10-fenantrolin MoS2, 5-amino-1,10-fenantrolin MoS3).

Mosl NNL = \ 7/ \ /

ﬁ Mos2 MNNL=

S
=, ¢
\B F
_,..M{V N\
N“/N“co  F F
{ N/ co NN = % N
o MoS3 = HoN—” =N
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Tab. 7: Vysledné hodnoty |Cso jednotlivych komplexi skupiny €. 1

_ MOLT-4
Skupina |  Komplex (1Cs0 pmol/l)
MoS1 50+0,4
1 MoS2 0,18 +0,02
MoS3 1,6 + 0,1

U vSech indenylovych komplexti zafazenych do prvni skupiny byla prokazana vysoka
cytostaticka aktivita odpovidajici hodnoté ICsp v rozmezi ICso = 0,18 az 5,0 pmol/1 viz tab. 7.
Nejvyssi aktivita byla nalezena u komplexu MoS2 1Csp = 0,18 + 0,02 pmol/l obsahujici
5 + 0,4 umol/1) s N, N'-chelatujicim ligandem 1,10-fenantrolinem. Vysledek odpovida diive
publikovanym studiim, kde vanadocenové komplexy obsahujici fenantrolinovy substituent
vykazuji vys§i cytostatickou aktivitu nez v pfipad€ strukturné obdobnych komplext
obsahujici bipyridin (Vinklarek a kol., 2013, s. 2665-2672; Sebestova a kol., 2015, s. 211-
218).
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Graf 1: Zavislost viability bunék MOLT-4 na koncentraci komplexu MoS1

38



110
100 -
9010 - MoS2 - MOLT4
80~ — Fit - Hil1
0] \ IC50 = 0,18 + 0,02 umol/
60 \
0 |-l
40
20
10-

taschopnost [%]

Zivo

-

0 =S e o — = =
T T T T T T rrrrjf T T T L L B L | T T T

0.1

L

10
koncentrace komplexu [umol/l]
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Graf 3: Zavislost viability bunék MOLT-4 na koncentraci komplexu MoS3
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Skupina ¢islo 2

U skupiny ¢. 2 (MoP1 — MoP5) je na centralni atom molybdenu navazany inden
substituovany benzopyrenem a chelatové vazané N, N' ligandy: (1,10-fenantrolin; 4,7-difenyl-
1,10-fenantrolin;  2,9-dimethyl-4,7-difenyl-1,10-fenantrolin;  2,4,7,9-tetramethyl-1,  10-
fenantrolin; 2,2-bichinolin).

MoP1 NN =

74
MoP2 NN = LN

@ F MoP3 MN| =

Mo /

A “CO F (=
KN/ \CO

MoP1 — MoP5 MoPa NN = Z N
N
7=

MoP5 NNp= N
N
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Tab. 8: Vysledné hodnoty ICso jednotlivych komplexi skupiny ¢&. 2

Skupina | Komplex (.I\cﬂsf,)tlﬁn)
MoP1 43+0,3
MoP2 042+02
2 MoP3 10,7+0,7
MoP4 0,52+ 0,03
MoP5 17,15+ 0,75

Ve druhé skupiné péti indenylovych sloucenin se substituovanym benzopyrenem a N,
N'-chelatoveé vazanym ligandem byla nalezena cytostaticka aktivita v rozmezi (ICsp = 0,42 az
17,15 uM, viz tab. 8. Komplexy s nejvyssi aktivitou byly MoP2 s hodnotou ICsp = 0,42 + 0,2
umol/l obsahujici 4,7-difenyl-1,10-fenantrolin a MoP4 s 1Cso = 0,52 = 0,03 umol/l obsahujici
2,4,7,9-tetramethyl-1,10-fenantrolin. Komplex s nejnizsi aktivitou MoP5 1Cso = 17, 15 £ 0,75
obsahoval chelatové vazany bichinolin. Z téchto vysledkti miizeme fici, ze ptitomnost N, N'

ligandu fenantrolinu ve slouc¢eninach MoP1, MoP2, MoP3 a MoP4 cytostatickou aktivitu

zvysuje.
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Graf 8: Zavislost viability bunék MOLT-4 na koncentraci komplexu MoP5

Skupina ¢islo 3

Skupina ¢. 3 zahrnuje monocyklopentadienylové komplexy molybdenu (Mol — Mob5)
obsahujici Cp kruh substituovany benzopyrenem a chelatoveé vazané N, N' ligandy stejného
typu jako skupina ¢. 2. Nalezena cytostaticka aktivita se pohybuje v intervalu (ICso = 0,9 az
11,0 pmol/1) viz tab. 9. Nejvyssi hodnoty byly uréeny u komplexu Mol s ICs = 0,9 + 0,05
umol/l obsahujici 1,10-fenantrolin a komplex Mo2 s aktivitou I1Cso = 1,6 = 0,1 umol/l
obsahujici 4,7-difenyl-1,10-fenantrolin. Nejvyssi hodnotu ICso pak byla stanovena u
komplexu Mo5 ICso = 11,0 £ 0,5 umol/l s vazanym bichinolinem. Z vysledkii mizeme
usoudit, ze u komplexi Mol, Mo2, Mo3, Mo4 ptitomnost N, N' ligandu fenantrolinu v

komplexech zvysuje jejich cytostatickou aktivitu.
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Tab. 9: Vysledné hodnoty ICso jednotlivych komplexi skupiny €. 3

Skupina |  Komplex (|'(\:/|5?:I;fi/l)
Mol 0,9+ 0,05
Mo2 1,6 0,1
3 Mo3 6,6+ 0,6
Mo4 4,6+03
Mo5 11,0£0.5
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4.1 Vyhodnoceni cytotoxicity dimethylsulfoxidu

V tomto experimentu bylo cilem zjistit maximalni moznou koncentraci DMSO pro
rozpus$téni testovanych komplext, ktera nenaruSuje integritu bunééné linie MOLT-4 a nema

vliv na viabilitu bunék.

Bylo zjiSténo, Ze maximalni moZzna koncentrace DMSO, kterou lze pouZzit pro
rozpusténi testovanych komplext, aniz by doSlo k poskozeni bun¢k je < 0,6 % hm.
V koncentracich od 1-4 % hm. DMSO je pozorovan vyrazny pokles viability bun¢k viz (Graf
14).

120

100
80
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*

60

40 *
20
0

S & ¢ RSN N N D
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% viabilita

Graf 14: Zavislost viability (%) bunék MOLT-4 na koncentraci DMSO (% hm.)

Kde: * statisticky vyznamna hodnota ke kontrole (P < 0,05)
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5 ZAVER

Vsechny testované komplexy prokazaly vysokou cytostatickou aktivitu na leukemické
linii MOLT-4. Ve vsech pfipadech je nalezena hodnota 1Cso niz$i nez v ptipadé
nejpouzivanéjsiho antitumorového ¢inidla cis-platiny s hodnotou 1Cso = 15,8 + 1,9 umol/l
(Vinklarek, 2013, s. 2665-2672). Bylo prokazano, Ze antitumorova aktivita je zavisla na typu
bichinolin. Nejvyssi aktivita byla zaznamenana u komplexti obsahujici 4,7-difenyl-1,10-
fenantrolin. Nejvyssi hodnota byla nalezana u komplexu MoS2 s ICso = 0,18 + 0,02 umol/I.
Komplexy MoS2 a MoP2 obsahujici ve své struktufe indenyl substituovany benzopyrenem
a chelatové vazanym 4,7-difenyl-1,10-fenantrolinem maji v porovnani s komplexy obsahuji
Cp kruh substituovany benzopyrenem vyssi aktivitu. Komplex MoP1 obsahujici inden
substitutovany benzopyrenem a N, N' vazanym fenantrolinem vykazuje mensi i¢innost, nez
Mol se strukturou monocyklopentadienylu substituovany benzopyrenem a stejnym ligandem.
Z vysledkii vyplyva, ze monocyklopentadienylové komplexy 3. skupiny jsou ve vétSing

pripada cytostaticky aktivnéjs$i nez komplexy 2. skupiny obsahujici inden se stejnymi ligandy.

Pro ptesnéjsi vyhodnoceni aktivity riznych typil ligandi by bylo nutné zkompletovat

jednotlivé fady N, N'-chelatoveé vazanych ligandi.
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Bakalatska prace se zamétuje na stanoveni inhibi¢ni aktivity
ICs0 monocyklopentadienylovych a indenylovych sloucenin
molybdenu. V teoretické c¢asti jsou zahrnuty zakladni
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