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SOUHRN

Metalofarmaka jako cisplatina a jeji derivaty jsou ¢asto pouzivana k 1é¢b¢ celé
fady nadorovych onemocnéni. Cytotoxickd ucinnost téchto latek na nadorové bunky
muze byt zvySena kombinaci s riznymi fyzikalnimi faktory (svétlo, teplo, ionizujici
zateni). Do poptedi zdjmu se v posledni dobé dostava pouziti platinovych komplext
v kombinaci s hypertermii. Hypertermie umoznuje zvysSeni aktivity téchto latek pfimo
V oblasti nadoru. Obzvlast¢ G¢innou se ukazala byt zejména regionalni hypertermie
a hypertermicka perfuze. V klinickych studiich jsou zkoumany tyto postupy v kombinaci
s platnatymi slouc¢eninami bézné pouzivanymi pii klasické chemoterapii. Ve fazi
testovani na bunécnych kulturach jsou pak nova analoga platinovych metalofarmak.
Vyvijeny jsou také latky na bazi dalSich tézkych kovi (Ir, Ru, Os, Rh) nebo napt. derivaty
klinicky neucinné transplatiny, které pii pouziti v kombinaci s hypertermii vykazuji

cytotoxicky ucinek na nadorovych bunkéach.

Ptedkladana bakaldiska prace je zamétena na hypertermii, tedy 1écebny postup
vyuzivajici tepla, a hypertermii v kombinaci s chemoterapii. V prvni ¢asti byla popsana
historie hypertermie, jeji typy, principy ohievu, mechanismus uUc¢inku a hypertermie
v kombinaci s protinddorovymi 1é¢ivy a jeji vyuziti v klinické praxi. Dale byl v této praci
testovan vliv hypertermie na cytotoxickou uc¢innost dvou platnatych komplext
na buiikach lidského adenokarcinomu dé€lozniho Eipku. Konkrétn€ vliv na Gc€innost
jiz mnohokrat testovaného a v klinické praxi bézné¢ vyuzivaného metalofarmaka
— cisplatiny a také nového komplexu trans-[PtCl2(NH3)(1-methyl-7-azaindol)]. K ohfevu
bunécné kultury byly pouzity teploty 37 °C, 41 °C a 43 °C. Bylo zjisténo, Ze kombinace
oSetfeni bunéc¢né kultury platinovym komplexem a zvySené teploty ovliviluje
cytotoxickou aktivitu u obou testovanych latek. NejlepSich vysledkii bylo dosazeno
pii pouziti teploty 43 °C, kdy komplex trans-[PtClo(NH3)(1-methyl-7-azaindol)]

byl u¢innéjsi nez cisplatina.



SUMMARY

Metallodrugs such as cisplatin and its derivatives are used in the treatment
of a variety of human cancer. The cytotoxic activity of these agents on tumor cells can
be enhanced by combination of the treatment with various physical factors (light, heat,
ionizing radiation). Platinum complexes in combination with hyperthermia recently gain
more interest. Hyperthermia allows an increase of activity of these substances directly
inthe target tumor region. Regional hyperthermia and hyperthermal perfusion
are particularly effective in this case. The above mentioned procedures in combination
with platinum compounds commonly used for cyclic chemotherapy are in the phase
of clinical trials. Additionally, new analogs of platinum metallodrugs are experimentally
tested. Moreover, agents based on the other heavy metals (Ir, Ru, Os, Rh) and derivatives
of clinically ineffective transplatin are developed and its cytotoxicity in tumor cell lines

in combination with hyperthermia is being tested.

Theoretical part of this bachelor thesis describes hyperthermia (healing proces
using heat), and hyperthermia in combination with chemotherapy. Special focus is given
to history of hyperthermia treatment, its types, principles of heating, mechanism of action,
combination of hyperthermia with antitumor drugs and its use in clinical practice.
In the experimental part the cytotoxic activity of two platinum complexes in combination
with hyperthermia in human cervix adenocarcinoma cell line was investigated. Cisplatin,
the metallodrug which has been tested for many times and which is often used in clinical
practice, and new complex trans-[PtCl2(NHs)(1-methyl-7-azaindol)], were used
for the experiments. Tested temperatures for heating cell culture were 37 °C, 41 °C
and 43 °C. It was found that the cytotoxic activity of both tested substances
can be potentiated by combination of treatment with hyperthermia. The best results
were obtained for complex trans-[PtCl2(NHz)(1-methyl-7-azaindol)] using temperature

43 °C, when this compound was more potent than cisplatin.
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1. UVOD

Mezi nejcastéj$i onemocnéni dneSni doby zcela urcité patii nadorova
onemocnéni. Svétova zdravotnicka organizace (WHO = World Health Organization)
oznacila zhoubné nadory za hlavni pfi¢inu umrti na svété. V roce 2008 bylo zaznamenano
7,6 miliond tmrti na nasledky naddorovych onemocnéni (kolem 13 % vSech umrti) (Mjos
a Orvig 2014), v roce 2012 pak 8,2 miliont umrti (Sethi a Chakarvarti 2015). Pro rok
2030 se pocet teéchto umrti odhaduje na vice nez 13,1 miliont (Mjos a Orvig 2014).

K 1écbé nadorovych onemocnéni se pouzivd mnoho osvédCenych lécebnych
postupti. Mezi ty, které se snazi o celkové vyléceni pacienta (tzv. kurativni), patii
predevsim chirurgické zakroky, radioterapie (ozafovani) nebo chemoterapie. Nékdy
se vyuziva hormonalni terapie, imunoterapie, genova terapie nebo protonova lé¢ba. Casto
se kombinuje vice metod, at uz pouzitych postupné nebo soubezné
(napt. chemoradioterapie). U onkologickych pacientt, u kterych je nemoc jiz ve velmi
pokrocilém stavu a kurativni metody nemohou byt pouzity, pfichdzeji na fadu rtizné
paliativni metody. Tyto metody maji za cil zlepSeni kvality Zivota pacienta, nejcastéji
symptomatickou terapii, kterd poméaha ulevit od bolesti. Existuji rovnéz alternativni
metody, jejichz efektivita vSak nikdy nebyla prokazana zadnou studii. Kombinace
alternativni 1écby s klasickou tak mliZe zpiisobit oslabeni klasické 1écby nebo ji naopak

muze podpofit.

Kjedné znejCastéjSich kurativnich metod v 1é€bé nadorovych onemocnéni,
chemoterapii, se pouZzivaji cytostatika, mezi ktera patii naptiklad metalofarmaka. Jedna
se o léCiva obsahujici jeden nebo vice atoml téZkych kovi. Kovy hraji dulezitou roli
Vv biologickych procesech a byly pouzivany klécbé mnoha onemocnéni
jiz ve starovékych civilizacich (Mjos a Orvig 2014). Mezi metalofarmaka nejcastéji
vyuzivana v klinické praxi patii naptiklad cisplatina (cis-diamindichloroplatnaty
komplex) a dalsi léciva na bazi platiny. Ve fézi testovani jsou pak také latky
s protinddorovym uc¢inkem na béazi dalSich tézkych kovi. Platinova 1éCiva se v dnesSni
dob& pouzivaji k 16¢b& mnoha lidskych malignit. Usp&snost tdchto latek je viak &asto
omezena jejich nepfiznivymi vedlejSimi G¢inky na lidsky organismus a vrozenou
nebo ziskanou rezistenci nadorovych bun¢k k danym 1é¢iviim. Z téchto divod jsou stale

vyvijena nova protinadorova lé¢iva. Casto se jedna o derivaty cisplatiny, kdy se napiiklad



jedna nebo ob¢é aminové skupiny nahrazuji jinymi N-donorovymi ligandy. Tyto ligandy
mohou ovlivnit farmakologické chovani 1éku (akumulaci v bunkéach, distribuci, aktivaci,
vazbu na DNA a dal$i biomakromolekuly a bunééné reakce na poSkozeni DNA) modulaci

jeho biologickych vlastnosti (Pracharova a kol. 2015).

V soucasnosti vyuzivaji 1ékati a védci ke zvyseni efektivity 1écby nadorovych
onemocnéni rovnéz nejriznéjsSi fyzikalni faktory, které ovliviuji ucCinek 1éCiv
pii chemoterapii. Mezi tyto faktory patii mezi jinymi svétlo, ionizujici zafeni nebo teplo.
Teplo vyvolava zvyseni teploty celého organismu nebo jeho ¢asti, ¢ehoz se vyuziva

pii hypertermii jako Ié¢ebném postupu, zvySujicim u€innost jinych kurativnich metod.

Piedkladana bakalaiska prace se zabyva piedev§im hypertermii v kombinaci
s platinovymi metalofarmaky. V teoretické Casti prace je piehledné shrnuta historie
hypertermie, typy hypertermie, principy ohievu cilového mista, mechanismus t¢inku
hypertermie a vyuziti hypertermie v klinické praxi. V rdmci experimentalni c¢ésti
bakaléiské prace byl testovan vliv hypertermie na cytotoxickou Ui¢innost cisplatiny a dale
nového platnatétho komplexu trans-[PtCl2(NHs)-1-methyl-7-azaindol] na bunkach

lidského adenokarcinomu délozniho ¢ipku.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Metalofarmaka a fyzikalni faktory ovliviiujici jejich acinek

Metalofarmaka jsou v dnesni dobé pouzivana pfedevs§im pro terapeutické tucely.
Mezi terapeutickd metalofarmaka patii napf. protinddorovd, antimikrobidlni,
antiparazitarni, antivirova, antiartritidni a antidiabetickd metalofarmaka, metalofarmaka
pro 1é¢bu kardiovaskularnich nebo gastrointestinalnich poruch a néktera psychofarmaka.
Radiofarmaka obsahuji radioaktivni izotopy kovi a pouzivaji se napi. jako kontrastni
¢inidla pfi jednofotonové emisni vypocetni tomografii, zobrazovaci magnetické

rezonanci nebo pozitronové emisni tomografii (Mjos a Orvig 2014).

Nejvyznamnéj$Sim a nejpouzivanéjSim metalofarmakem v 1é€bé nadorovych
onemocnéni je cisplatina (cDDP, cis-diamindichloroplatnaty komplex). Cisplatina byla
poprvé syntetizovana Peyronem v roce 1844, jeji protinddorové ucinky vsak byly
objeveny az na Michiganské statni univerzit¢ v roce 1965 Rosenbergem a jeho
spolupracovniky, kdyz studovali vliv elektrického proudu na bakterii Escherichia coli.
Bylo zjisténo, ze cDDP zptsobuje inhibici déleni bun€k. Toto prvni protinddorové
terapeutikum na bazi kovu bylo dale zkoumano, patentovano a v roce 1978 bylo
schvaleno FDA (Food and Drug Administration, ufad pro kontrolu potravin a lé¢iv
terapeutickych metalofarmak pouzivanych samostatné nebo v kombinaci s jinym
1é€ebnym postupem. Je napi. soucasti standardni 1€cby proti mnoha formam nadorovych
onemocnéni — po pocate¢nim chirurgickém odstranéni maligni tkan€ pacient podstupuje

vice cykld infuzi cDDP (Mjos a Orvig 2014).

Nevyhodou c¢DDP jsou jeji vedlejsi ucinky projevujici se nevolnosti nebo zvracenim
pacienta. Tyto vedlejsi ucinky jsou zpisobeny necilenym ucinkem cDDP, kdy tato latka
pusobi na vSechny rychle se délici buiiky v téle (tedy i na ty zdravé). Cisplatina také
vyvolava neurotoxicitu (poskozeni nervového systému), nefrotoxicitu (poskozeni ledvin)
nebo ototoxicitu (poSkozeni struktur vnitiniho ucha). Kviili mnoha vedlejsim G¢inkim
cDDP jsou dodnes syntetizovana nova protinadorovd metalofarmaka na bazi platiny,
napf. oxaliplatina (Eloxatin), karboplatina (Paraplatin), nedaplatina, lobaplatina,
heptaplatina, satraplatina a dal$i. Néktera znich (napf. karboplatina a oxaliplatina)

jiz byla schvalena FDA a jsou bézné pouzivana v klinické praxi pfi chemoterapii, jina
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jsou teprve testovana v klinickych studiich. Strukturni vzorce vybranych metalofarmak

na bazi platiny jsou zobrazeny na obrazku €. 1.
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Obrdzek & 1 Strukturni vzorce metalofarmak na badzi platiny (prevzato a upraveno dle Mjos a Orvig 2014).

Mezi nova metalofarmaka by mohla patfit také mononuklearni sloucenina
na bazi Pt(II) — trans-[PtCl2(NHz3)-1-methyl-7-azaindol] (pro téely této bakalaiské prace
dale oznacovana jako komplex 1), ktera je zatim testovana in vitro. Komplex 1 vznikl

substituci aminové skupiny v transplatiné (jinak protinadorové neuéinné) ligandem

1-methyl-7-azaindol (N-donorovy
heterocyklus). Zakladni mechanismus o
N e

biologického ptisobeni komplexu 1 je pon¢kud H,C” \ Y.

. . N
odlisny od cDDP, cozumoziuje piekonani CI\ P
mechanisml zplsobujicich rezistenci u cDDP /Pt\
(Pracharova akol. 2015). Strukturni vzorec H3N Cl
komplexu 1 je zobrazen na obrazku ¢. 2. Obrizek ¢ 2 Strukturni  vzorec

trans-[PtCly(NHz3)-1-methyl-7-azaindol]
(prevzato z Pracharova a kol. 2015).



Klinickymi testy rovnéz prochazi liposomalni nanocasticové formulace cDDP
(Lipoplatin) nebo oxaliplatiny (Lipoxal), které vykazuji znacné snizeni zavaznych
nezadoucich u¢inkt a umoznuji lepsi vyuziti protinddorové aktivity platiny (Mjos a Orvig
2014). Ne vsechny syntetizované latky na bazi platiny vSak maji protinadorové G¢inky,
nékteré¢ jsou neucinné, napf. transplatina — izomer cDDP (Pracharova a kol. 2015;
Pracharova a kol. 2016). V posledni dob¢ se stale Castéji ukazuje, Ze v protinadorové
terapii by mohly najit uplatnéni také latky na bazi jinych tézkych kovl. Syntetizovany
a testovany jsou napi. komplexy iridia, ruthenia, osmia, rhodia nebo zeleza (Mjos a Orvig

2014).

Béhem rozsahlych vyzkumi bylo zjisténo, Ze ucinek nékterych metalofarmak
muze byt ovlivnén riznymi fyzikdlnimi faktory, napf. plisobenim tepla, svétla
nebo ionizujiciho zafeni. V této kapitole je blize popsan vliv svétla a ionizujiciho zafeni
na ucinnost vybranych komplext kovii. Predkladana prace je zaméfena predevsim na vliv
tepla na Gc¢innost metalofarmak, proto je této problematice dale vénovana samostatna

kapitola 2.3 Hypertermie a protinadorova lé¢iva.

Fotochemoterapeutickd metalofarmaka

Fotoaktivace platinovych 1é¢iv by podle neddvného vyzkumu mohla byt jednim
ze slibnych ptistupi zlepSujicich farmakologické vlastnosti metalofarmak, zejména
zvyseni selektivity pro nadorové builky. Znacné zvySeni aktivity metalofarmak diky
ozatovani mize umoznit podavani mnohem niz§ich davek téchto 1é¢iv, nez je potieba
pro konven¢ni terapii (bez ozafeni). To znamend, ze mnohym omezujicim vedlejSim
ucinkiim bézné chemoterapie by bylo mozné se vyhnout rovnézZ diky aplikaci ozafovani

pouze na nadorové tkané (Pracharova a kol. 2016).

Bylo prokédzano, Ze biologické pusobeni nékterych jiz bézn€ pouzZivanych
metalofarmak, napt. cDDP, neni vyznamné ovlivnéno ozéfenim. Naopak u derivati
cDDP obsahujicich 7-azaindolové ligandy muze byt cytotoxicita po ozafeni UVA
nebo viditelnym svétlem vyrazné zvySena. DalSimi piiklady protinadorovych
fotoaktivovatelnych komplext platiny jsou trifenylamin modifikované platino-diiminové
komplexy ozafené cervenym svétlem nebo 1é¢iva na bazi platiny (IV) obsahujici azidové

ligandy aktivované UV A nebo viditelnym svétlem (Pracharova a kol. 2016).



Jednim z modernich postupti 1é€by néadorovych onemocnéni Vyuzivajicich
kombinace svétla a svétlocitlivé latky je fotodynamicka terapie (PDT = Photodynamic
Therapy). PDT je pouzivana jako dvoustupnova lécba, ktera ale prozatim v bézné
klinické praxi nevyuziva metalofarmaka (ta jsou zatim stale testovana). Princip PDT
spociva v tom, ze se nejdiive lokalné nebo intravendzné podava fotosenzitizacni ¢inidlo
a po né€kolika hodinach nebo dnech (v zavislosti na druhu 1é¢iva a cilové plose, kterda ma
byt 1éCena) je pacient ozéaien svétlem o specifické vinové délce. Pro systémové pouziti
v PDT byla doposud FDA schvalena dvé fotosenzitizacni ¢inidla, Photofrin a Foscan.
Tyto latky funguji po ozéfeni v organismu jako katalyzatory, kdy dochézi k transportu
svételné energie prostfednictvim téchto latek na rzné biologické substraty a molekuly
Kysliku. Vznikaji tak reaktivni formy kysliku (ROS = Reactive Oxygen Species),
které reaguji s bunéénymi komponenty. Nasledné¢ muize dochazet k vazokonstrikci,
shlukovéni krevnich desticek, vytvoii se krevni srazenina a nakonec dojde k vaskularni
okluzi nadoru. PDT sepouziva v klinické praxi pro [é€bu nadort jicnu
a nemalobunééného karcinomu plic. Pouziti u nadorGi prostaty a inoperabilniho
cholangiokarcinomu je teprve testovano. PDT neni spojena s radikalnimi vedlejS$imi
ucinky, jako jsou chirurgické odstranéni ¢asti organu nebo jeho plna excize, a miize byt

povazovana za zpisob ucinné 1é¢by nadord (Mjos a Orvig 2014).

Jak jiz bylo feceno, protinadorovy Uc¢inek fotosenzitizacnich ¢inidel bézné
pouzivanych v 1ékafstvi je spojen s potiebou kysliku, kterého je vSak obvykle v nadorové
tkdni nedostatek. Z tohoto diivodu se védci snazi vyvinout nova efektivnéjsi 1éciva,
ktera by fungovala na jiném principu bez potieby kysliku. Velmi slibné se v tomto sméru
jevi pouziti diazidoplati¢itych komplexi. Tyto latky jsou ve své zakladni formé stabilni
za fyziologickych podminek a netoxické ve tmé&. Po ozareni u nich dochézi k ,,upadnuti*
azidovych ligandt a dané slouceniny jsou tak transformovany do aktivniho stavu. V této
formé jiz tedy obsahuji platinu v oxidaénim stupni (1) a jsou schopny efektivné zabijet
nadorové buniky, ale pouze v misté ozareni. Uvedené latky jsou nyni pfedmétem testovani

pro vyuziti v PDT (Pizarro a Sadler 2009; Pracharova a kol. 2012).

Terapeutickd metaloradiofarmaka

Bylo zjisténo, Ze cytotoxicita terapeutickych metalofarmak v cilové tkani mize

byt zvySena kombinaci 1éCiva s ionizujicim zafenim. Tento typ terapie je Casto pouZivan



jako posledni moznost 1é¢by nadorového onemocnéni v pokro€ilém stadiu u nadorti prsu,
plic, mocového méchyte, stitné zlazy, Non-Hodgkinova lymfomu a pfi metastazich
nadort do kosti. Beta-radionuklidy emitujici 1535, 89gr, 0y, 186Re, 188Re g 213Bj se
jiz pouzivaji v klinické praxi, protoze beta-¢astice maji v biologické tkani dlouhy G¢inny
dostiel (50-1000 primért bun¢k). Tato 1é¢ba je vhodna u vétSich nadorti nebo nadort
s nizkym pocétem cév. Alfa-radionuklidy emitujici ”°Ra a *Ac maji mnohem kratsi
ucinny dostiel (<10 pramért bunék) (Mjos a Orvig 2014). V tabulce ¢. 1 jsou uvedena
nektera schvalena terapeuticka metaloradiofarmaka, druhy radioizotopt, typy zareni

a konkrétni typy onemocnéni, u kterych jsou pouzivana.

Tabulka ¢. 1 Schvalena terapeuticka metaloradiofarmaka (prevzato a upraveno dle Mjos a Orvig 2014).

RADIO- | (x ¢ AKTIVNI OBCHODNI
izoTop | ZARENLI qro7ka NAZEV INDIKACE
89gr B Sr-89 chlorid Metastron kosterni metastazy
Oy B Y-90 ibritumomab | Zevalin Non-Hodgkintv
tiuxetan lymfom
1583Sm B Sm-153 lexidronam | Quadramet | osteoblastické  kostni
pentasodny metastazy
°ZRa a Ra-223 dichlorid Xofigo inoperabilni nador
prostaty,
symptomatické kostni
metastazy

Jak jiz bylo zminéno vySe, tato bakalafska prace se zabyva predevsim vlivem
tepla na ucinek 1é¢iv pouzivanych pii chemoterapii. Dalsi kapitoly této prace popisuji

samotnou hypertermii i hypertermii v kombinaci s protinadorovymi 1é¢ivy.

2.2 Hypertermie

Slovo hypertermie je kombinaci dvou feckych slov hyper (nad, nadbytek, nartst)
a thermo (teplo). Termin hypertermie (HT= Hyperthermia) znamena zvyseni teploty
v disledku nadbytku tepla. V medicin€ se HT jiz dlouhou dobu pouzivd k zamérmému
zvyseni teploty celého téla, ¢asti téla nebo vybrané tkané pro dosazeni piesného
terapeutického ucinku (Gas 2011), a to predevsim v onkologii k 1é¢bé rtiznych typt
nadorovych onemocnéni (Bleehen 1982; Hildebrandt a kol. 2002; Wust a kol. 2002;
Habash a kol. 2006; Chichet a kol. 2007, Gas 2011; Glazer a Curley 2011; Sethi



a Chakarvarti 2015; Mallory a kol. 2016). Historie HT, coby zptisobu 1é¢by nadorovych
onemocnéni, saha az do doby nékolika tisicti let pfed nasim letopoctem (Van der Zee
2002; Gas 2011; Glazer a Curley 2011). HT vyvolala jiz fadu nadé&ji diky velkolepym
uspéchim, ale byla také pfedmétem mnoha zklamani (Gas 2011). Samotna HT kdysi
hrala vyznamnou roli i v 1é¢bé nadort, u kterych jiz neexistoval jiny, G¢innéjsi zptisob
1é¢by (Glazer a Curley 2011) a méla za cil zni¢it nddorové bunky nebo alespon zabranit

jejich dalsimu rastu (Chichet a kol. 2007).

HT muze byt pouzita samostatné, ale nejcastéji se kombinuje s jinymi, bézné
zavedenymi lécebnymi postupy (Bleehen 1982; Hildebrandt a kol. 2002; Wust a kol.
2002; Habash a kol. 2006; Chichet a kol. 2007; Gas 2011; Glazer a Curley 2011; Sethi
a Chakarvarti 2015; Mallory a kol. 2016). Takova 1é¢ba, ktera zahrnuje vice modalit
je oznacovana jako multimodalni (Wust a kol. 2002). HT se jiz del$i dobu aplikuje
spole¢n¢ s radioterapii nebo chemoterapii (Bleehen 1982; Hildebrandt a kol. 2002;
Habash a kol. 2006; Chichet a kol. 2007; Gas 2011; Glazer a Curley 2011; Sethi
a Chakarvarti 2015; Mallory a kol. 2016). V posledni dobé je pouZivana rovnéz
pii genové terapii nebo pii imunoterapii (Wust a kol. 2002; Van der Zee a kol. 2002;
Chichet a kol. 2007; Gas 2011).

Autofi v odbornych publikacich uvadéji pro pouziti HT v klinické praxi rizné
teplotni rozsahy. Velmi Casto se teploty pohybuji v rozmezi 40—43 °C (Hildebrandt a kol.
2002; Wust a kol. 2002) nebo 4045 °C (Bleehen 1982; Mallory a kol. 2016). Objevuji
se ale i jiné rozsahy: 40-44 °C (Van der Zee 2002), 41-45 °C (Habash a kol. 2006)
nebo dokonce 40-48 °C. Lécba nadorového onemocnéni s pouzitim HT je pacientem
dobfie sndsena, pokud teplota nepiekroci 44 °C, kdy tato teplota jen v malé mite ovliviiuje
I normalni tkan. Vyssi teploty mohou zpusobit puchyte, popaleniny, bolesti nebo nekroézu
(Chichet a kol. 2007). Tyto teploty se ale vyuZivaji napi. pro lokalni terapii
nebo pro osetieni krve pii mimotélnim ob&hu v 1é¢bé nadort krve. Nekteré z prvnich
preklinickych studii byly mylné zaloZeny na pfedpokladu, Ze pro HT musi byt pouzita
takova davka tepla, aby teplota v cilovém mist¢ byla minimaln¢ 43 °C. Od tohoto
pfedpokladu se pozdé€ji na zakladé jinych klinickych studii upustilo, protoze byla
prokézana uc¢innost HT 1 pfi niZSich teplotach (Wust a kol. 2002).



2.2.1 Historie hypertermie

Pouziti ohievu k 1é¢be riznych onemocnéni (napt. pohlavné prenosnych chorob,
neurologickych poruch, artritidy, astmatu nebo nadorovych onemocnéni) bylo bézné
v riznych kulturach jiz od starovéku. Primarné mélo teplo sakralni vyznam a bylo
spojeno s 1écivou energii Slunce. K 1é¢b¢ lokalné postizenych ¢asti téla nebo celého
organismu se pouzivalo teplé vody, teplého pisku (bahenni koupele) z ptirodnich
termalnich pramenii nebo horkého vzduchu a pary v sopecnych jeskynich. Lokalni
a systémova HT byla velmi popularni ve staré Ciné a Indii (Gas 2011). Ve starovékém
Recku a Rim& mnoho 1ékait sdilelo nazor, Ze znalosti o fizeni teploty lidského t&la jim
umozni vylécit v§echny nemoci (Habash a kol. 2006; Gas 2011). Dokonce takovi védci
jako Parmenidés, Hippokratés nebo Celsius véfili v pozitivni vlivy tepla na organismus
Clovéka pii riznych onemocnénich (Gas 2011). Jesté¢ dlouho pifed tim, nez doSlo
k pochopeni podstaty nadorti a ke schopnosti je diagnostikovat, byly tyto léze fezany
nebo paleny (Glazer a Curley 2011). Uz Egyptan Imhotep (26552600 pi. n. 1.) 1&¢il
nadory prsu pomoci teplych nozi a tycinek (Gas 2011).

Prvni publikace tykajici se pouziti vysoké teploty spojené s vyvolanim horecky
z ¢asti naseho letopoc¢tu pochazi z roku 1866 (Habash a kol. 2006; Gas 2011). Némecky
chirurg Carl D. W. Busch zjistil, Ze vysoka teplota miiZze selektivné zabijet rakovinné
bunky, aniz by plsobila na ty zdravé. Po tomto objevu se zvysil zdjem o HT. Za otce
moderniho pouziti HT a imunoterapie pii 1é€bé naddorovych onemocnéni je povazovan
americky chirurg William B. Coley (1862—-1936), ktery objevil toxin vyvolavajici
horecku. Tento toxin byl pouZivan témét jedno stoleti, béhem n&hoZ bylo prokazano,
Ze mira preziti u pacientil s inoperabilnim karcinomem v zavislosti na teploté soub&ézné
horeCky se zvysila z 28 % na 64 %. Jelikoz kazdy pacient reagoval na tento toxin jinak,
Vv pritbéhu Casu se od tohoto zptisobu upustilo a I€kaii zacali hledat jiné uc¢innéjsi zpisoby

1é¢by nddorovych onemocnéni (Gas 2011).

Nescetné pokusy o vyvolani vysoké télesné teploty vedly k vyvoji raznych
metod systémové a lokalni HT. Pacienti byli napf. baleni do umélohmotnych pokryvek
a ponofovani do horkého vosku nebo umistovani do specialné vytapénych mistnosti
nebo boxu. Sofistikovangjsi techniky vyuzivaly napf. perfuzi (z pacientova téla byla
odstranéna krev, ktera byla po ohfati zase vracena zpét do téla) (Bleehen 1982; Gas 2011)

nebo specialni kovové svitky zavadéné ptimo do téla pacienta. Mnoho téchto technik



nebylo vhodnych, protoze ¢asto vedly ke smrti, k extrémnim bolestem nebo mnoha

nezadoucim ucinkiim, jiné zase byly zdokonaleny a pouzivaji se dodnes (Gas 2011).

Prvni pokusy lécby rakoviny pomoci elektrické energie byly mozné po roce
1800, kdy byla vynalezena elektfina. Prvotni 1é€ba byla zalozena na spalovani nadora
ptfimym prichodem elektrického proudu, kdy do nemocné tkané€ byly zavadény specidlni
jehly, draty, noze nebo jiné typy elektrod. Na konci 19. stoleti fyzik Nikola Tesla jako
prvni upozornil na moznost pouziti vysokofrekven¢nich proudii pro terapeutické
aplikace. Tykalo se to nejen fyziologickych ucinkt, ale také schopnosti zahtati tkané
pomoci stfidavého proudu nad urcitou frekvenci. Nejzndméjsi osobou vyuzivajici
vysokofrekvenénich proudd pro kapacitni a induktivni ohfev byl francouzsky fyzik
a fyziolog Jacques-Arsene d’Arsonval. Na pielomu 19. a 20. stoleti se t&sil velké
popularité a jeho metodami bylo 1é¢eno mnoho chorob, pocinaje poruchami krevniho
ob¢hu, metabolismu, centralniho nervového systému a kliize a konce tuberkuldzou,
gastrointestinalnimi poruchami a hemoroidy. Zacatkem 20. stoleti byla bézn¢ pouzivana
diatermie (Gas 2011), tedy prohtivani diky prichodu vysokofrekvenéniho elektrického

proudu.

Vzhledem Kk technickym nedostatkim u zpusobii ohfevu a méfeni teploty
a ne pfili§ pozitivnim klinickym vysledklim, byla 1é¢ba pomoci HT na zacatku 20. stoleti
pozastavena. Od té doby byla nddorova onemocnéni Ié¢ena pouze tradi¢ni chirurgickou
metodou, radioterapii a chemoterapii (Habash a kol. 2006; Gas 2011). OZiveni zajmu
0 HT nastalo aZ po 2. sv€tové valce, kdyZ se zacaly provadét experimenty s pouZzitim HT
v kombinaci s radioterapii a chemoterapii (Gas 2011). Celosvétovy zajem o HT vzbudil
rovnéz 1. mezinarodni kongres o hypertermické onkologii ve Washingtonu v roce 1975.
Doslo k rostoucimu nadsSeni, které se projevilo zvySenim poctu vydavanych védeckych
¢lankd, uskute€nénim mnoha klinickych studii a zmiflovanim HT v kapitolach mnoha
knih. Toto nadSeni ale opét kvili technickym nedostatkim a tedy neuspokojivym
vysledktm klinickych studii brzy opadlo (Bleehen 1982; Van der Zee 2000; Habash a kol.
2006).

K technologické revoluci v 1é€bé HT doslo v dobé, kdy byly vyvinuty techniky
ohfevu pomoci mikrovin (Gas 2011). To vedlo k obnoveni z4jmu o HT, ktery trva
az do soucasnosti (Van der Zee 2002; Habash a kol. 2006). Postupné vznikaly rizné

instituce zabyvajici se HT — v roce 1981 vznikla North American Society Hyperthermia,
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vroce 1983 European Hyperthermia Institute a vroce 1984 Japanese Society
of Hyperthermia Oncology (Habash a kol. 2006; Gas 2011). Tyto tii spolec¢nosti
kooperativné zalozily International Journal of Hyperthermia, coz je v souc¢asné dobé
nejdalezitéjsi casopis vénovany HT. Jednou za Ctyii roky se kona védecka konference

International Symposium on Hyperthermic Oncology (Gas 2011).

V roce 1988 byl vytvofen novy smér v boji proti rakoviné — onkotermie,
ktery se stale vyviji. Je spojenim HT s modernimi poznatky o bioelektromagnetismu

a fyziologii ¢lovéka (Gas 2011).

2.2.2 Typy hypertermie

HT se v klinické praxi typicky déli do 3 hlavnich kategorii: lokalni (LHT = Local
Hyperthermia), regionalni (RHT = Regional Hyperthermia) a celotélova (WBH = Whole
Body Hyperthermia) (Falk a Issels 2001; Wust a kol. 2002; Habash a kol. 2006; Chichet
a kol. 2007; Sethi a Chakarvarti 2015; Mallory a kol. 2016).

Lokalni hypertermie (LHT)

LHT zahrnuje povrchovou, intersticidlni (Falk a Issels 2001; Wust a kol. 2002;
Chichet 2007), intrakavitalni (Wust a kol. 2002; Chichet a kol. 2007) a intraluminalni
HT. LHT je aplikovana na pomérné€ malé nadory (od 3 cm do 5-6 cm) a je dostatecné

Setrnd k okolnim zdravym tkanim (Chichet a kol. 2007).

Povrchova HT se pouZziva pro nadory ulozené v blizkosti povrchu téla a mize
byt realizovana vnéj§imi (externimi) zdroji tepla (Chichet a kol. 2007; Mallory a kol.
2016). Aplikatory jsou vétSinou kladeny skrze dotykové médium (Wust a kol. 2002).
Takovym dotykovym médiem miize byt napt. vodni bolus, ktery zajistuje lepsi kontakt
mezi aplikdtorem a nerovnym povrchem lidského téla a udrzuje teplotu kiize na trovni
zhruba 37 °C. Mezi vedlejsi uc¢inky povrchové LHT patii napt. tvorba puchyit
nebo vzacné popaleni kiize (Chichet a kol. 2007).

Intersticidlni, intrakavitalni a intraluminalni HT se pouziva pro nadory ulozené
Vv télnich dutinach nebo v dutych organech a mize byt realizovana vnitinimi (internimi)
zdroji tepla zavedenymi piimo do dutiny nebo organu (Chichet a kol. 2007; Mallory a kol.
2016). Pro povrchovou LHT se pouzivaji mikrovinné aplikatory (Falk a Issels 2001;
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Wust a kol. 2002; Chichetl a kol. 2007), ultrazvukové aplikatory (Falk a Issels 2001;
Chichet a kol. 2007) nebo aplikatory vyuzivajici radiové viny (Wust a kol. 2002; Chichet
a kol. 2007). Pro intersticialni, intrakavitalni a intraluminalni HT se pouzivaji rovnéz jiné
zdroje tepla, napt. ferromagnetické Castice nebo laserova vlakna. Komeréné dostupné
elektromagnetické aplikatory maji povrch s primérem zhruba 15 cm a jejich terapeuticka
hloubka je do 3 cm. Teplota uvniti nadorové tkdné muze byt fizena vykonem generatoru
nebo umisténim aplikatoru. Pro LHT by byly vhodné multiaplikatory (aplikatory s vice
anténami), avSak tyto pomticky byly vyvinuty jen v nékolika specializovanych centrech
a kviili technické naro¢nosti nejsou komeréné€ dostupné. Ultrazvukové aplikatory nabizeji
lepsi fyzikalni vlastnosti a lepsi cilenost nez aplikatory vyuzivajici mikroviny
nebo radiové viny, ale zpsobuji neptijemné pocity, proto v soucasné dobé maji méné

prakticky vyznam (Wust a kol. 2002).

Ve vétsing pripadi je intersticialni HT kombinovana s brachyterapii (Wust a kol.
2002; Chichet a kol. 2007), coz je jedna z technik radioterapie, kdy je zdroj radioaktivniho
zateni v blizkosti ozafovaného nadoru nebo je umistén piimo do tkdn€ naddoru. Velkou
vyhodou této multimodalni 1é¢by je moznost aplikace brachyterapie i na tézce dostupna
mista (napf. do oblasti hlavy a krku nebo prostaty) (Wust a kol. 2002; Chichet a kol.
2007).

Pro nadory, které se nachazeji v hlubokych Castech téla, se zda velmi slibna nova
1éEba pomoci magnetickych nanocastic, kdy se nanocastice oxidu Zeleza implantuji pfimo
do nadorové tkané a zahiivaji se pomoci stfidavého magnetického pole (Chichet a kol.
2007).

Regionalni hypertermie (RHT)

RHT se obvykle pouzivd pro nadory uloZené v hlubSich vrstvach téla
nebo pii lokalné pokrocilych onemocnénich (je-li tieba 1écby vétsi oblasti). RHT muze
byt dosazeno invazivnimi metodami, napt. hypertermickou perfuzi organti nebo koncetin,
kontinualni hypertermickou peritonealni perfuzi (CHPP = Continuous Hyperthermic
Peritoneal Perfusion) nebo neinvazivnimi metodami pomoci externich aplikatort,
vyuzivajicich napt. mikroviny nebo radiové viny (Chichet a kol. 2007; Mallory a kol.
2016).
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Hypertermicka perfuze je zalozena na bypassu (,,obchazeni®) velké tepny
nebo zily, kdy krev ztéto tepny nebo zily je ptivedena do mimotélniho obé¢hu,
kde je zahtata na pozadovanou teplotu a poté piivedena zpét do téla pacienta. Ve srovnani
s celotélovou HT je zde méné systémovych vedlejsich ucink (Wust a kol. 2002; Chichet
a kol. 2007; Sethi a Chakarvarti 2015), coz vedlo k casné klinické aplikaci této metody.
Vzhledem k tomu, ze chirurgické zakroky zahrnujici bypass jsou zavedeny jiz dlouhou
fadu let, hypertermickd perfuze s mimotélni vymeénou tepla je technicky jednoducha.
Terapeuticky ucinek hypertermické perfuze je ovlivnén teplotou perfuzni kapaliny,
pratokem (idealn& 30-40 ml-min?), slozenim perfuzni kapaliny (pOz, pH)
a v kombinované 1é¢bé s chemoterapii také koncentraci cytostatika (zde jsou aplikovany
vys8i koncentrace nez v systémové terapii). Mira perfuze v lidskych nadorech velmi
kolisa — je to asi 5-15 ml na 100 g nadoru za minutu (Wust a kol. 2002). Mezi mozné
prechodné nezadouci ucinky hypertermické perfuze patii otoky vyhtfivané tkané,

ischémie vznikla v disledku krevnich srazenin nebo krvaceni (Chichet a kol. 2007).

Zatimco LHT pouziva k ohfevu neinvazivnimi metodami pouze jeden aplikator
(s jednou anténou), k RHT je potieba pouziti aplikatoru s celym systémem antén, ktery
umozni hloubkovy ohtfev (Falk a Issels 2001; Wust a kol. 2002; Chichet a kol. 2007).
Cetné antény jsou &asto umistény v prstenci kolem pacienta a jsou Fizeny nastavenim
faze, amplitudy nebo frekvence (Wust a kol. 2002; Chichet a kol. 2007). Ptikladem
multianténniho aplikatoru
muize byt zatizeni -
pro hloubkovou RHT, pfistroj —Pr-
BSD-200/3D firmy Pyrexar 4 §# \
(Salt Lake City, USA) o
(obrazek ¢. 3). Systém S
24 dipolovych antén @€

vysilajicich  radiové  viny .~
&
je rovnomérné rozdélen do tii
kruhd, které vytvareji
prstencovy aplikator.

Ten obklopuje télo pacienta Obrazek ¢ 3 Zarizeni pro hloubkovou regiondlni hypertermii
vy " L, BSD-2000/3D
aumoziuje ohfev  cilové  (http:/mww.pyrexar.com/hyperthermia/bsd-2000; 2.8.2017).

oblasti. Optimalizace ohfevu
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je uskutecnéna diky moznosti nastaveni frekvence, faze a amplitudy vin jednotlivych

antén. Tim je umoznéno lepsi prohtati nddoru a snizeni ohievu okolnich tkani.

Celotélova hypertermie (WBH)

WBH se obvykle pouziva k 1é€bé metastaz. Nejcastéjsim piistupem WBH
je pouziti infraervené komory. Jinymi metodami jsou napi. zahfivani pacienta
ve specialni mistnosti nebo pomoci vyhtivanych ptikryvek (Chichet a kol. 2007; Mallory
a kol. 2016). Ohfev na maximalni teplotu 42 °C miize byt realizovan pouze s hlubokou
analgezii nebo sedaci nebo v celkové anestezii pacienta (Wust a kol. 2002; Chichet a kol.
2007), coz vyzaduje intenzivni Iékatfskou péci. WBH sice vytvari vice homogenni teplotni
rozloZeni (Chichet a kol. 2007), ale diky tomu ma také mnohem vice vedlejSich u¢inkt
neZ LHT nebo RHT. Mezi vedlejsi ucinky WBH patii napt. srde¢ni poruchy, zmény
v koagula¢nim systému (trombocytopenie a diseminovana intravaskularni koagulace),
poruchy propustnosti endotelu kapilar (Wust a kol. 2002), tepelné namahani plic, jater
nebo mozku a ptechodny prijem, nevolnost nebo zvraceni (Chichet a kol. 2007). WBH
je tedy naro¢na na provedeni a ma mnoho vedlejSich ucink, proto neni Siroce vyuzivana

V bézné praxi a je stale velmi intenzivné zkoumana (Wust a kol. 2002).

Realizace WBH je v klinické praxi velmi naro¢na i z divodu dlouhé doby
dosaZeni pozadované teploty. Bazalni metabolismus ¢lovéka o hmotnosti kolem 70 kg
je pii 37 °C 85 W a pfi teploté 42 °C je dvakrat vyssi, tzn., ze zvySeni teploty z 37,5 °C
na 42 °C trva 180 minut (je-1i systém ohievu dokonale izolovan). Vzhledem k tomu bylo
v 80. letech 20. stoleti mnoho snah zkracovani doby ohievu. Rlizné metody (pyrogeny,
mimotélni ohfivani, kontaktni ohfev) byly opustény z dlvodu omezené ucinnosti
a u pyrogenil se objevovaly rovnéz nepfijatelné toxické ucinky. Dnes jsou pouzivany
salavé systémy s dobou ohievu 60-90 minut s teplotou od 37,5 °C vyse (Wust a kol.
2002).

Zvl1asté zajimave jsou dva systémy pro WBH pouZzivané v dnesni dob¢ ve svété.

V Institutu pro vyzkum rakoviny v New Yorku (Cancer Research Institute) je pouzivana
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neinvazivni metoda ohfevu
pro WBH, ktera vyuziva
salavého tepelného zafizeni
Aquatherm, které umoziuje
dosazeni az 41,8 °C (Falk
alssels 2001). Systém
Aquatherm tvoii izolovana

komora vybavena rozvodem

s proudici vodou (50-60 °C) Obrdazek ¢ 4 Systém Iratherm pro celotélovou hypertermii
(http://med.ardenne.de/?cat=90&lang=en; 2.8.2017).

ve sténach mistnosti,
ve které je umistén pacient. Ohfev je realizovan emitovanim dlouhych vIn infracerveného
zafeni. Dochézi k podstatnému zvySeni cirkulace krve v k0iZi pacienta a povrchové
absorbovana energie je transportovana do systémového ob&hu. Diky pomémné kratké
dobé¢ ohfevu nedochazi k uvolnéni energie z téla pacienta prostiednictvim potu (Wust
a kol. 2002). Druhym systémem je systém Iratherm vyzkumného institutut Von Ardenne
Institut Fiir Angewandte Medizinische Forschung GmbH (Dazd’any, Némecko) (obrazek

¢. 4), ktery pouziva specialni infracervené zati¢e (Wust a kol. 2002).

Kazdy syst¢tm pro WBH muze zplsobit povrchové prehfivani, coZz ma
za nasledek tepelné poskozeni celého organismu nebo jeho ¢asti. K zajisténi bezpe¢ného
prabéhu terapie je tedy nutnd pozorna pribézna kontrola teploty kiize pacienta a fizeni

vstupniho vykonu zafizeni, které realizuje ohiev (Wust a kol. 2002).

Ptehledné shrnuti typh HT pouZivanych pro terapii riznych druhli nadort
suvedenim lokalizace nadoru, pouzité¢ho typu energie a vybaveni pro dany typ HT
je uvedeno v tabulce ¢. 2. Principy ohfevu a vyuziti jednotlivych typt HT v klinické praxi

jsou popsany v dalSich Castech této bakalarské prace.
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Tabulka ¢ 2 Prehledné shrnuti typu hypertermie vyuzivanych v terapii riznych nadorii (prevzato

a upraveno dle Chichet a kol. 2007).

TYP/ . TYPY
HvPERTERMIE | UMISTENI APLIKACE ENERGIE/.
NADORU VYBAVENI
LOKALNI: - superficidlni - nadory hlavy a krku - mikroviny
- povrchova - intrakavitalni - lokaln¢€ pokrocilé - radiové viny
- intrakavitalni - intraluminarni | nebo opakujici se - ultrazvuk
- intraluminalni - nitrolebni nadory prsu
- intersticialni - maligni gliomy JINE:
- nadory koneéniku - perfuze teplou
- nadory jicnu vodou
- sarkomy méekkych - odporové
tkani dratové
REGIONALNI: | - hloubkové - nadory délozniho implantaty
- bfisni - lokaln¢ hrdla - ferromagnetické
- panevni pokrocilé - nadory konec¢niku castice
- koncetinova - nadory mocového - nanocastice
méchyfte
- nadory prostaty
- sarkomy mekkych
tkani
- nadory vajecnikil
- mezoteliomy
- peritonealni
karcinomatoza
CELOTELOVA | - diseminované/ | - maligni melanom - infracervené
metastazujici - opakujici se sarkomy | zéafeni
mékkych tkani - teplovodni
- naddory vajecnik pokryvky
- tepelné komory

2.2.3 Principy ohfevu

Zvyseni teploty nad 37,5 °C v definované oblasti cilové tkané je technicky
naro¢né, proto se vyvijeji stale nové metody k dosaZeni tohoto cile a ty stdvajici jsou dale
rozvijeny a zdokonalovany. Zvyseni teploty na pozadovanou hodnotu je specifikovano
hustotou tepelné energie specifické miry absorpce (SAR = Specific Absorption Rate;
jednotka: [W-kg™?]) (Wust a kol. 2002). SAR je fyzikalni parametr, ktery se pouziva
K popisu interakce mezi elektromagnetickym polem a hmotou (Chichet a kol. 2007).
K dosaZeni terapeutické teploty kolem 42 °C v n¢kterych castech nadorti je potfebna
hustota energie asi 20-40 W-kg? na cilovou oblast (pro srovnani, mira bazalniho

metabolismu ¢lovéka je vyssi nez 1 W-kgt) (Wust a kol. 2002).
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Teplo mtize byt v klinické praxi vyvolano ultrazvukem, technikami spojenymi
s elektromagnetickym polem (mikrovlnami, radiovymi vinami, infraCervenym zafenim)
(Falk a Issels 2001; Chichet a kol. 2007; Mallory a kol. 2016) nebo jinymi specifickymi
metodami (pomoci ferromagnetickych ¢astic, nanoc¢astic nebo odporovych implantati)

(Chichet a kol. 2007).

V poslednich dvaceti letech bylo zdokonaleno fizeni distribuce tepla in vivo diky
vyvoji planovacich systémi a dal$ich nastroji pro modelovani (Van der Zee a kol. 2002;
Wust a kol. 2002). To vedlo k navrhu multianténnich aplikatorti a zavedeni systému
pro sledovani elektrického pole (napi. elektro-optické senzory) a teploty (pfedevsim
online magneticka rezonan¢ni tomografie (MRT = Magnetic Resonance Imaging)),
kterd mize sledovat teplotu a perfuzi, tedy pritok krve (Wust a kol. 2002). Toto
monitorovani teploty se vyuziva zejména u hloubkové RHT a WBH (Chichetl a kol.
2007). Integrace systému pro HT a MRT je technicky velmi naro¢nd. Takovyto hybridni
systém se realizuje napt. pouzitim magnetického pole s nizkou indukci. Zatim ale neni
jasné, zda pfi nizkém magnetickém poli muze byt dosazeno pifiméfené informace
o teplotd. Usp&sna realizace hybridniho systému by mohla pomoci formulovat jasné
definice vyznamnych a prognosticky relevantnich termometrickych charakteristik
(napf. minimalni teplotu v okoli nadoru) a mohla by vést k lepsi standardizaci tepelného

osetfeni (Wust a kol. 2002).

2.2.4 Mechanismus uc¢inku hypertermie

Ptesny mechanismus bunécné smrti ptimo zptisobené HT neni i ptes desitky let
vyzkumu stale piesné znam (Gas 2011; Mallory a kol. 2016). Piedpoklada se,
7e je kombinaci bunééné smrti (indukované teplem) a inaktivace proteint
(napf. opravnych enzymu) (Issels 2008; Mallory a kol. 2016). Hlavnim vysledkem
pusobeni HT na organismus pacienta nebo jeho ¢ast je pfimé poskozeni nadorovych
bun¢k a zvySeni citlivosti téchto bunck k jinym zplsobliim 1écby (radioterapie,
chemoterapie, genova terapie a imunoterapie) pii minimalnim nebo idedlné Zzaddném

poskozeni normalnich zdravych tkani (Chichet a kol. 2007).

K pfimému zabijeni nadorovych bunék (selektivnimu poskozeni) dochazi
pti teplotach nad 40 °C (Hildebrandt a kol. 2002; Wust a kol. 2002; Habash a kol. 2006;
Mallory a kol. 2016). V in vitro experimentech bylo prokazano, ze u bunék vystavenych
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HT nejdfive dochazi k jejich reverzibilnimu neletdlnimu tepelnému poSkozeni a nésledné
kvili nevratnému poskozeni struktur buniky k bunééné smrti. Schopnost indukovat
bunécnou smrt je nizsi u teplot pod 4243 °C a vyrazné¢ vyssi u teplot nad 43 °C
(Hildebrandt a kol. 2002). V této kapitole je popsan mechanismus G¢inku samotné HT,
zatimco mechanismus ucinku HT jako soucast multimodalni 1écby (predevsim

pfi chemoterapii) je popsan v kapitole 2.3 Hypertermie a protinadorova 1é€iva.

Zmény prutoku krve a mikroprostiedi nadoru

Hlavni myslenkou mechanismu t¢inku HT je rozdil termosenzitivity normalni
(zdravé) a nadorové tkané zpusobeny fyziologicky odlisSnym cévnim systémem a tedy
krevnim zasobenim téchto tkani (Falk a Issels 2001; Hildebrandt a kol. 2002; Chichet
a kol. 2007; Glazer a Curley 2011; Mallory a kol. 2016). I kdyZ byl nejprve piedpoklad
0 rizné termosenzitivé nadorovych a zdravych bun€k povazovan za chybny (Bleehen
1982), v dnesni dobé je stale bran v uvahu. Pfedpoklada se, ze cévy v normalnich tkanich
jsou neposkozené, tedy vykonné, zatimco cévy v nadorové tkani jsou €asto nefunkéni
a déravé (Mallory a kol. 2016). Nefunkénost cév v nadorové tkani je zplisobena
morfologickymi zménami, napf. otokem endotelu, pifesunem tekutiny plazmy
do intersticia, mikrotrombozou (v disledku aktivace hemostazy) nebo zménou viskozity
krve (Hildebrandt a kol. 2002). Abnormalni a pomérné slabé cévni zasobeni v oblasti
nadoru zplsobuje Spatné prokrveni nadoroveé tkané (Falk a Issels 2001; Hildebrandt a kol.
2002; Issels 2008; Mallory a kol. 2016). V ngkterych ptfipadech jsou zmény
v mikrocirkulaci krve nevratné a mize dojit i ke zhrouceni cévniho zasobeni nadoru
(Hildebrandt a kol. 2002). V dusledku vyse popsanych zmén dochazi k nizsi konvekei
(proudéni) tepla (Falk a Issels 2001; Chichet a kol. 2007), hypoxii (nedostatek kysliku)
a acidoze (vyvolané nedostatkem zivin) vedouci ke sniZzeni pH v tkani postizené nddorem

(Hildebrandt a kol. 2002; Chichet a kol. 2007).

Cytotoxicky i¢inek hypertermie

Existuje hypotéza, Ze cytotoxicky t¢inek HT je zaloZen pfedevsim na denaturaci
cytoplazmatickych a membranovych proteini (Hildebrandt a kol. 2002; Chichet a kol.

2007; Issels 2008) a zmé&nach ve stavbé bunék, které vedou k naruSeni pohyblivosti bunék
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a intracelularni transdukce signalu (Habash a kol. 2006; Chichet a kol. 2007; Mallory
a kol. 2016). Mezi molekularni efektory HT tedy patii bunécnd membrana, cytoskelet,
intracelularni proteiny i nukleové kyseliny. Dochazi ke zménam v tekutosti a stabilité
bunéné membrany, zméndm membranového potencidlu a tvaru buiiky, zhorSenému
transmembranovému transportu, modulaci efluxni transmembranové pumpy, indukci
apoptdzy, snizeni syntézy proteinil, denaturaci proteind, agregaci proteini v jaderné
matrix, indukci syntézy proteinti tepelného Soku (tyto proteiny jsou popsany nize), snizeni
syntézy RNA nebo DNA, zménam konformace DNA a zménam v genové expresi

a ptenosu signalu (Hildebrandt a kol. 2002).

Imunologické u¢inky hypertermie

Proteiny tepelného Soku (HSP = Heat Shock Protein) byly kdysi spojeny
S toleranci tepla nadorovymi buiikami a ptedpokladalo se, ze HT indukovanim tepelné
tolerance potlacuje imunitni systém (Mallory a kol. 2016). Nicméné pozd¢jsi studie
prokazaly, ze po aplikaci HT dojde k aktivaci HSP a nasledné modulaci vrozené
a specifické (adaptivni, ziskané) imunitni odpovédi proti nadorovym bunikdm (Chichet
a kol. 2007; Issels 2008; Mallory a kol. 2016). Mirn¢jsi zahtivani nadorovych bun¢k
ma za nasledek pouze inaktivaci proteinti, dostate¢né vysoké zahiivani vSak zplsobuje
denaturaci proteinii. Tim dojde k vypnuti hlavnich intracelularnich enzymi, zvySeni
exprese HSP a koncentrace intracelularnich nadorovych antigeni. HSP a nadorové
antigeny jsou rozpoznany dendritickymi bunikami a makrofdgy a dale vyvolavaji
specifickou protinddorovou imunitu. Timto zplisobem mize napt. aplikace LHT vést

k systémovému zabijeni nadoru (Mallory a kol. 2016).

Odhlédneme-li od plisobeni HT ptes HSP, HT muzZe zesilit imunitni reakci proti
nadorovym buitkdm mnoha dalSimi zpiisoby (Mallory a kol. 2016). Odborné studie
prokdzaly, Ze i imunologické odezvy lymfocytl u ¢lovéka jsou zavislé na teple, konkrétné
byl zjistén specificky uc¢inek HT u NK bunék (Natural Killer Cell) (Wust a kol. 2002).
Bylo zjisténo, ze HT zvySuje aktivitu NK bunék a pocet neutrofilnich granulocytii
s protinadorovou aktivitou (Mallory a kol. 2016). Piedpoklada se, ze lepSi pochopeni
mechanismu U¢inku HT na NK bunky otevie nové moznosti klinické aplikace HT (Wust
a kol. 2002).
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Bylo rovnéz prokdzano, ze HT ma vliv na indukci terapeutickych genli v genové

terapii a zvySuje ucinnost 1€kt a protilatek (Mallory a kol. 2016).

Termotolerance

Vsechny bunééné kultury vykazuji do 24-48 hodin po tepelném Soku
termotoleranci (Wust a kol. 2002; Chichet a kol. 2007). Termotolerance pusobi
jako antagonisita buné¢né smrti zpusobené HT. Je to predevSsim reverzibilni déj,
pii kterém bunky vykazuji snizeni citlivosti na cytotoxicitu vyvolanou HT. Faktort
zpusobujicich termotoleranci je nékolik (Hildebrandt a kol. 2002). Jedna se ¢aste¢né
0 zvysenou syntézu HSP a adaptacni procesy (napt. zastava bunéného cyklu v G2-fazi,
zmény buné¢ného metabolismu) (Hildebrandt a kol. 2002; Issels 2008). Termotolerance
se muze vyskytovat rovnéz s nékterymi vrozenymi nebo nabytymi rezistencemi na léky
(Hildebrandt a kol. 2002). Kvuli termotoleranci je nepraktické pouzivat dvé aplikace HT
po sob¢ v intervalu krat§im nez 48—72 hodin. Termotoleranci je mozné se vyhnout, je-li
dosazeno teploty v nadoru nad 43 °C, cozZ je v klinické praxi velmi téZzce proveditelné

(Chichet a kol. 2007).

Faktory ovliviiujici u€innost hypertermie

Mechanismus HT a stupeni poskozeni nddorovych bunék (tedy pozitivni
terapeuticky t¢inek HT) ovlivituje mnoho faktord, mj. teplota v mist¢ nadoru, doba
ohtevu (Bleehen 1982; Akaboshi a kol. 1994; Habash a kol. 2006; Chichet a kol. 2007;
Issels 2008; Gas 2011; Mallory a kol. 2016), objem cilové tkané (Gas 2011), rychlost
ohfevu (Mallory a kol. 2016) a faze bunécného cyklu, ve které se nddorové buiiky zrovna

nachazeji (Breehen 1982; Hildebrandt a kol. 2002; Issels 2008).

Zdravé savci buiiky na rozdil od rakovinnych bunék snasi teploty v rozmezi
41-43 °C 1 po dobu nékolika hodin (Glazer a Curley 2011). Hrani¢ni teplotou je 44 °C
(Mallory a kol. 2016). Pti teplotach nad 42,5-43 °C muze byt doba expozice s kazdym
nariistem o 1 °C sniZena na polovinu pfi zachovani zabijeni ekvivalentniho poctu bunék
(Habash a kol. 2006; Chichet a kol. 2007; Mallory a kol. 2016). Proto je diileZité nalezeni
rovnovahy mezi teplotou v cilové tkani a dobou ohievu, které vyvolaji pozadovanou smrt

nadorovych bun¢k bez negativniho vlivu na normalni, zdravé buiiky (Glazer a Curley,
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2011). Avsak ¢im vyssi je teplota a delsi doba expozice HT, tim silngjsi je letalni ucinek

na nadorové buiiky a je indukovano méné termotolerance (Chichet a kol. 2007).

Co se tyc¢e rychlosti ohfevu, tak in vitro a in vivo studie prokazaly, Ze pii vétsi
rychlosti zvySeni teploty V cilovém misté, dojde k vétsimu poskozeni bunék. Z vyse
uvedeného faktu vyplyva, ze v budoucnu by pti zvyseni rychlosti pienosu tepla mohly

byt pouzivany nizsi tepelné davky (tepelna davka je popsana nize) (Mallory a kol. 2016).

Bylo zjisténo, ze nejvyssi citlivost na teplo je u bun€k pozorovana béhem
mitotické faze (M-faze) a faze syntézy (S-faze) bunééného cyklu (Breehen 1982;
Hildebrandt a kol. 2002). V M-fazi dochazi vlivem HT k poskozeni mitotického aparatu
vedoucimu k neefektivni mitdze, kdy mohou u bun¢k vznikat polyploidie. V S-fazi
pak dochazi k chromozomalnimu poskozeni. Bunky, které jsou vystaveny HT béhem
G1-faze, jsou relativné odolné vici teplu a nevykazuji zddné mikroskopické poskozeni.
Muze vSak u nich dojit k rychlé bunécné smrti bezprosttedné po piehiati organismu

(Hildebrandt a kol. 2002).

Tepelna davka

Tepelna davka (D = Thermal Dose) potiebna k vyvolani bunééné smrti pomoci
HT je u rGznych typl bunék rozdilnd (Hildebrandt a kol. 2002; Wust a kol. 2002).
Tato davka uzce souvisi s denaturaci bunécnych proteini. U nadorovych bunék
se pohybuje kolem 140 kcal-mol™? (Hildebrandt a kol. 2002) a mize byt také zavisla
na vlastnostech mikroprostiedi (napt. pH) (Wust a kol. 2002) nebo procentu cév,
u kterych zistaly funkéni procesy tepelné regulace. D muze byt odvozena od doby

expozice (t) pti pouziti dané teploty (T):
D =tRT,

kde R = 2 pro teploty > 43°C a R =4 pro teploty < 43°C. V ptipad¢ riznych T
se sumarizuji frakce t + T (Hildebrandt a kol. 2002).

Teplotni isoefektni davka

Teplotni isoefektni davka (TID = Thermal Isoeffect Dose) je bézné pouzivana

v klinické praxi pro porovnani riiznych expozic HT (Hildebrandt a kol. 2002; Chichet
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a kol. 2007; Issels 2008) a zahrnuje vypocet tepelné davky (viz vyse). TID byla zavedena
pro pievedeni dané tepelné davky (D) do tzv. rovnocennych minut ohfivani pii 43 °C
(EM43). K vypoctu TID se vyuziva faktu, Ze pokles teploty o 1 °C v teplotnim rozsahu
mezi 42,547 °C mlze byt kompenzovan zdvojnasobenim cCasu expozice (R = 2),
zatimco pii teploté nizsi nez 42,5 °C musi byt doba plisobeni tepla jesté vice prodlouzena
(R = 4) (Hildebrandt a kol. 2002). I kdyz je TID v klinické praxi ovlivnéna fadou faktori
(napt. nestalosti teploty v pribéhu ohtfevu, distribuci teploty, teplotni toleranci,
intracelularnim pH), zda se byt uzite¢na k popisu prace s teplotou v klinické praxi
(Hildebrandt a kol. 2002; Issels 2008).

2.3 Hypertermie a protinadorova léciva

Klinické studie a experimenty in vitro a in vivo prokazaly, ze HT zvySuje
cytotoxicitu riiznych antineoplastickych 1é¢iv (Van Bree a kol. 2001; Hildebrandt a kol.
2002). Je vSeobecné znamo, ze cytotoxicky ucinek vétsiny alkyla¢nich ¢inidel a sloucenin
platiny roste pfimo umérné pii zvyseni teplot z 37 °C na vice nez 40,5 °C, zatimco
cytotoxicita vétSiny antimetabolitli, vinca alkaloidi a taxant nijak nezavisi na vyssi
teploté (Hildebrandt a kol. 2002). Zvlastni skupinu 1€kt tvofi tzv. termosensitizétory,
které pusobi cytotoxicky pouze pii vySSich teplotich. Mezi termosensitizatory patii

napf. analgetikum lidokain nebo antimykotikum amfotericin B (Hildebrandt a kol. 2002).

Lécebny postup vyuzivajici kombinace HT s Chemoterapii
(CT = Chemotherapy) ziskal vétsi popularitu v ramci oboru 1ékaiské onkologie teprve
na zacatku roku 2000 (Issels 2008) a to diky technickému zlepSeni komeréné dostupnych
zafizeni pro LHT a RHT (zejména pro hloubkovy a systémovy ohfev). Kombinace HT
a CT je Casto pouZzivana u lokalné pokrocilych narodi jako neoadjuvantni 1écba (Falk
a Issels 2001), tj. 1éCebny postup, ktery ma za cil pouze zvySeni terapeutického ucinku
dalsi 1é¢by, je provadeén pred hlavni 1écbou. Diky této neoadjuvantni 1€cbé je mozné
dosahnout lokalni kontroly nad nddorem a piipadné piedejit vytvoreni metastdz (Falk
a Issels 2001; Issels 2008). Multimodalni 1é¢ba HT a CT je tedy pouzivana u nadorovych
onemocnéni v pokro¢ilém stadiu, u nadort, které se nachézeji v anatomicky neptiznivych
mistech (kde nemtize byt provedena primdrni resekce) a u nddorti, kde nemize byt
z divodu vysoké toxicity pozadované terapeutické davky pouzita radioterapie (Falk

alssels 2001). Po mnoho let panovala neprokazana hypotéza, Zze pro uspéSnost
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kombinované 1é¢by zalozené na pouziti HT a antineoplastickych ¢initeld, jsou v klinické
praxi nezbytné teploty nad 43 °C. Na zaklad¢ dalSiho vyzkumu vsak bylo stanoveno

klinicky relevantni teplotni rozmezi HT v kombinaci s CT na 40,543 °C (Issels 2008).

Pfesny mechanismus G¢inku HT v kombinaci s CT neni v souc¢asné dob¢ zcela
presn¢ znam (Hildebrandt a kol. 2002) a molekularné-biologicka podstata synergického
efektu HT a CT na nadorové burky je stale intenzivné zkoumana (Wust a kol. 2002).
Obecné plati, ze pti kombinaci HT a CT dochazi ke zménam v zasobovani nddorové tkané
krvi, a tyto zmény nasledné ovliviuji 1 distribuci cytostatik v neoplastické tkani
(Hildebrandt a kol. 2002). Samotna HT poskozuje nadorové bunky a zvySuje jejich
citlivost na CT. KdyZ teplota nebo doba aplikace HT roste, pak se zvySuje také mira
usmrceni nadorovych bunék. Kratka aplikace mirné HT (<42 °C) na dobie
vaskularizovanou tkan ma za nasledek lepsi prokrveni nadoru, coz vede ke zvySeni
koncentrace kysliku (pO) a dodavky 1é¢iva v cilové tkani (Hildebrandt a kol. 2002; Wust
a kol. 2002; Mallory a kol. 2016). Déle je diky antineoplastickym vlastnostem
chemoterapeutickych ¢inidel indukovana bud’ nekroticka nebo apopticka programovana
bunééna smrt (Issels 2008). U vétsiny lidskych nadord dochazi vlivem HT ke zvySené
perfuzi jesté hodiny po aplikaci HT. Pouze u nékterych druht nadord bylo prokdzano
zhrouceni jejich cévniho zasobeni (Wust a kol. 2002). Je také pravdépodobné, ze vliv
na rozpustnost a distribuci 1é¢iv by mohly mit zmény tekutosti bunééné membrany,
elektrolytické rovnovahy a pH, které jsou vyvolany ptasobenim HT (Hildebrandt a kol.
2002).

V mnoha studiich byl ovéfovan synergicky efekt plisobeni HT a rtiznych
cytostatik v zavislosti na sekvenci aplikace HT a CT a na dobé mezi HT a CT
(Hildebrandt a kol. 2002; Wust a kol. 2002). Sekvence nebo doba mezi HT a CT muze
mit velky vliv na poSkozeni normalni, zdravé tkané (Baba a kol. 1989). Bylo zjiSténo,
ze pro vétsinu protinadorovych 1é¢iv dochazi k nejvétsi chemosensitizaci pii soucasné
aplikaci HT a CT (Cohen a Robins 1987; Baba a kol. 1989; Ohno a kol. 1994; Hildebrandt
akol. 2002; Issels 2008) nebo pii aplikaci v kratkém casovém rozmezi (Hildebrandt a kol.
2002). Existuji v8ak urcité vyjimky (Hildebrandt a kol. 2002). Cohen a Robins (1987)
zjistili, ze u HT v kombinaci s karboplatinou je nejvétsi Gi¢innost zajisténa, pokud je HT
aplikovana soucasné s karboplatinou nebo bezprostiedné pied ni. Uginnost byla naopak
snizena, pokud HT piedchazela aplikaci karboplatiny o vice nez hodinu a nebyla

prokazana zadna ucinnost, kdyz HT nasledovala az po podani 1éciva. Ohno a kol. (1994)
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dosli ke stejnym zavérum jako Cohen a Robins (1987), ale misto karboplatiny testovali
cDDP. Pro optimalizaci multimodalni 1é¢by (HT + CT) jsou nezbytné dalsi preklinické
a klinické studie (Hildebrandt a kol. 2002).

2.4 Klinické vyuziti hypertermie

I kdyz mechanismus u¢inku HT neni ani dodnes piesné¢ objasnén a existuje
mnoho neovétenych hypotéz, HT je jiz fadu let pouzivana v klinické praxi (Wust a kol.
2002). U¢innost HT je i nadale ovéfovana v randomizovanych studiich pro celou fadu
nadorovych onemocnéni, ale rozSifenému pfijeti HT v klinické praxi brani jesté pomérné

hodné¢ prekazek (Mallory a kol. 2016).

Toxicita samotné HT je obecné velmi nizka (Falk a Issels 2001; Van der Zee
2002). U nékterych pacienti se ale projevuji nezadouci ucinky, jako napi. opakujici
se bolesti v 1é¢ené oblasti, popaleniny, puchyte (Falk a Issels 2001) a pfechodny prijem,

nevolnost nebo zvraceni (Chichet a kol. 2007).

Riiznych typt HT i rGznych generatort tepelné energie se vyuziva v zavislosti
na lokalizaci, hloubce a staddiu nddoru (Chichet a kol. 2007). HT nasla uplatnéni v 1écbe
nadord prsu, kize, hlavy a krku, mozku, jicnu, prostaty, délohy, délozniho &ipku,
mocového méchyte (Gas 2011; Mallory a kol. 2016), kone¢niku, plic, vulvy a vaginy,
sarkomil a v 1é€b¢é nemelanomové a melanomové rakoviny ktize (Mallory a kol. 2016).
V soucasné dobé existuje celd fada komeréné dostupnych systémi pro HT vyrabénych
riznymi spolecnostmi nebo testovanych ve védeckych institucich. 1 pfesto jsou
hypertermické techniky stile déale rozvijeny a zdokonalovany a to z divodu hledani
nejlepSiho feSeni pro rizné typy nadorového onemocnéni (pfedev§im v multimodalni
terapii) (Hildebrandt a kol. 2002; Chichet a kol. 2007). Vé&dci stale hledaji nové techniky,
které udélaji HT jednodussi, bezpecnéjsi, ucinnéjsi a Siroce dostupnou. Obzvlasté slibna
se jevi napt. magneticka fluidni hypertermie, kterd vyuziva nanotechnologii a v dneSni

dobé se s ni hodné experimentuje (Gas 2011).

V soucasné dob& neni znama optimalni distribuce teplot pro klinické ucely.
Minimalni teploty obvykle lezi mezi 39,5-40,5 °C a to pfedevSim kvili fyzickym
a fyziologickym vlastnostem nadorové tkané (elektrickd mez tkané¢, lokalni kolisani
perfuze, regulace perfuze aj.). Pouze asi 50 % hloubkové umisténych nadorti dosahne

alespoit 42 °C (Wust a kol. 2002). Vétsina normdlnich tkani (kromé tkané centralni
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nervové soustavy) nevykazuje trvalé poskozeni u 1écby HT po dobu jedné hodiny
pfi teploté do 44 °C (Mallory a kol. 2016). I pfesto, ze optimalni teploty pro oSetieni
ruznych typt nadord, které musi byt dosazeny pro klinickou uCinnost nebyly stale
jednoznaéné definovany, mélo by byt vzdy dosaZzeno nejvySsi mozné distribuce

a homogenity tepla v dané tkani (Wust a kol. 2002; Mallory a kol. 2016).

Na klinickém hodnoceni kvality HT je zésadni a velmi dilezité méteni aktudlni
teploty v nadoru nebo v jeho blizkosti béhem aplikace HT (Falk a Issels 2001; Wust a kol.
2002; Chichet a kol. 2007; Mallory a kol. 2016). Jak jiz bylo zminéno vySe, neinvazivni
metody termometrie hlubokych tkani jsou stale predmétem vyzkumu, zvIasté online
MRT, kterd se jevi velmi slibné¢ (Falk a Issels 2001; Mallory a kol. 2016). Invazivni
metody termometrie zahrnuji aplikaci tenkych plastovych Kkatetri se sondou
(napf. termoc¢lankem nebo optickym vldknem) do tkané postizené nadorovym
onemocnénim bud’ pomoci jehly (kterd je aplikovdna pod kontrolou pocitacové
tomografie) anebo béhem chirurgického zékroku (Falk a Issels 2001; Chichet a kol.
2007).
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3. CIL PRACE

e Systematicky pracovat s literaturou a vytvofit literarni piehled z oblasti dané

problematiky.
e Provést experimenty zaméfené na stanoveni vlivu zvySené teploty na cytotoxicitu
cisplatiny a nového komplexu trans-[PtCl>(NHz3)-1-methyl-7-azaindol]

s protinadorovym tué¢inkem in vitro.

e Porovnat ziskané vysledky s daty dostupnymi v odborné literatuie se zamétenim

na srovndni s poznatky obdobnych studii pro dalsi kovové komplexy.

e Diskutovat ziskané vysledky z hlediska biologické aktivity testovanych latek.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Biologicky material a chemikalie

rastové médium DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium): Biosera, Francie
fetalni hovézi sérum (FBS = Fetal Bovine Serum): SIGMA, Ceska republika
antibiotika (ATB):

o streptomycin (10 pg-ml): SIGMA, Ceska republika

o penicilin (10 U-ml?): SIGMA, Ceska republika
dimethylsulfoxid (DMSQ): Duchefa, Nizozemsko
dimethylformamid (DMF): Serva, Némecko
trypsin/EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova): SIGMA, Ceska republika
trypanova modi: SIGMA, Ceska republika
bromthiazolova modi (MTT; 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium
bromid): Duchefa, Nizozemsko
chlorid sodny (NaCl): SIGMA, Ceska republika
chlorid draselny (KCI): SIGMA, Ceska republika
hydrogenfosfore¢nan disodny (NazHPO4): SIGMA, Ceska republika
dihydrogenfosforeénan draselny (KH,POa): SIGMA, Ceska republika
bunky lidského adenokarcinomu délozniho ¢ipku (HeLa): American Type Culture
Collection, USA
Pro piipravu fosfatového pufru (PBS = Phosphate Buffered Saline) byla pouzita

deionizovana voda (dH20).

4.2 Platinové komplexy

Cisplatina byla zakoupena od firmy SIGMA, Ceska republika. Komplex

trans-[PtCl>(NHz)(1-methyl-7-azaindol)] (komplex 1) byl poskytnut partnerskou

laboratofi prof. G. Natile z University of Bari (Italie). Ob¢ latky byly skladovany ve tmé

pii 4 °C. Roztoky komplexti pro experiment byly vzdy pfipraveny az tésné pied pouzitim.

Cisplatina byla rozpousténa v DMSO a komplex 1 v DMF.
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4.3 Roztoky

0,5% MTT

e 05gMTT
e 100 ml PBS 1x

PBS 10x (7,4 pH)

e 150 mM NacCl

e 2mM KCI

e 10 mM NaHPOq

e 2mM KH2PO4

e doplnit dH20 do objemu 1 | a adjustovat pH na hodnotu 7,4

4.4 Pristroje

Pii experimentech byly pouzivany tyto pfistroje: laminarni box (SafeFAST
Classic 212, Faster, Italie), CO2 inkubator (MCO-18AC-PE CO; Incubator, Panasonic
Biomedical, Japonsko), tfepacka (Universal Orbital Shaker OS-20, BOECO, Némecko),
termoblok (Ultimate Dry Bath Incubator MC-01 series, Major Science, USA),
automaticka pocitacka bunék (TC20 Automated Cell Counter, Bio-Rad Laboratories,

USA) a destickovy spektrofotometr (SynergyMx, BioTek Instruments, USA).

4.5 Metody

4.5.1 Kultivace bunék

HeLa buiiky byly kultivovany v T-75 lahvich (TPP, Svycarsko) v riistovém
médiu DMEM doplnéném 0 10 % tepelné inaktivovaného FBS a ATB (penicilin
a streptomycin) a drzeny v CO2 inkubatoru pii teploté 37 °C v prostiedi s 95% obsahem
vzduchu a 5% obsahem CO». Po dosazeni 85-95% konfluence (vytvofeni jednotné
souvislé vrstvy) byly bunky dle standardniho protokolu pasazovany pomoci

trypsinu/EDTA a piesazeny na novou lahev (zhruba 2x tydn¢).
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4.5.2 Nasazeni bunék na experiment

Bunky byly spoCteny na automatické pocitacce bun€k. Pro zjisténi
zivotaschopnosti (viability) buné€k byla k vzorku pfidana trypanova modi. Na specialni

skli¢ko bylo napipetovano 10 pl vzorku s timto kyselym azobarvivem.

Automaticka pocitacka bun€k vyhodnocuje absolutni pocet bunék a jejich
zivotaschopnost na zakladé obrazové analyzy. Viabilita je vyhodnocovana diky obarveni
mrtvych bunék trypanovou modfi. Zivé buiiky ziistivaji neobarvené, protoZe polarni
makromolekuly tohoto barviva se bud nedostanou pies neporusenou bunécnou
membranu, nebo jsou vypuzeny ven diky aktivnimu transportu. Modfe obarveny jsou
proto jen bunky se znaéné naruSenou integritou bunééné membrany, tedy vétSina mrtvych
bun¢k (Kim a kol. 2016). Pokud nejsou bunky silné prostoupeny barvivem,
pak je automaticka pocitacka nevyhodnoti jako mrtvé. Proto je detekovano zhruba 60 %
mrtvych bunék (Mascotti a kol. 2000). Méfeni musi byt provedeno co nejdiive po ptidani
trypanové modfi ke vzorku. Toto cytotoxické barvivo rychle ni¢i zivé bunky a postupné
je obarvuje (Kim a kol. 2016).

Na experiment byly nasazeny pouze burky s viabilitou vyssi nez 90 %. Bunky
byly nasazeny na 96jamkovou kultiva¢ni desku (5000 bunék v 100 pl ristového média
na jednu jamku v kultivacni desce) a inkubovany po dobu 24 hodin pfi teploté 37 °C
v prostiedi s 5% obsahem CO». Pocet bun€k nasazenych na experiment byl stanoven tak,

aby hodnoty absorbanci u MTT testu byly v rozsahu 0,1-1,0.

4.5.3 OSetieni bunék testovanymi latkami

Platinové komplexy (cDDP nebo komplex 1) byly pfipraveny vzdy cerstvé
v ptislusném rozpoustédle (DMSO nebo DMF) a dale vftedicim plastu fedény

kultivac¢nim médiem na koncentrace 2—-1000 pM.

K buiikdm kultivovanym v 100 pl média bylo vzdy ptidano 100 pl komplexu
0 prislusné koncentraci. Finalni koncentrace testovanych latek byly v rozmezi 1-500 pM
(1 uM; 1,9 uM; 3,9 uM; 7,8 uM; 15,6 uM; 31,2 uM; 62,5 uM; 125 uM; 250 uM; 500 pM).
Pro kontrolu spravnosti méteni ve dvou fadach jamek nebyl Zadny platinovy komplex —

V jedné fad¢ jamek bylo pouze kultivacni médium a v druhé pouze kultivacni médium
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s DMSO nebo DMF. Koncentrace DMSO a DMF byly mensi nez 0,1 %;

tedy rozpoustédla v takto nizkych koncentracich nijak neovlivitovala viabilitu bun¢k.

4.5.4 Ohrev bunééné kultury

Ihned po oSetfeni testovanou latkou byly bunky umistény na termoblok
a zahtivany na teplotu 37 °C, 41 °C nebo 43 °C po dobu 1 hodiny. Poté bylo odstran¢no
rastové médium s komplexem, bunky byly oplachnuty 100 ul PBS 1x na jednu jamku
kultiva¢ni desky a po pfidani 100 pl Cerstvého rustového média na jednu jamku kultivaéni

desky byly inkubovany po dobu 72 hodin.

4.5.5 Test cytotoxicity

Cytotoxicita testovanych komplext platiny (schopnost téchto chemickych latek
ni¢it Zivé bunky) byla zjistovana pomoci MTT testu. Principem MTT testu je redukce
Zluté soli MTT (rozpustné ve vode€) na tmavé fialovy formazan (nerozpustny ve vode)
(Mosmann 1983; Freimoser a kol. 1999). Tato enzymaticka reakce probiha diky
dehydrogenazam dychaciho fetézce na mitochondridlni membrané pouze metabolicky
aktivnich (tedy zivych) bunck. Hvézdicovité krystalky formazanu jsou nasledné
rozpu$tény pomoci silného detergentu. Intenzitu fialového zbarveni, kterd je piimo
umérna poctu zivych bunék, vyhodnocujeme spektrofotometricky (Fraimoser a kol.
1999). Cim je roztok tmavsi, tim je vyssi hodnota absorbance a také procento Zivych

bunék.

K bunikam oSetfenym danou latkou bylo po 72 hodinach inkubace pfidano 10 pl
0,5% MTT na jednu jamku v kultiva¢ni desce. Buniky byly drzeny v inkubatoru po dobu
4 hodin, kdy dehydrogenazy zivych bunék pfeménovaly sl MTT na formazan. Poté bylo
odstranéno kultivaéni médium a pfidano 100 pl DMSO, ktery rozpustil vzniklé
formazanové krystalky. Pro dobré rozpusténi byly kultivaéni desticky ponechany
na tfepacce po dobu 15-20 minut. Pomoci spektrofotometru byly méfeny absorbance
roztokt pii vinové délce 570 nm. Jako referenéni byla nastavena absorbance pii vinové
délce 630 nm. Schéma znazornujici pribéh MTT testu je zobrazeno na obrazku €. 5.
Procento zivych bun¢k ve vzorcich oSetfenych testovanou latkou bylo vypocteno
normalizaci ke kontrole. Kontrola ptedstavovala viabilitu 100 % a byly to buiiky oSetifené

pouze samotnym DMSO nebo DMF. Z grafické zavislosti viability bunék [%]
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na koncentraci testované latky [uM] byly pomoci programu GraphPad Prism4
(GraphPadPrism Software, Inc., USA) vypocteny hodnoty ICso (The Half Maximal
Inhibitory Concentration), tedy hodnoty, které udavaji koncentraci platinového
komplexu, pti niz tato latka zptisobi smrt 50 % bunék. Pomoci programu Microsoft Excel
(Microsoft, USA) byly vypocteny aritmetické priméry a smérodatné odchylky hodnot
ICs0 obou testovanych latek pro teploty 37 °C, 41 °C a 43 °C. Dale byly vysledky

statisticky vyhodnoceny t-testem pomoci programu GraphPad Prism4.

000 |[O0e| |Cee
@ +MTT

000| |ooe| [cee
{} INKUBACE:4h

kkk| [kko| (koo
-médium  {} +DMSO

ki ki *
@ PROTREPANI: 15 - 20 min.

Obrdzek & 5 Schéma MTT testu. (Zivé buitky (o) redukuji Zlutou
sul MTT na tmaveé fialovy formazan. Mrtvé buiiky (e) nejsou
metabolicky aktivni a tuto schopnost nemaji. Intenzita fialového
zbarveni je primo umérna poctu zivych bunek).

MERENI ABSORBANCE
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5. VYSLEDKY

V této kapitole jsou uvedeny vysledky experimentl realizovanych v Laboratofi
molekularni biofyziky a farmakologie Univerzity Palackého v Olomouci v roce 2016.
Uvedené experimenty byly zaméfeny na testovani vlivu hypertermie na cytotoxicitu
cDDP a nového platinového komplexu trans-[PtCl>(NH3)(1-methyl-7-azaindol)]
S protinadorovym uc¢inkem. Pro tuto praci byly pouzity HeLa buiiky, tedy bunky lidského
adenokarcinomu délozniho ¢ipku. Buiiky byly oSetfeny testovanymi latkami o riznych
koncentracich v rozmezi 1-500 uM. Bezprostiedné po oSetieni byly bunécné kultury
zahtaty na teplotu 41 °C nebo 43 °C ainkubovany za dané teploty v pfitomnosti
platinového komplexu po dobu 1 hodiny. Pro srovnavaci tGcely byl stejny experiment
proveden také pfi teplot¢ 37 °C. Viabilita bun€k byla stanovena pomoci MTT testu
72 hodin po oSetieni. VSechna méfeni byla provedena vV aseptickém prostredi
a zopakovana nejméné cCtytikrat v kvadruplikatu. Ze ziskanych hodnot viability bun¢k
pro rizné koncentrace testovanych komplexti a pro rizné teploty byly pomoci programu
GraphPad Prism4 sestaveny grafy zavislosti viability HeLa bun¢k [%] na koncentraci
testovaného komplexu [uM] pro teploty 37 °C, 41 °C a 43 °C. Podrobny postup provedeni

experimentl je popsan v kapitole 4.5 Metody této bakalarské prace.

Bylo zjisténo, Ze kombinace oSetfeni bunécné kultury platinovym komplexem
azvySené teploty ovliviluje cytotoxickou aktivitu u obou testovanych latek. Graf
zavislosti viability HeLa bunék [%] na koncentraci ¢cDDP nebo komplexu 1 [uM]
pro teploty 37 °C, 41 °C a 43 °C je zobrazen na obrazku ¢. 6, respektive ¢. 7. Z obou graft
vyplyva, ze viabilita HeLa bun€k s rostouci koncentraci testované latky klesa zhruba
exponencialng. V zavislosti na teploté je pak nejvétsi pokles Zivotaschopnosti ziejmy
U nejvyssi teploty, tj. 43 °C, pro oba testované komplexy. Viabilita bun€k byla naopak
nejméné sniZzena pii pouziti teploty 37 °C. Z grafii je dale patrné, ze komplex 1
byl ve srovnani s cDDP efektivnéj$i ve snizovani viability HeLa bunék pfi teplotach

37°Ca43°C.

32



—_ m 37°C
= B A 41°C
X
s SN v 43°C
=
Ko
©
3 50+
-
S
= 25
©
S
) 4
c ﬁ

L) L} J
0 100 200 300 400 500 600
Koncentrace cDDP [uM]

Obrazek ¢. 6 Graf zavislosti viability HeLa bunék [%] na koncentraci cDDP [uM] pro teploty 37 °C, 41 °C
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Obrazek ¢. 7 Graf zavislosti viability HeLa bunék [%] na koncentraci komplexu 1 [uM] pro teploty 37 °C,
41 °Ca 43 °C.
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Z grafickych zavislosti viability HeLa bunék na koncentraci testovaného
komplexu byly rovnéz pomoci programu GraphPad Prism4 vypocteny hodnoty ICso.
Hodnota I1Cso odpovida koncentraci platinového komplexu, pii které tato latka zpusobi
smrt 50 % testovanych bunck. Ariemtické priméry I1Csp a jejich smérodatné odchylky
pro teploty 37 °C, 41 °C a 43 °C vypoctené pomoci programu Microsoft Excel jsou

uvedeny v tabulce ¢. 3.

Obdrzené aritmetické priiméry hodnot ICsg obou testovanych latek byly rovnéz
pomoci programu GraphPad Prism4 statisticky vyhodnoceny t-testem. Bylo zjisténo,
ze rozdily v hodnotach ICsp mezi testovanymi komplexy pro teplotu 41 °C nejsou
statisticky vyznamné, zatimco pro tepoty 37 °C a 43 °C byly statisticky vyznamné
(tedy pravdépodobnost P < 0,01). Pro teplotu 37 °C byla pravdépodobnost P < 0,0001
a pro teplotu 43 °C P < 0,0005.

Tabulka ¢ 3 Hodnoty cytotoxicity cDDP a komplexu 1 vyjddrené jako ICso [uM] pro teploty 37 °C, 41 °C
a 43 °C. Uvedeny priumeéry a smérodatné odchylky.?

I1Cs0 [uM] 37°C 41 °C 43 °C
cDDP 852+1,3 67,4+24 429+1,5

komplex1 734+1,9" 665+0,9 239+19"

aHodnoty oznacené hvézdickou jsou statisticky odlisné od hodnot ICsy pro stejné teploty u cDDP.

Z vysledkli uvedenych v tabulce pro cDDP je patrné, Ze hodnoty ICsp pro 41 °C
a 43 °C klesly zhruba 1,3x; respektive 2x v porovnani s hodnotou I1Cso pro 37 °C.
Pti uvedenych zvySenych teplotach byla tedy potfebna mensi koncentrace testovaného
l1é¢iva nez pii teplote 37 °C k usmrceni stejného poctu buné€k, pficemz nejlepSich
vysledkii bylo dosazeno pii nejvyssi testované teploté. Hodnota ICsop pro 43 °C
v porovnani s hodnotou ICsp pro 41 °C pak klesla zhruba 1,6x. Pro komplex 1 bylo
dosazeno podobného trendu v poklesu hodnot ICso se zvySujici se teplotou oSetieni
nadorovych bunék. Hodnota ICsp pro 41 °C v porovnani s hodnotou ICso pro 37 °C klesla
zhruba 1,1x a pro 43 °C v porovnani s hodnotou pro 37 °C klesla zhruba 3,1x. Hodnota
ICso pro 43 °C v porovnani s hodnotou ICso pro 41 °C pak klesla zhruba 2,8x.
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Na zaklad¢ ziskanych vysledk lze konstatovat, Ze cytotoxickd ucinnost
studovanych komplexii stoupa se zvysujici se teplotou aplikovanou na bunéénou kulturu.
Pfi porovnani cytotoxicity obou latek pro teplotu 37 °C je patrna zhruba o 13,8 % vyssi
aktivita komplexu 1. Pro teplotu 41 °C jsou hodnoty ICso obou komplext zhruba stejné
(pomoci t-testu nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil). Pro teplotu 43 °C je opét
hodnota ICso komplexu 1 mensi nez hodnota ICso cCDDP a to zhruba o0 44,3 %. Pfi oSetieni
HeLa bunék komplexem 1 v kombinaci s hypertermii pii 43 °C bylo tedy dosazeno
nejvyssi cytotoxicity v uvedené kulture. Relativni chyba vSech méfeni se pohybovala
v rozmezi 1,4-7,9 %. U obou testovanych komplexti byla relativni chyba méteni nejvyssi

pro teplotu 43 °C.
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6. DISKUSE

Postup experimentu, ktery testoval vliv hypertermie na cytotoxicitu dvou
platinovych komplexti — cisplatiny a komplexu trans-[PtCl2(NHs)(1-methyl-7-azaindol)],
byl naplanovan na zékladé¢ tdaji ziskanych z odborné literatury a dale upraven

dle moZnosti technického zazemi testovaci laboratofe.

Jak jiz bylo feceno, pro testovani byla zvolena ¢cDDP, u které bylo dfive
potvrzeno zvyseni schopnosti ni¢it nddorové bunky pii kombinaci oSetfeni s hypertermii
(Baba a kol. 1989; Xu a Alberts 1988; Herman a kol. 1989; Akaboshi a kol. 1994; Ohno
a kol. 1994; Van Bree a kol. 2001). Postup celého experimentu byl nejprve optimalizovan
a proveden s pouzitim ¢cDDP. Pomoci zavedeného testu byl nasledné zkouman vliv
hypertermie na cytotoxickou aktivitu nového protinadorové ucinného komplexu
trans-[PtCl2(NHz)(1-methyl-7-azaindol)]. Tento komplex byl vybran, protoze byl
jiz dtive testovan v Laboratofi molekularni fyziky a farmakologie Univerzity Palackého
v Olomouci a bylo zjisténo, Ze i pfes to, ze je to derivat jinak klinicky neucinné

transplatiny, tak vykazuje protinddorovou ucinnost.

Rozsah koncentraci cDDP pro experimenty byl zvolen na zakladé informaci
uvedenych v publikaci Herman a kol. (1989), kteti testovali vliv cytotoxicity cDDP
a dalSich novych platinovych komplext na buiikkdch karcinomu prsu EMT6 a dosahli
pozitivnich vysledkii. Pfi tomto experimentu pouZili koncentrace léCiv 1-500 pM.

Pro srovnani byly totozné koncentrace pouzity také pii oSetfeni bunck komplexem 1.

Dale bylo pfi optimalizaci pracovniho postupu nezbytné stanovit testovaci
teploty a dobu expozice bunécné kultury témto teplotdm. V mnoha odbornych
publikacich, mj. Cohen a Robins 1987; Xu a Alberts 1988; Hermann a kol. 1989;
Akaboshi a kol. 1994; Ohno a kol. 1994 byla HT aplikovana po dobu jedné hodiny. Baba
a kol. 1989 vsak pouzili dobu ohfevu dvé hodiny a Van Bree a kol. 2001 dobu 70 minut.
Jelikoz pro HT po dobu jedné hodiny kombinovanou s plisobenim cDDP bylo
v uvedenych pracich dosazeno nejlepSich vysledkd, zvolili jsme tento druh oSetieni i pro
na§ experiment. Také teploty pouZit¢ pti HT se v rliznych publikacich li§i. VétSina
se pohybuje v rozmezi 40—44 °C (Cohen a Robins 1987; Xu a Alberts 1988; Baba a kol.
1989; Herman a kol. 1989; Akaboshi a kol. 1994; Ohno a kol. 1994; Van Bree a kol.
2001). Jelikoz teplota 44 °C je jiz hrani¢ni teplotou, kterou snaseji zdravé savci bunky
(Mallory a kol. 2016) ak selektivnimu poskozeni nadorovych bunék dochazi
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pfi teplotach nad 40 °C (Hildebrandt a kol. 2002; Wust a kol. 2002; Habash a kol. 2006;
Mallory a kol. 2016), byly pro nas experiment zvoleny teploty 41 °C a 43 °C. V nékterych
studiich (Cohen a Robins 1987; Xu a Alberts 1988; Herman a kol. 1989; Akaboshi a kol.
1994; Ohno akol. 1994) byla pouzita rovnéz kontrolni teplota 37 °C (tedy zhruba
fyziologicka teplota lidského téla), ktera byla v nasich experimentech také testovana,
aby bylo mozné porovnat piipadny rozdil aktivity studovanych sloucenin pii HT

a normalni teploté.

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.3 Hypertermie a protinddorova léciva,
Hildebrandt a kol. 2002 a Wust a kol. 2002 ve svych publikacich uvadéji, ze efektivita
synergického pisobeni HT a CT je ovlivnéna sekvenci aplikace HT a CT a dale dobou
mezi HT a CT. Cohen a Robins 1987; Baba a kol. 1989; Ohno a kol. 1994; Hildebrandt
a kol. 2002 a Issels 2008 ve svych odbornych clancich prezentuji, ze k nejvétsi
chemosensitizaci naddorovych bunék na vétSinu testovanych protinddorovych 1éciv
dochazi pti soucasné aplikaci HT a CT. Hildebrandtovi a kol. 2002 se rovnéz nejlépe
osvédCilo dodrzet co nejkrat$i Casové rozmezi mezi oSetfenim bunécné kultury
testovanou latkou a aplikaci zvySené teploty. Z tohoto diivodu byl v nasem experimentu

zvolen ohfev buné¢né kultury ihned po oSetfeni testovanym platinovym komplexem.

Vétsina autori (Cohen a Robins 1987; Xu a Alberts 1988; Baba a kol. 1989;
Herman a kol. 1989; Akaboshi a kol. 1994; Ohno a kol. 1994; Van Bree a kol. 2001)
pouzila k ohfevu bunééné kultury vodni lazen, kde cirkulovala voda a poZadovana teplota
byla kontrolovana pomoci teploméra. JelikoZ vSechny tyto studie jsou jiZ starSiho data
a Vv dnesni dobé jsou diky technickému pokroku bézné komeréné dostupné termobloky,
které efektivné udrzuji nastavenou teplotu, vybrali jsme pro experiment termoblok
Ultimate Dry Bath Incubator MC-01 series (Major Science, USA). Prostor pro ohiev
vzorkli mé¢l u tohoto termobloku piesné rozméry 96jamkové kultivacéni desky, ¢imz byla

zajiSténa homogenita ohfevu bunék ve vSech jamkach.

Z vysledki optimalizovanych experimenti na Hela bunkéch, které byly
provedeny v ramci této bakalaiské prace bylo potvrzeno, Ze se vzrustajici teplotou ohfevu
a zvysujici se koncentraci CDDP, roste cytotoxicita této latky. Obdobnych vysledki bylo
dosazeno také pro komplex 1. Byla tedy potvrzena naSe hypotéza, Ze také aktivita

této novée latky mize byt zvySena pii kombinaci s hypertermii.
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Ziskané udaje byly porovnany s vysledky obdobnych studii dostupnych
v odborné literatufe. Xu a Alberts (1988) uvadeji, ze pti vzristu teploty o 3 °C, klesa
hodnota ICsop cDDP zhruba 10x. Ohno a kol. (1994) pii pouziti stejného metalofarmaka
prokazali zhruba 4% nizsi hodnotu pro teplotu 41 °C nez pro teplotu 37 °C. V nasem
experimentu se hodnota ICsp se vzristajici teplotou zmensila ponékud méné. Tento rozdil
mohl byt zplisoben pouzitim rozdilnych bunécnych linii. V naSem experimentu byly
pouzity HeLa buiiky, zatimco Xu a Alberts (1988) provadé¢li testovani na buiikach
lidského ovarialniho adenokarcinomu UACC-66 a Ohno a kol. (1994) na mysi

leukemické bunééné linii L1210.

Krom¢ cisplatiny byly v nékterych studiich testovany také jiné platinové
komplexy, napt. karboplatina (Cohen a Robins 1987; Xu a Alberts 1988; Herman a kol.
1989) nebo iproplatina (Xu a Alberts 1988). Ve vSech vyse uvedenych studiich byl
prokézan synergicky uc¢inek hypertermie a danych komplexti. Xu a Alberts (1988)
srovnavali G¢innost hypertermie v kombinaci s cDDP, karboplatinou a iproplatinou
na burikach lidského ovarialniho adenokarcinomu UACC-66. Z jejich studie vyplyva,
prokazana rovnéz Hermanem a kol. (1989), ktery srovnaval cDDP a dalsi platinové
komplexy (karboplatinu; trans-Pt(NH3)2Clz; K2PtCls; KPt(NH3)Cls; [Pt(NH3)sCI]Cl;
[Pt(NHz)]Cl2).

Potenciace cytotoxického ptisobeni vlivem HT byla testovana také u platinovych
komplexil s trans geometrii. V praci Hermana a kol. (1989) bylo zjisténo, Ze komplex
trans-Pt(NH3)2Cl2 byl zhruba 7% vice cytotoxicky pii teploté 43 °C nez pii teploté 37 °C.
V naSem experimentu byla cytotoxicita komplexu 1 pifi 43 °C zhruba 3,1x vyssi

nez pii teploté 37 °C.
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7. ZAVER

V prvni ¢asti této bakalaiské prace byla popsana metalofarmaka a fyzikalni
faktory (svétlo, teplo a ionizujici zateni) ovlivitujici jejich Gc€inek. NejvEétsi pozornost
byla vénovana teplu — hypertermii (historii, typim, principim ohfevu, mechanismu),
hypertermii v kombinaci s protinadorovymi 1é¢ivy a klinickému vyuziti hypertermie.
Hlavnim cilem této prace bylo zkoumani vlivu hypertermie na cytotoxickou ucinnost
dvou platnatych  komplext —  metalofarmaka cisplatiny a  komplexu
trans-[PtCl2(NHz3)(1-methyl-7-azaindol)], ktery by v budoucnu mohl byt vhodnym
kandidatem pro kombinovanou 1écbu s pouzitim hypertermie. Cytotoxicita byla testovana
na HelLa buikach (bunky lidského adenokarcinomu dé€lozniho cipku) pii 37 °C
(fyziologicka teplota lidského organismu) a k vyvolani hypertermie byly pouzity teploty
41°Ca43°C.

Z obdrzenych vysledki vyplyva, Ze cytotoxicka aktivita obou testovanych
komplext byla ovlivnéna hypertermii. Bylo zjisténo, ze komplex trans-[PtCl2(NHz)(1-
methyl-7-azaindol)] je G¢innéj$i nez cisplatina a nejlepsich vysledkd bylo dosazeno
pii pouziti teploty 43 °C. Komplex trans-[PtClo(NHz)(1-methyl-7-azaindol)] by tedy

mohl byt déle testovan pro pouziti v multimodalni 1é¢bé.
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