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CYTOTOXICKY UCINOK ORGANOKOVOVYCH KOMPLEXOV
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Abstrakt

Aj ked poznatky o pri¢inach onkologickych ochoreni a ich manazmente st velmi rozsiahle, mor-
talita v tejto oblasti nema v siidasnosti klesajiicu tendenciu. Z toho dévodu Jje nevyhnutna systematicks
a dlhodoba implementacia strategie orientovanej na prevenciu tychto zdvaZnych ochoreni. Pri hl'adan
novych moZnosti v prevencii ale aj terapii nddorovych ochoreni sa okrem iného zvysil zdujem o latky
prirodného pdvodu pre ich moZné protinddorové uginky.

V nalej prici sme sa zamerali na $tadium cytotoxického a antiproliferativneho tdinku organoko-
vovych komplexov Zeleza Q-603, Q-616/1 a Q-820 na vybranych nadorovych bunkovych liniach,
Zistili sme, Ze niektoré z tychto novosyntetizovanych latok signifikantne redukovali prezivanie buniek
Jurkat a v men3ej miere aj bunick HeLa » MCF7, A549 a MDA. Dlhodoba kultivicia HelLa buniek
s uvedenymi ldtkami viedla k signifikantnej blokade tvorby kolénii nadorovych buniek.

Na zéklade ziskanych vysledkov méZme konstatovat’, Ze prirodné latky s obsahom Zeleza dispo-
nuju potencidlne protinddorovou aktivitou. Tieto vysledky vSak bude potrebné potvrdit’ aj v in vive
experimentoch.

KPucové slovd: selezo, ¢ otoxicita, nddorové bu
2

Abstract

Although knowledge about the causes of cancer and the management are very extensive, mortality
in this area is not currently declining. It is therefore important to implement a long-term strategy that
would aim to prevent these serious diseases. In search of new possibilities in the prevention as well
as treatment of cancer, among other things, there is an increased interest in the naturally occurring
substances for their potential anti-cancer effects. In our work, we focused on the study of the cytotoxic
and antiproliferative effects of organometallic complexes of iron Q-603, Q-616/1 and Q-820 in se-
lected tumor cell lines. We found that some of these substances significantly reduced Jurkat cell sur-
vival and to a lesser extent, HeLa, MCF7, A549 and MDA cells. Long-term culture of HelLa cells
with these agents resulted in a significant blockade of tumor cell colonies.

Based on the obtained results it can be concluded that

natural substances containing jron have po-
tential antitumor activity. However, these results will be

confirmed in in vivo experiments.
Key words: iron, cytotoxicity, cancer cells

Uvod

Vyskyt nadorovych ochoreni Jje vo velkej miere ovplyvneny vekovou §trukturou populacie. Az
na vynimky st ochoreniami 'udi vo vys8ich vekovych skupinach s vrcholom okolo 55. az 60. roku
Zivota. Vzhladom na degresny charakter vyvoja populicie a nérastom podtu osdb vo vyssich veko-

vych skupinach je redlne d’algie zvySovanie vyskytu zhubnych nadorov (Hughes a kol. 2006; Foltan
a kol. 2008; Tirpakovi a kol. 2012)

VCasna detekcia a naleZits lietba onkologickych ochoreni zohrava vyznamn( tlohu pri zniZovani
miery ich vyskytu a imrtnosti. V snahe ndjst’ ¢o najefektivnejsiu lieébu sa vedci intenzivne zaoberajn
vyvojom novych liediv a in§pirdciu astokrat hl'adaju v prirode. Mnohé dnes farmaceuticky vyznamné
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_latky boli izolované z rastlin, Zivogichov, hib, morskych organizmov a mikroorganizmov (Altaner,
2004).

Perspektivny zdroj novych protinddorovch zla&enin predstavujti latky obsahujiice vo svojej §truk-
tare kov. Terapeutické ispechy s cisplatinou upriamili pozornost’ aj na mnohé iné zliceniny s kovmi,
ktoré st v su€asnosti podrobené vyskumu a to zai¢elom ich vyuZitia v protinadorovej chemoterapii

-+ (Rafique a kol., 2010). V snahe vyvinit’ G¢innejSie protinddorove lieky syntéza organokovovych zhi-

¢enin ponuka nové moZnosti v terapii nadorovych ochoreni. Jednou z oblasti, ktorej sa vyskum venuje
je aj potencialne antiproliferativny \iinok zliéenin Zeleza, kde bolo zistené, Ze organokovové zli-
Ceniny mézu mat’ lepSie chemické a farmakologické vlastnosti v porovnani s Eisto organickymi lie-

: - &ivami (Quirante a kol., 2011).

V nasej praci sme sa zamerali na $tidium antiproliferativneho uéinku novosyntetizovanych zli-

- &enin Zeleza Q-603, Q-616/1 a Q-820. Vyber latok do nasho experimentu ovplyvnila skuto¢nost’, Ze

protinadorovy u¢inok prirodnych latok s obsahom Zeleza bol §tudovany iba okrajovo.

Material a metodiky

V nasich experimentoch boli pouZité nasledovné nadorové bunkové linie: Jurkat (leukemické
bunky), HeLa (nador krcka maternice), MCF-7 (adenokarcinom mliecnej Zl'azy),4549 (pI'icne na-
dorové bunky) a MDA (bunkova linia z nadorov prsnika). Tieto bunkové linie boli obdrZzané darom
od Dr. Hajducha (Olomouc, Ceska republika). Bunky Jurkat a HeLa sme kultivovali v médiu RPMI
1640. MCF-7, A549 a MDA v médiu obohatenom o glukézu DMEM. RPMI aj DMEM obsahovali
10% fetilneho séra a pridavok antibiotik (penicilin - 100 TU/ml a streptomycin - 100 pg/ml) (Invi-
trogen, USA). Bunky boli kultivované pri teplote 37 °C, v atmosfére obsahujticej 5% CO5. Pred kaz-
dym experimentom boli bunky testované na viabilitu pouZitim trypanovej modrej (viabilita pred
kaZdym experimentom bola vié§ia ako 95 %). :

Testované latky Q-603 (Cpq Hyg FeOyp), Q-616/1 (C;g Hypg FeyO) a Q-820 (Cy4 Hyg N Fe)
boli ziskané darom od Prof. Perjesiho (Pécs, Mad'arsko).

MTT test:

Na sledovanie viability a proliferacie nadorovych buniek (Jurkat, HeLa a MCF-7, A549 a MDA)
po aplikéacii Q 603, 616/1, a Q 820 sme vyuZili MTT kolorimetricky test (Mosmann, 1983). Bunky
sme inkubovali v 96-jamkovych platni¢kach s testovanymi latkami po dobu 72 hodin pri 37°C v 95%
atmosfére s 5% CO,. Po inkubilii sme pridali k bunkdm rozpustni tetrazoliovii sol’ ~ MTT a nasledne
po 4 hodinach 10% SDS. Princip metddy spociva v premene nitrotetrazoliovej modrej na tmavo-
modry formazan Zijicimi bunkami. Intenzita modrého zafarbenia sa meria na spektrofotometri pri
vinovej dizke 450 nm a vyj adruje mnoZstvo prezivajicich buniek v kontrole (neovplyvnené bunky)
ako aj buniek exponovanych Studovanymi latkami. Vysledky su vyjadrené ako % inhibicie, pricom
absorbancia kontroly je 100%.

Colony formation assay (CFA):

Schopnost’ studovanych latok ovplyvnit’ tvorbu kolénii HeLa bunkami sme stanovili pomocou
senzitivnej metddy (CFA). HeLa bunky (500 buniek/jamka) sme kultivovali na 6 jamkovych plat-
ni¢kéch po dobu 12 dni s Q 603, 616/1 a Q 820 v koncentraciach 10 10" mol.I. Po ukonéeni in-
kubicie sme bunky fixovali 4% formaldehydom a po oplachnuti (PBS) sme navrstvili 0,1%
kryStalviolet’ (Iml/jamka). Po opédtovnom oplachnuti (PBS) sme platnicky vysusili a sfotili. KedZe
v naSich vysledkoch uvadzame % preZivania HeLa buniek, do kaZdej jamky sme pridali 1 ml 10%
kys. octovej. Platnicky sme nechali trepat’ na trepacke 15-40 min., aZ do odfarbenia buniek. Po od-
farbeni sme obsah preniesli do 96 jamkovej platne a zmerali na spektrofotometri (Dynatech Elisa
Reader) pri vinovej di¥ke 450 nm. Vypotitali sme percentualne preZivanie buniek HeLa. Ako kontrola
(100%) nam shiZili bunky, ktoré boli inkubované bez pritomnosti Studovanych latok.
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Vysledky

Tab. 1. Vplyv Q 603 na preZivanie nadorovych buniek (v %)

Q 603 v MTT testoch vykazoval o niego vy$$i cytotoxicky t&inok ako Q 616/1 a Q 820. Inkubacia
nadorovych buniek Jurkat, HeLa, MCF-7, A549 a MDA s Q 603 v koncentracii 10- mol.]" po 72h
spdsobila 59,89; 77,66; 67,30; 92,20 a 91,50 preZivanie buniek v zavislosti od nadorovej linie. Q
603 aj v koncentrécii 10”7 mol.I" signifikantne zniZoval prezivanie buniek Jurkat (Tab. 1.). Cytotoxi-
cita Q 616/1 bola davkovo zavisla a inkubécia buniek Jurkat, HeLa, MCF-7, A549 aMDA s Q 616/1
v koncentracii 10 mol.I"! po 72h spésobila 65,96; 34,53; 57,70; 55,71 a 95,90% redukciu bunkového
preZivania. Q 616/1 signifikantne zniZoval preZivanie MCF-7 a A549 buniek a to aj v koncentracii
10" mol.I".. Podobny, o niedo slabgi cytotoxicky uginok vykazoval Q 820. Inhibiény ¢inok §tudo-
vanych latok bol zaznamenany aj metédou CFA. Vplyv Q 603, Q 616/1 aQ 820 na proliferaciu Hela
buniek je znizorneny v Tab. 3. U 616/1 a Q 820 sme zistili schopnost’ signifikantne blokovat tvorbu
kolénii v koncentrécii 10 mol.1" a u Q 603 dokonca v koncentracii 10° mol.I"!.

Q 603 (mol.I") Jurkat HelLa MCFE-7 A549 MDA
104 16,98*** 33,48%** 31,21%%* 37,05%%* 35,63%**
10 18,8%** 38,00%** 55,89** 71,37* 82,37
106 59,89%* 77,66% 67,30* - 92,20 91,50
107 71,28* 87,80 84,20 95,80 95,09
108 86,33 91,70 99,68 99,90 100
10? 99,81 92,40 100 100 100

Tab. 2. Vplyv Q 616/1 na preZivanie nadorovych buniek (v %)

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. kontrola

I Q 616/1 (mol.1") Jurkat HelLa MCF-7 AS549 MDA

10+ 30,23%** 2]1,23%** 54,07** 51,35%%* 88,10
10 65,96%* 34,53%%% 57,70%* 55,71** 95,90
10¢ 89,90 84,12 72,23* 70,97* 96,53
107 92,50 100 90,94 99,66 96,93
108 97,50 100 100 99,90 100
107 100 100 100 100 100

. Tab. 3. Vplyv Q 820 na preZivanie nidorovych buniek (v %)

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. kontrola

Q 820 (mol.I') Jurkat HeLa MCF-7 AS549 MDA
104 22,71 *** 55,78** 54,93** 53,75%%* 93,00
10 35,53%** 57,43%%* 73,12% 74,17* 95,71
106 76,33* 71,56%* 89,63 80,80 97,72
107 87,21 87,80 91,12 84,33 99,43
10 93,83 91,70 99,69 91,60 100
10° 100 100 100 100 100

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. kontrola
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‘Tab. 4. Vplyv Q 603, Q 616/1 a Q 815 na proliferaciu HelLa buniek

Q 603 Q 616/1 Q 820
Koncent. (mol.I'") % preZivania buniek

. 104 4] %% 5,2%%x 7,2 %%
105 ’ 6,0%** 11,4%** 15,3%%*
106 19,9%%* 25, 7% 28,3%%*
107 45,5%%* 50,9%* 61,9%*
108 60,8** 70,4* 76,6*
10° 71,3* 89,6 91,5
1010 81,5 100 100

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. kontrola

. Diskusia a zaver

V predloZene;j prici sme zistili, Ze §tudované zlaCeniny u vybranych bunkovych linif signifikantne

- zniZuji ich proliferaciu a vo velmi nizkych koncentraciach (10° mol.I"") taktieZ blokuju klénogenni
- aktivitu nddorovych buniek. Podobné UCinky komplexov Zeleza zistili aj d’alsi autori. Woldemariam
- a Mandal (2008) skimali vodorozpustny komplex Zeleza a salénu a Studovali jeho vplyv na DNA

u 'udskych bunkovych lini. Dosli k zéveru, ¥e tento komplex indukoval tvorbu VR a poskodzoval
DNA. Komplex Zeleza a salénu v koncentricii 10 UM inicioval u buniek morfologické Zmeny,
fragmentéciu DNA, kondenzaciu chromatinu, &o st typické znaky apoptézy. Uvolnenie cytochrému
¢ z mitochondrif bolo spojené so zvysenou permeabiltou mitochondridlnej membrany. Tieto vysledky
preukazali, Ze uvedeny komplex nielen poskodzuje DNA ale aj indukuje apoptézu pravdepodobne
prostrednictvom mitochondrilnej cesty.

Zaujimavé vysledky publikovali Jaouen a kol. (2004) a Michard a kol. (2008) s ferocifénom
(ferocénom modifikovany tamoxifén), ktory vykazoval vyrazny antiproliferativny iéinok u hormén
dependentnych ale aj u hormén independentnych nddorovych buniek mlieénej Zlazy.

Wenzel a kol. (2010) zistili, Ze nové antimalarikum ferochin mé pomerne vysoki protinidorovii
aktivitu zapri¢inenu interferenciou s DNA, ¢o poukazuje na moZnu spojitost medzi ti¢inkom proti
maldrii a proti nAdorovym bunk4m. '

Antiproliferativny u¢inok ferocénovych analégov F168 a F169 na ludskych malignych Hep2 bu-
kéch a na my3acej F10 melanémove;j bunkovej linii $tudoval Ferle-Vidovié v spolupréci s kolektivom
(2000). Ako kontrolu pouZili Fudské HEF a my3acie 1929 fibroblasty. Testované latky a to najmi
F169 vykazali vysoki aktivitu vo&i malignym bunkovym linidm, so su¢asne nizkou antiproliferativ-
nou aktivitou voéi nenidorovym fibroblastom.

Zaujimavé antiproliferativne uginky zhigenin s obsahom Zeleza dokumentovali Poljak-BlaZi a kol.
(2000). Zistili, Ze netoxicky komplex Zeleza, sorbitolu a citratu (FSCC) inhiboval proliferaciu ma-
lignych buniek, aviak vyrazne neovplyvnil nenddorové bunky. Zvyseny pocet buniek v G1 a S faze
poukazuje na skutoénost, Ze nadbytok Zeleza blokuje bunkovy cyklus pred syntézou DNA a pravde-
podobne indukuje tvorbu vol'nych radikalov (VR). Autori sa domnievajt, Ze VR poskodzujt lipidy
bunkovej membrany, proteiny a DNA a mozu indukovat’ apoptozu alebo aj iné formy bunkovej smrti.

Na zéaklade doteraz ziskanych poznatkov je moZné poukdzat’ na skuto¢nost’, Ze vyznam vyskumu
a vyvoja novych liekov je nespochybnitelny. Inovativne liegiva v poslednych rokoch prispeli k zmene
zivota miliénov Pudi. Pomohli predfZit Zivot, zvysit priemernti d{¥ku ¥ivota a tak isto zni%if miery
umrtnosti na ochorenia akymi st napriklad aj nddorové ochorenia. Désledkom narastajuceho vyskytu

97




spominanych ochoreni, ale aj poétu multirezistentnych mikroorganizmov je nevyhnutnou potrebou
humaénnej mediciny disponovat’ novymi a (i¢innej§imi terapeutikami. Z toho dévodu sme v naich
experimentech upriamili pozornost na na novosyntetizované latky Q 603, 616/1, a Q 820.

Na zaklade naich vysledkov méZme konstatovat’, Ze Q 603, 616/1 a Q 820 disponuju potencidlne
antiproliferativnou aktivitou, o poukazuje na opodstatnenost’ vyskumu zaoberajiceho sa Stadiom
novych organokovovych latok v protinadorovej prevencii a terapii. Avsak tieto vysledky bude po-
trebné potvrdit' v d’alich in vitro ale aj v in vivo experimentoch.
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