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ABSTRAKT

Rakovina patri medzi najzékernejSie a najrozsirenej$ie choroby modernej doby.
Predpoklada sa, ze do roku 2050 sa pocet pacientov diagnostikovanych na rakovinu zvysi
az dvojnasobne. Aktudlny stav ako aj prognozy veda k dramatickej potrebe pre vyvoj
a aplikaciu efektivnejSich protinddorovych lie¢iv. Komplexy na baze platiny reprezentuju
neoddelitel'na zlozku sti¢asnej protinddorovej terapie. Priblizne polovici onkologickych
pacientov je podavana chemoterapia vo forme platinovych cytostatik. Najpouzivanej$im
platinovym lie¢ivom je cisplatina, ktora bola prvykrat syntetizovana Peyronom uz v roku
1845. Protinadorovu aktivitu cisplatiny objavil v roku 1965 americky biofyzik Barnett
Rosenberg, ktory tak vyznamne prispel k pokroku v chemoterapeutickej lie€be rakoviny.
Za hlavny mechanizmus ucinkov cisplatiny a jej analégov d’alSich generacii (karboplatina
a oxaliplatina) je povazovand interakcia s bune¢nou DNA. Konforma¢né zmeny DNA
vyvolané vizbou platinovych cytostatik maji za nasledok ovplyvnenie velkého mnozstva
bunecnych procesov, ktoré nakoniec vedu k programovanej bunec¢nej smrti - apoptdze.
Aj napriek uspechom maju platinové cytostatika niekol’ko zavaznych nedostatkov, ktoré
limituju ich pouzitie. Hlavnym nedostatkom je slaba S$pecificita, ktord je spojena
svaznymi vedlajSimi u¢inkami. Naviac, vrodend a ziskand rezistencia nadorov
voci platinovym lie€ivam spdsobuje zniZenie ich protinddorovej aktivity. Snaha prekonat’
nedostatky  konven¢nych  platinovych  cytostatik  odStartovala  renesanciu
v bioanorganickej chémii aviedla k syntéze tisicok novych platinovych komplexov,
ako aj komplexov d’alSich prechodnych kovov a transportnych systémov pre lokalizaciu
komplexov do nadorovych buniek.

Jednym z konceptov pri vyvoji efektivnejSich protinddorovych lieCiv
je konjugacia platinovych cytostatik s inymi biologicky aktivnymi latkami, ktoré maja
obvykle osobity mechanizmus u¢inku. Za tymto Gcelom bola pripravena a $tudovana
nova skupina derivatov cisplatiny, obsahujtcich ligandy nesteroidného protizapalového
lieciva diklofenak. Bolo zistené, Ze tieto Pt(Il) komplexy su selektivne cytotoxické
vo vybranych nadorovych linidch. Okrem toho vykazuju aktivitu v nddorovych bunkéach
rezistentnych voci cisplatine. Jeden z komplexov, cis-[Pt(Dic)2(NHs)2] s dvomi
ligandami diklofenaku viazanymi k Pt(1l) centru cez karboxylovu skupinu, je u€innejsi
nez samotna cisplatina a vyznaCuje sa zvySenou bune¢nou akumulaciou spolu

so zvySenou vizbou na nuklearnu DNA. Mechanistick¢é $tadie naznacuju,



7ze Ccis-[Pt(Dic)2(NHs3)2] ovplyviluje buneény metabolizmus glukdzy a sposobuje
kolaps mitochondrialneho membranového potencialu v nadorovych bunkach. Pritomnost’
molekul diklofenaku taktiez prispieva k schopnosti komplexu blokovat’ bune¢ny cyklus
nadorovych buniek a potlacat’ ich metastaticky potencial.

Inym pristupom je vyuzitie Kineticky inertnejSich Pt(IV) komplexov
a modifikacia ich axidlnych ligandov. Studie novych Pt(IV) derivatov oxaliplatiny
s axiadlnymi ligandami dichloracetatu ukazuja, ze tieto latky maja protinadorové
mechanizmy spojené nielen svidzbou na nuklearnu DNA, ale ajs ucinkami
na mitochondrie, metabolizmus glukézy a autofagiu nadorovych buniek. Komplexy
su naviac schopné prekonat’ vrodenu a ziskanu rezistenciu nadorovych buniek voci
Klinicky pouzivanej oxaliplatine a cisplatine. Cytotoxické ucinky komplexov mézu byt
dokonca zosilnené v kombinacii s protinadorovym chemoterapeutickym lie¢ivom
5-fluorouracil.

Nanocastice roznych formulécii reprezentujii inovativne systémy S moznost'ou
selektivneho transportu protinadorovych lie¢iv do cielovych nadorov. Tato myslienka
bola vyuzité pri syntéze a Studiu novej skupiny magnetickych nanocastic modifikovanych
cisplatinou. Studované nanoastice majia Vo vybranych nadorovych liniach, vratane
buniek rezistentnych, vyrazne vysSiu aktivitu nez samotna cisplatina. Okrem toho
nanocastice nie su cytotoxické v nenadorovych bunkach, a vykazuja teda isty druh
nadorovej selektivity.

Pri syntéze potencidlnych protinddorovych lieCiv su Coraz CastejSie vyuzivané
aj ostatné prechodné kovy, ako napriklad ruthénium alebo iridium. NAMI-A je klinicky
testovany ruthéniovy komplex, ktory selektivne inhibuje rast nddorovych metastaz.
Napriek dokonceniu dvoch klinickych skusok, len malo informacii existuje o spravani
NAMI-A po aplikacii do krvného obehu. Z tohto dovodu bol skimany vplyv chemickych
modifikacii NAMI-A na jeho antimetastaticky potencial. Pre simulaciu metastatickej
kapacity nadorov bol vyuzity test adhézie vysoko invazivnych nadorovych buniek. Test
ukazal, ze redukcia NAMI-A a formovanie aduktov s l'udskym sérovym albuminom
vyrazne ovplyviuju jeho ucinky na bune¢nu adhéziu. Toto zistenie podporuje teoriu,
7e chemické modifikacie NAMI-A urc¢uju jeho farmakologickt aktivitu v metastazach
nadorov. Dalej bola §tudovana nova skupina substitu¢ne inertnych a luminiscenénych
iridiovych komplexov typu [Ir(C*N)2(N”*N)][PFs] s ligandami na baze benzimidazolu.
Ukézalo sa, Ze mechanizmus zodpovedny za cytotoxické ucinky komplexov je odlisny

od mechanizmu cisplatiny a nezahrniuje koordina¢nu vidzbou na nukleové kyseliny.
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Mechanistické studie komplexov prechodnych kovov V predlozenej praci
dokazujt, ze racionalnym navrhom chemickej struktiry mozno dosiahnut’ vyznamne;j

protinadorovej G¢innosti tychto chemoterapeutickych latok.



ABSTRACT

Cancer is one of the most serious and widespread diseases in the modern ages.
It is predicted that the number of patients diagnosed with cancer will double by 2050.
Current situation as well as prognoses lead to a dramatic growth in demand
for development and application of more effective anticancer drugs. Today, platinum-
based complexes represent an integral part of anticancer therapy. Approximately half
of oncological patients who receive chemotherapeutic treatment are given platinum-based
cytostatic drugs. The most widely used platinum drug is cisplatin, which was first
synthesized by Peyrone as far back as 1845. The anti-neoplastic activity of cisplatin
was discovered by American biophysicist Barnett Rosenberg in 1965, who thereby
significantly contributed to the progress in chemotherapeutic treatment of cancer.
As the main mechanism of action of cisplatin and its analogues of next generations
(carboplatin and oxaliplatin) is considered to be an interaction with cellular DNA.
Conformation changes of DNA, initiated by a binding of platinum cytostatic drugs, result
in an influence of many cellular processes that finally lead to the induction
of programmable cell death — apoptosis. Despite the success of platinum drugs, there
are several significant shortcomings that limit their use. The major disadvantage is their
poor specificity, which is associated with severe side effects. In addition, the intrinsic
and acquired drug resistance of tumors restricts the antitumor activity of platinum-based
drugs. The effort of overcoming drawbacks of conventional platinum drugs precipitated
a renaissance in bioinorganic chemistry and led to the synthesis of many thousands
of platinum complexes, as well as other transition metal complexes and transport systems
for the localization of complexes into tumor cells.

One of the concepts for developing more effective anticancer drugs
is the conjugation of platinum cytostatics with other biologically active compounds
that usually exhibit unique mechanism of action. For this purpose, a series of cisplatin
derivatives containing ligands of non-steroidal anti-inflammatory drug diclofenac
were synthesized and studied. It was found that these Pt(I1) compounds are selectively
cytotoxic in selected tumor cell lines. Moreover, they exhibit activity in cisplatin resistant
tumor cells. One of the complexes, cis-[Pt(Dic)2(NHz)2] with two diclofenac ligands
coordinated to Pt(Il) centre through the carboxylic group, is more effective than parental
cisplatin and is characterized by an enhanced cellular uptake together with nuclear DNA



binding. Mechanistic studies indicate that cis-[Pt(Dic)2(NHs)2] affects the cellular glucose
metabolism and causes the collapse of mitochondrial membrane potential in tumor cells.
The presence of diclofenac molecules also contributes to the ability of complex to arrest
cell cycle of tumor cells and suppress their metastatic potential.

Another approach is the utilization of kinetically more inert Pt(IV) complexes
and modification of their axial ligands. The studies of newly synthesized Pt(IV)
derivatives of oxaliplatin containing axial dichloroacetate ligands show that these
compounds have anticancer mechanisms associated not only with the nuclear DNA
binding, but also with the effects on mitochondria, glucose metabolism and autophagic
response of tumor cells. In addition, the complexes are able to overcome inherent
and acquired resistance of tumor cells against clinically used cisplatin and oxaliplatin.
The cytotoxic effects of complexes can be even more potentiated when combined
with the anticancer chemotherapeutic drug 5-fluorouracil.

The nanoparticles of different formulations represent innovative systems
with the possibility to selectively deliver anticancer drugs into the target tumors. This
concept was used for the synthesis and investigation of novel magnetic nanoparticles
modified with cisplatin. The studied nanoparticles are significantly more active
than cisplatin in selected tumor cell lines including cisplatin-resistant tumor cells.
Moreover, the nanoparticles are not cytotoxic in noncancerous cells, and hence they
exhibit a certain kind of tumor selectivity.

There is a growing interest in taking advantage of other transition metals, such
as the ruthenium or the iridium, for the synthesis of potential anticancer drugs. NAMI-A
is a clinically tested ruthenium complex that selectively inhibits the growth of tumor
metastases. Although two clinical studies have already been completed, very poor
information exists on the behavior of NAMI-A once injected into the bloodstream.
For that reason, the impact of chemical modifications of NAMI-A on its anti-metastatic
potential was investigated. The adhesion test of highly invasive cancer cells was used
as a simulation of tumor metastatic capacity. The test showed that the reduction
and aggregation of NAMI-A with human serum albumin significantly influence its effects
on cellular adhesion. This observation supports the thesis that the chemical modifications
of NAMI-A determine its pharmacological activity in tumor metastases. A new class
of substitutionally inert and luminescent iridium complexes of the type
[Ir(CAN)2(N~N)][PFe] containing benzimidazole-based ligands was further studied.
It was showed that the mechanism responsible for the cytotoxic effects of these complexes
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differs from that of cisplatin and is not involving coordinative binding to nucleic acids.
Mechanistic studies on transition metal complexes in present work confirm
that the rational design of chemical structure may significantly enhance the anticancer

activity of these chemotherapeutic compounds.
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1 UvVOoD

Nahodny objav protinadorovych ucinkov cisplatiny v 60-tych rokoch 20. storocia
reprezentuje jeden z najvacsich aspechov Vv historii  onkolégie [1]. Cisplatina,
karboplatina a oxaliplatina (Obrdzok 1) su v stéasnosti jediné platinové cytostatika
(cyto - bunka, stasis - zastavenie, latky zastavujice bune¢né delenie) pouzivané
v klinickej praxi na celom svete. Dal3ie tri lie¢iva: nedaplatina, lobaplatina, a heptaplatina
boli schvalené pre klinicku terapiu v niektorych azijskych krajinach. Aj ked’ sa platinové
cytostatikd pouzivaji pri liecbe nadorov uz takmer 40 rokov, stile patria medzi
najrozsirenejSie chemoterapeutické latky. Obrovskou znamkou ich uspechu je aj fakt,
ze od zavedenia cisplatiny pre liecbu rakoviny muzskych semennikov, dosiahla u¢innost’
terapie tychto typov nadorov viac ako 95% [2]. Napriek Sirokému vyuzitiu konvenénych
platinovych cytostatik, nové protinadorové lie¢ivd na baze komplexov prechodnych
kovov neziskali schvélenie pre celosvetové pouzitie v klinickej praxi uz viac ako dekadu.
Vyskumné aktivity v tejto oblasti vSak nad’alej intenzivne pokracuju s cielom objavit’

nov¢é a ucinnejsie latky bez neziaducich Gcinkov [1].

N
Cl/, \\NH3 O’/, \\NH3 O\ 0’/, \\NHQ. HSN’; \\\CI
2”“ )Pt.. I )Pt“ /O /Pt”“
cl \NH3 0 \NH3 o o) \NHZ cl \NH3
o
cisplatina karboplatina oxaliplatina transplatina

Obrazok 1. Schematickd reprezentacia Struktur platinovych cytostatik pouzivanych
v klinickej praxi abiologicky neaktivna transplatina. Nakreslené v programe
ACD/ChemSketch.

1.1  Konvencné platinové cytostatika

Cisplatina (Platinol, CDDP) je protinadorové lie¢ivo v sucasnosti pouZzivana
primarne pri liecbe rakoviny semennikov, vaje¢nikov, mocového mechtra, ale aj nadorov
hlavy, krku, pl'ic, mozgu, pazeraku a ki¢ku maternice [3]. Pouzitie cisplatiny v Klinickej
praxi je limitované jej nepriaznivymi vedlajsSimi G¢inkami (poskodenie l'advin, sluchu,
vypadévanie vlasov, zvracanie) a vrodenou alebo ziskanou rezistenciou. Klinicky vyvoj
cisplatiny spociatku prebiehal pod vedenim Narodného institutu pre vyskum rakoviny

(NCI, USA) v spolupraci s firmami Johnson Matthey a Engelhard Industries, znamymi
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spracovanim drahych kovov [4]. Johnson Matthey d’alej pokracoval vo vyskume
protinadorovych platinovych lie¢iv aV spolupraci s firmou Bristol-Myers vyvinuli
analég cisplatiny prvej generacie - karboplatinu (Paraplatin, JM8) [5]. Uspech
karboplatiny spocival Vv zniCeni toxicity na zdravé bunky a teda potlaceni vedlajSich
ucinkov [6]. Jej pouzivanie vSak sprevadzala krizova rezistencia S cisplatinou.
Karboplatina je v stcasnosti podavana pri lieCbe rakoviny vaje¢nikov ale tiez nadorov
hlavy, krku, mozgu, kf¢ku maternice, semennikov, pfs, pl'ic a mocovych ciest. Vysledky
klinickych skusok poukézali na rovnakli mieru prezitia pacientov pri liecbe rakoviny
vajeénikov pomocou karboplatiny nez v pripade cisplatiny avo vicSine krajin
je karboplatina zakladnou zlozkou terapie tychto typov nadorov [7].

Oxaliplatina (Eloxatin, 1-OHP) je analog cisplatiny druhej generacie [8] a zaroven
posledné platinové cytostatikum, ktoré ziskalo schvalenie pre pouzivanie v Klinickej
praxi na celom svete [9]. Spolu s 5-fluorouracilom je sucastou kombinovanej terapie
pri lie¢be rakoviny hrubého ¢reva a konecnika [1]. Lie¢ba oxaliplatinou nevykazuje
krizovu rezistenciu s cisplatinou ani karboplatinou, je ale spojena s vedl'ajsimi i¢inkami

ako periférna zmyslova neuropatia ¢i potlacenie krvotvorby [10].

1.1.1 Mechanizmus posobenia konvenénych platinovych cytostatik

Mechanizmus, ktorym klasické platinové lie¢iva vykazuji svoj protinadorovy
ucinok je predmetom skimania uz celé¢ desatrofia. Mnozstvo experimentov bolo
zameranych na Stddium latok Strukturalne podobnych cisplatine (cis-[PtCl2(NHs)2]),
a teda neutralnych komplexov $tvorcovo-planarnej struktury s dvomi aminovymi a dvomi
anionovymi skupinami v Cis konformacii. Aminové skupiny cisplatiny su ¢asto nazyvane
aj ako “neodstupujuce ligandy®, pretoZze zostavaji naviazané k centrdlnemu atomu
platiny pocas celého procesu vnutrobunecnych transformacii. Naopak, chloridové
“odstupujuce ligandy*“ opuastaja koordinacnu sféru komplexu aumoziuji jeho
vnutrobunecnu aktivaciu. VSeobecny mechanizmus Uc¢inku cisplatiny a jej Struktirnych
analogov zahrnuje Styri klucové kroky (Obrazok 2): (i) bune¢nt akumulaciu, (ii)
hydrolyzu/aktivaciu, (iii) DNA vézbu a (iv) odpoved’ bunky na poskodenie DNA veduce;j

k apoptdze - programovanej bunecnej smrti [11].
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Obrazok 2. Schéma zndzornujica akumulaciu cisplatiny do buniek, jej aktivaciu a vizbu
k nuklearnej DNA. Spolu s pasivnou diftziou zohravajii doleziti ulohu v transporte
cisplatiny cez buneénti membranu aj aktivne transportéry medi (CTR1). Po preniknuti
do cytoplazmy buniek moze dojst’ k inaktivacii cisplatiny glutationom (GSH) alebo inymi
siru obsahujicimi biomolekulami. Med’ transportujuci adenozin trifostit (ATP7B)
sa podiel'a na exporte cisplatiny von z bunky. Inym transportnym proteinom spojenym
S rezistenciou voci cisplatine je multiSpecificky prenasSa¢ organickych anionov (MRP2).

Prevzaté z [12].

1.1.1.1 Buneéna akumulicia

Cisplatina je najcastejSie akumulovana do buniek pomocou dvoch transportnych
mechanizmov ato pasivnou difiziou cez plazmaticki membranu alebo aktivnym
transportom prostrednictvom membranovych proteinov [13]. Mala velkost molekuly
cisplatiny a jej planarna geometria boli dlho povazované za charakteristiky podporujuce
pasivny transport do buniek. Konzistentne s touto tedriou bolo zistené, Ze mnozstvo
cisplatiny naakumulovanej v bunkach je priamo umerné aplikovanej davke [14, 15].
Okrem toho struktarne analdgy cisplatiny neinhibuji jej bune¢nu akumuléciu [16],
¢o d’alej podporuje tato teoriu. Na druhej strane existuja Stadie, podl'a ktorych je aktivny

transport hlavnym mechanizmom zodpovednym za prenos cisplatiny do vnutra buniek.
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Napriklad, akumulacia cisplatiny je spojena s mierou expresie bunecnych transportérov
medi (CTR1) [13, 17]. Podobne, uc¢innost’ oxaliplatiny je spojena s expresiou
transportérov organickych kationov (OCTs) [18]. Taktiez urcité latky reagujuce
S membranovymi proteinmi ako ouabain alebo amphotericin B mézu inhibovat’ bune¢ni
akumulaciu cisplatiny [13]. Kombinacia aktivneho a pasivneho transportu najlepsie
vysvetluje doterajSie vysledky vyskumu, ale dolezitost’ jednotlivych mechanizmov
a ich vzajomné ovplyviiovanie zostavaju nevysvetlené.

V klinickej praxi je cisplatina podavand pacientom intravendzne
vo fyziologickom roztoku a okamzite reaguje s plazmatickymi proteinmi. Vézba
na proteiny je vysledkom vysokej reaktivity platiny s aminokyselinami obsahujicimi
siru, napriklad cisteinom. Takmer 90% cisplatiny v krvi je viazanych k albuminu
a ostatnym plazmatickym proteinom, €o vedie k inaktivacii znaéného mnoZstva
cytostatika [19]. Zvys$na cCast’ cisplatiny putuje prevazne do buniek, kde dochadza
k jej transformacii. Substitiicia chloridovych ligandov molekulami vody je proces
nevyhnutny pre aktivaciu cisplatiny a jej vdzbu k bune¢nej DNA. V mimobune¢nom
prostredi je koncentracia chloridovych anionov priblizne 100 mM a substittcia ligandov
vyrazne potlacena. V cytoplazme buniek koncentracia chloridovych aniénov kolise
v rozmedzi 2-30 mM a ulahcuje tak proces aktivacie cisplatiny. Vysledkom je formacia
kationov cis-[Pt(H20)CI(NHs)2]* a cis-[Pt(H20)2(NH3)2]**, ktoré su vysoko reaktivne
voci nukleofilnym centram negativne nabitej DNA [20, 21]. Karboplatina a oxaliplatina
sa vyznacuju nizSou reaktivitou v porovnani s cisplatinou aich roztoky su zna¢ne

stabilnejsie [22].

1.1.1.2 Viizba mimo nukleiarnu DNA

Mnozstvo bunenych komponentov ako cytoskelet, proteiny ¢i RNA obsahuje
nukeofilné centra, ktoré mozu reagovat’ s cisplatinou a spdsobit’ jej inaktivaciu [23].
Zaujimavostou je, Ze iba 5-10% z celkového mnozZstva kovalentne viazanej cisplatiny
v bunkach je obsiahnutych v nuklearnej DNA [24]. NajvyznamnejSim vézobnym
miestom cisplatiny mimo DNA je pravdepodobne tripeptid glutation (GSH) pritomny
v bunkéch v relativne vysokych koncentracidch (0.5-10 mM). Védzba ku GSH a ostatnym
siru obsahujucim biomolekulam je spojovand s negativnymi farmakologickymi ti¢inkami
cisplatiny, ako su vznik rezistencie a systémova toxicita [25]. Na druhej strane cisplatina
ovplyviuje aktivitu délezitych enzymov, receptorov a inych proteinov skrz koordinaciu

k nukleofilnym centram a posiliiuje tak svoj protinadorovy uéinok. Napriklad, vdzba
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cisplatiny k aminokyselinam metionin 1 (metl) alebo histidin 68 (his68), regulaéného
proteinu ubiquitin, inhibuje selektivnu degradaciu bune¢nych proteinov a moéze viest

k programovanej bune¢nej smrti [26].

1.1.1.3 Vizba na DNA

Experimentalne data nazbierané za poslednych 40 rokov naznacujt, Ze nuklearna
DNA je hlavnym bunecnym cielom protinadorového pdsobenia konvencnych
platinovych cytostatik [20]. Atomy dusiku N7 guaninovych aadeninovych bazi
lokalizovanych vo velkom Zliabku dvojzavitnicovej Spirdly si najviac pristupnymi
a reaktivnymi nukeofilnymi miestami pre koordinéciu platiny v molekule DNA. Obrdzok
3 znazoriuje Strukturalne odlisné adukty formované cisplatinou na DNA. Kinetika vizby
cisplatiny k DNA za¢ina formaciou monofunkénych cis-[Pt(NHz)2(H20)]:DNA aduktov.
Vicsina platinovych centier dalej reaguje za tvorby bifunkénych aduktov
cis-[Pt(NHs)2]:DNA, znamych ako vnutroretazcové alebo medziretazcové mostiky,
ktoré potom blokuji DNA replikaciu a brania transkripcii [27]. Asi 65% aduktov
formovanych cisplatinou tvoria 1,2-d(GpG) vnutroretazcové mostiky a zhruba 25%
tvoria 1,2-d(ApG) vnutroretazcové mostiky. Minoritne zastipené 1,3-d(GpTpG)
vnutroretazcové mostiky (asi 10%) indukuju asymetrické usporiadaniec DNA
v nukleozéme a mozu hrat’ vyznamntl tlohu v mechanizme protinddorového pdsobenia
cisplatiny [28]. Cisplatina je schopnd v mensej miere tvorit' tiez GG medziretazcové
mostiky a mostiky medzi DNA a proteinmi [25, 29, 30]. Podobné adukty tvori

karboplatina aj oxaliplatina, ale ich relativne zastipenie sa lisi [31, 32].
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Obrazok 3. Mozné adukty formované medzi cisplatinou a DNA. 1,2-vnutroretazcovy
mostik  (A), medziretazcovy mostik (B), monofunkény adukt (C), mostik
medzi proteinom a DNA (D). Hlavné miesto vizby cisplatiny k DNA (guaninovy dusik

N7) je znazornené v strede obrazka. Prevzaté z [12].

Na druhej strane, trans izomér cisplatiny - transplatina (trans-[PtCl2(NHs).])
(Obrazok 1) nevykazuje protinadorové Gcinky aj napriek schopnosti tvorit’ adukty s DNA
[33]. Absencia farmakologickej aktivity transplatiny je pravdepodobne spojena
s odlisnym priestorovym usporiadanim ligandov okolo platinového centra a formovanim
odlisnych typov DNA aduktov v porovnani s cisplatinou. Transplatina tvori prevazne
1,3-vnutroret'azcové a medziretazcové mostiky, pricom neformuje 1,2-vnutroretazcové
mostiky medzi dvomi prilahlymi purinovymi bazami [34]. Predpoklada sa, ze prave
1,2-vnutroret’azcové mostiky sposobuji ohyb DNA smerom k velkému zliabku (Obrazok
4) asu zodpovedné za protinadorovu aktivitu konvenénych platinovych cytostatik.
Bunky s takto poSkodenou DNA zostavajii uviznené v G2/M faze buneéného cyklu
a spust’ajii opravné mechanizmy [35]. Adukty cisplatiny st najefektivnejSie opravované
pomocou systému NER (nucleotide excision repair) a jeho zvysena aktivita moze viest
k rezistencii voc¢i platinovym cytostatikam [36, 37]. Aby bol opravny systém DNA
ucinny, musi mat’ pristup k poskodenému miestu. Niektoré proteiny médzu zabranit’
opravnému mechanizmu vidzbou na toto poskodené miesto. Takymi st napriklad HMG
(high mobility group) proteiny, ktoré $pecificky rozpoznavaji useky DNA pripominajuce
platinové adukty [38]. HMGB proteiny patria medzi najviac zastupené proteiny

V bune¢nom jadre [39] a vykazuju ¢iastocnu afinitu k 1,2-d(GpG) vnutroret'azcovym
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mostikom [40]. Schopnost HMGB proteinov zabranit’ oprave platinovych aduktov
na DNA moze prispievat’ k zvySenej senzitivite nadorovych buniek voci platinovej
chemoterapii [41]. Pokial’ bunka nie je schopna opravit’ poSkodenic DNA, dochadza
k expresii  pro-apoptotickych proteinov, uvolneniu cytochromu ¢ a aktivacii
vnutrobunec¢nych kaspaz [35]. Kaspazy su proteazy s cysteinom v aktivnom mieste, ktoré
efektivne degraduji bunku v procese apoptézy. Jednym z hlavnych mechanizmov,
ktorymi bunka spust’a proces apoptozy vyvolany platinovymi DNA aduktami, je inhibicia

génovej transkripcie [42].

- B
N -
Velky #liabok “yA)

Obrazok 4. Priklady 1,2-vnutroretazcovych DNA aduktov formovanych cisplatinou

(vl'avo) a oxaliplatinou (vpravo). Prevzaté z [43] a upravené.

1.1.2 Rezistencia nadorov voci konvencnym platinovym cytostatikam

Po uvedeni cisplatiny do klinickej praxe sa pozornost okamzite presunula
Kk otazkam, preco niektoré typy nadorov ziskali rezistenciu voci tomuto lieCivu pocas
terapie a preco iné typy nadorov vykazovali vrodent rezistenciu. Naopak, niektoré Stadie
sa zamerali na otazku spojenu so zvySenou senzitivitou nddorov semennikov pri lieCbe
cisplatinou [44]. In vitro experimenty sTludskymi nadorovymi bunkami ukazali,
ze rezistencia moze byt vysledkom dvoch mechanizmov: (i) nedostatoéného mnoZzstva
platiny naviazanej na cielovii DNA alebo (ii) neschopnosti vyvolat’ bune¢ni smrt’
po formovani aduktov s DNA. MnoZstvo buniek rezistentnych voci platinovym lieivam
ma pozmeneny fenotyp zahrnujici akumuldciu lieciva, rozpoznanie DNA aduktov,
ich opravu a apotéozu. Porozumenie molekuldrnych principov rezistencie voci
konvenénym platinovym cytostatikdm by mohlo viest' k novym stratégiam pri liecbe

niektorych typov nadorov.
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1.1.2.1 ZniZena akumulicia

Beznym vysvetlenim pre ziskant rezistenciu nddorovych buniek voci cisplatine
aostatnym platinovym cytostatikim je ich znizena akumuldcia v porovnani
s akumulaciou v rodi¢ovskych bunkach [45]. V bunkach rezistentnych voci cisplatine
boli preukazane poruchy endocytézy a lokalizécie niektorych povrchovych proteinov
[46]. Aktin a filamim, zlozky cytoskeletu zahrnuté v procese endocytozy, boli
identifikované ako proteiny schopné viazat platinu a znizenda expresia
alebo reorganizacia tychto proteinov bola pozorovana v niektorych rezistentnych
bunkach [47]. Presné mechanizmy, ktorymi poruchy cytoskeletu hraju tlohu pri vzniku
rezistencie vo¢i platinovym cytostatikam zatial’ zostdvaju neznadme.

Nédorové bunky rezistentné k cisplatine Casto vykazuju krizovl rezistenciu
k medi [48]. Dokaz, ze transportér medi CTR1 sprostredkovava akumulaciu cisplatiny
do buniek bol ziskany z experimentov s 'udskymi nadorovymi bunkami vaje¢nikov [49].
Avsak, zvySenie akumulacie medi a cisplatiny v l'udskych nadorovych bunkach
vajecnikov transfekovanych CTR1 vektorom, V porovnani s bunkami transfekovanymi
prazdnym vektorom, nebolo sprevdadzané narastom formovania platinovych aduktov
na DNA. Naviac nebolo jasné, ¢i znizend akumulécia cisplatiny v rezistentnych bunkach
bola spdsobena znizenou expresiou transportéru CTR1 alebo jeho narusenou funkciou.
Je preto mozné, ze variacie v expresii CTR1 v l'udskych nadorovych bunkach maju
do ur¢itej miery za nasledok heterogenitu v senzitivite tychto buniek voci cisplatine.

Dva exportéri medi, ATP7A a ATP7B, boli tieZ navrhnuté¢ ako sucast
mechanizmu platinovej rezistencie [50]. Ulohou ATP7A méZe byt izolacia platinovych
latok vo vnutrobune¢nych priestoroch a zabrdnenie ich vizby na DNA. ATP7A
je nadmerne exprimovany v niektorych nadorovych bunkach vaje¢nikov rezistentnych
k cisplatine. Naviac pacienti trpiaci rakovinou vajeénikov s expresiou ATP7A maju
menSiu pravdepodobnost’ vylieGenia ako pacienti, u ktorych tato expresia nebola
detegovana [51]. Bunky rakoviny vaje¢nikov s expresiou ATP7B a ziskanou rezistenciou
voci cisplatine akumuluji iba 60% mnozZstva platiny naakumulovanej v kontrolnych
bunkach bez ATP7B expresie [52]. Transportné proteiny MRP hraju tiez ulohu
pri aktivnom exporte platinovych cytostatik, preto ich regulacia moéZzu mat’ vplyv na vznik
rezistencie [53]. Skupina génov regulujucich MRP je zloZena najmenej zo siedmich
¢lenov (MRPI1-7), ale neddvny vyskum poukazal na dodlezitost’ expresie MRP2

pri predpovedani senzitivity nadorov k platinovej terapii [54, 55].
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1.1.2.2 Vnutrobunecna inaktivacia

Glutation (GSH), ktory je najrozSirenejSim vnutrobunenym tiolom, prispieva
spolu s metioninom, metalotioneinom a ostatnymi proteinmi bohatymi na cystein
k detoxikacii vel’kého mnozstva bune¢nych toxinov vratane cisplatiny a jej analdogov.
Velka Cast’ cisplatiny naakumulovanej v cytoplazme je pomocou glutation S-tranferazy
7 (GSTn) premenena na tiol-obsahujuce konjugaty, ktoré maji za nasledok inaktivaciu
cisplatiny. ZvySena expresia GSTzn spolu s y-glutamylcystein syntetazou (y-GCS),
enzymom zodpovednym za syntézu GSH, st spajané s platinovou rezistenciou u rakoviny
vajeénikov, kicku maternice a pl'uc [1, 56, 57]. ZniZenie koncentracie vnitrobuneéného
glutationu by preto mohlo byt rozumnou stratégiou pri prekonavani rezistencie
vo¢i konvenénym platinovym cytostatikim. Novy analdg glutationu, canfosfamid
(TLK286), vstupil do klinického testovania s cielom podporit’ liecbu nadorov vajecnikov.
Canfosfamid postihuje nadory, ktoré nadmerne exprimuji GSTxnl a zvysSuje senzitivitu
tychto nadorov voci jeho toxickym ucinkom. V klinickej studii fazy Il u 34 pacientov
trpiacich nadormi  vaje¢nikov rezistentnym k liecbe platinovymi cytostatikami
a paklitaxelom, 15% pacientov pozitivne reagovalo na liecbu canfosfamidom a 50%
pacientov vykazovalo stabilizovany stav [58]. Klinické studie fazy III boli podniknuté
za uCelom preskimat potencidlny UCinok canfosfamidu ajeho kombinacie
s karboplatinou  alebo lipozomalnym  doxorubicinom v rezistentnych nadoroch
vajecnikov [59, 60, 61]. Nanest'astie Ziadna z tychto $tadii nepreukdzala mimoriadne

zlepsenie Uc€inku lie€by canfosamidom v porovnani so Standardnou terapiou.

1.1.2.3 Zmeny v oprave DNA

Protinadorovy ucinok cisplatiny je pripisany schopnosti tvorit’ adukty
s nukledrnou DNA a indukovat tak jej poskodenie. Bilancia medzi poSkodenim
a opravou DNA urcuje smrt’ nddorovych buniek alebo ich prezitie. V zéavislosti na type
poSkodenia vstupuji do opravného procesu rozne mechanizmy, ktoré odstraiuji
platinové adukty a obnovuju $trukturu DNA [62]. Hlavaym mechanizmami pri oprave
DNA su nukleotidova excizna oprava (nucleotide excision repair, NER), oprava chybne
sparovanych baz (mismatch repair, MMR), homologicka rekombinacia (homologous
recombination repair, HR), bazova excizna oprava (base excision repair, BER)
atranslézna syntéza (translesion synthesis, TLS). Prevaha jedného mechanizmu

nad ostatnymi sa moze 1iSit’ medzi jednotlivymi typmi nadorov.
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ZvySena oprava systémom NER

NER je primarny mechanizmus zodpovedny za opravu platinovych aduktov
na bune¢nej DNA. Pri tomto mechanizme nickol’ko proteinov spolo¢ne interaguje
za ucelom rozpoznania a opravy poskodeného miesta v molekule DNA (Obrdzok 5).
Jednym z takychto proteinov je ERCC1 (excision repair cross-complementation group
1), ktory spolu s XPF (Xeroderma Pigmentosum-F protein) tvoria enzymaticky komplex.
ERCC1-XPF stiepi DNA vlakno pred tym, ako DNA polymerazy a ligdzy znovu obnovia
integritu dvojvlakna. Stadie s naddorovymi bunkami vaje¢nikov ukazali, Ze zvySena
expresia ERCC1 mRNA je spojend so schopnostou buniek efektivnejsie opravovat DNA
poskodenie spdsobené aduktami cisplatiny a tym prispievat’ k rezistencii [63]. Dalgie
experimenty poukazali na zvySenu senzitivitu nadorovych buniek voci cisplatine
po transfekcii vektorom umléujucim expresiu ERCC1 [64]. Uloha ERCCI,
ako potencionalneho ukazovatel'a miery platinovej rezistencie v nddoroch vajecnikov,
je Studovand s Coraz vac¢Sim zdujmom, ale ziaden definitivny zaver tykajuci sa prognozy

pre pacientov trpiacich touto formou rakoviny doteraz nebol stanoveny [65].

A
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Obrazok 5. Nukleotidova excizna oprava. Vyrez poskodeného tiseku DNA vlakna (A)
a syntéza nového vlakna pomocou DNA polymerdzy aligazy (B). Prevzaté

z [66] a upravené.
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Poruchy funkcie MMR

MMR systém je Specificky DNA opravny mechanizmus zahrnuty v post-
replikacnej oprave chyb vytvorenych DNA polymerazami, S cielom odstranit’ nespravne
sparovanie baz. Strata funkcie bune¢ného MMR modze Ciasto¢ne prispiet’ k vzniku
tolerancie vo¢i poskodeniam DNA. MMR skenuje novo syntetizovani DNA a odstrafiuje
chyby sposobené nespravnou inkorporaciou nukleotidov. Opravny proces poostidva
z troch krokov: (i) rozpoznanie, (ii) excizia a (iii) oprava poskodeného miesta, ktorych
sa ucastni viacero proteinov ako MLH1, MSH2, MSH3, MSH6 ¢i PMS2 (Obrdzok 6).
Inaktivacia MMR vedie k vyskytu neopravenych repeticii roznych dizok. Tento jav
je znamy aj ako mikrosatelitnd nestabilita (MSI) aje dosledkom genetickych
alebo epigenetickych zmien. LCudské nadory s nefunkénym MMR maju zvySen
toleranciu voci cytostatikam a teda strata funkcie MMR moézZe byt jednou z pricin
platinovej rezistencie [67]. Vécsina tychto nadorov obsahuje prave mutacie v génoch
kodujacich protein MLH1 alebo MSH2. Stiidium vzoriek nadorov vajeénikov odobratych
54 pacientom pred a po terapii platinovymi lie¢ivami odhalilo spojenie medzi expresiou
proteinu MLH1 alebo MSH2 a klinickymi parametrami prognostického vyznamu,
ako aj celkovou odpoved’ou na lie¢bu ¢i mierou prezitia [68]. Niekol'ko $tadii poukazalo
na priamu vizbu medzi inaktivitou MMR a rezistenciou voci platinovym cytostatikam,
vacsinou sposobenu deregulaciou alebo mutaciami v génoch pre MLH1, MSH2 a MSH1
[69, 70, 71].

Hypermetylacia MLH1 promotora bola tieZ identifikovana ako jeden z priznakov
poruchy funkcie MMR v niektorych typoch nadorov. Odhaduje sa, Ze asi 10% nadorov
vajecnikov je spojenych prave s touto epigenetickou zmenou [72]. Rezistencia takychto
nadorov moze byt prekonana pouzitim DNA demetylacnych latok ako je 2’'-deoxy-5-
azacytidin (decitabin, Dacogen®) v kombinacii s cisplatinou alebo karboplatinou [73].
Klinicka skuska fazy II testovala kombinaciu karboplatiny a decitabinu v rekurentnych
nadoroch vajecnikov rezistentnych voci platinovym cytostatikam, pricom ukazala sI'ubné

vysledky [74].
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Obrazok 6. Schéma mechanizmu opravy chybne sparovanych baz. Rozpoznanie DNA
poskodenia (A), vyrez poSkodeného useku DNA vlakna a syntéza nového vldkna (B),
opravena DNA (C). Proteiny z¢astnené v oprave: MLH1, MSH2, MSH3, MSH6, PMS2.
Exol (exonukledza), DNA Pol (DNA polymeraza), PCNA (nuklearny antigén

proliferujucich buniek). Prevzaté z [66] a upravené.

Homologicka rekombinacia, uloha BRCA1/2 a bazova excizna oprava

Platinové cytostatika tvoria na DNA okrem iné¢ho aj medziretazcové mostiky,
ktoré pocas procesu replikacie spdsobujii zlomy oboch vlakien (double-strand breaks,
DSB). DSB patria medzi najviac toxické poruchy, pretoze postihuju obe vlakna DNA
ateda ziadne komplementarne vlakno bez poskodenia nie je dostupné ako predloha
pre jej opravu. Pokial’ takéto poskodenia DNA nie st G¢inne opravené, bunka podliecha
apoptoze. Hlavnym mechanizmom pre opravu DSB v bunkach je homologicka

rekombinacia (HR). HR systém vyuziva neporuseny sestersky chromatid ako predlohu
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pre opravu DSB bez straty informacie o spravnej sekvencii, obvykle v G2 a S faze
bunecného cyklu [75].

Protein BRCA1 (breast cancer 1) je stGCastou mnozstva buneénych
mechanizmov, ktoré hraji dolezita ulohu pri odpovedi na poSkodenie DNA, regulacii
bune¢né¢ho cyklu a opravy DSB. Hlavnymi zlozkami tychto opravnych mechanizmov
su proteiny ako BRCA2, RADS1 ¢i PALB2 (Obrdzok 7). Prave interakcia medzi
Specifickymi doménami BRCA1 a PALB2 hra kI'aCovu tlohu pri oprave DSB. Mutacie
BRCA1 domén mo6zu potencialne narusit’ ich vdzobnu interakciu a spdsobit’ nespravnu
funkciu homologickej rekombinacie. Strata Specifickej funkcie BRCA1 v oprave DSB
vplyvom mutécii bola zistend v niektorych formach nadorov. Primarnou funkciou
BRCA2 je HR oprava, zalozena na schopnosti viazat sa k proteinu RAD51
a sprostredkovat’ tak rozpoznanie poSkodeného useku DNA. BRCA?2 deficitné bunky
su charakteristické gendémovou nestabilitou. Napriek tomu, ze iba 5-10% nadorov
vajecnikov je dedi¢ného pdvodu, viac ako 90% tychto pripadov nesie mutacie v génoch
pre BRCAI1 alebo BRCA2. Nadory s mutdciou BRCA1/2 sa zvy€ajne objavuju
umladych ludi avyznacuji sa lepSou progndzou [76, 77, 78]. Vykazuju zvySent
senzitivitu voci platinovym lie¢ivam, avSak pravdepodobnost’ vzniku rezistencie u nich
nie je vyrazne znizena [79, 80]. Moznym vysvetlenim vzniku rezistencie by mohla byt
produkcia sekundarnych mutacii BRCA1/2 s obnovenou funkciou homologickej
rekombinacie [81, 82]. Tato teoria ale nevysvetl'uje vSetky pripady platinovej rezistencie
v BRCA deficitnych bunkach.

Inhibitory poly-(ADP-rib6za) polymerazy (PARP) predstavuju inovativnu
stratégiu pri lieCbe nadorov vajecnikov a pfs s mutdciami v BRCA génoch. Princip
terapie spociva v inhibicii béazovej exciznej opravy (BER) azabraneni opravy
jednovlaknovych zlomov DNA (single-strand breakes, SSB) vyvolanych chemoterapiou.
Protinddorovy u¢inok PARP inhibitorov je zosilneny v bunkach, ktorym chyba jeden
z mechanizmov DNA opravy. V absencii opravného systému HR vyvolava inhibicia
PARP az 1000-krat vyssiu senzitivitu BRCA1/2 deficitnych buniek voc¢i poskodeniam
DNA [83, 84]. Medzi najznamejSie PARP inhibitory studované v l'udskych nadoroch
patria olaparib a veliparib [85, 86].
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Obrazok 7. Molekularny mechanizmus opravy DNA pomocou homologickej
rekombindcie. Senzorické molekuly (svetlo modré) detegujii poskodenie DNA vyvolané
dvojvlaknovymi zlomami (DSB). Signalne mediatory aktivuju efektorové molekuly
s cielom opravit dané poSkodenie. Komplexy obsahujice BRCA1 (tmavo modr¢)

st kl'aCovymi mediatormi pri sprostredkovani opravného mechanizmu. Prevzaté z [87]

1.1.3 Bune¢na apoptéza

Apotdza je kone¢na draha mnohych foriem bune¢nej smrti vyvolanej platinovymi
chemoterapeutikami. Molekuly indukujuce apoptézu zvySuju senzitivitu nadorovych
buniek k latkam, ktoré vyvolavaji poSkodenie DNA. Naopak, poruchy apoptotickych
signalnych drah znizuji senzitivitu voci U€inkom chemoterapie a moéZu preto
predstavovat’ dolezity mechanizmus pre vznik chemorezistencie [88]. Miera odpovedi
bunky na jej poskodenie tak zavisi na bilancii medzi uroviou proteinov, ktoré indukuju

proces apoptdzy a proteinmi, ktoré ho potlacaju.

Uloha proteinu p53

Stabiliz4cia a aktivacia nadorového supresora p53 su klI'i¢ovymi krokmi bunecne;j
apoptozy vyvolanej cisplatinou a ostatnymi platinovymi cytostatikami. Protein p53
je v bunkach kédovany génom TP53. Bunky s poruchou funkcie p53 stracaju schopnost’

aktivacie bunecnej smrti a ziskavaji toleranciu voci poskodeniam DNA vedacu
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k platinovej rezistencii [89, 90]. Hlavnym faktorom zodpovednym za stratu apoptoticke;j
funkcie proteinu p53 st mutacie TP53 pritomné zhruba v polovici vSetkych foriem
rakoviny [91, 92]. NajcitlivejSie voc¢i platinovym cytostatikdm si prave nadory
pohlavnych orgdnov s nepozmenenym TP53, menej citlivé st nadory vajecnikov, hlavy,
hrdla a metastatické nadory moc¢ového mechura s priblizne 40-60% pocetnostou TP53
mutacii [93, 94, 95]. Mutécie narusuju schopnost’ p53 viazat sa na bune¢nu DNA
a aktivovat’ tak kaskadu procesov veducich k apoptoze. Existuje len malo pochybnosti
0 tom, ze deregulécia apoptotického procesu v nadorovych bunkéach s mutaciami proteinu
p53 je hlavaym mechanizmom prospievajucim k platinovej rezistencii [96, 97].
Mutovany p53 zamedzuje zastaveniu bune¢ného cyklu vo faze Gl, v ktorej su bunky
najviac citlivé voci cisplatine, a teda rezistencia vyvolana stratou funkcie p53 je ¢iasto¢ne
spojend s poruchami regulacie bune¢ného cyklu [98]. Signélne drahy indukované
cisplatinou a jej analogmi stabilizuju a aktivuju nadorovy supresor p53 zmenou jeho
fosforyla¢ného a acetyla¢ného stavu [99, 100]. Nie je vSak tplne jasné, ¢i zmeny v tychto
posttranslaénych modifikacidch ovplyviiuju aj samotny mechanizmus platinovej

rezistencie.

Funkcia mitochondrii

Mitochondrie zabezpecuju energetické potreby bunky a ich nespravna funkcia
ma za nasledok vznik réznych portch vratane rakoviny. Mitochondrie su zdrojom
dolezitych apoptotickych mediatorov a stali sa tak potencialnym cielom pri vyskume
protinadorovych lie¢iv. MnoZstvo latok je schopnych pozmenit” funkciu mitochondrii
a selektivne stimulovat apoptotické drahy v nadorovych bunkach [101]. Na druhej strane,
zmeny V mitochondrialnej funkcii nadorovych buniek moézu prispiet’ Kk rezistencii
voci konvenénym chemoterapeutikam [102]. Existuje iba malo informacii o tom,
ako platinové cytostatika posobia na mitochondrie v nadorovych bunkach. Za pozornost’
stoji napriklad vztah medzi mitochondrialnou hustotou a senzitivitou buniek
k cisplatine [103]. Stadium niektorych platinovych komplexov V rezistentnych
nadorovych bunkach odhadilo protinadorové ucinky spojené s mitochondridlnou

depolarizaciou a naslednym uvolnenim apoptotickych proteinov [104].

Uloha autofigie
Autofagia je katabolicky proces, ktorym su nepotrebné alebo nefunkéné

cytoplazmatické zlozky zabalené do dvojmembranovych vackov (autofagozémov)
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a degradované pomocou lyzozomalnych enzymov. Autofagia je nevyhnutnd nielen
pre prezitie buniek a organizmu v stresovych podmienkach, ale ucastni sa aj bunecne;j
smrti vyvolanej chemoterapeutickymi latkami (Obrdzok 8).

Molekularna podstata regulcie autofagie nie je dodnes plne jasna. Predpoklada
sa, ze tento mechanizmus zahriiuje mnozstvo regulacnych molekul ako napriklad protein
kinazu mTOR (mammalian target of rapamycin), 5-AMP-aktivovani protein kinazu
alebo eukaryoticky inicia¢ny faktor 2a (elF2a). Cielom mTOR je inhibicia autofagie
V pritomnosti rastovych faktorov a dostato¢ného prisunu zivin, zatial ¢o 5-AMP-
aktivovana protein kinaza a elF2a riadia autofagiu pri odpovedi na nutri¢ny a energeticky
nedostatok [105]. Okrem toho je autofagia sprostredkovana mnozstvom pribuznych
génov (Atg), ktoré sa zucastiuji formacie autofagozémov a lyzozomalnej degradacie
[106].

Vysledky nedavnych $tadii naznacuju, ze rezistencia nadorovych buniek
vo¢i chemoterapeutickym latkam vratane cisplatiny uréitym spdsobom suvisi
s autofagiou [107, 108]. Akutna lie¢ba cisplatinou pravdepodobne aktivuje proces
autofagie, ktory posobi ako ochrana voc¢i bune€nej apoptdze a zvySuje Sance na vznik
platinovej rezistencie [109, 110]. Predpokladd sa, ze autofagia hra doélezita ulohu
pri vzniku ziskanej formy rezistencie v nadorovych bunkach plic [111, 112]. Inhibicia
autofagie alebo umlcanie Atg5 génu v nadorovych bunkich vaje¢nikov zvySuje
ich citlivost’ k apoptoze indukovanej cisplatinou [113]. Na druhej strane niektoré
platinové komplexy vykazuji zvySenu protinadorovi aktivitu spojentt s indukciou
autofagie, a to nezavisle na procesoch suvisiacich s buneénou apoptézou [114]. Uloha
autofagie pri protinadorovej terapii platinovymi lie€ivami je preto kontroverzna

a vyzaduje podrobnejsie Studie.
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Obrazok 8. Dudlna tloha procesu autofdgie pri chemoterapii v nddorovych bunkéch.
Na jednej strane je autofagia aktivovana ako ochranny mechanizmus buniek a méze viest’
k vzniku rezistencie voc¢i chemoterapeutickym latkam. Na druhej strane autofagia
indukuje bunecnu smrt aje potencidlnym cielom protinddorovej terapie. Prevzaté

z [115] a upravené.

Epigenetické zmeny

Modifikacie histonov a metylacia DNA su epigenetické javy, ktoré hraju dolezita
ulohu pri buneénych procesoch suvisiacich s rakovinou. Jednou z takychto modifikacii
je metylacia lyzinu (K) na Specifickej pozicii histonov H3 a H4. Metylacia H3-K9
Vv nadorovych bunkéch je spojend s metylaciou DNA a poruchami umlcovania génov
pre nadorové supresory [116].

Posttranslacné modifikécie histonov ovplyviiuji Strukturu chromatinu a ul'ahcujt
viazbu nuklearnych faktorov, ktoré sprostredkovavaji opravné procesy DNA
a transkripciu. Stddium tuginkov cisplatiny na posttranslaéné modifikacie histonov
vV nddorovych bunkach odhalilo Specificku fosforylaciu histonu H3 na aminokyseline
Ser-10 prostrednictvom protein kinazy p38 a taktiez hyperacetylaciu histonu H4. Tieto
zistenia naznacuju spojenie medzi U€inkami cisplatiny a Strukturdlnymi zmenami
chromozémov, ktoré by mohli byt jednym z protinadorovych mechanizmov [117].

Inhibitory enzymov histon deacetylaz (HDAC) patria medzi protinddorovo u¢inné
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latky, ktoré spdsobuju napriklad zvysSenu expresiu génov riadiacich bunecny cyklus.
Niektoré HDAC inhibitory dokazu pdsobit synergicky s cisplatinou azmiernit
jej vedlajsie ucinky. Kombinacia platinovych lieiv s inhibitormi histon deacetylaz preto

predstavuje potencialny pokrok pri lie¢be nadorov [118, 119].

TRAIL ako sucast vonkajsej apoptotickej drahy

Apoptézu indukujiaci ligand TRAIL (Apo2L) patri do skupiny cytokinov,
znamych aj ako faktory nadorovej nekrozy (TNF), ktoré sa podiel'aju na vzniku bunec¢ne;j
smrti. TRAIL je bezne exprimovany v bunkach imunitného systému a hra kI'a¢ovii tlohu
pri protinadorovej ochrane. TRAIL interaguje s receptormi smrti DR4 a DR5,
¢im dochadza k aktivacii bune¢nych kaspaz a indukcii apoptdzy v nadorovych bunkach
[120, 121]. Tento objav prispel krozvoju protinadorovych lie¢iv so selektivnou
aktivaciou drah, ktorych sa tcastni TRAIL. Takymito latkami je napriklad Tudsky
rekombinantny TRAIL alebo monoklonalne protilatky proti DR4 ¢i DR5 [122]. Niektoré
Stadie poukazali na zvysenu citlivost’ rezistentnych nadorovych buniek k tymto latkam,

a predstavuju tak potencialny pokrok pri liecbe niektorych typov nadorov [123].

1.2 Vyznam plati¢itych komplexov

Protinddorova aktivita plati¢itych - Pt(IV) komplexov je zndma uz od dob
objavenia biologickych ucinkov cisplatiny [124], ale ich klinicky vyznam sa stal
predmetom Stidia len nedavno. Fyzikalno-chemické vlastnosti plati¢itych komplexov
sa vyrazne odliSuju od vlastnosti platnatych - Pt(Il) komplexov. Plati¢ité komplexy maji
na rozdiel od Stvorcovo-planarnej Struktiry platnatych komplexov vicSinou Sestosu
Struktaru s geometriou osemstenu (Obrdzok 9). Kineticky inertnejSie Pt(IV) komplexy
su zna¢ne odolné voci substitucii odstupujucich ligandov, ¢im dochadza k minimalizacii
postrannych reakcii pred samotnou aktivaciou komplexov vo vnutri buniek. Dva axialne
ligandy naviac umoziiuju cielene vylepsit’ farmakologické vlastnosti komplexov, akymi
su napriklad lipofilita, stabilita, nadorova selektivita, bunecnd akumulacia ¢i doplnkova
biologicka aktivita. Redukcia Pt(IV) centier na Pt(I) prostrednictvom straty axidlnych
ligandov je nevyhnutnym predpokladom pre protinddorovi aktivitu platicitych
komplexov. Reduk¢ny potencial Pt(IV) komplexu zavisi na charaktere jeho ligandov,

ako aj na pritomnosti biologickych redukénych ¢inidiel [2].
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Obrazok 9. Schematicka reprezentacia Pt(IV) komplexu s odstupujucimi ekvatorialnymi

ligandami (X), neodstupujiicimi ekvatorialnymi ligandami (L) a axidlnymi ligandami (R).

Nakreslené v programe ACD/ChemSketch podl'a [125].

1.2.1 Pt(IV) komplexy s mechanizmom podobnym Klasickym platinovym
cytostatikam

Ormaplatina, tiez znama aj ako tetraplatina alebo tetrachloro(trans-1,2-
diaminocyclohexan)platina(IV) (Obrdzok 10), bola jednou z prvych Pt(IV) komplexov,
ktoré vstapili do klinickych skusok. V prostredi bunecného rastového média ormaplatina
rychlo podlicha redukcii na dichléro(trans-1,2-diaminocyclohexan)platinu(ll) [126].
Tento aktivny Pt(II) komplex je podobny oxaliplatine, ale obsahuje R,R aj S,S izoméry.
Ormaplatina vykazuje in vitro ain vivo aktivitu v niektorych nadoroch rezistentnych
voci cisplatine, ¢im sa stala potencionalnym kandidatom pre klinické testovanie [127,
128, 129]. Vysledkom fazy Iklinickych skGsok bolo zistenie vaznych vedlajsich
ucinkov, najmé neurotoxicity, sposobenych rychlou redukciou na aktivnu Pt(Il) formu
v dosledku axialnych chloridovych ligandov [130, 131].

Dalsim Pt(IV) komplexom, ktory vstapil do klinického testovania je iproplatina,
znama aj ako JM9, CHIP alebo cis,trans,cis-dichlorodihydroxobis(izopropylamin)-
platina(lV) (Obrazok 10) [132]. Iproplatina je Struktirne podobna ormaplatine tym,
Ze obsahuje dva ekvatorialne chloridové ligandy v Cis usporiadani. Mechanizmus G¢inku
iproplatiny je spojeny s redukciou Pt(IV) centra na Pt(Il) a kovalentnou vazbou k DNA
[133]. V dosledku hydroxidovych axialnych ligandov je iproplatina menej nachylna
k redukcii a deaktivacii biologickymi redukénymi ¢inidlami, a vykazuje tak nizSiu
systémovu toxicitu nez ormaplatina. Dalfou vyhodou iproplatiny je jej vysoka
rozpustnost vo vode (44 mM), umoziujica jednoduchSiu pripravu a podévanie.
Iproplatina je jeden z najviac klinicky Studovanych platinovych komplexov, ktory vSak
svojou celkovou uc¢innostou zatial neprekonal protinadorové UCinky cisplatiny

ani karboplatiny [134].
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Satraplatina, znama aj ako JM216 ¢i trans,cis,cis-bis(acetato)aminocyklohexyl-
amin-dichloroplatina(IV) (Obrdzok 10), sa stala vd’aka svojej lipofilite a stabilite prvym
platinovym komplexom vhodnym pre ordlne podavanie [135, 136]. V krvnom obehu
satraplatina podlieha redukcii za vzniku Siestich odlisnych Pt(II) foriem.
Amino(cyklohexylamin)-dichléroplatina(Il) vznika stratou dvoch acetatovych axidlnych
ligandov a je hlavnym metabolitom satraplatiny, ktory zaroven vykazuje najvyssiu
protinadorova aktivitu [137, 138]. Protinddorovy ucinok satraplatiny je rovnako
ako u cisplatiny spojeny s tvorbou DNA aduktov, ktoré vyvolavaju proces apoptdzy.
Schopnost’ satraplatiny prekonat’ rezistenciu voci cisplatine pravdepodobne vyplyva
z asymetrickej povahy DNA aduktov, ktoré nie su rozpoznavané DNA opravnymi
mechanizmami [139, 140]. V predklinickych $tadiach satraplatina vykazovala lepsi
toxicky profil ako cisplatina, pri€om bola G¢innd aj v 'udskych néddorovych buneénych
liniach rezistentnych k cisplatine Vysledkom in vivo §tadii v mySich modeloch nadorov
bola vyrazne zlepSena aktivita satraplatiny v porovnani s cisplatinou, karboplatinou
a ormaplatinou [135]. Vo faze Iklinickych §tadii oralne podavanej satraplatiny bol
limitujucim faktorom pokles poétu krvnych dosti¢iek a neutrofilov, zhruba u 10%
pacientov tiez nevol'nost’, zvracanie a hnacky [141]. Faza Il u pacientov s metastatickym
nemalobunkovym karcindomom pltic (NSCLC) nepriniesla ziadnu objektivnu odpoved
na satraplatinu [142], aj ked’ u 46% pacientov doslo k ur¢itému zmierneniu. Vysledkom
pokrocilejSej fazy II so zvySenymi davkami satraplatiny bola terapeuticki odpoved’
u 38% pacientov s malobunkovym karcindmom pltic, nadormi hlavy a hrdla, podobna
ako v pripade cisplatiny [143]. Na druhej strane, tato Stadia nezistila ziadne znamky
vaznej toxicity v I'advinach alebo nervovej sustave. Klinické skusky fazy III hodnotili
ucinok satraplatiny v kombinacii s prednisonom u pacientov S nadormi prostaty
rezistentnymi k hormonalnej terapii (HRPC) [144]. Tato $tadia bola ale pre nedostato¢nt
terapeuticku ucinnost’ predcasne ukoncena. Predmetom d’alSej klinickej skusky fazy I11
bola kombinacia satraplatiny a prednisonu u pacientov s HRPC, ktory podstapili
predchadzajicu liecbu cytostatickou latkou, vaésinou docetaxelom [145]. Vysledkom
Stidie bolo zvySenie miery prezitia pacientov a zmiernenie bolesti. Pozitivne vysledky
viedli k snahe dostat’ satraplatinu do klinickej praxe, ¢o sa vSak nikdy nepodarilo [146].
Do fazy I klinickych stadii vsthpil aj derivat satraplatiny s oznac¢enim LA-12, v ktorom

bol cyklohexylamin nahradeny adamantylaminom (Obrdzok 10) [147].
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Obrazok 10. Chemické Struktiury Pt(IV) komplexov v klinickom testovani. Prevzaté

z [148].

1.2.2 Pt(IV) komplexy s dualnym mechanizmom

Vo vsetkych pripadoch Pt(IV) komplexov, diskutovanych v predchadzajucej
Casti, dochadza v dosledku straty axialnych ligandov k redukcii za vzniku Pt(Il) formy
a dvoch biologicky neaktivnych molekual. Zapojenim jedného alebo dvoch biologicky
aktivnych ligandov do Pt(IV) Struktiry vznikd komplex s dudlnym protinddorovym
mechanizmom. Aby nedochadzalo k vzniku kriZzovej rezistencie s Pt(Il) formami,
biologické aktivne ligandy obvykle nemaju ucinky spojené s vdzbou na bune¢nu DNA.
V tejto Casti je venovand pozornost niektorym vyznamnym zéastupcom z velkého
mnozstva nasyntetizovanych Pt(IV) komplexov s dudlnym mechanizmom.

Etakraplatina obsahuje ekvatorialne jadro cisplatiny koordina¢ne spojené s dvomi
axialnymi ligandami kyseliny etakrynovej skrz jej karboxylovu skupinu (Obrdzok 11).
Vo vnutri buniek etakraplatina pod vplyvom redukcie uvol'fiuje molekulu cisplatiny a dva
ekvivalenty kyseliny etakrynovej [149, 150]. Etakrynova kyselina je G¢inny inhibitor
enzymu glutation S-transferdza (GST), ktory poméha detoxikécii platinovych cytostatik
katalyzou ich vizby na GSH [151]. Etakrynova kyselina tak potlaca platinovi rezistenciu
aumoziuje etakraplatine efektivne inhibovat rast nddorovych buniek rezistentnych

k cisplatine.
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Obrazok 11. Chemicka Struktara Pt(IV) komplexu etakraplatina. Prevzaté z [150].

Inym prikladom Pt(IV) komplexu s dualnym Géinkom je VAAP (Obrazok 12).
Pri redukcii VAAP uvolnuje cisplatinu adva ekvivalenty kyseliny valproovej,
ktora je inhibitorom enzymov histén deacetylaz (HDAC). HDAC inhibitory ovplyviuja
acetylacny stav nuklearnych histonov a spristupiiuji chromatin i€¢inkom DNA cielenych
terapii, akymi st napriklad platinové cytostatika. Naviac stimuluju proteiny zahrnuté
v procese diferencidcie a apoptdzy. Vysledkom je, Ze VAAP inhibuje rast l'udskych
nadorovych buniek asi 10-krat a¢innejSie nez samotna cisplatina [152]. Pt(IV) derivaty
oxaliplatiny s jednym alebo dvomi ligandami kyseliny valproovej boli tieZ nedavno

syntetizované s cielom vylepsit’ farmakologické vlastnosti VAAP [153].
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Obrazok 12. Chemickéd Struktara Pt(IV) komplexu VAAP s axidlnymi ligandami
valproovej kyseliny. Prevzaté z [154].

Prostaglandiny (PG) su fyziologicky aktivne tukové latky s hormonélnou
funkciou, ktoré hraju dolezitti tlohu pri zépaloch a procesoch suvisiacich so vznikom

nadorov. Klucové kroky v biosyntéze porstaglandinov zabezpecuju enzymy
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cyklooxygenazy (COX) [155]. Existuje mnozstvo COX inhibitorov vratane bezne
pouzivanych nesteroidnych protizapalovych lie¢iv (non-steroidal anti-inflammatory
drugs, NSAID). Prvy Pt(IV) komplex obsahujtici molekuly NSAID bol syntetizovany
dvomi nezavislymi skupinami pod nazvom asplatina alebo platina-A. Asplatina obsahuje
jadro Strukturdlne podobné cisplatine s axidlnym ligandom kyseliny acetylsalicylovej
(Obrazok 13). Pod vplyvom redukcie v buneénom prostredi dochadza k uvolneniu
cisplatiny a molekuly kyseliny acetylsalicylovej (Aspirin), ktoré spolo¢ne pdsobia
synergickym uc¢inkom. Asplatina je schopna prekonat’ rezistenciu nadorovych buniek
voci cisplatine, pravdepodobne vd’aka odlisnej bunecnej odpovedi spojenej s inhibiciou
PG syntézy. In vivo experimenty ukazali zvySent protinadorovu uGcinnost’ asplatiny

Vv porovnani s cisplatinou, spolu so zniZenou systémovou toxicitou [156, 157].
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Obrizok 13. Struktira asplatiny/platiny-A a mozny mechanizmus jej protinadorového

uc¢inku. Prevzaté z [156].

Normalne bunky produkuji znacnu cast’ potrebnej energie v mitochondriach
prostrednictvom  Krebsovho cyklu aoxidativne; fosforylacie. Naproti tomu
v hypoxickych podmienkach véc¢Siny nadorov ziskavaju rakovinové bunky energiu
prevazne aerébnou glykolyzou. Rozdiel medzi metabolizmom v normalnych
anadorovych bunkach je znamy aj ako Warburgov efekt [158]. Snaha vyuzit
Warburgovho efektu k selektivnej terapii nadorov vyustila v syntézu Pt(IV) komplexu
pod ndzvom mitaplatina (Obrazok 14). Mitaplatina sa skladd z dvoch dichloracetatovych

(DCA) ligandov pripojenych k Strukture cisplatiny. Pod vplyvom redukcie vo vnutri
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nadorovych buniek dochadza k uvolneniu molekil DCA, ktoré inhibuji enzym
pyruvatdehydorgenazova kinaza (PDK), ¢o vedie k aktivacii pyruvatdehydorgenazy
(PDH) aobnoveniu normalnej mitochondrialnej funkcie. DCA spOsobuje znizenie
mitochondridlneho membranového potencidlu  (Aym) Snaslednym uvolnenim
cytochromu ¢ (cyt ¢) a premiestnenim apoptézu indukujiceho faktoru (AIF) do jadra
bunky. Uvolnend cisplatina zaroven indukuje poskodenie DNA a posilituje Gc¢inok
mitaplatiny. Synergia medzi cisplatinou a DCA umoznuje mitaplatine posobit’ selektivne
na nadorové bunky pestované v pritomnosti normalnych fibroblastov [159]. Neskorsia
praca ukazala, ze mitaplatina je schopna prekonat’ rezistenciu niektorych nadorovych linii
k cisplatine [160].
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Obrazok 14. Chemickd Struktira a mechanizmus poOsobenia mitaplatiny. Prevzaté
z [159].

1.3 Vyuzitie nanocastic pri terapii platinovymi cytostatikami

Snaha vyvinut' bezpecnejSie a selektivnejSie protinadorové lieciva viedla
k vyuzitiu transportnych systémov na baze nanocCastic. VSeobecnymi vyhodami
nanocastic je znizenie systémovej toxicity terapeutickych latok a zvySenie ich akumulécie
v cielovych miestach. Lipidové nanocastice, zname aj ako lipozomy, boli jedny z prvych

azarovenn najviac Studovanych nanoformulécii cisplatiny. K priprave lipozomov
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anaslednej enkapsulacii cisplatiny moézu byt pouzité lipidy rdézneho zlozenia, ktoré
uréujii kinetiku uvoltiovania komplexu v nadorovych bunkach. Dalsie modifikacie
lipozémov, ako napriklad naviazanie polyetylénglykolu (PEG), zabezpecuju dlhSiu
cirkulaciu v krvnom obehu. Viézba Specifickych ligandov na povrch lipozomov médze
prispievat’ k zvySenej nadorovej selektivite. Takto pripravené nanocastice majii obvykle
velkost’ 100-300 nm [161].

Lipoplatina (Lipoplatin™, Regulon, Inc., CA, USA) je lipozomalne viazana
cisplatinu, ktora sa dostala do klinického testovania v roku 2001. Této v priemere 110 nm
nanocastica obsahuje jadro z vodného roztoku cisplatiny obklopené dvojitou lipidovou
membranou (Obrdzok 15). In vitro studie ukazali zvySeny obsah cisplatiny v nadorovych
bunkach vystavenych pdsobeniu lipoplatiny. In vivo S§tadie odhalili selektivnu
akumulaciu lipoplatiny v nadoroch spdsobeni javom zvySenej priepustnosti
a zadrziavania (EPR). Lipoplatina naviac zmieriiovala toxické u¢inky klasickej cisplatiny
znizenim jej akumulacie vo vitalnych organoch [162]. Uspesné predklinické studie viedli
k schvaleniu klinického testovania lipoplatiny v 'udskych nadoroch. Klinické skusky
fazy 1 ukazali rozdielny farmakokineticky a distribuény profil v porovnani s cisplatinou
a pozitivne vysledky u pacientov s poruchou ladvin. V klinickych skaSkach fazy II
U pacientov trpiacich rakovinou pluc vSak lipoplatina vykazovala vedlajSie ucinky
podobné cisplatine. Terapia v kombinacii s paklitaxelom vyrazne znizila systémovu
toxicitu azvysila dobu prezitia pacientov v porovnani stymi, ktorym bol
podavany paklitaxel so samotnou cisplatinou [163]. V stGi¢asnosti je lipoplatina testovana
Vv kombinacii s gemcitabinom pri liecbe lokdlnych a metastatickych nadorov pankreasu.
Na zéklade doterajSich uspechov ma lipoplatina obrovsky potencidl stat’ sa novym
platinovym lie¢ivom a motivaciou k vyvoju d’al$ich platinovych nanosystémov [2].

Okrem lipoplatiny boli pripravené aj d’alSie lipozémalne formulécie cisplatiny,
ktoré sa zucastnili klinickych §tadii. Nanocastice SPI-77 (Alza Corporation, CA, USA)
boli testované v klinickych fazach I1/Il u pacientov snadormi pluc, hlavy, hrdla
a vajeénikov. V testoch ukazalo SPI-77 slabu aktivitu Vv porovnani s cisplatinou
a nepreslo tak do dalSich vyskumov [164, 165]. LiPlaCis (LiPlasome Pharma ApS,
Dansko) je na rozdiel od lipoplatiny a SPI-77 cielenou lipozémalnou nanocasticou, ktora
uvolniuje cisplatinu pri kontakte s enzymom fosfolypaza Az, nadmerne exprimovanym
prave v nadorovych bunkach. Klinické testovanie LiPlaCis vSak bolo pred¢asne

zastavené z dovodu nizkej bezpecnosti a slabého terapeutického ucinku [166].
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Z vysledkov klinickych $tadii lipozémalnych formulacii cisplatiny vyplyva,
ze pri vyvoji novych nanocastic je kliCovym faktorom bezpecné dopravenie lieciva
do cielovych miest bez straty terapeutického uc¢inku. Mnozstvo dalSich systémov
na baze uhlikovych, polymérnych a kovovych nanocastic je v sucasnosti Studovanych

Vv snahe vyvinat’ inovativne stratégie pre platinovu terapiu [2, 167].

Obrazok 15. Grafické =zndzornenie lipoplatiny. Molekuly cisplatiny (modré)
st obklopené lipidovou dvojvrstvou zlozenou z PEG retazcov vy¢nievajucich
z povrchu nanocastice. Po intravendznej aplikacii lipoplatina unika imunitnému systému

a uvolnuje cisplatinu v nadorovych bunkach. Prevzaté z [162].

1.4  Komplexy ostatnych prechodnych kovov

Klinické uspechy cisplatiny stimulovali zdujem o syntézu a Stidium d’alSich
komplexov na baze prechodnych kovov. Napriek vyskumu obrovského mnoZstva
analogov cisplatiny, iba dve protinadorové lieciva tohto typu, karboplatina a oxaliplatina,
boli schvélené pre klinické pouZivanie na celom svete. Tisicky d’alSich platinovych
komplexov boli pripravené s cielom vylepsit' terapeutické ucinky konvencnych
cytostatik a prekonat’ ich nedostatky, avSak pravdepodobnost’ objavu unikatneho
platinového lieciva zostala relativne nizka. Toto poznanie viedlo k zvySenému zaujmu
o komplexy ostatnych prechodnych kovov s potencidlne odliSnymi mechanizmami

G&inku [168, 169].

1.4.1 Ruthéniové komplexy
Biologické ucinky ruthéniovych komplexov st v poslednych rokov Studované

S narastajicim zaujmom hlavne vdaka ich stabilnej, dobre charakterizovanej
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a predvidatel'nej Strukture, ktora mo6ze byt modulovana vol'bou spravnych ligandov [170].
Po objave protinadorového G¢inku anorganického farbiva ruthéniova cerven [171] bolo
zistené, ze niektoré Ru(IIl) komplexy ako napriklad cis-[RuCIl2(NH3)4]Cl (Obrazok 16)
takisto vykazuju aktivitu v nadorovych bunkach [172]. Vysledkom d’alSicho vyskumu
boli prvé a doposial’ jediné ruthéniové komplexy, ktoré vstapili do klinického testovania:
NAMI-A (imidazolium trans-[tetrachlorido(imidazol)(dimetylsulfoxid) ruthenat(III)])
a KP1019 (indazolium trans-[tetrachloridobis(1H-indazol) ruthenat(IIl)]) (Obrdzok 16).
Bolo ukazané, ze NAMI-A a KP1019 zabranuju tvorbe metastaz a inhibuju pokrocilé
Stadia nadorov s relativne nizkou systémovou toxicitou [173, 174, 175]. Predpoklada sa,
ze tieto Ru(Ill) komplexy st inertné mimo prostredia nadorovych buniek a prave
v bunkach dochadza kich aktivacii a vdzbe na DNA [174, 176]. Avsak, celkovy
mechanizmus  protinddorovej aktivity  NAMI-A  pravdepodobne suvisi
s poskodenim regulacie buneéného cyklu a mimobune¢nej hmoty [177], zatial
¢o KP1019 spdsobuje priamu buneéni apoptéozu prostrednictvom vnutornej
mitochondrialnej drahy a tvorbu reaktivnych foriem kyslika [174]. NAMI-A dokon¢ilo
fazu Iklinickych vyskumov vroku 2004 a KP1019 v roku 2008 s planmi vstapit
do d’alSieho testovania [178, 177].
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Obrazok 16. Chemické Struktry niektorych  ruthéniovych  komplexov:
cis-[RUCI2(NH3)4]CI (1), NAMI-A (2) a KP1019 (3). Prevzaté z [43].

1.4.2 Iridiové komplexy
Protinddorova aktivita iridiovych komplexov bola prvykrat skimand kratko

po objaveni G¢inkov cisplatiny. Spociatku bola pozornost’ venovana prevazne Ir(l)
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komplexom so §tvorcovo-planarnou geometriou podobnou prave cisplatine [179]. Medzi
najStudovanejsSie patrili komplexy [Ir(acac)(cod)] a [IrCl(cod)]> (Obrdazok 17), ktoré
inhibovali rast pl'ucneho karcindbmu v mySich modeloch, ¢i dokonca vykazovali
protimetastaticku aktivitu [180, 181]. Nevyhodou tychto komplexov bola nizka stabilita

a len ve'mi malo sa vedelo 0 mechanizmoch ich biologickych uc¢inkov.

|\,,/°> I
|~ o

[Ir(acac)(cod)] [IrCl{cod)],

Obrazok 17. Jedny z prvych protinadorovo aktivnych Ir(I) komplexov. Prevzaté z [179].

Neskor sa pozornost’ upriamila na Ir(III) komplexy, ktoré obvykle reaguja
pomalsie ako ich ruthéniové analdégy diskutované v predchadzajucej Casti. Napriklad
Ir(ll) ~ komplexy  [ImH][trans-{IrCl4(DMSO)(Im)}] a [(DMSO).H][trans-
{IrCl4(DMSQ)2}], strukturalne podobné NAMI-A (Obrdzok 18), st kineticky
a biologicky inertné [182]. Inertnost’ a stabilita ale mozu byt’ vlastnosti, ktoré umoznia
potencidlnemu liecivu dosiahnut’ cielové miesto bez vedlajsich interakcii. Naviac, Ir(III)
komplexy maji vysoké koordina¢né cislo (6), ktoré im zabezpecuje rozsiahlu
Strukturalnu diverzitu a volbou spravnych ligandov mozno modulovat’ ich $pecifické

vlastnosti [179].
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Obrazok 18. Struktury biologicky neaktivnych Ir(I1l) komplexov [ImH][trans-
{IrCl4(DMSO)(Im)}] (1) a [(DMSO) H][trans-{IrCl4(DMSO0)2}] (ll). Prevzaté z [183].

1.4.2.1 Aktivacia protinadorovych tcinkov Ir(IIT) komplexov
Vel'ké mnozstvo pdvodne neaktivnych Ir(I1l) komplexov sa po Strukturalnych

zmenach ukazalo byt prekvapivo ucinnych v nadorovych bunkach. Napriklad iridiové
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komplexy polsendvicovej Struktury, obsahujuce ligand pentametyl-cyklopentadienyl
(Cp) (Obrazok 19), ziskali modifikaciou ligandov vyrazna protinadorovu aktivitu [184].
Skrining v skupine Sest'desiatich bune¢nych nadorovych linii (NCI-60) ukazal, Ze takto
modifikované komplexy mo6zu mat’ porovnatel'nti ¢i dokonca vysSiu protinddorova
aktivitu nez klinicky pouzivana oxaliplatina a cisplatina, a to prevazne v leukemickych,
prsnych, ¢revnych a nadorovych bunkach melanomov [185]. Detailnejsie stadie odhalili
rozdiely medzi komplexami iridia aklasickymi platinovymi cytostatikami,
vratane mechanizmov ich posobenia [186, 187]. Aktivita Ir(Ill) komplexov
polsendvicovej struktury v nadorovych bunkach vyrazne rastie s mnozstvom fenylovych
kruhov naviazanych na Cp ligand. Zvysena lipofilita ligandov Cp*®" a Cp*®P" ulah¢uje
transport komplexov cez bune¢ni membranu a umoziuje ich interkalaciu (nekovalentna
vizbu) s DNA. Zaujimavostou je, ze Cp™" a Cp*®*" komplexy st schopné interagovat’
s DNA dvojitym sposobom. Na jednej strane modifikujit DNA pomocou interkalacie,
na druhej strane sa kovalentne viazu priamo k bazam DNA, a blokuju tak jej replikaciu.
DNA je teda dolezity biologicky ciel tejto skupiny iridiovych komplexov [184].

Protinadorova aktivita moze byt dalej posilnend nahradenim neutralneho
chelatového NAN ligandu za negativne nabity CAN anal6g. Tato zdmena ovplyviiuje
selektivitu vazby Ir(l1l) komplexov k nukleobazam DNA. NAN komplexy tvoria
preferenéne adukty na guaninoch, pricom CAN komplexy na adeninoch i guaninoch
vo vaésom rozsahu. Naviac zamena NAN za CAN znacéne zvySuje lipofilitu komplexov,
¢o ma za nasledok ich vysSiu akumulaciu a aktivitu v nadorovych bunkach [188].
Zvicsenie chelatového ligandu moZe byt taktiez efektivnou stratégiou pre zlepSenie
protinadorovych uc¢inkov komplexov iridia, obvykle zvySenim védzobne;j sily interkalacie
a bune¢nej akumulacie [189].

Komplexy, v ktorych bol odstupujtici chloridovy ligand nahradeny pyridinom,
vykazuju vysoku aktivitu v niektorych nadorovych bune¢nych liniach, dokonca radovo
vysSiu nez samotna cisplatina. Tieto komplexy napriklad produkuji reaktivne formy
kyslika (ROS) selektivne v nadorovych bunkach [187]. Generacia ROS je vSeobecne
povazovana za efektivny sposob indukcie bunecnej apoptozy [190]. Vymena
chloridového ligandu moéze hrat’ Glohu aj pri zniZeni reaktivity komplexov a zabraneni
ich deaktivacie vplyvom neziaducich interakcii s biologickymi molekulami ako je GSH
[187].
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Obrazok 19. Schéma moznej aktivacie protinadorovych téinkov Ir(l111) komplexov

polsendvicovej Struktury. Pridanie fenylovej (Cp*") alebo bifenylovej (Cp*®*") skupiny
k Cp ligandu (1), nahradenie neutralneho chelatového NAN ligandu za negativne nabity
C~N ligand (2), vymena odstupujiiceho chloridového ligandu za pyridin (3). Prevzaté
z [179].
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2 CIELE PRACE

Cielom dizertatnej prace bolo zhrnutie doterajSich vysledkov tykajucich
sa bunecnych experimentov s novymi komplexami na baze prechodnych kovov.
Pomocou dostupnych biofyzikalnych a biologickych metdd bol studovany mechanizmus
ucinkov tychto komplexov v nadorovych i nenadorovych bunkach in vitro.

V snahe posilnit’ protinadorovu aktivitu konvenénych platinovych cytostatik bola
navrhnutd a syntetizovana nova skupina derivatov cisplatiny obsahujticich ligandy
nesteroidného protizapalového lieciva diklofenak. Okrem toho boli syntetizované aj nové
plati¢ité derivaty oxaliplatiny s axialnymi ligandami metabolicky aktivneho
dichloracetatu. Jednym z ciel'ov prace bolo stanovit’ cytotoxicitu vybranych komplexov
Vv paneli bune¢nych linii, vratane rezistentnych nadorovych buniek. Zna¢né pozornost’
bola venovana objasneniu mechanizmov ich cytostatického ucinku.

Experimenty zamerané na S$tadium cytotoxickych ucinkov pripravenych
magnetickych nanocastic mali za ciel stanovit uroven protinadorovej aktivity
a selektivity novej skupiny nanosystémov uréenej pre transport cisplatiny, s moznostou
lokalizacie externym magnetickym pol'om.

Dalej bol $tudovany vplyv kyseliny askorbovej a ludského sérového albuminu
na antiadhézne vlastnosti klinicky testovaného ruthéniového komplexu NAMI-A
VO Vysoko invazivnych nadorovych bunkach. Ciel'om stiidie bolo identifikovat’ chemické
modifikacie zodpovedné za farmakologickti aktivitu NAMI-A Vv metastatickych
nadoroch, a ziskat’ tak uzito¢né podklady pre d’alsi vyskum.

Za ucelom mechanistickych studii novych iridiovych komplexov boli stanovené
ich  rozdelovacie koeficienty —amiera akumulacie Vv nadorovych bunkach.
Pre identifikaciu klicového miesta protinddorového pdsobenia bola kvantifikovana
vizba komplexov na nukleové kyseliny izolované z buniek.

Ciele predkladanej prace smeruji ku zdokonaleniu poznatkov potrebnych
k vyvoji novych ucinnejsich a bezpecnejsich protinadorovych lie¢iv na baze komplexov

prechodnych kovov a inovativnych systémov uréenych pre ich cieleny transport.
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1  Pouzité materialy
3.1.1 Chemikalie

Cisplatina (Cistota > 99.9% na =zaklade prvkovej hmotnostnej analyzy),
oxaliplatina (> 99.9%), dimetylsulfoxid (DMSO), N,N-dimetylformamid (DMF), oktanol
(= 99.9%), propidium jodid (> 94.0%) a 2-[(2,6-dichlorofenyl)amino]-fenylacetat
(diklofenak) sodny (> 98.5%) boli zakupené od firmy Sigma-Aldrich (Praha, Ceska
republika). MTT [3-(4,5-dimethyl-2-thiazoyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromid]
bol od firmy Calbiotech (Darmstadt, Nemecko). Dichloracetat (DCA) a 5-fluorouracil
(5-FU) pre biologické experimenty boli od Sigma-Aldrich (Praha, Ceskéa republika).
Super-¢ista 30% kyselina chlorovodikova (Suprapur®) bola zakipena od firmy Merck
Millipore (Darmstadt, Nemecko). Ludsky sérovy albumin (HSA), hovddzi sérovy
albumin (BSA) a kyselina askorbova boli od Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA).
Vsetky chemikalie boli pouZzité bez d’alSej purifikacie.

Zasobné roztoky pre biologické experimenty boli pripravené rozpustenim
cisplatiny a diklofenaku sodného v ddH2O (Milli-Q®, Merck Millipore) na koncentracie
5 a50 mM. Oxaliplatina a 5-FU boli rozpustené v DMF na koncentraciu 25 mM
a postupne riedené tak, aby vysledna koncentracia DMF v experimentoch nepresiahla
0.1%. Zasobné roztoky boli skladované v tme pri teplote 4°C. HSA a askorbova kyselina
boli rozpustené v DPBS (pH 7.4) na koncentracie 0.5 al1l0 mM bezprostredne

pred ich pouZitim.

3.1.2 Platinové komplexy obsahujiice nesteroidné protizapalové liecivo diklofenak

Skupina Pt(ll) derivatov cisplatiny, obsahujucich ligandy NSAID lieCiva
diklofenak (DCF), bola pripravena pod vedenim prof. G. Natileho z University of Bari
(Bari, Taliansko). Konjugacia DCF kplatinovému centru bola uskutocnena
bud’ prostrednictvom koordinacie diaminovej skupiny (komplexy 1 a 2, Obrdzok 20),
alebo prostrednictvom karboxylovej skupiny samotného diklofenaku (komplex 3).
Zasobné roztoky pre bunecné Studie boli pripravené rozpustenim komplexov v DMF
na koncentraciu 20 mM a postupne riedené tak, aby vyslednd koncentrdcia DMF

v experimentoch nepresiahla 0.1%.
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Obrizok 20. Struktury $tudovanych derivatov cisplatiny obsahujucich diklofenak (DCF)
[191].

3.1.3 Platicité derivaty oxaliplatiny s dichléracetatom v axialnej pozicii

Pt(IV) derivaty oxaliplatiny sdvomi axialnymi hydroxido ligandami
([Pt(dach)(OH)2(0x)], dach = R,R-1,2-diaminocyklohexan, ox = oxalat), s jednym
axialnym hydroxido a s jednym axialnym DCA ligandom ([Pt(dach)(DCA)(OH)(ox)]),
alebo s dvomi axialnymi DCA ligandami ([Pt(dach)(DCA)2(0x)]) (Obrdzok 21), boli
syntetizované pod vedenim prof. D. Gibsona z Hebrew University of Jerusalem
(Jeruzalem, lzrael). Experimentalne detaily pre syntézu a charakterizaciu komplexov boli
uverejnené v predoslych pracach [153, 192]. Zasobné roztoky pre bunecné stadie boli
pripravené rozpustenim komplexov v DMF na koncentraciu 25 mM a postupne riedené

tak, aby vysledna koncentracia DMF v experimentoch nepresiahla 0.1%.
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Obrazok 21. Schematickd reprezentacia Studovanych Pt(IV) derivatov oxaliplatiny
[193].

3.1.4 Magnetické nanocastice obsahujice konjugaty cisplatiny s kyselinou listovou

a fluorescenénou znackou

Magnetické nanocCastice stabilizované karboxymetylcelulézou (cMNPs) boli
pripravené skupinou prof. R. Zboftila z Regiondlneho centra pokrocilych technologii
a materidlov (Univerzita Palackého v Olomouci, Ceska republika) podla skorej
uverejneného protokolu [194], a modifikované cisplatinou za vzniku koordinaénej
zluceniny cMNPs-cisPt. Tento komplex bol nasledne aktivovany pomocou EDC
a modifikovany kyselinou listovou (¢cMNPs-CisPt-FA) alebo fluorescenénym ¢inidlom
Alexa Fluor 488 (cMNPs-cisPt-Alexa). Zasobne roztoky pre buneéné experimenty boli
pripravené v ddH>O a koncentracie nanocastic vyjadrené k mnozstvu platiny pomocou

FAAS (Varian AA240Z, GTA120).

Obrazok 22. Struktiry s$tudovanych cMNPs ziskané transmisnym elektronovym
mikroskopom [167].
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3.1.5 Ruthéniovy komplex NAMI-A

Komplex  imidazolium  trans-imidazoldimetylsulfoxid-tetrachlororuthenat
(ImH[trans-RuCls(DMSO)Im]) (NAMI-A, “New Anti-tumour Metastasis Inhibitor*) bol
pripraveny firmou Serichim (Torviscosa, Taliansko) podl'a uverejneného postupu [195]

a rozpusteny v DPBS na koncentraciu 10 mM bezprostredne pred pouzitim.

NH j - NH ¥
P
|

cl Gl

Obrizok 23. Struktara Ru(111) komplexu NAMI-A [196].

3.1.6 Luminiscenéné iridiové komplexy obsahujice ligandy na baze

benzimidazolu s moZnost’ou d’alSej funkcionalizacie

Tri skupiny substituc¢ne inertnych a luminiscencnych Ir(III) komplexov typu
[Ir(CAN)2(N~N)][PFe] (Obrazok 24), obsahujicich benzimidazolovy N”N ligand (a, b)
s esterovou skupinou pre d’al$iu funkcionalizaciu a butylovou skupinou pre N-substiticiu
zaucelom modulovania lipofilnych vlastnosti, spolu s C”N ligandami na baze
2-fenylbenzimidazolu (HL! a HL?) a 1-fenylpyrazolu (HL3), boli syntetizované
skupinou prof. J. Ruiza z University of Murcia (Murcia, Spanielsko). Komplexy
1c, 2c a 3c, obsahujtice nesubstituovany N~N ligand 2-(2-pyridyl)-benzimidazol, boli
syntetizované pre ucely porovnania [197]. Zasobné roztoky pre bunec¢né studie boli
pripravené rozpustenim Studovanych komplexov v DMSO na koncentraciu 5 mM
a postupne riedené tak, aby vysledna koncentracia DMSO v experimentoch nepresiahla
0.4%.
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Obrazok 24. Schematicka reprezentdcia N*N (A) a C*N (B) ligandov Studovanych Ir(IIT)
komplexov (C). X = PFe™ [197].

3.1.7 Bunecné linie

Ludské ovaridlne nadorové bunky A2780 senzitivne voci cisplatine, 'udské
ovarialne nadorové bunky A2780cisR so ziskanou rezistenciou voci cisplatine, l'udské
nadorové bunky pfs MCF-7 prirodzene rezistentné voci cisplatine a I'udské nadorové
bunky hrubého ¢reva SW480 boli darované od prof. B. Kepplera z University of Vienna
(Vieden, Rakusko). Ludské nadorové bunky hrubého creva HCT116 boli darom
od Dr. M. Brazdovej z Biofyzikdlneho tistavu AV CR (Brno, Ceska republika). Vysoko
invazivne bunky nadoru prs MDA-MB-231 boli darom od Dr. P. Spetosso (Cro, Aviano,
Taliansko). Cudské nenadorové bunky MRC-5 pd30 odvodené od pl'ucnych fibroblastov
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boli zakupené z Eurdpskej kolekcie bunecnych kultur (ECACC, Salisbury, UK). Bunky
A2780 a A2780cisR boli pestované v rastovom médiu RPMI 1640 od firmy PAA
(Pasching, Rakusko) s pridavkom 10% tepelne inaktivovaného hoviddzieho séra (FBS,
PAA) a gentamicinu (50 pg.mL?, Serva, Heidelberg, Nemecko). Bunky MCF-7, SW480
a HCT116 boli pestované v médiu DMEM (high glucose, 4.5 g.L 1, PAA) s pridavkom
10% FBS (PAA) a gentamicinu (50 pg.mL?, Serva). Bunky MDA-MB-231 boli
pestované v rastovom médiu DMEM (EuroClone®, Devon, Spojené kralovstvo)
s pridavkom 10% FBS (Gibco, Invitrogen™, Paisley, Skétsko), L-glutaminu (2 mM,
EuroClone®), penicilinu (100 IU.mL?, EuroClone®), streptomycinu (100 pg.mL™,
EuroClone®) a 1% neesencialnych aminokyselin (NEAA, EuroClone®). Nenadorové
bunky MRC-5 pd30 boli pestované v rastovom médiu DMEM (high glucose, 4.5 g.L 2,
PAA) s pridavkom 10% FBS (PAA), gentamicinu (50 pg.mL?, Serva) a1%
neesencialnych aminokyselin (NEAA, Sigma-Aldrich).

Vsetky pouzité buneéné linie boli kultivované v podmienkach inkubatora
nasyteného vlhkym vzduchom pri teplote 37°C v 5% CO2 atmosfére a pasazované
2 az 3-krat tyzdenne pri dosiahnuti hodnoty konfluencie maximalne 90%. Rezistencia
buniek A2780cisR bola ziskana pridanim cisplatiny do rastového média na koncentraciu
1 uM kazdu druhu pasaz. Praca v buneCnom laboratériu prebiehala s ohl'adom

na bezpeénost’ podl'a smernic a predpisov Biofyzikdalneho vistavu AV CR, v.v.i. v Brne.

3.2  Metédy
3.2.1 Stanovenie cytotoxicity pomocou MTT testu

Utinok testovanych komplexov na bune¢nt smrt’ bol skiimany pomocou metédy
zalozenej na redukcii ZItého rozpustného 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl
tetrazolium bromidu (MTT) na nerozpustny modry formazan, tzv. MTT testu. Reakcia
prebieha vplyvom c¢innosti enzymov na mitochondrialnej membrane Zivych buniek
amnozstvo vzniknutého formazanu je umerné mnoZstvu prezivSich buniek.
Pri experimentoch boli bunky nasadené na 96-jamkové kultivacné dosticky s plochym
dnom v poéte 4-10.10% buniek na jamku (v zavislosti na buneénej linii) v 100 pL
rastového média a ponechané v inkubatore cez noc pri teplote 37°C a 5% CO2 atmosfére.
K bunkam v jednotlivych jamkach boli nasledne pridané Studované cytostatika v roznych
koncentra¢nych radach (obvykle 0-100 uM) v celkovom objeme 200 pL a ponechané
po dobu 24, 48 alebo 72 h pri 37°C v 5% COz. Po uplynuti inkubac¢nej doby bolo
do jamiek pridanych 10 uL &erstvého roztoku MTT (2.5 mg.mL™?) a kultivaéna dosticka
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bola ponechana d’alsie 4 h pri 37°C v 5% COz2. Nasledne bolo z jamiek odstranené
médium a vzniknuty formazanovy produkt bol rozpusteny v 100 pL DMSO. Prezitie
buniek bolo vyhodnotené spektrofotometricky zmeranim absorbancie v jednotlivych
jamkach pri vinovej dizke 570 nm s pouzitim ¢&itatky Sunrise-Basic (TECAN, Rakusko).
Ziskané hodnoty absorbancie boli vztiahnuté k hodnote kontroly (bunky bez pridania
cytostatika, 0 pM) a vyjadrené ako percentudlny podiel (%). Hodnoty ICso, odpovedajuce
koncentracidam Studovanych latok inhibujicich bunecny rast o 50%, boli vypocitané
z kriviek znazornujucich zavislost’ prezitia buniek (%) na koncentracii (uM) daného
komplexu. Koncentracie komplexov pritomnych v bune¢nych médiach pocas

experimentov boli overované pomocou FAAS.

3.2.2 Urcenie rozdelovacich koeficientov

Lipofilita latok je parameter ¢asto spojovany s ich transportom do vnutra buniek.
Rozdel'ovacie (distribu¢né) koeficienty (P) Studovanych komplexov boli stanovené
tzv. ,,shake-flask* metédou vytrepavania latky medzi dve nemieSatel'né fazy. Lipofilnt
fazu reprezentoval 1-oktanol a ako hydrofilna f4za bola pouZzitd voda s pridavkom NaCl
(200 mM) k potlac¢eniu moznej hydrolyzy odstupujucich chloridovych ligandov pocas
rozpustania komplexov. Oktanolom nasytena voda (OSW) a vodou nasyteny 1-oktanol
(WSO) boli pripravené vzajomnym miesanim analyticky ¢istého 1-oktanolu a MQ vody
po dobu 24 h. Komplexy boli rozpustené v OSW alebo WSO v zavislosti na charaktere
a rozpustnosti daného komplexu anasledne zmieSané s protichodnou fazou
Vv objemovych pomeroch 2:1, 1:1 a 1:2. Po 30 min trepania a ustalovania rovnovahy
pri izbovej teplote boli obe fazy rozdelené centrifugaciou 5 min pri 3000 g a obsah
prechodnych kovov v jednotlivych fazach bol analyzovany pomocou FAAS. Miera
lipofility komplexov bola vyjadrend pomocou logaritmu hodnoty distribu¢nych
koeficientov (logP) a vypocitana pouzitim vzorca logP = log([c]WSO/[c]OSW), kde [c]

je koncentracia komplexu v danej faze.

3.2.3 Bunecna akumulicia Studovanych komplexov

Pre stadium vztahov medzi in vitro cytotoxicitou a akumuldciou komplexov
prechodnych kovov v nadorovych bunkach, bol stanovovany celkovy obsah kovov
v bunkach vystavenych Studovanym komplexom V roéznych casovych intervaloch
apri roznych pouzitych koncentraciach, Vv zéavislosti na pouzitej bunecnej linii

a charaktere daného komplexu. Pri samotnom experimente boli nadorové bunky nasadené
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na 100 mm Petriho misky a ponechané cez noc v inkubdtore pri teplote 37°C a 5% CO:2
atmosfére. Do rastovych médii k bunkdm boli potom pridané roztoky sStudovanych
komplexov o definovanej koncentracii a bunky boli vystavené ich posobeniu pri teplote
37°C a 5% COo. Po uplynuti pozadovanej inkubac¢nej doby (2, 5, 10 alebo 24 h) bolo
rastové médium obsahujice zbytky rozpustenych komplexov odobraté, bunky oplachnuté
teplym PBS (37°C), pozbierané 0.25% trypsinom, spocitané pomocou automatickej
¢itacky buniek (TC10, Bio-Rad) a centrifugované 5 min pri 250g (4°C). Buneéné pelety
boli 2-krat oplachnuté studenym PBS (4°C), ulozené v mrazni¢ke na -80°C a nasledne
mineralizované vysokotlakovym mikrovinnym syst¢émom (CEM Mars®) v pritomnosti
super-Cistej 30% kyseliny chlorovodikovej. Mnozstvo kovov naakumulovanych

v bunkach bolo uré¢ené pomocou FAAS a ICP-MS Agilent 7500 (Agilent, Japonsko).

3.2.4 Kovantifikiacia vizby Studovanych komplexov na nukleové Kkyseliny

v bunkach

Pre cisplatinu a ostatné konvencné platinové cytostatika je DNA predpokladanym
cielovym miestom ich protinadorového podsobenia v bunkach. Z tohto ddévodu bola
z nadorovych buniek, vystavenych posobeniu Studovanych komplexov prechodnych
kovov, izolovana ich DNA a podrobend analyze obsahu naviazaného kovu. Pri samotnych
experimentoch boli nadorové bunky nasadené a inkubované so studovanymi komplexami
rovnakym spdsobom ako v experimentoch s bunecnou akumulaciou. K zmrazenym
bune¢nym peletom bol pridany extrakény detergent DNAzol (DNAzol®, MRC) spolu
s RNazou A (100 pg/mL). DNA bola zo vzniknutého roztoku vyzraZzana 100% etanolom,
2-krat premyta 75% etanolom a rozpustend v 8 mM NaOH. Celkova bune¢na RNA bola
ziskana dezintegraciou buniek pomocou RNAzolu (RNAzol®RT, MRC) priamo
na Petriho miskdch. RNA bola zo vzniknutého roztoku extrahovana centrifugaciou
pri 12000g po dobu 15 min, vyzraZzana izopropanolom, 2-krat premytd 75% etanolom
a rozpustend v1 mM NaOH. Koncentracie izolovanej DNA a RNA boli stanovené
spektrofotometricky pri vlnovej dizke 260 nm. Pre odstranenie neZiaducej interferencie
vysokych koncentracii nukleovych kyselin boli vzorky rozpustené v super-Cistej 30%
kyseline chlorovodikovej a podrobené analyze na obsah kovu pomocou ICP-MS Agilent

7500 (Agilent, Japonsko).
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3.2.5 Analyza bunecného cyklu s vyuZitim prietokovej cytometrie

Odpoved nadorovych buniek na ucinky cytostatickych latok je ¢asto sprevadzana
poruchami Vv regulacii bune¢ného cyklu. K charakterizacii wc¢inkov S$tudovanych
komplexov prechodnych kovov na zmeny bune¢ného cyklu bola vyuzita prietokova
cytometria. Pri experimentoch boli I'udské nadorové bunky nasadené na 6-jamkové
kultivatné dosticky (5.10° buniek/2 mL rastového média) a ponechané cez noc
Vv inkubatore pri teplote 37°C a 5% CO; atmosfére. Do jamiek bolo nasledne pridané
¢erstvé médium obsahujice Studované komplexy o definovanej koncentracii a bunky boli
vystavené ich pdsobeniu pri teplote 37°C a 5% CO.. Po uplynuti inkubac¢nej doby 24 h
bolo rastové médium obsahujuce zbytky rozpustenych komplexov odobraté, bunky
oplachnuté teplym PBS (37°C), pozbierané pomocou 0.25% trypsinu a centrifugované 5
min pri 250g (4°C). Bunky boli 2-krat oplachnuté studenym PBS, rozsuspendované
v 70% etanole a ponechané cez noc pri teplote 4°C. Takto fixované bunky boli znovu
2-krat oplachnuté vychladenym PBS a inkubované s propidium jodidom (50 pg/mL)
vo Vindelovom roztoku [Tris-Cl (10 mM, pH 8.0), NaCl (10 mM), Triton X-100 (0.1%),
RNaza A (100 pg/mL)] po dobu 30 min pri teplote 37°C v tme. Profily bune¢ného cyklu
boli stanovené s vyuzitim prietokového cytometru FACSVerse (Becton Dickinson,
Nemecko) a ziskané data analyzované pomocou programu ModFit LT 4.1 (Verity

Software House).

3.2.6 Analyza mitochondrialneho membranového potencialu (MMP)
Mitochondrie zohravaju doéleziti tlohu v procese apoptézy - programovanej
bunec¢nej smrti. Apoptdza buniek prostrednictvom mitochodridlnej drahy je sprevadzana
permeabilizaciou mitochondridlnej membrany spolu so stratou mitochondridlného
membranového potencidlu (A¥m) [198]. Uginok komplexov prechodnych kovov
na mitochondridlny membranovy potencidl v nadorovych bunkich bol Studovany
s vyuzitim laserovej skenovacej konfokalnej mikroskopie (LSCM). V tychto
experimentoch bolo 1.10° nadorovych buniek v 3 mL rastového média nasadenych na 50
mm kultivacné misky so sklenenym dnom (MatTek Corporation, Massachusetts, USA)
a ponechanych cez noc v inkubatore pri teplote 37°C a 5% CO2 atmosfére. Do rastovych
médii k bunkam boli potom pridané roztoky Studovanych komplexov o definovanej
koncentracii a bunky boli vystavené ich pdsobeniu pri teplote 37°C a 5% CO..
Po uplynuti inkubaénej doby (2 alebo 6 h) bolo rastové médium obsahujuce zbytky

rozpustenych komplexov odobraté a nahradené 1 mL cerstvého média. K bunkam bolo
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pridanych 100 pL zriedené¢ho (1:10 s rastovym médiom) fluorescenéného farbiva JC-1
(Cayman Chemical Company, Michigan, USA) s naslednou inkubaciou po dobu 20 min
pri teplote 37°C a 5% COaz. JC-1 je lipofilnd katidonova zlucenina, ktord sa selektivne
nahromad’uje v mitochondridch buniek, kde meni farbu v zédvislosti na hodnote
membranového potencidlu. Mitochondridlna depolarizacia (A¥m) je sprevadzana
narastom pomeru fluorescencie zelenych J-monomérov k fluorescencii Cervenych
J-agregatov. Fluorescencia JC-1 akumulovaného v nddorovych bunkéch bola excitovana
pomocou mikroskopu Leica SP-5 LSCM (Leica Microsystems, Wetzlar, Nemecko)
vybaveného komorou pre zobrazovanie Zivych buniek (37°C, 5% CO2) na vinovej dizke
488 nm. Emisia J-monomérov alebo J-agregatov bola detegovana na vinovych dizkach
515-545 nm alebo 575-625 nm a kvantitativne vyhodnotena pomocou programu ImageJ
(National Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA).

3.2.7 Inhibicia aerébnej glykolyzy

Miera glykolyzy v nadorovych bunkich vystavenych u¢inkom Studovanych
komplexov bola stanovena pomocou analyzy mnoZstva glukdézy naakumulovanej
Vv bunkéach s vyuzitim fluorescenéného ¢inidla Amplex® Red (Molecular Probes, Eugene,
Oregon, USA). Amplex® Red je substrat glukoza oxidazy, ktory umoziuje merat
koncentraciu glukozy v rastovom médiu na zdklade enzymatickej reakcie a premeny
na ¢erveny fluorescenény produkt resorufin. Pri samotnych experimentoch boli nadorové
bunky nasadené na 6-jamkové kultivaéné dosticky (3.10° buniek/1500 pL rastového
média) a ponechané cez noc v inkubatore pri teplote 37°C a 5% CO atmosfére. Do jamiek
bolo nasledne pridané Cerstvé médium obsahujiice Studované komplexy o definovanej
koncentracii a bunky boli vystavené ich pdsobeniu pri teplote 37°C a 5% CO..
Po uplynuti inkubacnej doby 24 h bola z jamiek odobrana alikvotna ¢ast’ rastového média
a analyzovana na obsah glukézy supravou Amplex® Red Glucose/Glucose Oxidase
Assay Kit podla doporuceni vyrobcu. Fluorescencia vzniknutého resorufinu bola
excitovana na vinovej dizke 570 nm a emisia detegovana pri 595 nm fluorimetrom Cary
Eclipse (Varian). Akumulacia glukozy v bunkach bola vypocitand ako rozdiel medzi
koncentraciou gluk6ézy v odobratom bunecnom meédiu a Vv ¢istom médiu bez buniek.
Pri vypocte bola vyuzitd smernica krivky gluk6zového Standardu obsiahnutého
Vv stiprave. Absolutne hodnoty koncentracie boli normalizované k poctu buniek

V jednotlivych vzorkach.
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3.2.8 Produkcia laktatu

Koncentrécia laktatu produkovaného nadorovymi bunkami pod vplyvom ucinkov
Studovanych komplexov bola stanovena pomocou komercnej enzymatickej supravy
Lactate Assay Kit (Sigma-Aldrich, Missouri, USA). Nadorové bunky boli nasadené
na 6-jamkové kultiva¢né dosticky (2.10° buniek/2 mL rastového média) a ponechané
cez noc V inkubatore pri teplote 37°C a 5% CO2 atmosfére. Nasledne bolo rastové
médium odstranené a jamky 2-krat oplachnuté teplym PBS (37°C). K bunkam bolo
pridané médium bez pridavku FBS s roztokmi Studovanych komplexov 0 definovanej
koncentracii a bunky boli vystavené ich t¢inkom pri teplote 37°C a 5% COz2. Po uplynuti
inkubaénej doby 6 h boli kultivaéné dosticky centrifugované 5 min pri 1000 rpm a teplote
4°C. Zkazdej jamky bolo odobratych 500 pL supernatantu a premiestenych
do filtra¢nych koloniek (10 kDa). Pre odstranenie laktat dehydrogenazy zo vzoriek boli
kolonky centrifugované 15 min pri 12000 rpm a teplote 4°C. Vzniknuté eluenty (50 uL)
boli premiestnené do 96-jamkovej kultivacénej dosticky a zmixované s 50 uL reakénej
zmesi Lactate Assay Master Reaction Mix. Absorbancia vzniknutych roztokov
Vv jednotlivych jamkach bola zmerana pri vlnovej dizke 570 nm s pouzitim &itadky
Sunrise-Basic (TECAN, Rakusko). Mnozstvo laktatu pritomného vo vzorkach bolo
vypocitané pomocou smernice Krivky zostrojenej pre laktatovy Standard obsiahnuty
v stprave. Hodnoty koncentracie laktitu boli normalizované k poctu buniek

Vv jednotlivych vzorkéch.

3.2.9 Indukcia autofagie

Utinok $tudovanych komplexov prechodnych kovov na troveii autofagie
v naddorovych bunkach bol skiimany pomocou siipravy na detekciu autofagie Cyto-ID®
(Enzo Life Sciences) s vyuzitim LSCM. 1.10° Tudskych nadorovych buniek hrubého
¢reva HCT116 bolo nasadenych na 50 mm kultivacné misky so sklenenym dnom
(MatTek Corporation) a ponechanych cez noc v inkubatore pri teplote 37°C a 5% CO>
atmosfére. Do rastovych médii k bunkdm boli potom pridané roztoky Studovanych
komplexov o definovanej koncentracii a bunky boli vystavené ich pdsobeniu pri teplote
37°C a 5% COzpo dobu 24 h. Bunky boli nasledne 2-krat oplachnuté komerénym pufrom
doplnenym o 5% FBS a inkubované v pritomnosti fluorescencnych farbiv Cyto-1D Green
Detection Reagent a Hoechst 33342 Nuclear Stain podla doporuceni vyrobcu.
Fluorescencia v bunkach bola detegovana pomocou mikroskopu Leica SP-5 LSCM

vybaveného komorou pre zobrazovanie zivych buniek (37°C, 5% CO>). Pre detekciu
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buneénej autofagie bola nastavena hodnota vlnovej dizky exciticie na 480 nm
a pre emisiu hodnoty v rozsahu 525-560 nm s pouzitim $tandardnej konfiguracie
pre FITC. Signal buneénych jadier bol excitovany pri vinovej dizke 355 nm a emisia
detegovana v rozsahu 450-500 nm s pouzitim konfiguracie pre DAPI. Intenzita zelen¢ho
fluorescenéného signalu autofagie bola kvantifikovana pomocou programu ImagelJ
a normalizovand k intenzite modrej fluorescencie buneénych jadier. Bune¢na autofagia
bola vyjadrena ako percentualny podiel autofagie v kontrole (bunky bez pridania

komplexov).

3.2.10 Stidium buneénej migracie

Vplyv komplexov prechodnych kovov na migraéni schopnost’ nadorovych
buniek bol studovany pomocou takzvaného “testu zacelovania rany* (wound-healing
assay). Ludské nadorové bunky boli nasadené na 6-jamkové kultivacné dosticky
a ponechané v inkubatore pri teplote 37°C a 5% CO. atmosfére. Po dosiahnuti suvislej
vrstvy boli bunky inkubované cez noc v pritomnosti média s redukovanym mnoZzstvom
séra (1% FBS) a do vrstvy buniek v jamkach bola nasledne pomocou $picky pipety (P200)
vytvorena vertikalna ryha. Pre odstranenie odlupenych buniek boli jamky 2-krat
oplachnuté teplym PBS (37°C) a do jamiek boli pridané roztoky studovanych komplexov
0 definovanej koncentracii V kompletnom rastovom médiu. Takto vytvorené ryhy (rany)
boli ihned’ po pridani komplexov a po uplynuti inkuba¢nej doby 24 h nasnimané
fotoaparatom Canon EOS 1200D napojenym na inverzny mikroskop Olympus CKX41
s fazovo kontrastnym objektivom 10x/0.25. Digitalne obrazky boli ziskané pomocou
programu QuickPhoto Micro 3.1 (Promicra, Praha, Ceska republika) a analyzované
v programe TScratch (ETH, Ziirich, Svajéiarsko) [199]. Rozsah migracie v jednotlivych
vzorkach bol stanoveny z plochy pokrytej bunkami za ¢asovy interval 24 h a vyjadreny

ako percentualny pomer k migracii kontrolnych buniek (bunky bez pridania komplexov).

3.2.11 Adhézny test

Utinok komplexov prechodnych kovov na schopnost buniek adherovat
Kk rastovému substratu bol Studovany na vysoko invazivnych bunkach nadoru pfs
MDA-MB-231. Bunky boli nasadené na 25cm? kultivaéné flasky (T25) v kompletnom
rastovom médiu a ponechané 48 h v inkubatore pri teplote 37°C a 5% CO2 atmosfére.
Rastové médium bolo potom zamenené médiom bez FBS s pridavkom 0.1% BSA

a bunky ponechané¢ d’alSich 24 h pri 37°C a 5% CO2. Bunky boli nasledne inkubované
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1 h s roztokmi $tudovanych komplexov v DPBS (37°C, 5% COz2), pozbierané pomocou
trypsinu, scentrifugované (200, 5 min) a  rozsuspendované v médiu
bez FBS s pridavkom 0.1% BSA. Na obnovu funkcie povrchovych receptorov boli
bunky ponechané 30 min pri izbovej teplote a znovu nasadené na 96-jamkové kultivacné
dosticky v poéte 1.10* buniek na jamku v 100 pL média. Po 30 minttovej inkubdcii
pri 37°C a 5% CO2, urcenej k adhézii buniek Kk plastovému substratu dosticky, bolo
médium s neadherovanymi bunkami odstranené a jamky jemne preplachnuté s DPBS
bez Ca?* a Mg?*. Adherované bunky boli detegované sulforodaminom B (SRB) podla
skorej uverejneného postupu [200]. V skratke, adherované bunky v jamkach boli
fixované vychladenou 10% kyselinou trichloroctovou (TCA) pri teplote 4°C po dobu
1 h. Po fixacii bola kyselina odobrata, jamKky 5-krat premyté destilovanou vodou
a vysusené na vzduchu. K fixovanym bunkam bolo na 30 mintt pridané 100 pL roztoku
SRB (0.4% v 1% kyseline octovej) pri izbovej teplote a zbytky nenaviazaného SRB boli
odstranené premytim jamiek 3-krat 1% kyselinou octovou. Jamky boli vysuSené
na vzduchu a SRB viazany v bunkach bol rozpusteny pomocou 10 mM Tris (tris-
hydroxymetyl-aminometan, pH 10.5). Absorbancia vzniknutych roztokov v jednotlivych
jamkach bola zmerand spektrofotometrom SpectraCount (Packard, Meriden,
Connecticut, USA) pri vlnovej dizke 570 nm a normalizovana k absorbancii kontroly
(bunky bez pridania komplexu).
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

Predkladana dizerta¢na praca vychadza zo suhrnu vysledkov piatich samostatnych
prac uverejnenych v medzinarodnych impaktovanych ¢asopisoch. Vysledky st rozdelené
do niekolkych casti podl'a problematik, ktorych sa jednotlivé prace tykaju. Kopie
publikovanych ¢lankov su sucast’'ou priloh.

Uvodna &ast’ pojednava o vysledkoch $tudia derivatov cisplatiny obsahujticich
ligandy diklofenaku a zahriiuje podrobnej$iu diskusiu, zamerant predovsetkym
na objasnenie mechanizmov ich protinadorovej a protimetastatickej aktivity.

Druhd cast vysledkov sa venuje platiCitym derivatom oxaliplatiny
s dichléracetdtom Vv axialnej pozicii. Okrem mechanizmov protinadorovej aktivity
komplexov sa diskutuje aj o moznosti d’alsicho zosilnenia ich G¢inkov.

V tretej Casti st zhrnuté vysledky Studia cytotoxicity pripravenych magnetickych
nanocastic vo vybranych buneénych liniach, vratane nenadorovych buniek a buniek
rezistentnych voci cisplatine.

Dalsi suhrn sa tyka $tadia vplyvu chemickych modifikacii ruthéniového komplexu
NAMI-A na adhézne vlastnosti vysoko invazivnych nadorovych buniek. Spomenuté
su potencidlne mechanizmy zodpovedné za farmakologicku aktivitu NAMI-A
v metastatickych nadoroch.

Posledna cast sa zaoberd vysledkami akumulaénych S§tidii novych
luminiscen¢nych komplexov iridia v nddorovych bunkéch. Stru¢né diskusia pojednava

0 moznom mechanizme a cielovom mieste ich protinadorového pdsobenia.

4.1 Nové protinadorovo ucinné Pt(ll1) konjugaty obsahujice nesteroidné
protizapalové lie¢ivo diklofenak: syntéza a duilne mechanizmy ucinkov
(PUBLIKACIA C. I)

Jednym z konceptov pri zlepSeni chemoterapeutickej wG¢innosti konvenénych
platinovych cytostatik je ich konjugacia Kk inym protinddorovo aktivnym latkam
s odliSnym mechanizmom u¢inku. V rdmci zahrani¢nej spoluprace bola na pracovisku
prof. G. Natileho z University of Bari v Taliansku syntetizovana skupina Pt(ll) derivatov
cisplatiny, obsahujticich ligandy diklofenaku (Obrazok 20). Diklofenak (DCF)
je nesteroidné protizapalové lieCivo (NSAID), ktoré vykazuje protinadorové ucéinky

spojené S inhibiciou cyklooxygenaz (COX), ale aj s ovplyvnenim mitochondridlne;
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aktivity a metabolizmu glukézy v nadorovych bunkach [201, 202]. Konjugacia DCF
k platinovému centru bola uskuto¢nena prostrednictvom véazby cez diaminova skupinu
(komplexy 1 a 2), alebo karboxylova skupinu samotného diklofenaku (komplex 3).
Komplexy 1 a 2 boli navrhnuté tak, aby pod vplyvom enzymatického Stiepenia peptidovej
vézby vo vnutri buniek, uvolnovali jednu molekulu DCF a platinovy komplex s dvomi
odstupujiacimi chloridovymi ligandami. Naproti tomu, disociacia karboxylovej skupiny
oboch DCF ligandov komplexu 3 vo vnutri nadorovych buniek, moze prebichat’ podobne
ako aktivacia karboplatiny [203, 204]. UvoI'nené molekuly DCF a aktivovanej cisplatiny
by tak mohli navzajom posilnit’ svoje protinadorové ucinky.

Z vysledkov stanovenia cytotoXicity pomocou MTT testu vyplyva, ze vsetky
tri Studované komplexy vykazuju aktivitu v nadorovych bune¢nych liniach. Komplex 3
ma vyrazne vysSSiu cytotoxicitu nez komplexy 1 a2, a je dokonca ucinnejsi
nez klinicky pouzivana cisplatina. Komplexy su naviac aktivne v nadorovych bunkach
so ziskanou rezistenciou voci cisplatine. Zaujimavostou je, ze komplex 3 je najmenej
cytoxicky v nenadorovych bunkach, a mateda urCiti nadorovi selektivitu. Tieto
vysledky naznacuju, ze mechanizmy zodpovedné za cytotoxické Gcéinky Studovanych
komplexov st odlisné od mechanizmov cisplatiny, a umoznujt zlepsSenie terapeutickych
vlastnosti potencialnych platinovych lieciv.

Dalsie experimenty ukézali, Ze bunena akumulacia najaktivnejsieho komplexu 3
je radovo vysSia nez akumulacia cisplatiny, pricom koreluje s jeho cytotoxicitou
a lipofilnym charakterom. Lipofilné DCF ligandy pravdepodobne posiliiuja pasivny
transport komplexu cez cytoplazmaticki membranu buniek. Okrem toho bola stanovena
vizba komplexu 3 na bune¢nii DNA, ktora mnohonasobne prevysSuje vdazbu samotne;j
cisplatiny. Analyza bune¢ného cyklu nadorovych buniek HeLa taktiez odhalila rozdiely
medzi t¢inkom komplexu 3 a cisplatinou. Podiel buniek blokovanych vo faze S bol
V porovnani s cisplatinou znizeny, zatial’ ¢o podiel buniek vo faze G2/M sa signifikantne
zvysil. DCF ligandy teda vyznamnym spdsobom ovplyviiujt transportny mechanizmus
komplexu 3 a jeho t¢inok na bune¢ny cyklus nadorovych buniek.

Nedavne Stidie naznacuju, Ze jednym z mechanizmov protinddorovej aktivity
DCF je znizenie nadmernej produkcie laktatu, ktora je spajana so slabou terapeutickou
progndzou niektorych typov nadorov [205, 201]. Enzymaticka analyza bune¢nych médii
ukazala, ze komplex 3 vyraznou mierou inhibuje produkciu laktatu u nadorovych buniek
vajecnikov. Naviac, u¢inkom komplexu 3 dochadza ku kolapsu mitochondrialneho

membranového potencialu (Aym) Vv tychto bunkach. Podobné vysledky boli ziskané
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aj U buniek vystavenych uc¢inkom vol'ného DCF, avsak neboli pozorované pre samotnu
cisplatinu. Mechanizmus protinddorovej aktivity komplexu 3 tak zjavne suvisi
s pritomnostou DCF ligandov, ktoré ovplyvituju metabolizmus a mitochondrialnu
funkciu nadorovych buniek.

Zvysena expresia COX-2 je Casto spojovana s karcinogenézou a metastatickym
potencidlom nadorov [206]. Ztohto dovodu boli aktivity komplexov Studované
aj v COX-2 pozitivnych nadorovych bunkach HeLa a HT-29. Cytotoxicity komplexov 1
a 2 boli v oboch liniach rovnaké, ale vyssie nez cytotoxicita cisplatiny. Aktivita tychto
komplexov je pravdepodobne spojena s inhibiciu COX-2 pod vplyvom DCF ligandov,
a nie je preto zavisla na ich priestorovej konfiguracii. Experimenty dalej ukéazali,
ze komplex 3 inhibuje bune¢nu adhéziu a migraciu, a teda potlaca charakteristiky typické
pre metastatické nadorové bunky. Inhibi¢ny ucinok volného DCF sa prejavil
az pri radovo vyssich koncentraciach, ale nebol preukazany pre samotnu cisplatinu.

Vysledky bune¢nych experimentov naznacuju, ze konjugacia Pt(ll) komplexov
s molekulami NSAID, akymi je napriklad DCF, moze viest' K vzniku potencialnych
terapeutickych latok s unikatnymi mechanizmami protinadorového a protimetastatického

ucinku.

4.2  Posilnenie mitochondridlnej dysfunkcie v nadorovych bunkach pomocou
konjugatov metabolického modulatora dichloracetat s Pt(IV) derivatmi
oxaliplatiny (PUBLIKACIA C. 4)

Plati¢ité derivaty cisplatiny a jej analdgov, obsahujice axialne ligandy
protinadorovo aktivnych latok, predstavuji novl triedu platinovych komplexov
so sl'ubnymi terapeutickymi u¢inkami. Znizena reaktivita Pt(IV) komplexov umoziuje
obmedzenie neziadtcich interakcii s biologickymi latkami, kym komplexy nedorazia
do nadorovych buniek, kde dojde k ich redukcii a uvol'neni aktivnych Pt(I1) foriem spolu
s aktivnymi ~ molekulami axialnych ~ ligandov. Na  zahrani¢cnom  pracovisku
prof. D. Gibsona z Hebrew University of Jerusalem v Izraeli bola syntetizovana nova
skupina Pt(IV) derivatov oxaliplatiny, sdvomi axiadlnymi hydroxido ligandami
([Pt(dach)(OH)2(ox)], dach = R,R-1,2-diaminocyklohexan, ox = oxalat), s jednym
axialnym hydroxido a s jednym axialnym DCA ligandom ([Pt(dach)(DCA)(OH)(ox)]),
alebo s dvomi axialnymi DCA ligandami ([Pt(dach)(DCA)2(0x)]) (Obrazok 21).
Dichloracetatové (DCA) ligandy boli vybrané kvoli preukazanym protinadorovym

uc¢inkom DCA, spojenym so zmenami metabolizmu a mitochondrialnej funkcie v
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nadoroch [207, 208].

Cytotoxicity komplexov boli stanovené v piatich nadorovych buneénych liniach
pomocou MTT testu a boli porovnané s ti¢inkami samotnej oxaliplatiny a volného DCA.
Vysledky ukazali, ze cytotoxicita vol'ného DCA je priblizne otri rady vysSia
ako cytotoxicita oxaliplatiny. Kvoli pritomnosti biologicky neaktivnych axialnych
hydroxido ligandov bola cytotoxicita komplexu ([Pt(dach)(OH)2(0ox) nizSia
nez cytotoxicita oxaliplatiny. Nahradenie axialnych hydroxido ligandov za DCA ligandy
sposobilo vyrazne zvySenie cytotoxickych tcinkov, a to timerne k ich poc¢tu. Komplex
[Pt(dach)(DCA)2(ox)] vykazoval vyssiu cytotoxicitu ako komplex
[Pt(dach)(DCA)(OH)(ox)], a dokonca vyssiu ako samotna oxaliplatina. Naviac, Vrodena
a ziskana rezistencia nadorovych buniek voci cisplatine a oxaliplatine bola prekonana
ako dosledok transformacie oxaliplatiny na [Pt(dach)(DCA)2(0x)].

Pre zistenie mozného vzt'ahu medzi akumulaciou a cytotoxicitou komplexov
v nadorovych bunkach bola urcend ich bunecnd koncentracia v rdznych cCasoch.
Experimenty ukazali, Ze akumulacia Pt(IV) komplexov v nadorovych bunkach rastie
s poc¢tom axialnych DCA ligandov, a to vo vsetkych ¢asovych intervaloch. Pritomnost’
DCA ligandov zvysuje lipofilitu komplexov, a ur¢uje tak mieru ich pasivneho transportu
do vnutra buniek. Cytotoxické uéinky komplexov v nadorovych bunkach teda koreluju
sich akumulaciou. Vysledky d’alej naznacuji, ze mechanizmy buneénej akumulacie
Studovanych komplexov st odliSné od mechanizmov oxaliplatiny a poméhaji
komplexom prekonat’ platinovi rezistenciu nadorovych buniek.

Dalsie 3tadie boli zamerané na urdenie moznych ucéinkov molekal DCA,
dopravenych do nadorovych buniek ako sucast’ Pt(IV) konjugatov s oxaliplatinou.
Analyza mitochondrialneho membranového potencialu (Aym) nadorovych buniek
SW480 odhadila, ze [Pt(dach)(DCA)2(0x)] sposobuje vyraznt redukciu Aym v porovnani
s bunkami vystavenymi oxaliplatine, cisplatine alebo ([Pt(dach)(OH)2(0x). Ako pozitivna
kontrola vo'ny DCA skuto¢ne sposobil pokles Aym, avsak pri koncentracii, ktora bola
o tri rady vyssia ako koncentracia [Pt(dach)(DCA)2(0x)]. Podobné vysledky boli ziskané
aj pri stanoveni ucinkov [Pt(dach)(DCA)2(0x)] na inhibiciu aerébnej glykolyzy v SW480
bunkach. Vysledky tychto s$tadii ukazuju, ze [Pt(dach)(DCA)2(ox)] ovplyviiuje
mitochondrialne a metabolické funkcie nddorovych buniek, pravdepodobne vd’aka
metabolicky aktivnemu DCA, dopravenému do buniek vo forme axialnych ligandov.
Zaujimavostou je, ze [Pt(dach)(DCA)2(0x)] sposobuje signifikantnt indukciu autofagie

v bunkach HCT116, pricom Statisticky vyznamné ucinky oxaliplatiny v tychto bunkach
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neboli pozorované. Mechanizmus cytotoxicity [Pt(dach)(DCA)2(ox)] teda moze stvisiet
s autofagiou, ako uz bolo pozorované aj u inych platinovych komplexov [113, 114].

Nedavne $tadie ukazali, ze protinadorové ucinky oxaliplatiny a DCA mézu byt
posilnené v kombinacii s 5-fluorouracilom (5-FU) [209, 210]. Toto pozorovanie viedlo
k stadiu cytotoxickych uc¢inkov oxaliplatiny a [Pt(dach)(DCA)2(0x)] v zmesi s externym
5-FU. Cytotoxicita zmesi [Pt(dach)(DCA)2(0x)] s 5-FU v bunkach HCT116 bola mierne
vyS8ia ako cytotoxicita zmesi oxaliplatiny s 5-FU. Naviac, cytotoxicity obidvoch zmesi
boli vyssie ako cytotoxicity samotnej oxaliplatiny, samotného [Pt(dach)(DCA)2(0x)]
¢i samotného 5-FU. Metdda kombina¢nych indexov (Cl) potvrdila, ze i¢inky oxaliplatiny
a [Pt(dach)(DCA)2(0x)] v kombinacii s 5-FU su synergické.

4.3  ZvySenie chemoterapeutickej odpovede nadorovych buniek prostrednictvom
cieleného transportu platinovych lie¢iv vysoko stabilnymi multifunkénymi
magnetickymi nanocasticami pokrytymi karboxymetylcelulézou
(PUBLIKACIA C. 3)

Pouzitie nanocastic, riadenych externym magnetickym pol'om, predstavuje
inovativnu stratégiu pri cielenom transporte latok do Specifickych oblasti tela. Tieto
nanocastice by mohli byt pouzité k aplikacii protinadorovych lie¢iv aich lokalizacii
do ciel'ovych nadorov, ¢im by doslo k zna¢nému znizeniu vedl'ajsich G¢inkov spojenych
s chemoterapiou. V tejto praci boli $tudované magnetické nanocastice stabilizované
karboxymetylcelulozou (¢cMNPs, Obrdzok 22), ktoré boli pripravené skupinou prof. R.
Zbotila z Regiondlneho centra pokrocilych technoldgii a materidlov v Olomouci.
Nanocastice boli konjugované k cisplatine (CMNPs-cisPt) a nasledne modifikované
kyselinou listovou (cMNPs-cisPt-FA) alebo fluorescenénym ¢inidlom Alexa Fluor 488
(cCMNPs-cisPt-Alexa). Kyselina listova (FA) ma vysoku afinitu k folatovym receptorom,
nadmerne exprimovanym na povrchu niektorych naddorovych buniek, a moze tak pomdct’
pri cielenom transporte nanocastic do nadorov [211]. Modifikacia ¢inidlom Alexa naviac
umoznuje fluorescencnu detekciu nanocastic vo vnutri buniek.

Cytotoxické ucinky Studovanych nanocastic boli stanovené v paneli nddorovych
bune¢nych linii, bezne pouzivanych k studiu cytotoxickych uéinkov komplexov
prechodnych kovov. Vysledky ukazali, Zze vSetky cMNPs-CisPt majii vyznamnu aktivitu
v nadorovych bunkach. Cytotoxicity nanocastic CMNPs-cisPt, CcMNPs-cisPt-FA
a CMNPs-cisPt-Alexa, v bunkach A2780 a SW480 (senzitivnych voci cisplatine), boli
priblizne 2-krat vysSie nez cytotoxicita cisplatiny. Cytotoxicity v bunkach A2780cisR
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a MCF-7, so ziskanou avrodenou rezistenciou voc¢i cisplatine, boli dokonca
eSte signifikantnejSie vV porovnani s cisplatinou (asi 30-krat pre A2780cisR, 2.3-krat
pre MCF-7). Dalej bolo zistené, ze modifikacia cMNPs-cisPt pomocou FA a Alexa nemé
vyrazny vplyv na vysledni cytotoxicitu nanocastic. Okrem toho, samotné c¢cMNPs
neboli cytotoxické v ziadnej z pouzitych bune¢nych linii, a teda konjugacia cisplatiny hra
dolezitu ulohu pri cytotoxickych uc¢inkoch nanocastic.

Na rozdiel od vyraznych cytotoxickych ucinkov v nadorovych bunkach,
boli cytotoxicity Studovanych CMNPs-CisPt v nenadorovych bunkach MRC-5 pd30
0 jeden az dva rady niz8ie. Nanocastice tak vykazuju selektivitu vo¢i nadorovym bunkam.
Ziskané vysledky naznacuju, Ze konjugacia platinovych lie¢iv S magnetickymi
nanocasticami moéze Viest' K unikatnym protinadorovym téinkom, schopnym prekonat’
rezistenciu nadorovych buniek voc¢i platinovej chemoterapii a potlacit’ jej vedlajsie

Géinky.

4.4  Vplyv vizby redukovaného NAMI-A k Pudskému sérovému albuminu na

farmakokinetiku a biologicku aktivitu (PUBLIKACIA C. 5)

NAMI-A je jednym z dvoch ruthéniovych komplexov testovanych v klinickych
skuskach. Schopnost NAMI-A selektivne inhibovat’ rast nadorovych metastaz
je povazovana za Unikatnu terapeuticku vlastnost’. Nanest'astie, existuje len malo udajov
0 mechanizmoch G¢inku a spravani NAMI-A po jeho aplikacii do krvného obehu. Ked'ze
chemické modifikacie zodpovedné za antimetastaticka aktivitu NAMI-A nie st zname,
akakol'vek informacia o Strukturalnom stave alebo biologickej interakcii, moze pomdct’
pri identifikacii aktivnych foriem NAMI-A a pripadnom zlep$eni terapeutického uéinku.
V ramci vedecko-vyskumnej zahrani¢nej staze, na pracovisku prof. G. Savu z University
of Trieste v Taliansku, bol skiimany vplyv kyseliny askorbovej a I'udského sérového
albuminu (HSA) na antimetastaticky potenciall NAMI-A. Kyselina askorbova
je vyznamne biologické redukcné ¢inidlo, pri¢om existuje moznost’, Ze NAMI-A podlieha
jej redukcii po aplikacii do krvného obehu. Takto redukovana forma by mohla
interagovat’ s HSA, ktory je najzastipenej$im proteinom v Krvnej plazme.

Pre simulaciu a vyhodnotenie metastatickej kapacity nadorov bol pouzity test
adhézie vysoko invazivnych buniek nadoru pts MDA-MB-231. Test ukazal, ze HSA
nema vyznamny U¢inok na adhéziu buniek k rastovému substratu. Naopak, G¢inok
NAMI-A sposobuje signifikantnu inhibiciu bunecnej adhézie, priblizne o 80% oproti
kontrolnym bunkam. Adukty NAMI-A-HSA inhibuju buneéni adhéziu menej
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nez samotné NAMI-A, a to nezavisle na koncentracnom pomere NAMI-A:HSA. Tvorba
aduktov s HSA vsSak spoOsobuje Statisticky vyznamnt inhibiciu bunecnej adhézie
(60-70%) v porovnani s kontrolou. V podmienkach bune¢ného stresu, ako je napriklad
rast nadorového tkaniva, bunky vo zvySenej miere konzumuja albumin [212]. Je teda
mozné, ze adukty NAMI-A s albuminom tvoria spolo¢ny transportny systém, umoziujuci
dopravenie lieCiva do nadorovych metastaz. Absencia zavislosti inhibi¢nych ucinkov
aduktov na koncentratnom pomere NAMI-A:HSA naznacduje, Ze velkost' aplikovanej
davky NAMI-A do krvného obehu by mohla byt nepodstatna pre vysledny
farmakologicky ucinok.

Experimenty dalej ukazali, ze redukcia NAMI-A Kyselinou askorbovou
je zodpovednd za mierne zlepSenie antiadhéznych ucinkov. Tieto vysledky
su konzistentné s in vivo uc¢inkami na pl'icne metastazy, kedy bolo NAMI-A zamerne
redukované tesne pred aplikaciou do pokusnych zvierat [213]. Redukcia NAMI-A
kyselinou askorbovou v pritomnosti nadbytku HSA spdsobila vyraznt inhibiciu bunecne;j
adhézie, priblizne 0 60% oproti kontrolnym bunkdm. Tento U¢inok je porovnatelny
s u¢inkom spdsobenym aduktami NAMI-A-HSA v absencii redukéného ¢inidla.

Ziskané vysledky podporuju tedriu 0 tom, ze NAMI-A po aplikacii do krvného
obehu interaguje s plazmatickymi proteinmi, pri¢om ich adukty mézu byt zodpovedné
za selektivne protimetastatické u¢inky. Redukcia NAMI-A zrejme ul'ah¢uje formovanie

aduktov, a ovplyviuje tak celkovi farmakologicku aktivitu.

45  Protinadorovo ucinné extranuklearne luminiscenéné Ir(l11) komplexy
obsahujuce ligandy na baze benzimidazolu s moZnost'ou d’alSej
funkcionalizacie (PUBLIKACIA C. 2)

V snahe vyvinit nové a ucinnejsie protinadorové lieCiva na baze prechodnych
kovov sa pozornost upriamila aj na komplexy iridia. Na zahrani¢nom pracovisku
prof. J. Ruiza z University of Murcia v Spanielsku boli syntetizované tri skupiny
substitu¢ne inertnych a luminiscenénych Ir(IIl) komplexov typu [Ir(C*N)2(N"*N)][PFs],
obsahujuce ligandy rézne modifikovaného benzimidazolu (Obrdazok 24). Vysledky
bunecnych experimentov ukazali, ze niektoré z tychto komplexov vykazuju cytotoxicitu
anaddorovi selektivitu, ktora je mnohondsobne vySia nez U klinicky pouzivanej
cisplatiny.

Lipofilita komplexov prechodnych kovov je cCasto spajand so zvySenou
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akumulaciou a aktivitou Vv nadorovych bunkach. Pre §tadium mechanizmov
cytotoxickych ucinkov abunecnej akumulécie Studovanych Ir(111) komplexov, bola
stanovena miera ich lipofility pomocou rozdel'ovacich koeficientov (logP). Hodnoty logP
dvoch najaktivnejSich komplexov 2a a 3a st priblizne rovnaké a poukazuji na znaéne
lipofilny charakter (logP>0). KedZe cisplatina je znama Svojim hydrofilnym charakterom
(logP<0), rozdiel v cytotoxickych uc¢inkoch medzi cisplatinou a Ir(111) komplexami moze
stvisiet’ s rozdielom v ich charaktere a bune¢nej akumulacii. K podpore tejto hypotézy
bola stanovend akumulécia Studovanych komplexov v nadorovych bunkéch pts MCF-7.
Experimenty ukazali, Ze bune¢na akumulacia komplexov 2a a 3a je priblizne 8-krat
vyS$ia nez akumulacia cisplatiny a skuto¢ne koreluje s ich cytotoxicitou. Okrem toho,
vézba oboch komplexov na nuklearnu DNA bola podstatne niz$ia nez védzba cisplatiny,
pricom rozdiely V ich vdzbe na celkovli bunecni RNA neboli Statisticky vyznamné.
Vysledky teda naznacuju, Ze mechanizmus zodpovedny za cytotoxické uéinky
Studovanych Ir(Ill) komplexov v nadorovych bunkach je odlisny od mechanizmu

cisplatiny a pravdepodobne nestvisi s koordina¢nou vdazbou na nukleové kyseliny.
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5 ZAVER

Predkladana dizertacnd praca je napisand formou sthrnu piatich uverejnenych
prac, zameranych na stadium mechanizmov toxickych uc¢inkov komplexov prechodnych
kovov v nadorovych bunkach

V snahe posilnit’ protinadorové u¢inky konvencnych platinovych cytostatik bola
navrhnuta a Studovana nova skupina derivatov cisplatiny obsahujacich ligandy
nesteroidného protizapalového lieciva diklofenak. Z vysledkov prace vyplyva, ze tieto
Pt(Il) komplexy st vyrazne aktivne v paneli nadorovych bunecnych linii, dokonca
aktivnejSie nez samotna cisplatina, a to i v rezistentnych nadorovych bunkach. Komplex
3, obsahujtci dva ligandy diklofenaku, sa vyznacuje aktivitou v COX-2 pozitivnych
bunkach a zvySenou bunecnou akumuldciou. Mimo klasickych uc¢inkov spojenych
s vizbou na nuklearnu DNA, komplex 3 ovplyviiuje buneény metabolizmus glukozy
a sposobuje  kolaps mitochondrialneho membranového potencidlu v nadorovych
bunkach. Ligandy diklofenaku naviac prispievaju k schopnosti komplexu blokovat
bunecny cyklus nadorovych buniek a potlacat’ ich metastaticky potencial. Konjugacia
Pt(11) komplexov s biologicky aktivnymi molekulami, akymi st napriklad NSAID, moze
viest k vzniku potencialnych terapeutickych latok s unikatnymi mechanizmami
protinadorového a protimetastatického tcinku.

Plati¢ité derivaty oxaliplatiny, S axialnymi ligandami metabolicky aktivneho
dichléracetatu, predstavuji novi triedu platinovych komplexov so slubnymi
terapeutickymi uc¢inkami. Experimentalne vysledky naznacuju, ze tieto Pt(1V) komplexy
maju protinddorovy mechanizmus spojeny s u¢inkami na mitochondridlnej funkcie,
metabolizmus glukézy a autofagiu v nddorovych bunkach. Okrem toho su komplexy
schopné prekonat” rezistenciu nadorovych buniek voci oxaliplatine a cisplatine.
Cytotoxické uc¢inky komplexovn moézu byt naviac posilnené v kombinacii
s 5-fluorouracilom. Pt(1VV) komplexy s biologicky aktivnymi ligandami v axialnej pozicii
tak predstavuju koncept efektivnejSich protinadorovych lie¢iv, schopnych prekonat
nedostatky konvenénych platinovych cytostatik.

V d’alSej cCasti prace bola Studovand nova skupina magnetickych nanocastic
stabilizovanych karboxymetylcelul6zou, s moznostou ich lokalizacie pomocou
magnetického pol'a. Nanocastice boli modifikované cisplatinou a boli stanovené

ich cytotoxické ucinky v paneli bunecnych linii. Vysledky experimentov ukazuja,
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ze takto modifikované nanocastice maju vyrazne vyssiu aktivitu nez samotna cisplatina
a to vo vSetkych testovanych nadorovych linidch, vratane buniek rezistentnych
voc¢i cisplatine. Naviac, nanocCastice nie si cytotoxické v nenadorovych bunkach,
a vykazuju teda nadorovu selektivitu. Bolo zistené, Ze konjugacia modifikovanych
nanocastic ku kyseline listovej alebo fluorescencnému cinidlu Alexa nema vplyv
na ich vyslednt aktivitu. Pre porovnanie boli pouzité nanocastice bez modifikacie
cisplatinou, ktoré nevykazuju takmer Ziadne cytotoxické ucinky. Chemoterapia na baze
magnetickych nanocastic predstavuje koncept selektivneho transportu protinadorovych
lie¢iv do cielovych nadorov, s potencidlom vyrazne zvysit ich efektivitu a potlacit’
neziaduce ucinky.

V ramci vedecko-vyskumnej zahrani¢nej stdze bol skimany vplyv kyseliny
askorbovej arludského sérového albuminu na antimetastatické ucinky klinicky
testovaného ruthéniového komplexu NAMI-A. Bolo ukazané, ze formovanie aduktov
S l'udskym albuminom vyrazne znizuje u¢inky NAMI-A na adhéziu nddorovych buniek.
Naopak, redukcia kyselinou askorbovou spdsobuje posilnenie antiadhézneho w¢inku
NAMI-A, v stlade s in vivo experimentami. Redukcia NAMI-A v pritomnosti nadbytku
I'udského albuminu nemé vyznamny vplyv na adhézne ucinky vzniknutych aduktov,
ale ul'ahcuje ich formovanie. Napriek tomu, ze NAMI-A po aplikacii do krvného obehu
pravdepodobne interaguje s plazmatickymi proteinmi, ich konjugacia moéze prispiet
k selektivnemu transportu komplexu do nadorovych metastaiz a Kk zlepSeniu jeho
farmakologickych vlastnosti. Identifikacia chemickych modifikacii NAMI-A,
zodpovednych za jeho antimetastatické t¢inky, poskytuje uzitoéné informacie potrebné
pre d’alsi vyskum.

V neposlednom rade bola S$tudovana nova skupina substituéne inertnych
a luminiscenénych iridiovych komplexov typu [Ir(C*N)2(N~N)][PFs] obsahujucich
ligandy na baze benzimidazolu. Vysledky mechanistickych studii ukazali, ze akumulacia
tychto Ir(I1I) komplexov v nadorovych bunkach je signifikantne vyssia ako akumulacia
cisplatiny, pricom koreluje sich lipofilnym charakterom a cytotoxickymi wO¢inkami.
Kvantifikacia vdzby komplexov na nukledrnu DNA acelkovi buneéni RNA
v nadorovych bunkach naznacuje, Ze mechanizmus zodpovedny za cytotoxické ucinky
komplexov je odlisny od mechanizmu cisplatiny a nestvisi s koordina¢nou vézbou
na nukleové kyseliny.

Prinosom dizertacnej prace bolo zdokonalenie poznatkov potrebnych k vyvoju

novych ucinnejSich a bezpecnejSich protinddorovych lie¢iv na baze komplexov
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prechodnych kovov, ale aj inovativnych systémov uréenych pre ich cieleny transport.
Stadie mechanizmov toxickych t¢inkov novych metalokomplexov prispeli k rieseniu

rady projektov zameranych na problematiku molekularnej biofyziky a farmakologie.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

5-FU
AMP
BSA
Cl
CMNPs
COX
DAPI
DCA
DCF
ddH20
DPBS
EDC
FA
FAAS
FITC
GSH
GST
HDAC
HSA
ICP-MS
JC-1
LSCM
MNPs
MRP
MTT
NSAID
PBS
PDK
ROS

5-fluorouracil

adenozin monofosfat

hovédzi sérovy albumin

kombinacny index

magnetické nanocastice stabilizované karboxymetylcelulézou
cyklooxygenaza

4' 6-diamidino-2-phenylindol

dichloracetat

diklofenak

dva-krat destilovana voda

Dulbeccov fosfatovy pufor
1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimid

kyselina listova

bezplamenova atomova absorpcna spektometria

fluorescein izotiokyanat

glutation

glutation S-transferaza

histon deacetylazy

I'udsky sérovy albumin

hmotnostné spektometria s vyuzitim indukéne viazanej plazmy
5,5°,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanin iodid
laserova skenovacia konfokéalna mikroskopia

magnetické nanocastice

protein spojeny s multi-rezistenciou
3-(4,5-dimethyl-2-thiazoyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromid
nesteroidné protizapaloveé lieciva

fostatovy pufor

pyruvatdehydrogenazova kinaza

reaktivne formy kyslika
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Prehlasujem, Ze moj podiel na priprave tejto prace je nasledujici:

Stanovenie cytotoxicity a akumuldcie Pt(Il) komplexov, obsahujiicich nesteroidné
protizapalové liecivo diklofenak, vo vybranych bunecnych liniach. Kvantifikacia vizby
komplexov ha DNA izolovanii Z nadorovych buniek a urcenie rozdelovacich koeficientov.
Analyza ucinku komplexov na bunecny cyklus, mitochondrialny membranovy potencidl,

metabolizmus glukozy a migracné schopnosti nadorovych buniek. Podiel na spisani

rukopisu publikacie.
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ABSTRACT: One concept how to improve anticancer effects of
conventional metallodrugs consists in conjugation of these compounds
with other biologically (antitumor) active agents, acting by a different
mechanism. Here, we present synthesis, biological effects, and
mechanisms of action of new Pt(II) derivatives containing one or
two nonsteroidal anti-inflammatory diclofenac (DCF) ligands also
known for their antitumor effects. The antiproliferative properties of
these metallic conjugates show that these compounds are potent and
cancer cell selective cytotoxic agents exhibiting activity in cisplatin
resistant and the COX-2 positive tumor cell lines. One of these
compounds, compound 3, in which DCF molecules are coordinated to
Pt(II) through their carboxylic group, is more potent than parental
conventional Pt(II) drug cisplatin, free DCF and the congeners of 3 in
which DCF ligands are conjugated to Pt(II) via a diamine. The
potency of 3 is due to several factors including enhanced internalization that correlates with enhanced DNA binding and
cytotoxicity. Mechanistic studies show that 3 combines multiple effects. After its accumulation in cells, it releases Pt(II) drug
capable of binding/damaging DNA and DCF ligands, which affect distribution of cells in individual phases of the cell cycle,
inhibit glycolysis and lactate transport, collapse mitochondrial membrane potential, and suppress the cellular properties
characteristic of metastatic progression.

inhibition of glycolysis
mitochondrial membrane
potential collapse
M reduction of invasion
! and migration activity
| S A

H INTRODUCTION
Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are frequently

neutral pH these NSAIDs are monoanionic and therefore do
not efficiently accumulate in tumor cells. Recently, various

used as analgesics, anti-inflammatories and antipyretics." Several
studies have shown that the influences of NSAIDs are
essentially based on the inhibition of the cyclooxygenase
enzyme system (COX) that is involved in the conversion of
arachidonic acid to prostaglandins, prostacyclin, and thrombox-
ane.”™> Several recent in vitro and in vivo studies have also
reported chemopreventive and chemotherapeutic effects of
NSAIDs. In addition, clinical trials demonstrated that NSAIDs
cause the regression of pre-existing adenomas in patients with
familial adenomatous polyposis, and prevent the development
of colon tumors in carcinogen-treated animals.”™” Studies on
colorectal carcinomas have also shown that COX inhibitors
reduce tumor growth and angiogenesis by inhibiting expression
of pro-angiogenic factors (such as vascular endothelial growth
factor) which are frequently overexpressed.'’

Notably, the NSAIDs, such as indomethacin, ibuprofen, and
aspirin, exhibit antitumor activity only at relatively high
(milimolar) concentrations, which limits their pharmacological
applications as antitumor drugs.m_” This is so because at

v ACS Pubﬁcations © 2017 American Chemical Society
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NSAIDs were used as ligands in derivatives of metal-based
drugs. Examples are derivatives of ruthenium(II)- or osmium-
(I1)-p-cymene complexes'* and Pt(II) or Pt(IV) derivatives of
antitumor cisplatin or oxaliplatin.'*'>'® Notably, the presence
of NSAID ligands in Pt(II) or Pt(IV) conjugates renders these
derivatives of cisplatin or oxaliplatin hydrophobic. Conse-
quently, because of the higher lipophilicity of these conjugates
their transport across cell membranes is facilitated. Thus, they
efficiently accumulate in tumor cells treated with these agents
already at concentrations more than 3 orders of magnitude
lower (micromolar) than those required from free NSAIDs.
The design of these Pt-NSAID conjugates was based on the
premise that attaching NSAIDs to the derivatives of cisplatin or
oxaliplatin should result in simultaneous release inside the cell
of two antiproliferative agents that act by different mechanisms
on different cellular targets. Thus, the platinum conjugates

Received: October 24, 2016
Published: January 19, 2017

DOI: 10.1021/acs.inorgchem.6b02553
Inorg. Chem. 2017, 56, 1483—1497

Clanok je v plnom texte dostupny na strankach:
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/acs.inorgchem.6b02553
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8.1.2 PUBLIKACIA C.?2

HIGHLY POTENT EXTRANUCLEAR-TARGETED
LUMINISCENT IRIDIUM(IIT) ANTITUMOR AGENTS
CONTAINING BENZIMIDAZOLE-BASED LIGANDS

WITH A HANDLE FOR FUNCTIONALIZATION

Jyoti Yellol, Sergio A. Pérez, Gorakh S. Yellol, Juraj Zajac, Antonio Donaire, Gloria
Vigueras, Vojtech Novohradsky, Christoph Janiak, Viktor Brabec,

Chemical Communications 52 (2016), 14165-14168

Prehlasujem, Ze mdj podiel na priprave tejto prace je nasledujuci:

Stanovenie akumuldcie luminiscencnych Ir(Ill) komplexov, obsahujucich ligandy
na baze benzimidazolu, v nadorovych bunkach MCF-7. Kvantifikacia vizby Studovanych
komplexov na nukleové kyseliny izolované z buniek MCF-7. Urcenie rozdelovacich
koeficientov pomocou FAAS awpocet logP hodnét. Podiel na spisani rukopisu

publikacie.
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Highly potent extranuclear-targeted luminescent

iridium(in) antitumor agents containing
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DO 10.1039/c6cc07909a Jyoti Yellol,® Sergio A. Pérez,

www.rsc.org/chemcomm José Ruiz*®

A series of 6 substitutionally inert and luminescent iridium(n)
antitumor agents of the type [Ir(C”N),(N"N)I[PFg] containing a
benzimidazole N*N ligand with an ester group as a handle for
further functionalization has been prepared. They exhibit 1Csq
values in the high nanomolar range in some ovarian and breast
cancer cell lines (approximately 100 x more cytotoxic than cisplatin
(CDDP) in MDA-MB-231) and are located in the actin cortex pre-
dominantly as shown by confocal luminescence microscopy. This
discovery could open the door to a new large family of drug
bioconjugates with diverse and simultaneous functions.

Platinum-based drugs such as CDDP, carboplatin, and oxaliplatin
are widely used against various solid tumors including geni-
tourinary, colorectal, and non-small cell lung cancers." These
complexes are known to exert their anti-cancer activity mainly
via extensive DNA-adduct formation, which triggers apoptotic cell
death.” However, their effectiveness is still hindered by clinical
problems, including acquired or intrinsic resistance,® a limited
spectrum of activity, and high toxicity leading to side effects.”
Other precious metals such as ruthenium and iridium have
attracted increasing attention as therapeutic agents,”® as well as
biomolecular and cellular probes.” On the other hand, benz-
imidazole has been shown to be a widely used pharmacophore,®
and some benzimidazole half-sandwich iridium(m) compounds
have been recently shown by us to act as either anti-angiogenic
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+ Electronic supplementary information (ESI) available: Synthesis, characterization

data and biological study details. CCDC 1483570 and 1483571. For ESI and crystallo-

graphic data in CIF or other electronic format see DOI: 10.1039/c6cc07909a
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benzimidazole-based ligands with a handle
for functionalizationt

@ Gorakh Yellol,? Juraj Zajac,° Antonio Donaire,?
Gloria Vigueras,® Vojtech Novohradsky,” Christoph Janiak,® Viktor Brabec** and

agents® or inhibitors of amyloid-f aggregation.®” Accordingly, in
continued efforts of developing novel better metallodrugs, here
we disclose a series of substitutionally inert and luminescent
iridium(m) antitumor agents of the type [Ir(C"N)y(N"N)][PF¢]
(Chart 1) containing a benzimidazole N*N ligand (a and b in
Chart 1A) with an ester group as a handy tool for further
functionalization and a butyl group for N-substitution chosen
initially to modulate the lipophilic properties of the final complex,
together with various C*N ligands based on 2-phenylbenz-
imidazole (HL' and HL? in Chart 1B) and 1-phenylpyrazole
(HL?). The iridium complexes 1c, 2¢ and 3¢ containing the
non-substituted N* N ligand 2-(2-pyridyl)-benzimidazole have
also been prepared for comparison purposes.

-y
A ' ]
Wl § [
NN N NJ_/ N7
p N7 NH
o:
o ® o
/
a b c
B
N N A~
a a N
o0 OO0 OO0
H
HL! HL? HL®

O) 2a N*N=a
FiC 2b N*N=b

1a N*N=a Sxitt=n
1b N*N=b g H A=
e NaN=c 2c N*N=c 3¢ N*N=c

Chart 1 Structures of compounds included in this study.

Chem. Commun., 2016, 52, 14165-14168 | 14165
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8.1.3 PUBLIKACIA C. 3

ENHANCING TUMOR CELL RESPONSE TO CHEMOTHERAPHY
THROUGH TARGETED DELIVERY OF PT DRUGS MEDIATED
BY HIGHLY STABLE, MULTIFUNCTIONAL
CARBOXYMETHYLCELLULOSE COATED MAGNETIC
NANOPARTICLES

Zdenka Medrikova, VVojtech Novohradsky, Juraj Zajac, Oldrich Vrana, Jana
Kasparkova, Aristides Bakandritsos, Martin Petr, Radek Zboril, Viktor Brabec

Chemistry - A European Journal 22 (2016), 9750-9759

Prehlasujem, Ze mdj podiel na priprave tejto prace je nasledujuci:

Prevedenie experimentov zameranych na urcenie cytotoxicity magnetickych
nanocastic, obsahujucich konjugaty cisplatiny s Kyselinou listovou a fluorescencnou

znackou, V nadorovych a nenadorovych bunkdch. Podiel na spisani rukopisu publikacie.
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Enhancing Tumor Cell Response to Chemotherapy through the
Targeted Delivery of Platinum Drugs Mediated by Highly Stable,
Multifunctional Carboxymethylcellulose-Coated Magnetic

Nanoparticles

Zdenka Medfiikové*,® Vojtech Novohradsky®,"™ Juraj Zajac,™ 9 Oldfich Vrana,®
Jana Kasparkova,™ Aristides Bakandritsos,® Martin Petr,”) Radek Zbofil,** and

Viktor Brabec*™

Vs

Abstract: The fabrication of nanoparticles using different
formulations, and which can be used for the delivery of che-
motherapeutics, has recently attracted considerable atten-
tion. We describe herein an innovative approach that may
ultimately allow for the selective delivery of anticancer drugs
to tumor cells by using an external magnet. A conventional
antitumor drug, cisplatin, has been incorporated into new
carboxymethylcellulose-stabilized magnetite nanoparticles
conjugated with the fluorescent marker Alexa Fluor 488 or

S

folic acid as targeting agent. The magnetic nanocarriers pos-
sess exceptionally high biocompatibility and colloidal stabili-
ty. These cisplatin-loaded nanoparticles overcome the resist-
ance mechanisms typical of free cisplatin. Moreover, experi-
ments aimed at the localization of the nanoparticles driven
by an external magnet in a medium that mimics physiologi-
cal conditions confirmed that this localization can inhibit
tumor cell growth site-specifically.

J

Introduction

There is increasing interest in improving systems for delivery
of the already approved anticancer drugs. A number of nano-
carriers for the application of drugs have already been exam-
ined, for example, liposomal capsules,”’ mineral and metallic
nanoparticles (NPs; silica, gold, gold-coated iron oxide, or Prus-
sian blue derived iron oxide),” polymeric NPs,” carbon nano-
tubes,” micelle formulations,”” and dendrimers.”” Nevertheless,
a search for new innovative nanodelivery systems offering im-
proved efficacy and reduced toxicity, side-effects, and frequen-
cy of administration of conventional drugs continues.

[a] Dr. Z. Medrikovd," Dr. A. Bakandritsos, Dr. M. Petr, Prof. R. Zboril
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[b] Dr. V. Novohradsky," J. Zajac, Dr. O. Vrdna, Prof. J. Kasparkova,
Prof. V. Brabec
Institute of Biophysics
Academy of Sciences of the Czech Republic, v.v.i.
Kralovopolska 135, 612 65 Brno (Czech Republic)

E-mail: brabec@ibp.cz

[c] J. Zajac
Department of Biophysics
Faculty of Science, Palacky University
17. listopadu 12, 77146 Olomouc (Czech Republic)

[*1 Both authors contributed equally to this work.

LI Supporting information for this article can be found under:
http ://dx.doi.org/10.1002/chem.201600949.

Recently, various nanodelivery systems have also been used
to improve the chemotherapeutic effectivity of cisplatin [cis-di-
amminedichloridoplatinum(ll)] and its derivatives (see Ref.[7]
for recent reviews). These platinum drugs are the most effec-
tive anticancer agents, but their clinical use is still connected
with several limitations, including lack of selectivity, dose-limit-
ing toxic side-effects, low bioavailability, and short retention in
the bloodstream.”®! Therefore, there is now a clear focus on the
development of targeted platinum drugs and the NP-based
delivery of platinum drugs appears to be a strategy for facili-
tating drug delivery and overcoming at least some of these
limitations.”

The use of nanoparticles that can be controlled and moved
with an external magnetic field represents a well-established
method for facilitating drug release at a specific site. This strat-
egy could be used in patients to ensure that drugs are direct-
ed only towards solid tumors, thereby leaving healthy tissue/
organs intact and greatly reducing the side-effects associated
with chemotherapy. Thus, as an alternative to polymeric deliv-
ery systems, the use of magnetic nanoparticles (MNPs) stabi-
lized by polymers in drug delivery is increasingly being ex-
plored. There are three features critical to the clinical develop-
ment of effective drug-delivery NPs: The core material of the
NPs, surface modifiers, and the therapeutic payload.”

Engineered MNPs are a cutting-edge tool in medicine be-
cause they can be simultaneously functionalized with biocom-
patible polymers, guided by a magnetic field, and visualized by
magnetic resonance imaging (MRI)."" Thus, specifically de-
signed MNPs have been recognized as having potential in

Chem. Eur. J. 2016, 22, 9750 - 9759 Wiley Online Library 9750 © 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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8.1.4 PUBLIKACIA C. 4

POTENTIATION OF MITOCHONDRIAL DYSFUNCTION
IN TUMOR CELLS BY CONJUGATES OF METABOLIC
MODULATOR DICHLOROACETATE WITH A PT(IV)
DERIVATIVE OF OXALIPLATIN

Juraj Zajac, Hana Kostrhunova, Vojtech Novohradsky, Oldrich Vrana, Raji
Raveendran, Dan Gibson, Jana Kasparkova, Viktor Brabec

Journal of Inorganic Biochemistry 156 (2016), 89-97

Prehlasujem, Ze mdj podiel na priprave tejto prace je nasledujuci:

Stanovenie cytotoxicity, akumuldcie a DNA viizby Pt(IV) derivatov oxaliplatiny,
obsahujucich metabolicky modulator dichloracetdt, Vv nadorovych bunkach. Analyza
ucinku komplexov na zmenu mitochondridalneho membrdnového potencidlu, mieru
glykolyzy a indukciu autofigie v bunkdch. Stidium vplyvu réznych kombindcii
5-fluorouracilu (FU) s oxaliplatinou a komplexom [Pt(dach)(DCA)2(ox)] na cytotoxicitu
V ndadorovych bunkdach konecnika, stanovenie kombinacnych indexov (CI). Podiel

na spisani rukopisu publikacie.
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Potentiation of mitochondrial dysfunction in tumor cells by conjugates of
metabolic modulator dichloroacetate with a Pt(IV) derivative
of oxaliplatin

@ CrossMark
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Jana Kasparkova , Viktor Brabec **
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:
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Available online 31 December 2015

The molecular and cellular mechanisms of enhanced toxic effects in tumor cells of the Pt(IV) derivatives of anti-
tumor oxaliplatin containing axial dichloroacetate (DCA) ligands were investigated. DCA ligands were chosen be-
cause DCA has shown great potential as an apoptosis sensitizer and anticancer agent reverting the Wartburg
effect. In addition, DCA reverses mitochondrial changes in a wide range of cancers, promoting tumor cell apopto-
sis in a mitochondrial-dependent pathway. We demonstrate that (i) the transformation of oxaliplatin to its Pt(IV)
derivatives containing axial DCA ligands markedly enhances toxicity in cancer cells and helps overcome inherent
and acquired resistance to cisplatin and oxaliplatin; (ii) a significant fraction of the intact molecules of DCA con-
jugates with Pt(IV) derivative of oxaliplatin accumulates in cancer cells where it releases free DCA; (iii) mecha-
nism of biological action of the Pt(IV) derivatives of oxaliplatin containing DCA ligands is connected with the

Keywords:

Platinum-dichloroacetate conjugates
Mitochondrial dysfunction

Glucose metabolism

Autophagy effects of DCA released in cancer cells from the Pt(IV) prodrugs on mitochondria and metabolism of glucose;
5-Fluorouracil (iv) treatments with the Pt(IV) derivatives of oxaliplatin containing DCA ligands activate an autophagic response
Cancer therapy in human colorectal cancer cells; (v) the toxic effects in cancer cells of the Pt(IV) derivatives of oxaliplatin con-
taining DCA ligands can be potentiated if cells are treated with these prodrugs in combination with 5-
fluorouracil. These properties of the Pt(IV) derivatives of oxaliplatin containing DCA ligands provide opportuni-
ties for further development of new platinum-based agents with the capability of killing cancer cells resistant to

conventional antitumor platinum drugs used in the clinic.
© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction Few years ago, the synthesis, characterization, and anticancer prop-

erties of the Pt(IV) prodrug Mitaplatin (c,t,c-[Pt(NH3)2(02CHCL,),Cly]),

Limitations connected with the use of cisplatin and its platinum(II)
derivatives to treat cancer, such as inherent or acquired resistance and
side effects [ 1], represent impetus to search for new antitumor platinum
drugs. One concept for the design of new platinum anticancer drugs is to
use substitutionally inert Pt(IV) complexes derived from cisplatin or its
analogs containing axial ligands that are anti-proliferative agents or in-
hibitors to specific pathways related to resistance to cisplatin, capable of
enhancing the efficacy of the platinum drug. Design of new antitumor
Pt(IV) complexes is predicated on the assumption that the inertness of
the Pt(IV) complexes will substantially reduce the extent of unwanted
interactions with biological molecules before the prodrugs reach the
cancer cells, and that they will be activated inside the cancer cells by re-
duction to release the cytotoxic Pt(Il) complexes as well as the axial
ligands.

* Corresponding author.
E-mail address: brabec@ibp.cz (V. Brabec).

http://dx.doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2015.12.003
0162-0134/© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

which contains two dichloroacetato (DCA) ligands in the axial positions
were reported [2-4]. DCA ligands were chosen because DCA has shown
great potential as an apoptosis sensitizer and anticancer agent reverting
the Wartburg effect by inhibiting the activity of pyruvate dehydroge-
nase kinase, an important enzyme in tumor cells. DCA reverses mito-
chondrial changes in a wide range of cancers, promoting tumor cell
apoptosis in a mitochondrial-dependent pathway and consequently
making tumor cells selectively more unprotected to processes typical
for death in normal cells [5-7]. Although the clinical use of DCA as an an-
ticancer drug still requires additional examinations, it has been shown
that DCA can be used in combination with other cancer therapies [8,9]
including platinum-based drugs [10]. Interestingly, DCA showed syner-
gistic antitumor effect in colorectal cancer cells in vitro in combination
with 5-fluorouracil (5-FU) [11], which exhibits synergistic anticancer
activity with oxaliplatin [12,13] and even more interestingly DCA was
shown very recently to induce autophagy in colorectal cancer cells [9].
Mitaplatin was designed to release, following cellular uptake, by

I Z dovodu dodrzania autorskych prav nie je priloZena plna verzia publikacie.

Clanok je v plnom texte dostupny na strankach:
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8.1.5 PUBLIKACIA C.5

INFLUENCE OF THE BINDING OF REDUCED NAMI-A
TO HUMAN SERUM ALBUMIN ON THE PHARMACOKINETICS
AND BIOLOGICAL ACTIVITY

Vojtech Novohradsky, Alberta Bergamo, Moreno Cocchietto, Juraj Zajac, Viktor
Brabec, Giovanni Mestroni, Gianni Sava

Dalton Transactions 44 (2015), 1905-1913

Prehlasujem, Ze mdj podiel na priprave tejto prace je nasledujuci:

Stanovenie ucinku NAMI-A, redukovaného NAMI-A ich aduktov s ludskym
sérovym albuminom (HSA) na adhéziu ndadorovych buniek MDA-MB-231. Podiel na

spisani rukopisu publikacie.
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@cka Influence of the binding of reduced NAMI-A to
= human serum albumin on the pharmacokinetics
Cite this: Dalton Trans., 2015, 44, - i .

1905 and biological activity

V. Novohradsky,*® A. Bergamo,® M. Cocchietto,® J. Zajac,?® V. Brabec,® G. Mestroni®
and G. Sava*<

NAMI-A is a ruthenium-based drug endowed with the unique property of selectively targeting solid
tumour metastases. Although two clinical studies had already been completed, limited information exists
on the behavior of NAMI-A after injection into the bloodstream. PK data in humans informs us of a rather
low free drug concentration, of a relatively high half-life time of elimination and of a linear relationship
between the administered dose and the corresponding AUC for up to toxic doses. In the present study,
we examined the chemical kinetics of albumin binding with or without the presence of reducing agents,
and we evaluated how these chemical aspects might influence the in vivo PK and the in vitro ability of
NAMI-A to inhibit cell migration, which is a bona fide, rapid and easy way to suggest anti-metastatic pro-
perties. The experimental data support the binding of NAMI-A to serum albumin. The reaction is facilitated
when the drug is in its reduced form and, in agreement with already reported data, the adduct formed with
albumin maintains the biological activity of the ruthenium drug. The formation of the adduct is favored by
low ratios of NAMI-A : HSA and by the reduction of the drug with ascorbic acid. The difference in in vivo PK
and the faster binding to albumin of the reduced NAMI-A seem to suggest that the drug is not rapidly
reduced immediately upon injection, even at low doses. Most probably, cell and protein binding prevail over
the reduction of the drug. This observation supports the thesis that the reduction of the drug before injec-
tion must be considered relevant for the pharmacological activity of NAMI-A against tumour metastases.

Received 17th September 2014,
Accepted 14th November 2014

DOI: 10.1039/c4dt02865a

www.rsc.org/dalton

the discovery of cisplatin, only two ruthenium complexes,
namely, imidazolium trans-imidazoledimethylsulphoxide-tetra-

Introduction

Published on 14 November 2014. Downloaded by Hebrew University of Jerusalem on 05/02/2017 13:35:00.

The development of metal based compounds as drugs for the
treatment of cancer, which initially focused almost only on
platinum, is today extended to other transition metals, among
which ruthenium appears to be one of the most attractive
candidates.'” There are objective and opportunistic reasons to
stress the role of ruthenium for metal-based anticancer drugs.
The main reason is related to the generally more tolerated toxi-
city of the ruthenium compounds compared to the classical
platinum complexes when they are tested in living beings.*”
The opportunistic reason is that among the many metal com-
pounds synthesized and studied in more than 50 years, after

“Institute of Biophysics, Academy of Sciences of the Czech Republic, v.v.i.,
Kralovopolska 135, CZ-61265 Brno, Czech Republic. Fax: +420 541240499;

Tel: +420 541517148

Department of Biophysics, Faculty of Science, Palacky University, 17.Listopadu 12,
CZ-77146 Olomouc, Czech Republic

“Callerio Foundation Onlus, via A. Fleming 22, 34127-Trieste, Italy.

E-mail: gsava@units. it

“Department of Life Sciences, University of Trieste, via A. Fleming 22, 34127-Trieste,
Italy

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015

chlororuthenate (NAMI-A) and sodium trans-bis-indazoletetra-
chlororuthenate (KP1339), have moved to clinical studies in
humans.®’ NAMI-A is attractive because of its ability to target
solid tumor metastases rather than to exert a non-selective
tumor toxicity.”'*™"* In fact, tumor metastases represent the
main target of cancer chemotherapy and their eradication is
the only way to cure the disease."*'® NAMI-A, although with a
still only-presumed target and mechanism of action,"” " rep-
resents a metal-based compound endowed with innovative pro-
perties, matching a currently unmet need of oncological
treatments. If there is very little doubt about the metastasis
selectivity,"”'>*" limited information exists on the behavior of
NAMI-A once injected into the bloodstream. PK data in
humans informs us of a rather low free drug concentration, of
a relatively high half-life time of elimination and of a linear
relationship between the administered dose and the corres-
ponding AUC up to toxic doses.” However, there are at least
two unanswered questions: (a) what is the preferred oxidation
state of the metal center with which NAMI-A binds to plasma
proteins? and (b) is the albumin-adduct endowed with the
same biological activities of free NAMI-A? Both these questions

Dalton Trans., 2015, 44, 1905-1913 | 1905
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ABSTRAKT

Rakovina patri medzi najzékernejSie a najrozsirenejSie choroby modernej doby.
Predpoklada sa, ze do roku 2050 sa pocet pacientov diagnostikovanych na rakovinu zvysi
az dvojnasobne. Aktudlny stav ako aj prognozy veda k dramatickej potrebe pre vyvoj
a aplikaciu efektivnejSich protinddorovych lie¢iv. Komplexy na baze platiny reprezentuju
neoddelitel'na zlozku sti¢asnej protinddorovej terapie. Priblizne polovici onkologickych
pacientov je podavana chemoterapia vo forme platinovych cytostatik. Najpouzivanej$im
platinovym lie¢ivom je cisplatina, ktora bola prvykrat syntetizovana Peyronom uz v roku
1845. Protinadorovu aktivitu cisplatiny objavil v roku 1965 americky biofyzik Barnett
Rosenberg, ktory tak vyznamne prispel k pokroku v chemoterapeutickej lie€be rakoviny.
Za hlavny mechanizmus uc¢inkov cisplatiny a jej analogov d’alSich generacii (karboplatina
a oxaliplatina) je povazovand interakcia s bune¢nou DNA. Konforma¢né zmeny DNA
vyvolané vizbou platinovych cytostatik maji za nasledok ovplyvnenie velkého mnozstva
buneénych procesov, ktoré nakoniec vedu k programovanej bunecnej smrti - apoptdze.
Aj napriek uspechom maju platinové cytostatika niekol’ko zavaznych nedostatkov, ktoré
limituju ich pouzitie. Hlavnym nedostatkom je slaba S$pecificita, ktord je spojena
svaznymi vedlajSimi uc¢inkami. Naviac, vrodend a ziskand rezistencia nadorov
voci platinovym lie€ivam spdsobuje zniZenie ich protinddorovej aktivity. Snaha prekonat’
nedostatky  konven¢nych  platinovych  cytostatik  odStartovala  renesanciu
v bioanorganickej chémii aviedla k syntéze tisicok novych platinovych komplexov,
ako aj komplexov d’alSich prechodnych kovov a transportnych systémov pre lokalizaciu
komplexov do nadorovych buniek.

Jednym z konceptov pri vyvoji efektivnejSich protinddorovych lieciv
je konjugacia platinovych cytostatik s inymi biologicky aktivnymi latkami, ktoré maja
obvykle osobity mechanizmus u¢inku. Za tymto Gcelom bola pripravena a $tudovana
nova skupina derivatov cisplatiny, obsahujucich ligandy nesteroidného protizadpalového
lieciva diklofenak. Bolo zistené, Ze tieto Pt(Il) komplexy su selektivne cytotoxické
vo vybranych nadorovych linidch. Okrem toho vykazuju aktivitu v nddorovych bunkéach
rezistentnych voéi cisplatine. Jeden z komplexov, cis-[Pt(Dic)2(NH3)2] s dvomi
ligandami diklofenaku viazanymi k Pt(1l) centru cez karboxylovu skupinu, je u€innejsi
nez samotna cisplatina a vyznaCuje sa zvySenou bune¢nou akumulaciou spolu

so zvySenou vizbou na nuklearnu DNA. Mechanistick¢é $tadie naznacuju,



7ze Ccis-[Pt(Dic)2(NHs3)2] ovplyviluje buneény metabolizmus glukdzy a sposobuje
kolaps mitochondrialneho membranového potencialu v nadorovych bunkach. Pritomnost’
molekul diklofenaku taktiez prispieva k schopnosti komplexu blokovat’ bune¢ny cyklus
nadorovych buniek a potlacat’ ich metastaticky potencial.

Inym pristupom je vyuzitie Kineticky inertnejSich Pt(IV) komplexov
a modifikacia ich axidlnych ligandov. Studie novych Pt(IV) derivatov oxaliplatiny
s axiadlnymi ligandami dichloracetatu ukazuja, ze tieto latky maja protinadorové
mechanizmy spojené nielen svidzbou na nuklearnu DNA, ale ajs ucinkami
na mitochondrie, metabolizmus glukézy a autofagiu nadorovych buniek. Komplexy
su naviac schopné prekonat’ vrodenu a ziskanu rezistenciu nadorovych buniek voci
klinicky pouzivanej oxaliplatine a cisplatine. Cytotoxické uc¢inky komplexov mézu byt
dokonca zosilnené v kombinacii s protinadorovym chemoterapeutickym lie¢ivom
5-fluorouracil.

Nanocastice roznych formulécii reprezentujii inovativne systémy S moznost'ou
selektivneho transportu protinadorovych lie¢iv do cielovych nadorov. Tato myslienka
bola vyuzité pri syntéze a Studiu novej skupiny magnetickych nanocastic modifikovanych
cisplatinou. Studované nanoastice majia Vo vybranych nadorovych liniach, vratane
buniek rezistentnych, vyrazne vysSiu aktivitu nez samotna cisplatina. Okrem toho
nanocastice nie su cytotoxické v nenadorovych bunkach, a vykazuja teda isty druh
nadorovej selektivity.

Pri syntéze potencidlnych protinddorovych lieCiv su Coraz CastejSie vyuzivané
aj ostatné prechodné kovy, ako napriklad ruthénium alebo iridium. NAMI-A je klinicky
testovany ruthéniovy komplex, ktory selektivne inhibuje rast nddorovych metastaz.
Napriek dokonceniu dvoch klinickych skusok, len malo informacii existuje o spravani
NAMI-A po aplikacii do krvného obehu. Z tohto dovodu bol skimany vplyv chemickych
modifikacii NAMI-A na jeho antimetastaticky potencial. Pre simulaciu metastatickej
kapacity nadorov bol vyuzity test adhézie vysoko invazivnych nadorovych buniek. Test
ukazal, ze redukcia NAMI-A a formovanie aduktov s l'udskym sérovym albuminom
vyrazne ovplyviuju jeho ucinky na bune¢nu adhéziu. Toto zistenie podporuje teoriu,
7e chemické modifikacie NAMI-A urcuju jeho farmakologickt aktivitu v metastazach
nadorov. Dalej bola §tudovana nova skupina substitu¢ne inertnych a luminiscenénych
iridiovych komplexov typu [Ir(C*N)2(N”*N)][PFs] s ligandami na baze benzimidazolu.
Ukézalo sa, Ze mechanizmus zodpovedny za cytotoxické ucinky komplexov je odlisny

od mechanizmu cisplatiny a nezahrniuje koordina¢nu vidzbou na nukleové kyseliny.
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Mechanistické studie komplexov prechodnych kovov V predlozenej praci
dokazujt, ze racionalnym navrhom chemickej struktiry mozno dosiahnut’ vyznamne;j

protinadorovej G¢innosti tychto chemoterapeutickych latok.



ABSTRACT

Cancer is one of the most serious and widespread diseases in the modern ages.
It is predicted that the number of patients diagnosed with cancer will double by 2050.
Current situation as well as prognoses lead to a dramatic growth in demand
for development and application of more effective anticancer drugs. Today, platinum-
based complexes represent an integral part of anticancer therapy. Approximately half
of oncological patients who receive chemotherapeutic treatment are given platinum-based
cytostatic drugs. The most widely used platinum drug is cisplatin, which was first
synthesized by Peyrone as far back as 1845. The anti-neoplastic activity of cisplatin
was discovered by American biophysicist Barnett Rosenberg in 1965, who thereby
significantly contributed to the progress in chemotherapeutic treatment of cancer.
As the main mechanism of action of cisplatin and its analogues of next generations
(carboplatin and oxaliplatin) is considered to be an interaction with cellular DNA.
Conformation changes of DNA, initiated by a binding of platinum cytostatic drugs, result
in an influence of many cellular processes that finally lead to the induction
of programmable cell death — apoptosis. Despite the success of platinum drugs, there
are several significant shortcomings that limit their use. The major disadvantage is their
poor specificity, which is associated with severe side effects. In addition, the intrinsic
and acquired drug resistance of tumors restricts the antitumor activity of platinum-based
drugs. The effort of overcoming drawbacks of conventional platinum drugs precipitated
a renaissance in bioinorganic chemistry and led to the synthesis of many thousands
of platinum complexes, as well as other transition metal complexes and transport systems
for the localization of complexes into tumor cells.

One of the concepts for developing more effective anticancer drugs
is the conjugation of platinum cytostatics with other biologically active compounds
that usually exhibit unique mechanism of action. For this purpose, a series of cisplatin
derivatives containing ligands of non-steroidal anti-inflammatory drug diclofenac
were synthesized and studied. It was found that these Pt(I1) compounds are selectively
cytotoxic in selected tumor cell lines. Moreover, they exhibit activity in cisplatin resistant
tumor cells. One of the complexes, cis-[Pt(Dic)2(NHz)2] with two diclofenac ligands
coordinated to Pt(Il) centre through the carboxylic group, is more effective than parental
cisplatin and is characterized by an enhanced cellular uptake together with nuclear DNA



binding. Mechanistic studies indicate that cis-[Pt(Dic)2(NHs)2] affects the cellular glucose
metabolism and causes the collapse of mitochondrial membrane potential in tumor cells.
The presence of diclofenac molecules also contributes to the ability of complex to arrest
cell cycle of tumor cells and suppress their metastatic potential.

Another approach is the utilization of kinetically more inert Pt(IV) complexes
and modification of their axial ligands. The studies of newly synthesized Pt(IV)
derivatives of oxaliplatin containing axial dichloroacetate ligands show that these
compounds have anticancer mechanisms associated not only with the nuclear DNA
binding, but also with the effects on mitochondria, glucose metabolism and autophagic
response of tumor cells. In addition, the complexes are able to overcome inherent
and acquired resistance of tumor cells against clinically used cisplatin and oxaliplatin.
The cytotoxic effects of complexes can be even more potentiated when combined
with the anticancer chemotherapeutic drug 5-fluorouracil.

The nanoparticles of different formulations represent innovative systems
with the possibility to selectively deliver anticancer drugs into the target tumors. This
concept was used for the synthesis and investigation of novel magnetic nanoparticles
modified with cisplatin. The studied nanoparticles are significantly more active
than cisplatin in selected tumor cell lines including cisplatin-resistant tumor cells.
Moreover, the nanoparticles are not cytotoxic in noncancerous cells, and hence they
exhibit a certain kind of tumor selectivity.

There is a growing interest in taking advantage of other transition metals, such
as the ruthenium or the iridium, for the synthesis of potential anticancer drugs. NAMI-A
is a clinically tested ruthenium complex that selectively inhibits the growth of tumor
metastases. Although two clinical studies have already been completed, very poor
information exists on the behavior of NAMI-A once injected into the bloodstream.
For that reason, the impact of chemical modifications of NAMI-A on its anti-metastatic
potential was investigated. The adhesion test of highly invasive cancer cells was used
as a simulation of tumor metastatic capacity. The test showed that the reduction
and aggregation of NAMI-A with human serum albumin significantly influence its effects
on cellular adhesion. This observation supports the thesis that the chemical modifications
of NAMI-A determine its pharmacological activity in tumor metastases. A new class
of substitutionally inert and luminescent iridium complexes of the type
[Ir(CAN)2(N~N)][PFe] containing benzimidazole-based ligands was further studied.
It was showed that the mechanism responsible for the cytotoxic effects of these complexes
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differs from that of cisplatin and is not involving coordinative binding to nucleic acids.
Mechanistic studies on transition metal complexes in present work confirm
that the rational design of chemical structure may significantly enhance the anticancer

activity of these chemotherapeutic compounds.
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1 UvVOoD

Nahodny objav protinadorovych ucinkov cisplatiny v 60-tych rokoch 20. storocia
reprezentuje jeden z najvacsich aspechov Vv historii  onkolégie [1]. Cisplatina,
karboplatina a oxaliplatina (Obrdzok 1) su v stéasnosti jediné platinové cytostatika
(cyto - bunka, stasis - zastavenie, latky zastavujice bune¢né delenie) pouzivané
v klinickej praxi na celom svete. Dal3ie tri lie¢iva: nedaplatina, lobaplatina, a heptaplatina
boli schvalené pre klinicku terapiu v niektorych azijskych krajinach. Aj ked’ sa platinové
cytostatikd pouzivajii pri liecbe nadorov uz takmer 40 rokov, stale patria medzi
najrozsirenejSie chemoterapeutické latky. Obrovskou znamkou ich uspechu je aj fakt,
ze od zavedenia cisplatiny pre liecbu rakoviny muzskych semennikov, dosiahla u¢innost’
terapie tychto typov nadorov viac ako 95% [2]. Napriek Sirokému vyuzitiu konvenénych
platinovych cytostatik, nové protinadorové lie¢iva na baze komplexov prechodnych
kovov neziskali schvélenie pre celosvetové pouzitie v klinickej praxi uz viac ako dekadu.
Vyskumné aktivity v tejto oblasti v§ak nad’alej intenzivne pokracuju s cielom objavit

nové a ucinnejsie latky bez neziaducich Gcinkov [1].

N
Cl/, \\NH3 O’/, \\NH3 O\ 0’/, \\NHQ. HSN’; \\\CI
2”“ )Pt.. I )Pt“ /O /Pt”“
cl \NH3 0 \NH3 o o) \NHZ cl \NH3
o
cisplatina karboplatina oxaliplatina transplatina

Obrazok 1. Schematickd reprezentacia Struktur platinovych cytostatik pouzivanych
v klinickej praxi abiologicky neaktivna transplatina. Nakreslené v programe
ACD/ChemSketch.

1.1  Konvencné platinové cytostatika

Cisplatina (Platinol, CDDP) je protinddorové liecivo v sii€asnosti pouZivana
primarne pri liecbe rakoviny semennikov, vaje¢nikov, mocového mechtra, ale aj nadorov
hlavy, krku, pl'ic, mozgu, pazeraku a ki¢ku maternice [3]. Pouzitie cisplatiny v Klinickej
praxi je limitované jej nepriaznivymi vedlajSimi u¢inkami (poskodenie I'advin, sluchu,
vypadévanie vlasov, zvracanie) a vrodenou alebo ziskanou rezistenciou. Klinicky vyvoj
cisplatiny spociatku prebiehal pod vedenim Narodného institutu pre vyskum rakoviny

(NCI, USA) v spolupraci s firmami Johnson Matthey a Engelhard Industries, znamymi



spracovanim drahych kovov [4]. Johnson Matthey d’alej pokracoval vo vyskume
protinadorovych platinovych lie¢iv aV spolupraci s firmou Bristol-Myers vyvinuli
analég cisplatiny prvej generacie - karboplatinu (Paraplatin, JM8) [5]. Uspech
karboplatiny spocival Vv zniCeni toxicity na zdravé bunky a teda potlaceni vedlajSich
ucinkov [6]. Jej pouzivanie vSak sprevadzala Krizova rezistencia S cisplatinou.
Karboplatina je v stcasnosti podavana pri lieCbe rakoviny vaje¢nikov ale tiez nadorov
hlavy, krku, mozgu, kf¢ku maternice, semennikov, pfs, pl'ic a mocovych ciest. Vysledky
klinickych skusok poukézali na rovnaki mieru prezitia pacientov pri liecbe rakoviny
vajeénikov pomocou karboplatiny nez v pripade cisplatiny avo vicSine krajin
je karboplatina zakladnou zlozkou terapie tychto typov nadorov [7].

Oxaliplatina (Eloxatin, 1-OHP) je analog cisplatiny druhej generacie [8] a zaroven
posledné platinové cytostatikum, ktoré ziskalo schvalenie pre pouzivanie v Klinickej
praxi na celom svete [9]. Spolu s 5-fluorouracilom je sucastou kombinovanej terapie
pri lie¢be rakoviny hrubého ¢reva a konecnika [1]. Lie¢ba oxaliplatinou nevykazuje
krizovu rezistenciu s cisplatinou ani karboplatinou, je ale spojend s vedl'ajsimi u¢inkami

ako periférna zmyslova neuropatia ¢i potlacenie krvotvorby [10].

1.1.1 Mechanizmus posobenia konvenénych platinovych cytostatik

Mechanizmus, ktorym klasické platinové lie¢iva vykazuji svoj protinadorovy
ucinok je predmetom skimania uz celé¢ desatrofia. MnoZstvo experimentov bolo
zameranych na Stddium latok Strukturalne podobnych cisplatine (cis-[PtCl2(NHs)2]),
a teda neutralnych komplexov Stvorcovo-planarnej Struktiry s dvomi aminovymi a dvomi
anionovymi skupinami v Cis konformacii. Aminové skupiny cisplatiny su ¢asto nazyvane
aj ako “neodstupujuce ligandy®, pretoZze zostavaji naviazané k centrdlnemu atomu
platiny pocas celého procesu vnutrobunecnych transformacii. Naopak, chloridové
“odstupujuce ligandy*“ opuastaja koordinacnu sféru komplexu aumoziuji jeho
vnutrobunecnu aktivaciu. VSeobecny mechanizmus Uc¢inku cisplatiny a jej Struktirnych
analogov zahriuje Styri klucové kroky (Obrazok 2): (i) bunecnu akumuléciu,
(i1) hydrolyzu/aktivaciu, (iii)) DNA vézbu a (iv) odpoved bunky na poskodenie DNA

veducej k apoptoze - programovanej buneénej smrti [11].
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Obrazok 2. Schéma zndzornujica akumulaciu cisplatiny do buniek, jej aktivaciu a vizbu
k nuklearnej DNA. Spolu s pasivnou diftziou zohravajii doleziti ulohu v transporte
cisplatiny cez buneénti membranu aj aktivne transportéry medi (CTR1). Po preniknuti
do cytoplazmy buniek moze dojst’ k inaktivacii cisplatiny glutationom (GSH) alebo inymi
siru obsahujicimi biomolekulami. Med’ transportujuci adenozin trifostit (ATP7B)
sa podiel'a na exporte cisplatiny von z bunky. Inym transportnym proteinom spojenym
S rezistenciou voci cisplatine je multiSpecificky prenasSa¢ organickych anionov (MRP2).

Prevzaté z [12].

1.1.2 Rezistencia nadorov voci konvencnym platinovym cytostatikam

Po uvedeni cisplatiny do klinickej praxe sa pozornost okamzite presunula
Kk otazkam, preco niektoré typy nadorov ziskali rezistenciu voci tomuto lieCivu pocas
terapie a preco iné typy nadorov vykazovali vrodent rezistenciu. Naopak, niektoré Stadie
sa zamerali na otazku spojenu so zvySenou senzitivitou nddorov semennikov pri lieCbe
cisplatinou [13]. In vitro experimenty sludskymi nadorovymi bunkami ukazali,
ze rezistencia modze byt vysledkom dvoch mechanizmov: (i) nedostatoéného mnozstva
platiny naviazanej na cielovu DNA alebo (ii) neschopnosti vyvolat’ bune¢ni smrt’
po formovani aduktov s DNA. MnoZstvo buniek rezistentnych voci platinovym lieivam

ma pozmeneny fenotyp zahrnujici akumulaciu lieCiva, rozpoznanie DNA aduktov,
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ich opravu a apotézu. Porozumenie molekuldrnych principov rezistencie
voci konvenénym platinovym cytostatikam by mohlo viest’ kK novym stratégiam pri liecbe

niektorych typov nadorov.

1.2 Vyznam plati¢itych komplexov

Protinddorova aktivita plati¢itych - Pt(IV) komplexov je zndma uz od doéb
objavenia biologickych uéinkov cisplatiny [14], ale ich klinicky vyznam sa stal
predmetom Stadia len nedavno. Fyzikalno-chemické vlastnosti plati¢itych komplexov
sa vyrazne odliSuju od vlastnosti platnatych - Pt(II) komplexov. Plati¢it¢ komplexy maju
na rozdiel od Stvorcovo-planarnej Struktury platnatych komplexov vicSinou Sest'osu
Struktaru s geometriou osemstenu (Obrdzok 3). Kineticky inertnejSie Pt(IV) komplexy
su zna¢ne odolné voci substitucii odstupujucich ligandov, ¢im dochadza k minimalizacii
postrannych reakcii pred samotnou aktivaciou komplexov vo vnutri buniek. Dva axialne
ligandy naviac umoziuju cielene vylepsit’ farmakologické vlastnosti komplexov, akymi
su napriklad lipofilita, stabilita, nddorova selektivita, bunecna akumulacia ¢i doplnkova
biologickd aktivita. Redukcia Pt(IV) centier na Pt(II) prostrednictvom straty axidlnych
ligandov je nevyhnutnym predpokladom pre protinadorova aktivitu platic¢itych
komplexov. Redukény potencial Pt(IV) komplexu zavisi na charaktere jeho ligandov,
ako aj na pritomnosti biologickych redukénych ¢inidiel [2].

R
Lo, |

Pt
R
Obrazok 3. Schematicka reprezentacia Pt(1V) komplexu s odstupujicimi ekvatorialnymi

ligandami (X), neodstupujucimi ekvatoridlnymi ligandami (L) a axidlnymi ligandami (R).

Nakreslené v programe ACD/ChemSketch podl'a [15].

1.3 Vyuzitie nanocastic pri terapii platinovymi cytostatikami

Snaha vyvinit' bezpecnejSie a selektivnejSie protinadorové lieCiva viedla
k vyuzitiu transportnych systémov na baze nanocastic. VSeobecnymi vyhodami
nanocastic je znizenie systémovej toxicity terapeutickych latok a zvySenie ich akumulécie
v cielovych miestach. Lipidové nanocastice, zname aj ako lipozémy, boli jedny z prvych

azarovenn najviac Studovanych nanoformulécii cisplatiny. K priprave lipozomov
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anaslednej enkapsulacii cisplatiny moézu byt pouzité lipidy rdézneho zlozenia, ktoré
uréujii kinetiku uvoltiovania komplexu v nadorovych bunkach. Dalsie modifikacie
lipozémov, ako napriklad naviazanie polyetylénglykolu (PEG), zabezpecuju dlhSiu
cirkulaciu v krvnom obehu. Viézba Specifickych ligandov na povrch lipozomov médze
prispievat’ k zvysenej nadorovej selektivite. Takto pripravené nanocastice majui obvykle
velkost' 100-300 nm [16]. Z vysledkov klinickych $tudii lipozomalnych formulacii
cisplatiny vyplyva, ze pri vyvoji novych nanocastic je kIicovym faktorom bezpetné
dopravenie lie¢iva do cielovych miest bez straty terapeutického ucinku. MnozZstvo
dal§ich systétmov na baze uhlikovych, polymémych akovovych nanocastic
je v sucasnosti Studovanych v snahe vyvinit' inovativne stratégie pre platinovu terapiu

[2, 17].

14  Komplexy ostatnych prechodnych kovov

Klinické uspechy cisplatiny stimulovali zédujem o syntézu a Stidium d’alSich
komplexov na baze prechodnych kovov. Napriek vyskumu obrovského mnozstva
analogov cisplatiny, iba dve protinadorové lie¢iva tohto typu, karboplatina a oxaliplatina,
boli schvélené pre klinické pouzivanie na celom svete. Tisicky d’al§ich platinovych
komplexov boli pripravené¢ s cielom vylepsit' terapeutické ucinky konvenénych
cytostatik a prekonat’ ich nedostatky, avSak pravdepodobnost’” objavu unikatneho
platinového lieciva zostala relativne nizka. Toto poznanie viedlo k zvy$enému zaujmu
o komplexy ostatnych prechodnych kovov s potencialne odliSnymi mechanizmami

Géinku [18, 19].

1.4.1 Ruthéniové komplexy

Biologické ucinky ruthéniovych komplexov st v poslednych rokov Studované
S narastajlicim zadujmom hlavne vdaka ich stabilnej, dobre charakterizovanej
a predvidatel'nej struktire, ktorda méze byt modulovana volbou spravnych ligandov [20].
Po objave protinadorového u¢inku anorganického farbiva ruthéniova cerven [21] bolo
zistené, ze niektoré Ru(Ill) komplexy ako napriklad cis-[RUCI2(NH3)4]Cl (Obrazok 4)
takisto vykazuju aktivitu v nadorovych bunkach [22]. Vysledkom d’alSieho vyskumu boli
prvé a doposial’ jediné ruthéniové komplexy, ktoré vstapili do klinického testovania:
NAMI-A (imidazolium trans-[tetrachlorido(imidazol)(dimetylsulfoxid) ruthenat(III)])
a KP1019 (indazolium trans-[tetrachloridobis(1H-indazol) ruthenat(Ill)]) (Obrazok 4).

Bolo ukazané, ze NAMI-A a KP1019 zabranuju tvorbe metastaz a inhibuju pokrocilé
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Stadia nadorov S relativne nizkou systémovou toxicitou [23, 24, 25]. Predpoklada
sa, ze tieto Ru(Ill) komplexy su inertné mimo prostredia nadorovych buniek a prave
Vv bunkach dochadza kich aktivacii a vdzbe na DNA [24, 26]. Avsak, celkovy
mechanizmus  protinadorove;j aktivity = NAMI-A  pravdepodobne suvisi
s poskodenim regulacie bunecného cyklu a mimobunecnej hmoty [27], zatial
¢o KP1019 spdsobuje priamu bunecni apoptéozu prostrednictvom vnutornej
mitochondrialnej drahy a tvorbu reaktivnych foriem kyslika [24]. NAMI-A dokonc¢ilo
fazu Iklinickych vyskumov v roku 2004 a KP1019 v roku 2008 s planmi vstapit
do d’alsieho testovania [28, 27].

2
_ [NH_
N | N/) ( BH R
Clov, | wNHz | 1" Cd @ N g
a” | NH; a” | e H* c” | Y N,
ik TN e N

Obrazok 4. Chemické  Struktry  niektorych  ruthéniovych  komplexov:
cis-[RuClz(NHs)4]ClI (1), NAMI-A (2) a KP1019 (3). Prevzaté z [29].

1.4.2 TIridiové komplexy

Velké mnozstvo povodne neaktivnych Ir(1ll) komplexov sa po strukturalnych
zmenach ukazalo byt prekvapivo G¢innych vV nadorovych bunkach. Napriklad iridiové
komplexy polsendvicovej Struktury, obsahujuce ligand pentametyl-cyklopentadienyl
(Cp) (Obrazok 5), ziskali modifikaciou ligandov vyraznt protinadorova aktivitu [30].
Skrining v skupine $est'desiatich bune¢nych nadorovych linii (NCI-60) ukazal, ze takto
modifikované komplexy moézu mat’ porovnateni ¢i dokonca vys$Siu protinadorovi
aktivitu nez klinicky pouzivana oxaliplatina a cisplatina, a to prevazne v leukemickych,
prsnych, ¢revnych a nadorovych bunkach melanomov [31]. Detailnejsie Stadie odhalili
rozdiely medzi komplexami iridia aklasickymi platinovymi cytostatikami,
vratane mechanizmov ich pdsobenia [32, 33]. Aktivita Ir(111) komplexov polsendvicove;j
Struktury v nadorovych bunkach vyrazne rastie smnozstvom fenylovych kruhov

naviazanych na Cp ligand. Zvysena lipofilita ligandov Cp*" a Cp*®P" ulah&uje transport

13



komplexov cez bune¢nu membranu a umoziuje ich interkalaciu (nekovalentnu vizbu)
s DNA. Zaujimavostou je, ze Cp*®" a Cp*®" komplexy st schopné interagovat’ s DNA
dvojitym sposobom. Na jednej strane modifikuji DNA pomocou interkalacie, na druhej
strane sa kovalentne viazu priamo k bazam DNA, a blokuju tak jej replikaciu. DNA
je teda dolezity biologicky ciel tejto skupiny iridiovych komplexov [30].

Protinadorova aktivita moze byt dalej posilnena nahradenim neutralneho
chelatového NAN ligandu za negativne nabity CAN anal6g. Tato zamena ovplyviiuje
selektivitu vazby Ir(I1l) komplexov k nukleobazam DNA. NAN komplexy tvoria
preferenéne adukty na guaninoch, priom CAN komplexy na adeninoch i guaninoch
vo vac¢Som rozsahu. Naviac zamena NAN za CAN znacne zvySuje lipofilitu komplexov,
¢o ma za nasledok ich vysSiu akumulaciu a aktivitu v nadorovych bunkach [34].
Zvécsenie chelatového ligandu moéze byt taktiez efektivnou stratégiou pre zlepSenie
protinadorovych ucinkov komplexov iridia, obvykle zvySenim vdzobne;j sily interkaladcie
a bune¢nej akumulacie [35].

Komplexy, v ktorych bol odstupujtci chloridovy ligand nahradeny pyridinom,
vykazuji vysoku aktivitu v niektorych nadorovych bune¢nych liniach, dokonca radovo
vysSiu nez samotna cisplatina. Tieto komplexy napriklad produkuji reaktivne formy
kyslika (ROS) selektivne v nadorovych bunkach [33]. Generacia ROS je vSeobecne
povazovana za efektivny sposob indukcie bune¢nej apoptdzy [36]. Vymena chloridového
ligandu moze hrat’ Gillohu aj pri zniZeni reaktivity komplexov a zabraneni ich deaktivacie

vplyvom neziaducich interakcii s biologickymi molekulami ako je GSH [33].

o,
3) @/\‘j & .

*
Obrazok 5. Schéma moznej aktivacie protinadorovych ucinkov Ir(l11) komplexov
polsendvicovej Struktury. Pridanie fenylovej (Cp*®") alebo bifenylovej (Cp*®*") skupiny
k Cp ligandu (1), nahradenie neutralneho chelatového NAN ligandu za negativne nabity
C”N ligand (2), vymena odstupujiceho chloridového ligandu za pyridin (3). Prevzaté
z [37].
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2 CIELE PRACE

Cielom dizertatnej prace bolo zhrnutie doterajSich vysledkov tykajucich
sa bunecnych experimentov s novymi komplexami na baze prechodnych kovov.
Pomocou dostupnych biofyzikalnych a biologickych metdd bol studovany mechanizmus
ucinkov tychto komplexov v nadorovych i nenadorovych bunkach in vitro.

V snahe posilnit’ protinadorovu aktivitu konvenénych platinovych cytostatik bola
navrhnutd a syntetizovana nova skupina derivatov cisplatiny obsahujticich ligandy
nesteroidného protizapalového lieciva diklofenak. Okrem toho boli syntetizované aj nové
plati¢ité derivaty oxaliplatiny s axialnymi ligandami metabolicky aktivneho
dichloracetatu. Jednym z ciel'ov prace bolo stanovit’ cytotoxicitu vybranych komplexov
Vv paneli bune¢nych linii, vratane rezistentnych nadorovych buniek. Zna¢né pozornost’
bola venovana objasneniu mechanizmov ich cytostatického ucinku.

Experimenty zamerané na S$tadium cytotoxickych ucinkov pripravenych
magnetickych nanocastic mali za ciel stanovit uroven protinadorovej aktivity
a selektivity novej skupiny nanosystémov uréenej pre transport cisplatiny, s moznostou
lokalizacie externym magnetickym pol'om.

Dalej bol $tudovany vplyv kyseliny askorbovej a ludského sérového albuminu
na antiadhézne vlastnosti klinicky testovaného ruthéniového komplexu NAMI-A
VO Vysoko invazivnych nadorovych bunkach. Ciel'om stiidie bolo identifikovat’ chemické
modifikacie zodpovedné za farmakologickti aktivitu NAMI-A Vv metastatickych
nadoroch, a ziskat’ tak uzito¢né podklady pre d’alsi vyskum.

Za ucelom mechanistickych studii novych iridiovych komplexov boli stanovené
ich  rozdelovacie koeficienty —amiera akumulacie Vv nadorovych bunkach.
Pre identifikaciu klicového miesta protinddorového pdsobenia bola kvantifikovana
vizba komplexov na nukleové kyseliny izolované z buniek.

Ciele predkladanej prace smeruji ku zdokonaleniu poznatkov potrebnych
k vyvoji novych ucinnejsich a bezpecnejsich protinadorovych lie¢iv na baze komplexov

prechodnych kovov a inovativnych systémov uréenych pre ich cieleny transport.
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3 VYSLEDKY A DISKUSIA

Predkladana dizerta¢na praca vychadza zo suhrnu vysledkov piatich samostatnych
prac uverejnenych v medzindrodnych impaktovanych ¢asopisoch. Vysledky st rozdelené
do niekolkych casti podl'a problematik, ktorych sa jednotlivé prace tykaju. Kopie
publikovanych ¢lankov su sucast'ou priloh.

Uvodna &ast’ pojednava o vysledkoch $tudia derivatov cisplatiny obsahujticich
ligandy diklofenaku a zahriiuje podrobnej$iu diskusiu, zamerant predovsetkym
na objasnenie mechanizmov ich protinadorovej a protimetastatickej aktivity.

Druhd cast vysledkov sa venuje platiCitym derivatom oxaliplatiny
s dichléracetdtom v axialnej pozicii. Okrem mechanizmov protinadorovej aktivity
komplexov sa diskutuje aj o moznosti d’alSicho zosilnenia ich ti¢inkov.

V tretej Casti st zhrnuté vysledky Studia cytotoxicity pripravenych magnetickych
nanocastic vo vybranych bune¢nych liniach, vratane nenadorovych buniek a buniek
rezistentnych voci cisplatine.

Dalsi suhrn sa tyka $tadia vplyvu chemickych modifikacii ruthéniového komplexu
NAMI-A na adhézne vlastnosti vysoko invazivnych nadorovych buniek. Spomenuté
su potencidlne mechanizmy zodpovedné za farmakologicku aktivitu NAMI-A
v metastatickych nadoroch.

Posledna cast sa zaoberda vysledkami akumulaénych S§tadii novych
luminiscen¢nych komplexov iridia v nddorovych bunkéch. Stru¢né diskusia pojednava

0 moznom mechanizme a cielovom mieste ich protinddorového posobenia.

3.1 Nové protinadorovo ucinné Pt(l1) konjugity obsahujice nesteroidné
protizapalové lie¢ivo diklofenak: syntéza a duilne mechanizmy ucinkov
(PUBLIKACIA C. 1)

Jednym z konceptov pri zlepSeni chemoterapeutickej wG¢innosti konvenénych
platinovych cytostatik je ich konjugacia Kk inym protinddorovo aktivnym latkam
s odliSnym mechanizmom ucinku. V ramci zahrani¢nej spoluprace bola na pracovisku
prof. G. Natileho z University of Bari v Taliansku syntetizovana skupina Pt(ll) derivatov
cisplatiny, obsahujucich ligandy diklofenaku. Diklofenak (DCF) je nesteroidné
protizapalové lieC¢ivo (NSAID), ktoré vykazuje protinadorové ucinky spojené s inhibiciou

cyklooxygenaz (COX), ale aj s ovplyvnenim mitochondrialnej aktivity a metabolizmu
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glukézy v nadorovych bunkach [38, 39]. Konjugacia DCF k platinovému centru bola
uskutoénena prostrednictvom vizby cez diaminovu skupinu (komplexy 1 a 2), alebo
karboxylovi skupinu samotného diklofenaku (komplex 3). Komplexy 1 a 2 boli
navrhnuté tak, aby pod vplyvom enzymatického Stiepenia peptidovej viazby vo vnutri
buniek uvolnovali jednu molekulu DCF a platinovy komplex s dvomi odstupujucimi
chloridovymi ligandami. Naproti tomu, disociacia karboxylovej skupiny oboch DCF
ligandov komplexu 3 vo vnutri nadorovych buniek, mdze prebichat podobne ako
aktivacia karboplatiny [40, 41]. Uvol'nené molekuly DCF a aktivovanej cisplatiny by tak
mohli navzajom posilnit’ svoje protinadorové ucinky.

Z vysledkov stanovenia cytotoXicity pomocou MTT testu vyplyva, ze vsetky
tri Studované komplexy vykazuju aktivitu v nadorovych bune¢nych liniach. Komplex 3
ma vyrazne vysSSiu cytotoxicitu nez komplexy 1 a2, a je dokonca ucinnejsi
nez klinicky pouzivana cisplatina. Komplexy su naviac aktivne v nadorovych bunkach
so ziskanou rezistenciou voci cisplatine. Zaujimavostou je, ze komplex 3 je najmenej
cytoxicky v nenadorovych bunkach, a mateda urCiti nadorovi selektivitu. Tieto
vysledky naznacuju, ze mechanizmy zodpovedné za cytotoxické Gcéinky Studovanych
komplexov st odlisné od mechanizmov cisplatiny, a umoznujt zlepsSenie terapeutickych
vlastnosti potencialnych platinovych lieciv.

Dalsie experimenty ukézali, Ze bunena akumulacia najaktivnejsieho komplexu 3
je radovo vysSia nez akumulacia cisplatiny, pricom koreluje s jeho cytotoxicitou
a lipofilnym charakterom. Lipofilné DCF ligandy pravdepodobne posiliiuja pasivny
transport komplexu cez cytoplazmaticki membranu buniek. Okrem toho bola stanovena
vizba komplexu 3 na bune¢nii DNA, ktora mnohonasobne prevysSuje vdazbu samotne;j
cisplatiny. Analyza bune¢ného cyklu nadorovych buniek HeLa taktiez odhalila rozdiely
medzi t¢inkom komplexu 3 a cisplatinou. Podiel buniek blokovanych vo faze S bol
V porovnani s cisplatinou znizeny, zatial’ ¢o podiel buniek vo faze G2/M sa signifikantne
zvysil. DCF ligandy teda vyznamnym spdsobom ovplyviiuji transportny mechanizmus
komplexu 3 a jeho t¢inok na bune¢ny cyklus nadorovych buniek.

Nedavne Stidie naznacuju, Ze jednym z mechanizmov protinddorovej aktivity
DCF je znizenie nadmernej produkcie laktatu, ktora je spajana so slabou terapeutickou
progndzou niektorych typov nadorov [42, 38]. Enzymaticka analyza bune¢nych médii
ukazala, ze komplex 3 vyraznou mierou inhibuje produkciu laktatu u nadorovych buniek
vajecnikov. Naviac, u¢inkom komplexu 3 dochadza ku kolapsu mitochondrialneho

membranového potencialu (Aym) Vv tychto bunkach. Podobné vysledky boli ziskané
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aj U buniek vystavenych uc¢inkom vol'ného DCF, avsak neboli pozorované pre samotnu
cisplatinu. Mechanizmus protinddorovej aktivity komplexu 3 tak zjavne suvisi
s pritomnostou DCF ligandov, ktoré ovplyvituju metabolizmus a mitochondrialnu
funkciu nadorovych buniek.

Zvysena expresia COX-2 je Casto spojovana s karcinogenézou a metastatickym
potencidlom nadorov [43]. Ztohto dovodu boli aktivity komplexov Studované
aj v COX-2 pozitivnych nadorovych bunkach HeLLa a HT-29. Cytotoxicity komplexov 1
a 2 boli v oboch liniach rovnaké, ale vyssie nez cytotoxicita cisplatiny. Aktivita tychto
komplexov je pravdepodobne spojena s inhibiciu COX-2 pod vplyvom DCF ligandov,
a nie je preto zavisla na ich priestorovej konfiguracii. Experimenty dalej ukéazali,
ze komplex 3 inhibuje bune¢nu adhéziu a migraciu, a teda potlaca charakteristiky typické
pre metastatické nadorové bunky. Inhibi¢ny ucinok volného DCF sa prejavil
az pri radovo vyssich koncentraciach, ale nebol preukazany pre samotnu cisplatinu.

Vysledky bune¢nych experimentov naznacuju, ze konjugacia Pt(ll) komplexov
s molekulami NSAID, akymi je napriklad DCF, moze viest' K vzniku potencialnych
terapeutickych latok s unikatnymi mechanizmami protinadorového a protimetastatického

ucinku.

3.2  Posilnenie mitochondridlnej dysfunkcie v nadorovych bunkach pomocou
konjugatov metabolického modulatora dichloracetat s Pt(IV) derivatmi
oxaliplatiny (PUBLIKACIA C. 4)

Plati¢ité derivaty cisplatiny a jej analdgov, obsahujice axialne ligandy
protinadorovo aktivnych latok, predstavuji novl triedu platinovych komplexov
so sl'ubnymi terapeutickymi u¢inkami. Znizena reaktivita Pt(IV) komplexov umoziuje
obmedzenie neziadtcich interakcii s biologickymi latkami, kym komplexy nedorazia
do nadorovych buniek, kde dojde k ich redukcii a uvol'neni aktivnych Pt(I1) foriem spolu
s aktivnymi ~ molekulami axialnych ~ ligandov. Na  zahrani¢cnom  pracovisku
prof. D. Gibsona z Hebrew University of Jerusalem v lIzraeli bola syntetizovana nova
skupina Pt(IV) derivatov oxaliplatiny, sdvomi axiadlnymi hydroxido ligandami
([Pt(dach)(OH)2(ox)], dach = R,R-1,2-diaminocyklohexan, ox = oxalat), s jednym
axialnym hydroxido a s jednym axialnym DCA ligandom ([Pt(dach)(DCA)(OH)(ox)]),
alebo s dvomi axialnymi DCA ligandami ([Pt(dach)(DCA)2(0x)]). Dichloracetatové
(DCA) ligandy boli vybrané¢ kvoli preukazanym protinadorovym ucinkom DCA,

spojenym so zmenami metabolizmu a mitochondrialnej funkcie v nadoroch [44, 45].
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Cytotoxicity komplexov boli stanovené Vv piatich nadorovych bune¢nych liniach
pomocou MTT testu a boli porovnané s Gi¢inkami samotnej oxaliplatiny a volného DCA.
Vysledky ukazali, ze cytotoxicita vo'ného DCA je priblizne otri rady vysSia
ako cytotoxicita oxaliplatiny. Kvoli pritomnosti biologicky neaktivnych axialnych
hydroxido ligandov bola cytotoxicita komplexu ([Pt(dach)(OH)2(0x) nizSia
nez cytotoxicita oxaliplatiny. Nahradenie axialnych hydroxido ligandov za DCA ligandy
sposobilo vyrazne zvySenie cytotoxickych tcinkov, a to timerne k ich poc¢tu. Komplex
[Pt(dach)(DCA)2(0x)] vykazoval vyS§iu cytotoxicitu ako komplex
[Pt(dach)(DCA)(OH)(ox)], a dokonca vyssiu ako samotna oxaliplatina. Naviac, vrodena
a ziskana rezistencia nadorovych buniek vodi cisplatine a oxaliplatine bola prekonana
ako dosledok transformacie oxaliplatiny na [Pt(dach)(DCA)2(0x)].

Pre zistenie mozného vztahu medzi akumulaciou a cytotoxicitou komplexov
v nadorovych bunkach bola urcend ich bunecnd koncentracia v rdznych cCasoch.
Experimenty ukazali, ze akumuléacia Pt(IV) komplexov v nadorovych bunkach rastie
s poctom axialnych DCA ligandov, a to vo vSetkych ¢asovych intervaloch. Pritomnost’
DCA ligandov zvysuje lipofilitu komplexov, a ur¢uje tak mieru ich pasivneho transportu
do vnutra buniek. Cytotoxické uéinky komplexov v nadorovych bunkach teda koreluju
sich akumulaciou. Vysledky d’alej naznacuju, ze mechanizmy bunefnej akumulécie
Studovanych komplexov st odliSné od mechanizmov oxaliplatiny a poméhaji
komplexom prekonat’ platinovu rezistenciu nadorovych buniek.

Dalsie 3tadie boli zamerané na urdenie moznych ucéinkov molekal DCA,
dopravenych do nadorovych buniek ako sucast Pt(IV) konjugatov s oxaliplatinou.
Analyza mitochondrialneho membranového potencialu (Aym) nadorovych buniek
SW480 odhadila, ze [Pt(dach)(DCA)2(0x)] sposobuje vyraznt redukciu Aym v porovnani
s bunkami vystavenymi oxaliplatine, cisplatine alebo ([Pt(dach)(OH)2(0x). Ako pozitivna
kontrola vol'ny DCA skuto¢ne sposobil pokles Aym, avsak pri koncentracii, ktora bola
o tri rady vyssia ako koncentracia [Pt(dach)(DCA)2(0x)]. Podobné vysledky boli ziskané
aj pri stanoveni G¢inkov [Pt(dach)(DCA)2(0x)] na inhibiciu aerobnej glykolyzy v SW480
bunkach. Vysledky tychto stadii ukazuju, ze [Pt(dach)(DCA)2(ox)] ovplyviuje
mitochondrialne a metabolické funkcie nddorovych buniek, pravdepodobne vd’aka
metabolicky aktivnemu DCA, dopravenému do buniek vo forme axialnych ligandov.
Zaujimavostou je, ze [Pt(dach)(DCA)2(0x)] sposobuje signifikantnt indukciu autofagie
v bunkach HCT116, pri¢om Statisticky vyznamné G¢inky oxaliplatiny v tychto bunkach

neboli pozorované. Mechanizmus cytotoxicity [Pt(dach)(DCA)2(ox)] teda moze stvisiet’
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s autofagiou, ako uz bolo pozorované aj u inych platinovych komplexov [46, 47].

Nedavne stadie ukazali, ze protinadorové ucinky oxaliplatiny a DCA mozu byt
posilnené v kombinacii s 5-fluorouracilom (5-FU) [48, 49]. Toto pozorovanie viedlo
k stadiu cytotoxickych u¢inkov oxaliplatiny a [Pt(dach)(DCA)2(0x)] v zmesi s externym
5-FU. Cytotoxicita zmesi [Pt(dach)(DCA)2(0x)] s 5-FU v bunkach HCT116 bola mierne
vyssia ako cytotoxicita zmesi oxaliplatiny s 5-FU. Naviac, cytotoxicity obidvoch zmesi
boli vyssie ako cytotoxicity samotnej oxaliplatiny, samotného [Pt(dach)(DCA)2(0x)]
¢i samotného 5-FU. Metdda kombina¢nych indexov (CI) potvrdila, Ze uc¢inky oxaliplatiny
a [Pt(dach)(DCA)2(0x)] v kombinacii s 5-FU su synergické.

3.3 ZvySenie chemoterapeutickej odpovede nadorovych buniek prostrednictvom
cieleného transportu platinovych lie¢iv vysoko stabilnymi multifunkénymi
magnetickymi nanocasticami pokrytymi karboxymetylcelulézou
(PUBLIKACIA C. 3)

Pouzitie nanocastic, riadenych externym magnetickym pol'om, predstavuje
inovativnu stratégiu pri cielenom transporte latok do Specifickych oblasti tela. Tieto
nanocastice by mohli byt pouzité k aplikacii protinadorovych lie¢iv aich lokalizacii
do ciel'ovych nadorov, ¢im by doslo k zna¢nému znizeniu vedl'ajsich Gc¢inkov spojenych
s chemoterapiou. V tejto praci boli Studované magnetické nanocastice stabilizované
karboxymetylcelulézou (CMNPs), ktoré boli pripravené skupinou prof. R. Zboftila
Z Regionalneho centra pokrocilych technologii a materidlov v Olomouci. Nanocastice
boli konjugované k cisplatine (C(MNPs-cisPt) a nasledne modifikované kyselinou listovou
(CMNPs-cisPt-FA) alebo fluorescenénym ¢inidlom Alexa Fluor 488 (cMNPs-CisPt-
Alexa). Kyselina listova (FA) ma vysoku afinitu K folatovym receptorom, nadmerne
exprimovanym na povrchu niektorych nadorovych buniek, amoéze tak pomoct
pri cielenom transporte nanocastic do nadorov [50]. Modifikacia ¢inidlom Alexa naviac
umoziuje fluorescencnu detekciu nanocastic vo vnutri buniek.

Cytotoxické ucinky Studovanych nanocastic boli stanovené v paneli nddorovych
buneénych linii, bezne pouzivanych K s§tadiu cytotoxickych ucinkov komplexov
prechodnych kovov. Vysledky ukazali, Zze v§etky cMNPs-CisPt majii vyznamnu aktivitu
v nadorovych bunkach. Cytotoxicity nanocastic CMNPs-cisPt, CMNPs-cisPt-FA
a CMNPs-cisPt-Alexa, v bunkach A2780 a SW480 (senzitivnych voci cisplatine), boli
priblizne 2-krat vyssie nez cytotoxicita cisplatiny. Cytotoxicity v bunkach A2780cisR

aMCF-7, so ziskanou avrodenou rezistenciou vo¢i cisplatine, boli dokonca
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eSte signifikantnejSie v porovnani S cisplatinou (asi 30-krat pre A2780cisR, 2.3-krat
pre MCF-7). Dalej bolo zistené, ze modifikacia cMNPs-cisPt pomocou FA a Alexa nema
vyrazny vplyv na vysledni cytotoxicitu nanocastic. Okrem toho, samotné c¢cMNPs
neboli cytotoxické v ziadnej z pouzitych bune¢nych linii, a teda konjugacia cisplatiny hra
dolezitu ulohu pri cytotoxickych ucinkoch nanocastic.

Na rozdiel od vyraznych cytotoxickych u¢inkov v nadorovych bunkach,
boli cytotoxicity Studovanych CMNPs-CisPt v nenadorovych bunkach MRC-5 pd30
0 jeden az dva rady niz8ie. Nanocastice tak vykazuja selektivitu vo¢i nddorovym bunkam.
Ziskané vysledky naznacuju, Ze konjugacia platinovych lie¢iv S magnetickymi
nanocasticami moze Viest' K unikatnym protinadorovym téinkom, schopnym prekonat’
rezistenciu nadorovych buniek voc¢i platinovej chemoterapii a potlacit’ jej vedlajsie

ucinky.

3.4  Vplyv vizby redukovaného NAMI-A k Pudskému sérovému albuminu na

farmakokinetiku a biologicku aktivitu (PUBLIKACIA C. 5)

NAMI-A je jednym z dvoch ruthéniovych komplexov testovanych v klinickych
skuskach. Schopnost NAMI-A selektivne inhibovat’ rast nadorovych metastaz
je povazovana za Unikatnu terapeuticka vlastnost’. Nanestastie, existuje len malo tidajov
0 mechanizmoch G¢inku a spravani NAMI-A po jeho aplikacii do krvného obehu. Ked’ze
chemické modifikacie zodpovedné za antimetastaticka aktivitu NAMI-A nie su zname,
akakol'vek informacia o Strukturalnom stave alebo biologickej interakcii, moze pomdct’
pri identifikacii aktivnych foriem NAMI-A a pripadnom zlepseni terapeutického ucinku.
V ramci vedecko-vyskumnej zahrani¢nej staze, na pracovisku prof. G. Savu z University
of Trieste v Taliansku, bol skiimany vplyv kyseliny askorbovej a I'udského sérového
albuminu (HSA) na antimetastaticky potencial NAMI-A. Kyselina askorbova
je vyznamne biologické reduk¢né Cinidlo, pri¢om existuje moznost’, Ze NAMI-A podlieha
jej redukcii po aplikacii do krvného obehu. Takto redukovana forma by mohla
interagovat’ s HSA, ktory je najzastiipenejsim proteinom v Krvnej plazme.

Pre simulaciu a vyhodnotenie metastatickej kapacity nadorov bol pouzity test
adhézie vysoko invazivnych buniek nadoru pts MDA-MB-231. Test ukazal, ze HSA
nemd vyznamny ucinok na adhéziu buniek k rastovému substratu. Naopak, G€inok
NAMI-A sposobuje signifikantnu inhibiciu bunecnej adhézie, priblizne o 80% oproti
kontrolnym bunkam. Adukty NAMI-A-HSA inhibuju buneéni adhéziu menej

nez samotné NAMI-A, a to nezavisle na koncentratnom pomere NAMI-A:HSA. Tvorba
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aduktov s HSA vsak spoOsobuje Statisticky vyznamnu inhibiciu bunecnej adhézie
(60-70%) v porovnani s kontrolou. V podmienkach bune¢ného stresu, ako je napriklad
rast nadorového tkaniva, bunky vo zvySenej miere konzumuju albumin [51]. Je teda
mozné, ze adukty NAMI-A s albuminom tvoria spolo¢ny transportny systém, umoziujici
dopravenie lieCiva do nadorovych metastaz. Absencia zavislosti inhibi¢nych ucinkov
aduktov na koncentratnom pomere NAMI-A:HSA naznacuje, Ze velkost’ aplikovanej
davky NAMI-A do krvného obehu by mohla byt nepodstatna pre vysledny
farmakologicky ucinok.

Experimenty dalej ukdzali, ze redukcia NAMI-A Kyselinou askorbovou
je zodpovednd za mierne zlepSenie antiadhéznych ucinkov. Tieto vysledky
su konzistentné s in vivo uc¢inkami na pl'icne metastazy, kedy bolo NAMI-A zamerne
redukované tesne pred aplikaciou do pokusnych zvierat [52]. Redukcia NAMI-A
kyselinou askorbovou v pritomnosti nadbytku HSA spdsobila vyraznt inhibiciu bunecne;j
adhézie, priblizne 0 60% oproti kontrolnym bunkam. Tento U¢inok je porovnatelny
s u¢inkom spdsobenym aduktami NAMI-A-HSA v absencii redukéného ¢inidla.

Ziskané vysledky podporujt tedriu 0 tom, Ze NAMI-A po aplikécii do krvného
obehu interaguje s plazmatickymi proteinmi, pri¢om ich adukty mézu byt zodpovedné
za selektivne protimetastatické u¢inky. Redukcia NAMI-A zrejme ul'ah¢uje formovanie

aduktov, a ovplyviuje tak celkovu farmakologicku aktivitu.

3.5 Protinadorovo ucinné extranuklearne luminiscenéné Ir(l11) komplexy
obsahujuce ligandy na baze benzimidazolu s moZnost'ou d’alSej
funkcionalizacie (PUBLIKACIA C. 2)

V snahe vyvinit nové a ucinnejsie protinadorové lieCiva na baze prechodnych
kovov sa pozornost” upriamila aj na komplexy iridia. Na zahrani¢nom pracovisku
prof. J. Ruiza z University of Murcia v Spanielsku boli syntetizované tri skupiny
substitu¢ne inertnych a luminiscen¢nych Ir(IIT) komplexov typu [Ir(C*N)2(N~N)][PFs],
obsahujuce ligandy rozne modifikovaného benzimidazolu. Vysledky bunecnych
experimentov ukazali, Ze niektoré z tychto komplexov vykazuju cytotoxicitu a nadorovt
selektivitu, ktora je mnohonasobne vysia nez u klinicky pouzivanej cisplatiny.

Lipofilita komplexov prechodnych kovov je c¢asto spdjana so zvySenou
akumulaciou a aktivitou v nadorovych bunkach. Pre §tadium mechanizmov

cytotoxickych ucinkov abunec¢nej akumulacie Studovanych Ir(111) komplexov, bola
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stanovena miera ich lipofility pomocou rozdel'ovacich koeficientov (logP). Hodnoty logP
dvoch najaktivnejsich komplexov 2a a 3a su priblizne rovnaké a poukazujii na znacne
lipofilny charakter (logP>0). Kedze cisplatina je znama svojim hydrofilnym charakterom
(logP<0), rozdiel v cytotoxickych uc¢inkoch medzi cisplatinou a Ir(111) komplexami moze
suvisiet’ s rozdielom v ich charaktere a bunec¢nej akumulécii. K podpore tejto hypotézy
bola stanovena akumulécia Studovanych komplexov v nddorovych bunkéch pts MCF-7.
Experimenty ukazali, Ze bune¢na akumulacia komplexov 2a a 3a je priblizne 8-krat
vyS$8ia nez akumulacia cisplatiny a skuto¢ne koreluje s ich cytotoxicitou. Okrem toho,
vézba oboch komplexov na nuklearnu DNA bola podstatne nizsia nez vézba cisplatiny,
pri¢om rozdiely V ich vdzbe na celkovi bune¢nu RNA neboli $tatisticky vyznamné.
Vysledky teda naznacuju, ze mechanizmus zodpovedny za cytotoxické ucinky
Studovanych Ir(Ill) komplexov v nadorovych bunkach je odlisny od mechanizmu

cisplatiny a pravdepodobne nesuvisi s koordina¢nou vdzbou na nukleové kyseliny.
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4 ZAVER

Predkladana dizertacnd praca je napisand formou sthrnu piatich uverejnenych
prac, zameranych na stadium mechanizmov toxickych uc¢inkov komplexov prechodnych
kovov v nadorovych bunkach

V snahe posilnit’ protinadorové ucinky konvencnych platinovych cytostatik bola
navrhnuta a Studovana nova skupina derivatov cisplatiny obsahujucich ligandy
nesteroidného protizapalového lieciva diklofenak. Z vysledkov prace vyplyva, ze tieto
Pt(Il) komplexy st vyrazne aktivne v paneli nadorovych bunecnych linii, dokonca
aktivnejSie nez samotna cisplatina, a to i v rezistentnych nadorovych bunkach. Komplex
3, obsahujtci dva ligandy diklofenaku, sa vyznacuje aktivitou v COX-2 pozitivnych
bunkach a zvySenou bunecnou akumuldciou. Mimo klasickych t¢inkov spojenych
s vizbou na nuklearnu DNA, komplex 3 ovplyviiuje buneény metabolizmus glukozy
a sposobuje  kolaps mitochondrialneho membranového potencidlu v nadorovych
bunkach. Ligandy diklofenaku naviac prispievaju k schopnosti komplexu blokovat
bunecny cyklus nadorovych buniek a potlacat’ ich metastaticky potencial. Konjugacia
Pt(11) komplexov s biologicky aktivnymi molekulami, akymi st napriklad NSAID, moze
viest k vzniku potencidlnych terapeutickych latok s unikatnymi mechanizmami
protinadorového a protimetastatického tcinku.

Plati¢ité derivaty oxaliplatiny, s axialnymi ligandami metabolicky aktivneho
dichléracetatu, predstavuji novi triedu platinovych komplexov so slubnymi
terapeutickymi u¢inkami. Experimentalne vysledky naznacuju, ze tieto Pt(IV) komplexy
maju protinddorovy mechanizmus spojeny s u¢inkami na mitochondridlnej funkcie,
metabolizmus glukézy a autofagiu v nddorovych bunkach. Okrem toho su komplexy
schopné prekonat” rezistenciu nadorovych buniek voc¢i oxaliplatine a cisplatine.
Cytotoxické uc¢inky komplexovn moézu byt naviac posilnené v kombinacii
s 5-fluorouracilom. Pt(1VV) komplexy s biologicky aktivnymi ligandami v axialnej pozicii
tak predstavuju koncept efektivnejSich protinadorovych lie¢iv, schopnych prekonat
nedostatky konvenénych platinovych cytostatik.

V d’alSej casti prace bola Studovana nova skupina magnetickych nanocastic
stabilizovanych karboxymetylcelul6zou, s moznostou ich lokalizacie pomocou
magnetického pol'a. Nanocastice boli modifikované cisplatinou a boli stanovené

ich cytotoxické ucinky v paneli bunecnych linii. Vysledky experimentov ukazuja,
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ze takto modifikované nanocastice maju vyrazne vyssiu aktivitu nez samotna cisplatina
a to vo vSetkych testovanych nadorovych linidch, vratane buniek rezistentnych
voc¢i cisplatine. Naviac, nanocCastice nie si cytotoxické v nenadorovych bunkach,
a vykazuju teda nadorovu selektivitu. Bolo zistené, Ze konjugacia modifikovanych
nanocastic ku kyseline listovej alebo fluorescencnému cinidlu Alexa nema vplyv
na ich vyslednt aktivitu. Pre porovnanie boli pouzité nanocastice bez modifikacie
cisplatinou, ktoré nevykazuju takmer ziadne cytotoxické ucinky. Chemoterapia na baze
magnetickych nanocastic predstavuje koncept selektivneho transportu protinadorovych
lie¢iv do cielovych nadorov, s potencidlom vyrazne zvysit ich efektivitu a potlacit’
neziaduce ucinky.

V ramci vedecko-vyskumnej zahrani¢nej stdze bol skimany vplyv kyseliny
askorbovej arludského sérového albuminu na antimetastatické ucinky klinicky
testovaného ruthéniového komplexu NAMI-A. Bolo ukazané, ze formovanie aduktov
S l'udskym albuminom vyrazne znizuje u¢inky NAMI-A na adhéziu nddorovych buniek.
Naopak, redukcia kyselinou askorbovou spdsobuje posilnenie antiadhézneho w¢inku
NAMI-A, v stlade s in vivo experimentami. Redukcia NAMI-A v pritomnosti nadbytku
I'udského albuminu nemé vyznamny vplyv na adhézne ucinky vzniknutych aduktov,
ale ul'ahcuje ich formovanie. Napriek tomu, ze NAMI-A po aplikacii do krvného obehu
pravdepodobne interaguje s plazmatickymi proteinmi, ich konjugacia moéze prispiet
k selektivnemu transportu komplexu do nadorovych metastaiz a Kk zlepSeniu jeho
farmakologickych vlastnosti. Identifikacia chemickych modifikacii NAMI-A,
zodpovednych za jeho antimetastatické t¢inky, poskytuje uzitoéné informacie potrebné
pre d’alsi vyskum.

V neposlednom rade bola S$tudovana nova skupina substituéne inertnych
a luminiscenénych iridiovych komplexov typu [Ir(C*N)2(N~N)][PFs] obsahujucich
ligandy na baze benzimidazolu. Vysledky mechanistickych studii ukazali, ze akumulacia
tychto Ir(I1I) komplexov v nadorovych bunkach je signifikantne vyssia ako akumulacia
cisplatiny, pricom koreluje sich lipofilnym charakterom a cytotoxickymi w¢inkami.
Kvantifikacia vdzby komplexov na nukledrnu DNA acelkovi buneéni RNA
v nadorovych bunkach naznacuje, Ze mechanizmus zodpovedny za cytotoxické ucinky
komplexov je odlisny od mechanizmu cisplatiny a nestvisi s koordina¢nou vézbou
na nukleové kyseliny.

Prinosom dizertacnej prace bolo zdokonalenie poznatkov potrebnych k vyvoju

novych ucinnejSich a bezpecnejSich protinddorovych lie¢iv na baze komplexov
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prechodnych kovov, ale aj inovativnych systémov uréenych pre ich cieleny transport.
Stadie mechanizmov toxickych t¢inkov novych metalokomplexov prispeli k rieseniu

rady projektov zameranych na problematiku molekularnej biofyziky a farmakologie.
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