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Cile prace

1. Na zakladé studia odborné literatury zpracovat reSersi na uvedené téma.

2. Osvojit si praci s liniemi lidskych nadorovych bunék v aseptickém prostiedi.

3. Studovat vliv nového komplexu ruthenia na linii bunék lidského triple negativniho
karcinomu prsu se zaméfenim na antiproliferativni a antiinvazni aktivitu.

4. Vysledky testovani diskutovat s daty dostupnymi pro dalsi komplexy kovu

v odborné literature.



1 Uvod

Rakovina se fadi mezi velmi nebezpecné choroby, které ohrozuji velkou ¢ast populace.
Pocet nové diagnostikovanych pacientd s malignim nadorem kazdoro¢né stoupa. Ackoliv
incidence zhoubnych nadora stale roste, mortalita se diky dynamicky se vyvijejicim
diagnostickym metodam a novym zptisobim 1é¢by nezvysuje. V Ceské republice je
rakovina prsu u Zen nejvice se vyskytujici nadorové onemocnéni, naopak u muzu je
nejvice zastoupena rakovina prostaty. S vyuzitim modernich diagnostickych metod
a nasledné¢ vhodné zvolené 1écby (chirurgickd 1écba, chemoterapie, radioterapie,
hormonalni 1écba, biologicka 1écba atd.) se Sance na uzdraveni pacienta mnohonasobné
zvysuje.

Jednim z nejhure 1éCitelnych podtypa rakoviny prsu je triple negativni karcinom prsu
(TNBC). U tohoto typu karcinomu jsou moznosti 1é¢by limitované. Ackoliv mohou
pacientky pozitivné reagovat na radiacni terapii nebo chemoterapii s vyuzitim cytostatik,
neexistuje prozatim naprosto specificka 1écba. Z divodu nedostatku molekularnich cilt
a Spatné progndzy u pacientek trpicich timto onemocnénim, je dilezité se zaméfit na
zlepSeni a vyvoj terapie pro tento typ rakoviny.

V soucasné dobé€ se k 16¢bé rakoviny prsu pouzivaji mimo jiné 1éky na bazi platiny.
Nejznaméjsim z nich je cis-diammindichloroplatnaty komplex (cDDP), 1épe zndmy jako
cisplatina. Prestoze je cisplatina jednim z nejucinnéjsich a nejdéle pouzivanych 1éCiv pii
1écbé zhoubnych nadora prsu, byly u mnoha pacientt zjistény vedlejsi ucinky a rozvoj
chemorezistence. Ackoliv jsou cisplatina a jeji derivaty velmi vyuzivanymi cytostatiky,
doslo v pribéehu let k zaméfeni na jiné 1éCebné prostredky, které by mohly prekonat jak
vedlejsi ucinky, které maji negativni dopad na zdravi pacienta, tak i pfipadnou rezistenci
bunék k 1éciviim na bazi platiny.

Kromé komplext platiny se tak dostavaji do poptedi komplexy dalsich tézkych kovi,
mezi nimiz maji dulezité postaveni komplexy ruthenia. Nékteré z nich jsou ve fazi
klinickych testd pro vyuziti v protinadorové terapii jako nova cytostatika. Dalsi latky jsou
navrhovany, syntetizovany a intenzivné zkoumany. Bylo popsano hned nekolik
mechanisma biologického uc¢inku pro rdzné rutheniové komplexy, kdy tyto latky
vykazovaly také mensi nezadouci vedlejsi Gcinky ve srovnani s cisplatinou a byly
schopné prekonavat rezistenci bunék vici platinovym lécivam.

V ramci experimentalni ¢asti pfedkladané prace byl testovan vliv nového dichloro

komplexu ruthenia sligandem 2-amino-4-(3-pyridinyl)-4H-benzo[h]chromen-3-



karbonitrilem na antiproliferativni aktivitu, adherenci a invazivitu triple negativni
bunééné linie karcinomu prsu MDA-MB-231. Tento komplex se v piedchozich
experimentech jevil jako slibny kandidat pro pouziti v protinadorové terapii. Schmitt et
al., (2018) pti testovani na celém panelu lidskych nadorovych bunék zjistili, ze tento
komplex vykazuje vysokou antiproliferativni aktivitu. Pro porovndni byly vSechny

experimenty v této praci provedeny také s klinicky vyuzivanou cisplatinou.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Nadorové onemocnéni

Podstatou nadorového onemocnéni je nekontrolovany rast bunék, ktery vede ke vzniku
karcinomu. Karcinomy Ize rozd€lit do dvou typt: maligni a benigni. Maligni karcinom je
obzvlast nebezpecny z divodu moznosti jeho Sifeni do okolnich tkani, kde se mohou
zakladat druhotna loZiska, tzv. metastdzy. Sifeni probiha skrze krevni feGistd nebo
lymfaticky systém. Pro tento typ karcinomu je dulezité, aby byla 1éCba nasazena co
nejdiive a predeslo se tak dal§imu Sifeni. Neni podminkou, ze kazdé zmnozeni bunék
vede k tvorbé maligniho karcinomu. V lidském organismu se miZze vyskytnout taktéz
benigni karcinom, ktery je v ristu omezen, nesifi se do okolnich tkani a nema na zdravi
pacienta takovy vliv jako tomu je u malignich karcinomu (Patel, 2020).

Znaky, které popisuji maligni chovdni nddoru, charakterizovali Hanahan
& Weinberg v roce 2000. Mezi tyto faktory zaradili nezavislost nddorovych bunék na
normalnich rastovych faktorech (sobéstacnost v produkci rastovych signald). Dale
necitlivost nadorovych bunék k signalim zastavujicim bunéény cyklus, vyhybani
nadorovych bun¢k apoptoze, indukci angiogeneze (novotvorba cév umoziiuje zasobovani
nddoru zivinami a kyslikem) nadorovymi buikami, uchovéavani délky telomer
(neomezeny replikacni potencial), schopnost nadorovych bunék vytvofit v jinych ¢astech
organismu druhotna nadorova loziska, tzv. metastizy (Hanahan & Weinberg, 2000;
Nenclares & Harrington, 2020). O jedenact let pozdé€ji stejni autofi aktualizovali tyto
poznatky stim, ze knim pfidali jesté dal§i Ctyfi znaky. Jednd se o deregulaci
energetického metabolismu, vyhybani se reakcim imunitniho systému, zanét a genomova

nestabilita. (Hanahan & Weinberg, 2011; Nenclares & Harrington, 2020).

2.1.1 Metastaticka kaskada

Pojem metastdza je odvozen z feckého slova meta, coz znamena dalsi a slova szatis, coz
znamena umisténi. Toto trefné oznaceni také velmi dobfe vystihuje samotny proces
metastazovani, pii kterém se buriky z primarniho nadoru §ifi do jinych organt (Obr. 1).
Jedna se o nékolikastupniovy proces, jehoz vysledkem je tvorba metastiz. Prave
metastazy jsou cCastym divodem umrti pacientek s diagnostikovanym malignim
karcinomem prsu. Metastazovani do konkrétnich organt neni nahodné. Jedna se o cileny
proces, fizeny ziejmé skrze expresi chemokinovych receptorti nadorovymi butikami. Tyto

receptory by buiikam s nejvétsi pravdépodobnosti mély umoznit nalezeni vhodné tkané
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pro jejich rozvoj (Talmadge & Fidler, 2010; Retsas, 2017). Predpokladem kazdé buriky,
ktera se muze oddélit od primarniho povrchu a tvofit v urCitém misté metastazy, jsou
predevs§im znaky jako schopnost motility, invaze a kolonizace sekunddrniho mista

Vv organismu.

Buiiky primarniho nadoru

Epitelialni bunky—>
Bazalni membrina - S——— ° g 00% e — Sekundarni organ
([ )P
@ ® o
Stroma e O S =2 ) Invaze  ypetastaze
o 0 o \ |
o 0
()
—. ‘—-,7“\ — == =
Endotelialni buiiky )~ | (@)1 9) ‘o) <———-i’EXtravazace Kolonizace
o : P — /. Lo = -1 o

Krevni céva Intravazace

Obr. 1: Schématické znazornéni metastatické kaskady. Na zacatku dochazi k EMT prechodu
bun¢k do mezenchymalniho fenotypu. V dal§im kroku dochazi k invazi bun¢k pies bazalni
membranu a interakci s ECM. Poté nasleduje intravazace bunék do krevni cévy. Krevni cévou
putuji k cillovym organum a opoustéji krevni fecisté (extravazace). Sekundarni orgdny jsou
kolonizovany za vzniku metastdz (Upraveno podle Novikov et al., 2021; Bergers & Fendt, 2021).

Kli¢ovym krokem pro pfeménu nddorovych bunék schopnych se oddélit od povrchu,
invadovat a tvofit metastazy je epitelialné-mezenchymalni prechod (EMT). Jedna se
o prechodny proces, pii némz butiky ztraceji svou epitelialni organizaci a pfemenuji se
do mezenchymdlniho fenotypu. EMT nadorovych bunék zahrnuje nékolik
charakteristickych znakt. Jednim z nich je snizeni nebo ztrata epitelialniho spojovaciho
proteinu E-kadherinu. E-kadherin se pfi EMT translokuje z membran do jader a je
nahrazen N-kadherinem. Exprese N-kadherinu vede k modifikaci cytoskeletu bunék.
Tyto zmény umoziuji burikam jejich oddéleni od primarniho nadoru. EMT mize byt
indukovan nékolika faktory (napf. integriny, hepatocytarni rastovy faktor, epidermalni
rastovy faktor nebo transformacni rastovy faktor B) (van Zijl et al., 2011; Gao et al., 2018,;
Eslami-S et al., 2020).

Dal§im krokem v kaskadé je invaze, kdy nadorové buriky z priméarniho nadoru
pronikaji lokaln€ skrze extracelularni matrix (ECM) do okolnich tkani. Invazivni
schopnost buné€k je ovlivnéna vyssi expresi proteas, které se podili na §tépeni ECM. Timto

se mohou buriky dostat do bazalni membrany az do stromatu. Buriky stromatu mohou



navic zvySovat jejich agresivni potencial a tim se podilet na zvySeni jejich migracni
a invazni aktivity. Dale nasleduje proces intravazace, coz je krok, ktery oznacuje
pronikani nadorovych bunék pfes bazalni membranu krevnich cév az do krevniho feciste
a tim tak do vzdalenych organt at’ uz individualn€ nebo ve shlucich. V této Casti nasleduje
interakce s epitelialnimi buiikami, ¢imz dojde k tvorbé volné vazby a nasledné vazby
pevné mezi nadorovou buiikou a buiikami v epitelu. Tvorby pevnéjSich vazeb se zicCastni
adhezivni molekuly (hlavné E-selektin). Samotna adheze nadorovych bunék je
zprostiedkovana integriny. Jedna se o skupinu bunécnych receptort, které jsou
zodpoveédné za uvolnéni nadorovych bunek od endotelialnich bunék, vazbu bunék k ECM
a prenos signalti mezi vnéj§im prostiedim a burikou (Welch & Hurst, 2019; Hofmanova,
2013).

Potom, co je vytvofena pevna vazba, iniciuji nadorové bunky tzv. diapedézu cili
prostup endotelem. Poslednim krokem je extravazace neboli prekonani bariéry stény cév
andsledny prostup pies bazalni membranu v nové tkani. Nadorové buiiky se v nové tkani
uchyti a zacnou se délit. Dochazi k degradaci tkané a proteolyticka aktivita je naruSena
(lysozomalni a serinové protedsy, metaloproteinasy), ¢imz je umoznén nadorovy rust
a tvorba mikrometastaz. Bunky znovu zahajuji proces proliferace, ¢imz dojde ke vzniku
makroskopicky detekovatelnych metastdz a v konecném diusledkd k metastatické
kolonizaci. Ta muze trvat nékolik mésici ¢i let (Valastyan & Weinberg, 2011;

Kovarikova et al., 2014).

2.1.2 Invazivita a migrace nadorovych bunék

Nédorové buiiky jsou charakteristické jejich moznosti adaptace na podminky vné&jsiho
prostredi. Kazda nadorova burika prochazi cyklickym procesem zvanym invazivita. Jedna
se o jeden z dulezitych znakt metastatické kaskady. Invaze zahrnuje nékolik nezbytnych
znakll: zménu tvaru nadorovych bunék, prechod bunék nékolika morfologickymi typy
a migraci nadorovych bunék z primarniho nadoru pres ECM do okolnich tkani (Friedl
& Wolf, 2010; Friedl & Alexander, 2011). Burika miZze migrovat bud’ samostatné€ nebo
naopak kolektivné. V prvnim ptfipadé burika neinteraguje s okolnimi butikami a schopnost
mezibunéné komunikace chybi. Ve skupiné bunék dochazi k jejich interakci a adhezi
(Friedl & Wolf, 2010).

Lze rozlisit né€kolik typa schopnosti migrace nadorovych bunék skrze ECM. Prvnim
zpusobem migrace bunék je jejich protlaceni pies ECM (1) améboidnim pohybem bez
proteolytického stépeni ECM (Wolf et al., 2003). Améboidni buiiky se pohybuji pres
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ECM tak, ze se prizpusobuji jejich tvarem a protlacuji se vytvorenymi tkanovymi
mezerami. Migrace bunék je zprosttedkovana kontrakei kortikalniho aktinomyosinového
cytoskeletu ¢i nizkou adhezni silou (Friedl et al., 2001). Tento pohyb bunék je
charakteristicky pro leukémie, lymfomy ¢i malobunécny karcinom plic (mohou byt taktéz
zachyceny u jinych typt nadorti). Améboidni migrace se vyskytuje spiSe u bunék s nizkou
hustotou ECM (Wolf er al., 2003; Madsen & Sahai, 2010).

Dalsim zptisobem migrace bunék je (2) mezenchymalni pohyb pies ECM skrze diry,
které tvori nadorové buiky. Tento pohyb je zavisly na degradaci ECM s vyuzitim
metaloproteinds. Mezenchymalni migrace se vyskytuje spiSe u bun¢k s vyssi hustotou
ECM. Vys$si hustota je zprostfedkovana vnimanim fokalnich adhezi pfes integriny nebo
proteiny jako fibronektin, vinculin, talin. Tento typ je charakteristicky pro sarkomy
mekkych tkani nebo se vyskytuje u nadort pojivych tkani (Wolf et al., 2007; Sabeh et al.,
2009; Friedl & Alexander, 2011).

Dalsim zpisobem migrace bun€k je (3) kolektivni pohyb. Tento pohyb zahrnuje
dlouhodobou adhezi nékolika buné€k (tzv. nasledné buriky) s vedoucimi butikami (Ilina
& Friedl, 2009). Kolektivni pohyb je odlisny v zavislosti na typu buriky ¢i napadané
tkanové strukture (Friedl & Gilmour, 2009). Existuji dva hlavni typy kolektivniho
pohybu. Prvni z nich zahrnuje Siroké fetézce bunck, které jsou ovladany nékolika
vedoucimi buitkami. Druhy z nich zahrnuje linedrni mnohobunécné fetézce bunék, které
jsou ovladany jednou ¢i dvéma vedoucimi buiikami. Jedna se o nejpomalejsi zptisob
pohybu nadorovych bunék (Weigelin et al., 2012). V nékterych ptipadech se muze
vyskytnout (4) vicebunécné proudéni, které je charakterizovano malo adherentnimi nebo

neadherentnimi bunikami, které putuji stejnym smerem (Friedl & Alexander, 2011).

2.2 Rakovina prsu

Rakovina prsu je jednim z nej¢astéji diagnostikovanych malignich onemocnéni na celém
sveéte, jimz trpi priblizné 12 % zen. Z hlediska dmrtnosti se rakovina prsu fadi celkové na
5. misto ve svéte¢ (Ferlay er al., 2015). S vyuzitim modernich diagnostickych
metod a nasledné vhodné I1écby (chirurgickd 1écba, chemoterapie, radioterapie,
hormonalni 1écba, biologicka 1écba) se Sance na uzdraveni pacientek mnohonasobné
zvysuje.

Mezi mozné rizikové faktory tohoto onemocnéni se fadi genové mutace (v pripadé
rakoviny prsu se jednd o mutaci genu BRCAI1 (breast cancerl) a BRCA2 (breast

cancer2)). Dale pozdni nastup klimakteria (po 55. roce zivota), brzky vék menarché (pred
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11. rokem zivota), vék pacientky, pfipadn€ nadmérné uzivani alkoholu, koufeni a obezita.
Naopak jako prevence tohoto maligniho onemocnéni je brano kojeni, porod, ¢i fyzicka
aktivita (Momenimovahed & Salehiniya, 2019). Uvadi se, ze pouze 5-10 %
diagnostikovanych pfipadi rakoviny prsu je pfidruzeno s genovou predispozici. Ostatni
rizikové faktory maji vliv na vznik 90-95 % nov¢ diagnostikovych piipadia rakoviny prsu.
(Castell6 et al., 2015).

Diagnostika rakoviny prsu byva obtizna, protoze zeny byvaji v pocatcich zcela bez
symptomu. Konecny verdikt se potvrzuje na zakladé laboratorniho vysetfeni. VEasna
diagnostika onemocnéni a pravidelné monitorovani stavu jsou jedny z hlavnich
predpokladii pro uspésnou lécbu. K diagnostice rakoviny jsou vyuzivany nadorové
markery, které u rakoviny prsu umoziuji navrzeni u¢inného 1écebného pftistupu, ptipadné
se mohou vyuzit k hodnoceni stavu onemocnéni po nastoleni 1éCby nebo detekci
metastdz. Mezi nddorové markery, které jsou produkovany rakovinnymi burikami
a umoznuji detekci rakoviny prsu patii: CA 15-3 (nddorovy antigen), CA 27-29, CEA
(karcinoembryonalni antigen), TPA (tkanovy polypeptidovy antigen), ER (estrogenovy
receptor), PR (progesteronovy receptor), HER2 (lidsky epidermdlni receptor 2) a Ki-67
(Zaha, 2014; Kabel, 2017).

2.2.1 Typy karcinomu prsu

Na zaklade profilu genové exprese byly charakterizovany tfi zakladni typy nadorového
onemocnéni prsu. Jedna se o nadory luminalni, které zahrnuji pfitomnost hormonalnich
receptori v buiice. Patfi sem receptory hormont exprimujicich estrogeny (ER)
a receptory hormont exprimujicich progesterony (PR). Déle nelumindlni typ —tzv. HER2
typ (buriky exprimujici lidsky epidermdlni receptor 2). Tfetim typem jsou nadory bazalni,
které zahrnuji triple negativni nadory a vyznacuji se negativitou vSech tfi receptort

(ER-, PR-, HER2-) (Obr. 2) (Barzaman et al., 2020).



Bazalni

Luminalni A

ER-, PR-, HER2-

ER+, PR+, HER2

Luminalni B

R+, PR+, HER2+/ | ER-, PR-, HER2+

ER-, PR-

Obr. 2: Schématické znazoméni ruznych typu rakoviny prsu. Oranzoveé a zluté ¢tverce zobrazuji
typy rakoviny prsu na zaklad¢ exprese ER/PR, pozitivni v oranZzovém c¢tverci (Luminalni
A, Lumindlni B) a negativni (HER2+, bazdlni) ve zlutém G&tverci. Sedy obdélnik uprostied
zobrazuje pfitomnost HER2+ v Lumindlnim B typu a HER2+ typu (upraveno podle Sandhu et
al., 2010).

Luminalni typ je rozdélen do dvou podtypt luminalniho A a luminalniho B. Vyskyt
ER a PR hormonalnich receptori ovliviiuje vytvofeny karcinom, ktery je na jejich
pritomnosti zavisly. Karcinomy s pfitomnosti ER a PR receptorti jsou 1éceny hormonalné
a u zen se jedna o nejvice se vyskytujici typ. Zahrnuje piiblizné 60-70 %
diagnostikovanych pfipadd (Sandhu et al., 2010; Hamdan et al., 2019; Barzaman et al.,
2020). Obecné lze fict, ze oba podtypy (jak luminalni A, tak luminalni
B) jsou méné¢ agresivni a maji lepsi progndzu (priblizné 80-85% pfeziti), nez je tomu
u HER2 a TNBC typu. To, Ze je u pacientek s uvedenym typem nddoru velké procento
preziti, je dano dostupnosti G¢inné terapie ve forme antiestrogenové 1écby — tamoxifen.
Jednd se o blokdtor estrogenu, ktery pii vazbé na estrogenni receptory blokuje tcinek
estrogennich hormont, coz v kone¢ném disledki vede ke zmenseni nadoru. Déle se
vyuziva letrozol, anastrazol a exemestan, jez taktéz eliminuji produkci estrogenu inhibici
aromatasy, ktera hraje dulezitou roli v biosyntéze estrogenu. Inhibici tohoto enzymu,

dochazi k omezeni vzniku hormonu estrogenu, kterého je tak méné pro stimulaci rustu



bunék karcinomu (Osborne & Tripathy, 2005; Sandhu ef al., 2010; Reinert & Barrios,
2015).

Dalsim typem je transmembranovy protein HER2, ktery je ¢lenem rodiny receptort
epidermalniho rastového faktoru (EGFR) s tyrosinkinasovou aktivitou. Proteiny
epidermalniho rastového faktoru jsou znamé regulaci bunéCnych procesu, jako je
diferenciace nebo proliferace (Wagner et al., 2013; Sun et al., 2017). Vysoka exprese
HER?2 receptoru je spojena s agresivnim bujenim bunék. Tento typ rakoviny postihuje az
30 % zen a je spojen s obtizn€jSim prubéhem 1éCby a vyssim rizikem tvorby metastdz.
Jak jiz bylo zminéno, tento typ ma horsi prognézu (pfiblizné 50-60% preziti). V dnesni
dobé jsou pacientky pozitivni na HER2 léCeny monoklondlnimi protilatkami—
trastuzumabem a pertuzumabem, které se vazou na rizné domény receptoru HER2
a inhibuji rast nadorovych bunék (Slamon et al., 1987; Ross et al., 2009; Sandhu et al.,
2010). Dale inhibitorem domén tyrosinkinasy HER2 — lapatinibem, ktery cili na HER2
receptory, ¢imz zpomaluje nebo zastavuje rist nadorovych bunek (Ross et al., 2009;

Opdam et al., 2012).

2.2.2 Triple negativni karcinom prsu

Tretim typem rakovinového onemocnéni prsu jsou nddory bazalni, které zahrnuji TNBC.
Bazélni nddory se vyskytuji priblizné u 15-20 % Zen a jsou spojeny se §patnou prognozou
(Foulkes & Reis-Filho, 2010; Sandhu et al., 2010). Z hlediska problematiky feSené v této
praci se jedna o nejdulezitéjsi typ, jelikoz pravé na bunkach odvozenych od tohoto typu
nddoru byla sledovana ucinnost rutheniového komplexu vybraného pro experimentdlni
cast. TNBC se vyznaCuje negativitou vSech tii receptori (ER, PR a HER2 receptoru).
Bylo zjisténo, ze diagn6za TNBC je spojena s vys$im rizikem umrtnosti na rozdil od
ostatnich typt karcinomu prsu hlavné proto, ze tento typ karcinomu je agresivnéjsi. Triple
negativni karcinomy jsou zvlasté nebezpecné, protoze u nich dochézi k metastazovani do
jinych organd, nejvice do mozku a plic. U tohoto typu karcinomu jsou moznosti 1éCby
limitované. Ackoliv pacientky mohou pozitivné reagovat na radiani terapii nebo
chemoterapii s vyuzitim cytostatik, neexistuje prozatim specificka 1écba (Dent et al.,
2009). Vyvojem efektivni 1€Cby se tedy v soucasné dobé zabyva mnoho védcu a l1ékaiu.
Pro tento typ nadoru neexistuje specificka 1éCba zejména kvili heterogenité
onemocnéni a nedostatku presné urCenych molekularnich cila. Tento typ onemocnéni
byva Castéji diagnostikovan u mladsich pacientek a také u zen prevazné afroamerického

ptvodu (Morris et al., 2007; Lehmann et al., 2011). Ackoliv maji pacientky s TNBC vyssi
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miru klinické odpovédi na neadjuvantni chemoterapii, presto maji horsi prognozu preziti.
Priblizn€ 30 % zen pieziva zhruba po dobu 5 let (Dent et al., 2007). Jednim z dalSich
poznatkq, ktery byl pfi identifikaci TNBC zjistén, byla Casta diagnostika TNBC (az 70 %
nové diagnostikovanych pfipadi) u pacientek nesoucich mutaci BRCA1. BRCAL1 se
zapojuje do regulace bunécného cyklu a taktéz hraje roli pii opravé dvoufetézcovych
zlomu a tim pfi udrZeni stability DNA. U karcinomt s mutaci BRCA2 genu bylo zjisténo,
ze 16-23 % karcinomt jsou TNBC (Perou et al., 2000; D’Andrea & Grompe, 2003;
Haffty et al., 2006; Stevens et al., 2013). V soucasné dobé probihaji klinické studie,
zabyvajici se vyuzitim enzymu poly (ADP-ribosa) polymerasy (PARP) (napt. olaparib)
v 1écbé TNBC, zejména v kombinované terapii s dalSimi latkami. PARP by mohla
predstavovat piinos z hlediska terapie TNBC pii zjisténé mutaci BRCA1 nebo BRCA2.
PARP maji dulezitou funkci pfi oprave jednofetézcovych zlomi DNA mechanismem
ndhrady jednotlivych bdzi (BER = base excision repair). Inhibitory PARP by mély
zabranit opravam DNA nadorovych bunék, coz v kone¢ném dusledku vede ke zvySeni
citlivosti bunék TNBC na chemoterapeutika. V soucasné dobé probiha celkem 15
klinickych studif s olaparibem pro 1é¢bu TNBC (Rouleau et al., 2010; Sonnenblick et al.,
2015; Hwang et al., 2019).

Pro porozuméni TNBC se Lehmann et al., (2011) pokusili analyzovat profily genové
exprese pacientl s diagnostikovanym triple negativnim karcinomem prsu, pfi¢emz se jim
povedlo identifikovat sedm podtypt TNBC. Jedna se podtyp bazélni 1 (BL1), bazélni 2
(BL2), mesenchymalni (M), mesenchymalni kmenové bunky (MSL), luminalni
androgenni receptor (LAR), imunomodulacni (IM) a nestabilni (UNS). Kazdy z téchto
podtypt je charakterizovan rozdilnymi molekularnimi zménami, coz maze souviset s tim,
ze ruzné podtypy mohou mit odliSnou terapeutickou odpoveéd vici cilené 1écbé. Profil
BL1 podtypu je tvofen geny zapojujicimi se do regulace bunécného cyklu, bunééného
déleni a reakce na poskozeni DNA. BL2 podtyp je charakterizovan expresi genu
zapojenych do signalizace rustového faktoru. IM podtyp zahrnuje geny imunitnich bunék
a signalizace cytokini (Lehmann et al., 2011; Kalimutho et al., 2015; Bareche et al.,
2018; Garrido-Castro et al., 2019). M a MSL (kmenové buriky) podtypy jsou zapojené
do procesu EMT, coz je dulezity proces pro epitelialni buriky, ktery buikam bé&hem
embryonalniho vyvoje organismu potazmo vyvoje v dospélosti, umozni zmeénit jejich
fenotyp a migrovat. Z hlediska nadorového onemocnéni to souvisi s progresivitou nador,
kdy EMT vede k uvolnéni bunék z primarniho nddoru, které se pak mohou S§ifit v rdmci

organismu (Arumugam et al., 2009; Thiery et al., 2009). MSL kromé¢ toho byvaji Casto
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spojovany s procesem angiogeneze a signalizace rustového faktoru. LAR podtyp je
spojen se stimulaci nebo potlatenim bunécné proliferace v zdvislosti na aktivovanych
signdlnich drdhach. Ackoliv byly jednotlivé podtypy dobie charakterizovany, ani jeden
podtyp se zatim neosvedc¢il jako vhodny kandidat pro potencionalni cilenou lécbu TNBC

(Gerratana et al., 2018; Garrido-Castro et al., 2019).

2.2.3 Lécba triple negativniho karcinomu prsu

Pro moznou cilenou terapeutickou 1é¢bu TNBC byly studovany receptory jako: receptor
rastového faktoru fibroblasti (FGFR), vaskularni endotelialni rustovy faktor (VEGFR)
a epidermalni rastovy faktor (EGFR). Ty by mohly fungovat jako potencialni cile pfi
vyvoji novych 1€kl za ucelem presné definované 1écby pacientek s diagnostikou TNBC
(Hwang et al., 2019).

FGFR by mél byt zodpovédny za zakladni regulacni procesy v buiice (proliferace,
migrace, diferenciace) vedouci krastu nadoru. Vramci predklinické studie na
xenoimplantdtovych mysich modelech, kde byl pouzit lucitanib (inhibitor FGFR)
v kombinaci s paclitaxelem, byla zjisténa vyznamna regrese tumoru. To by mohl byt
jeden z dukazi, ktery oznacuje FGFR jako potencionalni cil 1é¢by TNBC. V klinické
praxi prozatim nebyly tyto poznatky zhodnoceny (Bello et al., 2013; Hwang et al., 2019).

VEGFR hraje vyznamnou roli v procesu zvaném vaskularizace. Procesem
vaskularizace se rozumi vznik cév v tkani, coz je dulezité pfi vyvoji tkani a organu
v normalnim stavu. Nicméné pfi rastu nadort ma vaskularizace vyznam negativni, a to,
ze zajiStuje vyzivu nadorovych bun€k. Tvorba novych cév vyrazné prispiva
k metastatickym a proliferativnim vlastnostem TNBC. Jak uz bylo zminéno, obezita je
jeden z faktort, ktery muze zapfiCinit vznik nadorového onemocnéni prsu. V ramci
provedenych experimentalnich testi vykazovaly obézni mysSi vys$si hladinu VEGFR
v séru ve srovnani s neobéznimi mySmi (Miyazawa-Hoshimoto et al., 2005). Testy
provedené u zen prokéazaly, ze hladina VEGFR byla vyrazné vyss§i u zen s TNBC ve
srovnani se zdravou populaci (piiblizné€ 54 % vs. 23 %) (Tang et al., 2009; Elkashif et al.,
2018; Hwang et al., 2019). Nékolik klinickych studii se zabyvalo studiem bevacizumabu
(monoklondlni protilatka zacilena na VEGFR) u pacientek s TNBC. Vysledky vsak
nebyly dostatecné presvédc¢ivé a nebyly prokazany terapeutické vyhody bevacizumabu
v adjuvantni 1éCbé ani v neoadjuvantni 1écb€. Kvili nesrovnalostem v terapeutickém

pfinosu bevacizumabu bylo pivodni schvaleni Ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv
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(Food and Drug Administration) v roce 2008 pro pouziti tohoto l1é¢iva v roce 2010
zruSeno (Hwang et al., 2019).

EGEFR se podili na proliferaci a progresi riznych typt nadorovych bunék. U receptoru
EGFR bylo zjisténo, ze existuje korelace mezi jeho expresi a TNBC. Vyssi exprese EGFR
se objevuje piiblizné u 40-90 % pacientek s diagnostikovanym TNBC a casto
u karcinomu prsu souvisejicim s mutaci BRCA1. Nadmérnou expresi se rozumi vysoky
pocet kopii genu EGFR, nikoliv jeho mutace (Park ef al., 2014; Hwang et al., 2019).
Ackoliv se EGFR zpoc¢atku ukazal jako vhodny terapeuticky cil pro 1é¢bu TNBC, tak
vysledné klinické studie ukazaly, ze u pacientek s TNBC casto dochazelo k vyskytu
recidivy a velka Cast pacientek nereagovala na tuto 1é¢bu (Corkery et al., 2009). Pro 1écbu
TNBC doposud nebyla schvalena zadna IéCiva, kterd by cilila na EGFR. Podle
dostupnych webovych strdnek Nédrodniho institutu zdravi (www.clinicaltrials.gov) je
v soucasné dobé nékolik inhibitori EGFR ve fazi klinickych testd (napf. afatinnib,
dasatinib) (Li et al., 2008; Qian et al., 2017; Hwang et al., 2019).

Slibnym pfistupem pro 1é¢bu TNBC muze byt také imunoterapie (podani protilatek
pembrolizumab nebo atezolizumab v klinické studii I pfineslo pozitivni vysledky
u 19-33 % pacientek s TNBC). Kromé imunoterapie by mohl byt potencionalnim cilem
molekularni chaperon HSP90 (Heat shock protein 90), jehoz inhibice by mohla ovlivnit
razné signalni drahy zapojené do progrese nadoru (Cheng et al., 2012).

Nérodni onkologicky institut (National Comprehensive Cancer Network) v roce 2017
uvedl, ze na zakladé dostupnych studii o 1écbé TNBC je doporuceno zaméfit se na
systémovou adjuvantni 1écbu pacientek s TNBC, nebot’ pfima cilena Iécba neni prozatim
k dispozici. Evropska spolecnost pro 1ékatskou onkologii (European Society for Medical
Oncology) doporucuje pouziti karboplatiny, stejné tak jako uziti antracyklinll a taxant.
V piipadé¢ diagnostiky TNBC u pacientek nesoucich soufasné¢ mutaci BRCA se
doporucuje podavani inhibitort PARP (olaparib - schvilen v roce 2018) (Le & Gelmon,
2018).

2.3 Cisplatina v terapii nadorovych onemocnéni

K lécbé rakoviny prsu jsou také Casto vyuzivany léky na bazi platiny. Nejznaméj§im
z nich je cis-diammindichloroplatnaty komplex, 1épe zndmy jako cisplatina (Lebwohl
& Canetta, 1998). Podstatou biologického ucinku tohoto 1éCiva je vytvoreni aduktli na
DNA. Tyto adukty mohou zpusobit strukturalni zmény DNA, po jejichZ rozpoznani na
né burika reaguje, a pokud nejsou opraveny, muze dojit k smrti bunky napf. apoptozou.
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Ackoliv je cisplatina nejuinnéj§im a nejdéle pouzivanym Iéc¢ivem pii 1écbe
zhoubnych nadort, byly u mnoha pacientu zjistény vedlejsi uCinky. Mezi nejvice se
vyskytujici byly zafazeny nefrotoxicita (porucha funkce ledvin), ototoxicita (zhorSeni
sluchu), hepatotoxicita (porucha funkce jater) a neurotoxicita (porucha funkce nervi).
Dale se objevovaly nepfiznivé uCinky jako zvraceni, padani vlast, chudokrevnost
a alergické reakce. Lécba cisplatinou mize mit u pacientek dalsi negativni nasledky jako
je rozvoj chemorezistence nadorovych bunek (Koberle ez al., 2010; Dasari & Tchounwou,
2014; Manohar & Leung, 2018).

Kromé 1éCby rakoviny prsu je cisplatina vyuzivana také v ramci 1écby Siroké skaly
dalsich typt rakovin (napf. rakovina plic, varlat nebo vajecniktl) (Ghosh, 2019). Uvadi
se, ze terapii spojenou s podavanim cisplatiny vyuziva az 50 % pacientek po celém svété
(Galanski et al., 2005). Postupem casu byly od cisplatiny odvozeny jeji derivaty, které
byly taktéz testovany v ramci klinickych studii.

Cisplatina je anorganickd molekula. Na centrdlni atom platiny (ox. stav II) jsou
navazany dva atomy chloru a dvé aminové skupiny (Obr. 3). Odstupujici chloridové
ligandy umoziuji tomuto komplexu platiny v kone¢ném disledku vytvaret vazby s DNA.
Amino skupiny jsou naopak na centralni atom platiny velmi siln€ navazany a neodstupuji
(Goodsell, 2006). Cisplatina byla poprvé syntetizovadna v roce 1845 italskym chemikem
Michelem Peyronem. Jeji biologické vlastnosti zastaly skryty az do roku 1965, kdy je
pomohl objasnit experiment amerického biofyzika Dr. Barnetta Rosenberga. Ten
zkoumal vliv elektrického pole na riist bakterii Escherichia coli. Do nadobky s bakteriemi
a zivnym meédiem obsahujicim amonné soli umistil platinové elektrody. Po pfipojeni
zdroje napéti na elektrody se bakterialni bunky prestaly de€lit, avSak bez inhibice jejich
rastu. V konecném dusledku doslo ke vzniku dlouhych filament pfi rastu bakterii. Pozdgji
bylo zji§téno, ze béhem elektrolyzy probihajici na platinovych elektrodach vznikaly
slouCeniny platiny, které byly zodpoveédné za filamentdzni rast bakterii (Rosenberg et al.,

1965; Trimmer & Essigmann, 1999).

Cl___NH;

Pt
Cl~ TSNH;

Obr. 3: Chemicka struktura cisplatiny (pfevzato z Dai et al., 2017).
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O par let pozd¢ji byly zahajeny predklinické farmakologické a toxikologické testy na
modelu mysi (Schaeppi et al., 1973). Diky pozitivnim vysledkim ziskanym
z predchozich experimentt, byla platinova sloucenina cisplatina schvalena v roce 1978
Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) jako protinadorové 1é¢ivo (Kelland, 2007).
Utinnost tohoto komplexu vedla v pribéhu let k syntéze derivatd cisplatiny i dalsich
platinovych sloucenin, které byly a jsou i v soucasné dob¢ taktéz intenzivné testovany

(Dasari & Tchounwou, 2014).

2.3.1 Vstup cisplatiny do bunék

Po objeveni pozitivniho Gcinku v 1é¢bé riznych typa rakovin, se pozornost zamérila na
vyzkum mechanismu pusobeni tohoto protinadorového 1éciva. Prvnim krokem samotné
aplikace cisplatiny je jeji intravendzni podani. To se provddi formou infuze ve
tfyziologickém roztoku. Nasledné se cisplatina dostava krevnim fecis§tém do celého tela
vcetne cilové tkané. Uvadi se, Ze pfiblizné 65-95 % cisplatiny se muize navazat na
proteiny krevni plazmy zhruba do 24 hodin od podéni. Toto navazdni neni vyhodné,
nebot’ vede k deaktivaci cisplatiny (Ivanov et al., 1998; Alderden et al., 2006). Diky
vysoké koncentraci chloridovych ionti (100 mM) v krevnim fecisti ziistava cisplatina
v nezménéné formeé, dokud se nedostane do buriky (Petrovi¢ & Todorovi¢, 2016; Ghosh,
2019). Cisplatina mize pronikat do buriky pasivni difuzi, protoZe v cytoplazmé buriky je
oproti krevnimu fecisti nizka koncentrace chloridovych iontd

(4-12 mM) (Obr. 4).
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Obr. 4: Vstup cisplatiny do buriky a mechanismus pusobeni. Nejprve je cDDP importovana do
buiikky pomoci pasivni difuze na zakladé rozdilné koncentrace chloridovych ionti v krevnim
fecisti a cytoplazmé buriky. Dalsi moznost je jeji import pfes membranové transportéry. Po
importu do buiiky se cDDP hydrolyzuje a dochazi k reakci s DNA (upraveno podle Browning et
al., 2017).
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Novéjsi studie ukazaly, ze k transportu cisplatiny do buriky muze dochazet také
aktivné s vyuzitim membranovych transportérd, konkrétné transportéri meédi Ctrl a Ctr2
(copper transporter 1, 2) nebo transportéru organickych kationt Oct2 (organic kation
transporter 2) (Petrovi¢ & Todorovi¢, 2016; Amable, 2016, Jain et al., 2017). Studie
taktéz ukazaly, ze pfitomnost membranového transportéru Ctrl ma vliv na akumulaci
cisplatiny. Pfi jeho zvySené expresi v bunéénych liniich, byla zjisténa vys$si hladina
akumulace cisplatiny (Dasari & Tchounwou, 2014). Naopak buriky, které jsou rezistentni
na cDDP, ¢asto vykazuji mimo jiné méné Ctr a tedy 1 snizenou hladinu mé&di (Katano et

al., 2002).

2.3.2 Vazba cisplatiny na DNA

Po vstupu cisplatiny do cytoplazmy butiky dochazi k hydrolyze vazeb mezi atomy chloru
a platiny (Obr. 5). Atomy chloru jsou v molekule cisplatiny nahrazeny molekulami vody,
pravé diky mensi koncentraci chloridovych ionti v cytoplazmé (4-12 mM) (Dasari
& Tchounwou, 2014). Po vstupu do buiky vznikne nejprve po vymeéné jednoho atomu
chloru za molekulu vody mono-aqua forma cisplatiny. Déle pak tento komplex putuje
cytoplazmou, az dojde kodstoupeni druhého atomu chloru, ¢imz vznikne
di-aqua forma cisplatiny. Pfi této zaméné ziskava cisplatina kladny naboj a chova se jako
elektrofilni Cinidlo, ¢imz mize reagovat s nukleofilnimi misty DNA (Jain et al., 2017).
Po vytvoreni aquatovanych forem cisplatiny a doputovani do jadra buriky dochazi k jejich
reakci s DNA. Zakladnim principem je vytvoreni funkCnich aduktl mezi cisplatinou
a DNA, na Cemz zavisi samotna ucinnost cisplatiny (Johnstone et al., 2015; Amable,

2016).
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Obr. 5: Schématické znazoméni aquatace cisplatiny. Proces aktivace cisplatiny probiha vyménou
jednoho a dédle druhého chloridu za molekuly vody (vznik mono-aquatované a di-aquatované
formy cisplatiny) (pfevzato z Rocha et al., 2018).
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Cisplatina se v rdmci DNA prednostné vaze na nejvice nukleofilni misto, coz jsou
atomy dusiku v poloze 7 (N7) purinové baze guaninu, ¢imz vznikaji mono-funkcni
adukty. Ty se mohou pfeménovat na adukty bi-funkcni, které zptisobuji tzv. zesitovani
DNA. Tento proces v konecném souctu generuje  vnitrofetézcoveé
a mezitetézcové mustky (Eastman, 1987; Alderden et al., 2006). Nejcastéji se vyskytujici
mustky, které se podili na zmén¢ struktury DNA, jsou GG-vnitrofetézcové mustky (Obr.
6a). U téchto mustkl se predpoklada, Zze jsou mnohem vyznamnéj$i z hlediska
cytotoxicity, nezli tomu je u GNG-vnitrofetézcovych mustkti. GG-vnitrofetézcové
mustky vznikaji mezi dvéma purinovymi bazemi guaninu a tvoii pfiblizné 60 %
vytvofenych adukti. Dale pak mustky vznikaji mezi purinovymi bazemi guaninu
a adeninu (AG-vnitrofetézcové mustky), kdy tento typ reprezentuje asi 20 % vytvorenych
aduktt (Obr. 6b) (Kelland, 1993). GNG-vnitrofetézcové mustky vznikaji mezi dvéma
guaniny oddélenymi jednou bazi a tvoti asi 10 % adukti cisplatiny vytvorenych na DNA
(Obr. 6¢). Poslednim mistkem je GG-mezifetézcovy, ktery se tvofi mezi dvéma guaniny
v komplementarnich fetézcich (Obr. 6d). Tvoii pfiblizn€¢ 5-10 % adukti cisplatiny
(Vrana, 1996).

a) GG-vnitroretézcové HgN—/Pt
mustky HaN

— P\/Nﬂa b)FAG—vmtroretezcove
mustky

¢) GNG-vnitroretézcové HaN~—__
miustky

NH; d) GG-meziretézcoveé
P\ miustky

Obr. 6: Grafické znazoméni adukti DNA-cisplatina. a) GG vnitrofetézcové mustky, b) AG
vnitrofetézcové mustky, ¢) GNG vnitrofetézcové mustky, d) GG mezifetézcové mustky
(upraveno podle Pizarro & Sadler, 2009).
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Vytvorené adukty se podili na zménach, respektive deformaci DNA, ¢imz se rozumi
ohybani a odvijeni dvousroubovice (Johnstone et al., 2016). Strukturalni zmény DNA
mohou vést k naruSeni zakladnich funkci bunék, a to k blokaci transkripce ¢i replikace.
Toto poskozeni muze byt opraveno systémy jako nukleotidova excizni oprava (NER),
ktera predstavuje nejvyznamné€j§i mechanismus pro odstranéni aduktd cisplatiny
(Galluzzi et al., 2012). Ddle oprava chybného parovani bdzi — ,mismatch oprava“
(MMR), homologni rekombinace (HR) a nehomologni spojovani koncti (NHEJ). Pokud
je oprava narusena vytvorenymi adukty nebo dojde az k nadmeérnému poskozeni DNA,
dojde ke spusténi apoptodzy — programované bunécné smrti (Siddik, 2003; Kunkel & Erie,
2005; Martin et al., 2008).

2.3.3 Bunécna rezistence

Jak uz bylo zminéno, rozvoj chemorezistence je jednim z hlavnich problému pii podavani
1éCiv na bazi cisplatiny. Tim, ze se bunky stavaji rezistentnimi, jsou schopné byt odolné
vuéi podavanym davkam léku. V nadorové tkani se jiz mohou nachazet bunky
s pfirozenou rezistenci nebo burky, které jsou schopny se adaptovat na cytotoxické
prostredi a stat se rezistentnimi. V tomto pripadé mluvime o ziskané rezistenci (Koberle
et al., 2010). Rozvoj rezistence na podana cytostatika je ovlivnén ne€kolika faktory. Jedna
se napt. o nadmérnou akumulaci aplikovaného lé€iva, inaktivaci vazbou na urcity protein,
¢i zvySenou reparaci kli¢ovych mist poskozeni na cilovych molekulach DNA opravnymi
systémy bunék (Siddik, 2003; Rocha et al., 2018).

Jsou znamy také dal$i zpasoby, kdy je bunka schopna snizit import cisplatiny do
bunék, potazmo zabranit vazbé na DNA. Jednim z nich je snizena exprese transportnich
kanala Ctrl. Ty se spole¢né s Ctr2 podili na aktivnim transportu kovu do bunky (Obr.
7). Timto dochéazi k mensi absorpci lé¢iva (Amable, 2016). Kromé cilovych molekul
DNA se cDDP muiZe vazat na dalsi proteiny. Casto se jedna napf. o latky obsahujici siru,
tedy metalothioneiny, pfedevs§im glutathion. Tyto interakce jsou vSak povazovany za
nechténé, protoze zpusobuji inaktivaci cDPP. Pfi reakci cDPP a glutathionu vznika
konjugat, ktery je exportovan skrze proteiny spojené s multilékovou rezistenci (MRP2).
Jedna se o membranové transportéry vyuzivajici ATP (adenosintrifosfat), které jsou
schopné zajistit zvySeny eflux konjugatu cDDP-glutathion mimo buiku (Borst et al.,

2000; Amable, 2016).
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Obr. 7: Schématické znazoméni importu, vazby na DNA, exportu ¢cDDP z buiiky a oprav
poskozeni DNA cisplatinou. Cisplatina prochazi bunécnou membranou pasivni diftizi nebo
transmembranovymi transportéry (CTR1, CTR2 a OCT?2). Jakmile se cisplatina dostane do jadra
buriky, vaze se na DNA a zptlisobuje tvorbu adukti. Poskozeni miiZze byt opraveno opravnymi
systémy jako: NER, NHEJ, HR, MMR nebo ERCC1 (protein podilejici se na opravach DNA).
Cisplatina je inaktivovéana glutathion-s-transferazou, ktera k cisplatiné pfidava glutathion (GSH).
Konjugit cisplatina-GSH je exportovan pfes MRP2 transportéry. Cisplatinu exportuji také kanaly
jako: ATP7A a ATP7B. Inaktivace cisplatiny muze byt vysledkem vazby metalothioneinovych
proteinti (MT) (upraveno podle Amable, 2016).

Pravé diky rozvoji rezistence na cisplatinu a vedlejsim a¢inkiim bylo v prabéhu let
odvozeno od cisplatiny nékolik jejich derivatd. Za zminku stoji hlavné karboplatina
a oxaliplatina, které byly schvdleny po celém svéte na zakladé vysledka klinickych studii
(Shah & Dizon, 2009; Wilson & Lippard, 2014). Hlavni vyhodou karboplatiny je jeji
mensi cytotoxicita, ktera je dana pomalejsi hydrolyzou, a tedy i pomalejsi tvorbou aduktt
na DNA. Karboplatina se pouziva k 1écbé podobného spektra nadort jako je tomu
u cDDP (MlIcouskova et al., 2012). Oxaliplatina zaznamenala uspéch pii 1é¢be rakoviny
tlustého stfeva a kone¢niku v kombinaci s 5-fluorouracilem a kyselinou folinovou. Tato
kombinace byla pojmenovidna FOLFOX a je prakticky jedinym cytostatikem stéle
pouzivanym v ramci 1écby kolorektalniho karcinomu (Galluzzi et al., 2012). Od objevu
ucinku cisplatiny a jejich derivat se zvysil zajem o dalsi slouceniny kovi, které maji
slibnou cytotoxickou aktivitu na nddorovych bunécnych liniich prsu rezistentnich

k cisplatiné a mohly by predstavovat nové moznosti 1éCby rakoviny jakozto

chemoterapeuticka 1éciva.
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2.4 Komplexy ruthenia v terapii nadorovych onemocnéni

Ackoliv jsou cisplatina a jeji derivaty velmi vyuzivanymi cytostatiky, doslo v prubéhu let
k zaméfeni na vyvoj novych chemoterapeutik, kterd by mohla prekonat jak vedlejsi
ucinky, které maji negativni dopad na zdravi pacienta, tak i pfipadnou rezistenci bunék
k 1é¢iviim na bazi platiny (Kelland, 2007). Do popftedi se tak dostavaji komplexy kovi,
mezi nimiz maji dilezité postaveni komplexy ruthenia.

Ruthenium se vyskytuje ve tfech oxidacnich stavech: (II), (IIT), (IV). V nadorové
terapii maji nejvyznamnéjsi postaveni komplexni slouceniny ruthenia obsahujici Ru
v oxidac¢nich stavech (II) a (III). Oxidacni stav (IV) byl charakterizovan jako nestabilni,
¢imz bylo omezeno dalsi zkoumani komplexti obsahujicich Ru v tomto oxidacnim stupni
v protinadorové 1écbé. Komplexy Ru (II) a (IIT) byly dale testovany in vivo. Bylo zji§téno,
ze tyto komplexy jsou z hlediska termodynamiky a kinetiky pomérné stabilni (Poynton et
al., 2017). Konkrétné v ptipadé Ru (II) bylo navic zjisténo, ze vykazuje mnohem lepsi
protinadorovou aktivitu a diky svému oxida¢nimu stavu je také stabilnéjsi, nez je tomu
u Ru (IIT) (Duan et al., 2009).

Pfi testech s rutheniovymi komplexy, které obsahovaly Ru v oxida¢nim stupni (II)
nebo (IIT) bylo zjisténo, ze vedly k mirn€jsim vedlej§im G¢inkiim nezli cisplatina a také
k omezeni ristu nadoru na nékolika mysich modelech s riznymi injektovanymi typy
nadort, coz €ini tyto slouceniny slibnymi kandidaty pro dalsi zkoumani (Meier-Menches
et al., 2018). Pti zkoumani interakci s proteiny, konkrétné se sérovym transferinem, bylo
Trondlem et. al. (2014) navrzeno, ze by mohly byt transportni mechanismy transferinu
vyzivany rutheniem pfi vstupu do bunky. Nadorové buiiky vétSinou vyzaduji mnohem
vEtsi prisun zeleza nez zdravé buriky a Casto exprimuji vétsi pocet receptoru transferinu.
Tohoto jevu by mohlo vyuzit ruthenium za tcelem pasivniho a vétSiho transportu do
nadorovych bunék za pouziti transportntho mechanismu transferinu. Vyuziti
transportniho mechanismu transferinu rutheniem pii importu do bunek je zajimavym
faktem a divodem k dal§imu vyzkumu tohoto fenoménu, pfipadné jeho konsekvenci.
Naznacuje totiz, ze nadorové buiky by mohly mnohem Iépe pfijimat a akumulovat
rutheniové slouceniny oproti bézné pouzivanym protinadorovym lékiim. Obecné se da
fict, Ze na mechanismus biologického tc¢inku rutheniovych i dalsich kovovych komplext
ma dulezity vliv také povaha piipojeného ligandu/ligandi, které mohou vyznamné

ovliviiovat jejich aktivitu (Kratz & Beyer, 1998; Luck & Mason, 2013; Strauch, 2021).
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2.4.1 Ruthenité komplexy

V ramci klinického testovani byly zatim zkoumany tfi rtizné slouceniny ruthenia
s oxidacnim stavem (III) — NAMI-A, KP1019 a KP1339. Ve srovnani s cisplatinou
vykazovaly mensi vedlejsi ucinky, avSak podobnou ¢i nizsi protinddorovou uc¢innost.
Neékteré z uvedenych latek pak mély schopnost ,,obejit* ziskanou rezistenci nadorovych
bunek k cisplating, ¢imz by mohly byt potencialn€ uzite¢né pii 1écbé nadort rezistentnich
k 1é¢be cisplatinou. U téchto latek byl pozorovan také antimetastaticky potencial (Zeng
etal., 2017; Qiu et al., 2017).

Komplex [ImH]"[trans-RuCl4(DMSO-S)Im]" (Im = imidazol) oznaCovany jako
NAMI-A (Obr. 8) byl puivodné povazovan za velmi nad€jné rutheniové cytostatikum.
Béhem testil na nékolika bunécnych liniich se tento komplex NAMI-A jevil piiblizné
1000krat meéne cytotoxicky, nezli cisplatina (Pluim et al., 2004). Zajimavosti
a moznym budoucim benefitem této latky v protinddorové terapii mél byt jeji
antimetastaticky ucinek, ktery byl béhem testi mnohem vyraznéjsi pii podani v nizkych
davkach ve srovnani s ddvkami vy§simi (Alessio & Messori, 2019). Vyzkum, kterym se
zabyval Sava et al., (1992a) na mySich se solidnim metastazujicim karcinomem plic,
prokazal, ze NAMI-A se spiSe podilel na snizeni tvorby metastdz a tim i zpomaleni
prubéhu nemoci, nez ze by zabrarioval rustu primarniho nadoru. Podobné vysledky byly
zaznamendny u melanomu B16 a MCa prsniho karcinomu (Sava et al., 1992a; Sava et
al., 1992b; Sava et al., 1998). Nicméné vyskyt velkého mnozstvi vedlejSich ucinka
(nevolnost, zvraceni, maldtnost) doprovazejicich podani této latky, zastavil dalsi vyvoj ve
druhé fazi klinickych testd. NAMI-A bylo pfi testovani shledano nedostate¢né efektivnim
pro dalsi pouziti (Leijen et al., 2015; Shu et al., 2019).

Dal$im nadénym chemoterapeutikem se jevil [IndH]"[trans-RuCls(Ind)2]” (Ind =
indazol) oznac¢ovany jako komplex KP1019 (Obr. 9). Tento komplex je charakteristicky
vyraznou cytotoxickou aktivitou vic¢i nadorovym bunkam in vitro a také primarnim
nadortim in vivo. Timto se lisi od NAMI-A, jehoz cytotoxicita byla nizka v experimentech
provadénych in vivo. KP1019 byl tspésné testovan pii 1écbé kolorektalniho karcinomu
u bunék rezistentnich na cisplatinu v prvni fazi klinickych testd. Nebyly zjistény zadné
znatelné vedlejsi ucinky, coz byl rozdil oproti NAMI-A. Na druhou stranu jeho
nedostateCna rozpustnost ve vodé vedla k syntéze jeho sodné soli oznacCované jako

KP1339. Tato sil je ve vodé velmi dobfe rozpustna a tim umoznuje jednodussi vyrobu
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a aplikaci pacientim. Oba tyto komplexy by tak mohly byt velmi slibnymi cytostatiky
pro pouziti k protinddorové 1é¢be (Trondl et al., 2014).

c.l _c
i<
a” |l >~a N :IH

S
D’f;x‘“

Obr. 8: Chemicka struktura NAMI-A (prevzato z Jakupec et al., 2008).

Obr. 9: Chemicka struktura KP1019 (pfevzato z Jakupec et al., 2008)

2.4.2 Ruthenaté komplexy

V poslednich letech se do popfedi dostavaji organokovové slouCeniny ruthenia
s oxida¢nim stavem (II) s piitomnosti n’-arenového ligandu. Arenovy ligand se podili na
stabilizaci ruthenia (I). Tyto slouceniny (obecny vzorec: [Ru(n’-aren)(en)Cl1]*, kde en =
ethylendiamin) jsou velmi piinosné z hlediska jejich jednoduché syntézy ¢i strukturalni
variability. Bylo prokéazano, ze vykazovaly jak vyznamnou protinddorovou aktivitu in
vivo, tak in vitro. Taktéz byly u¢inné u bunék rezistentnich na cDDP (Morris ef al., 2001;
Aird et al., 2002).

Biologickym cilem téchto komplexti mize byt podobné jako u latek na bazi platiny
jaderna DNA. AvSak princip vazby téchto latek na DNA je pon€kud odliSny nezli napft.
u cDDP. Komplex Ru (II) s areny je hydrolyzovén, kdy vSak odstupuje pravdépodobné

jen jeden atom chloru a dochézi k aquataci za vzniku: [Ru(n®-aren)(en)(H20)] >, ktery se
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muze vazat na DNA. Konkrétné€ na atomy dusiku v poleze 7 (N7) heterocyklické baze
guaninu za tvorby monofunkénich adukt (Chen et al., 2002; Habtemariam et al., 2006).
V ramci sloucenin Ru (II) s areny se dostala nejvice do poptedi rodina komplexii RAPTA
(Obr. 10), kterd je charakteristickd amfifilnim ligandem PTA (1,3,5-triaza-7-
fosfoadamantan). Tento ligand se muze podilet na zvySené rozpustnosti sloucenin
(Murray et al., 2016).

Prvnim zastupcem je [Ru(n®-p-cymen)Cla(pta)] oznadovany jako RAPTA-C. U ngj
byla zji§téna pozoruhodnad antimetastatickd a antiangiogenni aktivita, ackoliv jeho
cytotoxicita nebyla tak vysoka. Je schopen interagovat s velkym mnozstvim biologickych
cila (kuptikladu proteiny jako katepsin B, cyklin D kinasa). V ramci in vivo studie u mysi
s karcinomem prsu MCa bylo zji§téno, ze slouCenina nebyla sice pfimo uc¢inna proti
primarnimu nadoru, nicméné se vyznamné podilela na snizeni poctu a hmotnosti plicnich
metastdz, které pochdzely z primarniho nadoru. Timto se potvrdilo, ze sloucenina
RAPTA se jevi jako velmi slibnd, co se tykd jeji antimetastatické aktivity (Mitra
& Samuelson, 2014; Murray et al., 2016).

Kromé& RAPTA-C byla piipravena sloudenina [Ru(n®-toluen)Cla(pta)] oznaéovani
jako RAPTA-T. U ni bylo zjisté€no, ze se velmi vyznamné podilela na redukci tvorby
metastdz u invazivni linie MDA-MB-231 a také na snizené migraci bun€k piiblizné
0 50 %. Pii testech provadénych in vivo na modelu mys$i s karcinomem prsu se tento
vysledek potvrdil. U mys$i doslo ke 35% snizeni hmotnosti plicnich metastdz (Bergamo,
2008). Poslednim slibnym kandiddtem s protinadorovou aktivitou se jevila slouCenina
[Ru(n’-benzen)Cla(pta)] oznacena jako RAPTA-B. Ta jevila velmi podobné vysledky
jako slou¢enina RAPTA-C pfi in vivo testech provedenych na mysi (Murray et al., 2016).
Slibna protinadorova aktivita, ktera se vyskytovala u vSech tech téchto sloucenin by tak
mohla v ramci klinickych testl pfinést nové moznosti pro 1écbu rakoviny prsu. Zavaznym
problémem téchto slouCenin vSak zastava sklon k hydrolyze jest¢ pred podanim
pacientovi, které by zamezilo odstépeni chloridovych ligandu, nikoliv pak v nddorovych
bunkach, kde je toto zadouci. Dale také nutnost podédni ve fyziologickém roztoku (Ang et

al., 2006).
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Obr. 10: Chemické struktury ruthenatych komplexu — (1) RAPTA-C, (2) RAPTA-B, (3)
RAPTA-T (pfevzato z Murray et al., 2016).

V této diplomové praci byl zkouman novy komplex ruthenia, konkrétné dichloro
komplex ruthenia s ligandem 2-amino-4-(3-pyridinyl)-4H-benzo[h]chromen-3-
karbonitrilem, ktery v predchozich testech vykazoval velmi slibné vysledky pfi testovani
antiproliferativni aktivity na celém panelu lidskych nadorovych bunék (Schmitt ez al.,
2018).

Naftopyrany jsou latky destabilizujici mikrotubuly (MDA). Jejich ucinek spociva ve
vazbé€ na tubulin, coz pfispiva k inhibici polymerace tubulinu a v kone¢ném duasledku
inhibici tvorby déliciho vieténka. Tento postup vede k zastaveni bunécného cyklu
a indukci apoptézy. MDA se diky tomu jevi jako vysoce antiproliferativni latky. Schmitt
et al., (2018) se na zaklad€ téchto informaci rozhodli provést syntézu ruthenatych
sloucenin s areny nesoucimi naftopyranové ligandy pro zjisténi, zdali bude tento komplex
vykazovat podobné vlastnosti, jako se jevily u naftopyrand spolecné s vlastnostmi
ruthenia s areny (vazba na DNA, antiangiogenni aktivita).

V této praci bude zkouman vliv vySe popsaného rutheniového komplexu na triple
negativni bunécnou linii karcinomu prsu MDA-MB-231. Tato linie md velmi invazivni
a agresivni fenotyp. Je odvozena od lidského adenokarcinomu prsu. Tato bunécna linie je
adherentni a vyznacuje se absenci tfi receptori — ER, PR a HER2. V ramci 3D kultury se
linie MDA-MB-231 vyznacuje tzv. hvézdnicovitym charakterem, pro ktery je typické
jeho premosténi do vice bunécnych kolonii (Kenny et al., 2007; Foulkes & Reis-Filho,
2010).

Jak uz bylo feceno (viz kapitola 2.2.1), u tohoto typu karcinomu jsou zpisoby 1écby
velmi omezené a mechanismy vzniku karcinomu zatim nejsou dostateéné popsany. V této
dobé prozatim neni dostupna piesné cilena 1écba, 1 kdyZ v nékterych ptipadech mize byt
volba radia¢ni terapie nebo chemoterapie s vyuzitim cytostatik ucinna (Dent ez al., 2009).
Z divodu nedostatku molekularnich cilti a Spatné prognézy u pacientt, je dulezité se
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zaméfit na zlepSeni a vyvoj terapie pro tento typ rakoviny. Proto bylo také cilem této
prace zaméfit se na linii odvozenou praveé od takto agresivniho typu karcinomu. Jelikoz
jednim z hlavnich divodu Spatné prognozy u pacientt s triple negativnim karcinomem
prsu je vznik vzdédlenych metastdz, byl v ramci této diplomové priace zkoumén vliv
dichloro komplexu ruthenia s ligandem 2-amino-4-(3-pyridinyl)-4H-benzo[h]chromen-
3-karbonitrilem jednak na proliferaci a predev§im také na invazni aktivitu bunék triple
negativni linie karcinomu prsu MDA-MB-231. Pro porovnani byly experimenty
provedeny také s klinicky vyuzivanou cisplatinou. Pro ucely diplomové prace byl vyse

zminény komplex ruthenia oznacen jako komplex (1).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1

3.1.2

Biologicky material

Buriky lidského triple negativniho karcinomu prsu MDA-MB-231 (ATCC —
American Type Culture Collection, USA)

Chemikalie

Antibiotika (ATB): smé&s Penicilinu a Streptomycinu (Sigma-Aldrich, Ceska
republika)

Chlorid sodny (Sigma-Aldrich, Ceska republika)

Chlorid draselny (Sigma-Aldrich, Cesk4 republika)

Deionizovana voda (dH20) byla pouzita k pripravé vSech roztoku
Dihydrogenfosforeénan draselny (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
Dimethylformamid (DMF, Serva, Némecko)

Ethanol (Penta, Ceska republika)

Fetalni hovézi sérum (FBS = Fetal Bovine Serum, Biosera, Francie)
Glutaraldehyd (Sigma-Aldrich, Ceska republika)

Hovézi sérovy albumin (BSA = Bovine Serum Albumin, Takara, Japonsko)
Hydrogenfosfore¢nan disodny (Sigma-Aldrich, Ceska republika)

Krystalovd violet' (Sigma-Aldrich, Ceska republika)

Kultivacni médium DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Biosera,
Francie)

Kyselina boritd (Sigma-Aldrich, Ceska republika)

Kyselina trichloroctové (TCA, Sigma-Aldrich, Ceska republika)

Kyselina octova (Serva, Némecko)

Matrigel (Sigma-Aldrich, Ceska republika)

Neesencilni aminokyseliny (AMK, Sigma-Aldrich, Ceska republika)

Neutrdlni cerveni (3-Amino-7-dimethylamino-2-methylfenazine hydrochlorid,
Sigma-Aldrich, Ceska republika)

Sulforhodamin B (Sigma-Aldrich, Ceské republika)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS, Serva, Némecko)
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3.1.3

Trypanova modi (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
Trypsin/Kyselina ethylendiamintetraoctovd (Trypsin/EDTA, Sigma-Aldrich,
Ceska republika)

Pouzité komplexy

Cisplatina (Sigma-Aldrich, Ceska republika)

Rutheniovy komplex (dichloro komplex ruthenia s ligandem 2-amino-4-(3-
pyridinyl)-4H-benzo[h]chromen-3-karbonitrilem) (Obr. 11). Tato litka byla pro
testovani poskytnuta prof. Schobertem, University of Bayreuth, Némecko. Obé

latky byly pfed pouzitim rozpustény v DMF a dale fedény dle potieby.

R = H; 3-pyridinyl

Obr. 11: Chemicka struktura komplexu (1) — dichloro komplex ruthenia s ligandem 2-amino-4-
(3-pyridinyl)-4H-benzo[h]chromen-3-karbonitrilem.

3.1.4 Roztoky a kultiva¢ni média

Kultivaéni médium DMEM: s 10 % (w/v) FBS, ATB (penicilin 10 U-ml’!,
streptomycin 10 pg-ml™!), neesencidlni AMK

Krystalovd violet 0.1% (w/v), pH 9: 200 mmol-1"! kyseliny borité (H3BO3),
20 mg krystalova violet, 2 % ethanol (EtOH)

Médium s neutralni ¢erveni (1:100): 250 ul zasobni roztok neutralni Cervené,
25 ml kultiva¢ni médium bez ATB, FBS

Odbarvovaci roztok neutralni Cervené: 50 % ethanol (EtOH), 49 % deionizovana

voda (dH20), 1 % kyselina octovda (CH3COOH)
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o Sulforhodamin B 0.4% (w/v): 400 mg sulforhodaminu B, 100 ml 1% kyseliny
octové (CH3COOH), uchovavat nejdéle 6 mesicu pii teploté 4 °C

o Zisobni roztok fosfitového pufru (PBS) 10x pH 7.4: 150 mmol-1"! chlorid sodny
(NaCl), 2 mmol-1" chlorid draselny (KCI), 10 mmol-1"!' hydrogenfosfore¢nan
disodny (Na,HPO4), 2 mmol-1"! dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2POu), pH
fosfatového pufru bylo upraveno pomoci 5 mmol-1"! NaOH na pH 7.4

° Zasobni roztok neutralni Cervené: 40 mg neutralni Cervené, 10 ml PBS 1x,

uchovavat nejdéle 2 mésice ve tmé pifi pokojové teploté

3.2 Pristroje a software

o Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

° Automaticka pocitacka bunék TC-20 (Bio-Rad Laboratories, USA)

o COz inkubétor: model MCO-18AC-PE (Panasonic Biomedical, Japonsko)
o Digestoi Forlab (Block, Ceska republika)

° GraphPad Prism4 (GraphPad Prism Software, USA)

o Invertovany mikroskop NIB-100 (MIKRO, Ceska republika)

° ImageJ (USA)

° Laminarni box SafeFAST Classic 212 (Faster, Italie)

o Magneticka michacka RCT basic (IKA®, Némecko)

o Multifunkéni modularni reader SPARK Tecan (Schoeller, Ceska republika)
. pH metr (Boeco, Némecko)

° Trepacka Universal Orbital Shaker OS-20 (Boeco, Némecko)

. Vodni lazent SB-12L shaking water bath (Benchmark Scientific, USA)

° Vyrobnik dH>0O Smart2Pure (Thermo Scientific™, USA)

° Microsoft Excel (Microsoft, USA)

3.3 Metody

3.3.1 Kultivace nadorovych bunék

Prvni metoda, kterou bylo nezbytné si osvojit pro zahdjeni experimentdlni prace, byla
kultivace nadorovych bunék. Prvnim krokem bylo rozmrazeni 1 ml bunééné linie MDA-
MB-231 (buniky ulozeny v tekutém dusiku) dle standartniho protokolu. Bunky byly

kultivoviany v médiu DMEM s pfidavkem 10 % tepelné inaktivovaného fetdlniho
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hovéziho séra (pred pfidanim do média bylo toto sérum prefiltrovano pies filtr s velikosti
portt 0.22 um), neesencidlnich aminokyselin a antibiotik (penicilin a streptomycin) pfi
teplot¢ 37 °C v 5% atmosfére CO,. Buiiky byly pravidelné kontrolovany pod
mikroskopem a po dosazeni konfluence (zhruba 2krat tydn€) pasadzovany s vyuzitim
roztoku trypsin/EDTA.

Pasazovani bylo provedeno dle standartniho protokolu:

Burikky byly zkontrolovdny s vyuzitim invertovaného mikroskopu (NIB-100).
Z kultivacni lahve bylo odebrano veskeré médium. Buiky byly opatrné oplachnuty 5 ml
PBS 1x. Po oplachu byl pfidan 1 ml roztoku trypsin/EDTA. Buiiky byly drzeny za
kultivacnich podminek az do jejich odde€leni od povrchu kultivacni 1ahve (cca 3 min), coz
bylo ovéfeno pomoci mikroskopu. Buiky byly nasledné resuspendovany
v plnohodnotném kultivaénim médiu, spocitany s vyuzitim automatické pocitacky
a sazeny na novou kultivadni lahev T-75 v poétu 1,5 x 10° bunék v 11 ml kultiva¢niho
média, pfipadn€ pouzity pro experimenty.

Proto, aby bylo mozné nasadit presny pocet bunék do kultivacnich nadob, bylo tfeba
pred provedenim kazdého experimentu spocitat buriky. Pro pocitani bunek bylo vyuzito
barvivo trypanova modf, které umoziiuje stanovit zivotaschopnost bunék, tzv. viabilitu.
Tento postup je zalozen na integrité cytoplazmatické membrany. Ta by méla byt u zivych
bunék neporuSend, a naopak u mrtvych bunék narusena. V piipadé neporusené
cytoplazmatické membrany u zivych bunék barvivo nedifunduje do buiky. Za situace,
kdy by barvivo proniklo do intracelularniho prostoru, jsou zivé buriky schopny barvivo
rychle transportovat ven. Pfi vizualizaci jsou pozorovany jako bezbarvé. Naopak mrtvé
bunky, které maji cytoplazmatickou membranu naruSenou, se jevi pii vizualizaci jako
modré (Kim et al., 2016).

K pocitani bunek byla vyuzita automaticka pocitacka, do které bylo vlozeno specialni
sklicko. Na toto sklicko byla napipetovana obarvena bunécna suspenze (10 ul bunécna
suspenze + 10 ul trypanova modrf). S vyuzitim automatické pocitacky byl detekovan
celkovy pocet bunék, z néhoz bylo ziskano procentudlni zastoupeni poctu zivych bunék

na zakladé analyzy obrazu.

3.3.2 Test antiproliferativni aktivity

Pro stanoveni antiproliferativni aktivity komplexu (1) a cDDP na linii MDA-MB-231
byly buriky sazeny do 96-jamkové kultiva¢ni desticky v poc¢tu 10 000 bun¢k na jamku
v desticce ve 100 pl kultivacniho média. Buiiky byly drzeny za kultiva¢nich podminek
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(37 °C, 5% CO») za tmy v kultivacnim inkubatoru po dobu 24 hodin. Poté byly butiky
osetfeny cisplatinou v rozsahu koncentraci 80 pmol-1"! —0.78 umol-1"!' a dile komplexem
(1), jehoz rozsah koncentraci byl 30 umol-I" — 3.75 pmol-1"'. Zdsobni roztoky
testovanych komplext byly pfipraveny rozpusténim té€chto latek v DMF a dale fedény
kultivatnim médiem dle potfeby. Koncentrace DMF nepresahla hodnotu 0.2 %, aby
neovliviiovala zivotaschopnost pouzitych bunék. Po oSetfeni bunék zvolenymi komplexy,
byly buriky inkubovany po dobu 72 hodin pii 37 °C a v 5% atmosfére oxidu uhlicitého.

Antiproliferativni aktivita zvolenych komplext byla stanovena po 72 hodindch od
oSetfeni s vyuzitim kolorimetrického testu s neutralni Cerveni. Toto barvivo umoziiuje
rozlisit zivé buiikky od mrtvych na zaklade toho, ze je schopno proniknout pasivni difuzi
do zivych bunék, kde se uklada do organel zvanych lysozomy. Zde se vaze na fosfatové
skupiny lysozomdlni matrix (Repetto et al., 2008).

Nejprve bylo pfipraveno médium s neutralni Serveni o koncentraci 40 pg-ml™!, které
bylo ziskdno nafedénim zasobniho roztoku neutralni Cervené kultivaénim médiem
DMEM (bez obsahu FBS, ATB a neesencidlnich AMK). Médium bylo pfefiltrovano pies
filtr s velikosti port 0.45 um. Kultivaéni médium s obsahem testovanych latek bylo
z 96-jamkové kultivacni desticky odstranéno a butiky oplachnuty 100 ul PBS 1x na
kazdou jamku v panelu. Do kazdé jamky s butikami bylo napipetovano 100 pl média
s neutralni ¢erveni a buriky byly inkubovany po dobu 2 hodin. Nasledné bylo z kultivacni
desticky odstranéno médium s barvivem a buriky byly promyty 150 ul PBS 1% na kazdou
jamku. Poté nasledovalo pfidani 150 ul odbarvovaciho roztoku do kazdé jamky. Desticka
byla tfepana po dobu 10 minut pii 150 rpm.

Poslednim krokem bylo zméfeni absorbance spektrofotometricky v kazdé jamce
kultivaéni destiCky pfi vinové délce 540 nm. Po zji§téni namétenych hodnot absorbance
byla urCena antiproliferativni aktivita pro testované komplexy. V programu Microsoft
Excel byla zhotovena tabulka, ve které byly spoéteny priméry hodnot absorbance, které
odpovidaly jednotlivym koncentracim zvolenych komplext. Dale byl vyuzit program
GraphPad Prism4, ve kterém byly zjistény hodnoty ICso (The Half Maximal Inhibitory
Concentration, tedy hodnoty koncentraci cisplatiny nebo komplexu (1), pii kterych
prezije 50 % bunek), na zaklad€ grafické zavislosti viability bunék [%] na koncentraci
testované latky [umol-1"']. S vyuzitim programu Microsoft Excel byly vypodteny

aritmetické praimeéry a smérodatné odchylky hodnot ICso obou testovanych latek.
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3.3.3 Test zacelovani ryhy

Zacelovani ryhy (tzv. wound-healing esej) je bézné vyuzivand jednoduchd metoda
k zjisténi schopnosti a rychlosti migrace bunék in vitro. Jelikoz je migrace nezbytnou
soucasti metastazovani nadorovych bungk, je tento test vyuzivan také ke studiu ucinnosti
protinadorovych 1ékid na migra¢ni aktivitu vybranych bunék (Kovatikova et al., 2014).

Vlastni test zahrnuje nékolik krokd. Prvnim a nezbytnym krokem je nasazeni bun¢k
na kultivacni misku a jejich kultivace k dosazeni konfluentni monovrstvy. Po tomto kroku
nasleduje vytvoreni ryhy (rany) v bunééné monovrstvé napt. Spickou pipety. Nasleduje
oSetfeni bunék testovanymi latkami. Nadorové buiikky maji tendenci migrovat ke stfedu
ryhy (musi byt zvolena vhodna linie, pravé napt. MDA-MB-231 buriky), aby ji zacelily.
Nekteré latky jsou vSak schopny ovlivnit tyto migracni vlastnosti. Poslednim krokem je
porizeni fotografii bunék pred zacatkem experimentu a dale v rlznych casovych
intervalech béhem kultivace. Experiment je zakon¢en vyhodnocenim snimku a urcenim
,uspés$nosti“ migrace bun€k kontrolnich a dale oSetfenych vybranymi komplexy
(Rodriguez et al., 2005; Grada et al., 2017).

Bunky byly sazeny v poctu 2 500 000 bun€k na 6 cm Petriho misky ve 4 ml
kultivacniho média. Byly kultivovany po dobu 24 hodin v inkubatoru pii 37 °C a 5% CO».
Po zkontrolovani pfisedlych bunék pod mikroskopem bylo odpipetovano puavodni
médium a buiky byly oplachnuty PBS 1x. Po oplachnuti bylo do kazdé Petriho misky
ptipipetovano 4 ml média DMEM s 1% FBS. Buiky byly kultivovany 24 hodin
v inkubatoru.

Po 24 hodinach byla vytvorena pomoci plastové Spicky (200 ul) od automatické pipety
,ryha“ v monovrstvé bunek. Puvodni médium bylo odpipetovano a doslo dvakrat
k oplachu bun¢k pomoci PBS 1x. K butikam byly pfipipetovany 4 ml kultivaéniho média
s testovanymi latkami (¢cDDP, komplex (1)) o koncentraci odpovidajici 65 % jejich ICso
po 72 hodindch (koncentrace pro cDDP 34.151 pumol-1"!, koncentrace pro komplex (1)
14.245 pmol-1"). Jedna Petriho miska byla vybrana jako kontrola, tudiz k ni byly
napipetovany jen 4 ml kultivacniho média (bez testovanych latek). S vyuzitim fotoaparatu
pfipojeného k invertovanému mikroskopu byly pofizeny fotografie vSech vzorka. Poté
byly misky ponechdny v inkubdtoru dalSich 24 hodin. Po této dobé doSlo opét
k vyfotografovani, a to samé bylo provedeno i po 48 hodinach od vytvoreni ryhy. Na
zaklad€ pofizenych fotografii byly v programu ImageJ stanoveny plochy ryh vSech

vzorkd. V programu GraphPad Prism4 byly ziskané hodnoty ploch ryh normalizovany
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k hodnotam ziskanym v Case 0 hodin, ktery predstavuje 100% nezacelenou plochu ryhy.
Nasledné byl proveden t-test, jehoz u€elem bylo urcit, zda se vysledky méfeni pro zvolené

latky statisticky vyznamné 1isi od kontroly ¢i vzéjemné mezi pouzitymi latkami.

3.3.4 Re-adhezni test

Pro studium schopnosti bun¢k oSetfenych testovanymi latkami pfisedat na kultivacni
povrch byl vyuzit re-adhezni test. Tato esej umoziiuje testovat, zda jsou buriky po
oddéleni schopny znovu piilnout k povrchu kultivaéni nadoby. V této Casti prace byla
testovana schopnost cDDP a komplexu (1) ovlivnit adhezni vlastnosti bunék MDA-MB-
231 in vitro. Re-adhezni test byl proveden s vyuzitim barveni re-adherovanych bunék
sulforhodaminem B (Novohradsky et al., 2015).

Bunky byly sazeny v poctu 1 500 000 bun¢k na 6 cm Petriho misky ve 4 ml
kultivacniho média DMEM a byly kultivovany po dobu 48 hodin pii 37 °C a 5% CO.. Po
uplynuti 48 hodin bylo z Petriho misek odpipetovano ptivodni médium a bunky byly
oplachnuty PBS 1x. Po oplachnuti bylo do kazdé Petriho misky napipetovano médium
DMEM s 0.1 % BSA. Buiky byly drzeny v inkubatoru po dobu 24 hodin.

Poté byly burniky oSetfeny testovanymi komplexy (cDDP, komplex (1))
o koncentracich rovnych ¢tyinasobku jejich ICso po 72 hodinach. Po oSetfeni byly buriky
umistény na 2 hodiny do inkubatoru. Po 2 hodinach bylo z Petriho misek odpipetovano
puvodni médium a bunky byly oplachnuty PBS 1x. Do kazdé kultiva¢ni misky byly
ptipipetovany 2 ml kultivaéniho média s pfidavkem 0.1% BSA. Burky byly opatrné
oddéleny od kultivacniho povrchu pomoci specialni Skrabky a ponechany ve formé
suspenze po dobu 20 minut pro rekonstituci receptorti na jejich povrchu. Dal§im krokem
bylo sazeni buné€k na 96-jamkovou kultivacni destiC¢ku v poctu 30 000 bunék na jamku
ve 100 pul plnohodnotného média, ¢emuz predchazelo jejich spocitani na automatické
pocitaCce. Buriky byly drzeny v inkubétoru po dobu 30 minut pti 37 °C a 5% COaz. Poté
byly re-adherované buiky barveny sulforhodaminem B.

Na zaklad¢ barveni sulforhodaminem B (SRB) lze stanovit celkovy obsah proteina
v bunikdch adherentnich 1 suspenznich kultur. Princip tohoto testu je zaloZzen na
schopnosti  sulforhodaminu B vytvofit elektrostatické vazby s proteinovymi
aminokyselinovymi zbytky kyseliny trichloroctové (TCA) fixovanych bunék. Vazba je
ovlivnéna pH. Pfi mirné kyselém pH se barvivo vaze na protein fixovanych bunék, ¢imz
je umoznéno stanoveni obsahu proteini. Pfi mirné zasaditém pH je barvivo naopak

odstranovano ven z bun€k (Skehan et al., 1990; Vichai & Kirtikara, 2006). Barveni SRB
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naslo své uplatnéni naptiklad pfi testovani toxicity latek. V tomto ptipadé bylo barveni
vyuzito ke stanoveni mnozstvi re-adherovanych bunek.

Pii barveni sulforhodaminem B byly butiky zkontrolovany pod mikroskopem
a z kultivaéni desticky bylo opatrné¢ vyklepnuto pavodni médium. Buiky byly
proplichnuty PBS 1x. Do kazdé jamky bylo pfipipetovano 100 pl 10% kyseliny
trichloroctové. Buiiky byly ponechany v lednici pii teploté 4 °C po dobu 1 hodiny, aby
doslo k jejich fixaci. Po uplynuti 1 hodiny byla z desti¢ky opatrné vyklepnuta kyselina
trichloroctova a doslo tfikrat k oplachnuti vzorka deionizovanou vodou. Desticka byla
poté ponechana pro jeji ususeni po dobu 15 minut pii laboratorni teploté. Po 15 minutach
bylo do kazdé jamky napipetovano 100 ul sulforhodaminového barviva a bunky byly
barveny po dobu 30 minut pii pokojové teplote.

Po uplynuti 30 minut bylo sulforhodaminové barvivo opatrné vyklepnuto a vzorky
byly tfikrat proplachnuty 1% kyselinou octovou. Poté, co byla kyselina octova odpatena,
bylo do kazdé jamky napipetovano 100 pl 10 mmol-1"! Tris. Desti¢ka byla umisténa na
ttepacku pii 120 rpm na 5 minut. Po rozpusténi barviva byla spektrofotometricky zjisténa
intenzita zbarveni roztoku v jednotlivych jamkach desticky méfenim absorbance pii
vlnové délce svétla 570 nm. Mnozstvi navazaného sulforhodaminu B je tmémé
celkovému mnozstvi bunécnych proteint. S vyssi absorbanci byl detekovan i vyssi pocet
re-adherovanych bunék. S pomoci zjisténych hodnot absorbance byla stanovena
schopnost re-adheze bun¢k oSetfenych zvolenymi komplexy.

K vyhodnoceni vysledkii sulforhodaminového testu byl zvolen program GraphPad
Prism4, v némz byly hodnoty testovanych latek vztazeny ke kontrole, ktera predstavuje
100 % re-adherovanych bun¢k. Byl proveden také t-test, jehoz ucelem bylo porovnani,

zda se vysledky méfeni statisticky vyznamné li§i mezi pouzitymi latkami.

3.3.5 Invazni test

Invazni test je metoda, pomoci které Ize stanovit motilitu a invazivitu nadorovych bunék.
Nezbytnou soucasti tohoto testu je vicejamkova desticka s inzerty, které jsou oddéleny
mikroporézni membranou. V samotném inzertu jsou builky umisténé v zivném médiu.
V jamce desticky se pak nachazi médium s obsahem chemoatraktantu. Mezi nimi je jiz
zminéna membrana, ktera predstavuje fyzikalni bariéru, jiz jsou schopny buiiky prekonat
jen aktivni migraci. Pokryti membrany je rizné, nejcastéji se voli matrice jako kolagen
nebo matrigel, které jsou svym slozenim blizké extracelularni matrix (ECM). Béhem

bunééné invaze dochdzi kinterakci nadorovych bunék skomponentami ECM

32



a proteolytické degradaci slozek ECM. Buiiky se nakonec vizualizuji napt. krystalovou
violeti a bunécnd migrace je vyhodnocena jako podil bunék, které prosly membranou
z celkového poctu vSech bunek (Kovatikova et al., 2014).

Ptiprava inzert pro experiment byla nasledujici: K inzertim vlozenym v desticce bylo
napipetovano médium DMEM smichané s matrigelem dle pokynt vyrobce. Inzerty byly
ponechany pfi laboratorni teploté po dobu 24 hodin pro polymeraci gelu. K inzertim
s matrigelem bylo napipetovano 100 pl ¢istého média DMEM a inzerty byly tfepany po
dobu 90 minut pfi 70 rpm. Nésledné bylo odsato médium DMEM a inzerty byly promyty
médiem DMEM k odstranéni rekonstituovaného matrigelu. Takto pfipravené inzerty byly
thned pouzity pro experiment.

Buriky byly sazeny v poctu 500 000 bunék na 4 cm Petriho misky v 1 ml kultiva¢niho
média DMEM s pfidavkem ATB, 10 % fetalniho bovinniho séra a 1 % neesencialnich
aminokyselin. Buriky byly kultivovany po dobu 48 hodin pti 37 °C a 5% COx. Nasledné
bylo z Petriho misek odpipetovano puvodni médium. Poté byly buriky oplachnuty
PBS 1x a k butikam bylo napipetovano médium DMEM s 0.1 % BSA. Buiiky byly drzeny
v inkubatoru 24 hodin za kultiva¢nich podminek. Buiky byly oSetfeny vybranymi
komplexy (cDDP, komplex (1)) o koncentracich rovnych ctyfnasobku jejich ICso
a inkubovany po dobu 60 minut.

Z Petriho misek oSetfenych danymi komplexy bylo odebrano pivodni médium a byl
proveden oplach PBS 1x. Buiky byly seSkrabany, resuspendovdny v médiu DMEM
s0.1 % BSA a spocitany. Buriky byly sazeny na inzerty pfipravené dle postupu
popsaného vyse v poctu 50 000 bunék na inzert v 200 ul média DMEM s 0.1 % BSA dle
Obr. 12. Builky byly inkubovéany po dobu 96 hodin pii 37 °C v 5% atmosféie COo.

Po uplynuti 96 hodin bylo médium DMEM z inzerti odsato ajednotlivé jamky
spoleCné s inzerty byly vysuSeny. Buiiky byly fixovany pomoci glutaraldehydu po dobu
15 minut za stalého tfepani pii 70 rpm. Potom byl odstranén glutaraldehyd a inzerty byly
vysuSeny. Dale byly inzerty tfikrat proplachnuty destilovanou vodou a usu$eny volné na

vzduchu pfi laboratorni teploté.
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Vrchni ¢ast jamky

Inzert

DMEM s0.1 % BSA + 50000
bunék (neosSetfenych, osetfenych
c¢DDP nebo komplexem (1))

Matrigel

Spodni Cast jamky:

Pozitivni kontrola: DMEM +
10 % FBS

Negativni kontrola: DMEM +
0.1 % BSA

Obr. 12: Schématické znazornéni usporadani invazniho testu. Inzert s burikami je umistén v jamce
panelu naplnéné atraktantem (médium s 10 % FBS) ¢i médiem s 0.1 % BSA v pfipadé negativni
kontroly.

Po ususeni byly buriky na membranach inzerti barveny pomoci krystalové violeti.
Desticka s barvivem obsahujici inzerty byla umisténa na 20 minut na tfepacku.
Nasledoval oplach vzorku trikrat destilovanou vodou a inzerty byly vysuseny. Po
vysuseni byly membrany z inzertd vyfiznuty pomoci skalpelu a umistény do Cistych
jamek desky, do kterych bylo napipetovano 500 ul 10% kyseliny octové. Vzorky byly
ttepany po dobu 15 minut pii 70 rpm. Poté byla zméfena absorbance pii 570 nm.

K vyhodnoceni vysledki invazniho testu byl zvolen program GraphPad Prism4.
Hodnoty absorbance ziskané pro vzorky osetfené testovanymi komplexy byly vztazeny
ke kontrole, ktera predstavuje 100 % invadovanych buné¢k. Byl proveden také t-test, jehoz

ucelem bylo porovnani, zdali se vysledky méfeni statisticky vyznamné li§i.
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4 VYSLEDKY

Vyvoj ucinné a cilené 1écby triple negativniho karcinomu prsu je stale aktualnim
tématem, kterym se zabyva mnoho védct. Dulezité poznatky v tomto sméru pfinasi také
zakladni vyzkum. Pro TNBC je charakteristicka tvorba vzddlenych metastaz v riznych
orgdnech, ktera je spojena se $patnou prognézu. Vyvoj novych lé¢iv protit TNBC se ubira
riznymi sméry ajednim z moznych vychodisek by mohlo byt prave vyuziti jiz zminénych
komplext ruthenia.

V ramci predkladané diplomové prace byl v Laboratofi molekuldrni biofyziky
a farmakologie, KBF, UPOL zkoumdn vliv dichloro komplexu ruthenia s ligandem
2-amino-4-(3-pyridinyl)-4H-benzo[h]chromen-3-karbonitrilem na invazivitu a adherenci
bunék triple negativniho karcinomu prsu MDA-MB-231. Pro srovnani byly vSechny
experimenty provedeny také s klinicky vyuzivanou cisplatinou. K stanoveni vlivu obou
zminénych komplext na bunécnou linii karcinomu prsu bylo provedeno nékolik testt.
Konkrétné byla stanovena antiproliferativni aktivita nového komplexu ruthenia (komplex
1) a cisplatiny. Dale byla zkouméana migracni aktivita bunek (test zacelovani ryhy) po
oSetfeni danymi latkami. Taktéz byla stanovena re-adhezni aktivita (schopnost znovu
ptilnout ke kultivaénimu povrchu) nadorovych bunék po oSetfeni danymi komplexy.
Poslednim experimentem bylo stanoveni invazivity nadorovych bunék. Stanoveni
antiproliferativni a re-adhezni aktivity bylo spojeno také s wvyuzitim bé&znych
kolorimetrickych testd (barveni neutralni ¢erveni a sulforhodaminem B). Postupy prace
pro tyto testy jsou popsdny v kapitole Metody. Vysledky této price jsou shrnuty

v nésledujicich kapitoldch.

4.1 Antiproliferativni aktivita

Prvnim experimentem praktické Casti prace bylo stanoveni antiproliferativni aktivity
komplexu (1) a cisplatiny s vyuzitim barveni neutralni Cerveni. Zvoleny test je zaloZen
na schopnosti zivych bun€k vazat neutralni Cerven do lysozomu (barvivo pronika do
zivych bunék pasivni difuzi). Diky tomu je umoznéno srovnat vliv riznych koncentraci
zvolenych latek na jimi oSetfené bunky a stanovit viabilitu buné€k v zdvislosti na
koncentraci komplexu.

Aby bylo mozné zjistit, ktera z vybranych latek dosahuje lepsi antiproliferativni
aktivity na nadorové buiky, bylo nutné buriky oSetfit zvolenymi komplexy o fadé

raznych koncentraci (viz kapitola 3.3.2). Nejvyssi koncentrace pro c¢DDP (¢inila
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80 umol-1"Y, naopak pro komplex (1) byla stanovena nejvyssi koncentrace
30 umol-1"!. Po oSetfeni danymi komplexy byly buiiky drzeny v inkubétoru po dobu 72
hodin a nasledné byla stanovena antiproliferativni aktivita. Prvni graf (Obr. 13)
znazorfiuje vliv cDDP na viabilitu (% zivych bunék) MDA-MB-231. Druhy graf (Obr.
14) znazorfiuje vliv komplexu (1) na tuto linii. Tteti graf (Obr. 15) je pak porovnanim

vysledki z predchozich dvou grafii pro obé testované latky.
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Obr. 13: Graf znazormujici viabilitu bunck MDA-MB-231 v zavislosti na koncentraci cDDP. Data
predstavuji primér ze tfi nezavislych méfeni provedenych v kvadruplikatu a chybové usecky
predstavuji smérodatnou odchylku.
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Obr. 14: Graf znazormujici viabilitu bunck MDA-MB-231 v zavislosti na koncentraci komplexu
(1). Data predstavuji pramér ze tfi nezavislych meéfeni provedenych v kvadruplikatu
a chybov¢ tsecky predstavuji smérodatnou odchylku.
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Obr. 15: Graf znazoriujici viabilitu bunék MDA-MB-231 v zavislosti na koncentraci cDDP
a komplexu (1). Data predstavuji pramér ze tfi nezavislych méfeni provedenych v kvadruplikatu
a chybov¢ tsecky predstavuji smérodatnou odchylku.

Tab. 1: Hodnoty ICsy pro cisplatinu a komplex (1) na linii bunck MDA-MB-231 pfi oSetfeni
danymi latkami po dobu 72 hodin.

Testovany komplex Hodnota ICso
cDDP 52.541 +1.385 umol-1'!
Komplex (1) 21.916 +3.141 pmol-1"!

S vyuzitim programu GraphPad Prism4 byly na zakladé grafické zavislosti viability
bunék [%] na koncentraci testované latky ziskany hodnoty ICso testovanych latek (Tab.
1). S pomoci Excelu byly zjiStény aritmetické praméry a smérodatné odchylky pro
kazdou testovanou latku.

Na zakladé€ vysSe uvedenych graft a tabulky se zaznamenanou hodnotou ICso bylo
zjisténo, ze komplex (1) vykazuje na testované linii zhruba 2.4x vy$$i antiproliferativni

aktivitu v porovnani s cisplatinou a je tedy slibnym kandidatem pro dalsi testovani.

4.2 Antimigracni aktivita

Jak jiz bylo zminéno vySe v této praci, hlavnim problémem pfi 1é¢bé pacientek s TNBC
je Casto tvorba vzdalenych metastaz v riznych organech. Dalsi experimenty byly tedy
zaméfeny na stanoveni vlivu zvolenych slouCenin na vlastnosti nadorovych bunék
spojené s metastazovanim. Druhou metodou, ktera byla v experimentalni Casti zvolena,
byl test zacelovani ryhy (wound-healing esej). Tato metoda byla vybrana, protoze

umoziuje vcelku jednoduSe zachytit migraci bunék, ktera je typicka pravé pro

37



metastazujici liniit MDA-MB-231 a také vliv vybranych latek na tuto migracni aktivitu
bunék. Jiz zminé€na ryha se v kultufe bunék muze vytvorit nékolika zptisoby. V této praci
byla k danému ucelu vyuzita Spicka z automatické pipety.

Metoda umoziuje sledovat migraci bunek po osetfeni danymi latkami v pravidelnych
Casovych intervalech diky moznosti vizualizace bunék pomoci mikroskopu s pfipojenym
fotoaparatem pro pfipadny zdznam. Konkrétné€ pii experimentech v této praci byly
komplexy oSetfené buriky fotografovany v Case 0, 24 a 48 hodin od oSetfeni.

Vysledky testu zacelovani ryhy jsou zobrazeny na reprezentativnich fotografiich (Obr.
16-18). Pti kazdém pokusu bylo pouzito stejné zvétSeni mikroskopu, a to 200x. Obrazky
16 (A), (B), (C) zachycuji kulturu bunék MDA-MB-231 vyfotografovanou ihned po
oSetfeni zvolenymi latkami. Obrazky 17 (A), (B), (C) zobrazuji kulturu bunék MDA-MB-
231 vyfotografovanou 24 hodin od oSetfeni. Obrazky 18 (A), (B), (C) zachycuji kulturu
bunék MDA-MB-231 vyfotografovanou 48 hodin od oSetfeni.

V piipadé obrazki 16 (A), (B), (C), které byly potizeny ihned po oSetfeni testovanymi
latkami, nejsou témer zadné rozdily mezi neoSetfenymi a oSetfenymi vzorky. U obrazku,
které byly pofizeny 24 hodin po osetieni vybranymi latkami, jsou patrné jisté odliSnosti.
V piipad€é neosetiené kontrolni kultury bunék MDA-MB-231 (Obr. 17A) byla jiz po
24 hodindch kultivace jasné vidét snaha bunek zacelit vytvorenou ryhu. Jejich migrace
nebyla ni¢im ovlivnéna, a proto buiky zacelovaly ryhu nejsnaze. U bunék, které byly
oSetfeny cisplatinou (Obr. 17B) byla taktéz vidét schopnost bunék migrovat k ryze
a zacelit ji. Dalo by se fict, ze ackoliv byly buiky oSetfeny cisplatinou, tak se jejich
schopnost zacelit ryhu veelku podobala schopnosti bunék, které osetfené nebyly. U bunék
oSetfenych komplexem (1) (Obr. 17C) byl vidét nejmarkantnéj§i rozdil z téchto tfi
srovndni. V danych vzorcich byla po oSetfeni zvolenym komplexem nejvice vidét
schopnost ovlivilovat migraci bunék a tim tak branit v zacelovani ryhy. U obrazka, které
byly pofizeny 48 hodin po oSetfeni vybranymi latkami, byly vidét nejvétsi rozdily.
U neoSetfenych bunek (Obr. 18A) a bun€k oSetenych cisplatinou (Obr. 18B) byla vidét
plné zarostld* ryha. Lze fict, Ze schopnost ovliviiovat migraci bunék nebyla v ptipadé
oSetfeni cisplatinou téméf zaznamenana ¢i byla velmi slaba. Naopak v pfipadé bunék
oSetfenych komplexem (1) (Obr. 18C) byla migra¢ni aktivita bunék velmi siln€ postizena.
Ryha zistala nezacelena. Komplex (1) tedy dosahl lepsi antimigracni aktivity nez cDDP,

u které doslo po 48 hodinach témét k uplnému zaceleni ryhy.
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Obr. 16: Kultury bunck MDA-MB-231 vyfotografované ihned po vytvoreni ryhy. Fotografovano
pri zvétSeni 200x. (A) Neosetrena kultura bunck MDA-MB-231. (B) Kultura bunck MDA-MB-
231 osetfena cDDP. (C) Kultura bunck MDA-MB-231 oSetfena komplexem (1). Buiiky byly
osetreny testovanymi komplexy o koncentracich jejich 65 % ICs.
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Obr. 17: Kultury bunék MDA-MB-231 vyfotografované 24 hodin po vytvofeni ryhy.
Fotografovano pfi zvétSeni 200x. (A) NeoSetfena kultura bunék MDA-MB-231. (B) Kultura
bun¢k MDA-MB-231 osetifena cDDP. (C) Kultura bunék MDA-MB-231 osetfena komplexem
(1). Bunky byly oSetfeny testovanymi komplexy o koncentracich jejich 65 % ICso.

F5 . Se At .

Obr. 18: Kultury bunék MDA-MB-231 vyfotografované 48 hodin po vytvofeni ryhy.
Fotografovano pfi zvétSeni 200x. (A) NeoSetfena kultura bunék MDA-MB-231. (B) Kultura
bun¢k MDA-MB-231 osetifena cDDP. (C) Kultura bunék MDA-MB-231 osetfena komplexem
(1). Bunky byly oSetfeny testovanymi komplexy o koncentracich jejich 65 % ICso.
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Vysledky testovani vlivu zvolenych latek na migracni aktivitu bunék MDA-MB-231 byly
zaznamendany do grafu (Obr. 19). Ten zobrazuje schopnost bun¢k nezacelit ryhu po 24
a 48 hodinach od osetfeni testovanymi latkami vyjadfenou v [%] (vztazeno k migracni
aktivité neosSetfenych kontrolnich bunék v ¢ase 0 hodin, kterd predstavuje 100%
nezacelenou plochu ryhy). U vzorka vyfotografovanych 24 hodin po oSetieni bunék
cisplatinou bylo zji§téno, ze vytvorena ryha nebyla buiikami zacelena pfiblizné z 57 %
(vztazeno k ploSe ryhy v Case 0 hodin). Tento vysledek byl podobny vysledkiim ziskanym
u kontrolnich bunék po 24 hodinach, kde ryha nebyla buiikami zacelena také pfiblizné
2 57 % (vztazeno k plose ryhy v ¢ase 0 hodin). Pfi srovnani vysledkt u bunék oSetfenych
cisplatinou po 24 hodinéch s plochou ryhy bunék oSetfenych cisplatinou po 48 hodinach,
vytvorena ryha nebyla buiikami zacelena zhruba z 28 % (vztazeno k ploSe ryhy v Case
0 hodin). Ziskané hodnoty pro jednotlivd opakovani se vSak pomérmeé lisily, nékde doslo
k dplnému zaceleni ryhy. Siroké rozpéti u jednotlivych opakovani pro tento typ oSetieni
predstavuje také velka chybova usecka v grafu (Obr. 19) pro oSetieni cDDP a vzorek
vyfotografovany 48 hodin po vytvoreni ryhy. U kontrolnich bun¢k doslo po 48 hodinach
k dplnému zaceleni plochy ryhy. U bunck oSetfenych komplexem (1), které byly
vyfotografované 24 hodin po oSetfeni bylo zjisténo, ze vytvorena ryha nebyla buikami
zacelena pfiblizn€ z 80 % (vztazeno k ploSe ryhy v ¢ase 0 hodin). 48 hodin po oSetfeni
bunék vytvorena ryha nebyla bunikami zacelena zhruba z 77 % (vztazeno k ploSe ryhy
v Case 0 hodin). Pii porovnani vysledkii nezacelené plochy ryhy burikami osetfenymi
cisplatinou a komplexem (1) bylo mozné zejména po 48 hodinach detekovat kvantitativni
rozdil z hlediska procentudlniho zastoupeni nezacelené plochy ryhy, ten byl u bunék
oSetfenych komplexem (1) pfiblizné o 50 % vétsi nez u cisplatiny. Komplex (1) se na
zakladé téchto vysledki jevi jako potencionalné Gcinny z hlediska antimigraéni aktivity,
kterd byla zaznamendna a byla pfiblizné 2.8x vét§i nez u cisplatiny. Ziskana data byla
také podrobena t-testu, ktery byl zvolen s imyslem zjistit, zdali je mezi vybranymi
latkami (cDDP a komplex (1)) statisticky vyznamny rozdil v G¢innosti na migracni
aktivitu bunék. Bylo zjisténo, ze rozdily ve vysledcich mezi cisplatinou a komplexem (1)
jsou signifikantni (P < 0.05). Pfi porovnani mezi vybranymi latkami a kontrolou byl

taktéz zaznamenan signifikantni rozdil (P <0.05).
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Obr. 19: Graf vyjadiujici schopnost bunck MDA-MB-231 nezacelit ryhu po 24 a 48 hodinach od
osetfeni cDDP a komplexem (1) vyjadfenou jako % migracni aktivity neoSetfenych kontrolnich
bun¢k v ¢ase 0 hodin. Buriky byly oSetfeny testovanymi komplexy o koncentracich jejich 65 %
ICso. Hodnoty s hvézdickou jsou statisticky vyznamné odlisné od kontroly (P < 0.05). Hodnoty
s kiizkem jsou statisticky vyznamn¢ odli§n¢ od cisplatiny (P < 0.05). Data pfedstavuji prumér ze
dvou nezavislych méfeni provedenych v duplikatu a chybové usecky predstavuji smérodatnou
odchylku.

4.3 Antiadhezni aktivita

Tteti metodou, ktera byla v této diplomové praci zvolena byl re-adhezni test. Triple
negativni bunécna linie karcinomu prsu MDA-MB-231, ktera byla pro tuto praci pouzita,
je charakterizovéna jako linie s agresivnim a progresivnim fenotypem. Také pro zhoubné
triple negativni karcinomy je typickd tvorba vzdilenych metastdz, které ve vétsSiné
piipadu zptsobi smrt pacientek s timto diagnostikovanym typem onemocnéni. Schopnost
tvorby novych metastdz je nékolika krokovy proces, ktery zahrnuje schopnost bunék
oddélit se z primarniho nadoru, putovat organismem a tvofit vzdalena loziska v dalSich
organech. Tento experiment byl zvolen pro ovéteni schopnosti uvedenych latek ovlivnit
pfilnavost (adhezi) bun€k k ristovému substratu. Pravé zména ,pfilnavosti“ bunék je
jednim z predpoklada nezbytnych pro vznik metastaz, kdy se bunky nejprve odpoutavaji
ze vzajemnych vazeb a odlucuji od bazalni membrany. Uvedeny krok je soucasti
metastatické kaskddy a je nezbytny pro cely proces metastdzovani.

Vysledky re-adhezniho testu byly zaznamendny do grafu (Obr. 20), ktery zobrazuje
re-adhezni aktivitu bunék oSetfenych zvolenymi testovanymi latkami vyjadifenou v [%]
(vztazeno k re-adhezni aktivité neoSetfenych kontrolnich bunék, ktera predstavuje 100%

schopnost re-adheze bunék). U bunék, které byly oSetfené cisplatinou, byla zjisténa vyssi
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re-adhezni aktivita (v primeéru az 81.9 %). Burky, které byly osetfené komplexem (1)

dosahly 2x mensi re-adhezni aktivity (v priméru 38.51 %).

— 100~
S 90~
S 80+
(0
< 60+
E 501
o 401
S 30+
(1+]
& 20+
X 10+
0-

cDDP Komplex (1)

Obr. 20: Srovnani re-adhezni aktivity bunék MDA-MB-231 osetfenych ¢cDDP a komplexem (1)
vyjadiené jako % re-adhezni aktivity kontrolnich neosSetfenych bunék. Buiky byly osetfeny
testovanymi komplexy o koncentracich rovnych ¢tyfnasobku jejich ICso. Hodnota ziskana pro
komplex (1) oznacena hvézdickou je statisticky vyznamné odlisna od hodnoty pro ¢cDDP (P <
0.05). Data predstavuji pramér ze tfi nezavislych méfeni provedenych v duplikatu a chybové
usecky predstavuji smérodatnou odchylku.

Z téchto vysledku je patrné, ze buriky osetfené cDDP se v této prici jevily jako vice
schopné znovu prisedat ke kultivaénimu podkladu, nezli tomu bylo u komplexu (1).
Komplex (1) zpusobil vyznamné snizeni re-adhezni schopnosti bunék MDA-MB-231,
kdy byl podle uvedenych vysledka vice nez 2x ucinn€jsi v porovndni s cisplatinou, coz
by v pfeneseném smyslu mohlo naznaCovat 1 na moznost omezeni tvorby novych
metastdz u pacientek s TNBC, jez by byly 1éCeny danou latkou. Ziskand data byla také
podrobena t-testu, ktery byl zvolen s imyslem zjistit, zdali je mezi vybranymi vysledky,
tedy pfislusnymi latkami (cDDP a komplex (1)) statisticky vyznamny rozdil v a€innosti
na re-adhezni aktivitu bunék. Bylo zjisténo, ze rozdily ve vysledcich re-adhezni aktivity

mezi cisplatinou a komplexem (1) jsou signifikantni (P < 0.05).

4.4 Antiinvazni aktivita

Rakovina je progresivni onemocnéni, pii kterém miize dochazet k tvorbé metastaz. Ty
jsou schopné §ifit se v ramci celého organismu a kolonizovat organy. Jak jiz bylo zminéno
vyse, dulezitymi kroky tvorby metastaz jsou migrace, invaze a adheze bunék. Proto je
také jejich studium klicové pfi stanoveni u€innosti testovanych 1é¢iv. Posledni metodou,
kterda byla vybrana pro testovani invazni aktivity buné€k oSetfenych zvolenymi

slouCeninami, byl invazni test. Timto testem bylo mozné analyzovat schopnost bunék
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MDA-MB-231 prostupovat membranou potazenou matrigelem (model ECM) za
atraktantem po oSetieni danymi 1éCivy.

Vysledky invazniho testu byly zaznamendny do grafu (Obr. 21), ktery zobrazuje
invazni aktivitu bunék oSetfenych zvolenymi testovanymi latkami vyjadfenou v [%]
(vztazeno k invazni aktivité neoSetfenych kontrolnich buné€k, ktera predstavuje 100 %
invadovanych bunék). U bunék, které byly oSetfeny cisplatinou, bylo zjiSténo, ze
invadovaly méné skrze matrigel, nez v ptfipadé bunék oSetfenych komplexem (1). Buriky
oSetfené cisplatinou vykazaly priblizné 41 % invazni aktivity, buiiky oSetfené komplexem
(1) pak vykazaly pfiblizn€ 73 % invazni aktivity. Pfi porovnani procentualnich schopnosti
buné¢k invadovat skrze matrigel, bylo mozné usuzovat u bunék osetfenych komplexem
(1) na mensi antiinvazivni aktivitu, ktera se jevi pfiblizn€ 1.8x mensi, nez tomu je u bun¢k
oSetfenych cisplatinou. Ziskana data byla také podrobena t-testu, ktery byl zvolen za
ucelem zjistit, zdali je mezi vybranymi latkami (cDDP
a komplex (1)) navzajem a pii srovnani s kontrolou statisticky vyznamny rozdil
v ucinnosti na antiinvazivni aktivitu bunék. Bylo zjisténo, ze rozdily ve vysledcich

antiinvazivni aktivity mezi cisplatinou a komplexem (1) jsou signifikantni (P < 0.05).
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Obr. 21: Srovnani invazni aktivity bunck MDA-MB-231 osetfenych cDDP a komplexem (1)
vyjadrené jako % invazni aktivity kontrolnich neoSetfenych bunck. Buriky byly oSetfeny
testovanymi komplexy o koncentracich rovnych ¢tyfnasobku jejich ICso. Hodnota ziskana pro
komplex (1) oznacena hvézdickou je statisticky vyznamné odlisna od hodnoty pro ¢cDDP (P <
0.05). Data predstavuji pramér ze tfi nezavislych méfeni provedenych v duplikdtu a chybové
usecky predstavuji smérodatnou odchylku.
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S DISKUZE

Bunky triple negativniho karcinomu prsu jsou charakteristické agresivnim fenotypem,
coz se projevuje také jejich odd€lovanim od primarniho loziska nadoru a tvorbou
vzdalenych metastaz. Nekteré vyzkumy naznacuji, ze pti 1écbé TNBC by mohly byt
vyuzity rutheniové komplexy, které predstavuji novou tfidu cytostatik. Cilem této
diplomové priace bylo stanovit antiproliferativni aktivitu nového dichloro komplexu
ruthenia s ligandem 2-amino-4-(3-pyridinyl)-4H-benzo[h]chromen-3-karbonitrilem
a dale ucinnost na invazivitu a adherenci bunék triple negativni bunééné linie karcinomu
prsu MDA-MB-231. Pro srovnani byly experimenty doplnény také testovanim ucinnosti
cisplatiny, jakozto bézné pouzivaného a vysoce rozsireného cytostatika, na uvedené linii.

Komplex (1) byl vybran pro testovani G€innosti na bunécné linii triple negativniho
karcinomu prsu na zakladé pozitivnich vysledka testovani antiproliferativni aktivity,
které byly ziskany na celém panelu lidskych nadorovych bunék, data publikovana Schmitt
et al., (2018). Pti testovani antiproliferativni aktivity na liniit MDA-MB-231 v této praci
bylo zjisténo, ze ucinnost komplexu (1) je ve srovnani s konvencni cisplatinou vySsi.
Hodnota ICso (koncentrace testovanych latek, ptfi které prezije 50 % bunéck) stanovena
72 hodin po oSetfeni bunék testovanymi latkami byla 21.916 + 3.141 pmol-1"" pro
komplex (1), respektive 52.541 + 1.385 umol-1"! pro cisplatinu. Pii porovnani vysledki
ziskanych v této praci vykazovala tedy cisplatina piiblizn€ 2.4x mensi antiproliferativni
aktivitu oproti testovanému komplexu (1). Na zékladé dostupné literatury, ktera se
zabyvala studiem antiproliferativni aktivity rutheniovych komplexti na bunécné linii
MDA-MB-231, bylo zjisténo nasledujici. Wu et al., (2014) provedli syntézu dichloro
komplexu ruthenia s ligandem imidazolfenanthrolinem. Jeho aktivita by méla byt
zalozena na zamezeni tvorby invadopodii a zabranéni bunikam karcinomu prsu tvofit
metastdzy skrze inhibici S-faze bunécného cyklu. Pojmem invadopodia se rozumi
vybézky bunéné membrany nékterych nadorovych bunék, které se podili na degradaci
ECM v prabéhu EMT. Tuto slou¢eninu testovali autofi ¢lanku na linii bunék MDA-MB-
231 a zjistili, ze zminény komplex dosahuje hodnoty ICso 20.8 + 0.40 umol-1"!. Tento
vysledek pfiblizné odpovida zjisténé hodnoté antiproliferativni aktivity komplexu (1)
v této préci. Popolin et al., (2017) se zabyvali studiem bifosfinbipyridinového komplexu
ruthenia s ligandem hexafluorofosfatem na proliferaci bunék MDA-MB-231. V rdmci
tohoto vyzkumu bylo zjisténo, ze rutheniovy komplex doséahl aktivity vyjadiené jako ICso
31.16 + 0.04 pmol-1'!

coz byla poné€kud vyssi hodnota, nezli tomu bylo v této praci.

2
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Nicmén¢ pii porovnani s vysledkem, ktery byl ziskan v této praci u cisplatiny, dosdhla
hodnota bifosfinbipyridinového komplexu ruthenia pfiblizn€ 1.7x vyssi antiproliferativni
aktivity. U tohoto komplexu nebyl stanoven pfesny mechanismus u¢inku, nicméné podle
autorti by se mohl podobat mechanismu ucinku cisplatiny. Pfi testovani vyse uvedenych
rutheniovych komplexa na triple negativni bunécnou linii karcinomu prsu byla taktéz
prokézana jejich schopnost inhibovat migraci a schopnost bun¢k invadovat do okolnich
tkani. Zavérem Clanku bylo navrzeni testované slouceniny ruthenia pro dal$i testovani na
zakladé dosud ziskanych slibnych vysledki. Wu et al., (2014) se taktéz podileli na
testovani antiproliferativni aktivity cisplatiny na linii bunék MDA-MB-231, u niz zjistili
hodnotu ICsp 36.1 + 0.28 umol-1"!. V ramci této prace byla zjisténa hodnota ICso 52.541
+ 1.385 umol-1"l. Nutno poznamenat, ze antiproliferativni aktivita byla v tomto piipadé
zjisSténa 24 hodin od oSetfeni cisplatinou MTT testem (redukce zluté solubilni tetrazoliové
soli MTT (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid) na nerozpustny
formazan)), kdezto to v této praci doslo ke stanoveni po 72 hodinach pomoci barveni
neutralni ¢erveni.

Migrace je jednim z dilezitych krok(i metastatické kaskady. V ramci stanoveni vlivu
testovanych latek na migracni aktivitu bunek triple negativniho karcinomu prsu pomoci
testu zacelovani ryhy bylo na zékladé¢ piilozenych fotografii a grafu zjisténo nasledujici.
Z piilozenych fotografii je patrné, ze komplex (1) nejvice ovliviioval migracni aktivitu
bunék pfi zacelovani ryhy. Tento vysledek byl patrny jiz 24 hodin po oSetfeni danym
komplexem. 48 hodin po oSetfeni bylo ovlivnéni migracni schopnosti bunék jeste
znatelngjsi. Tento vysledek byl zaznamenan 1 v grafu (Obr. 19). Z fotografii (Obr. 17B,
18B) nadorovych bunék oSetfenych cisplatinou byla vidét schopnost bunék migrovat
k ryze a zacelit ji. Po 48 hodinach do§lo témér k dplnému zaceleni ryhy stejné jako
u kontrolnich bun¢k. Pii srovnani vysledki pro obé testované latky je patmé, ze cisplatina
dosahla mensi antimigracni aktivity, tudiz 1 mensi G€innosti v porovnani s komplexem
(1). To, ze bylo dosazeno slibnych vysledkd v tomto testu by mohlo byt zptisobeno
strukturou komplexu (1), ktery je tvofen naftopyrany. Naftopyrany se podili na naruseni
tvorby mikrotobull a tim zabraruji vzniku déliciho vieténka. Na zaklade téchto poznatku
lze predpokladat, ze na buikach oSetfenych komplexem (1) by se mohly tyto vlastnosti
projevit a tim by tak mohla byt ovlivnéna proliferace bun¢k. To, ze byla proliferace
ovlivnéna mohou demonstrovat pfilozené fotografie z testu zacelovani ryhy, predevsim
fotografie potfizené 48 hodin po osetfeni komplexem (1). Wu et al., (2014) zkoumali

u dichloro komplexu ruthenia s ligandem imidazolfenanthrolinem jeho vliv na migracni
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aktivitu nadorovych bunék MDA-MB-231 pomoci testu zacelovani ryhy. Po oSetfeni
bunék danym komplexem byla zjiSténa vétsi schopnost ovlivnit migracni aktivitu bunék,
nezli tomu bylo v pfipadé neoSetfenych bunék. Popolin er al., (2017) se
u bifosfinbipyridinového komplexu ruthenia s ligandem hexafluorofosfatem zabyvali
taktéz migracni aktivitou bunék MDA-MB-231 oSetfenych danym komplexem. Podobné
jako v predchozim pfipadé po oSetteni bifosfinbipyridinovym komplexem ruthenia zde
byla pozorovdna vétsi schopnost ovlivnit migracni aktivitu buné€k ve srovnéani
s kontrolou.

Pro liniit MDA-MB-231 je charakteristicky agresivni fenotyp, coz se projevuje jejich
oddélovanim od primarniho loziska nadoru a tvorbou vzdalenych metastaz. Schopnost
bunék znovu adherovat k ristovému substratu je jeden z dulezitych krokti metastatického
procesu. Schopnost nddorovych bunék pfilnout k urcitému podkladu je zprostiedkovana
integriny. V rdmci testovani v této praci byla u bunék oSetfenych komplexem (1) zjiSténa
mens$i re-adhezni aktivita (pifiblizné 2x mensi), nezli tomu bylo v pfipadé bunék
oSetfenych cisplatinou. Komplex (1) se na zakladé zjisténych vysledki jevi ucinnéjsi
(38.51 % re-adhezni aktivity) ve smyslu zabranéni nadorovym buiikam znovu ptisednout
ke kultivaénimu povrchu, nezli v piipadé osetfeni cisplatinou (81.9 % re-adhezni
aktivity). Tento vysledek by taktéz mohl znamenat, Ze by pfi eventualni lécbe komplexem
(1) by mohlo dojit k zabranéni vzniku novych metastaz. Na zakladé dostupné literatury
se Popolin et al., (2017) u bifosfinbipyridinového komplexu ruthenia s ligandem
hexafluorofosfatem zabyvali taktéz zkoumanim pfilnavosti bunék MDA-MB-231. Po
oSetfeni danym komplexem bylo u linie bunék MDA-MB-231 zjisténo, ze dosahovaly
pfiblizn€é 65 % re-adhezni aktivity ve srovndni s kontrolnimi burikami
u ruznych typu kultivacnich povrchii. Tento vysledek je ponékud vyssi pii srovnani s re-
adhezni aktivitou bunék oSefenych komplexem (1) v této praci. Nicméné je tento
vysledek stéle niz§i nez v pfipadé bunék osetfenych cDDP v této praci. V tomto ¢lanku
byla navrzena hypotéza, pro¢ by mohl byt tento rutheniovy komplex dobrym kandidatem
na antimetastatické 1é¢ivo. Kli¢ovym faktorem by v mechanismu ucinku této latky mohla
byt vazba s integriny, jakozto receptory zodpovédné za uvolnéni nadorovych bunék od
endotelialnich bun¢k, vazbu bunék k ECM a pfenos signali mezi vné&jsim prostiedim
a burikou. Pfi vytvoreni vazby mezi integriny a rutheniovymi komplexy by mohlo dojit
k inhibici exprese adheznich molekul, které jsou nezbytné pravé pro vytvoreni vazby
mezi nadorovymi butikami a ECM. Nicméné toto tvrzeni je nutné dale prozkoumat. Dalsi

moznou hypotézou, pro¢ by mohl byt rutheniovy komplex ucinny v zabranéni pfisednuti
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bunék k urcitému povrchu v procesu metastazovani, je jeho schopnost ovlivnit strukturu
cytoskeletu. Pravé integrita bunécné adheze je zprostfedkovana cytoskeletem. Tuto
hypotézu se snazili Popolin et al., (2017) otestovat na linii bunek MDA-MB-231 s pomoci
barviva faloidinu (vizualizace aktinovych struktur). Po inkubaci bunck oSetfenych
rutheniovym komplexem s faloidinem, bylo zji§téno, ze aplikace uvedeného komplexu
ovlivnila hustotu cytoskeletu bunék. Podobny vysledek byl zaznamenan u komplexu
NAMI-A vroce 2004, kdy byla taktéz zjiSténa modifikace struktury aktinového
cytoskeletu u bunék HeLa (linie lidskych bun€k pochazejicich z maligniho karcinomu
délozniho Cipku) (Sava et al., 2004). Schmitt et al., (2018) se taktéz zabyvali studiem
efektu komplexu (1) na organizaci cytoskeletu. Uvedeni autofi nejprve testovali nizsi
koncentraci komplexu (1), pfi¢emz nebyla zjisténa viditelna zména. Dale proto zvolili
vétsi koncentraci a zjistili, ze pii inkubaci komplexu (1) s buikami melanomu 518A2
doslo k Uplnému naruseni organizace mikrotubulti skrze inhibici polymerace tubulinu.
Tyto poznatky by mohly naznaCovat slibné pouziti rutheniovych komplext jakozto
protinadorovych 1éCiv predevsim u invazivnich typl rakovin. Zde by se mohl projevit
jejich ucinek pfi zabranéni pfisednuti bunek oddélenych od primarniho nadoru
k ristovému substratu a tim i potencionalni schopnost omezit vznik novych metastaz.

V metastatickém procesu je taktéz dilezitym krokem invaze bunék, kterd je nezbytna
pro piesun nadorovych bunék z primarniho nddoru pres ECM do okolnich tkani. Proto
byl invazni test zvolen jako posledni metoda pfi testovani ucinnosti komplexu (1).
V rdmci testovani byla u bunek oSetfenych komplexem (1) zjisténa vyssi invazni aktivita
(priblizné 1.8x vysS§i), nezli tomu bylo v pfipadé cisplatiny. Vysledky tohoto testu by
mohly naznacovat, ze cDDP ucinnéji brani buitkdm invadovat skrze matrigel ve srovnani
s komplexem (1). Tento fakt je vSak v rozporu s poznatky predchozich testi, kdy se pravé
komplex (1) jevil u¢inngji a vykazoval vétsi vliv na migraci a adherenci bunek dané linie
ve srovnani s cDDP. Tento vysledek by mohl byt ovlivnén antiproliferativni aktivitou
komplexu (1), kdy ve srovndni s cisplatinou byla tato latka mnohem ucinnéjsi. V ptipadé
provedeného testu antiproliferativni aktivity, jejiz hodnoty byly vyjadieny jako hodnoty
ICso bylo zjisténo, ze cDDP dosahla vyss§i hodnoty ICso, tudiz jeji schopnost ovlivnit
zivotaschopnost bunék byla oproti komplexu (1) mensi. Na zakladé téchto vysledka je
mozno predpokladat, ze byl pocCet bun€k, které invadovaly srze matrigel u vzorkt
oSetfenych cDDP vétsi, néz v piipad€ bunék osetfenych komplexem (1). Tento poznatek
by se mohl promitnout do vysledku invazniho testu a neodrazet skute¢nou situaci, kdy

bunék osetfenych cDDP bylo vice z hlediska ziskané hodnoty ICso, 1 kdyz byly pouzity
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ekvitoxické hodnoty koncentraci. Toto tvrzeni by vSak bylo potfeba jesté nadale
prostudovat, zejména by bylo vhodné invadované buiiky bud’ to spocitat, nebo srovnat
vice koncentraci testovanych latek. Na zakladé dostupnych vysledkt invazni aktivity,
které provedl Wu et al., (2014) u dichloro komplexu ruthenia s ligandem
imidazolfenanthrolinem bylo zjisténo, ze pouziti tohoto komplexu, obzvlasté ve vyssich
koncentracich vyrazn€ zabranilo buikhm MDA-MB-231 invadovat skrze matrigel.
Podobny vysledek zaznamenali i autofi Popolin et al., (2017) u bunék MDA-MB-231
oSetfenych bifosfinbipyridinovym komplexem ruthenia s ligandem hexafluorofosfatem.
Ackoliv se u komplexu (1) takovych to vysledki nepodafilo dosahnout, je tfeba zminit,
ze v ostatnich provedenych testech vykazoval velmi pozitivni vysledky. Prokazal lepsi
antiproliferativni, antimigracni a antiadhezni aktivitu oproti cisplatiné na burikach triple
negativniho karcinomu prsu MDA-MB-231. Vysledky ziskané v této praci by mohly byt
zakladem pro dalsi testovani komplexu (1) jakozto slibné kandidatni latky pro pouziti

v 1éCbé triple negativniho karcinomu prsu.
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6 ZAVER

Rakovina prsu je velmi nebezpecné onemocnéni, které ohrozuje velkou ¢ast zen po celém
svéte. Triple negativni karcinom prsu je charakterizovdn jako nejnebezpecnéjsi typ
rakoviny prsu. Pro tento typ nadoru je charakteristické metastazovani do dalSich organt
s ¢imz souvisi mald Sance na uzdraveni pacientd. Pro TNBC zatim neexistuje zcela
efektivni 1éCba, ackoliv nektefi pacienti mohou pozitivné reagovat na podani platinovych
cytostatik ¢i dalSi zpusoby terapie. Z toho divodu jsou testovana nova potencionalni
1éCiva, ktera by mohla byt na toto onemocnéni ucinna. V této praci byl studovan komplex
ruthenia, konkrétn€ dichloro komplex ruthenia s ligandem 2-amino-4-(3-pyridinyl)-4H-
benzo[h]chromen-3-karbonitrilem, na linii MDA-MB-231. Byl testovén vliv této latky na
proliferaci, adhezni a invazni aktivitu uvedenych bunék.

Bylo zjisténo, ze antiproliferativni aktivita komplexu (1) byla pfiblizné 2.4x vySssi ve
srovnani s konvencni cisplatinou. Hodnota ICso stanovena 72 hodin po osetieni bunék
testovanymi latkami byla 21.916 + 3.141 pmol-1"" pro komplex (1) a 52.541 + 1.385
umol- 1" pro cisplatinu.

Pfi stanoveni vlivu testovanych latek na migracni aktivitu bunék MDA-MB-231 bylo
zjisténo, ze komplex (1) vice ovliviioval migracni aktivitu bunék pfi zaceleni ryhy na
rozdil od bunék osetfenych cDDP.

Dale byla testovana schopnost bun¢k znovu adherovat k riistovému substratu. U bunek
oSetfenych komplexem (1) byla zjisténa mensi re-adhezni aktivita (pfiblizn€ 2x mensi),
nezli tomu bylo v ptipadé bunék osetfenych cisplatinou. Komplex (1) se na zaklade
zjisténych vysledki jevi ucinngjsi (38.51 % re-adhezni aktivity), nezli v piipadé oSetfeni
cisplatinou (81.9 % re-adhezni aktivity).

V ramci invazniho testu byla u bunék osetenych komplexem (1) zjisténa vyssi invazni
aktivita (pfiblizné 1.8x vyssi), nezli tomu bylo v piipade¢ cisplatiny. Vysledky tohoto testu
by mohly naznacovat, ze cDDP ucinngji brani buiikam invadovat skrze matrigel ve
srovnani s komplexem (1). Tento vysledek by bylo vhodné ddle prostudovat, zvlasté by
bylo vhodné invadované buriky spocitat nebo srovnat vice koncentraci testovanych latek.

Na zakladeé uvedenych vysledkl v této praci bylo zjisténo, ze komplex (1) prokazal
lepsi antiproliferativni, antimigracni a antiadhezni aktivitu oproti cisplatiné na burikéach
triple negativniho karcinomu prsu MDA-MB-231. Komplex (1) se jevi jako slibny

kandidat pro uziti v 1écbé triple negativniho karcinomu prsu.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADP
ATP
ATB
BSA
cDDP
DNA
DMF
ECM
EGFR
EMT
ER
FBS
FGFR
HER2
HR
NER
NHEJ
MDA
MMR
PARP
PBS
PR
SRB
TCA
TNBC
TPA
VEGFR

Adenosindifosfat

Adenosintrifosfat

Antibiotika

Hovézi sérovy albumin
cis-diammindichloroplatnaty komplex
Deoxyribonukleové kyselina
Dimethylformamid

Extraceluldrni matrix

Receptor epidermalniho riistového faktoru
Epitelialné-mezenchymalni prechod
Estrogeny

Fetalni hovézi sérum

Receptor rustového faktoru fibroblasta
Lidsky epidermaélni receptor 2
Homologni rekombinace
Nukleotidova excizni oprava DNA
Nehomologni spojovani konci DNA
Latky destabilizujici mikrotubuly
,2Mismatch® oprava chybného parovani bazi DNA
Poly (ADP-ribosa) polymerasa
Roztok fosfatového pufru
Progesterony

Sulforhodamin B

Kyselina trichloroctova

Triple negativni karcinom prsu
Tkanovy polypeptidovy antigen

Receptor vaskularniho endotelidlniho rustového faktoru
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