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ANOTACE

Vanadocendichlorid Cp,VCl, (VDC) zastupuje skupinu lomenych metallocent, jez
jsou v dnesni dobé¢ intenzivné studovany z hlediska jejich kancerostatické aktivity. Tato
prace je zaméfena na stanoveni bunéfné cytotoxicity vanadocenovych a 1,1’-dimethyl
vanadocenovych komplexti v porovnani se standardné pouZzivanym cytostatikem Ccis-
diaminodichloroplatinou (cDDP) Pro srovnani byla do studie zahrnuta také chemikalie
titanocendichlorid Cp,TiCl, (TDC), ktery byl doposud, jako jediny zastupce ze skupiny
metallocend, V klinickych studiich testovan pro své kancerostatické vlastnosti. Vybranym
modelem byla nadorova linie HL-60.

Testovanymi latkami v této praci byly: Cp,VCl,;, Cp,V(OOC),, [Cp2V(his)]ClI,
[Cp2V(acac)]Cl, a  methylované  derivaty  (MeCp),VCl,,  (MeCp),V(OOC),
[(MeCp),V (his)]Cl. Vysledné informace byly ziskany pomoci dvou metod — MTT-testem a
Apoptestem.

Vysledna data potvrdily protinddorovou ucinnost vanadocenovych komplexi.
Jejich hodnoty LDsy se pohybovaly vrozmezi 0,14 — 0,20 mmol / I Testované
vanadocenové slouceniny indukuji apoptézu u nadorové bunécné linie HL-60 spolu
scDDP. U komplexu TDC byla prokazana minimalni schopnost indukovat apoptdézu
bun¢k HL-60.

Klic¢ova slova: rakovina, cytostatika, cis-platina, lomenné metalloceny, titanocendichlorid,

vanadocendichlorid, vanadocenové komplexy, MTT-test, Apoptest



ANNOTATION

Vanadocene dichloride Cp,VCl, (VDC) represent the group of metallocenes which
are intesively studied for their cancerostatic activity. The thesis was focused on the
research of cell cytotoxicity of the vanadocene and 1,1°- dimethyl vanadocene complexes
in comparison with standardly used cytostatic drug cis-diamminedichloroplatinum (cDDP).
In this studie was comprised also titanocene dichloride Cp,TiCl, (TDC), which was the
only one from the group of metallocenes clinical tested for his antitumor activity. As a
model system was selected cancer cell line HL-60.

In the project were tested these substances: Cp,VCl,, Cp,V(OOC),, [Cp.V (his)]CI,
[Cp2V(acac)]Cl, and methyl derivates (MeCp),VCl,, (MeCp),V(00C),
[(MeCp),V (his)]CI. For the testing we used two methods — MTT-test and Apoptest.

The results confirmed anticancer effect of the vanadocene complexes. The values of
LDso ranged between 0,14 — 0,20 mmol / I. The vanadocene compounds and cDDP caused
the induction of apoptosis in the cell line HL-60. The minimal induction of apoptosis was

proved after the exposure of the complex TDC in the cell line HL-60.

Keywords: cancer, cytostatic drugs, cis-platinum, metallocenes, titanocene dichloride,

vanadocene dichloride, vanadocene complexes, MTT-test, Apoptest



SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

aa
AIDS
ALL
AML
Ann
ATP
BB pufr
bb
cDDP
Cp
DMSO
dTMP
dUMP
EAT
FITC
FS

FTS
GO, G1, G2
hTF
IMDM

LDso

aminokyselina

Acquired Immune Deficiency Syndrome

akutni lymfoblasticka leukémie
akutni myeloblastickd leukémie
Annexin

adenosintrifosfat

binding buffer

bunky

cis-platina, [Pt(NHs).Cl,]
cyklopentadienyl, n°-CsHs
dimethyl sulfoxid
deoxythymidin monofosfat
deoxyuridin monofosfat
Ehrilichtiv ascitovany tumor
fluoresceinisothiokyanat
forward scatter

fetalni teleci sérum

klidové faze bunééného cyklu
lidsky sérovy transferin

Iscova modifikace Dulbeccova média

50% letalni davka



M mitdza

MDR multidrug resistence

MeVDC dimethylvanadocendichlorid, (MeCp),VCl,
MeVD-His dimethylvanadocenhistidin, [(MeCp),V (his)]CI
MeVD-Ox dimethylvanadocenoxalat, (MeCp),V(OOC);
MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
MTX methotrexat

ot. / min. otacek za minut

PBS fosfatovy pufr

Pl propidiumjodid

PNC penicilin

PS fosfatidylserin

S synteticka faze buné¢ného cyklu

SS side scatter

STR streptomycin

TDC titanocendichlorid, Cp,TiCl,

VD-acac vanadocenacetylacetonat, [Cp,V(acac)]Cl
VDC vanadocendichlorid, Cp,VCl,

VD-His vanadocenhistidin, [Cp,V(his)]CI

VD-0Ox vanadocenoxalat, Cp,V(OOC),
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1.UVOD

Nadorova onemocnéni jsou jednou z nejcastéjsich pticin predcasného umrti v lidské
populaci. Pouziti protinadorovych chemoterapeutik je vedle chirurgického odstranéni a
ozareni nadoru nedilnou soucasti pti 1éCb¢ rakoviny.

V dnesni dob¢ lze vybirat ze Sirokého spektra cytostatik a indikovat je u celé fady
rakovinovych onemocnéni. Velkou vyhodou chemoterapie je mozZnost vzajemného
kombinovani cytostatik. ProtoZe vSak pfi terapii t€émito l€civy dochazi k rozvoji vedlejSich
nezadoucich ucinkd, jsou z tohoto diivodu stale syntetizovana a testovana nova cytostatika.

Lomené metalloceny, jejichz kancerostaticka aktivita byla prokdzana jiz na konci
70. let 20. stoleti na rozsahlém panelu lidskych nadord, patii v soucasnosti mezi intenzivné
studované potenciondlné cytostatické slouceniny. Do této skupiny organokovovych
komplexti je fazen 1 vanadocendichlorid a jeho odvozené derivaty, jez také vykazuji

cytostaticky ucinek.

Cilem této diplomové prace je testovani vybranych vanadocenovych a 1,1'-
dimethylvanadocenovych komplext na lidské bunécné nadorové linit HL-60. Studovanymi
slouc¢eninami jsou: Cp,VCl,, Cp,V(OOC),, [Cp2V(his)]CI, [Cp.V(acac)]Cl, a methylované
derivaty  (MeCp).VCl,,  (MeCp).V(OOC), a [(MeCp),V(his)]|Cl. Na zékladé
spektrofotometrické metody stanovit 50 % letalni davku (LDsg) pro jednotlivé slouceniny.
Metodou pratokové cytometrie porovnat schopnost testovanych komplexti indukovat
bunétnou apoptézu. Ziskana data vyhodnotit a porovnat je s vysledky ziskanymi
testovanim komplexu cis-diamminchloroplatnatého [Pt(NH3),Cl,] a titanocendichloridu
Cp.TiCl,.
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2. Cytostatika

Cytostatika, jsou protinadorova chemoterapeutika, ktera se vyuzivaji, vedle dalsich
terapeutickych postupt (chirurgické odstranéni a ozareni nadoru), k 1é¢bé raznych typi
rakovinovych onemocnéni. Tyto slouCeniny obecné patii mezi latky cytotoxické, které
svymi u¢inky ovliviiuji bunéény cyklus nadorovych bunék. V dnesni dobé je dostupné
Siroké spektrum téchto latek a diky tomu, je velkym pokrokem moznost volby jejich
vzajemné kombinace. Ta muze zesilovat G¢inky podavanych 1é¢iv a také omezit vznik
rezistence bun€k vici cytostatikiim. Vzhledem k tomu, ze tyto latky maji fadu nezadoucich
ucinkt, vyuziva se pii 16€bé nadorl i pomocna (adjuvantni) terapie. Do této skupiny patii
naptiklad latky proti zvraceni (antiemetika) nebo léky zabraiujici bakteridlnim infekcim

(antibiotika)®.

2.1 Chemoterapie nadorovych onemocnéni

Hlavnim cilem cytostatické 1écby je bezpochyby vyléfeni nemocného pacienta.
Z farmakologického hlediska je cilem protinddorové chemoterapie zajisténi optimalniho
farmakoterapeutického ucinku, tedy dlouhodobé kompletni remise (zastaveni rastu nadoru)
tak, aby byla cytostatika maximaln¢ uc¢inna viaci nadorovému onemocnéni, byla mozna
prevence vyvoje rezistence a zaroven zachovana minimalni toxicita viici organizmu. Mezi
cesty, které vedou k tomuto cili, patti: zvySovani davek, kombinace protinadorovych 1éCiv,
vyuziti podptrné terapie nebo antagonisti vedlejSich nezadoucich u¢inka cytostatik. Dale
se hledaji rtizné kombinace cytostatik s jinou terapii. Dulezitou roli hraji 1 vhodné cesty
podéni chemoterapeutik a znalosti o cirkadidlnich rytmech pfi zjistovani farmakologickych
vlastnosti antitumordznich 1éciv.

Hleda se tak vztah mezi cytostatickym G¢inkem a kinetikou cytostatik, ktery by
slouzil k pfedpovédi Géinki terapeutického a toxického, a na jehoz zakladé je mozné
sestavit navrh individualniho davkovani %

Plsobeni velkého mnoZstvi cytostatik je zavislé na fazi bunééného cyklu, ve kterém

se nadorova buiika prav€ nachazi. Protinddorovy U¢inek je zaméfen na rychle se mnozici
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bunky v proliferativni fazi, protoze bunky vtéto fazi jsou mnohem citlivéj$i na
chemoterapii neZ buiiky, které se nachazi v klidové fazi 2.

Obecné existuji dva typy fazovych ucinkd. Prvni typ je fazové nespecificky
ucinek, ktery ovliviiuje bunéény cyklus ve vSech jeho fazich a bunky odumiraji
exponencionaln¢ se vzrustajici davkou. Timto zptisobem funguji napt. alkylujici latky nebo
cis-platina. Fazové specificky ucinek postihuje jen uréité faze bunétného cyklu a
projevuje se tim vice, ¢im je rychlejsi déleni bunék. Se stoupajici davkou se rychlost
usmrceni bun¢k sice zvySuje, ale pii vyssich davkach dosahuje jen daného maxima. Mezi

latky se specifickym uéinkem fadime napiiklad antimetabolity .

2.2 Rezistence na cytostatika

Protinadorova chemoterapeutika jsou obecné cytotoxické latky. Buiky si tedy
vytvaki proti nim uréité ochranné postupy, tzv. rezistenci *, ktera se viak projevuje jen u
nadorovych bunék, ale nikoliv u bungk zdravych °.

Rezistence mize byt bud’ primarni (pfirozend) nebo sekundarni (ziskand). Primarni
rezistence vychazi z ptimé reakce organizmu na podavané cytostatikum, v jejimz disledku
dochazi k rozvoji vnitinich procest vedoucich k potlaéeni uéinku 1éCiva. Vykazuje-li
organizmus rezistenci i po zméné medikace vii¢i jinému typu chemoterapeutika, hovotime
o rezistenci sekundarni. Pokud vznikne pfirozena i ziskand rezistence, pak je vyzadovana
zména l1é¢ebného postupu 2°°.

Mechanismus vzniku rezistence nadord na chemoterapeutika je povazovan za
multifaktorialni . Uvadi se n&kolik zpiisobu, jak se buitky mohou branit cytostatikiim:

- Bunky netvofi transportni proteiny a 1é¢ivo se tak nedostava do bunék.

- Bunky mohou ménit formy enzymi a proteinti, proti kterym jsou cytostatika namifena.

- Nédorové buiiky tvoii vice enzymu, které opravuji poskozené molekuly nadorovych
bunék ** (opravy maji stejnou rychlost jako poskozeni lékem).

- Buiky exprimuji tzv. transmembranovy P-glykoprotein, transportér pro mnoho latek.
Protein transportuje cytostatika ven z buinky rychleji, nez do buiky vstupuji. Je

pFi¢inou mnohodetné rezistence fady 1é&iv (multidrug resistance — MDR) .

15



2.3 Rozdéleni cytostatik

Skupiny cytostatik jsou rozliSovany podle mechanismu u¢inku a ptivodu uéinnych

latek.

2.3.1 Alkylujici latky *°

Tyto latky (derivaty dusikatého yperitu) obsahuji ve své molekule bis(2-chlorethyl)
aminoskupiny. Jsou to velmi reaktivni slouCeniny, které zastavuji bunééné déleni tim, ze se
vazi pevnou kovalentni vazbou na molekuly DNA. Retézce se deformuji, spojuji
dohromady a buiika se nemize d¢lit.

Hlavnimi zastupci jsou cyklofofamid a ifosfamid. Meéni se v organismu na
metabolicky produkt akrolein, ktery poskozuje mocCovy systém. Tomuto nezaddoucimu
uc¢inku se zabranuje poddnim merkaptoethansulfonatu sodného, tzv. mesny, ktery se na
akrolein vaze. Do této skupiny patii dale mechloretamin a melfalan.

Alkylujici latky se pouzivaji k 1écbé Hodgkinova lymfomu, nékterych solidnich
tumorti (naddory ovarii a prsu), nefrotického syndromu, leukémie a pii transplantaci kostni
dfené. Mezi jejich nezadouci ulinky patii: urotoxicita, hematologickd toxicita a
gastrotoxicita.

Derivéty nitrosomodoviny 2*°, jimiZ jsou karmustin a lomustin, se fadi svym
antitumor6znim ucinkem také mezi alkylacni latky. Ve fyziologickém prostiedi se derivaty
méni na ucinny 2-chlorethyldiazonovy kation. Velkou vyhodou téchto cytostatik je
rozpustnost v tucich, kterou vyuzivaji k praniku do centralniho nervového systému, a proto
jsou indikovany v jiné oblasti nez vySe zminéna cytostatika. Derivaty nitrosomocoviny se
pouzivaji zejména k l1é¢bé primarnich a metastatickych tumori mozku. Vedlejsi uinky
zahrnuji myelosupresi, pocit na zvraceni (nauzeu) a zvraceni (vomitus), ztritu vlash

(alopecii) a neplodnost (infertilitu).

2.3.2 Antimetabolity

Cytostatika, kterd pasobi jako antagonisté endogennich metabolitli v bunikach, se

nazyvaji antimetabolity. Tyto latky ovliviiuji metabolické pochody, které probihaji

16



Vv bunice. Antimetabolity plisobi na prubéh enzymové reakce nebo na jeji produkt. Enzym
pak rozpoznavé chemicky modifikovanou strukturu latky, kterd je podobna struktuie
ptirozené latky.

Rozd¢luji se do tfi skupin: antagonisté kyseliny listové, antagonisté purini a
antagonisté pyrimidind.

Hlavnim antagonistou kyseliny listové, kterd je nezbytna pro syntézu DNA, je
methotrexat (MTX, antifolat), ktery se vyuziva k 1é¢b¢ lymfoblastickych leukémii a
u¢inky. MTX ma jako jediny svého antagonistu — leukovarin (kyselina folinova), coz
umoziuje pouziti Sirokého spektra davek a snizuje se tim jeho toxicita. Mezi vedlejsi
ucinky se fadi hematologicka toxicita, alopecie a mukozitidy (pfi vysSich davkach) 28,

6-merkaptopurin *°

(6-aminopurin) je derivatem adeninu a 6-hydroxypurinu.
V nadorovych buiikdch se bioaktivuje na U¢inné thiopuriny a jejich nukleotidy. Je
antagonistou syntézy purinti de novo, a tim inhibuje tvorbu RNA a DNA. Vyuziva se
zejména u akutni lymfoblastické leukémie (ALL). Jeho indikace je provazena
myelosupresi a hematologickou toxicitou.

Nové antimetabolity purini zastupuji fludarabin, Kladribin a pentostatin. Tyto
slouc¢eniny blokuji enzym adenosindeaminazu, kterd zahajuje degradaci nukleosidi
adeninu. Inhibici tohoto enzymu dochazi k nahromadéni adeninovych nukleosidl, a tim je
zpusoben toxicky efekt fludarabinu, Kkladribinu a pentostatinu. Jsou uzivany k 1é¢bé
lymfatickym nadorii. Nezadouci G¢inky jsou oportunni infekce a myelosuprese.

K antagonistim pyrimidind se fadi cytarabin a 5-flourouracil 2°

. Cytarabin
(cytosin arabinosid) je derivatem deoxycytidinu, ktery ziejmé kompetitivné blokuje enzym
DNA-polymerdzu. Indikuje se napf. u chronické lymfoblastické leukémie a non-
Hodgkinovych lymfoma. Vedlej$i G¢inky zahrnuji atlum kostni dfené, stomatitidy a
emetogenni obtiZe.

5-fluorouracil je v buiice aktivovan fosforylaci na dva dulezité antimetabolity 5-
fluorouridin monofosfat a 5-flourodeoxyuridin monofosfat. 5-fluorouridin monofosfat se

vmezetuje do rtiznych typt RNA a ovliviiuje tak jejich funkce. Druhy antimetabolit 5-
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flourodeoxyuridin monofosfat se kovalentné véze na enzym thymidylatsyntazu (enzym
zodpovédny za konverzi deoxyuridin monofosfaitu — dUMP na deoxythymidin monofosfat
— dTMP), ¢imz inhibuje syntézu DNA de novo. Toto cytostatikum se pouziva k 1écbé
solidnich nadort (karcinom prsu, hlavy a krku) a kolorektalnich karcinomi. Toxicita 5-

fluorouracilu se projevuje zejména hematologickou toxicitou a mukozitidami.

2.3.3 Rostlinné alkaloidy

Vinkristin a vinblastin pochazi z barvinku razového (Vinca rosea). Patii mezi tzv.
vieténkové jedy. Zastavuji mitézu tim, Zze prerusi shlukovani mikrotubuli vieténkovych
vldken a nasledkem toho neprobihd bundéné déleni *. Pouzivaji se k 1é¢b& ALL,
Hodgkinovy choroby a solidnich tumorG (karcinom prsu, testikularni karcinom).
Nezadouci G€inky jsou neurotoxicita (vinkristin) a myelosuprese (vinblastin). Mezi nové
zastupce alkaloidl se fadi vindesin a vinorelbin, které se indikuji u nemalobuné¢ného

karcinomu plic #®.

Taxany — paklitaxel (taxol) a docetaxel — se izoluji z kry tisu pacifického (Taxus
brevifolia). V soucasné dob¢ se vSak vyrabi polosynteticky. Jsou to jedny z nejsilnéjSich
cytostatik vibec. Hlavnim principem jejich ucinku je zabranéni depolymerizace
mikrotubulii, ¢imz vznikaji netypické mikrotubuly. Pfiznivou odpoveéd’ na tato cytostatika
vykazuji karcinomy ovarii a karcinomy prsu. Vedlejsi ucinky zahrnuji neutropenii,

alopecii, popt. mukozitidy *®.

Podofylotoxiny se extrahuji napiiklad z kofene noholistu $titnatého (Podophyllum
peltatum). Etopozid a tenipozid jsou polysyntetické alkaloidy, které obsahuji G¢innou
latku podofylotoxin. Inhibuji topoizomerazu II, ktera je zodpovédna za spravné udrzovani
a opravu chromozomdlni DNA. Nasledkem inhibice enzymu dochdzi k ireverzibilnimu
poskozeni apardtu buinky. Podofylotoxiny se indikuji napf. u solidnich nadord,
Hodgkinovy choroby, mozkovych tumorit a ALL. Myelosuprese, alopecie a mukozitidy

provazi 16¢bu témito chemoterapeutiky >®.
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2.3.4 Antibiotika

Do této skupiny se tadi hlavé antracykliny — doxorubicin a daunorubicin. Maji
schopnost se vmezetovat mezi pary bazi DNA a blokovat tak topoizomerazu II. Timto
zptisobem inhibuji replikaci a transkripci DNA a RNA. V jejich pfitomnosti se uvoliuji
navic reaktivni slouceniny kysliku, coz mé za nasledek peroxidaci lipidi a poskozeni
myokardu. Antracykliny se uzivaji k 16¢bé ALL, akutni myeloblastické leukémie (AML),
Hodgkinovy choroby, non-Hodgkinovych lymfomt a solidnich tumort (karcinom prsu,
osteosarkom). Chemoterapie je provazena zejména kardiotoxicitou, myelosupresi,
gastrotoxicitou a alopecii 2°.

Dalsimi zastupci antibiotik s cytostatickym efektem jsou mitoxantron a

bleomycin.

2.3.5 Hormony ?

Steroidni hormony se vazi na receptorové proteiny v nddorovych bunkach. Mira
odpovédi buiiky na 1é¢bu je zavisla na mnozZstvi receptort v buiice. V urcitych nadorovych
bunikach byly nalezeny receptory specifické pro estrogeny (estrogen- pozitivni karcinomy
prsu), androgeny (v karcinomu prostaty) a pro kortikoidy (v prednison-senzitivnich
lymfomech).

Mezi antiestrogeny patii tamoxifen, ktery blokuje receptory pro estrogeny
V bunééném tumoru. Antiandrogeny zastupuje flutamid, nesteroidni hormon, ktery brani
ucinkiim testosteronu na cilovou tkan. Tuto 1é¢bu provazi napi. nauzea a tromboembolické
komplikace.

Do skupiny hormoni patéi bezpochyby glukokortikoidy. Jejich uziti vede
Kk rozpadu lymfocytii, a tim se mohou indikovat u akutni leukémie, lymfomu a ostatnich

hematologickych malignit.

2.3.6 Ostatni cytostatika

Asparaginaza °, enzym izolovany z mikroorganisméi E. coli nebo Erwinia
carotovora, snizuje plazmatickou koncentraci asparaginu a glutaminu. Na zaklad¢ toho

nékteré leukemické bunky nemohou vyuzit tyto aminokyseliny (aa) jako zdroj pro svij
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rust. Asparagindza se pouziva k 1écbé ALL, ktera je vSak provazena hepatotoxicitou,

hematologickou toxicitou, pankreatitidou a neurotoxicitou. Objevuji se i alergické reakce.

Uziti prokarbazinu ma za nasledek oslabeni struktury nukleovych kyselin, snizeni
jejich viskozity a poskozeni chromosomu. Toto cytostatikum je souéasti kombinovanych
postupt,, zejména u Hodgkinovy choroby. Toxicita ptedstavuje riziko leukopenie a

trombocytopenie 23,

Interferon a se pouziva u pacienti s non-Hodgkinovym lymfomem, myeloidni

leukémii a k 16¢b& Kaposiho sarkomu u nemocnych s AIDS 2,

Irinotecan a topotecan, inhibitory topoizomerazy I, se indikuji u zaludecnich a
kolorektalnich karcinomti, malobunééného karcinomu plic a karcinomu ovaria

rezistentniho na 1é¢bu cis-platinou. Lé&bu provézi hlavng prijmy 2°.

Cis-platina, oxaliplatina, karboplatina budou zvlast’ popsany v kapitole 3.

2.4 Vedlejsi uinky chemoterapie

Vzhledem k tomu, Ze protinadorova chemoterapeutika jsou cytotoxické latky a
pusobi na rychle se délici buiiky — nddorové bunky, plisobi zdroven na zdravé vlasové
folikuly, buiiky sttevniho traktu ¢i burniky kostni diené. Tento fakt je pfimou pii¢inou fady

nezadoucich ucinkd, které je tieba vzit pti navrhu farmakoterapie v potaz.

2.4.1 Myelotoxicita

Myelotoxicita (poSkozeni myeloidni fady kostni dfené) ma postupny vyvoj.
Nejdiive cytostatika postihuji  granulocyty (neutropenie), poté krevni desticky
(trombocytopenie) a na zavér erytrocyty (anémie). Podanim hematopoetickych rustovych

faktori (kolonie stimulujici faktor granulocyti G-CSF, kolonie stimulujici faktor
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granulocytarni a monocytarni linie GM-CSF) nebo autolognich kmenovych bun¢k lze

snizit riziko toxicity cytostatik “%°.

2.4.2 Oralni a gastrointestinalni toxicita

Velmi ¢asto se po chemoterapii objevuje nauzea a vomitus. Tyto projevy jsou vsak
piimo zavislé napft. na cesté podani cytostatika a mnozstvi uzité davky. Tyto komplikace se
daji zmirnit antiemetiky. Mukozitidy vznikaji nasledkem peroralniho podavani
chemoterapeutik, kdy je poruSena sliznice ust, a tim se pacient stava velmi citlivym

k infekcim 2.

2.4.3 Nefrotoxicita a urotoxicita

Poskozeni ledvin ma vice pfiCin. Toxicita cytostatik se projevuje zejména u
ledvinnych tubulf, které jsou velmi dobfe zasobené krvi a navic odstranuji U¢inné latky
z téla ven. Diilezité je zajiSténi hydratace pacienta. Mocovy méchyt je mistem, kde se
chemoterapeutika mohou hromadit a zplsobit az renalni selhdani nebo fatalni krvéceni.

Preventivné se podava mesna 125,

2.4.4 Neurotoxicita

Neurotoxicita se vyznacuje parestezii, motorickymi poruchami prstii, kieCemi a
také zacpou uz v zacatku 1éCebného procesu. Leukovarin se doporucuje ke zmirnéni téchto

« s ;1 sxs 1.0 125
nezadoucich u¢inka .

2.4.5 Kardiotoxicita

Tento negativni Gi€inek je ziejme zpltisobovan oxidativnim stresem tkané poSkozené
reaktivnimi slouceninami kysliku. Akutni kardiotoxicita se klinicky dobfe zvlada podanim
antiarytmik. Chronicka kardiotoxicita projevujici se napt. tachykardii, tachypnoi a dilataci

srdce, velmi &asto ohroZuje Zivot pacienta “>°,
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2.4.6 Infertilita

Cytostatika mohou zpusobovat neplodnost. K této komplikaci dochdzi zejména u

v o v . Sxrorwe roov v r 1,2
muzl. U zen jsou tyto vedlejsi u€inky daleko méné Casté ™ 2

2.4.7 Teratogenni u¢inek

Citace podle Lincové 2, Prakticky vSechna cytostatika mohou piisobit
teratogenne “. Pokud je tedy nutné podavat chemoterapeutika t€hotnym Zendm, pak lze

ptedpokladat vrozené malformace plodu.

2.4.8 Mutagenni ucinek a sekundarni malignity

Mutagenni Gc¢inek cytostatik spo¢iva ve schopnosti narusovat metabolické procesy
DNA, ¢imz mize dochazet 1 ke zménam v genetické vybaveé nekarcinogennich bunék.
Timto se vysvétluje napt. vznik leukémie, k jejimuZ rozvoji dojde 1 n€kolik let po ukonceni

1écby chemoterapeutiky (sekundarni malignity) 123
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3. Protinadorové slouceniny platiny

3.1 Cis-platina

V roce 1965 byla cis-diaminodichloroplatina (cis-platina, cDDP) zcela nahodné
objevena profesorem Barnettem Rosenbergem a jeho spolupracovniky ’, b&hem studia
pusobeni elektrolyzy na rust mikroorganismu E. coli, za uziti platinové elektrody a

chloridu amonného, jako elektrolytu.

Protinadorovy ucinek cDDP (obr. 1) spociva v tom, Ze reaktivni atom Pt tvofi
koordina¢ni vazby s atomy dusiku purinovych 1 pyrimidinovych bazi a kovalentné se vaze
na N7-polohu guaninu a N3-polohu cytidinu v DNA ®°. Dale jsou naruseny i Watson-
Crickovy vodikové vazby mezi guanosinem a cytidinem °. Nasledkem pusobeni Cis-
platiny dochazi k zastaveni replikace DNA a nadorova buiika hyne programovanou

bunéénou smrti (apoptdza).

Obr. 1: Struktura cis-platiny.

Cis-platina se v dnesni dob¢ pouziva zejména pii 1é¢b¢ nadoru varlat, vaje¢nika a
rakoviny prsu. Indikovana je i u nemalobunééného karcinomu plic, rakoviny hlavy a krku
11T pies uspéchy v 1é&b& ndkterych typi nadorti ma toto protinadorové cytostatikum

nevyhodu vysoké nefrotoxicity 2. Navic je cDDP siln& emetogenni.

Z duvodu vedlejsich nezadoucich ucinku cis-platiny a vzniku rezistence nékterych
druhl nadorti pii 1é€bé timto chemoterapeutikem, byla syntetizovana celd fada novych
sloudenin obsahujicich reaktivni atom platiny *3. Byly vyvinuty naptiklad modifikované

14-16

trans-izomery platiny , jednojaderné komplexy ' a vicejaderné komplexy *%! které
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maji ve srovnani s cis-platinou bud’ podobné nebo odlisné mechanismy cytotoxického
ucinku.

I pres velké mnozstvi noveé syntetizovanych derivatu cis-platiny, se v klinické praxi
pfi 1é¢bé rakoviny uplatnily zejména dva komplexy, a témi jsou Kkarboplatina a
oxaliplatina.

3.2 Karboplatina

Druhou generaci sloucenin platiny zastupuje cis-diammin-cyklobutan-1,1"-
dikarboxylatoplatnaty komplex, trividlnim ndzvem karboplatina ®*2% (obr. 2).

Hlavnim mechanismem jejiho antitumordzniho vlivu je inhibice syntézy DNA.
Karboplatina nasla uplatnéni zejména v 1é€bé naddort prsu, ovarii a varlat. Pfesto, Zze neni

jeji nefrotoxicita tak vysoka jako u cDDP, jejim nedostatkem je hematologicka toxicita.

Obr. 2: Struktura karboplatiny.

3.3 Oxaliplatina

Tteti generaci sloucenin platiny predstavuje 1R,2R-diammin-cyklohexan-

oxalatoplatnaty komplex, ktery se v klinické praxi nazyva oxaliplatina 28.24 (obr. 3).

Obr. 3: Struktura oxaliplatiny.
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Oxaliplatina tvofi kovalentni vazby mezi bazemi DNA, a to jak uvnitf vlaken, tak i
mezi vlakny DNA, v ¢emz spoc€iva jeji mechanismus cytotoxického uc¢inku. Presto se od
cis-platiny lisi.

cDDP ma protinadorové ucinky jen tehdy, kdyz jsou ptitomny tzv. intaktni geny
odpovédné za reparaci DNA, zatimco oxaliplatina vykazuje cytotoxicitu i pii defektech
vyse zminovanych genii. Poskozeni intaktnich gend se objevuje zejména u kolorektalnich
karcinomu, na které cis-platina neucinkuje. Oxaliplatina vSak vykazuje cytostaticky efekt
na kolorektalni nadory, a proto je v této oblasti béZn¢ indikovana 2

Z hlediska dalSiho pouziti nasla oxaliplatina uplatnéni 1 pfi chemoterapii karcinomu
zaludku, karcinomu slinivky, a déale pak pti 1écb¢ karcinomu ovarii, varlat a prsu.

Velkou vyhodou oxaliplatiny je synergismus cytotoxického ucinku s nékterymi
dal$imi protinadorovymi Iéky. Kombinuje se naptiklad s 5-fluorouracilem a leukovarinem
% Ve vyzkumu je i1 kombinace oxaliplatiny s epirubicinem a docetaxelem, kterd piinasi
lepsi toxicky profil nez p¥i pouziti cis-platiny 2’.

P11 1écbé oxaliplatinou se objevuje bud’ akutni neurotoxicita, ktera je vratna %8 nebo

chronickéd neuropatie, ktera je zavisla na zvySujicich se davkach tohoto chemoterapeutika
3,29
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4. Lomené metalloceny

Lomené metalloceny jsou skupinou latek, ktera je strukturné obdobna s cytostaticky
aktivnimi slouCeninami platiny. Na zdklad¢ této skutecnosti jsou tyto organokovové

komplexy intenzivné studovany pro své antitumorove uc¢inky.

4.1 Struktura metallocena

Lomené metalloceny jsou skupinou latek, ktera je strukturné obdobna s cytostaticky
aktivnimi slou¢eninami platiny. Na zéklad¢ této skutecCnosti jsou tyto organokovové
komplexy intenzivné studovany pro své antitumorové ucinky.

Metallocenové komplexy s obecnou strukturou (1°-CsHs)2ML; (obr. 4) predstavuii
skupinu neutralnich bis(cyklopentadienylovych) sloucenin, které obsahuji jako centralni
atom (M) ptechodny kov Ti, V, Mo a Nb v oxida¢nim stavu +IV. Dva cyklopentadienové
kruhy (Cp) jsou nespecifickou n° vazbou véazany k centralnimu kovu, k némuZ se
kovalentn¢ vazi i dva acidoligandy (L). Ligandy mohou byt zastoupeny halogenidy (Cl, Br,
1), pseudohalogenidy (CN, SCN, OCN, Ns...) nebo také fenolaty, thiofenolaty a dal§imi
skupinami.

Jiz vroce 1979 byly diky manzelim Kopfovym prokazany kancerostatické
vlastnosti metallocendihalogenidti, ktefi tyto komplexy studovali z hlediska biologické

aktivity 33,

Obr. 4: Molekula lomeného metallocenu.
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4.2 Vliv metallocenovych derivati na kancerostaticky efekt

Pro testovani antitumorovych vlastnosti lomenych metallocenti byl manzely
Kopfovymi zvolen zakladni nadorovy systém, a to Ehrlichtiv ascitovy tumor (EAT).
Jednotlivé derivaty metallocend, které se mohou od sebe navzijem lisit centrdlnim
atomem, acidoligandem nebo i rozdilnou substituci na cyklopentadienovych kruzich (obr.

5), byly testovany na EAT in vivo *%.

Ti, Zr, Hf V, Nb, Ta, Mo, W

-H
-CH;
-CH,CH,
-Si(CH) @
-CH,- o L
F, C1, Br, I, NCS, N,

M
% ~\L (COOH),, aa

Obr. 5: Derivaty lomenych metallocenii.

U metallocendihalogenidi Cp,MX,, kde X je Cl a M jsou Ti, Zr, Hf, V, Nb, Ta,
Mo, a W, bylo zjisténo, Ze nejveétsi vliv na cytostaticky ucinek ma praveé centralni atom
kovu. Komplexy, kde centralni atom je zastoupen titanem, vanadem, molybdenem a
niobem vykazovaly podstatné vyssi protinddorovou aktivitu oproti slou¢eninam s tantalem
a wolframem. Komplexy se zirkoniem a hathiem byly zcela neucinné.

Dalsi z moznosti ovlivnéni cytostatického efektu je zména acidoligandu, ktera byla
testovana na titanocendichloridu Cp,TIiCl, (TDC). Vyména chloridového ligandu za
jakykoliv jiny acidoligand, naptiklad Br, I, NCS, neni spojena se zasadnim vlivem na
kancerostatickou u¢innost.

Pii studiu vlivu modifikace cyklopentadienovych kruhi (Cp kruhy) na EAT byly
pouzity derivaty TDC. Na Cp kruzich mohou byt substituovany odlisné organické zbytky,
jako jsou naptiklad —CH3, -CH,CH3—, —Si(CH3)3; a —CH,—.
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Byl prokazan pokles antitumorové aktivity testovanych latek sloucenin, a to takto:
nesubstituovany derivat > monosubstituce > 1,1 disubstituce > ansa (1,1" mustek) >
dekasubstituce.

V poslednich letech se ukazuje, ze nckteré substituované derivaty mohou mit
mnohonasobné vyssi aktivitu vidi nékterym typiim nadord, oproti TDC *.

Experimentalni biologické vysledky ale také ukazuji, ze napiiklad titanocenové
komplexy s aminokyselinami [Cp,Ti(aa),]Cl, maji niz$i kancerostaticky ucinek, oproti
samotnému titanocendichloridu 3%,

Testovani cytotoxického vlivu derivatt VDC, kde ligandem je napiiklad

aminokyselina nebo dikarboxylova kyselina, se stal pfedmétem této diplomové prace.

Vysledky jsou shrnuty v kapitole 6.

4.3 Mechanismus cytostatického i¢inku metallocenii

Kancerostatické chovani skupiny lomenych metallocenti bylo prokazano na
rozsédhlém panelu 32 zvitecich i lidskych nadorovych linii, napiiklad na EAT, lymfoidni
leukémii L1210, lymfocytarni leukémii P388, Lewisové plicnim karcinomu, melanomu
B16, na nékterych stievnich karcinomech a jinych.

Samotny mechanismus u¢inku lomenych metallocent vSak stale neni zcela znam.

Z doposud dosazenych experimentalnich vysledki vyplyva, Zze by metallocenové
Castice, nebo jejich metabolity, mohly ovliviiovat bud’ molekuly DNA nebo proteiny, které
jsou nezbytnou soucasti jejich struktur (histony), a které jsou dilezité pro spravnou funkci
a metabolismus (nehistonové proteiny, enzymy - topoisomeraza II a proteinkinaza C)

nukleovych kyselin %%

4.3.1 Vazba metallocenu s DNA

K prikazu vlivu metallocendihalogenidi (TDC a VDC) na metabolismus DNA a
RNA byl pouzit test inkorporace znacenych prekurzori (DNA — thymidin, RNA — uridin,
proteiny — leucin). Vysledek potvrdil, ze oba studované komplexy inhibuji syntézu

nukleovych kyselin >,
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Studium subcelularni distribuce kovii prokazalo v bunécnych oblastech, které jsou
bohaté na nukleové kyseliny, hromadéni kovl pravé v téchto lokalitdich. V jaderném
heterochromatinu byly nalezené koncentrace nejvyssi, v euchromatinu, jadérku a

ribosomech koncentrace znaén& poklesly. V mitochondriich se kov nevyskytoval *+42.

4.3.2 Vazba metalloceni s proteiny

Hlavnimi transportnimi proteiny kovi v lidském séru jsou transferin (hTF) a
albumin. Zarovenl bylo zjiSténo, Ze transferin se ve vysoké mife nachdzi na povrchu
rist a vyvoj bunék.

Bylo prokazano, ze TDC méa schopnost se vazat na hTF za nutné ucasti
adenosintrifosfatu (ATP). Cyklopentadienové kruhy se uvolni a titan zaujimd vazebné
misto pro Zelezity kation za vzniku pfechodného komplexu Ti-hTF. Poté je vSak titan
Castecné vytésnén diky vlivu Fe (+III) a vznika komplex FecTin-hTF. Zatim se
neprokazala moznost rozpoznani komplexu bunécnym receptorem pro transferin -,

V nedavné dob¢ byla zkouména vazba VDC na hTF. Ze zjisténych dat vyplyva, ze
dochazi ke zméné v sekundarni struktufe hTF v dasledku vazby aminového zbytku

proteinu s atomem V (+1V) **. Je to tedy moZna cesta transportu metallocendihalogenida a

jejich dodéni k cilovym nadorovym bunkam.

Metallocendihalogenidy také zna¢né inhibuji enzymy proteinkinazu C a
topoizomerazu II *. Proteinkiniza C je zodpov&dnd za bun&énou proliferaci a
topoizomerazy jsou enzymy, které katalyzuji zmény v tercidlni struktufe DNA a jejich
pusobenim dochdzi ke zméné a-helixu. Aktivitu proteinkinazy C zastavuji VDC a MDC

(molybdenocen). VDC a NDC (niobocen) maji schopnost inhibovat topoizomerazu II.

4.3.3 Vazba metallocenu na mitotické vieténko

Pii testovani vanadocendichloridu (VDC) bylo prokazano, Ze tento komplex je

schopen pferusovat mitotické vieténko. Dochazi ke vzniku jiného uspofadani v buiice, a
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tim k zastaveni bun&&ného déleni ve fazi G2/M bun&&ného cyklu *. Tento G&inek by mohl

byt dalsim moznym mechanismem cytostatického efektu na rakovinotvorné buiky.

4.4 Titanocendichlorid (TDC)

Neutralni komplex titanocendichlorid (Cp,TiCly) jako jediny ze skupiny
metallocendihalogenidtt vstoupil do klinického testovani, diky svym vyznamnym
antitumorovym vlastnostem.

Prvni faze klinickych zkouSek skoncila v roce 1993. TDC 1 ptesto, ze vykazoval
nékteré nezddouci ucinky, jako naptiklad nefrotoxicitu a nauzeu, nemél Zadny toxicky
efekt na proliferativni aktivitu kostni dfené. Z tohoto diivodu vstoupil o rok pozdé&ji do
druhé faze testovani. TDC byl podavan pacientim s pokroc¢ilym renalnim karcinomem a
prsnim metastatickym karcinomem, ale jeho vysledny efekt nebyl dostacujici k tomu, aby
byla zahdjena treti faze klinického testovani 3

Diivodem ukonceni posledni fadze klinického testovani je 1 fakt, Ze mechanismus
cytostatického ucinku tohoto organokovového komplexu nebyl dosud pifesné popsan.
Pfesto svelkou pravdépodobnosti se mechanismus TDC 1i§i od ostatnich
metallocendihalogenidu a také od cis-platiny.

Na n¢ekterych typech nadorovych linii se prokazala vyssi t¢innost TDC nez pii uziti
cDDP. Jedna se 1 o nadory, které jsou na CDDP rezistentni. Na nadorové linii A2780 (linie
karcinomu ovarii) bylo prokézano, ze TDC podporuje inhibici bunécného déleni na

rozhrani pozdni S fize a pocatku G2 faze .

4.5 Vanadocendichlorid (VDC)

Vanadocendichlorid (1, VDC, Cp;VCl,) je stejné tak jako TDC neutralni
organokovovy komplex, ktery patii do skupiny metallocendihalogenidii. Na centralni atom
vanadu s oxidagnim &islem +IV jsou vazany n°-zptisobem dva cyklopentadienové kruhy a

kovalentni vazbou dva chloridové ligandy.
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Stejné jako ostatni ze skupiny metallocendihalogenidi, u kterych byly prokazany
antitumorové vlastnosti na Sirokém spektru karcinomu (viz kap. 4.3), tak i VDC vykazuje
vysokou cytostatickou aktivitu.

Kancerostaticky efekt VDC byl prokdzan na fadé nadorovych linii. Testovani VDC
probihalo in vitro naptiklad na lidském epidermalnim karcinomu (Hep-2)*', na lidskych
leukemickych buiikdach (NALM-6)* nebo na testikularnich rakovinnych buiikach (Tera-2 a
Ntera-2)*°, kde VDC vykazoval oproti ostatnim metallocendihalogenidiim nejvyssi
cytostaticky efekt. Jeho antitumordzni efekt byl prokazan také in vivo, kdy byl VDC
testovan na my$im adenokarcinomu linie TA3Ha. Oproti cDDP nevykazoval nefrotoxické
ani gastrotoxické vedlejsi u¢inky *’.

Mimo cytotoxickych vlastnosti jsou lomené vanadoceny (+IV) testovany pro svoji
spermicidni aktivitu. Zejména vanadocen dithiokarbamat (VDDTC) byl zkousen in vivo na
krali¢im a prase¢im modelu. Zjistilo se, ze VDDTC inhibuje pohyb spermii bez nezadouci
vedlejsi toxicity. Diky tomuto uG¢inku se mohou stat vanadocenové komplexy slibnou

skupinou antikoncep&nich piipravki .
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité pristroje a pomicky

analytické vahy — METTLER AE 240

centrifuga — Schoeller instruments, UNIVERSAL 32R

chladnicka CALEX C-370

CO; inkubator — SANYO

parni sterilizator (autoklav) — HS 121A

pritokovy cytometr CyAn ADP — DakoCytomation

sterilni box ABH 2000 — UNIMAK

svételny mikroskop

universal microplate reader FLUOstar OPTIMA — BMG LABTECH

Summit Software 4.3 - DakoCytomation

Sterilni  kultivacni  lahve, sterilni kryozkumavky, sklenénd kadinka, sterilni
mikrozkumavky, sterilni 96 jamkové mikrodesky typu P, kultiva¢ni rakvicky TPP,
bunéény filtr (Fischer Scientific; MCE; 0,2 um), sterilni jehly a injek¢ni stfikacky (2 ml, 5
ml), centrifugacni zkumavky, faxové zkumavky, multikanadlova mikropipeta (SOCOREX,
CALIBRA 852), mikropipety (Nichyrio), sterilni Spicky na mikropipety, Biirkerova
komtrka a kryci skla.
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5.2

Pouzité chemikalie a roztoky

Annexin V-FITC Kit — DakoCytomation:

100 ul Annexin V-FITC, 250 pg PI, 3 x 1,7 ml 10 x koncentr. binding pufr (BB
pufr)

antibiotika: penicilin (PNC) a streptomycin (STR) — Sigma-Aldrich

dimethyl sulfoxid (DMSO) — Sigma-Aldrich

ethanol bezvody — p.a., Lachema Brno, a.s.

fetalni teleci sérum (20 %) — Sigma-Aldrich

formaldehyd — p.a., Lachema Brno, a.s.

fosfatovy pufr (10x koncentrovany) - pH 7,4 (PBS) — Sigma-Aldrich

glutamin — PAA

glycerol (10 %) — p.a., Lachema Brno, a.s.

HCI (1 M) — p.a., Lachema

Iscova modifikace Dulbeccova média — Sigma-Aldrich

MTT — (3—(4,5-dimethylthiazol-2—-yl)-2,5-difenyl tetrazolium bromid)- Aldrich
NaCl - p.a., Lachema Brno, a.s.

2-propanol — p.a., Lachema Brno, a.s.

propidium jodid (PI), (5 mg / 1 ml deionizované vody) — Sigma-Aldrich
Trypanova modi — Sigma-Aldrich

voda destilovana, deionizovana

testované latky 1 — 8 — Katedra obecné a anorganické chemie, Univerzita Pardubice

cis-platina — Sigma-Aldrich (latka 9)

VDC CpaVCl

|

|2 MeVDC (MeCp),VCl, |
E VD-Ox Cp,V(00C), |
| 4 MeVD-Ox | (MeCp),V(00C), ||
l5 VD-His [Cp.V(his)]CI |

6 MeVD-His | [(MeCp),V(his)]CI

7 VD-acac [Cp,V(acac)]CI

8 TDC Cp.TiCl,

9 cDDP [Pt(N H3)2C|2]
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5.3 Pouzita bunéc¢na linie

Pro testovani vybranych latek byla pouzita bunécna linie HL-60, ktera predstavuje
leukemické prekurzory odvozené od blast a promyelocytt akutni lidské promyelocytarni
leukémie. Néadorova linie byla ziskana z Evropské sbirky bunéénych kultur (Porton Down,

Salisbury, Velka Britanie).

5.3.1 Priprava kultiva¢niho média

Pro kultivaci bunék byla pouzita Iscova modifikace Dulbeccova média (IMDM).
50 ml kultivaéniho média obsahuje: 38 ml IMDM, 10 ml 20 % fetalniho teleciho séra, 1 ml
glutaminu a 1 ml roztoku antibiotik (penicilin + streptomycin).

5.3.2 Rozmrazovani bunék

Zamrazené buiiky jsou V kryozkumavce vkladany do sklenéné kadinky s vodou o
teploté¢ 37° C. Po dikladném rozmrazeni je vnéjSi povrch zkumavky vydezinfikovan
roztokem 90 % ethanolu. Do sterilni kultiva¢ni lahve obsahujici 10 ml Cerstvého roztoku
IMDM je ptepipetovan cely obsah zkumavky. Kultivacni 1adhev je dana do inkubatoru na
24 hodin (37° C, 5% COy). Uzavér lahve je mirné povoleny.

Po 24 hodinové kultivaci jsou bunky sterilné pieneseny do centrifuga¢ni zkumavky
a poté centrifugovany pii danych podminkach (10 minut, 1100 ot. / min., 20° C). Do nové
kultivaéni lahve s 10 ml Cerstvého média je pienesen sediment s 1 ml IMDM. Takto

upraveny sediment je znovu inkubovan.

5.3.3 Pocitani a pasazovani bunék

Z kultiva¢ni lahve je do zkumavky napipetovano 50 pl bunééné suspenze, K ni je
pfidan stejny objem roztoku trypanové modii a cely obsah je dikladné protiepan.
Biirkerova komirka je naplnéna suspenzi bunék. Bunky jsou pocitany v 50 ctvercich.

Vysledny poget bunék (p) udava koncentraci bunék v IMDM: p x 10* bungk / ml.
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Po stanoveni aktudlni koncentrace jsou bunky déale nafedény médiem tak, aby jejich
vyslednad koncentrace byla 2 x 10° bungk / ml Posléze jsou inkubovany 24 hodin.
Pasazovani bun€k je provadéno kazdy druhy den. Je doporu¢ovano opakovat pasazovani

maximalné dvacetkrat, aby byly zachovany optimalni vlastnosti bunécné linie.
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54 MTT-test

5.4.1 Princip MTT-testu

MTT test je spektrofotometrickd metoda, jejiz princip byl popsan v roce 1983
Timem Mosmannem **. V soucasné dob& patii mezi standardni, b&né& pouZivané techniky
3438 Které umoziuji rychlé a presné stanoveni zastoupeni Zivych bundk v bun&&nych
suspenzich in vitro, sledovani miry bunétné proliferace ¢i testovani cytotoxicity
chemikalii.

Test je zalozen na jednoduchém principu, kdy dochdzi vlivem mitochondrialni
dehydrogenazy zivych bungk > k redukei tetrazoliové soli MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid) na jeji redukovanou formu MTT formazan (1-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-3,5-difenylformazan). Barevna zména je nasledné detekovana

spektrofotometricky. Z ptivodné Zlutého roztoku (amax = 378 nm) vznikaji fialové krystalky

(o o 570 nm), které se detekuji. Po pridani roztoku HCI / 2-propanol (1:24) dochazi

m
k zastaveni enzymatické reakce 5253
MTT se bézné¢ pouziva ke stanoveni cytotoxické aktivity lomenych metallocentii
%348 Na zaklade toho byl vyuzit k testovani vybranych vanadocenovych komplext Vv této

praci. Struktury testovanych chemikalii jsou uvedeny v ptiloze 1.

5.4.2 Postup pii MTT-testu

5.4.2.1 Priprava roztoku MTT barviva

Pro test bylo navazeno 50 mg barviva MTT a kvantitativné pievedeno do odmérné
baiiky o objemu 25 ml. Navazka byla rozpusténa v roztoku PBS a doplnéna do objemu 25
ml. Vysledna koncentrace byla 2 mg MTT/ 1 ml PBS. Odmérna banka byla obalena

alobalem, aby se zamezilo pfistupu svétla. Roztok byl uchovéan ve tmé pfi teploté 4° C.
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5.4.2.2 Priprava bunécné suspenze

Pasdzované bunky byly pfepocitdny a byla tak zjisténa jejich aktudlni koncentrace.
Po pteneseni bunék do nové kultivacni ldhve byla jejich koncentrace upravena cerstvym
IMDM médiem na koncentraci 3 x 10° bb/ ml. Poté byly buiiky kultivovany v inkubétoru
pii 37° C, v prostiedi 5% CO; po dobu 24 hodin.

Po 24 hodinové inkubaci byla buné¢né suspenze znovu naiedéna cerstvym médiem

na koncentraci 7,5 x 10°bb / 1 ml.

5.4.2.3 Priprava koncentracni rady

Tento a navazujici postupy byly provadény pouze v prostiedi sterilniho boxu.
Testované chemikalie 1 — 8, které nebyly syntetizovany v p.a. Cistoté, obsahuji chloridy.
Na molekulovou hmotnost chemikalie pfipadd ekvivalentni mnoZzstvi chloriddi v poméru
1:1. Proto bylo nutné tento fakt vzit v potaz a zapocitat hmotnostni faktor chloridii do
vypoctu navazek testovanych latek.

Roztoky testovanych chemikalii byly pfipraveny o vychozi koncentraci 10 mmol / 1
v objemu 1,4 ml. V mikrozkumavkach byly v 1,4 ml roztoku IMDM rozpustény navazky
latek 1 - 7 (tab. 1). Navazky latek 8 a 9 byly nejprve rozpustény v 140 ul DMSO, a poté v
1260 ul IMDM (1:9). Za pouziti injek¢ni stiikacky a bunééného filtru byly tyto nesterilni
roztoky prefiltrovany do novych sterilnich mikrozkumavek. Postupnym fedénim
vychoziho roztoku médiem byly piipraveny koncentra¢ni fady testovanych latek v rozmezi
10 — 0,01 mmol / I.

Tab. 1: Navazky chemikalii pro pfipravu 10 mmol/l o objemu 1,4 ml

VDC
MeVDC
VD-Ox
MeVD-Ox
VD-His
MeVD-His
VD-acac
TDC
cDDP
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5.4.2.4 Priprava mikrotitracni desky pro chemikdlie

Kazda chemikélie byla testovana na jedné mikrotitracni destice ve zvolené
koncentra¢ni fad¢ vrozmezi 0,01 — 10 mmol / I. V kazdém sloupci na mikrotitra¢ni
desti¢ce byla vzdy napipetovana jedna koncentrace testované chemikalie 0 objemu 80 pl /
jamku. Kazda koncentrace byla vySetfovana v triplikatu. Negativni kontrola (NK) a
pozitivni kontrola (PK) byly také wvySetfovany v triplikatech. Blanky k pfislusnym
roztokiim byly vySetfovany v duplikatu. (Obr. 6)

chy |ch, |chy |chs |chs |chg |ch; [chg [chy [chyy |chi  |chy
chy |ch, |chy |chs |chs |chg |ch; [chg [chy [chyy |chi  |chy
Chl Chz Ch3 Ch4 Ch5 Che Ch7 Chg Chg Ch10 Ch]_]_ Ch]_z
bchl bchZ bch3 bch4 bch5 bch6 bch7 bch8 bch9 bch10 bchll bch12
bchl bchZ bch3 bch4 bch5 bch6 bch7 bch8 bch9 bch10 bchll bch12

NK [NK |NK |bne |bnk PK [PK |PK brx [ bpx

I OTMMmMmOOm>

Obr. 6: Experimentalni uspoiadani mikrotitra¢ni desti¢ky.

chy .chys ... koncentra¢ni rozmezi chemikalie <0,01 ; 10>
ch; ... chemikalie pfi nejnizsi koncentraci (0,01 mmol/l)
chiz ... chemikalie pii nejvyssi koncentraci (10 mmol/l)
NK ... negativni kontrola ~ PK ... pozitivni kontrola

bx ... blanky k pfislusnym roztoktim

Ugelem negativni a pozitivni kontroly je zpétné ovéfeni spravnosti prib&hu pokusu
a vylouceni vlivu nepiedvidatelnych faktor.. V negativni kontrole, kde se buniky nachézi
Vv béZznych kultivaénich podminkéch, zlstavd zachovana maximdlni zivotnost bunck. V
pozitivni kontrole, ve které jsou buiiky ovliviilovany roztokem 3% formaldehydu, dochézi
naopak k minimalizaci bunééného ptezivani. Roztoky obsahujici blanky slouzi k eliminaci

vlivu ptipadného barevného pozadi analyzovanych suspenzi.
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V tadcich A — C bylo k ptislusné koncentraci testované latky ptipipetovano za
stalého promichavani 80 pl bundéné suspenze HL-60, o koncentraci 6 x 10° bb / 80 pl
média. V fadcich D a E bylo k ptislusné koncentraci chemikélie pfipipetovano do kazdé
jamky 80 ul IMDM, co by blank testované chemikalie.

Do negativni kontroly (NK) bylo napipetovano 80 pl suspenze bunck a 80 pl
IMDM. Blank negativni kontroly obsahoval 160 ul IMDM. Pozitivni kontrola byla slozena
z 80 ul suspenze bunck a 80 pl 3% roztoku formaldehydu (FA). Blank pozitivni kontroly
obsahoval 80 pul formaldehydu a 80 ul IMDM.

Takto pfipravend desticka byla vloZzena do inkubatoru na 24 hod pii 37° C,
Vv prostiedi 5% COs,.

5.4.2.5 Provedeni detekce

Po 24 hodinové inkubaci byla desticka s chemikalii a kontrolami vyjmuta. Do
kazdé jamky bylo multikanalovou pipetou ptidano 25 pl roztoku MTT (2 mg MTT/ ml
PBS). Ob¢ desky byly znovu vlozeny do inkubatoru na 3 hod (37° C, 5% COy).

Po inkubaci byl ptidan do vSech jamek multikanalovou pipetou roztok 1M HCI / 2-
propanol (1:24). VSe bylo dikladné promichano tak, aby doSlo k rozpusténi vzniklych
formazanovych krystalkt, které vznikly po redukci MTT barviva.

Pro samotné méfeni byla desticka vloZzena do FLUOstar readeru. Piestoze
absorp¢ni maximum MTT barviva se nachazi pti vinové délce 570 nm, byla v této praci

meéfena absorbance pti vinové délce 550 nm, z diivodu piistrojového omezeni.

Soucasti MTT-testu, vedle detekce absorbance, se stalo po 24 hodinové inkubaci
desticky pozorovani pod mikroskopem pii celkovém zvétSeni 1500x. Jednalo se o
kontrolu, zda-li testované chemikalie ovliviiuji bunéénou linii pfi riznych koncentracich.
Napiiklad testovana chemikalie VDC (1) byla sledovana pii koncentracich 0,01 mmol / |
(obr. 7) a 0,08 mmol / | (obr. 8).
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Obr. 7: Mikroskopicky pohled — Vliv 0,01 mM VDC na buiiky HL-60.
(po 24 hod inkubaci, zvétSeni 1500x)

Obr. 8: Mikroskopicky pohled — vliv 0,08 mM VDC na buiiky HL-60.
(po 24 hod inkubaci, celkové zvétseni 1500x)

v v

neprojevuji témét Zadné morfologické zmény bunék. Se stoupajici koncentraci, obr. 8 lze

pozorovat u bunék zmény struktury a tvaru.
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5.4.3 Vyhodnoceni MTT-testu

Cilem této prace je stanoveni hodnoty 50% letalni davky (LDsp) testovanych
chemikalii 1 — 9. LDso je takova koncentrace latky, pii které preZije pravé */, bundk.

Ziskané vysledky pfi méteni udavaji hodnoty absorbanci vSech testovanych roztokt
V jednotlivych jamkach mikrotitraéni desky. Vysledné hodnoty absorbanci A zvlast’ pro

jednotlivé koncentrace byly vypocteny jako rozdil:
A =P(A)) — P(Ap)

P(Ay) ... primérna hodnota absorbance ptislusné koncentrace testované latky.

P(Ap) ... primérna hodnota absorbance blanku (chemikalie s IMDM).
Stejn€ byly vyhodnoceny i negativni a pozitivni kontroly.

Hodnota absorbance negativni kontroly Ank je hodnota, pti které nejsou ovlivnény
bunky. Jeji polovi¢ni hodnota Ank Y, odpovida 50 % piezivsich bun¢k. Proto byla Ank Y,

pouzita k urceni LDsy.

Byla sestavena kiivka zavislosti absorbance na koncentraci u kazdé testované latky.
Hodnoty koncentraci byly vyndSeny v logaritmickém méfitku. Byla urcena rovnice
zavislosti:

A=ki*Inc+k

K1, k2 ... konstanty zavislosti

c ... koncentrace testované chemikalie (mmol / 1)

Byla vypoétena takova koncentrace latky, ktera zptisobi usmrceni pravé '/, bunék

(LDsp). Rovnice po dosazeni hodnoty Ank Y%:
50) p Y ANK

Ank Y2 = kg * In LDsp+ ko
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Ke kazdé hodnoté¢ LDsp byly u testovanych latek 1 — 9 vypocitdny smérodatné
odchylky (SDV).
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5.5 Apoptest

5.5.1 Princip Apoptestu

Programovana bunécna smrt, tedy apoptodza, je prisné regulovany a selektivni
fyziologicky proces, pii kterém se odstranuji staré nebo jinak zménéné buniky.

Apoptest je metoda in vitro, pomoci které se urCuje zivotaschopnost bun¢k. Pfi
tomto testu se stanovuji Zivé bunky, nekrotické buiky a stadia apoptézy — €asna a pozdni
faze. K méfeni bunécné smrti a jejich stadii slouzi metoda prutokové cytometrie.

VysSetfovani stadii apoptdzy, ve kterych se buiikky pravé nachdzi, je umoznéno
sledovanim fosfatidylserinu (PS). Tento negativné nabity fosfolipid se u zivych bunék
pfirozené vyskytuje v bunééné membran€ na vnitini cytoplazmatické strané lipido-
proteinové dvojvrstvy. Urcité mnozstvi molekul PS se v ¢asné fazi apoptézy piemistuje
(translokuje) na vnéjsi stranu membrany, kde uz je mozné jej detekovat pomoci Annexinu
V konjugovaného s fluorochromem fluoresceinisokyanatem (FITC). Annexin V (Ann) je
protein, ktery ma ptirozenou afinitu k PS a vaze se s nim za ptitomnosti vapenatych iontt.
S rostoucim prubéhem apoptdzy vzristd 1 pocet exprimovaného PS na vnéjSi strané
membrany.

V pozdnim stadiu apoptozy se jaderna membrana stava pruchozi i pro druhou
fluorescen¢ni latku propidium jodid (P1). Pl ma schopnost prostupovat porusenou jadernou
membranou a tvofit nespecifické vazby se strukturami RNA a DNA.

Nekrotické buiiky maji bézn¢ poskozenou membranu a z tohoto dtivodu PI snadno
prostoupi do bunék. Annexin V se jiZ nevaze **.

Zivé, neapoptické buiiky, v disledku neporusenosti svych membran, nevazi na PS
Annexin V, ani neumoziiuji vimezetfeni PI do své DNA.

Princip testu je zndzornén na obr. 9.
Schopnost lomenych metallocenil vyvolat programovanou smrt bun¢k byla jiz diive

prokéazana *°. Apoptest byl proto zvolen i v této praci ke studiu stadii apoptozy vybranych

sloucenin.
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Obr. 9: Princip znaceni flourochromy pfri stadiich apoptozy.

X Annexin-FITC; A & PI; O PS

5.5.2 Postup pii Apoptestu

5.5.2.1 Priprava bunecné linie

Buiiky byly pfipraveny stejné jako u MTT-testu (viz 5.4.2.2). Po 24 hodinové

inkubaci byla jejich koncentrace upravena Cerstvym médiem na aktualni koncentraci 7,5 x

10° bb / ml média.

5.5.2.2 Priprava koncentrace chemikalii

Pro porovnani uc¢inku latek 1 - 9 na indukci apoptdzy byly zvoleny koncentrace
0,15 mmol / I 'a 0,2 mmol / I. Jako vychozi koncentrace pro piipravu danych koncentraci
byla pouzita koncentrace 10 mmol/l stejné jako u MTT-testu. Chemikalie 1 — 7 byly
navazeny a rozpustény v 1 ml média. Latky 8 a 9 byly nejprve rozpustény v 100 ul DMSO,
a poté v900 ul IMDM v poméru 1:9. Navazky pro ptipravu koncentrace 10 mmol / |
vobjemu 1 ml jsou shrnuty v tabulce 2. Pti vypoctu navazek byl zapocitan hmotnostni
faktor chloridil (viz 5.4.2.3).
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Tab. 2: Navazky chemikalii pro pfipravu 10 mmol/l o objemu 1ml

Chemikalie Navazka (mg)

VDC
MeVDC
VD-0Ox
MeVD-Ox
VD-His
MeVD-His
VD-acac
TDC
cDDP

Poté byly roztoky steriln¢ ptefiltrovany do novych sterilnich mikrozkumavek.
Postupnym tedénim vychoziho roztoku dané chemikalie (= 10 mmol / 1) médiem byl
ptipraven 1 ml roztoku chemikalie o koncentraci 1 mmol / I. Z tohoto roztoku bylo
odebrano 150 pl, resp. 200 pl do kultivacnich rakvicek a zfedéno 850 pl, resp. 800 pl
IMDM médiem. Takto byly ptipraveny koncentrace 0,15 mmol / I, resp. 0,2 mmol / 1 v 1
ml média. Kazda testovand latka byla vySetiovana v triplikdtu. Do kultivacni rakvicky s
negativni kontrolou bylo napipetovano 1 ml IMDM a do rakvicky s pozitivni kontrolou 1
ml FA. Kontroly byly také vySetfovany v triplikatu.

Po ptipravé danych koncentraci latek (0,15 mmol / |, resp. 0,2 mmol / 1) byly
kultiva¢ni rakvicky s chemikaliemi a kontrolami uloZzeny na 15 minut do inkubatoru (37°
C, 5% CO,). Po inkubaci bylo ptidano do kazdé rakvicky s 1 ml chemikalie ekvivalentni
mnoZstvi bunék, tedy 1 ml bundéné suspenze (HL-60) o koncentraci 7,5 x 10° bb / ml. 1 ml
bunék byl pfidan 1 k NK a PK. Takto pfipravené rakvicky s pfidanymi buitkami byly
inkubovany 24 hodin (37° C, 5% CO3). Uzéavéry rakvicek byly mirn€ povolené.

5.5.2.3 Priprava roztokit pro méreni

Nasledujici manipulace s rakvickami probihala uchovanim na ledu, aby se

zabranilo vzniku sekundéarni apoptdzy. Na zacatku prace byl ptipraven Cerstvy BB puftr a to
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tak, ze 10x koncentrovany BB pufr byl zfedén 10x destilovanou vodou na pozadovany
objem. Takto pfipraveny BB pufr byl umistén na led.

Po 24 hodinové inkubaci byly vSechny bunééné suspenze promyty 1 ml PBS a cely
objem byl ptenesen do zkumavek se zestihlenym dnem. K nim bylo pfiddno 5 ml PBS za
ucelem promyti bunék. Zkumavky s roztoky byly centrifugovany (5 min., 1200 ot. / min.,
8° C). Po kontrole usazeniny byly roztoky slity (pfevracenim zkumavek) a roztfepany.
Opét bylo ptidano 5 ml PBS a zkumavky byly centrifugovany (5 min., 1200 ot. / min., 8°
C). Po sliti a protfepani bylo pfidano 100 ul PBS do kazdé zkumavky a z toho nasledné
odebrano 100 pl buné&éné suspenze (u PK 200 pl) do novych zkumavek. Tyto zkumavky
byly centrifugovany (5 min., 1200 ot. / min., 8° C). Po odsati supernatantu na minimum a
roztfepani bylo do kazdé zkumavky ptidano 100 ul BB pufru.

Obsah zkumavek s BB pufrem byl piepipetovan do faxovych zkumavek. K témto
100 pl bunécné suspenze byl ptidan 1 ul roztoku Annexinu V konjugovaného s FITC. Po
inkubaci (10 min., 0° C, tma) bylo k roztokiim pfidano dalsich 250 ul ztedéného BB pufru.
Takto pfipravené roztoky bylo nutné prométit do 5 minut na pratokovém cytometru. Tésné

pied métenim bylo do kazdé faxové zkumavky ptidano 2,5 ul roztoku PI.
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5.5.3 Vyhodnoceni Apoptestu

59.5.3.1 Identifikace bunécné linie HL-60

Pomoci méfeni parametru velikosti bun¢k (forward scatter, FS) a jejich granularity
(side scatter, SS) je mozné ziskat diagram, jez je charakteristicky pro studovanou bunéénou
linii HL-60. Pouzitim softwarové vybavy (Summit Software 4.3) je poté z populace buné¢k
¢ast vybrana a ohrani¢ena. Timto tzv. zdnovanim (,,gateovanim®) jsou ziskany vysledky,
které nejsou ovlivnény napt. bunécnou drti nebo jinymi necistotami, jeZ se nachazi mimo
ohrani¢enou zonu. Pfi zonovani se ziskavaji informace o nejméné 500 000 buiikach, coz
staCi pro nezkreslenou statistickou analyzu bunétné linie. Jeden bod na diagramu
znazorhuje jednu bunku.

Pro ukazku zonovani byly pouZity digramy negativni kontroly testované bunécéné
linie HL-60 (obr. 10), pozitivni kontroly (obr. 11) a testovanych chemikalii VDC (obr. 12),
TDC (obr. 13) a cDDP (obr. 14). Tyto diagramy byly dale pouzity pfi stanoveni aktualniho

stavu a poctu bunek.
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182

G4

0 G4 123 192 256
FZ Lin

Obr. 10: Zénovani bunék HL-60 kultivovanych v IMDM (NK).

Zbéna R1 obsahuje vSechny buiiky HL-60 i1 véetné bun€k apoptickych, které byly
zahrnuty do nasledné analyzy apoptestem. Tento ,gate* nebyl vyfazen z analyzy, ale
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nebyla na tuto zénu zaméfena pozornost. Jedna se pouze o ilustraéni zoénu, pomoci které

bylo mozné pozorovat posun bun¢k a zmény jejich parametrd SS a FS pti vstupu do

apoptozy.
Zbna R2 znazornuje, kde jsou v tomto diagramu umistény zivé neapoptické bunky.

V tomto ,,gatu* probihala dalsi analyza bungk.
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Obr. 11: Zénovani bunék HL-60 kultivovanych s 3% roztokem formaldehydu (PK).

FSLin

Obr. 12: Zénovani HL-60 s 0,15 mM VDC.
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Obr. 13: Zonovani HL-60 s 0,15 mM TDC.
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Obr. 14: Zénovani HL-60 s 0,15 mM cDDP.
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59.5.3.2 Vyhodnoceni fluorescencnich diagramii Apoptestu

Pomoci detekce flourescenéniho zafeni je ziskavana dalsi vystupni informace.

Detekce fluorochromu FITC, ktery excituje pii vlnové délce 488 nm a emituje
v rozmezi 530/30 nm, probiha v prvnim fluorescen¢nim kanalu (FL1). Druhy fluorescencni
kanal (FL2) detekuje intenzitu zafeni PI, ktery emituje v intervalu 575/25 nm.

V grafu zavislosti intenzity fluorescencniho zateni FITC na fluorescenci PI ma
kazda bunka svoje umisténi. Lokalita, ve které se buiika pravé nachazi, je dana tim, jaké
mnozstvi Annexin-FITC je na ni navdzano a jaké mnozstvi PI se vmezefilo do jeji DNA.
Buriky jsou rozdéleny do ¢tyf moznych skupin (kvadranti) podle emitujici fluorescence,

coZ je znazornéno na ilustraénim obrazku ¢. 15.

Ann PI’ Ann"PI”
PI
Buiiky nekrotické Buiiky pozdni
apoptozy
AnnPI” Ann"PI”
Buiiky neapoptotické Buiiky ¢asné
apoptozy

Ann

Obr. 15: Rozdéleni bunék do kvadranta podle typu fluorescence.

Na obrazcich ¢. 16 — 18 jsou ukazany diagramy zavislosti mezi intenzitou
fluorescence FITC (Annexin V-FITC, osa X) a mezi intenzitou zafeni PI (osa Y), pro
vzorky negativni kontroly (obr. 16), pozitivni kontroly (obr. 17) a VDC (obr. 18) pfi

koncentraci 0,15 mmol / I.
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Obr. 16: Fluorescen¢ni diagram Apotestu - negativni kontrola.

Zobr. 16 vyplyva, ze vétSina bun€k je soustiedéna v oblasti AnnPl, coz

znazoriuje bunky zivé neapoptické, které nevazi zadné mnozstvi Annexinu V ani PI.
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1014
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100

100 10" 10¢

Obr. 17: Fluorescen¢ni diagram Apotestu - pozitivni kontrola.
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Na obr. 17 je patrné, ze bunky pozitivni kontroly se vyskytuji ve stddiu pozdni
apoptozy Ann‘Pl*. Na molekuly PS se vaze velké mnoZstvi Annexinu V a buiiky maji

V této fazi jiz porusenou jadernou membranu, tudiz dochéazi i k vazb¢é PI na DNA.

R3

1073

1029

Pl Log Comp

RS

T R4

T T
100 101 102 109 10+
Annexin % - FITC Log Comp

Obr. 18: Fluorescené¢ni diagram Apotestu — 0,15 mM VDC.

V diagramu (obr. 18) testované chemikalie VDC pfi koncentraci 0,15 mmol / | 1ze
hodnotit, Ze velka ¢ast bunék se nachazi v oblasti AnnPI". Je vSak patrné, Ze u malého
mnozstvi bun¢k dochazi k rostoucimu stadiu apoptdézy. VDC tedy indukuje u bunék

apoptozu, nikoliv nekrozu.

Do analyzy byly zahrnuty buniky z vySe uvedené zony R2. Na zaklad¢ toho, byly
ziskany informace o procentualnim zastoupeni bun¢k v jednotlivych kvadrantech.

Chemikalie 1 — 9 byly vySetfovany vzdy v triplikatech pii zvolenych koncentracich
0,15 mmol / 1 a 0,2 mmol / I. Z kazdé trojice hodnot byla nasledné vypocitana primérna
hodnota (AVG) se smérodatnou odchylkou (SDV) K této trojici dat. Hodnoty negativni a

pozitivni kontroly byly vyhodnoceny stejnym zptisobem.
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6.VYSLEDKY A DISKUZE

Na bunééné linii HL-60 byla testovana cytotoxickd aktivita lomenych
vanadocenovych komplexi spolu s jejich 1,1'-dimethylovanymi derivaty VDC (1),
MeVDC (2), VD-Ox (3), MeVD-Ox (4), VD-His (5), MeVD-His (6), VD-acac (7) a
porovnana s cytostatickym ta¢inkem slou¢enin TDC (8) a cDDP (9).

Vzhledem k tomu, Ze titanocendichlorid patéi do skupiny lomenych metallocent,
stejné jako vanadocenové komplexy, a protoze je to jediny metallocen, ktery byl testovan
ve dvou klinickych fazich, byl vybran k porovnani s chemikaliemi 1 -7.

Cis-platina byla zvolena z dtvodu jeji strukturalni podobnosti S lomenymi
metalloceny a na zaklad¢ jejiho standardniho pouziti pii 1€cbé nckterych nadorovych

onemocnéni.

Pomoci metody MTT-testu byly stanoveny hodnoty 50% letalni davky LDsg
testovanych komplexii. Tento test je standardni metodou pii preklinickém testovani
cytotoxickych latek, a proto byl zvolen i k vySetiovani VDC a jeho derivati, TDC a
cDDP.

Metoda Apoptest byla zvolena Kk potvrzeni indukce apoptozy vySetiovanych latek 1
— 9 pfi zvolenych koncentracich 0,15 mmol / 1, resp. 0,2 mmol / 1. Soucasti tohoto
stanoveni bylo i porovnani antitumorové Géinnosti latek 1 — 9. Vzhledem k tomu, Ze lze
touto metodou urcovat vedle stadii apoptdzy, ve kterych se buiky vyskytuji, také
procentudlni zastoupeni bunék, je Apoptestem podavano vétSi mnozstvi informaci ve
srovnani s MTT-testem. Prestoze Apoptest se fadi mezi presné metody, patii mezi jeho

nevyhody vysokd cena pfistrojového vybaveni a pottebnych chemikalii.
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6.1 MTT-test

Pomoci spektrofotometrické metody MTT-testu byly stanoveny hodnoty LDsp
testovanych chemikalii 1 — 9, jez jsou shrnuty v tab. 3 spolu se smérodatnymi odchylkami.
Hodnota 50% letalni davky znazoriuje hodnotu takové koncentrace, jez zptisobi usmrceni
pravé Y/, bungk.

Ze ziskanych vysledkli byl pro srovnani hodnot LDsg V zavislosti na testované latce

sestaven graf (obr. 19).

Tab. 3: Vysledné hodnoty LDs jednotlivych chemikalii

chemikalie LDso (mmol /1)

(1) VDC

(2) MeVDC
(3) VD-Ox
(4) MeVD-Ox

(5) VD-His
(6) MeVD-His
(7) VD-acac
(8) TDC

(9) cDDP
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Obr. 19: Graf zavislosti testovanych chemikalii 1 — 9 na jejich hodnoté LDs.

U vanadocenovych komplexii 1 — 7 byl potvrzen kancerostaticky vliv na bunécnou
linii HL-60. Hodnoty LDsp téchto sloucenin se pohybovaly vpomérné wtzkém
koncentracnim rozmezi, a to od 0, 14 mmol / 1 do 0,20 mmol / 1. Hodnota 50% letalni
davky chemikalie 8 byla oproti latkhm 1 — 7 velmi vysokd, coz prokazuje nizsi
antitumorozni uc¢inek ve srovnani s chemikaliemi 1 — 7. Latka 9 naopak vykazuje nejlepsi
chemikaliemi 1 — 7 ve srovnani s latkou 8, resp. 9 je statisticky vyznamny rozdil v jejich
cytostatické u¢innosti.

Vzhledem k pomérné blizkym hodnotam koncentrace u chemikalii 1 — 7 lze
usuzovat, Ze za cytotoxicky efekt je zodpoveédna ta Cast, ktera je témto latkdm spolecna.
Coz je vtomto pifpadé vanadocenovy fragment [Cp,V'], poptipadé jeho methylovany
fragment [MeCp,V~].

Pfi porovnani vlivu methylace na Cp kruhu byla pozorovéna sniZena Uc€innost
subtituované latky 2, resp. 4 ve srovnani s latkami 1, resp. 3. U latky 6 nebyl pozorovan

témef zadny vliv methylace v porovnani s jeho nemethylovanou formou 5.

55



6.2 Apoptest

Na zakladé Apoptestu lze stanovit procentualni zastoupeni zivych bungk
(neapoptickych), bunék casné¢ apoptickych a pozdné€ apoptickych, a také bunék
nekrotickych. Vedle toho, Ize kontrolovat, zda-li testované latky, tedy chemikalie 1 — 9
vyvolavaji proces apoptdzy pii koncentracich 0,15 mmol / I, resp. 0,2 mmol / |, nebo

naopak maji na buiiky nekroticky vliv, coz je nezadouci.

Bylo stanoveno procentudlni zastoupeni bunék ve vSech cCtyfech stadiich, ve
kterych lze bunky identifikovat prostfednictvim tohoto testu. Tyto vysledné pramérné
hodnoty (AVG) pii vySe zminovanych koncentracich jsou shrnuty v tabulce 4, resp. 5

spolu s jejich smérodatnymi odchylkami (SDV).

K potvrzeni indukce apoptézy u latek 1 — 9 a srovnani jejich ulinku pfii
koncentracich 0,15 mmol / 1, resp. 0,2 mmol / 1, byl zvolen, jako zakladni oblast

vyhodnoceni, kvadrant Ann"P1™. V této oblasti se nevaze zadny Annexin V -FITC ani PI.

Na zéaklad¢ ziskanych vyslednych hodnot z kvadrantu AnnPIl™ byl sestaven graf
zavislosti testovanych komplexit 1 — 9 pii vySe zminovanych koncentracich na
procentudlnim zastoupeni zivych bun¢k (Ann PI"), obr. 20, spolu se smérodatnymi

odchylkami.
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Tab. 4: Procentualni zastoupeni (AVG, %) bunék, podle emitované fluorescence, ve
vzorcich negativni kontroly (NK), pozitivni kontroly (PK) a testované

chemikalie 1 - 9 (0,15 mmol / I).

| AnPI® | _Am'PI" | AnnPI”_| Ann'PI_|

NK

PK

(1)VDC

(2)MeVDC

(3)VD-Ox

(4)MeVD-Ox

(5)VD-His

(6)MeVD-His

(7)VD-acac

(8)TDC

(9)cDDP

Procentualni zastoupeni bun¢k v oblasti AnnPlI” u chemikalii 1 — 7 se pohybuje
vrozmezi 79, 70 — 88, 85 %. Z toho vyplyva, Ze tyto komplexy v malé mife indukuji
apoptézu  pfi  koncentraci 0,15 mmol / L Nejvice U€innou latkou =z
vySetfovanych vanadocenovych sloucenin je latka 1.

Procenta zivych bunék u chemikalie 8 jsou velmi blizké negativni hodnoté, z ¢ehoz
je patrné, ze tento komplex vykazuje minimalni G¢innost na bufikaich HL-60 pii
koncentraci 0,15 mmol / I.

Chemikalie 9 ve srovnani s ostatnimi komplexy vykazuje minimalni procentudlni
zastoupeni bun&k v oblasti Ann"PI7, ale v oblasti Ann*PI™ uz je procentualni zastoupeni

bunék vysoké, coz naznacuje, ze vétSina bunék je v Casné apoptoze.

57



Tab. 5: Procentualni zastoupeni (AVG, %) bunék, podle emitované fluorescence, ve
vzorcich negativni kontroly (NK), pozitivni kontroly (PK) a testované

chemikalie (0,2 mmol /1)

| AonP" | _Am'PI" | AnnPlI__| Ann'PI|

NK

PK

(1)VDC

(2)MeVDC

(3)VD-Ox

(4)MeVD-Ox

(5)VD-His

(6)MeVD-His

(7)VD-acac

(8)TDC

(9)cDDP

P#i koncentraci 0, 2 mmol / | se procentualni zastoupeni zivych bun¢k v kvadrantu
Ann Pl znac¢né 1isi u komplexti 1 — 7. Vanadocenové komplexy 1 — 3 vykazuji minimalni
procentudlni zastoupeni Ann PlI™ bunc¢k v rozmezi 0, 40 — 0,64 %, coz je srovnatelné
S chemikalii 9.

U sloucenin 4 — 7 je statisticky vyznamny rozdil v procentudlnim zastoupenim
neapoptickych bunék v AnnPI". Jejich hodnoty procent zivych bunc¢k se pohybuji
V rozmezi 55, 12 — 87,75 %.

Vysetfovana chemikalie 8 i pfi zvySené koncentraci vykazuje velmi podobny profil

jako pii koncentraci 0,15 mmol / 1. Tedy procentudlni zastoupeni bun€k po ovlivnéni 0,2
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mmol / 1 latkou 8 v AnnPI™ se statisticky nelisi S procenty zivych bunék u negativni

kontroly.

100,00
90,00 -

80,00 -
70,00 -

60,00 -

50,00 4
40,00 -
30,00 +

20,00 4
10,00 -

%% zivych bunék (Ann-PI)

0,00 -

mKkoncentrace chemikalii 0,15 mmol /1 B koncentrace chemikalii 0.2 mmol /1

Obr. 20: Graf zavislosti testovanych chemikalii na procentuilnim zastoupeni bunék.

Z obr. 20 vyplyva, Ze pfiporovnani testovanych chemikalii pfi koncentraci 0,15
mmol / | skoncentraci 0,2 mmol / I, jsou zfetelné velké rozdily mezi testovanymi
slou¢eninami, a to jak z hlediska indukce apopt6zy, tak z pohledu vlivu methylové skupiny
na Cp kruhu u latek 1 —7.

cwwvr

cwwvr
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U téchto chemikalii je patrny statisticky vyznamny rozdil V procentudlnim
zastoupeni zivych neapoptickych bun€k pifi zméné koncentrace z 0,15 mmol / | na 0,2
mmol / 1, coz ale nemusi byt vyznamny rozdil z hlediska jejich klinické u¢innosti.

U chemikalie 5 doslo k minimélni zméné procentualniho zastoupeni zivych bunck
pfi zvyseni koncentrace.

U slouceniny 6 neni pozorovan statisticky rozdil v procentualnim zastoupeni bunék
pfi koncentraci 0,15 mmol / 1 a 0,2 mmol / 1. Statisticky vyznamny rozdil je patrny u
chemikalie 7 pfi zmén¢ koncentrace z 0,15 mmol / I na 0,2 mmol / .

Komplex 8 nevykazuje téméi zadné statisticky vyznamné rozdily hodnot pti obou
zvolenych koncentracich. Vzhledem ktomu, ze jeho hodnoty jsou velmi blizké
k hodnotam negativnich kontrol, je zjevné, ze tato latka vyvolava pouze minimalni indukci
S ostatnimi testovanymi chemikaliemi.

Zcela odlisné vysledné hodnoty procentualniho zastoupeni vykazuje chemikalie 9
pti koncentraci 0,15 mmol / | v porovnani se slouceninami 1 — 8. Dlvodem téchto
rozdilnych vysledku je, Ze zvolend koncentrace 0, 15 mmol / 1 je znacné nad hranici LDs
této chemikalie. U této slouceniny navic neni vyznamny statisticky rozdil pfi koncentracich

0,15 mmol / 1, resp. 0,2 mmol / I.

Vliv metylace na Cp kruhu pfi koncentraci 0,15 mmol / 1 je na obr. 20 pozorovan
zejména u latky 2, u které je statisticky vyznamny rozdil v porovnani s jeho
nesubstituovanou formou 1. Po zvyseni koncentrace na hodnotu 0,2 mmol / |, uz tento vliv
methylové skupiny na kruhu neni patrny, vzhledem k pfili§ nizkym procentualnim
hodnotdm pro jejich srovnani.

Pti koncentraci 0,2 mmol / | se projevil zna¢ny vliv methylace na Cp kruhu u latky
4 v porovnani s jeho nesubstituovanou formou 3. Naopak u latky 6 doslo vlivem methylace
ke zvySeni ucinnosti oproti jeho nemethylované formé 5 pii koncentraci 0,2 mmol / I. Pti
koncentraci 0,15 mmol / 1 neni tento jev zfetelny pravdépodobné diky nizké ucinnosti pfi

této koncentraci.
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Zvyse uvedenych vysledki mizeme usuzovat, ze testované vanadocenové
komplexy 1 — 7 a chemikalie 9 vyvolavaji apoptozu u pouzité bunécéné linie HL-60, nikoliv
nekrézu, pii obou dvou koncentracich 0,15 mmol/ L, resp. 0,2 mmol / L

U testované slouceniny 8 Dbyla prokdzana minimalni indukce apoptozy a

kancerostaticky vliv na bunkach HL-60.
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7.ZAVER

Cilem diplomové prace bylo testovani cytotoxické aktivity vanadocenovych a 1,1'-
dimethylvanadocenovych  komplexa — Cp,VCl,, (MeCp),VCl;, Cp2V(0OO0C),,
(MeCp)2V(0OC),, [Cp2V(his)]CI, [(MeCp),V(his)]Cl a [Cp2V(acac)]Cl, na nadorové linii
HL-60. Ziskané vysledky byly porovnany s G¢inkem slouc¢enin Cp,TiCl, a [Pt(NH3),Cl;].

Pomoci metody MTT-testu byly pro testované vanadocenové komplexy stanoveny
hodnoty jejich 50 % letalnich davek (LDsp), které se pohybovaly v koncentraénim rozmezi
0,14 — 0,20 mmol /1. Tato hodnota byla experimentalné stanovena také pro chemikalie
TDC (0,64 mmol /1) a cDDP (0,06 mmol / I). Chemikalie cDDP vykazovala signifikantné
nejvyss§i a TDC signifikantné nejniz$i ucinnost, v porovnani s ostatnimi testovanymi
latkami. Kancerostaticky ucinek vanadocenovych komplexi vzriista Vv potadi:
[Cp2V(his)]CI,  [(MeCp).V(his)]CI,  (MeCp),VCl,, Cp,VCl;, (MeCp).V(OOC),,
[Cp2V(acac)]Cl, Cp,V(OOC),.

Na zakladé uzkého rozmezi vyslednych hodnot LDsp Vramci skupiny
vanadocenovych komplext a jejich derivati, byl urcen jako faktor, pravdépodobné
zodpovédny za protinddorovou aktivitu, vanadocenovy fragment [Cp,V'], poptipadé jeho
methylovany fragment [MeCp,V ], ktery je danym latkam spoleény.

Prostfednictvim  Apoptestu byla prokazana indukce apoptézy u vSech
vanadocenovych a 1,1 -dimethylvanadocenovych komplexi, véetné s cDDP a TDC. Zadn4
Z testovanych chemikalii nevyvolavala, pfi dvou zvolenych koncentracich (0,15 mmol /| a
0,2 mmol / 1), u nadorové linie HL-60 nekrozu.

Doposud nevyiesenym problémem je mechanismus cytostatického Uc¢inku

vanadocenovych komplexti. Toto téma by se mélo stat predmétem dalSich praci.
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Priloha 1

Struktury testovanych slou¢enin
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