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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ATP adenosintrifosfat

BSA Bovine Serum Albumin

CAMs bunécné adhezni molekuly

cDDP cis-diamindichloroplatnaty komplex
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

ECM extracelularni matrix

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
EGF epidermélni rastovy faktor

EMT epitelidlné-mezenchymaticka tranzice (pfechod)
FBS Fetal Bovine Serum

FGF fibroblastovy riistovy faktor

GFs rustové faktory

HGF hepatocytarni rastovy faktor

IGF inzulinu podobny rastovy faktor
ILK integrinem spojena kinaza

LOX lysyl oxygenaza

MAPK mitogenem aktivovana kinaza
MLCs lehké fetézce myozinu

MMPs matrixové metaloproteazy

PBS fostatovy pufr

PI3K fosfatidylinositol-3-kinaza

SRB sulforhodamin B

TCA kyselina trichloroctova

TGFp transformacni ristovy faktor
TIMPs endogenni tkanové inhibitory
TNF-a tumor nekrotizujici faktor o

TRIS tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
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I. UVOD

Nadorova onemocnéni patii k velmi zavaznym civilizaénim chorobam nasi doby. Pocet
pacientli s diagnostikovanym zhoubnym nadorem kazdym rokem roste. Jednim z
hlavnich divodu ristu incidence je zvySujici se primérny vek obyvatel, stejné jako
zlepSujici se diagnostické metody. Ty jsou schopné odhalit malignity jiz ve velmi
ranném stadiu, diky ¢emuz umoziiuji v€asné zahajeni 1é€by a zvysuji tak Sance pacientl
na uzdraveni. Mezi nej¢ast&j$i nadorova onemocnéni v Ceské republice patii karcinom
prostaty u muzl, u zen je to karcinom prsu.

Je znamo, Ze za vétSinu umrti na nadorovd onemocnéni je zodpoveédna progrese
a tvorba sekundarnich nadori (metastaz) ve vzdalenych orgénech. Obecné je vSak
tvorba metastaz velice neefektivni proces a ke vzniku sekundérnich lozisek nadoru
dochazi jen velmi ziidka. Jednd se totiz o komplexni d¢j, pii kterém buiiky primarniho
tumoru musi piekonat fadu piekazek. NejCastéji byva metastdzovani zahajeno pies
krevni feci$té, kam se z mista primarniho nadoru uvoliuji tzv. cirkulujici nadorové
buiikky. Bylo popséno, Ze nadorové bunky jsou schopné docasné meénit svlj fenotyp
a diky tomu se snadné¢ji §ifit do celého téla.

V predkladané diplomové praci byl testovan vliv novych biologicky aktivnich
komplext ruthenia a osmia na invazivitu a adherenci triple-negativni bunécné linie

karcinomu prsu MDA-MB-231.



II. CILE PRACE

Cile této diplomové prace byly stanoveny takto:

1. Shroméazdit informace dostupné v odborné literatufe a vytvortit resersi na dané

téma.
2. Zvladnout techniku prace s kulturami lidskych nddorovych bunék.

3. Testovat vliv novych komplexii ruthenia a osmia na invazivitu a adherenci

bun¢k lidského adenokarcinomu prsu MDA-MB-231.

4. Ziskané vysledky srovnat s udaji v odbornych publikacich.
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III. TEORETICKA CAST

II1. 1. VZNIK NADOROVEHO ONEMOCNENI

Rakovina je obecné oznaceni skupiny ptiblizné sta klinicky definovanych onemocnéni
zpusobenych zhoubnym nédorem. Nddor je heterogenni tkan, kterou tvoii nejenom
buiiky nadorové, ale i buiikky podpiirné, napft. fibroblasty, endotelové buitkky nebo bunky
imunitniho systému. Nddory benigni (nezhoubné) vykazuji autonomni rtst, ale jejich
buiiky neinvaduji okolni struktury a nezakladaji sekundarni nddory. Az nddory, jejichz
buniky jsou schopné invazivniho ristu a tvorby metastaz oznacujeme jako nddory
maligni neboli zhoubné. Charakteristickym znakem zhoubnych nadord je
nekontrolované déleni bun¢k a jejich schopnost §ifit se z mista vzniku, tzv. primarniho
nadoru, do dalSich Casti téla a tvorit sekundarni nddory (metastazy) v dalSich tkanich
a organech. Proces, kterym se z normdlnich bunék stavaji buiiky nadorové, se oznacuje
jako maligni transformace (Weinberg, 2014).

Zhoubné nadory dale pojmenovavame dle mista jejich vzniku. Pfiblizné 85 %
pfipadi rakoviny zahrnuje néadory epitelidlnich bunék, které oznacujeme jako
karcinomy. Nadory pochdzejici zmezodermalnich bunck (napf. kosti, svali)
oznacujeme jako sarkomy a nadory tvofené z bunck zlazovych tkani (napf. nddorové
bunky prsu) jako adenokarcinomy. Také vlastnosti jednotlivych typti nadorovych bun¢k
se mohou lisit v zavislosti na misté€ jejich vzniku. Naptiklad buniky zplsobujici rakovinu
ktze se vyznacuji fadou odlisnosti od zhoubného nddoru plic. Hlavni faktory vzniku
rakoviny jsou v kazdé cilové tkani odlisné. Ultrafialové zafeni (UV zafeni) ze
slune¢niho svitu mize nejsnaze pusobit na kazi, zatimco dychani cigaretového kouie
poskozuje pifedevs§im plice. Navic bylo zjisténo, ze existuji znacné rozdily
v molekularnich mechanismech zapojenych v karcinogenezi (jinak také tumorogenezi —
tj. proces vzniku nadorovych bun€k z bun€k zdravych) rtiznych typli bunék a také
v procesu $ifeni bunék z mista jejich vzniku. Podle typu nddorovych bunck také musi
byt vzdy zvolena optimalni lécba. Chirurgické odstranéni zhoubného nadoru je
vhodnéjsi u maligniho melanomu (zhoubného nadoru kiize) nez u nadoru plic
(Pecorino, 2008). Nicmén¢ ptestoze se u ruznych typd nadord molekularni a bunécné
procesy Castecné lisi, vedou vzdy ke stejnému cili. Tyto poznatky piehledné formulovali
v roce 2000 Hanahan a Weinberg, ktefi publikovali v ¢asopise Cell tzv. Sest ziskanych
znaki nadoru.
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1. Nezavislost na rustovych faktorech.
e Normaélni zdravé bunky potfebuji vnéjsi rastové faktory, aby se mohly
délit.

e Nadorové bunky jsou na normalnich rastovych faktorech nezavislé.

2. PosSkozena regulace bunécného cyklu.
e Normalni buniky reaguji na inhibi¢ni signaly pro zachovani homeostazy
(vétSina bunek v téle se praveé nedéli).

e Nadorové buiiky nereaguji na inhibi¢ni faktory bunécného cyklu.

3. Deregulace apoptézy.
e Normalni buniky jsou odstranény pomoci apoptoézy (tj. programovana
bunécna smrt), Casto v disledku poskozeni DNA.

e Nadorové¢ buiiky se vyhybaji apoptoze.

4. Neomezeny replika¢ni potencial.

e Béhem celého zivota dochazi v normalnich bunkach ke zkracovani
koncovych ¢asti chromozomd, telomer. Ty se postupné zkracuji po kazdé
replikaci DNA. Pocet déleni bunck a replikace jejich DNA je tak
omezeny a dochazi k senescenci.

e Nadorové bunky si zachovavaji stilou délku telomer, coz vede

k neomezenému replikaénimu potenciélu.

5. Angiogeneze
e Normalni buiiky jsou zavislé na zdsobovani kyslikem a zivinami krvi, ale
cévni feciste je u dospélého organismu viceméné neménné.
e Nadorové buiky indukuji novotvorbu cév, tzv. proces angiogeneze,

nezbytnych pro rist, preziti a expanzi nadoru.

6. Invazivita a metastazovani

e Normalni buiiky vétSinou ziistavaji na svém misté v téle a nemigruji.

12



e Nadorové bunky jsou schopny pohybu v organismu a na novém misté
mohou tvofit sekundarni loziska, tzv. metastdzy. Pohyb néadorovych
bunék v organismu je hlavni pfi¢inou imrti na rakovinu.

(Hanahan et Weinberg, 2000; Pecorino, 2008)

Stejni autofi v roce 2011 revidovali tuto praci a doplnili ji o dalsi 4 znaky:
7. Deregulace bunécné energetiky.
8. Unik p¥ed imunitnim systémem.
9. Genomova nestabilita a mutace.

10. Nadorovy zanét.

Posledni dva znaky se vztahuji ke zhoubnym nadorim. Genomova nestabilita
a nadorovy zanét spolecn¢ piimo umoziuji nadorovym buiikdm metastazovat.

(Hanahan e Weinberg, 2011)

I1I. 1. 1. Hlavni pri¢iny vzniku nadorového onemocnéni

Vzhledem k neustale vzrlstajicimu vyskytu rakovinovych onemocnéni ve vyspélych
zemich svéta je nezbytné snazit se objasnit pficiny jejich vzniku, vyvijet nové metody
boje proti témto nemocem, stejn¢ jako pokusit se jim predchazet (www.who.int;
www.cancer.gov; Jemal ef al. 2011; Shahjehan ef al. 2018; Nautiyal et al. 2018; Liang
et al. 2018).

Kancerogeneze je dlouhodoby nékolikastupiiovy proces, pii kterém se
z normalnich bunék stavaji buniky naddorové, které vytvari samotny nador diky ptsobeni
vnitinich a vnéjSich faktori — kancerogenid. Plsobeni téchto faktorli na organismus
muze vést ke zménam na urovni DNA kodujici onkogeny a néadorové supresory.
Faktory vyvolavajici vznik nadorovych onemocnéni délime na kancerogeny chemicke,
fyzikalni a biologické (Slaby et al. 2015).

Jedny z nejucinnéjSich kancerogenii jsou kancerogeny chemické, které
rozdélujeme na piimo a nepiimo pisobici latky. Na molekularni arovni je mechanismus
u¢inku obou skupin ¢inidel stejny. Mezi nukleotidy DNA a kancerogenem jsou
vytvafeny kovalentni vazby, na které buiika nejprve zareaguje aktivaci svych opravnych
mechanismi a dale bud’ ptejde do apoptdzy, anebo prezije a ziskanou mutaci ptenese do

dalsi generace. Tim dochézi k iniciaci kancerogeneze. Mezi pfimo pusobici chemické
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faktory patii alkylacni a acyla¢ni latky. Nejvyznamnéjsi nepiimo plsobici chemické
kancerogeny jsou polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH), které jsou pfitomné ve
fosilnich palivech, ddle aromatické aminy a azobarviva (Slaby et al. 2015).

Mezi fyzikéalni kancerogeny fadime rtizné druhy zéfeni. lonizujici zafeni délime
na casticové (korpuskuldrni) zafeni o a P, dalSim typem ionizujiciho zafeni je
elektromagnetické (fotonové) rentgenové (X) zafeni a vy zafeni. VSechny druhy
ionizujiciho zafeni poskozuji pfimo nebo nepiimo DNA bunék. Piimé poskozeni DNA
je zpusobeno tvorbou zlomul pii pienosu energie, Castéjsi je ale nepifimé poskozeni
genetické informace. Pfi vzniku tohoto typu poSkozeni je substratem reakce voda,
obsazend hojn¢ v bunkidch i mezibunééné hmoté. Radiolyzou vody vznikaji tzv.
reaktivni formy kysliku, které negativné pisobi na vyznamné struktury organismu.
Ultrafialové zateni (UV zéteni) poskozuje DNA buné¢k tvorbou pyrimidinovych dimert.
Toto poSkozeni DNA mitize byt opraveno procesem nukleotidové excizni reparace. Pii
silné expozici UV zéfeni je ale proces opravy nedostatecn¢ rychly a vznikaji tak mutace,
které se mohou prendset do dalSich generaci (Pecorino, 2008; Knowles et Selby, 2005).

Schopnost vyvolavat nadory u zvitat a ¢lovéka maji také nekteré viry a bakterie.
v ptirod¢ retroviry, napiiklad retrovirus HTLV-1 (lidsky T-lymfotropni virus typu 1).
Virova cCastice pronikd do buniky a pfinasi sem enzym reverzni transkriptdzu, kterd
prepiSe virovou RNA do DNA. Vznikne tzv. DNA provirus, ktery je integrovan do
DNA hostitele. Oproti tomu DNA viry interaguji s nadorovymi supresory a nasledné je
inaktivuji, diky ¢emuz dochazi ke zvysené proliferaci bunék. VétSinou je ale pro iniciaci
tohoto procesu potieba piitomnost dalSich mutaci v DNA pro nadorové supresory. Mezi
DNA viry tadime naptiklad opi¢i virus SV40, lidské papilomaviry (HPV), Virus
Epsteina-Baarové (EBV), Herpesvirus 8 nebo Virus hepatitidy B. K rozvoji nadorového
onemocnéni mohou prispét také bakterialni ndkazy. Jednou z nich je bakterialni infekce
Helicobacter pylori vedouci ke vzniku karcinomu Zaludku, kterd je spojena predevSim
s biologickymi procesy v souvislosti s chronickym zanétem (Knowles et Selby, 2005;

Slaby et al. 2015).
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III. 1. 2. Invazivita a tvorba metastaz

VétSina bunék v lidském organismu po diferenciaci zlstava na jednom konkrétnim
misté v tkani nebo orgénu (vyjma hematopoetickych bun€k) (Slaby et al. 2015). Jaterni
buiky (hepatocyty) zlstavaji v jatrech a nemtizeme je najit v plicich a naopak. Organy
téla maji pfesn¢ vymezené hranice definované svym okolnim prostfedim. Strukturdlni
soucast prostiedi, které obklopuje organy, je tvofena proteiny extraceluldrni matrix
(ECM). Nédorové buiiky se od normalnich bunék 1i8i schopnosti ptekondvat ECM, §ifit
se do dalSich casti lidského téla a tam tvofit sekundarni nadory, tzv. metastazy
(Pecorino, 2008). Schopnost metastazovat rozd€luje nadorové bunky na benigni
a maligni, jak jiZ bylo zminéno vySe. Pfesné mechanismy invazivity a metastazovani

budou popsany v nasledujicich kapitolach.

I11. 2. MECHANISMY NADOROVE INVAZIVITY NA
MOLEKULARNI UROVNI

III. 2. 1. Metastaticka kaskada

Metastazovani nadoru je vysoce komplexni proces, ktery zavisi na mnozstvi interakci
mezi Sificimi se buitkami nadoru a tkdnémi téla hostitele. Buniky musi splnit nékolik
pfedpokladii, aby mohlo ke vzniku sekundarnich nadorG dojit. Buiikky primarniho
nadoru podstupuji tzv. epitelidln€ mezenchymalni piechod, ¢imz ziskavaji invazni
vlastnosti. Priitbé¢h vzniku vzdalenych metastdz oznaujeme pojmem metastaticka
kaskada (Slaby et al. 2015).

Proces Sifeni tumort za¢ind invazi nddorovych bunék z primarniho mista nadoru
do okolnich fyziologickych tkani. Nasleduje intravazace neboli prostoupeni
jednotlivych bunék nadoru (anebo bunék ve skupin€) do cévniho nebo lymfatického
reCisté, pohyb téchto bunc¢k v obéhovém systému, zachyceni nadorovych bunék
v kapilarnim lozisku vzdaleného organu, extravazaci neboli vystoupeni nadorovych
bun¢k z cévy nebo lymfy do cilové tkan¢. Zde mohou bunky zlistat az nékolik let
v klidovém stadiu, tzv. dormanci, anebo mohou zacit okamzité proliferovat a rist na
novém misté téla hostitele. Tento koneCny krok vzniku metastdzy nazyvame
metastaticka kolonizace (Weinberg, 2014).

Aby mohly buiiky migrovat z mista primarniho loziska, je nutné ptekonat

omezeni, ktera spojuji a udrzuji sousedni buniky pohromad¢ u sebe — bunéénou adhezi.
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Bunééné adhezni molekuly (CAMs) jsou proteiny, které se exprimuji na membrané
bun¢k a zprosttedkovavaji jejich vzijemné rozpoznavani a také jejich vzajemné
extracelularni ,,zahaCkovani“. Vétsina CAMs patii do jedné z péti proteinovych rodin,
kterymi jsou: kadheriny, integriny, imunoglobuliny, selektiny a lymfocytové homingové
receptory. CAMs jsou zapojeny do mnoha fyziologickych 1 patologickych procest
a dnes je jiz znamo, ze hraji kliCovou roli pfi procesu metastazovani.

Kadheriny jsou kalcium-dependentni transmembranové glykoproteiny, které pies
kateniny interaguji s cytoskeletem (Bozzuto et al. 2010). Kateniny se casto vazi na
transkripcni faktory a indukuji v jadfe genovou expresi. Pro uvolnéni bunék je tedy
potfeba potlacit funkci téchto proteint. Jednim z nejvyznamnéjSich kadherinti je
E-kadherin. E-kadherin svou extracelularni c¢asti udrzuje mezibunénd spojeni
epitelovych bunék a svou intracelularni Casti je navazany na B-katenin, o-katenin
a pl120-katenin, coZ jej propojuje s cytoskeletem. Ztrata E-kadherinu je pozorovana
u mnoha nadorovych onemocnéni. Pravdépodobné tak tento protein piisobi v procesu
metastazovani supresivné (Weinberg, 2014). K omezeni funkce E-kadherinu miize dojit
mutaci jeho genu, hypermetylaci promotoru, transkripni represi (zvySenou expresi Slug
a Snail represort) anebo piimo na urovni proteinu jeho proteolytickou degradaci.
E-kadherin je rovnéz potlacen v procesu tzv. epitelialné-mezenchymalni tranzice (Wells

et al. 2008).

I1L. 2. 2. Epitelidlné-mezenchymalni prechod

Epitelidlné-mezenchymalni prechod (tranzice, EMT) je pfechodny reverzibilni proces,
pti kterém se buiky preménuji z epitelidlniho do mezenchymalniho fenotypu. (Viz.
Obr. 1.) Tato schopnost bunék je klicova v embryonalnim vyvoji pii gastrulaci
a uzavirani neuralni liSty. Bylo ale zji$té€no, ze hraje vyznamnou roli i v pribéhu Sifeni
nadorti (Thiery et Sleeman, 2006). Nadorové bunky ale, na rozdil od normélnich bunék,
neprojdou uplnou pfeménou v mezenchymalni buiiky (Hugo et al. 2007).

EMT je tfadou proteinovych modifikaci a transkripnich zmén, vznikajicich
v disledku definovaného mnozstvi extracelularnich signdld. To mulZe vést
k dlouhodobé, ale reverzibilni zméné buniky (Hugo ef al. 2007). Mezi hlavni znaky
EMT patii redukce mezibunééné adherence transkripéni represi gend pro nékteré
klicové proteiny (napi. cytokeratiny) a delokalizace kadherinti (adherens junctions),

occludinu a klaudinu (tight junctions) a také desmoplakinu (dezmozomy). B-katenin
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(molekula spojena s E-kadherinem) ¢asto mizi z bunééné membrany a premistuje se do
jadra, kde se ucastni signalni drahy EMT (Klymkowsky, 2005). Ztrata epitelidlniho
E-kadherinu je pak vyvaZena ziskem mezenchymalniho N-kadherinu (Yilmaz et
Christofori, 2009). Obvodova F-aktinova vlakna cytoskeletu jsou nahrazena siti
stresovych vlaken. Tyto zmény davaji bunkam schopnost se od sebe odd¢lit, dale
umoznuji konverzi z apikalné-bazalni polarity (typické pro epitelové buiilky) na bunky
nepolarizované. Builky nabyvaji variabilnich tvari a vyznacuji se proménlivou
bunécnou adhezi, coz zpusobi jejich lepsi pohyblivost (Lee et al. 2006). Exprese
epitelidlnich intermedidlnich filament (napf. cytokeratini) je potlaena a exprese
ekvivalentniho mezenchymalniho filamentarniho proteinu vimentinu se naopak zvysuje.
Casto se objevuje také zvySeni exprese matrixovych metaloprotedz (MMPs), jako
napiiklad MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9 a MMP-14, které pravdépodobné
usnadnuji oddé€leni bunék (prostfednictvim Stépeni E-kadherinu) a proniknuti bun¢k
pfes bazdlni membranu (Hay, 1995). Kompletni pitehled EMT markert je uveden
v tabulce Tab. 1.

Epitelidni fenotyp

Mezenchymani fenotyp

Bunééné spoje

Apikdlné bazalni polarita Veetenovity tvar
foudline N kadherin
Cytokeratiny Progresivni ztrata epitelidlnich znaki a zisk Tovazivni
Nemva_zwnl mezenchymalniho fenotypu Motilni
Nemotilni i 3

Obr. 1. Epitelidln€ — mezenchymalni ptechod. Zdroj: Vlastni kresba, inspirovdno
https://krebsforschung.meduniwien.ac.at/forschung-research/research-focuses/tumor-

progression-and-metastasis/paola-martinelli/research-projects/, stazeno dne 6. 2. 2019

Jednim z prvnich receptort, ktery byl identifikovéan jako ,,spousteéc* oddélovani
mezibunécnych spoju epitelidlnich bun€k, byl Met tyrozin-kindzovy receptor. Aktivace
Met pies jeho ligand, hepatocytarni ristovy faktor (HGF), zvySuje migrac¢ni aktivitu

Sirokého spektra bunéénych linii in vitro (Lee et al. 2006).
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Vyznamnou roli pro aktivaci EMT tedy hraji receptory, ptedevSim ale tada
rustovych faktort, pfitomnych v nddorovém mikroprostiedi. Mezi tyto rustové faktory
fadime naptiklad epidermélni ristovy faktor (EGF), transformacéni rastovy faktor
(TGFp), hepatocytarni ristovy faktor (HGF), fibroblastové rtstové faktory (FGF),
inzulinu podobny rustovy faktor (IGF) a tumor nekrotizujici faktor o (TNF-a). Tyto
rustové faktory zpiisobuji zvySenou expresi Snaill a/nebo Snail2 pti EMT. ZvysSeni
jejich exprese probiha pies tyrozin-kindzovy receptor, ktery mulize zdroven aktivovat
fosfatidylinositol-3-kindazu (PI3K) a Ras, ktery déle aktivuje mitogenem aktivovanou
kinazu (MAPK), coz vede k Snaill/2 upregulaci (Christiansen et Rajasekaran, 2006).
Snail2 a dalsi zastupci Snail rodiny (napi. Snaill) indukuji EMT represi transkripce
E-kadherinu, ktery je klicovym proteinem bunécné adherence (Batlle ez al. 2000; Bolos
et al. 2003). TGFB v EMT miize ovliviiovat také signalni drahy malé¢ GTPazy RhoA
a Racl, Ras, PI3K, MAPK, s integrinem spojené kinazy (ILK) a Notch signalni drahu.

Tab. 1. Markery EMT. (Pievzato z Lee et al. 2006)

Zvysena SniZena Zvysena Proteiny
Funkéni markery
pritomnost pritomnost aktivita kumulujici-se v
in vitro
proteini proteint proteint jadie
N-kadherin E-kadherin ILK B-katenin Zvysena migrace
Vimentin Desmoplakin GSK-3 B Smad 2/3 Zvysend invazivita
Fibronektin Cytokeratiny Rho NF«kB Prodluzovani bunék
] ) ) ] Rezistence
Snaill (Snail) Snaill (Snail) o
k anoikis
Snail2 (Slug) Snail2 (Slug)
Twist Twist
FOXC2
MMP-2, -3, -9
Integrin
avBo

Jak jiz bylo zminéno vySe, proces EMT je reverzibilni. Po extravazaci
nadorovych bunék a jejich adhezi k mistu budouciho sekundérniho tumoru podstupuji
buiky mezenchymalne-epitelialni reverzni tranzici (MErT), coz je proces reverzni
k EMT (Lee et al. 2006). Vzhledem k této skutec¢nosti miizeme pochopit, pro¢ buiky
v misté sekundarniho nadoru maji stejnou morfologii, jako buiiky v priméarnim loZisku,

prestoze v pribé¢hu metastatické kaskady musely podstoupit tadu strukturnich
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1 funkénich zmén. Bunky ztraceji sviyj pfechodné mezenchymalni fenotyp, méni svou
strukturu a morfologii, vznikaji nova mezibunétna spojeni a stavaji se znova bunkami
epitelovymi, véetné obnoveni exprese E-kadherinu. Schéma inseminace sekundarnich
nadorti piehledné zobrazuje obrazek Obr. 2. Na modelu E-kadherin negativni bunééné
linie karcinomu prsu MDA-MB-231, kterd byla inokulovana do tukovych polstarkt
mysi, bylo zjisténo, ze sekundarni plicni metastdzy exprimovaly E-kadherin.
Z E-kadherin negativni buniky tedy mohou vznikat E-kadherin pozitivni metastazy

(Wells et al. 2008).
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Normilni epitelova

tkan
Bazalnimembrana
a«——  Epitelové nadorove buiiky

Primaminador

Invazivni karcinom

-ff—— Metastatické nadoroveée
kmenové bunky

l Intravazace

Krevni céva

Extravazace

MET

” Lt Sekundarni
Kolonizace

nador/metastaza

Obr. 2. Schéma inseminace sekundarnich nadord. Na zacatku proliferuji
transformované epitelidlni buiky a tvofi primarni nador. V nasledujicim kroku se
epitelidlni buiiky podrobi EMT, vstupuji do lymfy nebo krevnich cév (intravazace),
které vedou k vzdalenym organtim, kde opoustéji ob&h (extravazace) a podstupuji
pfechod z mezenchymalniho na epitelidlni fenotyp (MET) za vzniku sekundérnich

metastaz. Zdroj: Vlastni kresba, pievzato z Mishra ef Johnsen, 2014.
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I1I. 2. 3. Interakce nadorovych bunék s extracelularni matrix

Rakovinné onemocnéni se vyznacuje ztratou fyziologické organizacni struktury tkani
a aberantnim chovanim bunéénych komponent. Mnozstvi genetickych mutaci
a epigenetickych zmén vyusti az v transformaci bunc¢k. Nadory byvaji také nckdy
pfirovnavany k ranam, které se nikdy pIn¢ nezhoji (Schafer ez Werner, 2008). To proto,
7ze nadorové stroma vykazuje nékteré z charakteristik v nezhojené ran€ (Bissell et
Radisky, 2001).

Naptiklad nadory jsou typicky tuzsi nez okolni fyziologicka tkan. Vétsi tuhost
nadort je vyvolana ukladdnim a remodelaci ECM rezidentnimi fibroblasty a zvySenim
kontraktility transformovaného epitelu (Butcher et al. 2009; Levental et al. 2009).
Chemokiny a rastové faktory (GFs) navic indukuji zanét (De Wever et al. 2008) a méni
aktivitu T lymfocytd (Tan et Coussens, 2007). Zanét tkdn¢ podnécuje aktivitu
stromdlnich fibroblasti a indukuje jejich transdiferenciaci na myofibroblasty, ¢imz
zahajuje a podporuje tkanovou desmoplazii (De Wever ef al. 2008, Desmouliere et al.
2004). Myofibroblasty ukladaji velké mnozstvi proteinit ECM, vylucuji GFs a vyvijeji
siln¢ kontraktilni sily na ECM (De Wever et al. 2008; Desmouliere et al. 2004).
V dasledku toho se nové ulozena a remodelovand kolagenova a elastinovd vlakna
pfeorientuji a nasledné zesituji lysyl oxidazu (LOX) a transglutamindzu, ¢imzZ se
vytvareji veétsi, tuzsi fibrily, které dale posiluji ECM tkané (Butcher et al. 2009, Erler et
Weaver, 2009, Levental et al. 2009, Lucero et Kagan, 2006, Payne et al. 2007,
Rodriguez et al. 2008). MMPs, které jsou vyluCovany a aktivovany nadorovymi
buiitkami a myofibroblasty (De Wever et al. 2008, Kessenbrock et al. 2010), také
prispivaji k remodelaci bazalni membrany obklopujici nador a uvolnuji a aktivuji
s ECM-spojené GFs (Bosman et Stamenkovic, 2003, Kessenbrock et al. 2010).
Uvoliovani GFs, véetné vaskularniho endotelového rustového faktoru (VEGF), zvysuje
vaskularni propustnost a podporuje rist novych cév. Existuje zesilovaci systém mezi
tumor-asociovanym ECM tuhnutim spojenym s néaslednou reciprokou rezistenci ECM.
Ta je indukovéana rezidentnimi nddorovymi bunikami a také myoepitelidlni a buiikou
generovanou kontraktilitou a plsobi jako pozitivni zpétnovazebnd smycka k posileni
ristu nadoru ajeho preziti. Tento proces vyvoldva angiogenezi, invazivitu bunéck
a nakonec podporuje proces metastdzovani (Butcher et al. 2009, Erler et Weaver, 2009,

Paszek et Weaver, 2004, Paszek et al. 2005).
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I1I. 2. 4. Vliv aktinu a myozinu na migraci nadorovych bunék

Aby se mohly nadorové buniky pohybovat, je potieba urcita sila k prekonani faktort,
které plisobi proti bunéénému pohybu (napi. adheze bunka-buiika nebo buiika-ECM,
odpor okolniho prostfedi atd.). Ve zdravych buiikdch se F-aktin shlukuje s vlakny
myosinu I, slozenymi z tézkych a lehkych regulacnich fetézcl, a tvoifi proteinovy
komplex, ktery vyuziva energii z hydrolyzy ATP ke zvySeni kontrakce aktin-myosinu
(O’Connel et al. 2007; Vale et Milligan, 2000). Vysledna kontraktilni sila pohani
morfologickou reorganizaci a remodelaci extracelularni matrix, coz usnadiiuje pohyb
bunck.

Fosforylace lehkych fetézcl myosinu II (MLC) je klicovym mechanismem pro
regulaci kontraktility aktinu a myosinu (Somlyo et Somlyo, 2000). MLC fosforylace
podporuje uvoliiovani konce tézkého fetézce myosinu, coZ umoziuje jeho shromazdéni
do vldken a usnadiiuje spojeni myosinové hlavy s F-aktinem. Kdyz je multimerni
myosin spojen s vice nez jednim aktinovym vlaknem zplsobi, Ze vlakna se pohybuji
vzajemné viuci sob¢, a tim vytvaieji kontraktilni silu.

Bylo publikovano, Ze fosforylace MLC je zprostiedkovdna Cetnymi kinidzami,
vcetné: Rho-regulované kinazy ROCK1 a ROCK2, ROCK-regulované ZIPK, MRCKa
a MRCKbD, ILK, DAPK1 a 2, DRAK 1 a 2, PAK a MLCK (Olson et Sahai, 2009).
Schopnost téchto riznych kindz fosforylovat MLC nabizi vice moznych signalnich cest
smétujicich ke spoleénému cili - regulaci kontraktility aktin-myosinu. I kdyZ by bylo
obtizné¢ definovat vSechny podminky a typy bunck, ve kterych specifickd kinaza
fosforyluje MLC, studie s inhibitory malych molekul naznacuji, z2 ROCK1 a ROCK2
jsou hlavni kindzy nezavislé na vapniku, zatimco MLCK je hlavni kinaza zéavisla na
vapniku (Olson et Sahai, 2009). Vapnik mize usnadnit MLC fosforylaci, stejné tak
muze prispét k metastazovani rakovinnych bun¢k vazbou na proteiny, jako naptiklad na
protein S100A4 (Garrett ef al. 2006).

Existuji velmi silné dikazy z klinickych studii, které prokazuji vyznamnou roli
nadmémé exprese proteinu S100A4 pii zvySeni metastdzovani a Spatné prognoze
u Siroké fady nadorti véetné nadort prsu, kolorektalnich, pankreatickych a ledvinovych
nadort. SI00A4 podporuje schopnost buné¢k metastazovat pravdépodobné indukovanim
remodelace ECM a/nebo pres interakce s receptory na povrchu buiiky. Piedpoklada se,
ze S100A4 pisobi vazbou na tézky fetézec myosinu II (Kriajevska et at. 1994)
a podporuje zvySenou smerovou pohyblivost posunem rovnovahy mezi organelami

v bunice (Li ef Bresnick, 2006). Navic protein S100A4 muze také ovlivnit kontraktilitu
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aktin-myosinu piimou vazbou na F-aktin (Watanabe et al. 1993) ana aktin-vazajici
protein tropomyosin (Takenaga et al. 1994).

Tropomyosiny pochazeji ze c¢tyf odliSnych gentt (a, b, c, d), které jsou
transkribovany a sestiithany do vice nez 40 tropomyosinovych isoforem (Gunning et al.
2005; Stehn ef al. 2006). Ackoli hraji kli€ovou ulohu v kontrakci svalil a jsou zavislé na
vapniku, jejich role v buiikach neni tak dobfe definovana. Riizné isoformy se zdaji mit
odlisné biologické funkce. Expresi konkrétni isoformy jsou tropomyosiny schopné
regulovat aktinovy cytoskelet. Exprese tropomyosinovych isoforem je také Ccasto
pozménéna v nadorech. Zda se, ze nékteré isoformy rekrutuji myosin k aktinovym
vldknim (Bryce et al. 2003) aovliviiyji aktivitu myozinové hlavy, ATPazy
a kontraktilitu (Fanning et al. 1994). Tropomyosin pravdépodobné rovnéz zvySuje
tuhost aktinového vldkna (Adami et al. 2003) a chrani F-aktin ptfed plisobenim kofilinu
(Ono et Ono, 2002) a gelsolinu (Ishikawa et al. 1989). Nékteré isoformy vSak ve
skutec¢nosti snizuji aktivni hladiny myosinu a podporuji propojeni kofilinu s aktinovymi
vlakny, coz vede k tvorbé lamellipodii — vybeézkl cytoplazmatické membrany (Bryce et
al. 2003). Navic se isoformy tfidi do rGznych bunéfnych kompartmentl a tyto
distribuce se mohou béhem vyvoje organismu nebo v nadorovych bunkach meénit.
Vysledkem je, ze regulace aktin-myosinu miize byt ovlivnéna i jinymi faktory kromé

urovni exprese tropomyosinu (Olson ef Sahai, 2009).

I1I. 2. 5. Role proteaz

Aby nadorové buiiky ziskaly schopnost invadovat do okolnich tkani, je potieba také
zapojeni specifickych proteaz, které jsou schopny ,tvofit cestu nadorovym buiikdm
pfes ECM a stroma. Serinové protedzy a matrixové metaloprotedzy (MMPs) jsou dvé
rodiny enzymd, které jsou pro tento proces klicové (Friedl er Wolf, 2003). N&které
nadorové buiky dokazi pfimo syntetizovat MMPs, casté&ji ale indukuji jejich produkci
v okolnich tkéanich (Kessenbrock ef al. 2010). Extracelularni matrix metaloproteazovy
regulator genové exprese (EMMPRIN) je zvySené exprimovan v membrané nadorovych
bun¢k aindukuje produkci MMPs v pfilehlych stromélnich buinikach (Biswas et al.
1995). MMPs jsou schopny degradovat nejenom vsechny strukturdlni komponenty
ECM, ale také dalsi proteiny umisténé na vné€jsi stran¢ bunck (napt. EGFs), diky ¢emuz
hraji vyznamnou roli v procesu metastdzovani, mimo jiné pfedev§im béhem procesu
angiogeneze. BéZné je exprese téchto zinek-dependentnich proteindz piisné regulovana

na nékolika trovnich. Patfi sem transkripéni 1 post-transkripéni modifikace a regulace
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MMPs na Grovni proteinu jejich aktivatory a inhibitory. Aktivita MMPs dale zavisi 1 na
piesné lokalizaci na povrchu builky (Sternlicht ez Werb, 2001). MMPs jsou
syntetizovany jako neaktivni formy enzymu, které musi projit procesem ,,sestfihu®, aby
se staly enzymy biologicky aktivnimi. Déle jejich funkci a aktivitu reguluji tzv.
endogenni tkanové inhibitory (TIMPs). NaruSeni rovnovahy mezi MMPs a TIMPs muze
zpusobit schopnost invazivity nadorovych bunck (Galis et al. 1994; Visse et Nagase,
2003; Nagase et al. 2006). MMPs jsou zvysené exprimovany ve vét§in€é nadoru a jejich

expresni profil mize indikovat stupen nadorové progrese u nékterych druhti rakoviny.

II1. 3. MECHANISMY INVAZIVITY NADOROVYCH BUNEK
MEZIBUNECNOU HMOTOU

IIL. 3. 1. ECM

Extracelularni matrix (ECM) je nebunécnou slozkou organismi, pfitomnou ve vSech
tkanich a orgénech. Zajistuje nejenom zakladni fyziologickou oporu bunécnych
komponent, ale je také dilezitym prosttedkem zahajujicim zdkladni biochemické
a biomechanické procesy, které jsou nezbytné pro tkanovou morfogenezi, diferenciaci
a homeostazu (Frantz et al. 2010). ECM je vysoce dynamicka struktura, kterd se
neustale remodeluje, bud’ enzymaticky nebo neenzymaticky, a jeji molekularni slozky
(kolagen, proteoglykany a glykoproteiny) jsou podrobeny nescetnym posttranslaénim
modifikacim. Vyznam ECM je mozné pochopit pfi studiu Siroké Skaly syndromii, které
mohou pochdzet z genetickych abnormalit proteintt ECM (Jarvelainen ef al. 2009).

Mezi zékladni slozky ECM se tadi voda, bilkoviny a polysacharidy. Kazda tkan
ma ale ECM s jedine¢nym slozenim a morfologii, kterd je generovana béhem vyvoje
tkdn¢€ prostfednictvim dynamického biochemického a biofyzikalniho pfenosu informace
mezi riznymi bunéénymi sloZzkami (napf. epitelialni, fibroblast, adipocyt, endotelialni
elementy) a ménicim se bunéénym a proteinovym mikroprostfedim. Ve skutecnosti je
fyzikalni, morfologické a biochemické slozeni ECM nejen specifické pro jednotlivé
tkang¢, ale také do znacné miry heterogenni (Frantz et al. 2010).

Adheze bunck k ECM je zprostfedkovdna pomoci ECM receptord, jako jsou
integriny, syndekany a rodina receptori diskoidinové domény (Harburger et
Calderwood, 2009; Humphries et al. 2006; Leitinger et Hohenester, 2007; Xian et al.
2010). Adheze zprostiedkovava vazbu cytoskeletu k ECM a omezuje migraci bun¢k

skrz ECM (Schmidt et Friedl, 2010).
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Témito svymi fyzikdlnimi a biochemickymi vlastnostmi ECM generuje
biochemické a mechanické vlastnosti kazdého orgéanu, jako je jeho pevnost v tahu
atlaku a pruznost, dale také zprostfedkovdva ochranu bufnice tim, Ze zajiStuje
extracelularni homeostazu a zadrzovani vody uvnitf bunky. ECM také tidi vazbu
rustovych faktort a interakci s receptory na povrchu bunék, ¢imz miize vyvolat signalni
transdukci aregulovat transkripci gentt (Frantz et al. 2010). Biochemické,
biomechanické, ochranné a organizacni vlastnosti ECM se mohou znacné liSit
v zavislosti na typu tkdn¢ (napf. plice vs. klize vs. kosti) a dokonce i uvniti jedné tkané
(napf. renalni kara vs. renalni medulla), ale také jeden fyziologicky stav k jinému

(normalni vs. rakovinny) (Frantz et al. 2010).

I1I. 3. 2. Invazni struktury

Rakovinné builky maji jedinecnou schopnost pfizpisobit se rliznym podminkam
prostiedi. To je umoznéno riznymi variantami morfologie bunék a jejich migracnich
charakteristik (Friedel ef al. 2011). In vivo bylo pozorovano, Ze nadorové buiky jsou
schopné migrovat v lidském organismu z mista primarniho nadoru samostatné jako
jednotlivé bunky, jako bunécné proudy a nebo také Casto jako dobie organizované
adherentni kolektivy. Na jiném vhodném misté poté vytvaii sekundarni nadory neboli
metastazy.

Béhem in vitro studii bylo identifikovano nékolik vnitinich faktorti regulujicich
migracni rezim a morfologii bun¢k. Na rakovinnych buiikdch migrujicich jednotlivé
bylo pozorovano, ze zvySeni kontraktility aktin-myozinu podporuje migraci podobnou
amoeboidu, zatimco nizSi kontraktilita (a/nebo zvySenda adheze) podporuje vice
mezenchymalni fenotypy (Wolf et al. 2003; Sahai e Marshall, 2003; Sanz-Moreno et
al. 2008; Bergert et al. 2012). Zesileni interakei bunka-buiika pomoci kadherinti a vazby
bun¢k s ECM prostfednictvim integrint mize podpofit kolektivni migraci rakovinnych
bun¢k (Friedel ef al. 2011). V soucasné dob¢ neni dobie objasnéno, jak morfologie
bunék ovlivituje schopnost nebo tendenci bun¢k migrovat jednotlivé nebo kolektivné.
Nicméné, buiiky s améboidni morfologii maji tendenci migrovat jednotlivé nebo
v proudu nékolika buné€k, zatimco epitelidlni bunky migruji vétsinou kolektivné.

Buiiky s mezenchymalni morfologii se mohou nejsnadnéji prepinat mezi rezimy
samostatné bunky, proudu bunc¢k a kolektivni migrace. Naptiklad u MDCK bunék

(které maji mezenchymalni fenotyp) oSetfenych hepatocytarnim ristovym faktorem
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muze zvySend regulace N-kadherinové aktivity podporovat prechod od migrace
jednotlivych bun¢k do kolektivni migrace buné€k (Shih ez al. 2012).

Vedle vnitinich faktord hraje vyznamnou roli pfi ur€ovani rezimu migrace
a morfologie rakovinnych bunék také rakovinné mikroprostiedi.

Jednotlivé zptisoby bunécné migrace jsou popsany v nasledujici kapitole.

I11. 3. 3. Zpisoby bunééné migrace

Migrace jednotlivych bunék je charakterizovdna nedostateCnou adhezi bunék k ECM
a nizkou korelaci v migra¢nim vzoru mezi buiikkou a jejimi sousedy. Buiky, které

migruji jednotlivé, mohou vykazovat rtizné fenotypy.

Améboidni migrace

Bunky, které migruji s nizkou adhezni silou nebo s vysokou Kkontraktilitou
zprostiedkovanou aktomyozinem, maji morfologicky sférické tvary. Tento zplisob
migrace oznacujeme jako améboidni migraci, podle améby Dictyostelium discoideum,
ktera se pohybuje timto mechanismem (Friedl et al. 2001). Améboidni pohyb, ktery
vyuziva Rac-dependentni filopodia, je charakteristicky pro buniky s malymi nebo
difizné uspofddanymi adheznimi misty, kterd vytvareji slabou az zanedbatelnou
prilnavost k substratu (Lammermann et Sixt, 2009). Améboidni buiiky maji tendenci
migrovat bez proteolytického Stépeni ECM, protoze jsou si schopné pfizplisobenim
svého tvaru a stlacenim ECM a tkéni tvofit tzv. ,cesty” (Wolf et al. 2003). Pivod
améboidnich nadort je ¢asto hematopoeticky nebo neuroektodermalni, véetné leukémi,
lymfomti a malobunééného karcinomu plic. Nicmén¢ i ve vétSing€ jinych typd nadort

jsou detekovany améboidni typy migrace (Madsen et Sahai, 2010; Wolf et al. 2003).

Motilita podobna amoeboidu se vyskytuje v n¢kolika variantach:

1) bunky, které rychle méni svou morfologii, maji kratké tenké vycnélky a pohybuji se
ve vysokych rychlostech (0,4-5 um/min);

2) pomalé velké buiiky s chaotickymi pohyby;

3) buiky s kratkymi bunéénymi vycnélky spojenymi s proteolytickou aktivitou

a pohybujici se nizkou rychlosti (0,1 pm/min).

26



Mezenchymalni migrace

Kdyz jsou cytoskeletalni vy¢nélky a adhezni schopnosti bunék silné vyvinuty, invazivni
bunky maji vietenovity tvar, prodlouzenou morfologii se soustfedénymi adheznimi
misty ECM, kterd zahrnuji multimolekularni integrinové klastry a také zajiStuji
proteolytickou aktivitu vici substratim ECM (Wolf et al. 2007). Proteazy lokalizované
na povrchu bunky vytvafeji malé mikrotraktury, kterymi mohou prostupovat migrujici
bunky (Friedl et Wolf, 2009). Zatimco piedni vy¢nélky bunék mezenchymalniho
fenotypu postupuji pfes ECM relativné rychle (0,4 um/min), v nékterych ptipadech
zadni ¢ast bun¢k zlistdva nehybna, coz vede ve vysledku k relativné pomalému pohybu
(0,2 pm/min). Mezenchymalné migrujici nadorové buiiky pochdzeji z nadort pojivové
tkdn€, vcetné¢ sarkomt meékkych tkani. Pochézeji také ze vSech ostatnich typli nadora
poté, co naddorové buiiky de-diferencuji a ztraceji mezibunéénou adhezi (Brabletz et al.

2001; Friedl et Wolf, 2009; Sanz-Moreno et al. 2008).

Vicebunééné proudéni je charakterizovdno malo adherentnimi nebo neadherentnimi
buitkami, které migruji po stejné cesté. Bunky v proudech dosahuji rychlosti
1-2 pym/min a maji vyrazné delsi a rovngj$i cesty ve srovnani s izolovanymi migracnimi
buiitkami a mohou vykazovat améboidni nebo mezenchymalni fenotyp (Friedel et al.

2011).

Kolektivni migrace je charakterizovana skupinami bun¢k, které udrzuji mezibunécné
adheze po dlouhou dobu a vykazuji vysokou korelaci ve sméru mezi sousednimi
buikami béhem migrace. Buiiky se pohybuji bud’ jako Uzké linedrni fetézce vedené
jednou vedouci buiikou, nebo jako Siroké, nepravidelné tvarované ftetézce, které
obsahuji vice bun¢k uprostied, a jsou vedeny nékolika vedoucimi bunikami (Friedel et
al. 2011; Alexander ef al. 2013; Weigelin et al. 2012). Kolektivné migrujici bunky
mohou vykazovat mezenchymalni nebo epitelidlni fenotyp. Fenotypy se také mohou
v nékterych piipadech lisit mezi "vedoucimi" a "nésledujicimi” bunkami (Khalil ez al.
2010). Kolektivni migrace je typicky nejpomalejsSim zplisobem migrace rakovinnych

bun¢k (0,01-0,05 pm/min).
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1L 4. KOMPLEXY RUTHENIA A OSMIA V LECBE
NADOROVYCH ONEMOCNENI

Protinddorovd 1é¢iva na bazi platiny, jako je napiiklad cisplatina, karboplatina
a oxaliplatina, jsou jedny z nejCastéji pouzivanych lé¢iv v klinické praxi pii 1écbe
raznych druht rakoviny .

Mezi nejznamé&jsi zastupce lé¢iv na bazi platiny patii cisplatina (cis-
diamindichloroplatnaty komplex, cDDP). CDDP je z chemického hlediska neutralni
koordinacni sloucenina, kterd je tvofend centrdlnim atomem platiny. Na centralni atom
se vazi dvé amonné skupiny a dva atomy chléru v cis geometrii. Vazba amonnych
skupin je koordina¢ni (pevnd), na rozdil od atomil chloru, které jsou navazany slabé a ve
vodném roztoku mohou byt nahrazeny vodou nebo hydroxidovymi anionty (Bruhn et
al., 1990). V krevnim fecisti je pomérné vysokd koncentrace chloridovych ionti,
zatimco v buiikach je niz$i. Atomy chloru v cytoplazmé proto lehce odstupuji a jsou
nahrazeny vodou. Diky tomu se cisplatina aktivuje ihned kdyz se dostane do bun¢k.
V této aktivované formé cisplatina reaguje jako elektrofilni ¢inidlo s jakymkoli
nukleofilnim c¢inidlem, napfiklad s dusikovymi atomy nukleovych kyselin. Diky
cisplatiné dochazi k tzv. zesitovani DNA (cross-linking), kde se platina nejcastéji vaze
na N7 pozici imidazolového kruhu dvou sousednich guanint (60-65% vSech aduktl),
anebo méné Casto na jeden adenin a jeden guanin (20% aduktll). Bylo popséano vice typil
vazby k DNA fetézci, ve vSech piipadech ale zlstavaji 2 amonné skupiny navazany
k molekule cisplatiny (Brabec et al. 2017). Nékolik studii naznacuje, ze cisplatina
krom¢& DNA aduktt tvori také DNA-platina-proteinové adukty (Wozniak et al. 2000).

Tvorba adukti DNA-platina (tedy také zména konformace DNA) je
pravdépodobné zodpovédna za cytotoxicky efekt cisplatiny. VéEtSina téchto aduktu je ale
rozpoznana mnozstvim DNA-vazebnych proteinli a miize byt odstranéna pomoci
nckolika bunéénych opravnych mechanismii. Neddvno byla publikovana zajimava
studie, popisujici mista v genomu, kde tvofi cisplatina adukty nejcastéji. Z této studie je
zfejmé, ze cilem cisplatiny je mimo jiné také mitochondrialni DNA (Shu et al. 2016).

Pfes nesmirnou oblibenost 1é¢iv na bazi platiny je ale jejich pouzivani
limitovano nékterymi vedlej$imi ucinky (toxicitou), zaroven také vyvojem rezistence.
Jako ptfiklad miizeme uvést nefrotoxicitu, jaterni toxicitu, periferni neuropatie,

myelotoxicitu a gastrointestinalni toxicitu (Guan et al. 2015). Tyto zavazné vedl&jsi
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u¢inky omezuji pouzitelnost 1é¢iv na bazi platiny. Na zéklad¢ tohoto zjiSténi byla
v minulych letech vyvinuta snaha o hledani novych latek, které¢ by byly protinadorovou
aktivitou podobné minulé generaci léCiv, ale zaroven vykazovaly niz§i urovné toxicity.
Nejen oblibené platnaté soli vykazuji antiproliferacni vlastnosti. Nekteré prechodné
kovy (Os, Re, Ru, Ti, Pd, Au, Mn, Cu) maji podobné ucinky. Takové slouc¢eniny se od
platnatych komplexi 1isi strukturou (nejsou planarni s cis-konfiguraci) a nékteré z nich
jsou ucinné 1 proti nddortm, které jsou vuci platiné rezistentni.

Ruthenium se za fyziologickych podminek vyskytuje v né€kolika oxidacnich
stavech (Ru", Ru™ a Ru"). Rutheniové komplexy vykazuji stejnou kinetiku
substituce ligandd jako platnaté komplexy (Pt") ve vodném roztoku. Diky tomu
mohou byt alternativou k lé€iviim na bézi platiny. V poslednich desetiletich bylo
vyvinuto a testovano nékolik rutheniovych komplext (Ru" a Ru™), u kterych byla
prokazana antiproliferacni aktivita u raznych typt nadord. Ptfi vyvoji novych
rutheniovych komplext je zejména diilezité se zaméftit na jejich rozpustnost, moznost
cilené aplikace a absorpce. Lakomska a jeji spolupracovnici vyvinuli dva Ru"
komplexy s triazolpyrimidinovymi ligandy (Lakomska et al. 2013). Ukazalo se, ze
pfidanim objemnych heterocyklickych ligandii se cytotoxicita obou komplexil
zvysila. Tyto komplexy naptiklad wvynikaji velkou ucinnosti proti lidskému
karcinomu plic A-549 a T47D bunécéné linii karcinomu prsu s ICsy hodnotou v
rozmezi 0.02-2.4 nM. Hodnota ICs, vyjadiuje koncentraci testované latky, pfi které
preziva 50 % bunck. Studie ptipisuji tak velkou cytotoxicitu vysoké lipofilit€¢ novych
komplexii, ktera obecné zvySuje prostupnost latek do bunék. Pierroz a jeho
spolupracovnici syntetizovali sérii Ru" polypyridylovych komplexd, které jsou
nasycené a inertni (Pierroz et al. 2012). Tyto komplexy maji cytotoxicitu (hodnoty
ICso) pro 3 testované kultury bunék srovnatelnou s hodnotami cisplatiny a pi1 1€cbe
cisplatina-rezistentnich karcinomt maji lepsi G¢innost nez cisplatina. Bylo zjisténo,
ze cilem téchto komplext je mitochondrialni DNA néadort, kde indukuji apoptézu. Je
zajimavé, ze takto malé strukturni zmény pii vyvoji kovovych komplexti mohu mit
vyznamny dopad na jejich vyslednou cytotoxicitu 1 cilenou lokalizaci. Li
a spolupracovnici také syntetizovali n€kolik Ru" komplextt (Li er al. 2012). Tyto
komplexy byly testovany na nckolika nadorovych bunécénych liniich a také pro
kontrolu na nenadorové bunécné linii lidskych fibroblastd (HS68). Diky tomu byla
prokdzéana selektivni cytotoxicita vii¢i nddorovym bunkam, ale velmi mald toxicita

proti normalnim zdravym HS68 buiikdm. Komplexy pravdépodobné indukuji kaspaz-
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dependentni apoptézu v nadorovych bunkach prostfednictvim superoxidii. Qian a
jeho spolupracovnici prezentovali Ru" komplexy, které se preferenéné akumuluji
v mitochondriich HeLa bun€k a indukuji apoptézu mitochondridlni cestou, coZz
zahrnuje reaktivni kyslikové radikdly, depolarizaci mitochondridlni membrany
a aktivaci Bcl-2 a kaspaz (Qian et al. 2013). Sadler, Dyson a ostatni vyvinuli sérii
Ru" komplexd s aromatickymi uhlovodiky s protinddorovou aktivitou. Tyto
organokovové slouceniny jsou stabilni v zivém organismu, jsou amfifilni a velmi
ucinné proti riznym modelovym nédorim (Kilpin et al. 2013; Khan et al. 2014;
Romero-Canelon et al. 2013). Ru"-heterocykly nabizeji zaklad pro inkorporaci $iroké
Skaly funkcnich skupin do kovového centra nebo do pozice ligandt (Ang ef al. 2011;
Barry et Sadler 2012).

Nejvétsiho uspéchu bylo ale dosazeno az s vyvojem tii riznych sloucenin
ruthenia, NAMI-A, KP1019 a NKP1339, které jiz zacaly byt klinicky testovany
(Zeng et al. 2017). Tyto komplexy vykazuji podobnou ucinnost, ale také relativné
nizkou obecnou hodnotu toxicity ve srovnani s protinddorovymi léCivy na bazi
platiny (Qiu et al. 2017) a mohly by byt potencidln¢ uzitecné pii lécbe
metastatickych nadorti anebo nadorti rezistentnich k 1écbé cisplatinou. VSechny tyto
komplexy jsou strukturné¢ podobné, ale maji rozdilnou cytotoxickou aktivitu. Latka
NAMI-A vykazuje malou aktivitu vii¢i primarnim nadoriim, ale je velmi uzite¢na
proti sekunddrnim nadortim, napiiklad inhibuje vznik/progresi plicnich metastaz.
Oproti tomu latka KP1019 vykazuje potencialni aktivitu vici primarnim nadortim,
zejména kolorektalnimu karcinomu, ktery vykazuje rezistenci vici cisplatiné. Nutno
podotknout, ze oba zminéné komplexy jsou jen malo aktivni in vitro, ale jsou lépe
tolerovany u in vivo klinickych aplikaci (Sava et al. 2011). Nicméné vysledky stéle
nejsou stoprocentni. Latka NAMI-A byla testovana na zvitatech a bylo zjisténo, ze
mtize posSkozovat ledviny a zvySovat hladiny sérového kreatininu (Magnarin et al.
2000). Latka KP1019 je také toxickd pro ledviny, navic poskozuje i1 kostni dienl
(Keppler et al. 1990). Pfed zavedenim do klinické praxe bude proto tfeba dalSiho
vyzkumu mechanismu biologického ucinku téchto latek.

Vedle intenzivniho vyzkumu a vyvoje rutheniovych komplexii béhem poslednich
let zistavaji biologicky aktivni osmiové komplexy jen malo popsany. Nicméné osmium
nabizi nékolik odlisnych vlastnosti od ruthenia, které by mohly byt uzitecné. Za
fyziologickych podminek se jednad o relativné stabilni a inertni slouceniny. K vyvoji

osmiovych komplexi byly pouzity rizné strategie, Casto byla také vytvorena strukturni
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analoga k rutheniovym slou¢eninam. Diky tomu vznikla strukturné rtiznoroda knihovna
osmiovych komplexti zahrnujici mononuklearni koordina¢ni komplexy, multinuklearni
klastery a organoosmiové slouceniny se Sirokou Skdlou chemickych a biologickych
vlastnosti (Colangelo et al. 2005; Kong et al. 2008; Barry et al. 2010; Hartinger et al.
2011).

Mechanismus uc¢inku protinadorovych osmiovych komplexi neni stile dost
dobfe objasnén. Osmiové™ heterocyklické komplexy obsahujici ligandy s derivaty
azopyridinu vykazuji cytotoxicitu proti fadé nadorovych bunéénych linii v fadech
nanomoll (Fu et al. 2010). Podobné osmiové komplexy byly testovany na bunécné linii
malobunécného karcinomu plic A549 a bylo zjisténo, ze indukuji apoptdzu
zprostfedkovanou mitochondriemi a blokuji vstup bun¢k do S-faze bunécného cyklu
(van Rijt et al. 2014). Polypyridylové osmiové(Il) komplexy inhibuji protein-protein
interakce (Liu et al. 2016; Yang ef al. 2017). Buné¢na linie karcinomu prsu HMLER
oSetfenda osmium(IV)nitrido komplexem [OsCL:N(phen)] méla o 50 % mensi vyskyt
zmén v genetické informaci buné€k, které kumulaci mohou vést k nddorovému bujeni.
Pro studium mechanismu puasobeni osmiovych komplexi byla sestavena shRNA
knihovna. Diky této knihovné mohly byt provedeny experimenty, které naznacuji, ze
mechanismus U¢inku osmiovych komplexti zahrnuje poruseni DNA fetézct, aktivaci
drahy p53, zastaveni bunééného cyklu v G2/M bod¢ a kaspaz-dependentni apoptdzu.
Druhd cesta je ptes indukci stresu endoplazmatického retikula, vedouci k up-regulaci
proteintl, zvétSeni endoplazmatického retikula a p53-dependentni apoptozu (Berger et
al. 2018).

Jak jiz bylo zminéno vyse, nové latky s moznou protinadorovou aktivitou je pfed
zavedenim do klinické praxe nutné testovat. K tomu se pouzivaji vybrané bunécné linie.
Jednou z té€chto pouZivanych testovacich bunécnych linii je linie MDA-MB-231, kterou
jsem se zabyvala i v této diplomové praci.

MDA-MB-231 je vysoce agresivni, invazivni a velmi Spatné diferencovana triple
negativni bunééna linie adenokarcinomu prsu. Mezi zékladni znaky této bunécéné linie
patii snizeni exprese estrogennich receptortit (ER), dale progesteronového receptoru
(PR) a HER2 receptoru (receptor pro lidsky epidermalni rustovy faktor 2) (Liu et al.
2003; Chavez et al. 2010).

Podobn¢ jako u jinych invazivnich nadorovych bunéénych linii je schopnost
bunék MDA-MB-231 metastdzovat zprostiedkovana proteolytickou degradaci ECM.
V dutsledku chybéjici exprese ER a PR a amplifikace HER2 byla buné¢na linie nejprve
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klasifikovana jako "bazalni" bunécnd linie rakoviny prsu. Nicméné nyni vime, Ze se
MDA-MB-231 bunécna linie fadi do molekularniho subtypu s nizkou hladinou
klaudinu, jelikoz vykazuje down-regulaci klaudinu-3 a klaudininu-4, nizkou expresi
Ki-67 proliferacniho markeru, obohaceni pro markery spojené s epitelidlne-
mezenchymalnim pfechodem a expresi genll spojenych s kmenovymi buitkami rakoviny
prsu (cancer stem cells, CSC), jako je CD44+CD24-/low fenotyp (Holiday et Speirs,
2011).

Ve 3D kultufe vykazuje bunécna linie endotelidlni morfologii (Harrell et al.
2014) a je charakterizovana svym invazivnim fenotypem. Tvofii stelatové projekce,
které Casto premostuji vice bunécnych kolonii (Kenny et al. 2007).

Triple-negativni karcinom prsu je agresivni forma rakoviny prsu s omezenymi
moznostmi 1é¢by. Pochopeni molekularni podstaty triple-negativniho karcinomu prsu je
proto velmi dilezité pro vyvoj nové ucinngjsi 1écby. V dusledku toho bylo provedeno
mnoho studii o potenciadlné u¢innych latkach pro tento konkrétni typ rakoviny prsu
s pouzitim bunécéné linie MDA-MB-231.

MDA-MB-231 bunécnd linie je predevSim hojn¢ vyuzivana pro vyzkum
kostnich metastaz (Simmons et al. 2015). Byly také izolovany subklony buné¢k MDA-
MB-231, které se prednostné metastazuji do kosti, mozku a plic mysi po
intraventrikuldrni injekci, a tak umoziuji identifikaci genli a biochemickych cest, které
jsou potencialnimi medidtory tvorby metastdz na konkrétni mista organismu (Chavez et

al. 2010; Bos et al. 2009; Kang et al. 2003; Minn et al. 2005; Minn et al. 2005).
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IV. EXPERIMENTALNI CAST

IV. 1. BIOLOGICKY MATERIAL A CHEMIKALIE

e Bunky lidského triple negativniho adenokarcinomu prsu - linie MDA-MB-231:
European Collection of Authenticated Cell Cultures, Velka Britanie
e Ristové médium DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium): Biosera,
Francie
¢ Fetilni bovinni sérum (FBS = Fetal Bovine Serum): Sigma, Ceska republika
e Antibiotika
o penicilin: Sigma, Ceska republika
o streptomycin: Sigma, Ceska republika
e Neesencialni aminokyseliny: Sigma, Ceské republika
e Bovinni sérovy albumin (BSA = Bovine Serum Albumin): Takara, Japonsko
e Trypsin/EDTA: Sigma, Ceska republika
e Dimethylsulfoxid (DMSO): Duchefa, Nizozemsko
e Trypanova modi: Sigma, Ceska republika
e Neutralni Cervenl (3-Amino-7-dimethylamino-2-methylfenazine hydrochlorid):
Sigma, Ceska republika
e Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS): Serva, Némecko
e Kyselina trichloroctova (TCA): Sigma, Ceska republika
e Kyselina octova: Sigma, Ceska republika
e Sulforhodamin B: Sigma, Ceska republika
e Ethanol: Penta, Ceské republika
e Chlorid sodny: Sigma, Ceska republika
e Chlorid draselny: Sigma, Ceska republika
e Hydrogenfosfore¢nan disodny: Sigma, Ceska republika

e Dihydrogenfosforenan draselny: Sigma, Ceska republika
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IV. 1. 2. Pouzité komplexy

e Cisplatina (cis-diamindichloroplatnaty komplex): Sigma, Ceska republika
e Komplex 1 — (CssH30N.CIRuPFs) — viz. Obr. 3.

Obr. 3. Chemicka struktura komplexu (1).

e Komplex 2 — (Cs4H30N,ClOsPF) — viz. Obr. 4.

Obr. 4. Chemicka struktura komplexu (2).

Komplexy (1) a (2) laskavé poskytl doc. Starha (RCPTM, Olomouc). Viechny
latky byly vzdy tésné pied pouzitim rozpustény v DMSO a déle fedény dle potieby.
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IV. 1. 3. Pouzité roztoky

Fosfatovy pufr 10x 7,4 pH (PBS 10x)
e 150 mM chlorid sodny (NaCl)
e 2 mM chlorid draselny (KCl)
¢ 10 mM hydrogenfosfore¢nan disodny (Na,HPO,)
e 2 mM dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,HPO,)

Zasobni roztok neutralni ¢ervené
e 40 mg neutralni Cervené
e 10mlPBS 1x

e Uchovavat nejdéle 2 mésice ve tmé pii pokojové teploté

Odbarvovaci roztok neutralni cervené
e 50 % ethanol (EtOH)
e 49 % deionizovana voda (dH,O)
e 1% kyselina octova (CH;COOH)

Sulforhodamin B 0.4% w/v
¢ 400 mg sulforhodaminu B
e 100 ml 1% kyseliny octové (CH;COOH)

e Uchovéavat nejdéle 6 mésicii pfti teploté 4 °C

IV. 2. PRISTROJE

e Vodni ldzen: SB-12L shaking water bath, Benchmark Scientific, USA
e CO; inkubator: MCO-18AC-PE CO; incubator, Panasonic Biomedical, Japonsko
e Automatickd pocitacka bunc¢k: TC20 automated cell counter, Bio-Rad
Laboratories, USA
e Destickovy spektrofotometr: SynergyMx, BioTek Instruments, USA
e Laminarni box: SafeFAST Classic 212, Faster, Italie
e Mikroskop: NIB-100, MIKRO, spol. s.r.o.
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e Tiepacka: Universal Orbital Shaker OS-20, BOECO, Némecko

IV.3. METODY

IV. 3. 1. Kultivace bunék

Buitky MDA-MB-231 byly kultivovany v médiu DMEM s piidavkem antibiotik
(penicilin 10 U-ml" a streptomycin 10 pg-ml™), 10 % fetalniho bovinniho séra a 1 %
neesencialnich aminokyselin. Buiky byly drzeny v inkubatoru pfi teplot¢ 37 °C
a atmosféfe s 5% obsahem CO,. Po dosazeni 85-95% konfluence (vytvoteni jednotné
souvislé¢ vrstvy téchto adherentnich bunck) byly buiiky dle standardniho protokolu
pasazovany za pomoci trypsinu/EDTA. Pasaz probihala v zavislosti na rychlosti riistu
bun¢k zhruba 2x tydn€. Prace byla provadéna v aseptickém prostredi.

Pted zaCatkem prace byly kultivaéni médium a fosfatovy pufr predehiaty ve
vodni lazni na teplotu 37 °C, trypsin byl rozmrazen pii pokojové teploté. Bunky
v T-75 kultivaéni lahvi (TPP, Svycarsko) byly zkontrolovany pod mikroskopem.
Nésledné bylo v lamindrnim boxu za aseptickych podminek odsato staré¢ kultivacni
médium a buiiky byly oplachnuty PBS 1x. Po odsati fosfatového pufru bylo k buitkam
piipipetovano 1.5 ml trypsinu a kultivacni ldhev byla umisténa na 2 min do inkubatoru.
Dale byly bunky zkontrolovany pod mikroskopem, opatrné sklepany z kultiva¢niho
povrchu a v lamindrnim boxu oplachnuty plnohodnotnym kultivaénim médiem.
Opétovnym nasavanim a vypousténim bunék pipetou byly rozvolnény bunécné shluky,
za ucelem vytvoreni homogenni bunécné suspenze. Do nové kultivacni lahve bylo
napipetovano 10 ml kultivaéniho média s obsahem séra, antibiotik a neesencialnich
aminokyselin a 2 ml bun&né suspenze obsahujici 10° bunék. Kultivaéni lahev byla

umisténa v inkubatoru pro dalsi praci.

IV. 3. 2. Poditani bunék

Pro testovani cytotoxicity vybranych komplexti a SRB test bylo nutné znat pfesny pocet
bun¢k v bunééné suspenzi. Za timto ucelem bylo odebrano 10 pl bunétné suspenze
z kultivaéni ldhve a obarveno piidanim 10 pl trypanové modre. Vzorek byl pipetovan na
specialni pocitaci sklicko a vlozen do automatické pocitacky. Celkovy pocet bunck,

procento a celkovy pocet zivych bunck bylo nasledné¢ vyhodnoceno na automatické
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pocitatce na zdkladé analyzy obrazu. Mrtvé a Zivé builky vykazuji odliSnosti
v propustnosti jejich cytoplazmatickych membran pro trypanovou modf. Trypanova
modf je kyselé azobarvivo, které velmi rychle zabarvuje mrtvé buiky, které maji
naru$enou integritu cytoplazmatické membrany, na rozdil od Zivych bunék. Zivé buiiky
pies svoji intaktni bunénou membranu barvivo nepropusti, pfipadné jej aktivné

transportuji ven z vnitrobunééného prostoru (Freshney, 2005).

IV. 3. 3. Test cytotoxicity

Pro testovani cytotoxicity vybranych komplext byly buiniky sazeny na 96-jamkové
desti¢ky v poctu 10 000 buné€k na jamku ve 100 pl kultivacniho média a drzeny po dobu
24 hodin v inkubatoru za kultiva¢nich podminek. Buiiky byly poté osetfeny cisplatinou
v rozsahu koncentraci 0.2 uM az 100 uM nebo komplexy (1) a (2) v rozsahu
koncentraci 0.1 uM az 50 uM. Komplexy byly vzdy tésné pted pouzitim rozpusStény
v 10% DMSO a nésledné fedény do kultivaéniho média. Koncentrace DMSO v médiu
nebyla nikdy vyssi nez 0.2 %, aby neovliviiovala zivotaschopnost bun¢k. Po oSetieni
byly buniky drzeny v inkubdtoru po dobu 72 hodin. Cytotoxicita byla nasledné
stanovena pomoci testu s neutralni ¢erveni.

Neutralni Cerven je barvivo schopné pasivni difuizi pronikat do Zivych bunck
a ukladat se do sekundérnich lysozomt, kde se vaze na fosfatové skupiny lysozomalni
matrix. Na zdklad¢ toho jsme schopni odlisit Zivé buiikky od mrtvych. (Reppeto et al.
2008).

Nejprve bylo nafedénim zéasobniho roztoku neutrdlni cervené kultivacnim
médiem DMEM (bez obsahu fetalniho bovinniho séra, antibiotik a neesencialnich
aminokyselin) na koncentraci 40 pg'ml' piipraveno médium s neutralni Gerveni.
Z 96-jamkové desticky bylo opatrné€ vyklepnuto staré kultivacni médium a buiiky byly
v laminarnim boxu oplachnuty 100 pl PBS 1x na jednu jamku. Nésledné bylo do jamek
k bunikam piipipetovano 100 pl/jamka piredem ptipraveného média s neutralni Cerveni
a bunky byly pfeneseny do inkubatoru na dobu 2 hodin. Poté bylo z desticky odstranéno
médium s barvivem a buiiky byly oplachnuty 150 pul PBS 1x na jednu jamku. Do kazdé
jamky bylo pfipipetovano 150 pl odbarvovaciho roztoku neutrdlni Cervené a desticka
byla po dobu 5 minut umisténa na tfepacku pii 150 rpm. Absorbance v jednotlivych
jamkéch desticky byla métena spektrofotometricky pii vinové délce 540 nm. Na zaklad¢
namétfenych hodnot absorbance byla stanovena cytotoxicita pro vybrané testované latky.
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Byla vytvofena tabulka v programu Microsoft Excel, kde byly vypocteny pruméry
hodnot absorbance, které byly dale pfifazeny k ptisluSnym koncentracim testovanych
latek. Dale bylo pracovéano s programem GraphPad Prism4 (GraphPadPrism Software,
Inc., USA), kde byly z grafické zavislosti viability bun¢k [%] na koncentraci testované
latky [uM] vypocteny hodnoty 1Csy (The Half Maximal Inhibitory Concentration), tedy
hodnoty koncentraci platiny nebo komplexi (1) ¢i (2), pii kterych dana latka zpiisobi
smrt 50 % bunék. Pomoci programu Microsoft Excel (Microsoft, USA) byly vypocteny

aritmetické priméry a smérodatné odchylky hodnot ICsy obou testovanych latek.

IV. 3. 4. Wound-healing esej

Wound-healing esej je jednoduché a levna metoda, také jedna z prvnich metod, které
byly vyvinuty pro studium migracni aktivity bun€k in vitro. Principem metody je
napodobovani migrace bunék pii hojeni ran in vivo. Zakladni kroky zahrnuji vytvoteni
"rany" v bun&né monovrstvé, zachyceni fotografii bunck na zacatku experimentu
a dale v pravidelnych Casovych intervalech béhem kultivace, a nakonec porovnani
snimkt za ucelem kvantifikace uspésnosti migrace bun¢k (Rodriguez, 2005).

Buiiky byly sazeny na 6 cm Petriho misky v poctu 2 500 000 bun€k na misku ve
4 ml kultivacniho média a byly drZzeny v inkubatoru pii 37 °C a 5% CO, po dobu
24 hodin. Po 24 hodindch byly misky zkontrolovany pod mikroskopem. Nasledné bylo
odsato médium a bunky byly oplachnuty PBS 1x. Do misek byly pfipipetovany 4 ml
média s 1 % FBS a buniky byly ponechany v tomto médiu do druhého dne v inkubéatoru.
Po 24 hodinach byla pomoci plastové Spicky (200 pl) od automatické pipety vytvoiena
,jizva®“ v bunéné monovrstvé. Poté bylo odsito médium a buiky byly dvakrat
oplachnuty PBS 1x. Dale byly k buitkam ptidany 4 ml kultivaéniho média obsahujici
testované latky (cDDP, komplex (1) nebo (2)) o koncentraci odpovidajici 65 % ICs
danych latek po 72 hodinach (hodnoty ICsy viz Tab. 2.). V jedné z Petriho misek byly
k buitkkdm pipetovany pouze 4 ml kultivaéniho média (bez testovanych latek) pro
kontrolu. Bunky byly vyfotografovany a dale drzeny v inkubatoru, nasledné¢ byly

vyfoceny po 24 hodinach digitalnim fotoaparatem.
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Tab. 2. Tabulka hodnot ICsy pro dané komplexy pouzité pro wound-healing esej na

MDA-MB-231 bukéch.

Testovany komplex Hodnota ICs 65 % ICs
cDDP 15.200 uM 9.88 uM
Komplex (1) 0.830 uM 0.540 uM
Komplex (2) 1.134 uyM 0.737 uM

IV. 3. 5. Re-adhezni test

Bunky byly sazeny na 6 cm Petriho misky v poctu 1 500 000 bun¢k na misku ve 4 ml
kultivatniho média DMEM s ptidavkem antibiotik (penicilin 10 U-ml" a streptomycin
10 pg'ml™), 10 % fetalniho bovinniho séra a 1 % neesenciadlnich aminokyselin a byly
drZzeny v inkubatoru po dobu 48 hodin. Po 48 hodinach bylo z kultivacnich misek
odsato staré médium a bunky byly oplachnuty PBS 1x. Do kazdé z misek bylo
ptipipetovano médium DMEM obsahujici 10 % fetadlniho bovinniho séra a 0.1 % BSA
a bunky byly umistény do inkubatoru na 24 hodin. V dalSim kroku byly buiiky oSetfeny
komplexy cDDP, (1) nebo (2) o koncentracich rovnych c¢tyinasobku jejich 1Cso, ktera
byla zjiSténa experimentalné béhem méfeni cytotoxicity, a byly umistény do inkubatoru.
Po uplynuti 1 hodiny a 40 minut bylo z kultiva¢nich misek odsato médium, buniky byly
oplachnuty PBS 1x a do kazdé misky byly pfipipetovany 2 ml kultivaéniho média
s ptidavkem 0.1% BSA. Buiky byly opatrn¢ seSkrabany ze dna kultivacni nadoby
a dikladné resuspendovany automatickou pipetou za ucelem odde€leni bunck od sebe
a vytvofeni homogenni bunécéné suspenze. Bunky byly ponechany 15 minut pfi
pokojové teploté¢ pro rekonstituci povrchovych receptort. Buiikky byly spocitany na
automatické pocitacce a nasazeny na 96-jamkové destiCky v poctu 30 000 bunck na
jamku ve 100 pl média. Buiikky byly ponechény v inkubatoru po dobu 30 minut pii 37
°C a 5% CO,. Nasledn¢ byly re-adherované buiiky barveny sulforhodaminem B dle

postupu uvedeného nize (viz SRB test).

IV. 3. 6. SRB test

Sulforhodaminovy test je velmi vhodny pro kvantifikaci schopnosti invazivity
nadorovych bun¢k a zaroveil umoziluje stanovit miru cytotoxicity 1é¢iv. Tato metoda je
zaloZzena na schopnosti sulforhodaminu B vytvaiet elektrostatické vazby s bazemi

aminokyselinovych zbytka bunék, které jsou fixované kyselinou trichloroctovou. Vazba
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zavisi, mimo jiné, také na pH. Za kyselych podminek se barvivo vaze do bun¢k, za
mirn¢ zasaditého pH muze byt barvivo naopak extrahovano (Skehan, 1990).
Re-adherované bunky (viz Re-adhezni test) byly zkontrolovany pod
mikroskopem. Z desticky bylo vyklepnuto médium a buiiky byly dvakrat proplachnuty
PBS 1x. Do kazdé jamky bylo ptipipetovano 100 pl 10% kyseliny trichloroctové. Takto
osetiené¢ bunky byly umistény v lednici pfii teplot¢ 4 °C po dobu 1 hodiny, ¢imz doslo
k jejich fixaci. Po ukonceni fixace byla kyselina z desti¢ky odstranéna a vzorky byly
tiikrat proplachnuty deionizovanou vodou. Desticky s buiikami byly suSeny pii
laboratorni teplot¢ po dobu 10 minut. Do kazdé jamky bylo pfiddno 100 pl
sulforhodaminového barviva a buiiky byly takto barveny po dobu 30 minut pii pokojové
teploté. Barvivo bylo z desek vyklepnuto a vzorky byly tfikrat proplachnuty 1%
kyselinou octovou. Po odpafeni kyseliny octové bylo k bunkdm piidano po 100 ul
10mM Tris na jamku v desce a desticka byla umisténa na tfepacku pii 60 rpm na
5 minut (Skehan, 1990). Po rozpusténi barviva byla intenzita zbarveni v jamkach desky
stanovena spektrofotometricky pfi vinové délce svétla 570 nm. Cim bylo tmavsi
zbarveni roztoku (a vyss$i absorbance), tim byl vyssi pocet re-adherovanych bunék. Na
zéklad¢ namétenych hodnot absorbance byla stanovena schopnost re-adherence bunék
osetienych vybranymi latkami. Vysledky méfeni byly vyhodnoceny v programu
GraphPad Prism4 (GraphPadPrism Software, Inc., USA). Hodnoty testovanych latek
byly vztazeny ke kontrole, kterd ptedstavuje 100 % re-adherovanych bunck. Déle byl
proveden t-test, ktery slouzi k porovnani, zda se vysledky méfeni pro testované latky

statisticky vyznamné¢ 1i$i od kontroly.
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V. VYSLEDKY A DISKUZE

V této kapitole jsou uvedeny vysledky experimentli provedenych v Laboratofi
molekularni biofyziky a farmakologie Univerzity Palackého v Olomouci v ramci
praktické c¢asti predlozené diplomové prace. Hlavnim cilem prace bylo testovani
cytotoxicity vybranych kovovych komplext a jejich vlivu na adherenci a invazni
vlastnosti triple-negativni bunééné linie karcinomu prsu MDA-MB-231. Konkrétné byla
métena cytotoxickd aktivita nového komplexu ruthenia (1) a také jeho piesného analogu
na bazi osmia (2). Dale byla testovana schopnost bunék (po osetfeni danymi komplexy)
re-adherovat ke kultivatnimu povrchu a také zacelit ,,rdnu vytvofenou v bunécné
monovrstvé. VSechny experimenty byly pro kontrolu a moznost srovnani provedeny
také s cDDP. Vysledky byly ziskdny za pouziti kolorimetrickych testi, konkrétné
barveni neutrdlni Cerveni a sulforhodaminem B, ddle byla také provedena wound-
healing esej a re-adhezni test. Postup prace pro dané testy je popsan v kapitole Metody.

Vysledky mé prace jsou shrnuty v nasledujicich kapitolach.

1. TEST CYTOTOXICITY

Na tvod praktické ¢asti diplomové prace bylo nutno stanovit hodnoty cytotoxicity pro
cisplatinu i testované komplexy ruthenia a osmia. Pro toto testovani byl vybran protokol
barveni neutrdlni Cerveni. Tento test poskytuje kvantitativni odhad poctu
zivotaschopnych buné¢k v kultufe. Jednd se o jeden z nejpouzivanéjSich testi
cytotoxicity s mnoha biomedicinskymi a environmentalnimi aplikacemi predevsim diky
nizké cené a vysoké citlivosti. Metoda je zaloZena na schopnosti zivotaschopnych bunék
zaClenit a vazat neutralni Cerven v lyzozomech. Buinky se kultivuji v tkanovych
kultiva¢nich deskach s 96 jamkami a oSetfi se dle protokolu barveni. Desticky se potom
inkubuji po dobu 2 hodin s médiem obsahujicim neutralni cerven. Buiiky se nasledné
promyji, barvivo se extrahuje a nasledné se odecte pomoci spektrofotometru absorbance

v kazdé jamce desticky.

Testovani cytotoxicity bylo experimentalné provedeno tak, Ze buinky byly
vysazeny na 96-jamkové kultivaéni desticky v hustot¢ 10 000 bunck ve 100 pl
kultiva¢niho média a po 24 hodinach v inkubatoru byly oSetfeny pfislusnym kovovym

komplexem. Rozsah koncentraci pro ¢cDDP byl stanoven na 0.2 — 100 uM a pro
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komplexy (1) a (2) pak 0.1 — 50 uM. Po oSetfeni byly buiiky drZeny v inkubatoru po
dobu 72 hodin a nasledné byla vyhodnocena cytotoxicita pomoci testu s neutralni
cerveni. Prvni reprezentativni graf (Obr. 5.) vyjadfuje vliv koncentrace ¢cDDP na
pfezivani (viabilitu) bunck MDA-MB-231. V dal§im grafu (Obr. 6.) byly porovnany
testované komplexy (1) a (2).
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Obr. 5. Graf zavislosti viability MDA-MB-231 bunék na koncentraci cDDP.
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Obr. 6. Graf zavislosti viability MDA-MB-231 bun¢k na koncentraci komplexi (1)
a(2).
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Z grafickych zavislosti viability MDA-MB-231 bunék na koncentraci
testovanych latek byly také pomoci programu GraphPad Prism4 vypocteny jejich
hodnoty cytotoxicity, které byly vyjadreny jako hodnoty ICso. Hodnota ICs, vyjadiuje,
jaka koncentrace daného komplexu zptsobi smrt 50 % testovanych bunck. Tabulka 3
vyjadifuje aritmetické priméry ICsy pro kazdy z komplexti véetné smérodatnych

odchylek, které byly vypocteny pomoci programu Microsoft Excel.

Tab. 3. Hodnoty ICs pro cisplatinu, komplex (1) a komplex (2) testované na bunkach
MDA-MB-231 oSetfenych danymi latkami po dobu 72 hodin.

Testovany komplex Hodnota ICs
cDDP 21.217 £3.130 uM
Komplex (1) 0.251 +0.002 uM
Komplex (2) 1.134£0.012 uM

Z uvedenych graft i hodnot ICsy vyplyva, Ze nejméné toxicka pro bunky MDA-
MB-231 je cisplatina (ICsp je 21.217 + 3.130 uM), na druhou stranu nejslibnéjsich
vysledki dosahuje komplex (1) s hodnotou ICsy 0.251 + 0.002 uM.

Cytotoxicita cisplatiny na bunééné liniit MDA-MB-231 jiz byla diive nékolikrat
testovana. Bylo zjisténo, Ze hodnota ICs, je 22 £ 4 uM (Dunne ef al. 2018). Jina studie
uvadi hodnotu ICso 22.1 uM (Fan ef al. 2017). Tyto hodnoty jsou ve shod¢ s mymi
vysledky. Ob¢ studie vSak vyhodnocovaly cytotoxicitu jiz po 48 hodinach, zatimco

v této praci byla testovana az po 72 hodinach.

Na bunécné linii MDA-MB-231 byly neddvno testovany podobné komplexy
ruthenia a osmia, a to konkrétné Ru™ a Os"™ batofenantrolinové komplexy obsahujici
dichloracetatovy ligand. Tyto komplexy vykazuji selektivni toxicitu u nékterych druhi
rakovinnych bunék a vyznamny efekt je patrny zejména pravé na vysoce progresivni
triple-negativni buitky MDA-MB-231. Dle provedeného vyzkumu lepSiho uc€inku
dosahuje osmiovy komplex s hodnotou ICsy = 0.50 = 0.02. Rutheniovy komplex ma
mensi ucinek (ICso = 0.86 £+ 0.01) zfejmé& proto, Ze relativné snadno a rychle uvoliuje
dichloracetatovy ligand diky hydrolyze jesté ptedtim, nez vstoupi do cytoplazmy. Oba
jmenované komplexy uspéSné zabranuji triple-negativnim buiikdm migrovat, invadovat
do okolnich tkéni a re-adherovat k povrchu. Jejich aktivita spoc¢ivd v blokaci

matrixovych metaloprotedz a v regulaci akvaporinti. Cytostatické a anti-metastatické
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vlastnosti testovanych komplext umoznuji vyvoj novych 1é¢iv na bazi kovi, které
mohou byt cilené pouzity pro 1écbu triple-negativnich variant nadorovych bun¢k.

(Pracharova et. al 2018)

2. WOUND-HEALING ESEJ

Pro studium migracni aktivity bunc¢k in vitro byla vybrana wound-healing esej.
Principem této metody je napodobovéani migrace bun¢k pti hojeni ran in vivo. Zakladni
kroky zahrnuji vytvofeni ryhy v bunééné monovrstvé, zachyceni fotografii bunck na
zacatku experimentu a dale v pravidelnych casovych intervalech béhem kultivace. Poté

nasleduje porovnani snimkt za ti¢elem kvantifikace tspéSnosti migrace bunck.

Bunky byly sazeny na 6 cm Petriho misky v hustoté¢ 2 500 000 bun¢k/miska ve
4 ml kultivacniho média a byly drZzeny 24 hodin v inkubatoru za kultiva¢nich podminek.
Po 24 hodinéach byla do bunééné monovrstvy Spickou od automatické pipety (200 pl)
vytvofena ,jizva“ ak bunkdm byly pfidany testované komplexy o koncentraci
odpovidajici 65 % jejich 1Cso. Bunky byly vyfoceny digitdlnim fotoaparatem ihned po
vytvoteni ryhy a poté po 24 hodinach. Podrobny popis postupu viz. kapitola Metody.

Vysledky byly vyhodnoceny na zaklad¢€ porovnani fotografii v ¢ase 0 h a poté po
24 h od aplikace testovanych latek. Vysledky experimentu jsou patrné
z reprezentativnich fotografii (Obr. 8.-13.). VSechny fotografie byly potizeny pfi
zvétseni mikroskopu 100x. Obrazky 8 a 9 zobrazuji bunécnou monovsrtvu MDA-MB-
231 bungk oSetfenou cisplatinou, obrazky 10 a 11 zobrazuji stejné¢ bunky oSetfené
komplexem (1) a nakonec obrazky 12 a 13 zobrazuji tyto bunky oSetfené¢ komplexem
(2). Pro lepsi srovnani byl vytvoien v programu GraphPad Prism4 také graf (Obr. 7.),

vyjadfujici procento zaceleni ryhy po 24 hodinédch od aplikace testovanych latek.
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Obr. 7. Graf vyjadiujici schopnost MDA-MB-231 bungk zacelit ryhu vytvofenou pii
wound-healing eseji. Hodnoty s hvézdickou jsou statisticky vyznamné odlisné od

kontroly (P < 0.05).
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Obr. 8. Kultura bunck MDA-MB-231 osetfena ¢cDDP a vyfotografovand ihned po

vytvoreni ryhy. Fotografovano pti zvétSeni 100x.

Obr. 9. Kultura bunék MDA-MB-231 osetfena cDDP a vyfotografovana 24 hodin po

vytvoreni ryhy. Fotografovano pfi zvétSeni 100x.
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Obr. 10. Kultura bunék MDA-MB-231 oSetfend komplexem (1) a vyfotografovana

thned po vytvoreni ryhy. Fotografovano pti zvétSeni 100x.

Obr. 11. Kultura bunék MDA-MB-231 osetiena komplexem (1) a vyfotografovana 24

hodin po vytvofeni ryhy. Fotografovdno pfi zvétSeni 100x.
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Obr. 12. Kultura bunék MDA-MB-231 osetfend komplexem (2) a vyfotografovana

thned po vytvoreni ryhy. Fotografovano pti zvétSeni 100x.

Obr. 13. Kultura bunék MDA-MB-231 oSetfena komplexem (2) a vyfotografovana 24

hodin po vytvofeni ryhy. Fotografovdno pfi zvétSeni 100x.

Z prilozenych fotografii 1 z grafu je patrné, Ze vysledky wound-healing eseje
odpovidaji predeslému testovani cytotoxické aktivity danych komplexti pomoci testu
barveni neutralni Cerveni. Opét miizeme fici, Ze rutheniovy komplex (1) dosahuje
nejslibngjsi antiproliferacni aktivity, nasleduje osmiovy komplex a nejhlife (nejméng)

ucinna je cisplatina, u které doslo po 24 hodinach téméf k uplnému zaceleni ryhy.
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Maligni nadorové buniky jsou schopné migrovat z mista primarniho nadoru,
invadovat do tkani a krevniho fecisté. Diky tomu se pfemisti do jiného mista organismu,
kde tvofi metastazy. Jeden moZny pfistup, jak zlepSit protirakovinné uc€inky
konvenc¢nich metalofarmak spociva v konjugaci téchto sloucenin s jinymi biologicky
aktivnimi (protinadorovymi) latkami s jinym mechanismem uc¢inku. V roce 2015 byla
popséana syntéza, biologické i¢inky a mechanismy piisobeni novych derivatia Pt™, které
obsahuji jeden nebo také dva nesteroidni protizanétlivé diklofenakové (DCF) ligandy,
které jsou znamé pro své protinddorové ucinky. Antiproliferativni vlastnosti téchto
kovovych konjugat ukazuji, Ze tyto slouceniny by mohly byt pouzity jako potencidlné
ucinna a selektivni cytotoxickd c¢inidla nadorovych bunék, vykazujici aktivitu
u nadorovych bungk rezistentnich k cisplatiné a nddorovych bun&énych linii pozitivnich
na COX-2. Zminovany vyzkum byl proveden na bunééné linii HT-29 a Hela
nadorovych bunkidch a bylo zjisténo, ze builky oSetfené noveé syntetizovanou
slouceninou 3 ztraci schopnost migrace, zfejmé diky ligandiim DCF v tomto komplexu.
Pro potvrzeni této hypotézy byl testovan antimigracni efekt cisplatiny, slouceniny 3
a samotné¢ho DCF pomoci nékolika metod. Jednou z nich byla také wound-healing esej
na HeLa bunécné linii. KdyZ po 24 hodinach dojde beéhem testu k zaceleni ryhy, dochazi
k normalni migraci buné€k. Pfi oSetfeni bun¢k vybranymi komplexy by méla byt migrace
omezena, a tedy i schopnost bunék ,,zacelit" ryhu mensi. Cim vétsi ryha tedy po osetfeni
bunééné kultury danym komplexem zlstane, tim vys§i je protimigracni aktivita
testované latky. Védei méfili ,,ryhu bez bunééné vrstvy* po 24 hodinach od oSetfeni
cisplatinou, slou¢eninou 3 a samotnym DCEF pfi jejich hodnotach 65 % ICs,. Zjistili, Ze
sloucenina 3 znatelné omezila schopnost HeLa bunék zacelit ryhu, podobné jako
samotny DCF, ktery inhiboval migraci bun¢k také. Na druhou stranu u kontrolni kultury
bunék doslo ke 100% zaceleni rany, velmi podobné jako u rovnéz testované cisplatiny.
Vysledky tohoto vyzkumu naznacuji, ze vyskyt DCF ligandu ve slouceniné 3 piispiva
k inhibici invazni a migraéni schopnosti nddorovych bunék. Ukézalo se, Ze sloucenina
3, ve které jsou molekuly DCF koordinovany s Pt"" pfes jejich karboxylovou skupinu,
je u¢inngj§i nez ptivodni Pt™ 1é¢ivo - cisplatina. Uginnost slou¢eniny 3 je zptisobena
nekolika faktory, vCetné lepsi schopnosti vazby na DNA a zvySeni cytotoxicity (Intini

et. al 2015).
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3. RE-ADHEZNI TEST

Schopnost metastdzovani nadorovych bun¢k je kromé migracnich a invaznich vlastnosti
také Uzce spjata s jejich pfilnavosti. V tomto experimentu byla testovana schopnost
komplext (1) a (2) inhibovat adhezni vlastnosti bunék MDA-MB-231 in vitro. Pro tento

ucel byl pouzit re-adhezni test dle protokolu Novohradsky ez. a/ 2015.

Re-adhezni test zahrnuje nékolik krokl. V této praci byly builkky sazeny na 6 cm
Petriho misky v po¢tu 1 500 000 bunék na misku ve 4 ml kultivaéniho média DMEM
s piidavkem antibiotik (penicilin 10 U-ml” a streptomycin 10 pg-ml™), 10 % fetalniho
bovinniho séra a 1 % neesencidlnich aminokyselin. Po 48 hodinach bylo z kultiva¢nich
misek odsato staré médium, které bylo nahrazeno médiem DMEM, obsahujicim 10 %
fetalniho bovinniho séra a 0.1 % BSA abuilkky byly umistény do inkubatoru na
24 hodin. V dalsim kroku byly bunky oSetieny komplexy c¢DDP, (1) nebo (2)
o koncentracich rovnych c¢tyfnasobku jejich ICsy, kterd byla zjiSt€éna experimentalné
b&hem méteni cytotoxicity, a buiky byly umistény do inkubatoru. Po uplynuti 1 hodiny
a 40 minut bylo z kultiva¢nich misek odsato médium, buniky byly oplachnuty PBS 1x
a do kazdé misky byly pfipipetovany 2 ml kultivaéniho média s ptidavkem 0.1% BSA.
Bunky byly opatrné seSkrabany ze dna kultiva¢ni nadoby a dikladné resuspendovany
automatickou pipetou za ucelem oddéleni bunék od sebe a vytvoreni homogenni
bunécéné suspenze. Buiiky byly nasledné ponechdny 15 minut pfi pokojové teploté pro
rekonstituci povrchovych receptorti. Nakonec byly bunky spocitany na automatické
pocitacce a nasazeny na 96-jamkové desticky v poctu 30 000 bun€k na jamku ve 100 pl
média a byly ponechany v inkubatoru po dobu 30 minut pti 37 °C a 5% CO,. Nasledné

byly re-adherované buiiky barveny sulforhodaminem B.

Protokol se sulforhodaminem B (Skehan er al 1990) se casto vyuziva
k provadéni cenové vyhodného testovani cytotoxicity v bunécnych studiich (Vichai
a Kirtikara, 2006). Tato metoda je zalozena na vlastnosti SRB, ktery se vaze na
bilkoviny za mirn¢ kyselych podminek a nasledné¢ muize byt extrahovan. Mnozstvi
navazaného barviva odrazi bunécnou proliferaci (Orellana et al. 2016). Tento test se
omezuje na manualni nebo poloautomaticky skrining a mtize byt u¢innym a citlivym
méfitkem pro testovani chemoterapeutickych 1é¢iv nebo malych molekul v adherentnich
buiikach. Muze byt také vyuzit pifi hodnoceni vlivi modulace genové exprese
(knockdown, upregulace genové exprese) (Kasinski et al. 2015). Postup barveni byl jiz

podrobné popsan v kapitole Metody.
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Vysledky tohoto testovani zobrazuje graf (Obr. 14.), ktery ukazuje re-adhezni
aktivitu bun€k oSetfenych vybranymi testovanymi komplexy vyjadienou v [%]
(vztazeno k re-adhezni aktivité¢ neoSetfenych kontrolnich bunék). Nejvyssi re-adhezni
aktivity dosahovaly bunky oSetfené cisplatinou (v priméru az 69.59 %), tato latka se
zde proto jevi jako nejméné€ ucinnd v boji proti novym metastazdm. Naopak oba
testované komplexy (1) 1 (2) zptsobily vyznamné snizeni re-adhezni schopnosti bunék
MDA-MB-231. Konkrétné nejlepSich vysledkid dosédhl komplex (1), ktery byl dle
uvedenych vysledki vice nez 2x u€inngj§i v porovnani s cisplatinou (s aktivitou
dosahujici pouze 30.02 %). Komplex (2) vykazoval mirn€ nizsi u¢innost (38.04 %), nez

komplex (1).

a ~
o a
1 1

Re-adhezni aktivita [%]
N
(4, ]

o
L

cDDP Komplex (1) Komplex (2)

Obr. 14. Graf vyjadiujici re-adhezni aktivitu bun€ék MDA-MB-231 oSetfenych
cisplatinou, komplexem (1) a komplexem (2). Hodnoty s hvézdickou jsou statisticky

vyznamn¢ odlisné od ¢cDDP (P < 0.05).

V programu GraphPad Prism4 byl také proveden t-test za ucelem zjisténi, zda je
mezi testovanymi komplexy (1) a (2) statisticky vyznamny rozdil v G¢innosti na re-
adhezni aktivitu buné¢k v porovnani s cDDP. Bylo zji§téno, ze rozdily ve vysledcich

mezi cDDP a obéma testovanymi latkami signifikantni jsou (P < 0.05).
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Jak jiz bylo dfive v této praci zmin€no, bunécna linie MDA-MB-231 se fadi mezi
triple-negativni linie karcinomu prsu. Triple-negativni karcinom je klinicky definovany
jako nédor, vyznaCujici se nepfitomnosti estrogennich receptort (ER),
progesteronovych receptori i Her-2 receptorti. Pro tento typ nddori mame stale
nedostatek dostupnych 1éCiv a vysoké riziko recidivy onemocnéni znaéné¢ komplikuje
1é¢bu této malignity. LéCiva na bazi platiny jsou v soucasnosti nejpouzivangjsi v terapii
téchto typd nadort, i pfes relativné vysokou toxicitu. Je také znamo, Ze pii opakovaném
podavani cDDP dané nadory vykazuji rezistenci. To jsou jedny z hlavnich divodu, pro¢
védci hledaji nové alternativy 1écby.

Polypyridinové rutheniové komplexy Ru®™ jsou jiz delsi dobu povazovany za
vynikajici protinddorova ¢inidla, kterd inhibuji proliferaci bunék rakoviny prsu.
Nicmén¢ stale nebyly plné objasnény jejich ucinky na metastatickou aktivitu téchto
bunék. V loniském roce byla testovdna skupina polypyridinovych rutheniovych
komplext koordinovanych s derivaty fenazinu na bunééné linii MDA-MB-231.
Vysledky ukézaly, ze tato skupina komplexti projevila inhibi¢ni G¢inek na bunécnou
kulturu MDA-MB-231, ktery je srovnatelny s u¢inkem cisplatiny. Zejména jeden ze
syntetizovanych komplexti, komplex Ru(bpy)2BEDPPZ: R=-C=C(C¢Hs), ucinné
inhiboval migraci a invazni aktivitu bunék MDA-MB-231 in vitro a potlacoval jejich
schopnost adheze a tvorby stresovych vladken. Na modelovém organismu Danio rerio se
prokazalo, ze testovany komplex ucinné blokuje metastazovani bunék MDA-MB-231 v
krevnich cévach a omezuje angiogenezi. Dalsi studie ukdzaly, ze mechanismy ucinku
téchto latek mohou zahrnovat apoptéozu zprostiedkovanou pies poskozeni DNA.
Vsechny tyto vysledky naznacuji, Zze rutheniové komplexy na bdzi fenazinu mohou
pusobit jako silnd ¢inidla inhibujici metastdzovani nadorovych bunek prsu (Zhao et. al

2018).

Védecka skupina z Portugalska neddavno syntetizovala jiné rutheniové komplexy,
které testovala na dvou rtiznych bunéénych liniich rakoviny prsu (MCF-7 a MDA-MB-
231). Tyto komplexy vykazovaly ve stejnych experimentalnich podminkach lepsi
cytotoxicitu nez cisplatina. Mohou byt proto také potencialni ndhradou v 1é¢bé nadorti
rezistentnich k cisplatiné (Corte-Real ef al. 2019).

Pravé tyto slibné vysledky ucinki kovovych komplexti na nadorové bunky mne
motivovaly k testovani vybraného rutheniového komplexu a jeho osmiového analogu v
moji diplomové praci. Na zaklad¢ provedenych experimentl v laboratofi v ramci této

prace byl potvrzen vyznamny antiproliferacni ti¢inek téchto slouc¢enin.
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Osmiové komplexy na bunééné linii MDA-MB-231 ziejmé prozatim testovany
nebyly. Kvli jejich vyhodnym vlastnostem a podobnosti s rutheniovymi komplexy je
vSak mozné, Ze by mohly potencidlné vici témto nddorovym buitkkdm vykazovat slibné

antiproliferacni a anti-metastatické ucinky, coz dokazuje i moje diplomova prace.
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VI. ZAVER

Hlavni pfi¢inou umrti na nadorovd onemocnéni nebyvaji priméarni nadory. VéEtSinou se
stav pacienta vyznamné zhorsi, kdyZ dojde k progresi onemocnéni, charakterizované
pfedevsim inseminaci sekundarnich nddorti (metastaz) ve vzdalenych organech. Tvorba
metastaz je vysoce komplexni a dlouhodoby proces, pfi kterém buniky primarniho
nadoru musi prekonat fadu prekazek. Pfesto ale vznik metastaz neni vzacny. Triple-
negativni bunécna linie karcinomu prsu MDA-MB-231 je znamé jako velmi agresivni,
metastaticky aktivni linie nadorovych bun€k. Pravé zuvedenych divodl je casto
pouzivana jako model k testovani potencidlnich novych 1é¢iv. Pro vyvoj vyhodné
1écebné strategie daného typu nadort je vSak nutny dal$i rozsédhly vyzkum. Proto 1
hlavnim cilem moji prace bylo testovani cytotoxicity vybranych novych kovovych
komplext a jejich vlivu na adherenci a invazni vlastnosti této triple-negativni bunééné

linie karcinomu prsu MDA-MB-231.

V prvni ¢asti prace byla métfena cytotoxicka aktivita nového komplexu ruthenia
(1) a také jeho presného analogu na bazi osmia (2). Pro moznost srovnani byla také
otestovana cytotoxicita cDDP. Pro toto testovani byl vybran protokol barveni neutralni
Cerveni. Tento test poskytuje kvantitativni odhad poctu zivotaschopnych bunck
v kultufe. Hodnoty cytotoxicity byly vyjadieny jako hodnoty ICsy, tedy hodnoty
koncentrace testované¢ho komplexu, pfi které prezije 50 % bunék. Bylo zjisténo, Ze
nejméné toxicka pro buiiky MDA-MB-231 je cisplatina (ICso je 21.217 £ 3.130 uM), na
druhou stranu nejslibnéjsich vysledkli dosahuje komplex (1) s hodnotou ICsy 0.251 +
0.002 uM.

Dal$im pfedmétem z4jmu bylo studium migracni aktivity bunék in vitro, a to
pomoci wound-healing eseje. Principem této metody je napodobovani migrace bunck
pfi hojeni ran in vivo. Vysledky wound-healing eseje odpovidaji pfedeslému testovani
cytotoxické aktivity danych komplext. I béhem tohoto experimentu bylo zjisténo, ze
rutheniovy komplex (1) dosahuje nejslibn€jsi antiproliferacni aktivity, nasleduje
osmiovy komplex a nejhtfe (nejméng) uinny je platnaty komplex, u kterého doslo po
24 hodinéch téméf k Gplnému zaceleni ryhy.

Poslednim cilem této prace bylo testovani schopnosti bunék MDA-MB-231 re-
adherovat k povrchu kultivaéni desky. Pro tento experiment byl vybran protokol barveni

se sulforhodaminem B, ktery je cenové i ¢asové vyhodny, zaroven poskytuje dostatecné
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citlivé métitko bunétné proliferace. Toto testovani ukazalo, ze nejvyssi aktivity
dosahovaly buiiky oSetfené cisplatinou (v priméru az 69.59 %), tato latka je proto
nejméné U¢inna v boji proti novym metastazdm. NejlepSich vysledkli naopak dosahuje
komplex (1), ktery je dle mych vysledki vice nez 2x G¢innéjsi v porovnani s cisplatinou
(s aktivitou dosahujici pouze 30.02 %).

Zavérem této prace je zjiSténi, ze testovany rutheniovy komplex dosahuje
v porovndni s cisplatinou a osmiovym analogem nejslibnéjsi antiprolifera¢ni aktivity na
testované bunécné kulture MDA-MB-231. Tato latka je tedy kandidatem pro dalsi

testovani a mozné pouZiti v 1é€bé zminéného typu nadorovych onemocnéni.
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12.

SEZNAM OBRAZKU

Epitelidlné — mezenchymalni ptechod.

Schéma inseminace sekundarnich nadort.

Chemicka struktura komplexu (1).

Chemicka struktura komplexu (2).

Graf zavislosti viability MDA-MB-231 bunék na koncentraci cDDP.

Graf zavislosti viability MDA-MB-231 bun¢k na koncentraci komplext (1) a
(2).

Graf vyjadiujici schopnost MDA-MB-231 bun¢k zacelit ryhu vytvofenou pii
wound-healing eseji.

Kultura bunék MDA-MB-231 oSetfena ¢cDDP a vyfotografovand ihned po
vytvoreni ryhy. Fotografovéano pii zvétSeni 100x.

Kultura bunék MDA-MB-231 oSetiend cDDP a vyfotografovana 24 hodin po
vytvoreni ryhy. Fotografovano pii zvétSeni 100x.

Kultura bunék MDA-MB-231 oSetiend komplexem (1) a vyfotografovana ihned
po vytvoreni ryhy. Fotografovano pii zvétSeni 100x.

Kultura bunck MDA-MB-231 oSetiend komplexem (1) a vyfotografovana 24
hodin po vytvofeni ryhy. Fotografovano pfi zvétseni 100x.

Kultura bunék MDA-MB-231 oSetiend komplexem (2) a vyfotografovana ihned

po vytvoreni ryhy. Fotografovano pii zvétSeni 100x.
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13. Kultura bunék MDA-MB-231 oSetfena komplexem (2) a vyfotografovana 24
hodin po vytvofeni ryhy. Fotografovano pti zvétSeni 100x.

14. Graf vyjadfujici re-adhezni aktivitu bunck MDA-MB-231 oSetienych
cisplatinou, komplexem (1) a komplexem (2). Hodnoty s hvézdickou jsou

statisticky vyznamn¢ odlisné od cDDP (P < 0.05).

IX. SEZNAM TABULEK

1. Markery EMT.

2. Tabulka hodnot ICsy pro dané¢ komplexy pouzité pro wound-healing esej na
MDA-MB-231 buiikéch.

3. Hodnoty ICs, pro cisplatinu, komplex (1) a komplex (2) testované na buinikach
MDA-MB-231.
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