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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biochemickych véd

Kandidat: Lucie Kolbabova, DiS.

Skolitel: Doc. PharmDr. Tomas Simtnek, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Studium antiproliferacnich vlastnosti série novych
aroylhydrazonovych chelatori iontl Zeleza

Aroylhydrazony jsou tridentalni lipofilni chelatory Zeleza s dobrou prostupnosti do
bunék. V poslednich desetiletich byla prokdzana mimo jiné také vyrazna antiproliferativni
aktivita nekterych latek této skupiny. Vyznamnym zastupcem aroylhydrazont je peroralné
ucinny chelator salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon (SIH), ktery v predeslych
experimentech realizovanych na nasem pracovisti prokazal vyraznou antiproliferativni
aktivitu a schopnost chranit buiky pfed poSkozenim oxida¢nim stresem. Jeho hlavni
nevyhodou je vSak nizka stabilita, dand rychlou hydrolyzou hydrazonové vazby ve vodném
prostfedi. Ztohoto divodu byla v minulych letech na KAOCH FaF UK navrzena a
syntetizovana analoga SIH, odvozena od aromatickych ketoni, ktera prokazala signifikatné
vy$$i stabilitu v krali¢i plazmé v porovnani s parentni latkou.

Cilem této studie je navazat na predchozi experimenty a zaméfit se na dalsi
strukturni modifikace matetské latky SIH s jejich dopadem na antiproliferativni G¢innost.
Tato prace byla provadéna na bunécné linii prsniho adenokarcinomu MCF-7, proliferativni
testy probihaly po dobu 72 hodin, kdy byly buiiky vystaveny uc¢inkiim pozorovanych latek a
vyhodnoceny metodou vychytavani neutralni ¢erveng.

Vysledky téchto pokusii ukazaly u vSech studovanych aroylhydrazonovych derivati
statisticky vyznamné, davkove zavislé snizeni bunécné proliferace, ovsem u nékterych latek
az ve velmi vysokych koncentracich. P&t z deviti latek prokazalo zvySeni antiproliferativni
aktivity ve srovnani s matefskou latkou SIH. Redukce hydrazonové vazby vedla
K vyraznému snizeni u¢innosti, zatimco bromace aromatického kruhu v ketonové casti
neméla na antiproliferativni ucinnost zdsadni vliv. Rozvétveni alkylového fetezce na
hydrazonovém uhliku vedlo v jednom piipadé ke zvyseni, ve druhém ke sniZeni ucinku.

Ziskané hodnoty ICsy byly dale porovnany s daty toxicitni studie na linii
neonatélnich potkanich kardiomyocitth H9¢c2. U péti z deviti latek doSlo v porovnani se SIH
k n¢kolikanasobnému zvySeni selektivni toxicity vu¢i nadorovym buikdm oproti

nenadorovym.



Abstract
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Candidate: Lucie Kolbabova

Supervisor: Doc. PharmDr. Tom4s Siminek, Ph.D.

Title of diploma thesis: Study of the antipoliferative properties of the series of novel
aroylhydrazone iron chelators

Aroylhydrazones are tridental lipophilic iron chelators with good cell-membrane
permeability. In the last decades some compounds of this chemical group have been
demonstrated to have a significant antiproliferative activity. Salicylaldehyde isonicotinoyl
hydrazone (SIH), an aroylhydrazone with an oral availability, showed a significant
antiproliferative activity in previous experiments in our laboratory as well as the ability to
protect cells from the oxidative stress-induced damage. The main disadvantage of SIH is
low stability caused by rapid hydrolysis of the hydrazone bond in aqueous environment. To
deal with this issue, the Department of Organic and Inorganic Chemistry of the Faculty of
Pharmacy (Charles University) designed and synthesized analogues of SIH, derived from
aromatic ketones, which showed significantly improved stability in rabbit plasma in
comparison with the parent SIH.

The aim of this study is to expand the previous experiments and it is focused on
further structure modifications of the parent compound of SIH and their influence on the
antiproliferative activity. This study was conducted on breast carcinoma cell line MCF-7.
The proliferation of the cells was evaluated after 72 hours of exposure to the tested
compounds and was determined by the method of neutral red uptake assay.

The results of this experiment showed a statistically significant and dose-dependent
decrease of cellular proliferation for all of the tested aroylhydrazone derivatives, although in
some of the compounds only in very high concentrations. Five of nine compounds showed a
significant increase of antiproliferative activity in comparison to the parent SIH. Reduction
of the hydrazone bond led to the significant loss of activity, whereas the bromination of the
aromatic ring in the ketone part of the molecule had no significant influence. The branching
on the hydrazone carbon led to increased activity in one case but to decreased activity in
another.

Obtained ICs values were further compared to the toxicity data for neonatal rat
cardiomyocyte cell line H9c2. Five of nine compounds exerted improved selectivity for

carcinoma cells vs. non-carcinoma cells in comparison with the parent chelator SIH.
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1 Uvod

Tato diplomové prace je soucasti vyzkumu v ramci projektu 299511 C/2011
Grantové agentury Univerzity Karlovy: ,,Syntéza a studium antiproliferacnich ucinkt
novych aroylhydrazonovych chelatorti zeleza“. Cilem prace je provéfit moznost vyuziti
novych aroylhydrazonovych cheldtort Zeleza, syntetizovanych v ramci vyse uvedeného
projektu, v terapii rakoviny prsu v podminkach in vitro na standardizované bunééné linii

lidského prsniho adenokarcinomu (MCF-7).



2 Teoreticka c¢ast



2.1 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1.1 Zelezo

Zelezo hraje dileZitou roli viadé fyziologickych procesii. Tento piechodny
prvek je kofaktorem enzyml vyznamnych biochemickych drah. Jako soucést
cytochromil se ucastni energetického metabolismu a bunécného dychani, podili se na
syntéze DNA a je slozkou transportnich proteini kysliku (napi. hemoglobin,
myoglobin) [1]. Jeho katalyticka ucinnost spociva v redoxni aktivit¢ s moznosti
prechazet mezi dvojmocnou (Fe?*) a trojmocnou (Fe**) formou [2].

Ptestoze je Zelezo pro fungovani organismu nezbytné, nadbytek jeho volnych
iontlh ma vlivem téze redoxni aktivity patologické disledky [3]. Vede k poSkozeni
bunécnych struktur reaktivnimi formami kysliku (ROS), vznikajicimi v prabéhu Haber-
Weissovy a Fentonovy reakce (Obr. 2.1), v nichz pisobi jako katalyzator [2,4].

Vzniklé ROS se ucastni peroxidace lipidi bunéénych membran, coz miize
zpusobit jejich destabilizaci, uvolnéni obsahu organel do cytosolu a muize vést az
k nekroze bunky. Peroxidace lipidi navic vede ke vzniku mutagenniho faktoru
malondialdehydu (MDA), ktery reaguje s molekulami DNA a zpusobuje jejich
poskozeni. Spolu s fadou genetickych predispozi¢nich faktorti mé Zelezo také sviij podil
na vzniku a progresi nddorovych onemocnéni [4]. Z téchto diivodl musi byt hladina
zeleza peclivé regulovana na urovni absorpce, transportu i skladovani. UdrZovani

homeostazy tohoto prvku je dosazeno regula¢nimi proteiny [5].

Fe' + OF —= Fe +0, (1)
2+ +
Fe + H,0, — Fe + OH'+ OH" )
F

Net: O) + H,0, —= 0, + OH +OH" (3

Obr. 2.1: Reakce katalyzované Zelezem (ptevzato z publikace Kalinowski Richardson 2005). (1)

Redukce Zeleza superoxidovym radikalem, (2) Fentonova reakce, (3) Haber-Weissova reakce.
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2.1.1.1 Absorpce

Zelezo je z potravy absorbovano pouze v malém mnozstvi, ale piijem a jeho

regulace ma zasadni vyznam, protoze neexistuje fyziologicka cesta exkrece [1].

2.1.1.1.1 Mechanismus absorpce

Vstiebavani zeleza se odehrdva v buiikach stfevniho epitelu, v enterocytech.
Ptes cytoplazmatickou membranu téchto bun¢k mize byt pfenaSeno ve dvou formach, a
to jako Zelezo hemové nebo nehemové, pfiCemz prvni jmenované je absorbovano
efektivnéji [6].

Nehemova forma je transportovana do enterocytu pfenasSeCem bivalentnich
kovu-1(divalent metal transporter; DTM-1) [2]. Timto transportnim mechanismem vSak
muiZe byt pfenesena pouze rozpustna forma Fe?".

Vétsina nehemového Zeleza se vSak v potravé nachazi v nerozpustné forme Fe¥",
ve které je soucésti zelezitych komplexi. Proto absorpci piedchazi redukce Zelezitych
iontll, prostfednictvim duodendlniho cytochromu b (Dcytb) [5]. Jedna se o enzym
s reduktazovou aktivitou lokalizovany v apikdlni ¢asti enterocytalni membrany [3].

Hemovéa forma je vysoce biologicky dostupnym zdrojem Zeleza. Vstiebava se
jako soucast intaktniho metaloporfyrinu, ktery je absorbovan odliSnou cestou, nez je
tomu v piipadé nehemového zeleza. Absorpce je uskutenéna pomoci proteinu
prenasejici hem-1 (haem carrier protein—1; HCP-1) [5]. V endoplazmatickém retikulu
(EPR) enterocytu se zelezo uvoliiuje z protoporfirinového kruhu prostfednictvim hem-
oxygenazy-1 (HO-1) a v cytosolu se pfipojuje k zasobam volného Zeleza [7].

Zelezo je transportovano pfes bazolaterdlni membranu enterocytu do ob&hu
ferroportinem-1 (FPN1) a oxidovano ferroxidazou hephaestinem, k tomu, aby mohlo

byt navdzano na transferin (Tf) ve formée Fe** [5].

2.1.1.1.2 Regulace absorpce

Kli¢ovou roli v homeostaze Zeleza hraje hepcidin. Jedné se o hormon peptidové
povahy produkovany hepatocyty, ktery negativné reguluje vstiebavani zeleza ze stieva,
transplacentarni pfenos mezi matkou a plodem, a zabranuje uvoliiovani Zeleza z jater a

makrofagu [8].
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Pokud organismu hrozi intoxikace zelezem, je hepcidin intenzivné syntetizovan.
Po uvolnéni z jater putuje k bazolateralni casti membrany enterocytu, kde jeho vlivem
dochazi k internalizaci a rozlozeni FPN1 [9]. Timto zptusobem zabrafiuje uvolnéni

absorbovaného zeleza z enterocytu do krevniho ob¢hu [5].

2.1.1.2 Distribuce

Distribuci zeleza v organismu zajistuje transferin (Tf). Jednd se o transportni
glykoprotein patiici spolu s laktoferinem, ovotransferinem a melanotransferinem do
vyznamné rodiny proteintl, které vazi zelezo. V séru vytvaii zelezo ve formé Fe** vazbu
s apoTf za vzniku holoTf [6]. Kazdd molekula apoTf vzdy vaze s velmi vysokou
afinitou dva atomy Fe®*. HoloTf néasledné snadno tvofi vazbu s transferinovym
receptorem-1 (TfR1) [10].

2.1.1.3 Metabolismus Zeleza

2.1.1.3.1 Vstup do buiiky

Tf vstupuje do bunky pomoci TfR1. Jednd se o homodimer lokalizovany na
povrchu buniky. Kazdy monomer ma jedno vazebné misto, tudiz dimer je schopen vazat
dvé molekuly Tf najednou [2]. V prostiedi fyziologického pH na vné&jsi strané bun&cné
membrany, je afinita Tf k TfR1 velmi vysoka a snadno dochazi k tvorbé vazby za
vzniku Tf/TfR1 komplexu [10]. Tento komplex se dostava do intracelularniho prostoru
receptorem zprostfedkovanou endocytézou. V endozomu se v kyselém pH, vytvoreném
pravdépodobné¢ ATP-dependentni protonovou pumpou, Zelezo uvoliuje z vazby na Tf
[10] a je nasledné transportovdno pienaSeCem DMTI1 pies membranu endozomu do
cytosolu [2,11]. Protoze Tf vaze Fe** a transportér DTMI je schopen pfenést pouze
formu Fe*, musi byt Zelezo pied uvolnénim z endozomu redukovéano. Tuto redukci
pravdépodobné zajistuje epitelialni antigen prostaty 3 (6-transmembrane epithelial
antigen of the prostate 3; STEAP 3) [4].

Po uvolnéni Zeleza putuje apoTf/TfR1 komplex zpét k cytoplazmatické
membrané, kde se vlivem neutrdlniho pH na povrchu rozpadd a jednotlivé slozky

mohou byt pouzity v dal§im cyklu [10].
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TfR1 zprosttedkovana endocytdza je hlavni cestou transportu zeleza do bunky.
Rada studii poukazuje na existenci dal§ich mechanismil, jako je transport
transferinovym receptorem-2 (TfR2), ktery vytvaii vazbu sTf stejné jako TfRI1
v zavislosti na pH prostiedi, ale s pfiblizné 25x niz$i afinitou [10], mechanismus
spojeny s pinocytozou a dalsi Tf-nezavislé mechanismy [4].

Regulace TfR1 je zajiStovana na Grovni translace mRNA za ucasti regulac¢nich
proteinti (iron-regulatory proteins, IPR) [12], na rozdil od toho TfR2 regulaci touto
cestou nepodléha [13].

2.1.1.3.2 Skladovani

V cytosolu se zelezo stava soucasti tzv. reaktivniho poolu (labile iron pool, LIP).
LIP je definovan jako rezerva slabé vazaného zeleza [11]. Zde se s nejvétsi
pravdépodobnosti  vyskytuje jako soucast nizkomolekularnich sloucenin a
vysokomolekularnich meziproduktd. Ptestoze pitvod substituentd stidle neni plné
prozkouman, piedpoklada se, Ze je zde vazano na aminokyseliny, nukleotidy a
sacharidy [14].

Buiika obsahuje pouze mald mnozstvi volného Zeleza v LIP, coZ naznacuje, Ze
LIP musi existovat ve velmi nizkych koncentracich (3-5%) [15] nebo nemusi byt
piitomen vibec [16,17]. Pokud se toto mnozstvi zvysi, vzrusta pravdépodobnost tvorby
volnych radikali [18].

Cast zeleza v LIP, je pievadéna do specifickych kompartmentii, kde je
vyuzivana k zajisténi bunééného metabolismu [19]. Zbyld cast je vychytdvana
feritinem. Tento skladovaci protein je tvoien lehkou (light; L) a tézkou (heavy; H)
podjednotkou a ma schopnost pevné vazat cca 4500 atomu Zeleza v oxidované formée
[20]. K ptfeméné rozpustnych Fe?* jontd na ionty Fe** dochazi vlivem H podjednotky,
kterd ma ferroxiddzovou aktivitu [3]. Degradaci feritinu se uvolnéné ionty zpétné
redukuji na Fe?* [21].

Skladovani Zeleza ve feritinu ma rozhodujici vyznam pro ochranu bunky pted
vznikem oxida¢niho poSkozeni. Syntéza této bilkoviny je zvySena pii nadbytku Zeleza
Vv burice, pfi snizené dostupnosti naopak klesé [22]. Je regulovadna na trovni translace

mMRNA za pomoci IRP [23].

13



2.1.1.3.3 Regulace

Rada hlavnich bilkovin zaji§tujicich homeostazu Zeleza (FPN1, TfR1 a feritin)
je regulovana na post-transkripéni tirovni za casti IRP. Tyto proteiny jsou vazany na
prvky (iron-responsive elements, IRE) v nepickladanych oblastech mRNA
regulovanych bilkovin [24,25].

Vazba IRP1 a IRP2 na IRE je fizena intraceluldrni hladinou Zeleza odlisSnymi
mechanismy [6].

IRP1 ma duélni charakter. Vykazuje dvé funkce, jez se vzajemné¢ vylucuji v
zavislosti na intracelularni hladiné Zeleza. Pokud je hladina zeleza nizka, IRP1 se vaze
na IRE s velmi vysokou afinitou [6]. Pokud naopak hladina Zeleza vzroste, IRP1 se vaze
na skupinu [4Fe-4S], ktera znemoznuje vazbu na IRE, a IRP1 tak ziskava akonitazovou
aktivitu [26]. Zelezem nasycena forma IRP1 je cytosolovou izoformou mitochondrialni
akonitazy [6].

IRP2 je regulovan predev$im vlastni degradaci [6]. V buice, ktera ma
nedostatek Zeleza, se IRP2 hromadi, zatimco v pfipad¢ zvySené hladiny Zeleza je
degradovan cestou proteazomu [26]. Narozdil od IRP1 nevaze skupinu [4Fe-4S] a tudiz
nevykazuje akonitazovou aktivitu [6].

Neptekladana oblast mRNA pro FPN1 obsahuje pouze jeden IRE. V piipadé
nedostatku zeleza dochazi vazbou IRP na IRE ke sterickému branéni interakce
s ribozomem, a tim k potlaceni syntézy FPNI1. Bunka tak brani uvolhovani Zeleza do
krevniho obéhu [25].

Regulace syntézy feritinu probihd obdobnym zptsobem. Kazdy fetézec (L 1 H)
maji po jednom IRE. Vazba IRP na IRE zabraniuje ukladani zeleza.

Na rozdil od ptedchazejicich, mRNA pro TfR1 obsahuje pét IRE. Vazbou IRP
na IRE se vtomto pifipadé zajisti vyssi stabilita mRNA, ¢imz dochédzi k usnadnéni

syntézy TfR1. Pro vazbu ribozomu stac¢i pouze tii navazané IRP [26].

2.1.1.4 Vylu€ovani

Lidsky organismus neni vybaven schopnosti exkrece Zeleza v pravém slova
smyslu. Jednou z méala moznosti je jeho vylucovani zluci, jak ve formé volné, tak i
vazané (ferritin a Tf). Do Zluce se Zelezo dostava z lysozomu hepatocytu [27].

Dalsi moznosti exkrece je deskvamace bunck, zejména v gastrointestindlnim

traktu a v neposledni fadé¢ fyziologické krvaceni u zen - menstruace [28].
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INTRACELULARNI METABOLISMUS ZELEZA
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Obr. 2.2: Intracelularni metabolismus Zeleza (pfevzato z publikace Kalinowski, Richardson
2013). Tf obsahujici zelezo vstupuje do buiiky prostfednictvim TfR1 (receptorem zprostfedkovana
endocytoza). Snizenim pH v endozomu se Zelezo uvolni z Tf a je pfendSeno pomoci DMTI1 do
cytosolu. Zde se stava soudasti LIP. Tf je exocytézou vylouden z buiky. Zelezo z LIP mize byt
vyuzito k metabolickym funkcim nebo se uklada ve feritinu. Pomoci hladiny Zeleza v LIP je

regulovana aktivita IRP1 a IRP2.
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2.1.2 Zelezo a nadorova buiika

Nadorové bunky maji v porovnani se zdravymi somatickymi butikami mnohem
vysSi naroky na pfijem zeleza z divodu extrémné rychlé proliferace. Proto se u téchto
bunék objevuje fada zmén metabolismu zeleza [29].

Viditelny rozdil se nachazi ve zvyseni exprese TfR na bunééném povrchu [30].
Nekteré nadorové linie (napt. MCF-7) dokonce samy vytvareji proteiny imunologicky
odpovidajici Tf. Tvorba téchto proteini je v ptipadé MCF-7 navic zesilena
17R-estradiolem [31], pficemz tento hormon také indukuje syntézu proteinu podobného
TfR1 [32]. U celé tady neoplastickych bunck bylo zjisténo zvyseni exprese epitelialniho
antigenu prostaty STEAP, zatimco v buitkdch normalni zdravé tkané¢ je vyjadien pouze
omezené [4].

Zelezo je také vyuzivano ke stabilizaci tyrozylového radikalu na R2 podjednotce
ribonukleotid reduktazy (RR). Jedna se o enzym katalyzujici konverzi ribonukleotidli na
deoxyribonukleotidy a tim o kli¢ovy protein pro syntézu DNA. Mnozstvi RR je
v bunikach neoplastické tkané zvysSeno. Pii deprivaci Zeleza dochazi k inaktivaci RR,
coz vede k zastaveni buné¢ného cyklu mezi GI1/S fazemi [30]. Také syntéza
skladovaciho proteinu feritinu je u rakovinnych bunék zvySena [33], coZ se opét podili

na stimulaci buné¢né proliferace [29].

2.1.2.1 Angiogeneze

Bunéénéd proliferace neni mozZna bez dostatecného piisunu Zivin a kysliku.
Rychly rtst nadoru vede k nedostate¢nému zabobeni vSech bun€k tumoru témito
latkami, coz vede k hypoxii. Nadorové buiikky maji schopnost hypoxii detekovat, na
cemz se z Casti podili transkripéni faktor aktivovany hypoxii (hypoxia-inducible factor-
1, HIF1) ktery dava signal k tvorbé novych cév (angiogenezi) [29]. Vice o HIF1 viz
kapitola 2.1.3.1.5.

2.1.2.2 Metastazy

Po nékolikastupniové néadorové transformaci mohou nddorové bunky ziskat
schopnost pronikat do krevniho nebo lymfatického obéhu a tvofit sekundarni loziska
-metastdzy. Hlavnim urcujicim faktorem pro jejich tvorbu je schopnost jednotlivych

bunck oddélit se a samostatné prezit. Tyto builky spousti v ptisluSné tkani specifické
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signaliza¢ni kaskady, které umoziuji vznik sekundarniho loziska. Metastdzy zlstavaji

ptic¢inou piiblizné 90% tmrti na rakovinu [29].

2.1.2.3 Makrofagy

Tumory tvoii nejen neoplastické buiiky, ale také nenadorové stromalni buiikky mezi
které se fadi nadorem-ovlivnéné makrofagy (tumour-associated macrophages, TAMS).
Obecné hraji makrofagy nezastupitelnou tlohu v homeostaze Zeleza zajistovanim jeho
recyklace z hemu. V ptipadé TAMs jsou pozménény funkce souvisejici se vstiebavanim
a uvoliovanim Zeleza, coz v disledku vede ke zvySenému zasobeni neoplastickych
bunck timto prvkem [4]. Bylo prokdzéno, Ze se TAMs podili nejen na bunécné

proliferaci, ale také podporuji angiogenezi a tvorbu metastaz [34].

ZMENY V METABOLIZMU NADOROVE BUNKY

\
!
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Apo-Tf Holo-Tf Fa V;/ Apo-Tf Holo-Tf Fa
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Export
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Nadorova bunka Somaticka bunka
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Obr.2.3: Schematické znazornéni zmén metabolizmu Zeleza u nadorové buiiky v porovnani se
somatickou buiikou (pfevzato z publikace Richardson Kalinowski 2013). U nadorovych bunék byly
pozorovany zmeény v expresi proteinll zajisStujicich homeostazu zeleza. Tyto zmény zahrnuji (1)
zvyseni exprese TfR1 a (2) epitelidlniho antigenu prostaty STEAP 3, (3) zvySeni syntézy feritinu, (4)
zvyseni exprese RR, (5) snizeni exprese FPN1 a zvySeni hladiny hepcidinu a (6) pfitomnost nadorem
ovlivnénych makrofagi (TAMs), které zajistuji zvySené zasobovani bunck zelezem. V konecném
dusledku zajistuji tyto zmény nadorovym buiikam dostate¢né mnozstvi Zeleza potiebného k jejich

nekontrolovatelnému rastu.
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2.1.3 Chelatory Zeleza

Chelatory zeleza jsou latky, jejichz molekuly obsahuji atomy kysliku, dusiku
popt. siry. Tyto strukturni slozky jsou donory volnych elektronovych pard, které
s kationty zeleza tvofi koordinac¢ni vazby [35] a omezuji tak jeho dostupnost pro
bunéény metabolismus [30].

Ideélni chelator by mél mit k iontim zeleza vysokou afinitu a vytvaret s nimi
stabilni komplexy. M¢l by snadno prochazet biologickymi membranami a mit dobrou
biologickou dostupnost [36].

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.1.2, rychle se dé¢lici nadorové buniky maji
V porovnani se somatickymi buitkami zvySené pozadavky na Zelezo, diky ¢emuz jsou
mnohem nachyInéjsi k jeho depleci. Ztohoto duvodu piedstavuji chelatory zeleza
novou potencialni skupinu v protinadorové terapii [29].

Antiproliferativni G¢innost cheldtori Zeleza byla plivodné pfic¢itana inhibici RR,
ktera hraje klicovou roli v bunééné proliferaci [35]. Nyni je prokazano, Ze jejich ucinky
dochdzi i k ovlivnéni fady dalSich molekul, které maji zdsadni vyznam pro pribéh
bunééného cyklu (viz. kapitola 2.1.3.1) [37]. Studie chelatorti také prokazaly jejich
schopnost indukovat apoptdzu bun€k prostiednictvim vnitini (mitochondrialni) drahy
[37].

2.1.3.1 Regulacni proteiny ovlivnéné chelataci Zeleza

Jedna se o skupinu genli a proteint, které jsou regulovany mnozstvim
intracelularniho Zeleza a jejich exprese je tak vyrazné ovlivnéna chelataci. Ovlivnéni
regulace téchto genli a proteini ma mimo jiné zasadni vyznam pro prub¢h bunééného
cyklu [30,37]. Mezi hlavni skupiny téchto molekul patii cykliny, cyklindependentni
kinazy (cdk) a inhibitory cdk (napt. p21°""YWAFY) tumor supresorové geny (napt. p53),
retinoblastomovy protein (pRb) a dalsi [37].

2.1.3.1.1 Cykliny a cyklindependentni kinadzy

Tyto molekuly maji zdsadni vyznam pii regulaci pribéhu bunééného cyklu.

Cykliny moduluji fosforyla¢ni aktivitu cdk a umoziluji tak progresi bunééného cyklu
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[37]. Regulacni schopnosti téchto proteinti jsou piimo Umérné jejich koncentraci
Vv bunce [38].

Studie provadéné na SK-N-MC neuroepiteliomovych bunkach prokazaly, ze
chelatory Zeleza vyrazné redukuji expresi cyklini D1-D3. Ukazalo se, ze podstata
tohoto jevu souvisi s depleci Zeleza, kterda ma stejny vliv i na cykliny A i B, ackoli
v daleko mensi mife. Vzhledem k vyznamu cyklinu D1 v regulaci bunééného cyklu by
mohla mit jeho sniZena exprese zplsobena chelatory relativné velkou roli v redukci

bunécné proliferace neoplastickych buné¢k [30].

2.1.3.1.2 pRb

Tento protein je dulezitym regulatorem bunécného cyklu. Hyperfosforylovana
forma pRb, vznika ucinkem cdk a zprostfedkovava prechod z G1 do S faze. Snizeni
cyklinu D1 a cdk2 v disledku chelatace zeleza brani fosforylaci pRb a dochazi

k zastavé bunééného cyklu mezi G1/S fazemi [37].

2.1.3.1.3 p53

vvvvvv

bunééného cyklu [37]. Hraje dulezitou roli v regulaci bunétné proliferace [30]. Je
aktivovan v reakci na bunécny stres (napt. hypoxie) nebo poskozeni DNA, coz vede
k zastavé rustu, buné¢ného déleni, a pokud nedojde ke zméné vyvolavajiciho faktoru a
reparaci i k apoptoze bunky [37].

Snizenim hladiny Zeleza dochazi ke zvySeni exprese tohoto proteinu [39,40].
Vyzkumy ukazuji, ze nékteré chelatory (napt. DFO nebo NIH) takto funguji v celé fadé
nadorovych linii, vcetné¢ bun€k prsniho adenokarcinomu MCF-7 [41]. Napiiklad
chelatory ze skupiny desferri-exocheinti (D-Exo) zplsobuji reverzibilni zéastavu
bunécného cyklu normalnich epitelialnich bunék, ale u nadorové linie MCF-7 vedou
Kk apoptoze [42].

Schopnost chelatori specificky modulovat aktivitu p53 v nadorovych bunkach

vyrazné prispiva k jejich antiproliferativni t€innosti [30].
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2.1.3.1.4 p21CIP1/ WAF1

ICIPll WAF1

Stejné jako p53 je také p2 ovliviiovan hladinou intracelularniho Zeleza.

Tento protein je inhibitorem cdk a hraje kli¢ovou roli v pribéhu bunééného cyklu. Jeho
vazbou na cyklinE/cdk2 komplex dochazi k zastavé bunécného cyklu mezi G1/S fazemi

[30].

1 €IPYWAFL \ hizkyeh hladinach nezbytny pro

1CIP1/

Dalsi vyzkumy ale ukazuji, ze je p2
tvorbu komplexi cyklinD/cdk a tim k progresi bunééného cyklu. Fosforylace p2
WAFL zpusobuje navic nahromadéni tohoto proteinu v cytoplazmé, coz vede k ochrané
buiiky pted apoptozou [30,37].

Nedavna studie zjistila, Ze nékteré chelatory zeleza zplsobuji pokles exprese
p21C"PY WAFL \; Z4vislosti na sniZeni hladiny Zeleza v bufice [43]. Schopnost modulovat
hladinu tohoto proteinu je dal$im ukazatelem, do jaké miry mohou chelatory zeleza

ovliviiovat bunéény cyklus [30].

2.1.3.1.5 HIF1

Transkripéni faktor aktivovany hypoxii (hypoxia-inducible factor-1; HIF1)
spousti obranné mechanismy vedouci k zachran¢ bunky. Tento protein tvoii dvé slozky.
Podjednotka B, ktera je lokalizovana v jadie a cytosolova podjednotka o, kterda je
regulovdna v zavisloti na stavu hypoxie [37,29]. Za normalnich fyziologickych
podminek (normalni saturace kyslikem a hladina Zeleza) je podjednotka HIFla
preménovana propylhydroxylazou (PH), coz umoziuje jeji vazbu na von Hippel-Lindau
protein a naslednou degradaci ubikvitin ligazou [30,37].

Pfi hypoxii buiky nebo za podminek snizené hladiny zeleza dochazi k inhibici
PH s naslednou kumulaci HIF1a v buiice. HIF1a je schopna translokace do jadra, kde
vaze podjednotku HIF1B a spole¢né tvoii HIF1 komplexy, které se zde hromadi. HIF1
reguluje expresi mnoha genii (v€etn€ pS3 nebo genu pro TfR1) vazbou na prvek citlivy
k hypoxii (hypoxia-responsive element, HRE) [30,37,44].

Za urcitych podminek je HIF1 schopen regulovat angioneogenezi a zaroven
indukovat zastaveni bunééného cyklu ¢i navozeni apoptozy [37]. Chelatory zeleza
prokdzaly signifikantni zvySeni exprese tohoto HIF1 u nadorovych bunék, ¢imz také

ovlivituji buné€nou proliferaci a indukci bunééné smrti [30].
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2.1.3.1.6 NDRG1

Metastaticky supresor NDRG1 (N-myc down-stream regulated gene-1) byl
nedavno popsan jako novy protein reagujici na hladinu Zeleza [30]. Studie zabyvajici se
expresi tohoto proteinu prokazaly nizkou hladinu NDRGI1 u neoplastickych bunék
V porovnani s builkami okolni tkané, navic byla vysSi exprese Casto spojena se
zvySenim diferenciace buné¢k [45].

Chelatory zeleza zpusobuji signifikantni narist exprese NDRG1 u bun¢k fady
nadorovych linii [46,47], coz ukazuje na dal$i mozny mechanismus, kterym jsou

chelatory schopny inhibovat progresi nadoru [30].

2.1.3.2 Fyzikalné-chemické vlastnosti chelatori

2.1.3.2.1 Lipofilita

Vyvazené hydrofilné-lipofilni vlastnosti chelatori Zeleza jsou dulezité pro jejich
prichod bunéénou membranou. Ligandy s vyssi lipofilitou jsou snaze transportovany do
buiky, ¢imZ je zajistén lepsi pfistup k intracelularnimu Zelezu v LIP. Ligandy schopné
vstupu do buniky mohou také ptimo interagovat s hydrofobnim Fe centrem RR [48].

Obecné vede vyssi lipofilita ligand k zesileni antiproliferativni aktivity [2].

2.1.3.2.2 Redoxni viastnosti cheldatoru Zeleza

Nejvyssi antiproliferativni U¢innosti se vyznacuji chelatory, jejichZz schopnost
vazat Zelezo je navic podpofena redoxni aktivitou (napf. u Triapinu nebo nékterych
derivati PKIH) [49]. Tyto chelatory umoziuji Zelezu katalyzovat vznik ROS, jez vedou
k poskozeni bunécnych struktur a nasledné k bunééné smrti [2].

Redoxni potencidl maji ligandy se schopnosti vézat jak Fe®* tak Fe** ionty
[50,51,52]. Chelatory obsahujici ,,lehké* donorové atomy (napf. dusik) maji niZsi
redoxni potencial a umoziuji redukci centralniho Zeleza. Vznikajici Fe** ionty mohou
katalyzovat vznik ROS, které vedou k oxidativnimu poSkozeni bunécnych struktur a
nasledné smrti buiiky. Naproti tomu chelatory obsahujici ,,tézké* koordinacni skupiny

(napf. hydroxamovy kyslik) maji vysokou afinitu k Fe® a nizkou k Fe* [2].
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Hexadentalni chelatory plné obsazuji koordinacni sféru chelatovaného atomu
zeleza, ¢imz brani pfimému piistupu H,O, nebo O, k tomuto atomu. Bidentalni a
tridentalni chelatory mohou vytvaiet Castecné disociované komplexy, kde vSechny
valencni vazby iontu zeleza nemusi byt vazany. Tyto dil¢i komplexy umoziuji kontakt

povrchu kationtu s okolnim prostfedim a usnadnuji tak produkci ROS [2].

2.1.3.3 Prirodni chelatory Zeleza

2.1.3.3.1 Siderofory

Siderofory jsou pfirodni ligandy produkované nékterymi druhy mikroorganismd,
které slouzi k ziskavani zeleza z okolniho prostiedi [53]. Tento prvek je nezbytny pro
bakterialni rast, ale obvykle se vyskytuje v nerozpustné formé Fe**. Proto nemize byt
mikroorganismy efektivné vstieban a vyuzit. Siderofory byly selektivné vyvinuty
k vazani zeleza v rozpustné formé a k umoznéni jeho vstiebani coby soucasti

vytvofenych komplexi [2].

2.1.3.3.1.1 Desferrioxamin

Desferrioxamin (DFO) je linearni hexadentalni chelator produkovany
Streptomyces pilosus [2]. Obsahuje tfi funkéni skupiny kyseliny hydroxamové [53],
které s vysokou afinitou vaZzi ionty Zeleza a vytvari tak komplexy DFO-Fe v poméru
1:1. DFO je schopnen vazat jak Fe**, tak Fe?* [30,36,54].

V dnesni dobé je DFO lékem volby v terapii stavii a chorob spojené s pietizenim
zelezem, jako napt. u léCby [-thalasémie [55]. Rlzné studie navic prokézaly
antiproliferativni aktivitu DFO proti Sirokému spektru nadorovych bunek. Zkoumani
antineoplastické G¢innosti kultivaci bunék s komplexem DFO-Fe neprokazala zadné
zpomaleni ristu bunék, coz vypovida o roli zeleza v antiproliferativni aktivit¢ DFO
[29].

Nevyhodou DFO je jeho vysoka hydrofilita, ktera omezuje ucinnost velmi
nizkou absorpci a kratkym biologickym polocasem [56]. Z tohoto divodu musi byt

podéavan kontinualni subkutanni infuzi [57].
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Omezeni DFO vedla k vyvoji hydrofobngjsich chelatorti s vyssi selektivitou a

siln€j$imi protinadorovymi Gcinky [29].

2.1.3.3.1.2 Desferrithiocin

Desferrithiocin (DFT) je tridentalni siderofor produkovany Streptomyces
antibioticus. S Fe** vytvaii komplexy v poméru 2:1, kdy dvé molekuly DFT vazi jeden
atom zeleza. DFT je jednim z nejucinnéjsich peroralnich sideroforu, ale ferrithiocin -

komplex vytvofeny vazbou zeleza, je silné nefrotoxicky [55].

2.1.3.3.1.3 Desferriexocheliny

Desferriexocheliny  (D-Exo) jsou skupinou hexadentalnich siderofort
izolovanych z Mycobacterium tuberculosis [58]. Maji vyvazené hydrofilné-lipofilni
vlastnosti, coz umoznuje snadny prunik do intraceluldrnich prostor, kde tvoii vazbu s
ionty Zeleza za vzniku redoxné neaktivnich komplext [48]. In vitro studie s bunéénou
linii prsniho adenokarcinomu MCF-7 ukazaly vyraznou antiproliferartivni aktivitu
D-exo, pficemZz bylo zjiSténo, Ze na zdravé buiky prsniho epitelu tyto chelatory

cytotoxicky nepusobi [59].
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Obr. 2.4: Chemické struktury siderofort (prevzato z Kalinowski Richardson 2005).
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2.1.3.4 Syntetické chelatory Zeleza

V porovnani s pfirodnimi siderofory byly tyto chelatory Zeleza navrzeny a
syntetizovany ve snaze dosdhnout co nejvyhodnéjsich vlastnosti [2].

Ligandy s potencialni antiproliferativni aktivitou se zna¢né 1i§i ve struktufe,
stechiometrii a preferovaném oxidacnim stavu (mohou prednostné vytvaiet vazby s Fe**

nebo Fe*") [35].

2.1.3.4.1 Tachpyridin

Tachpyridin je hexadentélni chelator, jehoz vyrazna antiproliferativni aktivita je
dana chelataci Zeleza a tvorbou ROS [60].

V anaerobnich podminkach vykazuje tachpyridin vy3§i afinitu k iontim Fe?* n&z
k Fe** [61]. Pii navazani Fe*'iontd navic dochéazi k jejich redukci na Fe** a oxidaci
ligandu, coz je dulezitym krokem na cesté k tvorbé volnych radikdlt pies Haber-
Weissovou reakci. Tachpyridin také inhibuje syntézu feritinu a jeho cytotoxické ucinky
jsou dale podpofeny schopnosti vézat i ionty jinych kovi, jako napt. Ca®*, Mg?*, Mn?*,

Cu* a zn* [29].

2.1.3.4.2 Desferasirox (ICL670A)

ICL670A je peroralné aktivni tridentalni chelator Zeleza, ktery selektivné vaze
zejména ionty Fe®*, dale také Fe?*, Cu®* a Zn?* [62)].

V porovnani s jinymi chelatory Zeleza ma relativné nizkou antiproliferativni
ucinnost, ale jeho vlastnosti se da wvyuzit v dlouhodobé terapii u pacientii
s onemocnenim s pretizenim zelezem. Desferasirox (Exjade®) ma jiz v néekterych

zemich platnou registraci [29].

2.1.3.4.3 Thiosemikarbazony

Thiosemikarbazony jsou tridentalni chelatory, jejichz ligandy byly prvni
skupinou charakteristickou pro silné protinadorové uc€inky [63].

Tyto slouceniny vazi ionty kovil prostfednictvim siry a dvou atomu dusiku. Maji
vysokou afinitu nejen k iontiim Zeleza, ale napf. i Cu®*, Zn®* a dalsich pfechodnych

kovili. Vyrazné inhibuji aktivitu RR riznymi mechanismy [30].
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2.1.3.43.1 Triapin

Triapin (3-aminopyridin-2-karboxaldehydthiosemikarbazon, 3-APT) je inhibitorem
RR a jeho komplexy s kovy navic vykazuji redoxni aktivitu.

Redukce komplexn& vazaného Fe** na Fe?* vede k tvorb& ROS, které jsou
schopny zhaset tyrosylovy radikal R2 podjednotky RR a v kone¢ném dusledku vedou k
inaktivaci tohoto enzymu [29].

Studie prokézaly, Ze samotny Triapin je mén¢ antiproliferativné i€inny nez jeho
komplexy s kovy [29]. V porovnani s hydroxymocovinou (HU), klinicky pouzivanym
inhibitorem RR, byl Triapin G€¢inny i u bun¢k na HU rezistentnich [30].

Momentalné je ve fazi klinického zkouSeni [29].

2.1.3.4.4 Aroylhydrazony

Vychozi latkou skupiny aroylhydrazont je pyridoxal isonikotinoyl hydrazon
(PIH), ktery prokédzal vyssi antiproliferativni Uc¢innost v porovnani s DFO. Dalsi
vyzkum proto zahrnuje strukturni obmény tohoto chelatoru a studium vztahti mezi
strukturou a €¢inkem jednotlivych ligandi [29].

Aroylhydrazonova analoga byla syntetizovana z kyselych hydrazidi a tii
pivodnich aromatickych aldehydd — pyridoxalu, salicylaldehydu a 2-hydroxy-1-
naftylaldehydu, ¢imz byly vytvofeny tii nasledujici série [2].

2.1.3.4.4.1 Série 100

Tuto sérii chelatorii pfedstavuje PIH a jeho analoga, kterd byla pfipravena
kondenzaci hydrazidu isonikotinové kyseliny (pfip. hydrazidu karboxylové kyseliny)
S pyridoxalem (piip. s aromatickym aldehydem nebo ketonem) za vzniku pfislusnych
hydrazont

PIH je tridentalni, perordln& uginny chelator, ktery ma vyssi afinitu k Fe®*
jontdm a sniz§i afinitou vaze také Fe’* [2]. Snadno prochazi cytoplazmatickou i
mitochondridlni membranou a vaZe intracelularni zelezo [10]. Ma antiproliferativni

aktivitu a mimo to vykazuje také retinoprotektivni a antioxida¢ni ucinky, ¢ehoz se da
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vyuzit v terapii nemoci s pietizenim Zelezem [64,65]. Nékolik studii ukazalo relativné

nizkou toxicitu PIH jak pfi jednorazovém, tak pii opakovaném podani [64,65].

2.1.3.4.42 Série 200

Nahrazenim pyridoxalové Casti lipofilngjsi salicylaldehydickou skupinou vznikl
salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon (SIH) a od néj odvozena série derivatt [2]. Jedna
se o tridentalni chelatory, které jsou vzhledem k malé molekule a dostate¢né lipofilité
ucinné po peroralnim podani [66].

SIH selektivng vytvari 2:1 komplexy s Fe®* i s Fe* ionty, pri¢emz vaze Zelezo
S vyssi afinitou nez je tomu u piedeslé série [66]. Navic m& v porovnani s ostatnimi
aroylhydrazonovymi derivaty (PIH a NIH) nejvhodnéjsi hydrofilné-lipofilni vlastnosti
pro pruchod membranami a proto Velmi u¢inng transportuje ionty zeleza z bun¢k [20].

SIH kromé¢ antiproliferativni aktivity vykazuje také kardioprotektivni ucinky,
chrani kardiomyocyty pfed toxicitou antracyklinti, které se pouzivaji jako protinadorova
chemoterapeutika [67]. Nedavné vyzkumy ukazuji na jeho radioprotektivni U¢innost a
ochranny potencial u amyotrofické lateralni skler6zy [68,69]. Terapie jeho komplexy
Fe-SIH snizila expresi virovych proteinti a RNA viru hepatitidy C [70].

Limitujicim faktorem SIH je jeho relativné kratky biologicky polo€as a nizka
stabilita hydrazonové vazby, ktera v plazmé snadno podléhd hydrolyze [30]. Tato
vlastnost je zfejm¢ vlastni vSem aroylhydrazonim odvozenych od aromatickych

aldehydu [66].

2.1.3.4.4.2.1 Metyl a etyl ketonova analoga SIH

Na zakladé vySe zminovanych divodld byla navrZzena a syntetizovdna nova
analoga SIH odvozena od aromatickych ketonti. Tyto ligandy vykazuji vyrazngjsi
stabilitu hydrazonové vazby proti hydrolyze v porovnani s matetskymi latkami [66].

Mezi zéstupce fadime napt. HAPI, HPPI, 2,4DHAPI, 2,6DHAPI, NHAPI,
MHAPI, CHAPI apod. (podrobn¢ji v publikaci Hruskova a kol. 2011 [54]) pficemz
NHAPI se ukazal byt nejstabilngjsi z fady téchto chelatorii, protoze obsahuje nejsilnéjsi
elektronakceptorovou skupinu, nitroskupinu [54]. Naopak 2,6DHAPI, s dvéma OH

skupinami na aromatickém cyklu v ketonové Casti nevykazoval vyssi stabilitu a m¢l
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v

narQst antiproliferativni aktivity v porovnani se SIH a DFO [66].

2.1.3.4.4.3 Série 300
Tato série latek ma jesté vyraznéjsi lipofilitu nez piedeslé diky zaclenéni 2—
hydroxy—1-naftaldehydové skupiny [2]. 2-hydroxy—1-naftaldehyd (NIH) vaze Zelezo

predeviim ve formé Fe®" jontd [71] a tvoii s nimi redoxné neaktivni komplexy [72].

2.1.3.4.4.4 PCIH ajeho analoga

Jedna se o skupinu tridentdlnich cheldtori Zeleza, které vznikly zapojenim 2-—
pyridylkarboxaldehydové skupiny thiosemikarbazoni do aroylhydrazonového skeletu
[2]. Tato modifikace vedla ptekvapivé ke sniZzeni antiproliferativni aktivity, ale

zvyraznéni vlastnosti vyuzivanych u 1é¢by nemoci s pietizenim zelezem [73].

2.1.3.4.45 PKIH a jeho analoga

Di-2-pyridylketon isonikotinoyl hydrazon (PKIH) a jeho analoga vychazi
z PCIH pftidanim lipofilniho pyridinového kruhu. Jedné se také o skupinu tridentalnich
chelatort, jejichz komplexy se zelezem vykazuji redoxni aktivnitu, coz zvysuje jejich

antineoplastickou uc¢innost [52].

2.1.3.4.5 Hybridni chelatory ziskané kombinaci thiosemikarbazonii a

aroylhydrazonu

2.1.3.45.1 Hybridni chelatory fady NT
Vychozi latkou této skupiny chelatora je 2-hydroxy—1-naftylaldehyd—
3-thiosemikarbazon (NT). Néktera analoga NT prokazala antiproliferativni G¢innost v in

vitro studiich [74].
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2.1.3.45.2 Hybridni chelatory Fady DpT

Matetskou latkou této skupiny je di-2—pyridylketon thiosemikarbazon (DpT).
Néktera analoga, jmenovité Dp4eT, Dp4aT a Dp4pT a Dp44mT (podrobnéji v publikaci
Kovacevic a kol. 2011 [30]) prokazaly vyraznou antiproliferativni u¢innost. Aktivita
Dpd44mT je z casti dana schopnosti vytvaiet v nadorovych bunkach redoxné aktivni
komplexy se Zelezem a naslednou tvorbou ROS. Tento chelator se jevi jako nejucinné;si

zastupce skupiny [30].

2.1.3.45.3 Hybridni chelatory fady BpT

Tato skupina latek vychazi z 2-benzoylpyridin thiosemikarbazonu (BpT).

Analoga tfady BpT prokazala selektivnéjsi a jesté vyssi antiproliferativni aktivitu nez

chelatory odvozené od DpT [75].
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Obr.2.5: Chemické struktury vybranych syntetickych chelatort Zeleza (Pievzato od
Mackova 2010).
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3 Cile prace

e Studium antiproliferativnich G¢inkl série novych aroylhydrazonovych chelatori

zeleza na bunééné linii prsniho adenokarcinomu MCF-7.

e Porovnani antiproliferativni u¢innosti novych chelatorti a matetského chelatoru

SIH.
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4 Metodika
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4.1 Material

4.1.1 Bunécna linie

Bunééna linie lidského prsniho adenokarcinomu  MCF-7 byla ziskana

z evropské banky bunécnych linii (European Collection of Cell Cultures; ECACC,
Velka Britanie).

4.1.2 Reagencie a chemikalie

ADS pufr o pH 7,4 (NaCl 116 mM, KCI 5,3 mM, MgSQO,4 x 7H,0 1,2 mM,
HEPES 20 mM)

dimetylsulfoxid > 99,9% (DMSO) (Sigma, Némecko)

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Lonza, Belgie)

etanol absolutni p.a. > 99,9% (Penta, Ceska republika)

fetalni bovinni sérum - teplem inaktivované (Lonza)

formaldehyd 36,3% (Penta)

fosfatovy pufr tablety (phospate buffered saline - PBS) (Sigma)
L-glutamin 200mM roztok (Lonza)

HEPES pufr (N-(2-hydroxyetyl)piperazin-N'-(2-etansulfonova kyselina))
(Sigma)

chlorid vapenaty (Penta)

kyselina chlorovodikova (Penta)

kyselina octova - ledova p.a. > 99,9% (Penta)

neutralni ¢erven 3,3 g/l roztok (Sigma)

peroxid vodiku 3% roztok (Fluka)

trypanova modf 0,4% roztok (Sigma)

trypsin s EDTA (Lonza)

ultradestilovana voda (MQ, piistroj Milli-Q RG, Millipore, Ceska republika)

zasobni roztok penicilin/streptomycin (Lonza)
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4.1.3 Pouzité substance

¢ salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon (SIH, Katedra anorganické a organické
chemie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita Karlova)

e N'-(2-hydroxybenzyl)isonikotinoylhydrazid (rSIH, Katedra anorganické a
organické chemie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita Karlova)

e N'-(1-(2-hydroxyfenyl)ethyl)isonikotinoylhydrazid (rHAPI, Katedra
anorganické a organické chemie, Farmaceutickd fakulta, Univerzita Karlova)

e N'-(1-(2-hydroxyfenyl)propyl)isonikotinoylhydrazid (rHPPI, Katedra
anorganické a organické chemie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita Karlova)

o (E)-N'-[1-(2-hydroxy-5-bromfenyl)ethyliden] isonikotinoylhydrazid (bHAPI,
Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita
Karlova)

e (E)-N'-[1-(2-hydroxy-5-bromfenyl)propyliden]isonikotinoylhydrazid (bHPPI,
Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita
Karlova)

e (E)-N'-(1-(pyridin-2-yl)ethyliden)isonikotinoylhydrazid (2API, Katedra
anorganické a organické chemie, Farmaceutické fakulta, Univerzita Karlova)

e (Z2)-N'-(7-hydroxy-2,3-dihydro-1H-inden-1-yliden)isonikotinoylhydrazid (7HII,
Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita
Karlova)

e (E)-N'-(1-(2-hydroxyfenyl)-2-methylpropyliden)isonikotinoylhydrazid (H16,
Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita
Karlova)

o (E)-N'-(1-(2-hydroxyfenyl)-3-methylbutyliden)isonikotinoylhydrazid (H18,
Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita

Karlova)

Struktura a Ccistota latek piipravenych na katedfe anorganické a organické chemie
Farmaceutické fakulty byla potvrzena infradervenymi spektry (Nicolet Impact 4), 'H a
3C NMR spektry (Varian Mercury-Vx BB 300). Teploty tani byly m&feny pomoci
piistroje Biichi B-545.
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Obr. 4.1: Chemické struktury salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazonu (SIH) a od néj

odvozenych novych vybranych aroylhydrazonovych chelatori Zeleza.
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4.1.4 Pristrojové a laboratorni vybaveni

4.1.4.1 Zarizeni pro Kkultivaci a sterilni praci s bunéénou linii

box s laminarnim proudénim BioAir TopSafe 1.2 t¥idy II (EuroClone S.p.A,
Italie)

ebunécny inkubdtor s termostatem a regulaci koncentrace CO, Sanyo MCO-
19AIC (UV) (Panasonic Healthcare, Holandsko)

¢ vodni lazen PolyScience temperature controller (Polyscience, USA)

e Biirkerova komiirka (Brand, Némecko)

e sterilni kultivaéni nadoby T75 (TPP, Svycarsko)

¢ 96 - jamkové mikrotitracni kultivaéni desticky s plochym dnem (TPP,
Svycarsko)

e automatické pipety Eppendorf research rizného rozsahu (Eppendorf, Némecko)
e pipeta elektronicka multikanalova - e-PET BioHit 50-1200 pl a 5-100 pl (Biohit,
Finsko)

e serologické sterilni pipety Sml a 10 ml (TPP, Svycarsko)

e pipetiky Swiftpet (HTL, Polsko)

e pipetik BioHit midi plus (Biohit, Finsko)

e mikrozkumavky 0,5 a 1,5 ml (Eppendorf, Némecko)

e sterilni $picky rizného objemu (Memmert, Némecko)

e laboratorni sklo sterilni (Thermo Fisher Scientific, Ceska republika)

4.1.4.2 Ctetka 96-jamkovych mikrotitraénich destitek

Absorbance byla stanovovana spektrofotometricky pomoci ¢tecky Infinite M

200 s optickym hranolem (TECAN, Rakousko).

4.1.4.3 Invertovany epifluorescencni mikroskop

Pro mikroskopii fdzového rozhrani byl pouzit invertovany mikroskop Nikon

Eclipse TS 100 s objektivem Nikon 10x/0,25 (Nikon, Japonsko). Snimky byly potizeny
kamerou COOL-1300Q (VDS Vosskiihler, Némecko) se softwarem NIS-Elements AR
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2.20 (Laboratory Imaging, Ceska republika) se zdrojem UV Nikon S-CHG se rtutovou
lampou a filtry Texas Red (TxR), FITC a DAPI (Nikon, Japonsko).

4.1.4.4 Ostatni laboratorni vybaveni

analytické vahy ScalTec SBC 22 (Scaltec, Némecko)

deskova tiepacka Heidolph Titramax 100 (Némecko)

laboratorni tfepacky Vortex (Thermo Fisher Scientific, Ceské republika)
laboratorni sklo (Thermo Fisher Scientific, Ceska republika)

plastové zkumavky riizného objemu (TPP, Svycarsko)

Spicky rtizného objemu (Eppendorf, Némecko; BioHit, Finsko)
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4.2 Pracovni postupy

4.2.1 Kultivace

Buiikky byly péstovany ve sterilnich kultivacnich nadobach o plose 75 cm?
pii konstantni teploté 37°C a v atmosféie 5 % CO,, ktera je ekvivalentni bilanci CO;
Vv Krvi.

Pro kultivaci bylo pouzito médium DMEM obohacené o 10% tepelné
inaktivovaného fetalniho bovinniho séra (FBS h.i.), 4mM L-glutamin, 10mM HEPES
pufru (pH =7,4) a 1 % sm¢si penicilinu a streptomycinu.

Veskeré manipulace sbunkami byly provadény v aseptickém prostiedi
laminarniho boxu. VSechny pouZité roztoky byly pfedem temperovany na 37°C

predehiatim na vodni lazni.

4.2.2 Pasazovani (subkultivace)

Pasazovani bylo periodicky opakovano kazdy 3.az4.den. Redéni nové
nasazovanych bun€k bylo pfizpusobeno rychlosti bunééného déleni tak, aby v den
pasaze jeSté nedosahovaly uplné konfluence.

Pasaz byla zahajena odsatim média z bun€k. Aby doslo k odstranéni zbytkt séra,
nasledovalo dvojité oplachnuti pufrem PBS. Ve tfetim kroku byly pfidany
2 ml trypsinu s EDTA. Tento roztok bylo tieba rovnomérné rozprostiit po celém dné
kultiva¢ni nadoby a jeho ptebytek odsat. Nésledovala inkubace bun€k v tésné uzaviené
lahvi pfi teploté 37°C po dobu cca 5 minut. Po vyjmuti z inkubatoru se buiiky uvolnily
ode dna uderem dlan€ o sténu kultivaéni nadoby, zkontrolovaly pod mikroskopem a
trypsin byl zneutralizovan pridavkem 10 ml Cerstvého kultivaéniho média DMEM s
FBS.

Buiiky byly fadné rozsuspendovany vypousténim proudu bunécné suspenze proti
sténé nadoby a potiebny objem pienesen do nové sterilni kultivac¢ni lahve s obsahem
média. Cerstvé nasazené buiiky byly jemnymi pohyby kultiva¢ni lahve rozprostieny
po dné a vlozeny do inkubatoru.

Nespotiecbovana ¢ast bunéfné suspenze v médiu byla pouzita k realizaci

vlastniho pokusu.
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4.2.3 Pocitani bunék

Pro spravnou interpretaci vysledkii pokusu je zasadni nasazeni stejného poctu
bunék do stejnych kultivatnich nadob. Pouze takto mize byt =zajisténa
reprodukovatelnost a moznost porovnani.

Pfed vlastnim pocitdinim bunék bylo napipetovano 100ul 0,4% roztoku
trypanové modii do 0,5ml mikrozkumavky a néasledné¢ pridano 100ul dikladné
promichané bunécéné suspenze. Mikrozkumavka s bunikami byla ponechdna ccal
minutu pii laboratorni teploté, poté se bunécna suspenze fadné promichala na Vortexu a
bylo z ni naneseno 2 x 10ul pod skli¢ko Biirkerovy komurky.

Trypanova modi patii mezi tzv. postvitalni barviva. Charakter molekuly brani
priniku intaktni bunéénou membranou. Jakmile se zméni permeabilita membrany po
umrti buiiky, barvivo difunduje do intraceluldrniho prostoru.

Pod mikroskopem byly poéitany pouze neobarvené (zivé) bunky V péti z deviti
¢tverct, a to vzdy stejnym zpiisobem. Vysledny pocet bunék byl ndsoben ¢islem 2 000 a
tim ziskan pocet bun€k v 1 ml suspenze (fedéni trypanovou modii = 2 x, pocet bunék

Vv 1ul x 1000 = pocet bun€k v 1ml).

CH CH

3 3
NH, OH OH NH,
Ty,
Na0,S SO,Na NaO,S SO,Na

Obr. 4.2: Trypanova modf
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4.2.4 Studium antiproliferativnich vlastnosti latek

4.2.4.1 Nasazovani bunék na pokus

Buné¢nou suspenzi, ziskanou piedchozim pasazovanim bylo tfeba nafedit na
pozadovanou hustotu 50 000 bun¢k na 1ml. Pomoci vanicky a multikandlové pipety
byla dikladné promisena suspenze bun¢k nanaSena na 96 jamkovou desticku. Do kazdé
z jamek bylo naneseno 100 ul suspenze, coz odpovida 5 000 bunék na jednu jamku.
Aby Dbyla zajisténa adheze bunc¢k ke dnu, byly desticky vlozeny na 24 hodin
do inkubatoru.

Naésledujici den bylo do kazdé¢ z jamek aplikovano 100 pl roztoku zkouSené
latky. Roztok byl pfidavan vzdy ve dvojnasobné koncentraci nez byla koncentrace
pozadovana, protoze dochazelo k fedéni 100 pl jiz pfitomného média. Buniky byly spolu
se studovanymi latkami ponechany po dobu 72 hodin v bunééném inkubatoru. Po
uplynuti predepsaného Casu néasledovalo vyhodnoceni za pomoci metody vychytavéani

neutralni ¢ervené.

4.2.4.2 Roztoky studovanych latek aplikované pred inkubaci

VSechny studované chelatory iontl Zeleza byly pifed aplikaci rozpustény
v dimetylsulfoxidu (DMSO) a dle potieby fedény na pozadované koncentrace
z 1000mM a 100mM roztokti. Na 96 jamkovou destiCku byly nanaseny ve sloupcich
pomoci multikanalové pipety.

Prvni sloupec kazdé desticky obsahoval negativni kontrolu, tzv. blank. Zde mé&ly
byt vSechny buniky po uplynuti doby inkubace usmrceny. K tomu to ucelu byl pouzivan
3% peroxid vodiku zfedény kultivaénim médiem na koncentraci 0,02 M. Vysledna
koncentrace po aplikaci do jamek byla vSak 0,01 M (100ul bunééné suspenze + 100ul
roztoku peroxidu).

Nejméné dva dalsi sloupce obsahovaly pozitivni kontrolu. Do nich bylo pfidano
kultivacni médium a rozpoustédlo pouzivané k ptipravé zasobnich roztokd, v nasem
ptipadé DMSO. Pokud bylo ve stanoveni v nékterych jamkach pouzito vysSSiho
mnozstvi rozpoustédla, byl pfidan alespon jeden sloupec s kontrolou vyssi koncentrace
DMSO. Bylo nezbytné, aby se obsah DMSO rozpoustéjiciho latky shodoval s obsahem

DMSO ve sloupcich s pozitivni kontrolou.
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Zbylé sloupce desticky obsahovaly ptfidané smési kultivaéniho média a

zasobnich roztokti uvedenych v bod¢ 4.2.4.3.

4.2.4.3 Zasobni roztoky

Aroylhydrazonové chelatory byly rozpoustény v DMSO a takto pfedem
pfipravené roztoky aplikovany do jamek k nasazenym bunkam ve tfech rozdilnych
koncentra¢nich skalach. Vychézelo se ze zakladnich roztokt téchto latek (nejcastéji 100
puM a 1000 pM), které byly nésledné¢ ftedény rozpoustédlem na koncentrace
10 mM, 1 mM a 0,1 mM a byly uchovavany v mrazicim boxu pfi teploté -20°C.

Studované latky SIH, bHAPI, rHAPI, rHPPI byly pfidany do jamek ve
vyslednych koncentracich 0,3 uM, 1 uM, 3M, 10 uM, 30 uM, 100 uM a 300 uM. H16,
H18, 2API, 7HII a bHPPI ve vyslednych koncentracich 0,03 uM L, 0,1 uM, 0,3 uM, 1
uM, 3 uM, 10 uM, 30 uM a rSIH v koncentracich 3 uM, 10 uM, 30 uM, 100 pM, 300
uM, 1000 uM, 3000 uM.

V roztocich byl DMSO ve vysledku vzdy pfitomen v koncentraci 0,1 %.
Vyjimkou byly roztoky o koncentraci 300 uM a 3000 uM chelatorti, kde bylo obsazZeno
0,3 % DMSO.

4.2.5 Vyhodnoceni

4.2.5.1 Stanoveni Zivotaschopnosti bunék

Principem tohoto stanoveni je kratkodoba inkubace bunék s pfidanim
supravitalniho barviva, neutralni Cervené. Toto barvivo je slab& kationové povahy,
snadno difunduje ptfes semipermeabilni membranu a kumuluje se v kyselém prostiedi
intaktnich lysozomti. Podstatou stanoveni je kumulace barviva pouze v zivych buikach.
U mrtvych nebo poskozenych bunék je tato schopnost snizena. Mnozstvi akumulované
neutralni Cervené je tedy pfimo umérné mnozstvi zivych bunék v jamce kultivacni
desticky.

V pribéhu pokusu byly buiiky inkubovany se studovanymi latkami po dobu
72 hodin. Poté¢ bylo ze vSech jamek 96-ti jamkové desticky odsano 100 pl média a

nasledn¢ do kazdé napipetovano 100 pl pracovniho roztoku neutralni cCervené
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o0 koncentraci 80 ug/ml. Je tieba upozornit na to, ze vysledna koncentrace neutralni
cervené v kazdé z jamek byla tedy 40 pg/ml.

Po 3 hodinové inkubaci pii 37°C bylo zjamek kompletné¢ odsato médium
s roztokem neutralni Cervené a ptidalo se 100 pl fixacniho roztoku. Desticky byly
ponechany pfi pokojové teploté po dobu 15 minut. Nasledné byla kapalina z bun¢k opét
odsata a buniky byly dvakrat oplachnuty pufrem PBS. K prvnimu oplachu bylo pouzito
100 pul, k druhému jiz jen 50 ul pufru. Po ukonceni promyvani bylo piidédno
200 pl lyzacniho roztoku a desticky byly znovu ponechany pii pokojové teploté
15 minut. Nasledné byly pfemistény na tfepacku, kde se jejich obsah homogenizoval
frekvenci 450 otacek za minutu po dalSich 15 minut.

Stanoveni bylo vyhodnocovano spektrofotometricky méfenim absorbance
pfi 540 nm za pomoci piistroje TECAN. Cim vys$si obsah neutralni ervend jamka
obsahovala, tim vyssi absorbanci jsme naméfili.

Pro vyhodnoceni byla od vsSech sloupcti odecitina absorbance negativni

kontroly.

4.2.5.2 Roztoky potirebné k vyhodnoceni

Vsechny roztoky pouzivané pii vyhodnoceni pokust byly pfipraveny na Katedie
biochemickych véd do zésoby. Tyto roztoky byly uchovavany pii pokojové teploté.
Vyjimku tvofi zasobni roztok neutrdlni ¢ervené, ktery je komercéné dostupny a je tfeba

jej uchovavat v lednici.

o Pracovni roztok neutrdalni cervené
Pottebné mnozstvi tohoto roztoku bylo fedéno v Cas potieby bezsérovym
médiem ze zasobniho roztoku neutdlni Cervené na pozadovanou koncentraci

80pg/ml.
e Fixacni rozgtok pro stanoveni Zivotaschopnosti bunék

Jedna se o 0,5% roztok formaldehydu v MQ-vodé¢, v némz je rozpustén 1 g

chloridu vapenatého bezvodého na 100 ml.
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e Pufr PBS
Roztok vznikly rozpusténim komercné dostupnych tablet v prfedepsaném

mnozstvi MQ-vody.

e Lyzacni roztok pro stanoveni Zivotaschopnosti bunék
Jedna se o 50% roztok etanolu v MQ-vodé s piidavkem 1% kyseliny octové

ledové.

4.2.6 Obrazova dokumentace

4.2.6.1 Studium antiproliferativnich u¢inka vybranych chelatora
Zeleza

Buiky byly fotografovany ve 12-jamkové desticce pod invertovanym
mikroskopem Nikon Eclipse TS100 se zvétsenim 20x. Pied fotografovanim byl dodrzen
postup pokusu az do bodu 4.2.4 Odchylka byla ve zvyseni poctu bunék v jedné jamce a
to na 20 000 bun¢k na jamku. Jiny byl také objem nasazované bunééné suspenze a to
1 mlnajamku. Vysledné koncentrace ptidavanych roztokii byly shodné jako

vV uvedeném postupu, jen jsme proporéné upravili pfiddvana mnoZzstvi.

4.2.6.1.1 Piiprava bunék na fotografovani
Postup byl shodny jako vbodé 4.2.6.1 Buiiky byly inkubovany 72 hodin

s vybranymi chelatory Zeleza o vysledné koncentraci 0 (kontrola) a 10 uM. Nésledné
bylo z jamek s objemem 2 ml odebrano staré médium a bunky byly rychlou manipulaci
2x oplachnuty roztokem ADS pufru obsahujici ImM CaClz a 1 g/l glukézy. Hned poté

byly pofizeny snimky ve faizovém kontrastu.
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4.2.7 Statistické zpracovani dat

Statistické zpracovani dat bylo provedeno pomoci software GraphPad Prism 5
pro systém Windows (GraphPad Software, USA), stejny program byl pouzit k sestrojeni
grafli. Vysledky byly vyjadfeny jako primérné hodnoty meéfeni se smeérodatnymi
odchylkami. Pro vypocet statistické vyznamnosti dat byla pouzita metoda One-Way
ANOVA s post hoc testem Bonferroni.

Pro stanoveni hodnot ICsy (koncentrace studované latky, ktera byla schopna
snizit proliferaci bun¢k na 50 % ve srovnani s kontrolou) byl pouzit software CalcuSyn

verze 1.1 (Biosoft, Velka Britanie).
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5 Vysledky
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5.1 Studium antiproliferativnich u¢inkia studovanych latek

5.1.1 Studium antiproliferativnich u¢inki modelového chelatoru

Zeleza SIH

Po 72 hodinové inkubaci MCF-7 bunék se vzrustajici koncentraci chelatoru
zeleza SIH jsme za pouziti testu vychytdvani neutrdlni Cervené zaznamenali statisticky
vyznamné, davkoveé zavislé snizeni bunécné proliferace. SIH byl pouzit v rozsahu
koncentrace 0,3 uM az 300 uM. Hodnota ICsq (tj. koncentrace SIH, ktera byla schopna
snizit proliferaci bun¢k na 50 % ve srovnani s kontrolou) byla 4,21 + 1,05 uM. Nejvyssi
antiproliferativni Uc¢inek jsme zaznamenali pfi koncentraci 30 uM SIH, kdy bunécna

proliferace klesla na 15 % v porovnani s kontrolni skupinou (100 %).
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Obr. 5.1: SniZeni proliferace bunék MCF-7 po 72 hodinové inkubaci s chelatorem Zeleza
SIH (vyhodnoceno testem vychytiavani neutralni ¢ervené) N > 4 experimenty. Data jsou
uvedena jako primérna hodnota se standardni chybou (SD). Statisticky vyznamné odlisné

vysledky v porovnani s kontrolni skupinou (ANOVA, P < 0,05) jsou oznaceny symbolem *.
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5.1.2 Studium antiproliferativnich u¢inkd rSIH

Po 72 hodinové inkubaci MCF-7 bunék se vzristajici koncentraci latky rSIH
jsme za pouziti testu vychytdvani neutralni cervené zaznamenali statisticky vyznamné,
davkoveé zavislé snizeni bunécné proliferace. rSIH byl pouzit v rozsahu koncentrace 3
uM az 3000 pM. Hodnota ICsg (tj. koncentrace rSIH, kterd byla schopna snizit
proliferaci bunc¢k na 50 % ve srovndni s kontrolou) byla 279,97 + 53,17 uM. Nejvyssi
antiproliferativni G€inek jsme zaznamenali pti koncentraci 3000 uM rSIH, kdy bunécna

proliferace klesla na 12 % v porovnani s kontrolni skupinou (100 %).
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Obr. 5.2: SniZeni proliferace bunék MCF-7 po 72 hodinové inkubaci s litkou rSIH
(vyhodnoceno testem vychytavani neutralni ¢ervené)

N > 4 experimenty. Data jsou uvedena jako primérnd hodnota se standardni chybou (SD).
Statisticky vyznamné odlisné vysledky v porovnani s kontrolni skupinou (ANOVA, P < 0,05)

jsou ozna¢eny symbolem *
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5.1.3 Studium antiproliferativnich u¢inki rHAPI

Po 72 hodinové inkubaci MCF-7 buné¢k se vzristajici koncentraci latky rHAPI
jsme za pouziti testu vychytavani neutralni cervené zaznamenali statisticky vyznamné,
davkoveé zavislé snizeni bunééné proliferace. rHAPI byl pouzit v rozsahu koncentrace
0,3 uM az 300 uM. Hodnota ICs (tj. koncentrace rHAPI, kterd byla schopna snizit
proliferaci bunék na 50 % ve srovnani s kontrolou) byla 133,47 + 28,76 uM. Nejvyssi
antiproliferativni uc¢inek jsme zaznamenali pfi koncentraci 300 pM rHAPI, kdy bunécna

proliferace klesla na 26 % v porovnani s kontrolni skupinou (100%).
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Obr. 5.3: SniZeni proliferace bunék MCF-7 po 72 hodinové inkubaci s latkou rHAPI
(vyhodnoceno testem vychytavani neutralni ¢erven¢)

N > 4 experimenty. Data jsou uvedena jako prumérnd hodnota se standardni chybou (SD).
Statisticky vyznamné odli$né vysledky v porovnani s kontrolni skupinou (ANOVA, P < 0,05)

jsou oznaceny symbolem *.

46



5.1.4 Studium antiproliferativnich u¢inkd rHPPI

Po 72 hodinové inkubaci MCF-7 buné¢k se vzriistajici koncentraci latky rHPPI
jsme za pouziti testu vychytdvani neutralni cervené zaznamenali statisticky vyznamné,
davkoveé zavislé snizeni bunécné proliferace. rHPPI byl pouzit v rozsahu koncentrace
0,3 uM az 300 uM. Hodnota ICs (tj. koncentrace rHPPI, ktera byla schopna snizit
proliferaci bunc¢k na 50 % ve srovndni s kontrolou) byla 197,86 + 13,09 uM. Nejvyssi
antiproliferativni G€¢inek jsme zaznamenali pfi koncentraci 300 uM rHPPI, kdy bunécna

proliferace klesla na 33 % v porovnani s kontrolni skupinou (100%).
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Obr. 5.4: SniZeni proliferace bunék MCF-7 po 72 hodinové inkubaci s latkou rHPPI
(vyhodnoceno testem vychytavani neutralni ¢ervené)

N > 4 experimenty. Data jsou uvedena jako primérnd hodnota se standardni chybou (SD).
Statisticky vyznamné odlisné vysledky v porovnani s kontrolni skupinou (ANOVA, P < 0,05)

jsou ozna¢eny symbolem *.
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5.1.5 Studium antiproliferativnich u¢inki bHAPI

Po 72 hodinové inkubaci MCF-7 bun¢k se vzrustajici koncentraci latky bHAPI
jsme za pouziti testu vychytdvani neutralni cervené zaznamenali statisticky vyznamné,
davkové zavislé snizeni bunééné proliferace. bHAPI byl pouzit v rozsahu koncentrace
0,3 uM az 300 uM. Hodnota ICs (tj. koncentrace bHAPI, kterd byla schopna snizit
proliferaci buné€k na 50 % ve srovnani s kontrolou) byla 1,12 + 0,46 uM. Nejvyssi
antiproliferativni u¢inek jsme zaznamenali pii koncentraci 10 uM  bHAPIL, kdy

bunécnd proliferace klesla na 16 % v porovnani s kontrolni skupinou (100%).
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Obr. 5.5: SniZeni proliferace bunék MCF-7 po 72 hodinové inkubaci s latkou bHAPI
(vyhodnoceno testem vychytavani neutralni ¢erven¢)

N > 4 experimenty. Data jsou uvedena jako prumérnd hodnota se standardni chybou (SD).
Statisticky vyznamné odlisné vysledky v porovnani s kontrolni skupinou (ANOVA, P < 0,05)

jsou ozna¢eny symbolem *,

48



5.1.6 Studium antiproliferativnich u¢inkid bHPPI

Po 72 hodinové inkubaci MCF-7 bunék se vzrustajici koncentraci latky bHPPI
jsme za pouziti testu vychytdvani neutralni cervené zaznamenali statisticky vyznamné,
davkoveé zavislé snizeni bunétné proliferace MCF-7. bHPPI byl pouzit v rozsahu
koncentrace 0,03 uM az 30 uM. Hodnota ICsq (tj. koncentrace bHPPI, kterd byla
schopna snizit proliferaci bun€k na 50 % ve srovnani s kontrolou) byla 0,83 + 0,50 uM.
Nejvyssi antiproliferativni G¢inek jsme zaznamenali pfi koncentraci 3 uM bHPPIL, kdy

bunécnd proliferace klesla na 17 % v porovnani s kontrolni skupinou (100%).
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Obr. 5.6: SniZeni proliferace bunék MCF-7 po 72 hodinové inkubaci s latkou bHPPI
(vyhodnoceno testem vychytavani neutralni ¢erven¢)

N > 4 experimenty. Data jsou uvedena jako priumérna hodnota se standardni chybou (SD).
Statisticky vyznamné odlisné vysledky v porovnani s kontrolni skupinou (ANOVA, P < 0,05)

jsou ozna¢eny symbolem *,
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5.1.7 Studium antiproliferativnich u¢inka 2API

Po 72 hodinové inkubaci MCF-7 bun¢k se vzristajici koncentraci latky 2API
jsme za pouziti testu vychytdvani neutralni cervené zaznamenali statisticky vyznamné,
davkoveé zavislé snizeni bunééné proliferace. 2API byl pouzit v rozsahu koncentrace
0,03 uM az 30 puM. Hodnota ICsy (tj. koncentrace 2API, ktera byla schopna snizit
proliferaci bun¢k na 50 % ve srovnani s kontrolou) byla 3,62 + 1,82 puM. Nejvyssi
antiproliferativni u€inek jsme zaznamenali pfi koncentraci 3 pM 2API, kdy bunécna

proliferace klesla na 32 % v porovnani s kontrolni skupinou (100 %).
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Obr. 5.7: SniZeni proliferace bunék MCF-7 po 72 hodinové inkubaci s latkou 2API
(vyhodnoceno testem vychytavani neutralni ¢ervené)

N > 4 experimenty. Data jsou uvedena jako primérnd hodnota se standardni chybou (SD).
Statisticky vyznamné odlisné vysledky Vv porovnani s kontrolni skupinou (ANOVA, P < 0,05)

jsou oznaceny symbolem *.
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5.1.8 Studium antiproliferativnich u¢inka 7HII

Po 72 hodinové inkubaci MCF-7 bunék se vzrustajici koncentraci latky 7HII
jsme za pouziti testu vychytavani neutralni cervené zaznamenali statisticky vyznamné,
davkoveé zavislé snizeni bunééné proliferace. 7HII byl pouzit v rozsahu koncentrace
0,03 uM az 30 uM. Hodnota ICsy (tj. koncentrace 7HII, kterd byla schopna snizit
proliferaci buné€k na 50 % ve srovnani s kontrolou) byla 0,38 + 0,10 pM. Nejvyssi
antiproliferativni u¢inek jsme zaznamenali pfi koncentraci 1 uM 7HII, kdy bunécna

proliferace klesla na 17 % v porovnani s kontrolni skupinou (100 %).
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Obr. 5.8: SniZeni proliferace bunék MCF-7 po 72 hodinové inkubaci s latkou 7HII
(vyhodnoceno testem vychytavani neutralni ¢ervené)

N > 4 experimenty. Data jsou uvedena jako primérnd hodnota se standardni chybou (SD).
Statisticky vyznamné odlisné vysledky v porovnani s kontrolni skupinou (ANOVA, P < 0,05)

jsou oznaceny symbolem *.
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5.1.9 Studium antiproliferativnich u¢inka H16

Po 72 hodinové inkubaci MCF-7 buné¢k se vzristajici koncentraci latky H16
jsme za pouziti testu vychytdvani neutralni cervené zaznamenali statisticky vyznamné,
davkove zavislé snizeni bunécéné proliferace. H16 byl pouzit v rozsahu koncentrace 0,3
uM az 300 uM. Hodnota ICsp (tj. koncentrace H16, ktera byla schopna snizit proliferaci
bunck na50 % ve srovnani s kontrolou) byla 153, 67 + 24,20 uM. Nejvyssi
antiproliferativni u¢inek jsme zaznamenali pfi koncentraci 300 pM H16, kdy bunécna

proliferace klesla na 26 % v porovnani s kontrolni skupinou (100 %).
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Obr. 5.9: SniZeni proliferace bunék MCF-7 po 72 hodinové inkubaci s latkou H16
(vyhodnoceno testem vychytavani neutralni ¢ervené)

N > 4 experimenty. Data jsou uvedena jako prumérnd hodnota se standardni chybou (SD).
Statisticky vyznamné odlisné vysledky v porovnani s kontrolni skupinou (ANOVA, P < 0,05)

jsou ozna¢eny symbolem *,
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5.1.10 Studium antiproliferativnich u¢inkd H18

Po 72 hodinové inkubaci MCF-7 bunék se vzristajici koncentraci latky H18
jsme za pouziti testu vychytdvani neutralni cervené zaznamenali statisticky vyznamné,
davkoveé zavislé snizeni bunécné proliferace. H18 byl pouzit v rozsahu koncentrace
0,03 uM az 30 puM. Hodnota ICsp (tj. koncentrace H18, ktera byla schopna snizit
proliferaci bunék na 50 % ve srovnani s kontrolou) byla 0,49 + 0,18 puM. Nejvyssi
antiproliferativni ucinek jsme zaznamenali pfi koncentraci 3 uM HI18, kdy bunécna

proliferace klesla na 13 % v porovnani s kontrolni skupinou (100 %).
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Obr. 5.10: SniZeni proliferace bunék MCF-7 po 72 hodinové inkubaci s latkou H18
(vyhodnoceno testem vychytavani neutralni ¢erven¢)

N > 4 experimenty. Data jsou uvedena jako prumérna hodnota se standardni chybou (SD).
Statisticky vyznamné odlisné vysledky v porovnani s kontrolni skupinou (ANOVA, P < 0,05)

jsou ozna¢eny symbolem *,
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5.2 Obrazova dokumentace

5.2.1 Studium bunécné morfologie

Na fotografiich bunék MCF-7 pofizenych po 72 hodinové inkubaci s vybranymi
chelatory Zeleza o koncentraci 10 uM je viditelné sniZeni bunééné proliferace a zména
tvaru nckterych bunék v porovnani s kontrolou. Na fotografiich je zfejmé, ze latka
rHPPI neni vdané koncentraci pro bunky MCF-7 toxickd. V ptipad¢ ucinnych
chlelatorti zeleza SIH , bHPPI a 7HII je patrné zvétSeni bun€k, nékteré bunky maji
srpkovity tvar a jsou patrné také buiiky odloucené ode dna, které jsou pravdépodobné

mrtvé nebo umirajici.

10 uM SIH

10 uM 7 HII

Obr. 5.11: Morfologie MCF-7 bunék inkubovanych 72 hodin s vybranymi chelatory

Zeleza. Snimky ve fazovém kontrastu za pouZiti objektivu 20x.
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Zhoubna nadorovd onemocnéni jsou Vv celosvétovém méfitku jednou z
nejcastejSich pficin umrti. Z tohoto diivodu stoupa potieba vyvoje novych, u¢inngjsich a
selektivnéji pasobicich antineoplastickych 1é¢iv [55].

Nova strategie v terapii téchto onemocnéni se zaméiuje na vychytavani Zeleza,
coz je prvek, ktery hraje klicovou roli v syntéze DNA, je nezbytny pro bunécnou
proliferaci, sprdvnou funkci bunééného metabolismu a pribéh bunééného dychani
[55,66].

Rychle se mnozici nadorové bunky maji vlivem urychleného metabolismu
mnohem vyss$i naroky na piijem Zeleza. To je také diivodem jejich zvySené citlivosti k
nedostatku tohoto prvku, a tim také k latkam, které tento nedostatek zpisobuji [30].
Omezeni jeho dostupnosti v pfipadé neoplastickych bunck ptedstavuje vyhodnou a
originalni strategii v inhibici jejich nekontrolovatelné proliferace [66].

Chelatory zeleza jsou latky, které vazi ionty zeleza a omezuji tak moznost jejich
vyuziti pro metabolické pochody buiiky. Jsou skupinou latek stile vice vyuzivanou
V experimentalni i klinické medicing. V soucasné dob& nachazi uplatnéni v terapii
onemocnéni souvisejicich s chronickym pietizenim zelezem (jako je napft.
hemosiderdza, B-talasémie nebo hereditarni hemochromatdza) ¢i v terapii intoxikaci
zelezem [2]. Pfedmétem preklinickych 1 klinickych studii jsou dalsi alternativy vyuziti
jejich potencialu. Ne&které chelatory zeleza vykazuji schopnost chranit bunky pted
oxida¢nim poskozenim a vykazuji také protektivni G€innost pii ochrané kardiomyocytl
pred toxicitou antracyklinovych chemoterapeutik [67] nebo plsobenim oxidovanych
forem katecholamint [76,77]. Ptikladem jejich uplatnéni je také adjuvantni terapie
malarie, kdy se ptidavaji ke klasické 16¢bé chininovymi derivaty [78]. Dalsi moznosti je
jejich vyuziti v terapii onemocnéni HIV. Replikace viru HIVI je podminéna
dostatecnou zasobou Zeleza, které je nezbytné pro spravnou funkci reverzni
transkriptazy, genovou expresi a uspoiadani kapsidy. SniZzenim hladiny zeleza chelataci
je mozné dosahnout zpomaleni nebo uplného zastaveni mnoZeni tohoto viru [79,80].

V pribéhu studii a vyuzivani téchto latek byla odhalena jejich antiproliferativni
ucinnost [4,19,81]. Dnes jiz predstavuji novou skupinu antineoplastickych 1é¢iv, ktera
vykazuji silné a selektivni G€inky u velkého mnoZstvi neoplastickych bunék. Jsou to
latky s velkym potencialem pro terapii nadorovych onemocnéni [30].

Piivodné byla antiproliferativni u€innost chelator pfisuzovana inhibici RR, ktera
hraje klicovou roli v bunécné proliferaci [35]. Studie S triapinem a nékterymi derivaty

PKIH prokézaly, ze jsou nékteré chelatory schopny vytvaret redoxné aktivni komplexy,
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které vedou v nadorovych buiikdch k tvorbé ROS, poskozeni bunéénych struktur a
nasledné k bunécéné smrti [29,49,81]. Dalsi poznatky dokazuji, ze snizeni hladiny zeleza
chelatory navic pisobi zménu exprese fady kontrolnich molekul bunééného cyklu [37].
Ovlivnéni exprese cyklinu D1, inhibitoru cdk p21¢™ WAL n53 NDRG1 a dalsich je
mimo jiné také pri¢inou inhibice proliferace bun¢k a indukce apoptdzy. Tim se ukazuje,

ze zasahuji do celé fady metabolickych drah bunék.

Uginné chelatory Zeleza by mély mit vyvazené hydrofilné-lipofilni vlastnosti,
které umozni dobrou absorpci po peroralnim podani a zajistuji dobrou biologickou
dostupnost prichodem pies biologické membrany. Mély by vytvaret komplexy se
Zelezem intracelularné a tyto komplexy by mély byt dostateéné stabilni [36]. Vysoce
hydrofilni charakter klinicky pouzivaného sideroforu DFO omezuje vstiebani po
peroralni aplikaci, navic ma velmi kratky biologicky polo¢as, coz omezuje jeho
chelata¢ni ucinnost a pfinasi nevyhody pro pouziti v klinické praxi, protoze musi byt
aplikovan v podob¢ zdlouhavych, pro pacienty nekomfortnich subkutannich infazi [30].

Aroylhydrazonové chelatory zeleza vykazuji vyhodnéj$i rozlozeni téchto
vlastnosti, coz umoznuje jejich dobrou dostupnost i po peroralnim podani. Prvnim
zastupcem, dnes jiz rozsahlé skupiny téchto latek byl PIH, syntetizovany profesorem
Poitkou v 70. letech minulého stoletii Od té doby byla vyvinuta fada
aroylhydrazonovych analogii zdménou jader a dalsi modifikaci struktury [30].

Do této skupiny se tadi také SIH, tridentalni synteticky chelator zeleza, ktery je
diky malé molekule a dostate¢né lipofilné peroralné uclinny. Selektivné vytvaii 2:1
komplexy s Fe** i s Fe** ionty [66] a v porovnani s aroylhydrazony PIH a NIH ma
nejvyhodnéjsi pomér hydrofilné-lipofilnich vlastnosti, které zajiStuji snadny prachod
bunéénymi membranami a efektivni chelataci intracelularniho zeleza [20].

SIH je nadéjna latka pro terapii onemocnéni s pietizenim zelezem [82].
Vykazuje schopnosti chranit kardiomyocyty pied kardiotoxicitou antracyklinti [67]
aosvedcil se jako chelator Zeleza s antiproliferativni aktivitou [2]. Jeho velkou
nevyhodou je vSak kratky biologicky polocas a nizk stabilita hydrazonové vazby, ktera
ve vodném prostiedi plazmy snadno hydrolyzuje [66].

Tato vlastnost se tyka vSech ptivodnich hydrazoni odvozenych od aromatickych
aldehydi [66], proto je dalsim pfedmétem studia snaha zvysit stabilitu hydrazonové

vazby modifikaci struktury vychozich latek.
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Na Katedie anorganické a organické chemie FaF UK byla navrzena a
syntetizovana série novych analogli SIH odvozenych od aromatickych ketond, ktera
vykazuji signifikatné vys$si stabilitu proti hydrolyze hydrazonové vazby [66,83]. Dalsi
vyzkum aroylhydrazonovych derivati se zabyval také dusledky alkylace na
hydrazonovém uhliku (C=N) a substituci na fenylovém jadte. Nahradou aldimidinového
vodiku v molekule SIH objemnéjSim elektrondonorovym substituentem byl ziskén
chelator zeleza HAPI a jeho vys$i homolog HPPI. Substituce methylovou skupinou
v piipadé HAPI vedla k signifikantnimu zvySeni antiproliferativni aktivity proti
bunécné linii MCF-7 Vv porovnani s matefskou latkou. Methylaci se ale zaroven
dvojnéasobné zvysila cytotoxicita k buitkam H9¢2, nekancerogennim kardiomyoblastiim,
které ve studii zastupovaly tkén néchylnou k nezddouci toxicité zkouSenych latek.
Zavedenim etylové skupiny byl syntetizovan propiofenonovy derivat HPPI. Tato latka
prokazala srovnatelnou antiproliferativni u¢innost s HAPI, ale vyrazné nizsi toxicitu
k H9c2. Prodlouzeni alkylového fetézce se zda byt jednou ze slibnych strategii dalSiho
studia [66].

Cilem této diplomova prace je provéfit antiproliferativni ucinnost novych
analogti STH in vitro a porovnat tyto vysledky s vlastnostmi matefské latky SIH.

Antiproliferativni aktivitu SIH a od ng& odvozenych aroylhydrazonovych
derivatd jsme urcovali na bunééné linii prsniho adenokarcinomu MCF-7. Bunky byly
inkubovany po dobu 72 hodin sriznymi $kalami koncentraci studovanych latek.
U vSech zkoumanych chelatort byl zjistén statisticky vyznamny, davkoveé zavisly
pokles bunécéné proliferace, ovSem u néckterych latek az ve velmi vysokych
koncentracich.

Pomoci software CalcuSyn byly vypocitany hodnoty ICso pro kazdy ze
studovanych chelatorti. Ziskané hodnoty byly zaneseny do tabulky a porovnany s ICsg
vychozi latky SIH.

Hodnoty ICsy ukazaly u péti novych aroylhydrazonovych derivati vyssi
antiproliferativni aktivitu k bunkdm MCF-7 v porovnani s chelatorem SIH. Zbylé latky
byly naopak v porovnani s vychozi latkou nékolikanasobné¢ méné uc¢inné. Nejvyssi
naméfena u redukovanych derivati rSIH a r HPPL. Vice uvadi tabulka 6.1 a obrazek
6.1.
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Tab. 6.1: Souhrn hodnot ICs, chelatoru SIH a jeho analogii pro bunéénou linii MCF-7

ziskané v ramci této diplomové prace

chelatory 1Cs0 (UM)
SIH 4,21 £1,05
rSIH 279,97 £53,17
rHAPI 133,47 + 28,76
rHPPI 197,86 + 13,09
bHAPI 1,06 + 0,46
bHPPI 0,83 +0,50
2API 3,62+1,82
THII 0,38+0,11
H16 153,67 + 24,20
H18 0,49+ 0,18

Hodnoty ICsp (uM) jsou uvadény se smérodatnou odchylkou (SD). Byly ziskany
72 hodinovou inkubaci chelatori s buiikami a vypoctem pomoci software CalcuSyn.
Cervené zvyraznéné hodnoty ozna¢uji vy3si antiproliferativni ucéinnost chelatord
k bunikam MCF-7 nez je G¢innost matetského chelatoru SIH, coz je fadi do skupiny

latek vhodnych k moznému vyuZiti coby potencialnich cytostatik.

59



1251
R
1001
()
(@]
.
Q 751
°
o
w 507
[
0
)
S 254
m
0-
I . ) v I . ) v I
0.1 1 10 100 1000
Koncentrace cheladtoru (uM)
(log. Skala)
A SIH ® bHAPI
B (SIH B bHPPI
A AP ® H18
® (HPPI VvV 7HI

Obr. 6.1: SniZeni bunééné proliferace MCF-7 bunék po 72 hodinové inkubaci s chelatorem
Zeleza SIH a jeho analogy (vyhodnoceno testem vychytavani neutralni ¢ervené) N > 4

experimenty. Data jsou uvedena jako priimérna hodnota se standardni chybou (SD).

Chelata¢ni aktivita jednotlivych latek in vitro byla dale porovnavana s jejich
chelata¢ni UCinnosti v roztoku, stanovenim s kalceinem, a schopnosti chelatora
mobilizovat chelatované Zelezo ven z buriky.

Kalcein je slabym chelatorem Zeleza. Ve volném stavu vykazuje fluorescenci,
pficemz navazanim zeleza se tato fluorescence zhasi. Po ptfidani 5uM zkousSeného
chelatoru k roztoku obsahujici komplexy kalcein-Zelezo byl v ramci stanoveni sledovan
vzestup fluorescence v ¢ase. Principem tohoto stanoveni je kompetice o vazbu zeleza
mezi kalceinem a siln€jSim testovanym cheldtorem. Ziskané hodnoty vSech latek byly

porovnany S chelataéni aktivitou SIH (vice obr. 6.2).
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Obr. 6.2: Vysledky E. Mackové: Stanoveni chelata¢ni aktivity jednotlivych chelatora
V roztoku, stanoveni s kalceinem. N > 3 experimenty. Data jsou uvedena jako primérna
hodnota se standardni chybou (SD). Statisticky vyznamné odlisné vysledky v porovnani

s chelatorem SIH (ANOVA, P < 0,05) jsou oznaceny symbolem *.

Mirné vyssi chelata¢ni aktivitu v roztoku v porovnani s ptvodni latkou SIH
v roztoku vykazuji bHAPI, bHPPI a 7HII. Naopak nizsi aktivitu prokazaly redukované
derivaty a 2API. Z diivodu technické zadvady nebylo moZno toto stanoveni provést u

latek H16 a H18.

V pokusu  stanovujicim  mobilizaci  radioaktivné  znafeného i =
z intracelularniho prostoru byly buitky MCF-7 nejdiive inkubovany s holotransferinem
s navazanym izotopem > Fe. Bghem tithodinové inkubace buiiky absorbuji *Fe do
intracelularniho prostoru. Po dikladném oplachu a nasledném pifidani média
s testovanym cheldtorem o koncentraci 25uM byla po dalsi tfihodinové inkubaci métena
radioaktivita v médiu a uvniti bunék. Vysledky méfeni uvadi obrazek 6.3. Hodnoty jsou
uvadény jako % radioaktivity v médiu, tzn. Zeleza vynesené¢ho cheldtory ven z bunék.
100% piedstavuje soucet radioaktivity v bunkach a v médiu. Chelator SIH je uvadén

jako standard (zde pouze pro srovnani).
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Obr. 6.3: Vysledky E. Mackové: Mobilizace *Fe z MCF-7 bunék. N > 3 experimenty. Data
jsou uvedena jako primérnad hodnota se standardni chybou (SD). Statisticky vyznamné odlisné

vysledky v porovnani s kontrolou (ANOVA, P < 0,05) jsou oznaCeny symbolem®*.

Nejvyssi schopnost mobilizovat chelatované Zelezo z bunky maji 2API a 7HII,
kde je mirné¢ vyssi, nez u matetské latky SIH. U chelatoru 2API je tento vysledek
mobilizace Zeleza z bun¢k v porovnani s nizkou chelata¢ni aktivitou v roztoku ponékud
zvlastni. Tyto rozdily mohou byt zplsobeny interakci chelatoru 2API s kalceinem.
V piipad¢ ostatnich latek byla schopnost mobilizovat zelezo z bun€k nizsi oproti

porovnavanému standardu.

Pro mozné vyuziti studovanych latek coby potencialnich antineoplastickych
1é¢iv je dilezité urceni jejich selektivity k neoplastickym bunikdm. Z tohoto divodu
byly ziskané hodnoty ICsy porovnany s daty toxicitni studie na linii neonatalnich
potkanich kardiomyocitd H9c2, ktera predstavuje tkan nachylnou k nezadouci toxicité
zkoumanych chelétori.

Nejvice selektivni u€innost prokazala latka H18, ktera je 15krat vice G¢inna u
bunék MCF-7 nez v piipadé H9¢c2. Poméry hodnot ICsy k nadorové a nenadorové linii
uvadi tabulka 6.2.
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Tab. 6.2: Pomér hodnot 1Csy k nenadorovym buiikam linie H9¢2 a neoplastickym
buiikim MCF-7.

chelator 1Cs0 H9C2/MCF-7 (uM)
SIH 11,75
rSIH 0,14
rHAPI 0,63
rHPPI 1,14
bHAPI 6,59
bHPPI 7,60
2API 0,85
THII 1,63
H16 *
H18 15,10

Tucné vyznacené hodnoty vyss$i nez jedna vyjadiuji vyssi selektivitu k naddorové
bunécné linii MCF-7.

Cervené vyznagené hodnoty udavaji nékolikanasobné vyssi selektivni i¢innost u bungk
MCF-7, coz tadi pfislusné chelatory do skupiny latek vhodnych k moznému vyuziti
coby potencialnich cytostatik. Pro vypocet byla pouZzita data naméfend Katefinou
Pravdikovou. Hodnota ICso H9¢2 pro H16 neni dostupnd, protoze tato latka v ptipadé

bunééné linie H9¢2 nevykazuje signifikantni snizeni viability.

Latky sredukovanou dvojnou vazbou mezi uhlikem a dusikem byly
syntetizovany za Gcelem zvySeni stability molekuly proti hydrolyze labilni hydrazonové
vazby. Jak ale z vySe uvedeného vyplyva, redukce chelatoru SIH a jeho methyl a etyl
derivath vedla k vyraznému sniZeni antiproliferativni Uc¢innosti sniZenim chelata¢ni
aktivity redukovanych latek v porovnani s parentnimi latkami. Pfitomnost hydrazonové
vazby je tedy pro antiproliferativni Gi¢inek esencialni.

Zavedeni halogenu do molekuly zvysuje jeji lipofilitu, coz miize vést ke zvysSeni

pruniku latky do intracelularniho prostoru. Vlivem kladného mezomerniho a zaporného
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indukéniho efektu muze také ovliviiovat stabilitu hydrazonové vazby a schopnost
chelatovat ionty. Derivaty substituované atomem bromu v poloze 5 fenylového jadra,
kterymi jsme se zabyvali, vykazuji nepatrné nizsi hodnoty 1Csp nez plvodni
nebromované latky. Na tomto misté je zajimavé srovnani s chelatorem CHAPI ((E)-N -
(1-(5-chloro-2-hydroxyfenyl)ethyliden)isonikotinohydrazidem), ktery ma ve stejné
poloze na fenylu vazany atom chloru. Chlorovany izoster prokazal proti bHAPI vyssi
antiproliferativni u¢inek [66].

Bromovana analoga ale vykazuji vyssi selektivitu vici nadorovym bunikam ve
srovnani s CHAPI. V ptipadé bHAPI je selektivita srovnatelna s jeho nebromovanym
analogem HAPI. bHPPI vykazuje vyrazné nizsi selektivitu nez jeho nehalogovany
analog HPPI, coZ je dano jeho vyssi toxicitou K linii bunék H9c2 [66].

V molekule latky 2API je vketonové casti zastoupen 2-hydroxyfenyl
pyridinovym jadrem, na chelataci zeleza se tedy podili heterocyklicky dusik, nikoli
fenolicky hydroxyl. Ve srovnani se svym analogem HAPI vykazuje vSak 2API vyssi
toxicitu ke kardiomyocytim H9¢2. Antiproliferativni aktivita k MCF-7 bunikam 2API se
bohuzel projevuje v koncentracich, kdy uz je toxicky ke kardiomyocytum H9c2.

Derivat 7HII obsahuje v ketonové ¢asti molekuly stejny pocet alkylovych uhlikt
jako HPPI, 1i8i se pouze jejich indanovym uspofadanim. Tato latka prokazala nejsilnéjsi
antiproliferativni aktivitu ze v§ech zkoumanych latek, bohuzel bylo zaznamenano také
signifikantni zvySeni toxicity k H9c2 bunkdm oproti HPPI, coz ¢ini jeji profil
nepiiznivym. Antiproliferativni aktivita 7HII koreluje, obdobné jako u latky 2API s
toxicitou k H9¢2 bunkam, coz lze vysvétlit obecné zvySenou schopnosti penetrace této

latky do bunégk.

Rozvétveni alkylového fetézce na hydrazonovém uhliku vazby (C=N) vyrazné
méni vlastnosti molekuly. Latka H16 ma fetézec v porovnani s HPPI v a poloze vici
hydrazonové vazbé rozvétveny, alkyl je zde tvotfen isopropylovym usporadanim. Tato
latka je vmédiu i1 v pouzittm rozpouStédle DMSO velmi obtizn€ rozpustna.
V koncentracich, Vv nichZ ji lze pfevést do roztoku, ma vlastni toxicitu téméf nulovou,
coz je pravdépodobné zapfi¢inéno rozveétvenim fetézce v tésné blizkosti hydrazonové
vazby braniciho hydrolyze. Rozvétveni pravdépodobné stericky brani chelataci zeleza.

V mezich rozpustnosti je antiproliferativni i€¢innost H16 velmi nizka.
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Prodlouzeni fetézce o jeden uhlik zavedenim isobutylové skupiny v piipadé
latky H18 vedlo naopak ke zvyseni antiproliferativni u¢innosti vV porovnani s parentni
latkou SIH. Tato latka navic vykazuje ze vSech studovanych latek nejvySsi nartst
selektivity vic¢i neoplastickym butikam. Pro druhou nejnizs$i naméfenou hodnotu ICsp a
vyraznou selektivitu vi¢i nadorové linii ma ze vSech zkoumanych latek nejvyhodné;si
antiproliferacni G¢innosti na SirSim panelu nadorovych linii, hodnoceni protinadorového
pusobeni na vhodnych in vivo modelech, studium toxicity in vivo a uvodni

farmakokinetickou analyzu.
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7 Zavéry

¢ Vsechny studované chelatory prokazaly statisticky vyznamné, davkové zéavislé

snizeni bunécné proliferace u MCF-7 bun¢k

e P&t studovanych latek prokazalo vyssi antiproliferativni i¢innost nez chelator

SIH

e Redukce hydrazonové vazby vedla k vyraznému snizeni antiproliferativni

aktivity
¢ Bromace nema na antiprolifera¢ni ii¢innost zasadni vliv

e Rozvétveni alkylového fetézce v blizkosti hydrazonové vazby vedlo v ptipadé
zavedeni isopropylu k vyraznému snizeni antiproliferacni i1 chelatacni aktivity a

Vv ptipadé¢ isobutylu naopak k jejich zvySeni
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8 Seznam zkratek

2 API
7 HII

bHAPI
bHPPI

BpT
CHAPI
Dcytb
D-Exo
DFO
DFT
DMEM
DMSO
DMT-1
Dpd44dmT
DpT
FPN1
H 16

H 18
HCP-1
HO-1
HU
ICL670A
IRE
IRP
LIP
MDA
NIH
NT
PCIH
PIH

(E)-N'-(1-(pyridin-2-yl)ethyliden)isonikotinoylhydrazid
(2)-N'-(7-hydroxy-2,3-dihydro-1H-inden-1-
liden)isonikotinoylhydrazid
(E)-N'-[1-(2-hydroxy-5-bromfenyl)ethyliden]isonikotinoylhydrazid

(E)-N'-[1-(2-hydroxy-5-bromfenyl)propyliden]isonikotinoylhydrazid

2—benzoylpyridin thiosemikarbazon
(E)-N"-(1-(5-chloro-2-hydroxyfenyl)ethyliden)isonikotinohydrazid
duodenalni cytochrom b

desferriexocheliny

desferrioxamin

deferrithiocin

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

dimethylsulfoxid

prenasec divalentnich koviu—1 (divalent metal transporter—1)
di-2—pyridylketon—4,4-dimethyl-3-thiosemikarbazon
di-2—pyridylketon thiosemikarbazon

ferroportin 1
(E)-N'-(1-(2-hydroxyfenyl)-2-methylpropyliden)isonikotinoylhydrazid
(E)-N'-(1-(2-hydroxyfenyl)-3-methylbutyliden)isonikotinoylhydrazid
protein pienasejici hem—1 (haem carrier protein—1)
hem-oxygenaza-1

hydroxymocovina

kyselina 4-[3,5-bis-(hydroxyfenyl)-1,2,4-triazol-1-yl]-benzoova
elementy kontrolujici zelezo (iron—responsive elements)

proteiny regulujici Zelezo (iron-regulatory proteins)

zasoby volného zeleza (labile iron pool)

malondialdehyd, kone¢ny produkt peroxidace lipidi
2—hydroxy—1-naftaldehyd
2-hydroxy—1-naftylaldehyd—3-thiosemikarbazon
2—pyridylcarboxaldehyd isonikotinoyl hydrazon

pyridoxal isonikotinoyl hydrazon
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PKIH
rHAPI
rHPPI
rSIH
STEAP

ROS
RR
SIH
Tf
TR

di—pyridylketon isonikotinoyl hydrazon
N'-(1-(2-hydroxyfenyl)ethyl)isonikotinoylhydrazid
N'-(1-(2-hydroxyfenyl)propyl)isonikotinoylhydrazid
N'-(2-hydroxybenzyl)isonikotinoylhydrazid

epitelialni antigen prostaty 3 (6-transmembrane epithelial antigen of
the prostate 3)

reaktivni formy kysliku

ribonukleotid reduktaza

salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon

transferin

transferinovy receptor
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