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ABSTRAKT

Komplexy na bazi ptechodnych kovi se staly nedilnou soucésti farmaceutického
pramyslu a polozily zaklad v oblasti moderni chemoterapie. V soucasné dob¢ je jednim z
Po objevu cisplatiny odstartoval skute¢ny ,,boom® v oblasti syntézy platinovych cytostatik.
Ze statistik vSak vyplyva, ze bylo syntetizovano vice nez 3000 latek s centralnim atomem
platiny, pfiblizn¢ 30 z nich se dostalo az do faze klinickych testd a pouhych 6 je v souc¢asné
dobé celosvétové v klinické praxi. Cilem rozsdhlych védeckych vyzkumi je ziskani
cytostatik s vyssi G¢innosti a $irSim spektrem aplika¢nich moznosti. V neposledni fad¢ se
snahy upiraji k piipravé takového preparatu, ktery by vykazoval minimum nezadoucich
ucinka jako je nefrotoxicita, nevolnosti pacientl v prubéhu 1é¢by, ¢i dokonce efekt ziskané
rezistence. Pravé komplikace spojené s 1é¢bou konvencnimi cytostatiky neustale stimuluji
k vyvoji novych a lepSich 1é¢iv. Hlavnimi strategiemi, pomoci nichz lze docilit kyzeného
benefitu v oblasti protinadorové u¢innych komplexi na bazi pfechodnych kovi, jsou
napfiklad: zména geometrie dané latky (cis, trans konfigurace), zdména centralniho atomu
(ruthenium, iridium, osmium, atd.), vytvoteni polynuklearnich komplexti, zména oxida¢niho
stavu (napf. plati¢ité komplexy) a také modifikace stavajici latky biologicky aktivnimi
ligandy podporujicimi dualni efekt 1é¢iva. Komplexy na bazi prechodnych kovt piedstavuji
velmi tvarny systém, pomoci n¢hoz lze veskeré zminéné piistupy realizovat.

Obecné uznavanym a experimentdlné¢ prokdzanym cilovym mistem plisobeni pro
konvenc¢ni platnatd cytostatika je molekula DNA. Konforma¢ni zmény vyvolané vazbou
molekul takového cytostatika k DNA maji za nasledek ovlivnéni Siroké skaly biochemickych
a molekuldrné biologickych procesti bunék. Akumulace veSkerych zmén ve fyziologické
rovnovaze buiky, vyvolané protinadorové uc¢innymi komplexy, vyistuje v bunécnou smrt,
nejcastéji apoptotického charakteru. Avsak k tomu, aby mohlo dojit k projevu cytotoxickych
ucinkl farmaka, musi byt splnén zakladni pfedpoklad, a tim je akumulace daného 1éciva
v buiice.

Praveé studiem mechanismi, které vedou k akumulaci farmak v bunkach nadorové tkanég,
se zabyva prvni publikovana prace. Béhem této studie byly zkoumany dva komplexy s
centralnim atomem iridia v oxida¢nim stavu +III s oktahedralni geometrii. Latky se lisily v

charakteru chelata¢niho ligandu. Hlavnim cilem dané studie pak bylo objasnéni specifickych
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mechanismil vedoucich k akumulaci iridiovych komplexi v lidskych nadorovych buiikéach.
Z vysledkt plyne, ze jak pasivni difuze, tak i energeticky aktivni transport hraji roli v
akumulaci iridiovych komplexii. V odstrafiovani z buniky se vyznamnou mérou zapojil
MRPI1, p-glykoprotein a metabolismus glutathionu. O vSech téchto exportnich
mechanismech je znamo, Ze v praxi mohou byt komplikaci pii 1écbé nadorovych

onemocnéni, jelikoz jejich ¢innosti dochazi ke snizovani hladiny u¢inné latky z nitra bunck.

Dalsi publikace je zaméfena na studium molekularnich mechanismt bunééné smrti po
plsobeni nového iridiového komplexu [(°-CsMesCeHaCeHs)Ir(phen)CI]PFs. U této latky
byla pozorovana vysoka ucCinnost vuci Sirokému spektru nadorovych bunék jednak
hematopoetického charakteru (leukemické), ale i solidnich forem malignit (prsu, ovaria). Na
velky terapeuticky potencial daného komplexu bylo poukazano na zakladé zjisténi jeho
selektivity, kde pii aplikaci vii¢i lidskym nemalignim buitkdm nevykazoval komplex vyrazny
cytotoxicky efekt. Takto vyjimecné vlastnosti se staly impulsem pravé pro studium
mechanismil plisobeni na bunécné urovni. Byl objasnén unikatni dualni efekt na Grovni
poSkozeni DNA a mitochondrii. Bylo také prokdzéno, Ze dominantnim mechanismem
bunééné smrti je apoptodza. Vlastnosti tohoto iridiového komplexu poukazuji na jeho velky
potencial coby nové alternativy k 1é¢be nejriznéjsich malignit a na jeho mozné zahrnuti do
budoucich experimenti na organismalni Girovni.

Nasledujici publikace uvefejnéné béhem feSeni disertacni prace se tykaji napiiklad
problematiky plati¢itych komplexi s kyselinou valproovou (VPA) v pozici axialnich ligandu.
V tomto piipadé bylo poukazano na epigenetické zmény vyvolané praveé pusobenim VPA.
Dale byl studovan klinicky jiz testovany rutheniovy komplex NAMI-A, kde byla
identifikovana biologicky aktivni forma a byly navrzeny postupy zarucujici vylepSeni
farmakokinetickych parametrii tohoto rutheniového komplexu. V neposledni fadé bylo
pojednano o platnatych komplexech s trans geometrii, ¢i o polynuklearnich platnatych
komplexech.

Obecnym piinosem dané prace je pouziti celé¢ fady experimentalnich technik, pomoci
nichz byla ziskdna a publikovana série vysledki zaméfenych na mechanismus
protinadorového pusobeni novych metalofarmak. Studie provedené v ramci tematiky této
diserta¢ni prace prispély k feseni fady projektii zamétenych na problematiku molekularni

farmakologie pfi terapii nddorovych onemocnéni.



ABSTRACT

Metal based anticancer compounds become a part of pharmaceutical industry and laid the
development of modern chemotherapy. Cisplatin, (cis-[PtCIo(NH3)2]) complex, is currently
one of the widely used and very successful chemotherapeutic agent. Since the discovery of
antitumor activity of cisplatin a genuine “boom” in the synthesis of platinum compounds has
started. More than 3000 compounds with central platinum atom have been synthesized, about
30 of them have entered clinical trials and only 6 are currently used in the clinic. The aim of
this extensive research is to find the cytotoxic agent with higher antitumor efficiency and
wider range of application possibilities. The main efforts are focused to prepare the drug,
which exhibits minimum side effects or even to suppress acquired resistance. Limitations
associated with the treatment with conventional compounds continuously stimulate the
development of new and better drugs. The main strategies how to achieve the desired benefits
are: modification of the complex geometry (cis/trans configurations), substitution of the
central atom (ruthenium, iridium, osmium etc.), and synthesis of polynuclear complexes or
complexes with the central atom in different oxidation state. Metal based anticancer
compounds represent a uniquely modular system whereby all such possibilities can be

implemented.

Widely accepted and experimentally proven pharmacological target of conventional
cytotoxic platinum agents is intracellular DNA. Conformational changes introduced in DNA
after the binding of such molecules affect a wide range of intracellular processes.
Accumulation of these changes disrupts a physiological balance of the cells leading to the
apoptotic or necrotic cell death. However, in order to stimulate cytotoxic effects, the basic

assumption of intracellular accumulation should be fulfilled.

Mechanisms that lead to the accumulation of metal-based drugs were studied in the first
published work. In this study two octahedral iridium (+III) complexes were investigated that
differed in the nature of chelating ligand. The main objective of the study was to elucidate
specific mechanisms leading to the accumulation of iridium complexes in human tumor cells.
The results show that both passive diffusion and active transport play a role in the
accumulation of such iridium complexes. MRP1, p-glycoprotein and glutathione metabolism

significantly participate in the efflux mechanisms. All of these export mechanisms are well



known in the clinical practice for their ability of active detoxification of a large spectrum of

drugs from the intracellular matrix of the cells.

The study described in the second publication focused on molecular mechanisms of cell
death after the exposure of the tumor cells to a new iridium complex [(n’-
CsMesCeH4CsHs)Ir(phen)C1]PFs. We observed a high efficacy of this compound against a
broad spectrum of tumor cells, including hematopoietic (leukemia) as well as solid forms of
malignancies (breast, ovary). A great therapeutic potential of this iridium complex should be
stressed, based on the selectivity against nonmalignant cells. This exceptional qualities
became an impetus for studying mechanisms of action at the cellular level. The results were
interpreted to mean that the new iridium complex exhibits a unique dual effect on the level
of DNA and mitochondria damage. It was also shown that the predominant mechanism of
cell death is apoptosis. The observed properties of this iridium compound point out to its
great potential as a new alternative for the treatment of various malignancies and its possible

inclusion in further in vivo experiments.

The other publications were dedicated to platinum(IV) compounds with valproic acid
(VPA) in the positions of axial ligands. The epigenetic changes on the cellular level induced
by these agents were demonstrated. In addition, already clinically tested ruthenium
compound NAMI-A was a subject of another research project. The biological active form of
this ruthenium drug was identified and the procedure how to improve pharmacokinetic
parameters in vivo was published. The last projects were dedicated to platinum complexes

with trans geometry and to polynuclear platinum complexes.

The overall benefit of this research is the use of a large variety of experimental techniques,
by which a series of results concerning the mechanisms of action of a new antitumor
metallodrugs were obtained and published. The studies conducted in the context of the
objectives of this thesis contributed to the implementation of a number of projects focused

on the molecular pharmacology in cancer therapy.
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1 Uvopb

1.1 RAKOVINA

Rakovina je choroba zndmé od dob, kdy lidskd spole¢nost byla schopna jakymkoli
z doby 1500 ptfed naSim letopoctem z Uzemi davného Egypta. [1] Nadory se mohou
vyskytovat nejen u lidi, ale obecné u vSech vyssi savcli a mnohobunéénych organismi. [2]
Nadorova choroba je charakterizovana vznikem malignich bunék, které ziskaly schopnost
pronikat do okolni tkdn¢, kde mohou tvofiti vzdalené metastazy. Rakovina vznikd akumulaci
genetickych zmén a tim padem i jeji incidence exponencialné naristd spolu s vékem. [3]
Vzhledem ke komplexnosti onemocnéni se vyzkumem rakoviny zabyva fada védnich obort,
nejen medicinského zaméfeni. Vysledky snazeni jiz nyni naznacuji, Ze ziskané poznatky
presahuji rdmec mechanismi vzniku nadorové bunky, nybrz jsou zékladem pochopeni
samotného vzniku zivota. Pfi zkoumani nadorG se nachdzeji zcela konkrétni rozdily
v nadorech, stavuje se tzv. ,,nadorovy podpis®, ktery mize do budoucna tvofit zaklad pro
individualizovanou 1écbu. Obecné plati, Ze nadorovou chorobou mohou byt postizeny

vSechny organy a tkané.

1.1.1 VZNIK ONEMOCNENI

Rakovina je chorobou genli, primamé jsou tedy jeji pfi¢iny pfipisovany zméndm
v genomu. Na lidsky organismus po dobu zivota pisobi nejriznéjsi fyzikalni (zéafeni),
chemické (mutageny) a biologické vlivy (viry, bakterie), které mohou podnitit mutace
v bunkach, jez se nasledn¢ mohou stat primarnim pivodcem onemocnéni. [3] K témto
zménam muze dochazet jednak v buiice kmenové, tak jiz v buiice diferencované, kde mutacni
zmény zpusobi nekontrolovatelné znovuobnovovani. [2] Majoritni vliv na progresi rakoviny
ma aktivace onkogeni, inaktivace nadorovych supresorovych gent (TP53, RB, VHL, APC
atd.) a genti zodpoveédnych za opravu DNA. [2]
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1.1.2  STATISTIKY

S vyvojem moderni civilizace a naristem pramémé délky zZivota se ukazuje, Ze rakovina
patii ¢im dal tim vice k dneSnimu Zivotu. Souhrnna data ukazuji, Ze celosvétove bylo v roce
2014 na svéte diagnostikovano 14,1 milionti novych pfipadi a mortalita dosahla hranice 8,2
milionu, ¢imz se toto onemocnéni zatadilo na pfedni pticky v pfi¢inach amrti. Pfi porovnéni
dle pohlavi bylo diagnostikovan novotvar u 53% muzt a 47% zen, onemocnéni pak podlehlo
57% muzt a 43% zen. Z tabulky ¢. 1 je pak patrné zastoupeni jednotlivych forem
onemocnéni. [4] Masivni celosvétové finanéni ztraty spojené s lé€bou rakoviny byly pro

zajimavost v roce 2010 vyc¢isleny na 1.16 biliontt Americkych dolart. [5]

Ceska Republika patii mezi staty se svétové nadprimémou incidenci 293 a mortalitou 122
piipadii na sto tisic obyvatel. V incidenci je tedy Ceska republika na 8. misté v Evropé na 23.
Ceska republika dominuje v etnosti vyskytu rakoviny tlustého stfeva. Nejéastéjsi formou
onemocnéni u muzu je karcinom plic, tlustého stfeva, kone¢niku a prostaty, u zen je pak

nejcasteji indikovan karcinom prsu, tlustého stteva a plic. [4]

Druh Vyskyt [%] Druh Vyskyt [%]
Plice 13,0 Mocovy méchyt 3,1
Prs 11,9 Non-Hodgkinovsky lymfom 2,7
Tlusté stfevo 9,7 Leukemie 2,5
Prostata 79 Ledvin 2.4
Zaludek 6,8 Slinivka 2,4
Jatra 5,6 Déloha 2,3
D¢élozni ¢ipek 3,7 Mozek 1,8
Jicen 32 Ostatni 36,4

TABULKA C. 1: Celosvetové statistiky pro incidenci jednotlivych forem rakoviny. Data
analyzovana z databazi Svétové zdravotnické organizace (WHO) [6] a fora pro vyzkum

rakoviny (Cancer research UK) [4].
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1.2 CYTOSTATIKA NA BAZI PLATINY

Komplexy na bazi ptrechodnych kovi se staly nedilnou soucésti farmaceutického
pramyslu a polozily zaklad v oblasti moderni chemoterapie. Klinické aplikace kovovych
sloucenin jako terapeutik jsou znadmy jii vice nez 5000 let. [7] V soucasné dobé je vsak
[PtC12(NH3)2]. Prave v roce 2015 tomu bude 50 let, kdy byla objevena protinadorova aktivita
platinolu®, jak se komercn¢ tato latka oznacuje. [8] Po objevu cisplatiny byl odstartovan
skute¢ny ,,boom* v oblasti syntézy platinovych cytostatik. [9] Ze statistik vyplyva, ze bylo
syntetizovano vice nez 3000 latek s nosnym atomem platiny, piiblizné 30 z nich se dostalo
az do faze klinickych testli a pouhych 6 je v soucasné dob¢ v klinické praxi. [10] Jsou to:
karboplatina (paraplatin®), oxaliplatina (eloxatin®), nedaplatina (aqupla®), a konecné
cisplatina (platinol®); (viz obrazek ¢. 1). Lécba platinolem je doporucovana zejména
v piipadé rakoviny vajecnikil a varlat, kde mimotfddnym zpiisobem zvySuje progndzu
pacientl, ktera ve v€asnych stadiich nadoru, tzv. grading, pfedstavuje i vice nez 90% Sanci
na uplné vyléceni. Dale je platinol uzivan pfi terapii nadort hlavy a krku, mocového méchyie
a lymfatickych cest, [11] avSak v tomto piipadé¢ mize byt kombinovan spolu s dalsimi
cytostatiky jako mitomycin C, antracykliny, cyklofosfamid, doxorubicin atd. Zhruba 50-
70% vsech pacientii s diagnostikovanym nadorovym onemocnénim je léCeno nékterym

z platnatych cytostatik. [12]

0]
HN___ _cl O~ _NHs
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HaN Cl O NH;
o
Cisplatina Karboplatina
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Oxahplatlna Nedaplatma

OBRAZEK C. 1: Priklady struktur nejpouzivanéj$ich platnatych cytostatik schvalenych
k 1écebnému uziti. Lobaplatina a heptaplatina pouzivané k 1é¢bé malignit v asijskych zemich

zde nejsou uvedeny. (kresleno v ChemSketch 12.01 dle ACS)
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1.2.1 MECHANISMUS PﬁSOBENi, INTERAKCE S DNA

Prvnim nezbytnym krokem pro funkci cisplatiny je tzv. aktivace, ktera probiha skrze
hydrataci odstupujicich chloridovych ligandi, za vytvofeni nejprve monoaqua
[Pt(NH;3).C1(H,0)]" a dale diagua formy [Pt(NH;3)2(H20)2]**. Pfi priichodu krevnim fe¢istém
je cisplatina chranéna pted hydrataci diky vysoké koncentraci chloridovych ionti v plasmé
(>100 mM). Samotna hydratace probiha az uvniti bun¢k, kde je vyrazné¢ snizena koncentrace
chloridovych iontl (~3-20 mM) a cisplatina prechazi do vysoce reaktivni, hydratované

(aktivovan¢) formy. [13]

Obecné uznavanym a experimentalné potvrzenym faktem je, ze cilovym mistem ptisobeni
cisplatiny a odvozenych platnatych cytostatik je deoxyribonukleova kyselina (DNA). [14]
V jadfe bun¢k dochazi k preferencni vazbé na pozice N7 purinovych bazi a vytvaii tak
primamé 1,2 a 1,3 vnitrofetézcové mustky. Co se tyce Cetnosti, je 1,2-GG vnitrofetézcovy
mustek zastoupen z 65%, 1,2-AG 25%, 1,3-GxG mustek 5-10% a v minoritnim poctu se pak
vyskytuji mezifetézcové mustky a monofunkéni adukty. (viz obrdzek ¢. 2) [15] V literatute
se také vyskytuje piedpoklad tvorby mustki mezi sousednimi molekulami DNA. Toto bylo
prokdzano za podminek in vitro, pfi simulaci prostfedi napodobujicitho zahustény
heterochromatin. [16] Ostatni platnaté komplexy (oxaliplatina, karboplatina) pak tvoii
obdobné formy aduktii v odlisSném zastoupeni. [17] Obecné se zcela piesné nevi, ktera forma

mustkti na DNA je absolutné zodpovédna za protinadorovou aktivitu platinovych komplexd.

OBRAZEK C. 2: 3D model mustkii vytvofenych platnatym komplexem (cisplatinou) na
duplexu DNA. A) 1,2 - GG IAC, (B) 1,3 — GTG IAC a (C) IEC mustek. [18]
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Hlavnim dusledkem vazby platinovych komplexti do malého zlabku DNA je ovlivnéni
jeji nativni struktury, ktera se projevuje v podobé distorzi lokalniho, ale i rozsahlejsiho
charakteru. Zpravidla se jedna o rozvinuti, ohyb a zkracovani. V piipad¢ majoritniho typu
aduktu, 1,2-GG, jsou konformac¢ni zmény diky rentgenostrukturni analyze velmi dobie
popsany. Dochazi pfedevsim k lokalnimu rozvinuti duplexu o 13° a ohybu smérem

k velkému zlabku o 35-40°. [19]

Zcela zésadnim zdsahem do nativnich biochemickych procesii buiiky, vzniklych vlivem
adukt platnatych komplexti na DNA, je inhibice replikace a transkripce. Naruseni téchto
prvnich krokti nasledné proteosyntézy probihd hlavné skrze mechanické bloky (vzniklé
adukty), které zcela, ¢i Castecné zastavuji DNA polymerazy (aroven replikace) a RNA
polymerazy (Groven transkripce). [20] Dalsi moznosti inhibice replikace je tzv.
,vychytavani* transkripcnich faktorti vlivem podobnosti vzniklych distorzi s pfirozenymi
promotorovymi useky. Transkrip¢ni faktory se tudiz vazi do oblasti Iéze a jejich nedostatek
poté predstavuje prekazku v normalnim prubéhu transkripce. Pfi cytotoxickém pisobeni je
také ovlivnén bunécny cyklus a oprava DNA. [21] Veskeré tyto zmény ve vnitinich

procesech bunky vedou k bunécné smrti, ptevazné apoptotického charakteru. [13]
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1.2.2 MOZNE KOMPLIKACE PRI LECBE PLATNATYMI CYTOSTATIKY

Navzdory uspéchu a nespornému pokroku v terapii rakoviny diky vyvoji platnatych
komplexﬁ, se i pfesto souCasna medicina setkava s negativnimi efekty téchto farmak. K
utlum ¢innosti kostni dfené a v neposledni fadé nevolnosti. Nékteré z uvedenych Vedlejéich
ucinktt mohou byt pfekdzkou pro samotnou lécbu v zévislosti na rozsahu (gradingu)
stavajiciho onemocnéni. Nelze opomenout ani fakt, Ze platnata cytostatika jsou uc¢inna vici
relativné Gzkému spektru nadord a také moznost existence vrozené €i ziskané rezistence na
danou 1é¢bu. [22] (shrnuti mechanismu rezistence viz obrdzek ¢. 3) Vsechny tyto aspekty
1é¢by, které je nutné brat na zietel, stimulovaly Sirokou védeckou vetejnost k vyvoji novych

cytostatik, at’ uz na bazi platiny ¢i jinych piechodnych kovt.
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OBRAZEK C. 3: Shrnuti mechanismt vedoucich k rezistenci vici cisplating. [23] 1) Zmény
v transportu cisplatiny. 2) Inaktivace glutathionem (GSH) nebo metalothioneiny (MT)
v cytoplasmé. 3) Zmény v opravé DNA: odstranéni adukti cisplatiny mechanismem
nukleotidové excisni opravy (NER), nebo opravou mezifetézcovych mistkli (ICL-repair;
interstrand crosslink repair), snizena aktivita ,,mismatch“ opravného systému (MMR). 4)
Zvysena exprese translézoveé aktivnich polymeraz (TLS) umoziujicich bunce tolerovat
neopravené adukty. 5) Inhibice apoptdzy snizujici se expresi ¢i ztratou pro-apoptotickych

faktort, nebo vzristajici exprese anti-apoptotickych faktort. Pievzato z [23].
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1.2.3 PROBLEMATIKA TRANS GEOMETRIE PLATNATYCH KOMPLEXU

Na prikladu pouhého geometrického analogu klinicky znamé a velmi efektivni cisplatiny
byl demonstrovan vliv geometrie komplexii s centrdlnim atomem platiny na vysledny
cytotoxicky ucinek. Pfi zméné geometrie z cis na trans v komplexu [PtClo(NH3)2] doslo
k markantnimu potlaceni protinddorové ucinnosti. [24] Z chemického pohledu je trans
izomer kineticky mnohem reaktivnéjsi a z tohoto divodu je i mnohem nachylné&jsi
k deaktivaci naptiklad siru obsahujicimi latkami. Pozd¢ji vSak bylo ukdzano, ze ne vSechny
platnaté komplexy jsou cytotoxicky inaktivni, a byl hloubéji studovan mechanismus jejich
pusobeni. V nekterych ptipadech dokonce trans izomer platnatych komplexti vykazoval

mnohem lepsi cytotoxické parametry nezli cis izomer. [25] [26]

NejpravdépodobnéjsSim a nejuznavanéjSim zdivodnénim inaktivity transplatiny je
rozdilny charakter mistkt vytvafenych na DNA v porovnani s cisplatinou. Stereochemické
parametry transplatiny nedovoluji formaci majoritniho typu aduktu, ktery je pozorovatelny
v piipadé¢ cisplatiny, tedy pfedevsim 1,2-GG/GA vnitrofetézcovy mistek. Transplatina tvoti
na DNA pfedev§im monofunkéni typ aduktl, mezifetézcové muistky mezi guaniny a
komplementarnimi cytosiny a v neposledni fadé také mezifetézcové miustky mezi
neprotilehlymi pary bazi. Na bunééné urovni se vSak ptredpoklada, ze pievazna vétSina
aduktll zGstdva monofunkc¢nich, jelikoz druhy chloridovy ligand odstupuje (hydratuje)
radové mnohem pomaleji nez v ptipad¢ cisplatiny. Adukty vytvotfené transplatinou na DNA

nevykazuji takovou miru poskozeni nativni struktury DNA. [27]

Ptikladem komplext, které vykazuji protinadorovou ucinnost, odlisné spektrum aktivity
oproti cisplatiné ¢i dokonce ucinné v buiikach rezistentnich vici cisplatin€, jsou napiiklad
analoga cisplatiny s iminoéterovymi skupinami, heterocyklickym aminovym ligandem a

methylaminovym ligandem. [28]
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1.2.4 PLATICITE KOMPLEXY

Komplexy s centralnim atomem platiny v oxidacnim stavu +IV nabizeji moznost obejit
vySe zminéné nezadouci uCinky platnatych cytostatik. Hlavni mysSlenkou je podani
neaktivniho prolé¢iva ve formé& Pt!Y komplexu, ktery nevykazuje cytotoxicky efekt. Az za
urcitych podminek dojde ke konverzi na biologicky aktivni formu. Aktivace proléciva miize
byt zprostfedkovana specifickymi podminkami v tkéni, napiiklad pH ¢i pfirozen¢ se
vyskytujicimi intracelulamimi reduktanty [29] nebo také po aplikaci kvanta urcitého zafeni.
[30] Zavedenim oktahedrdlni geometrie je mozné ziskat navic dvé axidlni pozice pro
obsazeni dal§imi ligandy. [31] Pravé axidlni ligandy poskytuji prostor k racionalnimu navrhu
1€¢iv s cilem vylepsit farmakokinetické parametry, lipofilicitu, mikroenvironmentalni cileni

a rychlost redukce. [32]

Pro plati¢it¢ komplexy je rychlost redukce podstatnym parametrem, jelikoz
piedpokladana aktivace Pt!Y komplexii zahruje pfechod na aktivni Pt!! formu (viz obrdzek
¢. 4). Charakter axialnich ligandt pak piimo ovlivituje parametry redukce a jejich vhodnym
zvolenim lze docilit specifickych vlastnosti, které mohou byt vyuzity pro cilené uvolnéni
nosného lé¢iva a samotného ligandu. [32] Na jednoduchém piipadu chloridovych (Cl),
acetatovych (Ac) a hydroxo (OH) axidlnich liganda bylo ukazano, Ze ,,snadnost™ redukce
klesala ve sméru C1> Ac > OH, kde komplex cisplatiny majici navic dva chloridové ligandy

v axidlnich pozicich byl nejsndze redukovan. [33]

X 2X
HaNy, | HaNjy,  oC
Pt 74 Pt
HNY | g N Vg
X 2¢e
+V +lI

OBRAZEK C. 4: Schéma redukce plati¢itych komplext. X jsou axidlni ligandy uvolnéné po
redukci PtV komplexu. Piiklad demonstrovan pro ptipad redukce obecného komplexu na
cisplatinu. Redukovatelnost komplexu je odvisla od pouzitého axialniho ligandu. Pfevzato z

[32].
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1.2.4.1 BIOLOGICKY POTENCIAL PLATICITYCH KOMPLEXU

Do souCasné doby byly syntetizovany platiit¢é komplexy s ligandy majici
bud’ biologickou aktivitu, [34] nebo nabizejici moznost fotoaktivovatelnosti, [30] €i pouze s
potfebnymi reduk¢énimi parametry. [32] Pfi studiu solidnich nadortt a na urovni 3D
bunéénych kultur, tzv. sferoidl, bylo poukazano také na fakt, Ze oproti béznym platnatym
komplexiim nabizeji plati¢it¢é komplexy lepsi terapeutické (cytotoxické) ucinky. [35]
Vysvétlenim tohoto jevu je pomérné Casta vlastnost nadorovych tkani, a tou je hypoxie. [36]
Urcité typy nadord jsou vlivem rychlého bujeni hlife prostoupené krevnimi cévami a tim
vytvaii prostiedi chudé na kyslik (hypoxické), tedy z chemického pohledu redukéni (viz
obrazek ¢. 5). Tyto piipady pfimo nahravaji k vyuziti 1écby platic¢itymi komplexy, pro které
jsou zde vytvoteny vhodné selektivni podminky, zalozené na rozdilné schopnosti redukovat

agens v nadorové tkani. [35]

DalS§im potencidlnim benefitem je moznost oralniho podani tohoto typu léCiv. V
klinickych studiich je jiz v rezimu ordlniho podéni, pro terapii naddorti prostaty, zkousena
satraplatina (JM216, bis(acetato)ammindichloro(cyclohexylamin)platicity komplex). [37]
K roku 2015 jesté stale neni dle FDA schvalena k 1é¢b¢ a klinické studie stale probihaji. [38]

OBRAZEK C. 5: Intravitalni mikroskopicky snimek hypoxické tkan¢ nadoru prsu. A)
Zobrazeni ve svétlém poli, B) fluorescencni snimek dokumentujici saturaci hemoglobinem

<10% v 70% plochy nadoru (tmavé oblasti-hypoxie). Méftitko 500 pm, pievzato z [39].

Fotodynamicka terapie, fotoaktivovatelné plati¢ité komplexy

Idea syntézy fotoaktivovatelnych platicitych komplexti vychazi z predchozich zkusenosti
s latkami uzivanymi ve fotodynamické terapii jako je photofrin®, foscan®, levulan® a

metvix®. [40] Mechanismus puisobeni téchto latek vyzaduje kyslik, na néjz je po ozateni
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zminénych fotosenzitizért predavana energie tripletnim stavem (T1) daného fotosenzitizéru.
Timto mechanismem vznikaji reaktivni formy kysliku, které jsou zodpovédné za vysledny
protinadorovy efekt. Z predchoziho textu vSak je patrné, ze v solidnich nadorech panuje

hypoxické prostiedi, které¢ vyraznym zptisobem limituje G¢innost fotosenzitizéra. [41]

Fotochemoterapie zalozend na plati¢itych komplexech si klade za cil obejit vySe zminény
problém spojeny s fotodynamickou terapii. Dvé hlavni skupiny fotoaktivovatelnych proléciv
tvoti dijodo a diazidoplati¢ité komplexy. V piipad¢ dijodoplatic¢itych komplext se ukazalo,
7e dochazi jiz pred ozatenim k reakci se siru obsahujicimi ldtkami a redukci na Pt"! formy.
[42] Vyrazné slibnéjsi vysledky byly ziskany u diazidoplati¢itych komplexd, jako ptiklad 1ze
uvést FM165 (trans, trans, trans-Pt(N3)2(OH)2(NH3)(pyridin)) ¢i FM 190 (trans, trans, trans-
[Pt(N3)2(OH)2(pyridin)z]). (struktury viz obrdazek ¢. 6) Pii studiu mechanismu pisobeni bylo
poukazano na vyrazné lepsi cytotoxicky efekt v porovnani s cisplatinou a také na
vyznamnéj$i poskozeni DNA, spojené s horsi reparovatelnosti vzniklych adukti, vlivem

pusobeni FM165 popiipadé FM190. [30]

OH = OH
H3N\|1/N3 N N\F|>t/ 3
OH \ Vi OH \ Vi
FM165 FM190

OBRAZEK C. 6: Struktury fotoaktivovatelnych plati¢itych komplexti. FM165 (trans, trans,
trans-Pt(N3)2(OH)2(NH3)(pyridin)) a FM190 (trans, trans, trans-[Pt(N3)2(OH)2(pyridin)a]).
(kresleno v ChemSketch 12.01 dle ACS)
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Platicité komplexy s biologicky aktivnimi axidlnimi ligandy

Jeden z prvnich pokust o spojeni klinicky schvaleného 1é¢iva s dalsi bioaktivni slozkou
s cilem vytvofit zcela novou slouceninu majici dudlni efekt vzesla z laboratofe prof.
Lipparda. [43] Série Pt"Y komplexi, kde jako centralni jednotka byla uzita cisplatina, na niz
byly kotveny derivaty estrogenu v axialnich pozicich (obrdzek ¢. 7), byly navrzeny za ucelem
cileni vii¢i bunkam rakoviny prsu s estrogenovym receptorem (linie MCF7). V tomto piipadé
doslo po akumulaci daného komplexu v bunkach k jeho redukci, coz podnitilo uvolnéni
bioaktivnich ligandu a aktivaci samotné nosné jednotky (cisplatiny). Studovany molekularni
mechanismus prokazal synergické piisobeni obou slozek, kde estradiol 3-benzoatové ligandy
prokazatelné zvysily expresi proteinu HMGBI. Tento protein je zndm tim, Ze je schopen
ochranit adukty vytvofené cisplatinou pted jejich odstranénim mechanismem nukleotidové

excizni opravy. [43]

OBRAZEK C. 7: Derivat cisplatiny ve formé Pt(IV) komplexu s estradiol 3-benzoatovymi

ligandy v axidlnich pozicich. Komplex je cilené navrzen k terapii karcinomu prsu

s estradiolovym receptorem. [32]

Dalsim plati¢itym komplexem s dudlni biologickou funkei byla ethacraplatina, nesouci
kyselinu ethacrinovou v pozici axialnich ligandti (obrazek ¢. 8). Tento komplex byl navrzen
s cilem obejit mechanismus rezistence vznikly vazbou platnatych cytostatik na siru
obsahujici latky, konkrétné glutathion. Ukazalo se, Ze ethacraplatina je u¢innym inhibitorem
glutathion-S-transferazy (GST) a jeji cytotoxicky uc¢inek ma mnohem efektivnéjsi a rychlejsi
pribéh v porovnani se samotnou cisplatinou, ktera je v komplexu obsazena jako nosna

centralni jednotka. [44]
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OBRAZEK C. 8: Ethacraplatina, Pt(IV) komplex s kyselinou ethacrinovou v pozici axialnich
ligandt. Kyselina ethacrinova funguje jako inhibitor GST, kli¢ového enzymu v syntéze

glutathionu. [44]

Mnohem aktualnéjsi je ptfipad tzv. mitaplatiny, tedy konjugatu cisplatiny s dvéma
dichloroacetaty (DCA) v pozici axidlnich ligandi. Koncep¢né se jednalo o vysoce rafinované
navrzenou latku s cilovym mistem plsobeni na DNA, ale také v mitochondriich. U
nadorovych bunék je zndmo, ze metabolismus glukézy probihd preferencéné skrze glykolyzu
namisto glukozové oxidace, jedna se o tzv. Warburgiv efekt. [45] Po uvolnéni DCA
z komplexu s cisplatinou se predpoklada, ze DCA funguje jako inhibitor pyruvat
dehydrogenazové kindzy (PDK), coz vede k ndvratu metabolismu z glykolyzy na
nenadorovymi buiikami upiednostiiovanou glukézovou oxidaci. (viz obrazek ¢. 94) Tento
efekt mize byt mimo jiné pozorovan snizenim mitochondridlniho membranového potencialu
(Ym). (obrazek ¢. 9B) Zména v metabolismu glukézy v kone¢ném duasledku také usnadiuje
translokaci pro-apoptotickych mediatort jako je napiiklad cytochrom c¢ skrze
mitochondrialni membranu a usnadnuje tak spusténi apoptotické kaskady. [46] Zajimavé
vsak je, ze pozorovatelného efektu poklesu ym bylo dosazeno az po aplikaci velmi vysokych

davek mitaplatiny, které¢ vS§ak mohou byt z fyziologického hlediska irelevantni. [47]
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OBRAZEK C. 9: Mechanismus pusobeni mitaplatiny. A) Schéma intracelularni redukce
mitaplatiny na dichloroacetat a cisplatinu. Dichloroacetat ptisobi v mitochondriich jako
inhibitor PDK a méni tak metabolismus glukézy (zvraceni Warburgova efektu). B) Realné
pozorovani poklesu mitochondridlniho membranového potencidlu ym pomoci konfokalni
mikroskopie a fluorescencni proby JC-1. Pfi poklesu ym nedochazi ke konverzi monomeru

JC-1 (na obrazku zelen¢) na dimer (na obrazku cerveng). [47]

Velmi dobrych biologickych efektt jiz za pouziti fyziologicky relevantnich koncentraci
bylo dosazeno pfi studiu na derivatech cisplatiny, [48] popiipad€ oxaliplatiny [34] s jednou
¢i dvéma valproovymi kyselinami (VPA) v pozici axidlnich ligandd. Idea syntézy takovychto
komplext vychazela z experimentalnich dat, které poukazuji na schopnost VPA inhibovat
histonové deacetylazy (HDAC). Inhibice HDAC vede k hyperacetylaci histontt H3 a H4, [48]
coz vede k rozvolnéni struktury chromatinu (euchromatin) a tim potencuje vazbu cisplatiny,
popiipad¢ oxaliplatiny, k DNA jakoZzto cilovému mistu piisobeni. (obrazek ¢. 10) Navic bylo
prokazano, ze VPA potlacuje tvorbu glutathionu v bunikdch [49] a tim podporuje vyssi
ucinnost nosnych platnatych cytostatik. Zakladnim predpokladem synergického efektu VPA
s platnatymi cytostatiky je existence obou slozek ve formé¢ komplexu, jelikoz samotna VPA
jen velmi neochotn¢ pronika pres cytoplasmatickou membranu a tak je jeji biologické

pusobeni siln€¢ omezeno. [34]
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OBRAZEK C. 10: Schéma mechanismu pusobeni inhibitori histonovych a nehistonovych

deacetylaz. Acetylace histonii je regulovana pomoci protichiidné Cinnosti histonovych
deacetylaz (HDAC) a histonovych acetyltransferaz (HAT). Acetylace chromatinu podnécuje
restrukturalizaci chromatinu v tzv. euchromatin (relaxovana forma). Zmény ve struktuie
chromatinu iniciuji vnitini biochemické pochody buiky, které mohou vyustit v bunécnou

smrt. Pfevzato z [50] a upraveno.

Myslenka inhibice histonovych deacetacetylaz jiz vstoupila i do klinickych aplikaci.
Suberoylanilid hydroxamova kyselina (SAHA) znama jako vorinostat, ¢i komer¢né
Zolinza® se pouziva k 1€¢bé non-Hodgkinovskych lymfomt (CTCL). Jeji mechanismus
pusobeni je zalozen pravé na inhibici HDAC prostfednictvim vazby do aktivniho mista
enzymu, kde mimo jiné vychytava ionty zinku, které jsou nezbytné nutné pro spravnou
¢innost HDAC. (obrdzek ¢. 11) [51] V kone¢ném disledku rozsdhlé epigenetické zmény
(hyperacetylace chromatinu) a acetylace proteint (transkripéni faktory) vedou k uplnému
zastaveni bunééné diferenciace a navozeni bunééné smrti apoptézou. [52] Mechanismus
ucinku SAHA se stal inspiraci pro navrh novych plati¢itych komplexi s inhibitorem HDAC.
(obrazek ¢. 11) SAHA je v tomto textu uvadéna pouze jako vychozi myslenka, ktera byla
dale rozvijena v ramci problematiky plati¢itych, ale i platnatych cytostatik. [53]
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OBRAZEK C. 11: Vlevo-struktura a vazba SAHA do katalytického mista enzymu HDAC. [52]
Vpravo-struktury Pt'Y komplexi nesouci biologicky aktivni axialni ligand, kyselinu
valproovou (VPA). Komplexy jsou na bazi cisplatiny [CisPt(VPA).], popfipad¢ oxaliplatiny
[OxaliPt(VPA),]. (kresleno v ChemSketch 12.01 dle ACS)
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1.3 ORGANOKOVOVE IRIDIOVE KOMPLEXY

Iridium je prvek se znacn¢ nizkym zastoupenim v zemské kute. Jeho objeveni je datovano
k roku 1803, kdy bylo nalezeno jako ,,necistota“ pii rozpousténi platiny za pomoci kyseliny
chlorovodikové popft. dusicné. [54] Iridium patii spole¢né s platinou a osmiem do triady
tézkych platinovych kovi, tzv. pfechodnych kovt d-skupiny periodické tabulky. Elektrony
pouze Castecné zaplnéna d-slupka obalu atomu iridia z chemického hlediska predurcuje
k syntéze nejrozmanitéjSich organokovovych komplexii s precizné definovanou 3D
strukturou. Dalsi vyhodou je pak moznost pfipravy iridiovych komplexid v raznych
oxidacnich stavech, coz z praktického hlediska predstavuje vyjimecnou vlastnost slouzici
k ovlivnéni stability pfipravované latky. [54] V nasledujicim textu bude pojednano o
slouceninach, kde iridium je v oxida¢nim stavu +I, komplexy tohoto typu maji ¢tvercove
planarni geometrii, a dale pak o iridiovych komplexech s pseudo-oktahedralni geometrii
s centralnim iridiovym atomem v oxida¢nim stavu +III. Zejména tyto dvé skupiny komplexti
predstavuji mozny potencidl pro vyvoj protinadorové aktivnich farmak na bazi jinych nez

platinovych kovi.

1.3.1 IRIDIOVE KOMPLEXY S CTVERCOVE PLANARNI GEOMETRI{

Klinicky uspéch protinadorové ucinnych platnatych farmak stimuloval k vyzkumu
podobnych latek s jinym nez platinovym centralnim kovem. Od 70. let 20 stoleti se vyzkum
v tomto sméru zaméfoval na iridiové komplexy s ¢tvercové-planarni geometrii, pravé pro
jejich strukturni podobnost s jiz klinicky uspéSnymi platnatymi komplexy. [55] [56] Iridium
bylo v tomto piipad¢ v oxidacnim stavu +1. Mezi nejstudovangjsi ctvercove planarni iridiové
komplexy patiily mononuklearni ([Ir(acac)(cod)]; acetylacetonato(1,5-
cyclooctadiene)iridium(I)) [55] a dinuklearni ([Ir(cod)]2; Chloro(1,5-
cyclooctadiene)iridium(I) dimer [56] (viz obrazek ¢. 12), které v animalnich studiich
vykazovaly stoprocentni uspéSnost pii 1écbe¢ Ehrlichova ascitického tumoru ¢i
antimetastatickou aktivitu vici Lewisové plicnimu karcinomu. Negativnim aspektem
praktického pouziti vySe zminénych latek vSak byla nizk4 stabilita. Mechanismu
protinadorového ptisobeni se jiz nevénovala takova pozornost a spise nezli ve farmacii, nasly
tyto latky uplatnéni v chemickém primyslu jako prekurzory pro syntézu struktumné

slozit¢jSich organokovovych komplexi, popfipad¢ jako katalyzatory chemickych reakci. [54]
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OBRAZEK C. 12: Priklad struktury iridiovych komplexti s ¢tvercové planarni geometrii.

Vlevo monomer [Ir(acac)(cod)], vpravo dimer [Ir(cod)]>. (kresleno v ChemSketch 12.01 dle ACS)

1.3.2 IRIDIOVE KOMPLEXY S PSEUDO-OKTAHEDRALNI GEOMETRI{

Vyzkum v oblasti koordina¢ni chemie se v soucasné dob¢ zamétuje na vyvoj iridiovych
komplexi s moznosti modulace jejich chemickych parametri. Lipofilicita, stabilita ve
vodnych roztocich, hydrolyza odstupujicich ligandti, ndboj dané slouceniny a v neposledni
fad¢ také rozpustnost, jsou parametry, které maji zcela zasadni vyznam v biologickych
aplikacich. [57] Dostate¢né tvarny systém v tomto sméru predstavuji iridiové komplexy

s pseudo-oktahedralni geometrii, kde centralni atom iridia je v oxida¢nim stavu +IIL. [54]

Systém, kde iridium je pravé v tomto oxida¢nim stavu vykazuje mimotadnou kinetickou
inertnost, kterou lze demonstrovat na piikladu slou¢eniny [Ir(H.0)6]*". Tato vychozi latka
vykazuje vyménu svych ligandt v fadu stovek let (300 let). [58] Naproti tomu po pfipojeni
cyklopentadienylového ligandu Ize zvysit rychlost vymény ligandd o C¢trnact fadu. Jiz na
tomto piikladu Ize jasné¢ demonstrovat neobyCejnou moznost variability chemickych
parametrdi, kde jak vysoce inertni, tak i labilni Ir'" komplexy mohou najit uplatnéni

v biologickych aplikacich. [54]

1.3.2.1 VLIV LIGANDU NA CHEMICKE PARAMETRY IR™ KOMPLEXU

Vhodné zvolené ligandy na zadkladé konkrétnich sterickych a elektrochemickych
parametr, vdzané k centrdlnimu atomu iridiovych komplexi, hraji vyznamnou roli
v protinadorové aktivité a biologickém pusobeni. [59] Iridiové komplexy studované v ramci
diserta¢ni byly typu [(n>-Cp*PVoPW)[r(LAL")Z]¥™, kde Cp* je pentametyl cyklopentadienyl,

Cp*" fenyl tetramethyl cyklopentadienyl nebo Cp*°iPh

bifenyl tetramethyl cyklopentadienyl.
Dale pak L je chelata¢ni ligand 1, 10-fenantrolin (vazba na centralni atom Ir skrze dusiky)
nebo 7, 8-benzochinolin (vazba na centralni atom prostiednictvim uhliku a dusiku). Obecna

struktura téchto latek je znazornéna na obrazku ¢. 13. Stabilizujici Cp ligandy jsou
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k centralnimu atomu ukotveny tfemi vazbami, chelata¢ni ligandy dvéma a odstupujici
chloridovy ligand pak jednou vazbou, ¢imz je zcela vyplnéné celkové koordinacni ¢islo
komplexu. V nasledujicim textu je podrobnéji pojednano o obecnych vlastnostech

jednotlivych ligandt a jejich vlivu na vysledné biologicko-chemické vlastnosti.

ﬁr*“

Cp = pentametyl cyklopentadienyl / fenyl tetramethyl

@ | i cyklopentadienyl / bifenyl tetramethyl cyklopentadienyl

7. — Halové prvky
=1, 10-fenantrolin / 7, 8-benzochinolin

(Chlor)
OBRAZEK €. 13: Obecné schéma struktur Ir'"" komplexii s pseudo-oktahedralni geometrii.
(kresleno v ChemSketch 12.01 dle ACS)

Stabilizujici ligand a jeho modifikace

Pro zajisténi stability Ir'! komplexii se jako nejvhodnéjsi jevi pravé negativné nabity

pentametyl cyklopentadienylovy (Cp*) ligand. [54] Navic je mozné ke stabilizujicimu
ligandu kovalentné navazat i dalii arenové jednotky (Cp**" fenyl, Cp*P" bifenyl atd.), které
maji prokazatelny vliv pfi interakcich s bazemi DNA. [59] Pii nartistajicim poctu arenovych
jednotek podnécuji nekovalentni interakce, v ptfipadé DNA interkalaci. Ovliviuji také
rychlost hydrolyzy samotného odstupujiciho ligandu. Polo¢as a mira hydrolyzy chloridového
ligandu klesa ve sméru Cp*®Ph > Cp*h > Cp*. [59]

V neposledni fadé pak naristajici pocet arenovych ligandt zvysuje lipofilicitu komplexu,
a tim pomaha zvysSovat miru akumulace daného komplexu v bunkach ¢i tkani. Bylo pfimo

prokédzano, ze s kazdou pfibyvajici substituci stabilizujictho ligandu phenylem narGsta
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ucinnost v inhibici ristu nddorovych bunék. [60] V konecném dusledku Ize jiz s pomoci
modifikace Cp* ligandu dosédhnout pomémé tvarného systému s pestrou biologickou

aktivitou a rozdilnymi hydrolyza¢nimi parametry.

Chelataéni ligandy

Ackoliv pro uziti a modifikaci stabilizujicich ligandi se v literatufe objevuje pouze mirna
variabilita uzitych vzort, s chelatatnimi ligandy je tomu prave naopak. Z literatury lze uvést
desitky rGznych variant chelatacnich ligandii ve spojeni s centrdlnim iridiovym atomem.
Obecné lze vSak jednotlivé moznosti generalizovat do nasledujicich skupin dle vazby na

centralni atom, jsou to bud’ N/N, N/O ¢i C/N vazajici se ligandy. [59] [60] [61]

Chelatacni ligandy obecné prispivaji k navyseni stability vytvofenych komplexti a maji
vliv na elektrochemické parametry centralniho atomu. Je také znamo, Ze se nejvétsi meérou
podileji na celkové specificité komplexu pii reakcich s bazemi DNA [59] a maji mimotadny
vliv na vyslednou cytotoxicitu. K iridiovému centradlnimu atomu jsou kotveny dvéma
kovalentnimi vazbami. Na pfikladu N, N vazanych chelata¢nich ligandt (viz obrazek ¢. 14)
byl prokazan zvysujici se antiproliferativni G¢inek s ptibyvajicimi heterocykly chelata¢niho
ligandu, tedy bpy < phen, dpq < dppy < dppn. Jednim z vysvétlenich je zvySujici se stabilita

interkalovaného komplexu v DNA s nartistajici plochou chelata¢niho ligandu. [62]

H,C
HiCeZ 0
\S/ S
cl
ey
I
a” \N Nia
cl
—— bpy
L=cCl —  — dpq h
—_ phen
(NH),CS dpsz - \ — dpg
(NMe,),CS v pp dppz
4 ~/ dppn

OBRAZEK €. 14: ' komplexy s N, N chelata¢nimi polypyridylovymi ligandy. [62] [63]

30



Strukturné aktivitni vztahy

Vzéajemny vztah mezi strukturou a protinadorovou aktivitou, z literatury znamé také jako
tzv. ,,Structure Activity Relationships® (SAR), pfedstavuje moznou cestu k tspéSnému,
cilenému a zejména pak raciondlnimu navrhu 1é¢iv. U komplext s centralnim iridiovym
atomem v oxida¢nim stavu +III jsou jiz patrné vztahy mezi strukturou komplexu a jeho

realnou protinadorovou aktivitou. [64]

Pti studiu vzajemnych strukturné aktivitnich modelti a experimentech na bunécné urovni
je mozné pozorovat vyznamny rozdil v protinadorové aktivité¢ pii pouziti rtznych
chelata¢nich ligandt, kde komplex s fenantrolinem lze oznacit jako zcela neaktivni, a naproti
tomu komplex s benzochinolinem vykazoval hodnoty cytotoxicity v nizkych mikromolarnich
koncentracich. Toto vSak plati pouze v piipade¢, Ze stabilizujici Cp* ligand neni jiz jinak

xbiph

modifikovan. Po modifikaci Cp* ligandu bifenylem, Cp*"™", byla protinadorova aktivita

obnovena na uroven komplexi s chelatatnim benzochinolinovym ligandem. [61]
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1.4 RUTHENIOVE KOMPLEXY V KLINICKEM TESTOV ANI

Rutheniové komplexy se staly dal$imi vhodnymi kandidity k 1é€bé nadorovych
onemocnéni. Celd fada syntetizovanych latek vykazovala velmi dobré vysledky pfi
schopnosti inhibovat rist nadorovych bun€k a dva komplexy s centralnim atomem ruthenia
v oxida¢nim stavu +III se dostaly az do faze klinickych studii. Jsou jimi KP1019 [trans-
RuCl4(Ind)2][IndH], kde Ind jsou indazolové neboli benzpyrazolové ligandy a NAMI-A
[trans-RuCla(DMSO)(Im)][ImH], kde DMSO je dimethylsulfoxidovy a Im je imidazolovy
ligand. (viz obrazek ¢. 15)

Molekularmné biologické experimenty provedené na KP1019 poukazuji na moznost vazby
tohoto farmaka k transferinu v krevni plasmé a jeho nasledny pfenos do nitra bunck
transferinovou, tedy endocytotickou cestou. Apoptdza je u tohoto komplexu spousténa jiz pti
aplikaci sub-toxické davky a je fizena vnitini (mitochondrialni) drahou. Klinické studie
prokazaly dobrou aktivitu KP1019 vici nadorGm tlustého stfeva a byla pozorovéana

vyjimecna snasenlivost pacienty s minimem nezadoucich ucinkd.

NAMI-A (,,New Anti-tumour Metastasis Inhibitor*), jak jiz z ndzvu vyplyva je farmakem
aktivnim vi¢i metastazam, zejména vyskytujicim se v plicni tkani. Z 24 pacienti zahrnutych
v klinickych studiich 83% vykazovalo na danou 1é€bu odezvu a u pacienta s pokrocilym
stadiem nemalobunécného karcinomu plic (NSCLC) doslo ke stabilizaci onemocnéni.
Benefitem NAMI-A se stala pravé selektivita vii¢i metastazam, ktera pievlada nad obecné
toxickymi vlastnosti, které jsou typické pro vétSinu soucasnych platnatych cytostatik.
Selektivita vici plicni tkani je mimo jiné dana extracelularni pfitomnosti kolagenu IV, na
ktery se NAMI-A vaze a je takto selektivné vychytavano pravé v plicni tkani. Timto
mechanismem dochazi k prodlouzeni kontaktu s cilovym mistem a eliminuje se

pravdépodobnost odplavovani krevnim fecistém s naslednou detoxifikaci ledvinami. [65]

Velmi obecné zdivodnéni selektivnich vlastnosti rutheniovych komplext vychazi
z predpokladu, Ze centralni atom ruthenia v oxidacnim stavu +III je vice inertni vici
hydrolyze chloridovych ligandl oproti redukované formé. Nadorové buniky pak maji obecné
komplext redukci kovového centra nasledovanou hydrataci odstupujicich chloridovych

ligandi. [66] Komplexy s centralnim atomem ruthenia by mohly byt dobrou alternativou
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v terapii nadorovych onemocnéni ze dvou diivodii, kde prvnim je dobra snasenlivost pacienty
a tim druhym je selektivita vic¢i specifickym typtim malignit. Nize vyobrazené latky
predstavuji prvni fadu rutheniovych komplexii tohoto druhu a Ize predpokladat, ze dalsim
vyvojem, ktery bude vychazet z ispéchi prvni fady, se dospéje k jesté ucinngjsim farmaktim,

které se zaradi na seznam latek pouzivanych k 1€¢bé nadorovych onemocnéni. [67]
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OBRAZEK C. 15: Struktury protinddorové aktivnich rutheniovych komplext, které vstoupily
do klinickych studii. (kresleno v ChemSketch 12.01 dle ACS)

Na okraj lze jesté zminit dalsi protinadorové aktivni komplexy, které byly pfipraveny
skupinou prof. Sadlera, jako napiiklad aren-diaminovy komplex RM175, [68] ¢i skupinou
prof. Dysona, fosfor-adamantanovy rutheniovy komplex RAPTA-C. [69] Zpravy

z klinického testovani téchto latek jsou jiz dlouhou dobu ocekavany.
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1.5 TRANSPORT PROTINADOROVE UCINNYCH KOMPLEXU KOVU

Mechanismy, kterymi se protinadorove ucinna metalofarmaka transportuji do nitra bun¢k,
byly sttedem pozornosti jiz od samotného prvotniho vyzkumu vedeného na cisplating, kde
se predpokladal majoritni ptispévek k celkové akumulaci 1é¢iva predevsim pomoci pasivni
difuze skrze membranu. Je ziejmé, ze mala neutralni molekula jakou je i cisplatina, nemusi
vyuzivat pfi svém prichodu skrze cytoplasmatickou membranu aktivniho transportu. [70]
Nov¢ syntetizované komplexy s rafinovanou 3D strukturou, objemnymi ligandy, ¢i dokonce
ne-neutralniho charakteru jiz zcela jist€ museji pfi svém transportu vyuzivat aktivnich nebo
alespon rafinovanéjSich mechanismii vedoucich jak k akumulaci, tak k detoxikaci.
Vysledkem c¢innosti zminénych dvou protichidnych procest je ziskani celkové efektivni
koncentrace dané latky uvniti bunky, ktera zcela zasadnim zplisobem ovliviiuje ucinnost

cytostatik.

Do soucasné doby se pievazna vétSina studii zabyvala interakcemi protinadorove
ucinnych komplexti kovli se sérovymi proteiny jako naptiklad albumin ¢i transferin, které
jsou nedilnym ¢lankem v transportu téchto latek krevnim fecistém. Nelze vSak opomenout
ani roli metalothioneinti, malych intracelulamich proteinii bohatych na cystein, jez jsou
zapojeny v ukladani a detoxifikaci kovii. Z dosavadniho poznani vyplyva, ze pravé interakce
s proteiny hraje klicovou roli v biodistribuci, buné¢né akumulaci, obecném farmakologickém
profilu cytostatik [71] a v neposledni fad¢ také pii senzitivité¢ a ptipadné rezistenci
jednotlivych nadord. [72] Vyzkumy v oblasti membranové biologie odhalily existenci vice
nez 400 jednotlivych membranovych transportnich proteint, které¢ jsou organizovany do
dvou zakladnich superrodin: tzv. ABC (ATP binding cassette) a SLC (solute carrier)
transportéry. [73] Pii vyvoji 1€Civ a studiu farmakologickych parametri se pozornost upira
zejména na spektrum transportnich proteinti, které jsou zastoupeny ve stfevech, jatrech a
ledvinach, tedy v organech kde probih4 bud’ samotna absorpce, metabolizace, ¢i detoxifikace
1é¢iv. U komplexii na bazi prechodnych kovi se predpoklada ucast transportért méd’natych
iontl (Ctrs), organickych kationti (OCTs), a v mensi mife i dalSich proteinii ze skupiny SLC
a ABC. [74]
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1.5.1 TRANSPORTERY KATIONTU MEDI

M¢éd je velmi dulezitym prvkem v organismu, podilejici se naptiklad na detoxifikaci
volnych radikali, mitochondridlni respiraci a také je kofaktorem mnoha enzymi. Na
udrzovani homeostazy se podileji transportéry médi, které jsou dle sekvence aminokyselin v
klasifikacnim systému zatazeny do rodiny SLC31A. [75] Vzhledem k tomu, Ze kationty médi
Cu’ velmi ochotné reaguji s molekulamim kyslikem za tvorby kyslikovych radikald, je
v buiice vyvinut sofistikovany systém hospodareni s médi. (viz obrazek ¢. 16) Méd’ prochazi
do nitra bunky skrze lidsky Cu transportér (hCtrl), odkud je predavan kaskadou specifickych
chaperont jako je antioxida¢ni protein 1 (Atox1), chaperon pro superoxid dismutazu (CCS)
a homolog pro cytochrom ¢ oxidazu (COX-17), aby byl dorucen az do cilové organely ¢i
k cilovému enzymu. Pro udrzeni zminéné homeostazy je ale také nutné zajistit exkreci meédi,
ktera probiha pomoci ATP-az ATP1A a ATP1B, lokalizovanych v Golgiho aparatu. (obrdzek
¢. 16) [76] U vezikularmich bunécnych organel, jako jsou endosomy a lysosomy byl také
identifikovan homolog lidského Cu transportéru (Ctr2), o jehoz pfesném zapojeni

v popisované kaskade¢ nejsou znadmy zadné informace. [77]

Popsany mechanismus hospodafeni s médi je i jednim z uznavanych procesi, které se
podileji na transportu platnatych chemoterapeutik. [78] Pfi experimentech, kdy byla
navozena zvysena exprese hCtrl dochazelo k vyrazné senzitizaci malobunéénych plicnich
nadorovych bun¢k (SCLC) a byl pozorovan i markantni narGst akumulace cisplatiny,
oxaliplatiny i karboplatiny. Naproti tomu pfi zvysené expresi ATP7A/B byly buiky takika

rezistentni. [79]
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Obrazek €. 16: Obecné schéma mechanismu transportu medi, slouzici k popisu transportu
zejména platnatych citostatik. [76] Pfenos dovniti probiha pomoci Ctrl, uvnitt buiiky jsou
molekuly napf. cisplatiny distribuovany specifickymi chaperonovymi proteiny jako je Atox1
a dale vylouceny do extracelularniho prostoru diky Golgiho aparatu a ATP-azovym pumpam

ATP7A/B.

1.5.2 TRANSPORTERY ORGANICKYCH KATIONTU

Transportéry organickych kationtl patii do rodiny SLC22A, jez se sestava ze tii
podkategorii délenych na zakladé naboje transportéru. Konkrétné se jedna o skupinu
elektrogennich transportéri (OCT1-3), elektroneutralni organické kationtové/karnitinové
transportéry (OCTN1-3) a organické aniontové transportéry (OATs, URAT-1). VétSina
substratii pro OCT je kladné nabitych pfi fyziologickém pH a hnaci silou je elektrochemicky
gradient. Zdanlivou nevyhodou je vyrazna polyspecificnost pienosu. Pfevazna vétSina
proteint z rodiny SLC22A vykazuje vysokou druhovou a tkanovou specificitu, s hlavnim
vyskytem v sekre¢nich organech, kde je jejich ¢innost neodmyslitelné spjata s absorpci a

sekreci 1é¢iv obecné. [73]

Pti studiu pficin vzniku nefrotoxicity po podani cisplatiny byla podpotena role OCT v
transportu tohoto lé¢iva. Dlikazem vyuziti OCT pii akumulaci cisplatiny byly kompeti¢ni
experimenty se znamymi substraty pro OCT jako je tetracthylamoniak (TEA) a cimetidin.
Majoritni zastoupeni hOCT2 je popsano v proximalnich tubulech ledvin a hOCT]1 v jaterni

tkani, ¢imz se vysvétluji organove selektivni nezddoucich Gcinky (viz obrdzek ¢. 17). [80]
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Moznou cestou v potlateni nezadoucich efektli je podavani specifickych inhibitora
konkrétnich transportérl, které se vyskytuji zejména v posSkozované tkani a nikterak
neovlivituji vysledny protinddorovy efekt. V kone¢ném dusledku takovato podptrna

medikace vede k vyrazné lepsi snasenlivosti terapie. [81]
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OBRAZEK C. 17: Expresni profil transportérti organickych kationtd (OCT1/2) v riznych
tkanich. Uroveii m-RNA je vyjadiena pomérové viii glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenaze.

Ptevzato z [82] a upraveno.

1.5.3 DETOXIFIKACNI MECHANISMY

Mimo vyse zminénych ATP-4zovych pump Golgiho aparatu (ATP7A/B), zahmutych ve
stati tykajici se transportéri médi, se na detoxifikacnich mechanismech podileji i dalsi
membranové proteiny. Casto zmifiovanym proteinem ze superrodiny ABC transportéri,
ktery je uvadén v souvislosti s rezistenci viici Siroké skale terapeutik, je P-glykoprotein (p-
gp), znamy téz jako ,,multidrug trasporter. Je produktem genu MDRI a jednim ze 48
znamych ABC transportéri. Vyskyt P-gp zahrnuje Sirokou skalu nadorovych tkani poc¢inaje
nadory gastrointestinalniho traktu, pohlavniho systému ¢i mocCovych cest a také
hematopoetickych onemocnéni. Mezi substraty aktivné transportované P-gp patii zejména
velké, amfipatické, neutrdlni ale i pozitivné nabité molekuly. Mezi chemoterapeutika, ktera
jsou exportovana vné¢ bunku skrze P-gp patii doxorubicin, daunorubicin, vicristin, vinblastin,

taxoly, [83] rutheniovy komplex KP1019 [84] a také mnoho dalSich latek napiiklad ke
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snizeni cholesterolu, antiarytmika a antihistaminika. Vazba jakéhokoli vhodného substratu
zpusobuje aktivaci jedné ze dvou ATP-vazajicich domén. Po vazb¢ a nasledné hydrolyze
ATP dochézi k rozsdhlym konformacnim zméndm ve struktuie proteinu, které v konecném
disledku transportuji navazané lé¢ivo vné buitku. K tomu, aby se P-gp vratil do vychozi
polohy je zapotiebi opétovna vazba a hydrolyza ATP, a tim se cely cyklus opakuje. Struktura
p-gp v obou konformacich je zndzornéna na obrazku ¢. 18. Aktivni vyvoj G€innych inhibitort
predstavuje moznou cestu pfi snaze zvratit rezistenci bunék zpiisobenou transportem 1é¢iv

prave skrze P-gp.

Hydrolyza ATP

OBRAZEK C. 18: Struktura P-glykoproteinu ve dvou konformacich. Konformace dovnitt
prevzata z [85], konformace vn¢ viz [86]. Vzajemny piechod mezi konformacemi probiha
vzdy po hydrolyze ATP, kterd nasledné¢ umozni strukturni zménu vedouci k samotnému

exportu léCiva.

Po objevu funkce P-gp a demonstraci Sirokého spektra nadorovych tkani kde je
exprimovan, bylo poukdzano na fakt, Ze ne ve vSech typech néadorid, které vSak jsou
rezistentni, je P-gp exprimovan v takové mife, kterd by mohla byt za zminénou rezistenci
zodpovédna. Detailnim studiem ,,multidrug-rezistentni* linie nadoru plic byl objeven dalsi
Byl jim dalsi protein ze skupiny ABC transportéri, nyni zndmy jako MRP1 (multidrug
resistence associated protein 1), kddovany genem ABCCI. Na rozdil od P-gp, patii mezi

atraktivni substraty pro MRP1 negativn¢ nabité molekuly, ¢i konjugaty komplexit kovt
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s glutathionem. Proces exkrece vné buitku skrze MRP1 byl popséan napfiklad pro ko-transport
vinblastinu s glutathionem. [88] V pfipad¢ cisplatiny byl pozorovan také pienos
prostiednictvim MRP transportérii ve formé konjugatu s glutathionem [Pt(GS):], chelatace
cisplatiny je zprostfedkovana ptedevsim sirou, popiipadé dusikovymi jednotkami

glutathionu. [89]

Poslednimi ze skupiny ABC transportérti, spojované s rezistenci vi¢i mitoxantronu a
antracyklinim, jsou proteiny MXR, BCRP a ABC-P. U téchto proteinti se vyskytuje pouze
jedna ATP-vazajici doména, avSak stale funguji jako dimer. U proteinu MXR se navic
predpoklada velmi tizka substratova specificita. Nékteré studie hovoii také o ucasti proteinu
SPGP (sister of P-gp) [90] a ABCA2 [91] v mechanismech bunécné rezistence vuci
cystostatikim. Tato data vSak vychazeji pouze z prvotnich studii a jejich relevance tak bude

postupem casu prokazovana.
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1.6 BUNECNA SMRT JAKO CiL PRO CYTOSTATIKA

Kontrolovany zptisob bunécné smrti hraje velmi dilezitou roli v biologii vSech organismd.
Disbalance v konecném staddiu zivota buiiky mivd za nasledek rozvoj nejrtiznéjSich
patologickych stavil, jako jsou autoimunitni choroby, neurodegenerativni onemocnéni a
v neposledni fad¢ i rakovina. Obecné 1ze bunéénou smrt rozdélit na pasivni a aktivni. Pasivni
bunééna smrt je odpoveédi na nadmeémé, zpravidla mechanické, ¢i fyzikalné-chemické
poskozeni. Aktivni bunécné smrt je iniciovana ze strany samotné buniky. Nekroticky zplisob
smrti jako prosté selhani zivotaschopnosti bunky v reakci na toxické ¢i netinosné podminky
pak tvofil zcela zakladni pfedstavu, jakou smrt buiiky probiha. [92] Z obrazku ¢. 19 je patrna
zavislost druhu bunééné smrti na koncentraci 1éCiva ¢i toxickych latek. Zavedenim nového
modelu programované bunééné smrti (PCD, apoptozy) se rozvinula velmi slozita
problematika, kde hlavnim tkolem bylo, a stdle je, identifikovat procesy iniciujici a
vykonavajici smrt bunky. Poruchy v kaskadach biochemickych procest zpravidla tvoti
charakteristicky rozdil mezi zdravou a nadorovou buiikou a jako takové jsou vhodnym cilem
pro cytostatika. Uz jen samotné porozuméni molekularni podstaty bunécné smrti odkryva

nové moznosti k racionalnimu navrhu I€¢iv a také k objasnéni mechanismi vedoucim ke

vzniku nddorovych onemocnéni.

Koncentrace cytotoxické latky

Autofagie

v

OBRAZEK C. 19: Zavislost mechanismu bunéné smrti na aplikovaném mnozstvi
cytotoxickych latek. Obecné lze predpokladat, ze pti aplikaci nizSich davek bude bunécna
smrt probihat skrze autofagii ¢i apoptézu, vyssi davky pak vyvolaji nekrozu. Métitko

odpovida 1 pm. Pfevzato z [93] a upraveno.
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1.6.1 APOPTOZA

Béhem poslednich dvaceti let se znalost v oblasti signalnich drah, které maji vliv na
regulaci bunécné smrti, znacné rozsifila. Prevazna vétSina protinddorové ucinnych
chemoterapeutik indukuje apoptoézu, coz bylo prokazano pfti 1é¢beé leukémii trpicich pacient
analyzou bunék periferni krve. [94] Apoptéza se tedy stala jednim z determinanti
ovliviigjicich citlivost ¢i rezistenci nadorovych bunék vici aplikované 1écbé. Dvé stézejni
drahy ptredstavuji pojitko mezi stimulaci bunéné smrti a cytostatiky. Jsou jimi vnitini, tzv.
mitochondrialni drdha, spousténa uvoliovanim proapoptotickych molekul, ktera je
kontrolovéna skupinou proteinti Bel-2. A déle vnéjsi draha fizena receptory z rodiny TNF

(tumor necrosis factor).

1.6.1.1 ZMENY BUNECNE MORFOLOGIE V PRUBEHU APOPTOZY

Pribéh apoptdézy miize byt zaznamenan jiz pouhym pozorovanim morfologie bunky pod
svételnym ¢i elektronovym mikroskopem. Znalost zménénych morfologickych jevu je
uziteCnym a ¢asové nikterak naro¢nym experimentem, ktery vSak mutze poskytnout velmi
uzitecné informace o ucincich cytotoxickych latek na bunky. Spolecné morfologické rysy
b&hem apoptdzy se projevuji jak na jaderné, tak i cytoplasmatické, popiipadé membranové
urovni a jsou prakticky identické pro nejrizngjsi tkané. [95] Vzajemné rozdily v pribéhu
apoptozy se projevuji zejména rozdilnym casovym trvanim, zptisobem iniciace a kone¢n¢
drahou, jakou tento druh bunécné smrti probiha. [96] Morfologické zmény jsou velmi dobte

patrné z obrazku ¢. 20.

Na jaderné urovni lze pozorovat kondenzaci chromatinu a fragmentaci jadra, coz se
obecné projevuje jako celkova redukce objemu jadra buiky (pykndza), na membranové
urovni zatazenim pseudopodii. [97] Kondenzace chromatinu postupuje smérem od okraju

jaderné membrany a vyust'uje v jadernou fragmentaci (karyorhexe). [98]

V pozd¢jsich stadiich apoptdzy lze pozorovat rizné velké vychlipeniny cytoplasmatické
membrany (blebbing) a ztratu membranové integrity. V konecné fazi se buika zcela rozpada
a formuje apoptoticka téliska (apoptotic bodies). Na organismalni trovni je mozné pozorovat

obklopeni apoptotické bunky fagocyty. [99]
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OBRAZEK C. 20: Morfologické zmény bunky jako dusledek apoptdzy. 1A - obrazek
obecného souboru bunék ovaridlniho karcinomu, 1 B — jaderné kondenzace (pykndza), 1 C

— pocatek jaderné fragmentace (karyorhexe), 1 D — formace apoptotickych télisek. [100]

1.6.1.2 VNEJSi DRAHA ZPROSTREDKOVANA RECEPTORY BUNECNE SMRTI

Jak jiz samotny néazev této kapitoly napovida, draha vedouci k apoptotickému pribéhu
smrti je v tomto piipadé spousténa po vazbeé specifickych ligandi k receptorim bunééné
smrti. Jiz byla identifikovana fada receptorti, z nichz nejznamé;jsi je TNF typu 1 (TNFR1).
Od n¢ho jsou odvozeny i dalsi receptory, jako naptiklad Fas, DR3, DR4 a DRS5. Na pocatku
kaskady reakci stoji vazba ligandii k danym receptorim, které vlivem vytvofené vazby
oligomerizuji. Tim dochazi k vytvofeni vazebného mista pro adaptorové proteiny na vnitini
strané cytoplasmatické membrany a aktivaci kaspazové kaskady (cystein protedzy). [101]
Konkrétné receptory bunécné smrti TNF obsahuji intracelularni doménu TRADD a Fas
receptory pak intracelularni doménu FADD. [102] Po jiz zminéné oligomerizaci dochéazi
k vytvotreni komplexu ligand-receptor-adaptorovy protein, ktery je znam pod nazvem DISC
(death-inducing signalling complex). [103] DISC poté iniciuje aktivaci pro-kaspazy 8 na
kaspazu 8, ktera spousti samotnou kaspazovou kaskadu tim, ze odstépi z dalSich
,podiizenych* kaspaz prodoménu udrzujici kaspazy v neaktivnim stavu. Cela kaskada reakci

dojde az k samotnym vykonavajicim (exeku¢nim) kaspazam (2, 3, 8). [99]
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1.6.1.3 VNITRNi DRAHY APOPTOZY

Tento mechanismus fizeni apoptdzy vychazi isté z nitra buiikky a samotnymi iniciatory se
mohou stat neopravitelnd poskozeni genetického aparatu, hypoxie, extrémné¢ vysoké
koncentrace cytosolarnich vapenatych iontli Ca®* a také oxidativni stres. Veskeré tyto stimuly
vyustuji ve zvysenou permeabilitu mitochondrialni membrany, ¢imz je umoznéno uvolnéni
pro-apoptotickych molekul z nitra mitochondrii do cytosolarniho prostoru. [104] Za regulaci
vnitini mitochondridlni dréhy jsou pfimo zodpovédné proteiny z rodiny Bcl-2. Celd rodina
Bcl-2 zahmuje jak pro-apoptotické proteiny, jako napfiklad (Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid,
Bik, Bim a Hrk), tak i anti-apoptotické proteiny (Bcl-2, Bcl-Xt, Bel-W, Bfl-1 a Mcl-1). [105]
Rovnovaha je fizena tak, ze skupina anti-apoptotickych proteinti reguluje vypousténi
cytochromu-c mitochondriemi do cytosolarniho prostoru a pro-apoptotické proteiny naopak
stimuluji tuto exkreci. Celé fizeni, ¢i pfipadné spusténi apoptézy je vysledkem jemné
rovnovahy mezi t€émito dvéma skupinami proteini z rodiny Bcl-2. Dal$imi faktory, které
ovlivituji spousténi apoptoézy jsou AIF (apoptosis inducing factor), Smac (second
mitochondria-derived activator of caspase), DIABLO protein (direct IAP binding protein
with low pl) a HtrA2 (Omi/high temperature requirement protein A). [106] Funkce téchto
nedavno objevenych proteini spo¢iva ve vazbé Smac/DIABLO nebo Omi/HtrA2 k AIP
proteiniim (inhibitor of apoptosis protein), coz vede k naruseni interakce mezi kaspazami 3
nebo 9 prave s IAP. Kaskada spousténa vlivem vypusténi cytochromu ¢ z mitochondridlniho
matrix je charakteristicka tvorbou apoptosomu, tedy komplexu sestavajiciho z cytochromu

c, Apaf-1 a kaspazy 9. [107]

M¢én¢€ znama je vnitini draha spousténa po poskozeni endoplasmatického retikula, v jehoz
disledku dochazi ke snizeni proteosyntézy ¢i chybnému sbalovani proteinti (folding). Do
souCasné doby uznavany mechanismus je zalozen na piedpokladu disociace TRAF2 (TNF
receptor associated factor 2) z komplexu s prokaspazou 12, coz vede k jeji aktivaci a
naslednému spusténi spolecné drahy apoptozy. [108]
1.6.1.4 SPOLECNA DRAHA APOPTOZY - KONECNE STADIUM
kaspaz, které jsou ptimo S$tépeny bud’ iniciacni kaspazou 8 (piivodem z vnéjsi drahy), nebo

kaspazou 9 (z vnitini drahy). Nasledné nehledé na ptedchozi mechanismy spousténi dochazi
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ke Stépeni kaspazy 3, ktera pusobi vuc¢i kaspazou-aktivovanym deoxyribonukleazam,
proteinovym kinazam, cytoskeletamim proteinim a v neposledni fad¢ také DNA repara¢nim
proteinim. Veskeré tyto zmény ovlivituji bunécny cyklus, celou fadu signalnich kaskad
nezbytné nutnych k biochemické rovnovaze buniky a také ke zhrouceni cytoskeletu. [109]
Vse vyustuje v typické morfologické zmény, které jsou charakteristické praveé pro apoptozu.
Obrazek ¢. 21 ilustruje molekularni mechanismy apoptdzy. [99]
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OBRAZEK C. 21: Kompletni schéma apoptozy spousténé vnéjsi i vnitini drédhou. Pievzato

z [110] a upraveno.

1.6.1.5 VYUSTENi ZNALOSTI MOLEKULARNICH MECHANISMU APOPTOZY — NAVRH LECIV

Na zéaklad¢ ptedchozich nékolika odstavet, tykajicich se fizeni apoptotické kaskady, se
lze domnivat, ze takto komplexni mechanismus, jakym bezesporu apoptdza je, poskytuje
fadu moznosti, jakym zptisobem cilit nova terapeutika. Terapeutika jsou navrhovana s cilem
zasahnout selektivné do drah, jez jsou v pfipadé nadorového onemocnéni disbalancovany, a
podnitit sméfovani bunky do apoptotického pribéhu bunécné smrti. Hlubsi studium
jednotlivych piistupti vSak zcela pfesahuje ramec daného textu, tudiz jsou zde jednotlivé
védecké vyzkumy shrnuty pouze formou odkazi na nejnovéjsi literaturu. Cileni terapeutik
vaci skupiné proteinit Bel-2, [111] p53 farmakologicka terapie, [112] zasah do proteini
inhibujicich apoptozu (AIPS) [113] ¢i terapeutika ovlivitujici samotnou kaspazovou kaskadu

[114] pfedstavuji novy a velmi slibny pfistup v terapii nadorovych onemocnéni.
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2 CIiLE PRACE

e Shrnuti poznatkt o dosavadnimi vyvoji problematiky tykajici se tématu diserta¢ni

prace

e Provedeni specifickych testli na bunééné urovni vedouci k objasnéni mechanismu
pusobeni novych farmak s centralnim atomem platiny, iridia ¢i ruthenia; studovat
cytotoxické profily novych komplexi na malignich i nemalignich bunéénych
liniich

e Zamgéfit se na mechanismus transportu novych iridiovych komplext do bunék

e Studovat mechanismus piisobeni a objasnit druh bunééné smrti pro protinadorove

aktivni iridiovy komplex

e Studovat epigenetické zmény v buikach, které jsou vyvolany po pisobeni

plati¢itych komplext s biologicky aktivnimi ligandy

e Provést in vivo experimenty s klinicky testovanym rutheniovym komplexem,

identifikovat biologicky aktivni formu dané latky

e Zapojit se do feSeni souvisejicich projekti fesenych na katedie biofyziky PfF UP
v Olomouci a na BFU AV CR v Brné
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3 MATERIAL A METODY

3.1 POUZITE KOMPLEXY

Zasobni roztoky platnatych, plati¢itych, iridiovych a rutheniovych komplext studovanych
v ramci této prace byly rozpoustény prioritn€ ve vodnych roztocich. Z chemického hlediska
ve vod¢ velmi obtizné rozpustné komplexy byly rozpoustény v DMSO (dimethylsulfoxid) ¢i
v DMF (dimethylformamid). Koncentrace pfipravenych roztoki byly stanoveny pomoci s

FAAS (Varian AA240Z s grafitovou atomizac¢ni celou GTA120).

3.1.1 PLATICITE KOMPLEXY S VALPROATY V POZICI AXIALNICH LIGANDU

Rozpustnost platic¢itych komplext s jednou ¢i dvéma valproovymi kyselinami v pozici
axidlnich ligandi byla omezena pouze na pouziti DMF. Komplexy byly rozpoustény
zpravidla na maximalni moZnou rozpustnost, tedy 25 mM, a déle pouzity pii konkrétnich
experimentech. Skladovani zéasobnich roztokl probihalo maximalné po dobu 14 dni za
pokojové teploty a ve tmé. Naproti tomu plati¢ity komplex oxaliplatiny s OH skupinami
v pozici axialnich ligandl byly ve vodé rozpustné az na koncentraci 10 mM, jejich skladovani
probihalo stejné¢ jako v pfedeslém piipade. Platicit¢ komplexy byly syntetizovany
zahrani¢nim pracovistém pod vedenim prof. Gibsona, Institute for Drug Research, School of

Pharmacy, The Hebrew University, Jerusalem, Israel.
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OBRAZEK C. 22: Struktury platnatych a plati¢itych komplexti pouzitych v dané praci.
[Pt(DACH)(OH)2(ox)] (I), [Pt(DACH) (OH)(VPA)(ox)] (II), [Pt(DACH)(VPA)2(0ox)] (III),
kde DACH = trans-(1R,2R)-1,2-cyclohexandiamin a ox = oxalat.
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3.1.2 IRIDIOVE KOMPLEXY — STUDIUM BUNECNE AKUMULACE KOMPLEXU KOVU
Komplexy pouzité ke studiu bunééné akumulace protinadoroveé ucinnych komplexti kovti
byly rozpoustétny v DMSO na koncentraci 5 mM, a takto piipravené byly okamzité
distribuovany do pfipravenych experimentalnich procedur. V této praci se konkrétn¢ jednalo
o komplex ZL67 (v publikaci jako komplex 1) [n°>-Cp*(Ir)(bq)Cl], ktery obsahoval 7, 8-
benzochinolinovy a komplex ZL07 (v publikaci jako komplex 2) [n°-Cp*(Ir)(phen)Cl] s
1,10-fenantrolinovym ligandem. Komplex byl syntetizovan pracovni skupinou prof. Sadlera,

University of Warwick, Department of Chemistry, Warwick.

ZL67 ZLo7

[(CsMes) Ir(bg)Cl) [(7°-C:Me.) Ir(phen)CIICI

OBRAZEK C. 23: Struktury iridiovych komplexti pouzité¢ pii studiu bunécné akumulace.
Komplex 1 (ZL67) [n>-Cp*(Ir)(bq)C1] obsahoval 7, 8-benzochinolinovy a komplex 2 (ZL07)
[n°-Cp*(Ir)(phen)CI] 1,10-fenantrolinovy ligand.
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3.1.3 IRIDIOVY KOMPLEX — STUDIUM DUALNIHO MECHANISMU BUNECNE SMRTI

Iridiovy komplex pouzity ke studiu mechanismt bunééné smrti byl rozpoustén v DMSO
na koncentraci 5 mM, a takto pfipraveny byl okamzit¢ pouzivan v pfipravenych
experimentech. Jednalo se o komplex [(n’-CsMesCsHaCeHs)Ir(phen)CI]PFs, kde
phen=phenanthroline. Zminény iridiovy komplex byl syntetizovan pracovni skupinou prof.
Sadlera, University of Warwick, Department of Chemistry, Warwick. Syntéza probihala dle
jiz publikovaného postupu [59].

O~ AT
|
<\_21§\_/>

OBRAZEK C. 24: Struktura komplexu [(°-CsMesCsH4CeHs)Ir(phen)CI]PFs. Komplex byl

pouzit ke studiu mechanismu bunééné smrti, u néhoz byl prokazan dudlni efekt.
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3.1.4 RUTHENIOVY KOMPLEX NAMI-A

Rutheniovy komplex NAMI-A (,,New Anti-tumour Metastasis Inhibitor*) byl rozpoustén
ve vodnych roztocich, zpravidla PBS (,,Phosphate-buffered saline*) na koncentraci 10 mM.
Vzhledem k rychlym hydratacnim kinetikdm tohoto komplexu byl po rozpusténi tento
komplex okamzit¢ pouzivan v pfipravenych experimentech. Komplex byl syntetizovan

spole¢nosti Serichim (Torviscosa, Italy).

S0OMe;

Clir,, Ju”.mcn HN/’\\»
" ' i L

M
7
HN

NAMI-A

OBRAZEK C. 25: Struktura rutheniového komplexu v klinickém testovani NAMI-A (trans-

imidazol(dimethylsulfoxid)tetrachloro-ruthenium). [115]

3.1.5 PLATNATY KOMPLEX S TRANS GEOMETRIi A METHYLAMINOVYM LIGANDEM
Platnaty komplex trans-[Pt(CH3NH,),Clz] byl pfipravovan jako vodny roztok (MQ) na
koncentraci 3,5 mM. Jeho skladovani probihalo ve tmé pii 4°C, po dobu maximaln¢ jednoho
tydne. Komplex byl syntetizovan a charakterizovan zahrani¢nim pracovistém pod vedenim
prof. Gibsona, Institute for Drug Research, School of Pharmacy, The Hebrew University,
Jerusalem, Israel.
CI\ /NHzCH3
Pt

H30H2N/ N
trans-[P{CHsNH,),Cly]

OBRAZEK C. 26: Trans platnaty komplex s aktivovanou trans geometrii, diky neobjemnym

methylaminovym ligandtim. [28]
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3.1.6 PLATNATE KOMPLEXY S CIS A TRANS GEOMETRII A METHYLAZAINDOLOVYM
LIGANDEM

Komplex byl rozpoustén v ethanolu popfipadé v DMF na koncentraci 5 mM. Syntéza a

charakterizace daného komplexu byla provedena spolupracujicim zahrani¢nim pracovistém

pod vedenim prof. Natile, Department of Chemistry, University of Bari “Aldo Moro”, Bari,

ltaly.
N = N —
HSC \Y / H3C \Y /
Cl / Cl
\Pt\ \Pt<
CI/ NHz  H N/ Cl

cis-[PIC(NH3)(IM7AL)]  trans-[PtCI(NH3)(1IM7AL)]

Obrazek ¢. 27: Struktury cis a trans platnatych komplexti s IM7AI (1-methyl 7-azaindol)
ligandem. Jmenovité cis-[PtClo(NH3)(1M7Al)] a trans-[PtClo(NH3)(1M7AID)]. [25]
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3.1.7 DINUKLEARNI PLATNATY KOMPLEX S BENZOTRIAZOLATOVYM MUSTKEM

Zasobni roztok dinuklearniho platnatého komplexu [{cis-Pt(NH3)2Cl}2(u-Btaz-H)]Cl,
kde Btaz je benzotriazolatovy mustek, byl pfipraven v chloristanu sodném na koncentraci 10
mM. Komplex byl syntetizovan dle pfedem publikovaného postupu [116].

g

HsN—Pt—Cl

NH,

OBRAZEK C. 28: Struktura dinuklearniho platnatého komplexu [{cis-Pt(NH3).Cl}2(u-Btaz-
H)|CL

3.1.8 DINUKLEARNI PLATNATY KOMPLEX S AZOLATOVYM MUSTKEM

Dinukledrni platnaty komplex (AMPZ) [{cis-Pt(NH3)2}2(u-OH)(u-pyrazolate)]*’, kde
jsou platinova centra spojena azolatovym mustkem byl rozpoustén v chloristanu sodném na
koncentraci 0,5 mM. Komplex byl pfipraven na zahrani¢nim pracovisti pod vedenim prof. S.
Komedy, Faculty of Pharmaceutical Sciences, Suzuka University of Medical Science,

Suzuka, Japan.

H3N ]2
5 Hs

N
Pt
o
N /
Pt

/ NHs

HaN
AMPZ

OBRAZEK C. 29: Struktura dinuklearniho platnatého komplexu s azolatovym mustkem.
Jmenovité AMPZ [ {cis-Pt(NH3),} 2(u-OH)(p-pyrazolate)**. [117]
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3.2 CHEMIKALIE A BIOLOGICKY MATERIAL

Cisplatina (99,9%), dimethylsulfoxid (DMSO), oktanol (99%), 2-deoxy-D-glukoéza
(>98%), oligomycin A (Streptomyces diastatochromogenes) lidsky sérovy albumin (99%),
dihydrat chloridu médnatého (=99%), progesteron (=99%), verapamil (5-[N-(3,4-
dimethoxyphenylethyl)methylamino]-2-(3,4-dimethoxyphenyl)-2-isopropylvaleronitril
hydrochlorid; >99%), reversan (N-[3-(4-Morpholinyl)propyl]-5,7-diphenyl-pyrazolo[1,5-
a]pyrimidine-3-carboxamid; >99%), L-buthionine-sulfoximin (BSO, >97%), methyl--
cyklodextrin, oubain oktahydrat, neutralni cervei, sulforhodamine B byly zakoupeny u firmy

Sigma-Aldrich s.r.0., Praha, Ceska Republika.

Agardza, Nonidet NP-40, RNaza A a proteindza K byly zakoupeny u firmy Merck KgA,

Darmstadt, Némecko.
Sodium dodecyl sulfat (SDS) byly zakoupeny u firmy Serva, Heidelberg, Némecko.

MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromid) byl zakoupen u
firmy Calbiochem (Darmstadt, Némecko).

DNazol byl zakoupen u firmy MRC (Cincinnati, OH)

3.2.1 BUNECNE LINIE

Lidské ovaridlni buiiky A2780, senzitivni vuci cisplating, lidské ovaridlni buniky se
ziskanou rezistenci vici cisplatin€é A2780cisR, vii€i cisplatiné piirozené rezistentni bunky
karcinomu prsu MCF7 a lidské leukemické buiiky HL-60 byly poskytnuty pracovist¢m prof.
Kepplera z University of Vienna (Viden, Rakousko). Kfe¢¢i ovaridlni nemaligni buiiky byly
poskytnuty Dr. M. PirSelem z Cancer Research Institute, Slovak Academy of Sciences
(Bratislava, Slovensko). Lidské priméami kozni fibroblasty byly darovany prof. T. Adamem,
Laboratory of Inherited Disorders, Department of Clinical Chemistry, Palacky University
and Hospital (Olomouc, Ceska republika). Lidské buiiky stievniho karcinomu s umléenym
genem pro p53 HCT-116 -/- a p53 wild tipe HCT-116 +/+ byly poskytnuty Dr. M.
Brazdovou, Institute of Biophysics (Bmo, Ceska republika). Lidské ovarialni buiky
rezistentni vi¢i adriamycinu A2780Adr byly zakoupeny z Evropské banky pro bunécné
kultury (ECACC; Salisbury, UK). Vysoce invazni buniky prsu MDA-MB-231 byly darovany
od Dr. P. Spessotto (Aviano, Italie).
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3.3 METODY

3.3.1 ROZDELOVACI KOEFICIENT LOGP

Rozd¢lovaci koeficient, neboli logP je velmi uzitecnym parametrem, pomoci néhoz lze
predikovat snadnost prostupu noveé syntetizovanych komplexti do nitra bun¢k difuzi pies
membranu. Obecné plati, ze lipofilngjsi komplexy (kladny logP) pronikaji skrze
cytolasmatickou membranu sndze nez hydrofilni komplexy (zdporny logP). K urceni
rozdé€lovaciho koeficientu je mozné uzit HLPC [118] stanoveni, ¢i jak bylo udélano v tomto
piipade¢, tzv. ,,shake flask* metodu. MQ vodou saturovany 1-oktanol (WSO) a 1-oktanolem
saturovana MQ (OSW) byly pfipraveny vzajemnym smichanim obou slozek. Byl také piidan
NaCl (0,2 M) k potlaceni hydrolyzy odstupujicich chloridovych ligandi béhem staveni.
Vzajemné smichani slozek probéhlo po 30-ti minutovém vortexovani. Separace obou fazi
probéhla pomoci centrifugace (3000g, 5 min). V obou fazich byla pomoci FAAS stanovena
koncentrace kovii, v zavislosti na charakteru studovaného komplexu (Pt, Ir, Ru). Pro
stanoveni koeficientu bylo pouzito vzorce logP=log([X]WSO / [X]JOSW), kde X je

koncentrace kovu v dané frakci.

3.3.2 KULTIVACE NADOROVYCH A NENADOROVYCH BUNECNYCH LINIi
Veskeré zésady prace s naddorovymi a nenddorovymi bunéénymi liniemi vychazely
z doporuceni Evropské banky pro bunééné linie (ECACC) s ohledem na bezpecnost prace,

platné vnitini smérnice a pfedpisy Biofyzikalniho ustavu AV CR, v.v.i., Brno.

Ke kultivaci bun&k byly pouzivany média RPMI-1640 a DMEM (high glucose, 4,5 g-L™)
od firmy PAA (Pasching, Rakousko), ddle média Lebowitz L-15 a McCoys” 5a od firmy
Sigma-Aldrich s.r.o. (Praha, Ceska Republika). Média byla obohacena o fetalni bovinni
sérum (FBS; 10%) od firmy PAA a gentamycin (50 pg-mL™") byl zakoupen u firmy Serva
(Heidelberg, Némecko). Kultivace bun¢k probihala v podminkach pln¢ humidifikované¢ho
inkubatoru pii teploté 37°C a 5% CO,. Bunky byly pasazovany 2-3-krat tydn€ s ohledem na
rastové profily konkrétnich linii a jejich nasazeni pro potfeby konkrétnich experimentil se

odvijelo od aktualniho stavu bunééné linie, pii dodrzeni maximalné 90% konfluence.
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3.3.3 CYTOTOXICITA KOMPLEXU

Cytotoxicita komplext, nebo také schopnost usmrtit ¢i inhibovat riist nadorovych bun¢k,
je jednim z prvotnich ukazatell v ramci testovani novych latek s potencialné protinadorovym
ucinkem. Metody slouzici k zjisténi tohoto dillezit¢ho parametru jsou zcela obecné zalozeny
napfiklad na pfeméné urcité¢ latky vlivem cCinnosti enzymu v zivych buikéach (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; MTT), kvantifikaci celkového
mnozstvi proteint v daném souboru bunck (sulforhodamin B, 2-(3-diethylamino-6-
diethylazaniumylidene-xanthen-9-yl)-5-sulfo-benzenesulfonate; SRB) a v neposledni fad¢
na akumulaci latky zivymi builkkami v lysozomech (neutrdlni cerven, 3-Amino-7-

dimethylamino-2-methylphenazine hydrochloride; NR).

Konkrétni bunécné linie jsou pro vSechny vySe zminéné experimenty nasazeny na 96-
jamkové desticky v poctech potiebnych k dodrzeni exponencialniho rstu dané linie po Cas
experimentu (obvykle 3-10-10% bunék/jamku). Casovy harmonogram zahrnoval 24 h
inkubaci bun¢k bez studovanych komplext v objemu 100 pL. média na jamku, nasledovany
pridavkem studované latky v rostouci koncentracni fadé. Inkubace bun¢k s komplexem
probihala po dobu 72 h, po uplynuti pozadovaného ¢asu byly vzorky procesovany zptisobem,
charakteristickym pro zvoleny hodnotici assay (MTT, SRB, NR; viz nize). Cytotoxické
efekty byly vyjadieny formou ICso, tedy hodnotou, jez lze ziskat konstruovanim kiivek
bunécného pieziti vici koncentraci daného komplexu. Hodnota ICso je vyjadienim
koncentrace latky, ktera zptsobi 50% inhibici ristu konkrétni linie bun¢k. Koncentrace
studovanych latek, aplikované v ramci vSech provedenych studii, byly vzdy zpétné
kontrolovany na FAAS (Varian AA240Z, GTA120).

3.3.3.1 STANOVENI CYTOTOXICITY KOMPLEXU S POMOCI MTT

Po uplynuti casu definovaného v experimentdlnim harmonogramu (inkubace se
studovanym komplexem po dobu 72 h) bylo do kazdé jamky pfidéno 10 pL roztoku MTT
(2,5 mg'mL™). 96-jamkova desti¢ka byla nasledné inkubovana po dobu 4 h pii 37°C, 5%
COz. Na konci inkubace byly jamky odsaty a nerozpustné formazanové krystaly (produkt
premény MTT mitochondrialnimi oxidoreduktdzami) byly rozpustény ptidavkem 100 pL
DMSO/jamku. Poté byla métena absorbance pii 570 nm (ref. 620 nm) s pomoci readru

Sunrise Tecan Schoeller.
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3.3.3.2 STANOVENI CYTOTOXICITY KOMPLEXU S POMOCi SRB

Po 72 h inkubaci bun¢k se studovanymi komplexy bylo médium z jamek odsato, jamky
byly dvakrat oplachnuty PBS a adherované bunky byly fixovany 10% kyselinou
trichloroctovou (TCA) po dobu 1 h pii 4°C. Fixované bunky byly tfikrat oplachnuty MQ.
Buiiky byly nésledné¢ obarveny roztokem SRB (100 pL/jamku; 0,4% v 1% kyseliné octové)
po dobu 30 min. Poté byly jamky odsaty a tfikrat oplachnuty 1% kyselinou octovou.
Solubilizace barviva v jamkach byla provedena pomoci Tris (10 mM, pH 10,5 za
kontinualniho michani po dobu 5 minut. Na zavér byla méfena absorbance pti 570 nm a

konstruovany prezivaci kfivky v zavislosti na koncentraci komplexu.

3.3.3.3 STANOVENI CYTOTOXICITY KOMPLEXU S POMOCi NR

Na konci inkubacni doby bunék s komplexem byl pfidan roztok neutralni cervené (NR)
v PBS (0,33%), s naslednou inkubaci po dobu 2 h pii 37°C, 5% CO». Po uplynuti doby
nezbytné k akumulaci NR v buiikdch bylo médium odséto a ihned byl pfidan fixa¢ni roztok
(0,1 % CaCl; v 0,5% formaldehydu). Inkorporovana NR byla solubilizovana s pomoci 1%
kyseliny octové v 50% ethanolu, 200 pL na jamku. Nasledn¢ byla méfena absorbance pii

540 nm (ref. 690 nm) a konstruovany piezivaci kiivky v zavislosti na koncentraci komplexu.

3.3.4 AKUMULACE KOMPLEXU KOVU V BUNKACH

Akumulace komplexit kovii je prvotnim predpokladem v mechanismu puasobeni
protinadorové aktivnich farmak na bazi prechodnych kovii. Ke studiu se zpravidla vyuziva
bunéénych linii, u nichz je piedpoklad aktivity daného farmaka a vybér konkrétni linie je
tedy individualni ptipad od ptipadu. Pocet buné€k je volen tak, aby po skonéeni experimentu
bylo dosazeno maximalné 90% konfluence. Pre-inkubace samotnych bunék pied podanim
studované latky probiha zpravidla 24-48 hodin v zavislosti na ristovych kiivkach dané linie.
Po pre-inkuba¢ni dobé je podana studovana latka v definované koncentraci a v takovém
roztoku, ktery sdm o sobé neovliviiuje zdsadnim zptisobem rist bunék. Az na vyjimky
zamértujici se na inhibici riznych metabolickych, ¢i transportnich procest (viz nize) se jedna
o standartni médium obohacené 10% FBS a antibiotikem. Po uplynuti definovaného ¢asu, po
ktery je akumulace studovana (0, 5, 12, 24 h atp.) jsou bunky oplachnuty PBS,
trypsinizovany, sesbirany a spocitany. Nasledn¢ probiha centrifugace (300 g, 5 min, 4°C) ve
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dvou cyklech, pfi kterych se eliminuje zbytkové mnozstvi extracelularmé ptritomného
studovaného komplexu. Bunécné pelety se mineralizuji vysokotlakym mikrovinnym
systémem (CEM Mars®) v koncentrované kyselin€ chlorovodikové (11M). Takto pfipravené
roztoky lze po patficném naredéni ke snizeni koncentrace kyseliny (<5%) analyzovat na
obsah kovii s pomoci FAAS, popiipad¢ ICP-MS). Vysledky jsou pak vyjadieny v ng kovu
na 1-10° bung&k, poptipadé v molech studovaného kovu (ne vSak celého komplexu) na 1-10°

bunék.

3.3.4.1 TEPLOTNIi ZAVISLOST AKUMULACE KOMPLEXU KOVU V BUNKACH

Teplotni zavislost byla studovana po 2 h inkubaci s iridiovym komplexem [n°-
Cp*(Ir)(bq)CI] pfi teplotach 4, 20 a 37°C. Z divodu nestandartnich podminek pro rist
bunécnych linii byla v tomto piipad¢ sledovana viabilita bunék, ktera béhem experimentu

nepoklesla pod 98%.

3.3.4.2 INHIBICE NA"/K" PUMPY
Pii experimentu bylo vyuzito 24 h inkubace bun¢k ovarialniho karcinomu A2780 s 10 uM
studovaného komplexu [n’-Cp*(Ir)(bq)Cl] pii 37°C. Buiky byly koinkubovany

s inhibitorem Na'/K" pumpy ouabainem pfi koncentraci 200 pM.

3.3.4.3 DEPLECE ATP KE STUDIU AKTIVNi TRASPORTNiCH MECHANISMU

Samotnému studiu aktivnich transporti zicastnénych pii akumulaci komplexii na bazi
pfechodnych kovi, pfedchézelo vyfazeni z ¢innosti biochemickych procesii podilejicich se
na syntéze ATP v buinice. Konkrétné se jednalo o pouziti inhibitoru glykolyzy s pomoci 2-
deoxy-D-glukézy (50 mM) a inhibitoru ATP-syntdzy s pomoci oligomycinu (5 pM).
Inhibi¢ni médium se skladalo z PBS, zminénych inhibitord a 2,5 mg:mL"' HSA. Pre-
inkubace s inhibitory probihala po dobu 1 h pii 37°C. Médium metabolicky inhibovanych
bun€k obsahovalo pouze PBS a 10% HSA, bunky s aktivnim ATP metabolismem byly
inkubovany v PBS s 10% HSA a 10 mM gluk6zou. Komplexy byly pfidany v koncentraci
30 uM a ponechany u bun¢k po dobu 30, 60, 120, 180 min.

3.3.4.4 METODA ANALYZY A INHIBICE EXKRECNICH BUNECNYCH MECHANISMU
Exkre¢ni (efluxni) mechanismy ptredstavuji mechanismus, ktery realné snizuje ucinnost
protinddorovych, ale i jinych klinicky uzivanych farmak. Na bunééné trovni byl tento

mechanismus sledovan s pomoci aplikace studované latky ([n>-Cp*(Ir)(bq)Cl], cisplatina; 5
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uM) na dobu 24 h s naslednou inkubaci dalSich 24 h v médiu bez studovanych latek. Nasledné
probihd standartni analyza jako v pfipadé bunééné akumulace (trypsinizace, pocitani,

promyvani, mineralizace, FAAS analyza).

Pro zaméfeni se na konkrétni mechanismy pusobici pii detoxofokaci studovanych latek
bylo uzito specifickych inhibitort. Verapamil (10, 20 pM) k inhibici p-glykoproteinu,
reversan (10 uM) k inhibici transportniho proteinu MRP1, buthionin-sulfoximin (BSO, 1
mM) k inhibici glutathion-S-transferazy.

3.3.4.5 INHIBICE CTR1 TRANSPORTERU
Kompetitivni inhibice CTR1 transportéru s pomoci chloridu méd’natého (0,1 mM) bylo
vyuzito rovnéz pii studiu akumulace komplexu ([n>-Cp*(Ir)(bq)Cl] a cisplatiny. Po 24 h

inkubaci nasledoval standartni metodicky postup analyzy akumulace komplexu v bunikach.

3.3.4.6 INHIBICE ENDOCYTOZY

Endocytoza byla efektivné inhibovana s pomoci cholesterol extrahujiciho agens methyl-
B-cyklodextrinu (0,2 mM) pii koinkubaci se studovanym komplexem ([n>-Cp*(Ir)(bq)Cl] a
cisplatinou (10 pM). Po 24 h inkubaci bylo mozné standartnim zptisobem analyzovat vzorky

pro studium bunécné akumulace.

3.3.5 VAZBA STUDOVANYCH KOMPLEXU NA DNA V BUNKACH

Vzhledem k dulezitosti DNA jakozto cilové biomakromolekuly pro platnata cytostatika,
patii experiment zjisténi metalace DNA ke kli€ovym. Pomoci této metody lze mnohdy
vysvétlit ucinnost ¢i neucinnost mnohych komplexd na bdzi pfechodnych kovl vuci

nadorovym liniim.

K tomuto experimentu bylo nasazeno 3-10° bunék pozadované linie (podet opét
v z&vislosti na rustovych kiivkach dané linie) s naslednou inkubaci 24 h. Poté byly ptidany
studované komplexy na pozadovanou koncentraci. Inkubace probihala za standartnich
podminek 37°C, 5% CO; v médiu standartnim pro kultivaci dané linie a po Cas, ktery byl
zvolen na pocatku experimentu (5, 24 h atp.). Nasledn¢ byly bunky oplachnuty PBS,
trypsinizovany a dvojitym promytim PBS (4°C) se dvéma centrifugacnimi cykly (300g, 3

min, 4°C) byl ziskan bunécny pelet. K takto pfipravenym vzorkiim byl pfidan guanidinovy
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detergent DNAzol® (DNAzol genomic DNA isolation reagent, MRC), v objemu dle
piilozeného manualu (zpravidla 1 mL reagencie na 1-107 bunék). Déle byla piidana RN4za
A (100 pg'mL"). DNA byla nasledné z lyzaéni smési vzorku precipitovana pomoci ethanolu,
vysusena a poté rozpusténa v MQ, popiipadé v 8 mM roztoku NaOH. Koncentrace izolované
DNA byla stanovena spektrofotometricky pii 260 nm. Ve vzorcich byla nasledné¢ mérena

koncentrace kovii s pomoci FAAS ¢i ICP-MS. Vysledek je pak uvadén v pg kovu / ug DNA.

3.3.6 PRiPRAVA JADERNYCH A CYTOPLASMATICKYCH EXTRAKTU Z BUNEK

Jaderné extrakty byly izolovany pro ucely zjisténi aktivity jadernich histonovych
deacetylaz. K tomuto byly pouzity bunky A2780 nasazené na 100 mm Petriho misky
v hustoté 3-10° bunék/misku a inkubovany 48 h pfti 37°C, 5% CO». Nasledn& byly k buitkam
pfidany testované komplexy na ekvitoxickou popiipadé ekvimolarni koncentraci a probihala
dalsi 24 h inkubace. Po této dob¢ byly misky oplachnuty dvakrat PBS (4°C), bunky byly
seSkrabany na ledu do zkumavek a centrifugovany (10 min, 0°C, 200g). Bunécné pelety byly
resuspendovany v lyza¢nim pufru [Tris-HCI (10 mM, pH 8.0), KC1 (60 mM), EDTA (1,2
mM), dithiothreitol (DTT, 1 mM), PMSF (0,1 mM) a nonidet NP-40 (0,04%)] a ponechany
ny ledu po dobu 10 minut. Nasledn¢ byly vzorky centrifugovany (4 min, 0°C, 800g). Po
tomto kroku bylo mozné odebrat supemnatant, ¢imz byl ziskan cytoplasmaticky extrakt. Pelet
byl opét rozsuspendovan v lyzaénim pufru bez PMSF a nonidet NP-40 a centrifugovan (4
min, 0°C, 300g). Pelet byl poté rozsuspendovan v nuklearnim extrakénim pufru [Tris-HCl
(20 mM, pH 8.0), NaCl (420 mM), MgCl, (0,7 mM), EDTA (0,25 mM) a glycerol (25%)] a
inkubovany 30 min pfi 4°C pfi kontinudlnim michédni na end-over-end roller. Poté prob¢hla
finalni centrifugace (15 min, 0°C, 13000g) a byl odebran supernatant (nuklearni extrakt).
V jaderném extraktu byla zméfena koncentrace proteind standartni Bradfordovou metodou.

Vzorky byly procesovany okamzit¢ nebo uschovany pii -80°C do doby pouziti.

3.3.7 AKTIVITA HISTONOVYCH DEACETYLAZ
Jaderné extrakty z bunék A2780 byly analyzovany na aktivitu histonovych deacetylaz.
K buinkam byly aplikovany komplexy oxaliplatiny s dvéma valproovymi kyselinami v pozici

axialnich liganda, z téchto bunék byl nasledné izolovan jademy extrakt dle vyse uvedené¢ho
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postupu. Aktivita byla studovana pomoci kolorimetrického HDAC Activity Assay Kit
(Biovision Research Products, Mountain View, CA, USA), dle pfilozeného manualu. Staveni
aktivity prob¢hlo na zakladé standartni kiivky za pomoci standardu, jez byl soucasti kitu.

K analyze bylo pouzitu 20 pg jademého proteinu.

3.3.8 DETEKCE BUNECNE SMRTI

Bunécna smrt zpisobena komplexy na bazi prechodnych kovi je zpravidla apoptotického
¢i nekrotického charakteru. Oba tyto druhy bunééné smrti vykazuji ur¢ité charakteristiky,
které lze odhalit pomoci specifickych molekularné-biologickych (biochemické markery) ¢i

mikroskopickych metod (morfologické markery).

3.3.8.1 DNA LADDERING ASSAY

Mezi rychlé a spolehlivé metody slouzici k odhaleni apoptotického charakteru bunééné
smrti jednoznaén¢ patii assay zalozeny na fragmentaci (z piekladu ,,zZebfickovani*) DNA.
Cela metoda vychazi z jiz publikované¢ho postupu. [119] Bunky ovlivnéné studovanym
komplexem [(n°-CsMesCsHsCeHs)Ir(phen)CI1]PFs, ¢i kontrolni butiky byly centrifugovany a
bunécny pelet byl resuspendovan v HBSS (Hanks” buffered salt solution). Bunky byly
fixovany v ethanolu (70%) a nasledn¢ pieneseny do -20°C po dobu nejméné 24 h. Nasledné
byly vzorky centrifugovany (800g, 5 min) a supernatant byl odebran. Bunécny pelet byl
rozsuspendovan v 40 pL fosfat-citratového pufru [Na;HPO4 (0.192 M), kyselina citronova
(4 mM), pH 7.8] a ponechan pii pokojové teploté¢ po dobu 30 min. Poté byly vzorky
centrifugovany (1000g, 5 min), supernatant byl odebran a zahustén lyofilizaci na SpeedVac.
3 uL 0,25% Nonidet NP-40 spolu s 1 pL RNazy-A (3 mg-mL') byly pfidany
k lyofilizovanym vzorktim. Po 30 min inkubaci pti 37°C byl ptidan roztok proteinazy K (3
mg-mL™") a opét inkubovan dal§ich 30 min pfi 37°C. Nasledné& byl piidan nanaseci pufr a
vzorek byl ptenesen na 1,5% agarézovy gel (4 V-cm™, 4 h). DNA na gelu byla vizualizovéna
pod UV zafenim po obarveni ethidium bromidem (5 pg-mL™). ZvySena fragmentace

(,,zebtickovani‘) poukazuje na apoptoticky prubeh bunééné smrti.

3.3.8.2 ELISAKIT K URCENI DRUHU BUNECNE SMRTI
Podstatou Cell Death Detection ELISA plus kitu (Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Némecko) je detekce cytoplasmatickych fragmentii DNA asociované s histony

(tzv. mono/oligo nukleosomy). Lidské leukemické bunky HL-60 a lidské bunky karcinomu
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ovaria A2780 byly ovlivnény studovanymi komplexy ([(*-
CsMesC¢HaCeHs)Ir(phen)CI]PFs), popiipadé cisplatinou. 1-10*bunék na jamku v 96jamkové
desce bylo ovlivnéno ekvimolarni (3 uM), popfipadé ekvitoxickou (ICso) koncentraci
studované latky po dobu 24 h. Nasledn¢ byly desky se vzorky centrifugovany (200g) a 20
uL supernatantu bylo odebrano k analyze nekrozy. Bunky byly rozsuspendovany v 200 pL
lyza¢niho pufru, jez byl soucasti kitu a inkubovany 30 min pfi pokojové teploté. Poté byla
peletovana jadra bun¢k (200g, 10 min) a supematant (cytoplasmaticka frakce) byla odebrana
k analyze a detekci apoptdozy pomoci ELISA kitu. Po 15 min inkubaci s peroxidazovym
substratem byla méfena absorbance pii vinové délce 405 nm (referenéni 490 nm) na

fluorescencnim readru Infinite 200 (TECAN, Schoeller, Mannendorf, Némecko).

3.3.8.3 MIKROSKOPICKE POZOROVANI PRUBEHU BUNECNE SMRTI

S pomoci konfokdlni mikroskopie a multiparametrického apoptotického kitu
(Multiparametric apoptosis assay kit; Cayman Chemical, Michigan, USA) bylo mozné piimo
pozorovat typické rysy apoptozy v buiikach. Builkky byly za timto ucelem nasazeny na
specialni misky s ultratenkym sklenénym dnem (P50G-0-30-F; Mattek, Ashland, USA) a po
24 hodinové inkubaci byly pfidany studované komplexy. Po uplynuti pozadované doby (3 -
48 h) byly buniky obarveny smési TMRE (tetramethylrhodamin, ethylester)/Hoechst po dobu
15 min pti 37°C. Vzorky byly vizualizovany konfokalnim mikroskopem Leica TSC SP-5 X,
vybavenym objektivem HCX PL APO lambda blue 63.0 x 1.20 water UV. Fluorescen¢ni
latky byly excitovany a signal byl detekovan pfi néasledujicich hodnotach: Hoechst (exc.
355/em. 465 nm), TMRE (exc. 560/em. 595 nm). S pomoci jaderného barviva Hoechst lze
pozorovat typické charakteristiky apoptoézy na jaderné tirovni a s pomoci TMRE na urovni

mitochondrii (méfeni poklesu mitochondrialniho membranového potencialu ym).

3.3.9 ANALYZA BUNECNEHO CYKLU

Buriky A2780 byly nasazeny na 60mm Petriho misky v hustoté 2-10° bunék/misku a
inkubovany pfes noc pii 37°C Nasledné byly k bunkam piidany studované komplexy na
ekvimolarni, popfipadé ekvitoxickou koncentraci. Po 24 h inkubaci byly plovouci bunky
odebrany a adherované bunky trypsinizovany. Veskeré buiky (plovouci, adherentni) byly
proplachnuty dvakrat v PBS (4°C), fixovany 70% ethanolem a ulozeny pfi -20°C. Nasledné
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byly buiiky obarveny propidium iodidem (50 pg-mL™), doplnénym o RNazuA (10 pg-mL-
1, za tmy po dobu 30 min pii pokojové teploté. Vzorky byly analyzovany pomoci priitokové
cytometrie (Cell Lab Quanta TM SC-MPL, Beckman Coulter) a analyza byla provedena
v softwaru Multicycle AV (Phoenix Flow Systems, USA). Byl vyuzit také pfistroj (BD
FACSAria II Sorter) spolu se softwarem ModFit LT 2.0 software (Verity Software House).

3.3.10 DETEKCE REAKTIVNICH FOREM KYSLIiKU V BUNKACH

Intracelulami reaktivni formy kysliku (ROS) byly detekovany za ucelem zjiSténi miry
oxidativniho stresu A% bunkach po pusobeni komplexu ([(m*-
CsMesCeH4CsHs)Ir(phen)C1]PFe). Ke zvysSené generaci reaktivnich forem kysliku dochazi
zpravidla pii poSkozeni mitochondrii, kde dochdzi k otevfeni dychaciho fetézce. Pouzita
metoda jiz byla publikovana a patii mezi rychlé a efektivni zplsoby staveni ROS piimo
v bunice. [120] K experimentu byly pouzity bunky A2780, které byly nasazeny na 96-
jamkové (vzajemné stinéné) tmavé desky, pfi hustoté 2-10* bunék/jamku. Poté byly pfidany
vzestupné koncentracni fady studovanych komplext (0, 1, 5, 10, 20 uM). Poté byl piidan
DCHF-DA (Dichloro-dihydro-fluorescein diacetat; 10 uM) a desky se vzorky byly
inkubovany 30 min pii 37°C. Jamky byly proplachnuty PBS a fluorescence DCHF-DA byla
skenovana pii exc. 504 nm a em. 529 nm na readru Infinite 200 (TECAN, Schoeller,

Mannendorf, Némecko). Narustajici fluorescence je pak indikatorem cetnéjsich ROS.

3.3.11 ROLE P53 V MECHANISMU PUSOBEN{ PROTINADOROVE UCINNYCH KOMPLEXU

Z ptedchozich studii vyplynulo, Ze nové syntetizované trans komplexy vyzaduji pii
mechanismu ptisobeni bunécnou expresi proteinu p53 [121], ktery v tomto piipad¢ hraje roli
aktivatoru apoptotické kaskady. Bylo tedy zajimavé provést experiment pro platnaté
komplexy cis/trans platiny, kde byl amino ligand nahrazen 1-methyl 7-azaindolovym
ligandem. Aktivita proteinu p53 pii progresi cytotoxicity protinadoroveé uc¢innych komplext
kovi byla studovana na zaklad¢ jiz publikovaného postupu. [122] Experiment byl proveden
na dvou izogennich bunéénych liniich karcinomu tlustého stieva HCT-116 +/+ s p53 wild
type a HCT-116 -/- s uml¢enym p53 (dle postupu viz [123]). Buniky byly nasazeny na 96-
jamkové tmavé desky (Corning) v hustoté¢ 4000 bunék/jamku ve 100 u. DMEM média a
inkubovany pies noc. Nasledn¢ byly pfidany komplexy na dobu 6 h. Po této dob¢ bylo
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médium odsato, builky byly promyty dvakrat PBS a jamky doplnény ¢erstvym médiem (bez
komplexu). Nasledovala inkubace po dobu 66 h. Na konci inkubace bylo médium vyménéno
za Triton X-100 v MQ a béhem 30 min kontinuadlniho michani doslo k lyze bunék.
Nésledovalo pét 30 min cykli rozmrazeni a zmrazeni. K vzniklému lyzatu (100 pL) bylo
pfidano stejné mnozstvi 2x SYBR Green 1. Obsah DNA ve vzorcich byl méfen pomoci readru
Infinite 200 (Tecan) pfi exc. 485 nm a em. 535 nm. Data byla normalizovana na mnozstvi

DNA v kontrole.

3.3.12 BUNECNA ADHEZE

Experiment byl proveden pro ucely studia ovlivnéni adheze vysoce invaznich bunék
karcinomu prsu, MDA-MB-231, po aplikaci NAMI-A. Bunky MDA-MB-231 byly
kultivovany po dobu 48 h pii 37°C, 5% COa. Poté bylo kompletni médium s 10% FBS
vyménéno na dobu 24 h roztokem PBS s 0,1 % BSA. Nasledn¢ byl aplikovéan roztok PBS
s NAMI-A, NAMI-A po redukci kyselinou askorbovou, popfipad¢ s lidskym sérovym
albuminem po dobu 1 h za standartnich kultiva¢nich podminek. Néasledné byly bunky
trypsinizovany (trypsin-EDTA), centrifugovany (200g, 5 min) a rozsuspendovany v PBS
s 0,1% BSA. Po dobu 30 min byly vzorky ponechéany za u¢elem rekonstituce membranovych
receptor(. 1-10* bun&k od kazdého vzorku bylo nasazeno na 96-jamkovou desti¢ku, kde se
nechaly adherovat po dalSich 30 min. Jamky byly odsaty, oplachnuty PBS a adherované
buiiky obarveny sulforhdaminem B (SRB).

3.3.13 ANIMALNI STUDIE (IN VIVO EXPERIMENTY)

Experimenty na zvifatech probihaly béhem zahrani¢ni stdZze na University of Trieste a
Callerio Foundation (Terst, Italie) s ohledem na tamni platnou legislativu (DDL 116 z 21. 2.
1992) a obecné platné zasady pro nakladani a pouziti laboratomich zvirat (NIH 86-23,
Bethesda, MD, National Institutes of Health, 1985). Dané experimenty probihaly na 10 tydnt
starych mysSich typu ICR (CD-1; &). Primérna vaha zvifete ¢inila 39.0 = 3,5 g (Rozmezi
33,0-48,4 g)

3.3.13.1 APLIKACE LECIVA
Studované latky, NAMI-A a NAMI-A po redukci kyselinou askorbovou (5 min, 37°C)
byly aplikovany intraven6zné do ocasni cévy. Aplikovany roztok byl na bazi fyziologického

roztoku, sterilni a vysledna davka ¢inila 50 mg-kg™', pfipravené k aplikaci pii pozadavku 0.05
g'kg ', prp p prip
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ml roztoku na 10 g vahy zvifete. Injektaz byla usnadnéna vasodilataci ocasni cévy s pomoci
horké vody. Aplikovany objem byl kalkulovan na zékladé¢ pfedchoziho vazeni kazdého z 96
experimentalnich jedincii zahrutych v experimentu. Po uplynuti pozadovaného casu pro
studium farmakokinetiky byla zvifatim podana intraperitonedlné anestetika: Zoletil

(tiletamine/zolazepam) 15 mg-kg' a Xilor (xylazine) 5 mg-kg™.

3.3.13.2 ODBER A PROCESOVANi VZORKU

Odbér krve byl proveden ze srdce, po podani a ucinku anestezie. Plasma byla separovana
centrifugaci (2000g, 3 min) po pfidani heparinu (50 U-mL"! krve). Zvifata byla usmrcena
dislokaci patefniho kandlu a podrobena chirurgickému zakroku, pfi némz byly odiaty
fragmenty jater, plic a ledvin, mo¢ byla také odebirana. Vzorky byly bezprostitedné po
odebrani zvazeny a zmrazeny v kapalném dusiku, vzorky byly nasledné uchovavany pfi -

80°C az do dalsiho zpracovani.

3.3.13.3 FAAS ANALYZA PRO UCELY STUDIA FARMAKOKINETICKYCH PARAMETRU

Vzorky kapalného charakteru, ale odebrané tkdné byly mineralizovany s pomoci
hydroxidu tetramethylamonného 25% v MQ. Kompletni rozklad prob¢hl za stdlého michéni
po 24 hodinach. Analyza obsahu ruthenia ve vzorcich byla provedena s pomoci FAAS Varian
AA220Z vybaveného grafitovou atomiza¢ni celou GTA110, popiipad¢ s pomoci Varian
AA240Z a GTA 120.

3.3.13.4 FARMAKOKINETICKE PARAMETRY

Na zékladé ziskanych dat z méteni FAAS a definovanych ¢asovych intervali bylo mozné
definovat a spocitat farmakokinetické parametry. Data byla podrobena bi-kompartimentalni
analyze a byly stanoveny koeficienty jako polocas zivota v plasmé (t12) s délenim na fazi a-
distribu¢ni a B-elimina¢ni. Dale pak byl vypocitan distribu¢ni objem (Vd) a eliminace (Cl).
Z konstruovanych prabeht byla vypocitana plocha pod kiivkou (AUC). Vypocet veskerych
farmakokinetickych parametrit probihal standartnim zptsobem dle obecné platnych

farmakologickych postupti a s pomoci softwaru k tomuto ucelu uréenému [124].
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Predkladana disertatni prace je zalozena na osmi rukopisech publikovanych
v mezinarodnich impaktovanych Casopisech. Kopie praci jsou soucasti pfilohy. V této stati
bude z diivodu rozsahu pouze velmi stru¢né pojednano o stézejnich vysledcich jednotlivych

vyzkumnych projektl, k detailnéjsimu studiu slouzi prave piiloha disertacni prace.

Tato kapitola je ¢lenéna do &asti dle problematiky, jez se diléi publikace tykaji. Uvodni
vysledkové shruti je zaméteno na studium komplexi oxaliplatiny s kyselinou valproovou
v pozici axialnich ligandti. Dalsi dvé c¢asti jsou vénovany studiu iridiovych komplexii,

konkrétné mechanism@im transportu a prokazani dualniho piisobeni Ir'!!

komplexti. Ctvrté
shrnuti pojedndva o rutheniovém komplexu NAMI-A, kde byla identifikovana biologicky
aktivni forma této latky, a byly navrzeny postupy k vylepseni farmakokinetickych parametrt.
V poradi pata a Sesta prace je vénovana problematice trans-platnatych komplext a jejich
interakcim nejen na bunécné urovni, ale také bliz§imu studiu na irovni DNA. Kone¢né

zavérecné dvé prace jsou zaméfeny na studium polynuklearnich platnatych komplexd,

zejména na trovni DNA.
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4.1 PROTINADOROVE UCINNE KOMPLEXY OXALIPLATINY S VALPROOVOU KYSELINOU

V POZICI AXIALNICH LIGANDU (PUBLIKACE C. 1)
Antitumor platinum(1V) derivatives of oxaliplatin with axial valproato ligands.

V této komplexni studii byla spolupracujicim pracovistém (Institute for Drug Sesearch,
School of pharmacy, The Hebrew University, Jerusalem, Israel) ptipravena série novych
protinadorové ucinnych derivati oxaliplatiny s jednou ¢i dvéma valproovymi kyselinami
(VPA) v poloze axialnich ligandi. Tyto konjugované slou¢eniny na zakladé provedené studie
vykazuji schopnost inhibice histonovych deacetylaz (HDAC) a vyrazny narist akumulace
v buiikach, oboji v disledku ¢innosti axidlnich ligandd. Navic po inhibici HDAC (HDACH)
dochazi k rozvolnéni chromatinu, coz potencuje pravdépodobnost vazby oxaliplatiny coby
nosného elementu dané slouc¢eniny na DNA. Po uvolnéni VPA z komplexu s oxaliplatinou
dochazi k potlaceni ¢innosti HDAC, coz vede k hyperacetylaci chromatinu, ktera jako takova
zpusobuje jeho rozvolnéni. Navic tato studie piinesla hlubsi pochopeni v souvislosti
s mechanismem cinnosti klinicky jiz znamé oxaliplatiny a dalSich platinovych farmak.
Spojeni VPA a oxaliplatiny se do budoucna jevi jako zajimavy alternativni pfistup k terapii
nadorovych onemocnéni. Hlavni vyhodou daného systému zalozeného na synergickém
efektu farmaka a axialniho ligandu je nizsi pravdépodobnost vytvoteni rezistence vuci takto

komplexnimu mechanismu piisobeni.

Konkrétni vysledky ukazuji, Ze v buitkdch karcinomu prsu MCF7 s pfirozenou rezistenci
viaci cisplatiné doslo k fadovému zlepsSeni ucinnosti. Akumulace komplexti a modifikace
DNA se v bunikdach A2780 senzitivnich k cisplatiné po aplikaci komplexu s dvéma VPA
taktéz fadoveé zvysila. V bunkach rezistentnich vici cisplatiné A2780cisR byl pozorovan
méné vyrazny narust akumulace. Cilové misto pisobeni, DNA, pak u rezistentni linie
vykazovalo zhruba dvakrat vyssi uroven platinace pfi porovnani komplexu bez VPA a se
dvéma VPA. Pfi experimentech studujicich distribuci v bunéénych kompartmentich
narustala se zvysSujicim se poctem axialnich VPA ligand akumulace na membranach bunék.
Po aplikaci nejpotentnéjsiho komplexu doslo k vyraznému nartstu acetylace histonu H3 a
mira inhibice histonovych deacetyldz byla srovnatelna s i¢inkem samotné VPA aplikované
pii o tii fady vyssi koncentraci. Ziskané vysledky pfispély k hlubsimu porozumeéni efektu,

které hraji dilezitou roli v biologickém (farmakologickém) pisobeni této nové tiidy
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plati¢itych konjugati a mohou pfispét k racionadlnimu navrhovani nové generace téchto Pt—

HDAC: konjugatu.

4.2 MECHANISMUS BUNECNE AKUMULACE PROTINADOROVE UCINNEHO PENTAMETYL
CYKLOPENTADYENILOVEHO IRIDIOVEHO KOMPLEXU S C, N CHELATACNIM

LIGANDEM (PUBLIKACE C. 2)

Mechanism of cellular accumulation of an iridium(Ill) pentamethylcyclopentadienyl

anticancer complex containing a C, N-chelating ligand.

Béhem této studie byly studovany dva komplexy s centralnim atomem iridia v oxidacnim
stavu +III s oktahedralni geometrii. Latky se liSily v charakteru chelatacniho ligandu, kde
komplex 1 [n’-Cp*(Ir)(bq)Cl] obsahoval 7, 8-benzochinolinovy a komplex 2 [n’-
Cp*(Ir)(phen)CI] 1,10-fenantrolinovy ligand. V komplexu 1 byl tedy ligand vazan
k centralnimu atomu skrze kovalentni vazbu mezi Ir a dvéma dusiky a v komplexu 2
prostiednictvim vazby na Ir pomoci uhliku a dusiku. Pouhou zdménou dusiku za uhlik oproti
komplexu 2 v chelata¢nim ligandu byl ziskan komplex 1 s velmi dobrou aktivitou vuci
buitkdm ovaridlniho karcinomu A2780, dale pak vici buitkam se ziskanou rezistenci vici
cisplatiné A2780cisR a nakonec i v pfirozené rezistentnich bunkach karcinomu prsu MCF7,
s hodnotami cytotoxicity v oblasti jednotek mikromol. Takovouto zdménou doslo navic u
komplexu 1 k navysenti lipofilicity z -0,95 na 0,07, coz mélo zasadni vliv na nartst akumulace
v buiikach A2780, ktera byla 50-krat vyssi pro komplex 1. Obdobn¢ vysledky modifikace
DNA in cellulo odhalily 50-krat niz$i uroven iridiace DNA pro komplex 2 ve srovnéni
s komplexem 1. Hlavnim cilem dané studie pak bylo objasnéni specifickych mechanismt
vedoucich k akumulaci komplexu 1 v lidskych nddorovych bunikach. Obecné byly studovany
mechanismy zaloZené na aktivnim transportu (vyuzivajici energii z ATP) nebo bez vyuziti
ATP (pasivni difuze), a dale na mechanismy vedouci k detoxikaci latek z bunky, tzv. efluxni
mechanismy. Ke studiu konkrétnich mechanismti bylo vyuzito specifickych inhibitort.
Veskeré vysledky byly porovnany s klinicky znamou cisplatinou. Z vysledkt plyne, ze jak
pasivni difuze, tak i energeticky aktivni transport hraji roli v akumulaci komplexu 1.
V odstraniovani komplexu 1 z butiky se vyznamnou mérou zapojil MRP1, p-glykoprotein a

metabolismus glutathionu. O vSech téchto exportnich mechanismech je zndmo, ze v praxi
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mohou byt komplikaci pii 1é¢bé nadorovych onemocnéni, jelikoz jejich ¢innosti dochazi ke

snizovani hladiny G¢inné latky uvnit bunék.

4.3 ORGANOKOVOVY IRIDIOVY KOMPLEX S DUALNIM MECHANISMEM PUSOBENI A

INICIUJICi APOPTOZU (PUBLIKACE C. 3)

A dual-targetting, apoptosis inducing organometallic half-sandwich iridium anticancer

complex.

Cilem této studie bylo objasnit molekularni mechanismus ptisobeni nového protinadorove
u¢inného iridiového komplexu [(n°-CsMesCsHsCsHs)Ir(phen)CI]PFs, kde phen je
fenantrolinovy chelatacni ligand. U tohoto komplexu byla pozorovana vysoka uc¢innost vici
sirokému spektru nadorovych bunék jednak hematopoetického charakteru (leukemické), ale
i solidnich forem malignit (prsu, ovaria) a to i se ziskanou rezistenci viici cisplating. Na velky
terapeuticky potencial daného komplexu bylo poukazano na zakladé¢ zjisténi jeho selektivity,
kde pii aplikaci vici lidskym nemalignim bunikdm nevykazoval komplex vyrazny
cytotoxicky efekt. Takto vyjimecné vlastnosti se staly impulsem pravé pro studium
mechanismii paisobeni na bunétné urovni. Byl objasnén unikatni dudlni efekt tohoto
komplexu, spocivajici v jeho plisobeni jednak na urovni poskozeni DNA a jednak na Girovni
mitochondrii. PoSkozeni mitochondrii se projevilo poklesem mitochondridlniho
membranového potencidlu a zvySenou tvorbou reaktivnich forem kysliku. Pomoci pritokové
cytometrie a méfeni impedance adherentnich bun¢k se projevila vyrazné rychlejsi kinetika
pusobeni vic¢i nadorovym buitkkdm v porovnani s cisplatinou. Bylo také prokazano, ze
dominantnim mechanismem bunécné smrti je apoptdza, ktera vyraznym zptisobem prevlada
nad nekrozou. Veskeré tyto nami zjisténé unikatni vlastnosti daného iridiového komplexu
poukazuji na jeho velky potencial coby nové alternativy k 1€¢b¢ nejriznéjsich malignit a na

jeho mozné zahmuti do budoucich experimentl na organismalni urovni.
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44 VLIV VAZBY REDUKOVANE FORMY NAMI-A NA LIDSKY SEROVY ALBUMIN,

OVLIVNENI FARMAKOKINETIKY A BIOLOGICKE AKTIVITY (PUBLIKACE C. 4)

Influence of the binding of reduced NAMI-A to human serum albumin on the

pharmacokinetics and biological activity.

Antimetastaticky  aktivni  rutheniovy komplex trans-imidazoldimethylsulfoxid-
tetrachlororuthenium (NAMI-A; ,,New Anti-tumour Metastasis Inhibitor”) je jednim ze
dvou rutheniovych komplexu, ktery se dostal az do faze klinickych studii. Hlavni motivaci
pro vyzkum rutheniovych komplext k 16¢bé novotvart je fakt, ze experimenty jiz provedené
na zminovaném NAMI-A prokazaly vyrazné¢ niz§i miru toxicity pro lidsky organismus a
obecné lepsi snasenlivost pacienty s nemalobunécnym nadorem plic (NSCLC) béhem prvni
i druhé faze klinickych studii. [125] Z farmakokinetickych parametri in vivo vyplyva, ze
v krevnim ob¢hu je relativné mala koncentrace volného 1é¢iva, elimina¢ni polocas je také
pomérné dlouhy a existuje linearni vztah mezi aplikovanou davkou a biodostupnosti (AUC).
Vzhledem k nizké hladin€ volného 1é¢iva v krvi zstava otazkou, jaka forma, ¢i jiz konjugat
s proteiny krevni plasmy je zodpovédny za protinadorovy ucinek. Béhem dané studie byly
sledovany interakce s lidskym sérovym albuminem, coz je nejhojnéji zastoupeny protein
krevni plasmy (koncentrace~1 mM), a jednad se tedy o nejpravdépodobnéjsi ,,pienasec
NAMI-A krevnim fecistém. Ziskané vysledky také potvrzuji, ze ve vyznamné mife dochazi
k vytvareni vazby mezi timto farmakem a sérovym albuminem. Navic bylo zjisténo, ze lidsky
sérovy albumin je sam o sobé¢ pfi nizkych koncentracich schopen redukovat NAMI-A, ¢imz
se vyrazn¢ urychluje hydratace odstupujicich chloridovych ligandt. Faktem také je, Ze po
redukci NAMI-A napfiiklad kyselinou askorbovou je interakce s albuminem vyraznym
zpusobem urychlena. S pomoci testll adheze a migrace vysoce invaznich bunék nadoru prsu
MDA-MB-231 byl prokdzan antimetastaticky efekt NAMI-A, a to i ve form¢ aplikované se
sérovym albuminem. Obecné vysSiho antimetastatického efektu v porovnani s ,,Cistou”
formou NAMI-A bylo dosazeno bud’ po aplikaci jiz pfedem redukované formy NAMI-A, ¢i
ve formé preparatu s lidskym sérovym albuminem, kde NAMI-A bylo koncentrané a
pomérové favorizovano. Vyvrcholenim celé studie byly in vivo experimenty na mysich ICR
(CD-1). NAMI-A zde bylo aplikovano intraven6zné v davce 50 mg na kg télesné hmotnosti
a to bud’ ve formé redukované kyselinou askorbovou, ¢i pouze ve fyziologickém roztoku.

Farmakologické parametry pro piipad aplikace pfedem redukované formy ukazuji na vyrazné
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snizeni elimina¢niho polocasu léCiva, zvyseni celkové koncentrace 1é¢iva v krevni plasmé,
navyseni koncentrace v plicni tkani (cilové misto) a v neposledni fadé¢ také vyznamné snizeni
koncentrace lé¢iva v tkani ledvin. Praktickymi disledky zmén farmakokinetickych
parametri pfi podani redukované formy NAMI-A jsou: moznost snizeni podavané davky
pacientim, vyrazn¢ vyssi ucinnost pfi 1é¢beé primarnich nadort plic a plicnich metastaz,
omezeni zatéze ledvin a potlaceni nefrotoxicity. Z vysledka lze tedy predpokladat, ze
redukované NAMI-A je pravé tou biologicky aktivni formou, kterda stoji za
antimetastatickymi 0¢inky farmaka a podanim jiz pfedem redukované latky muze

vyznamnym zpusobem vylepsit stavajici 1écbu. [115]
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4.5 AKTIVACE TRANS GEOMETRIE U BIFUNKCNICH PLATNATYCH KOMPLEXU

NEOBJEMNYM METHYLAMINOVYM LIGANDEM (PUBLIKACE C. 5)

Activation of trans geometry in bifunctional mononuclear platinum complexes by a non-

bulky methylamine ligand.

Dalsi experimentalni poznatky souvisejici s tématem disertatni prace se tykaji
problematiky trans geometrie protinddorové aktivnich komplext platiny. Byl studovan
mechanismus u¢inku nového komplexu odvozeného od klinicky neefektivni transplatiny,
jmenovité trans-[Pt(NH2CH3)>Cl>]. V tomto komplexu byly, na rozdil od dosud testovanych
protinadorové ucinnych derivati transplatiny, skupiny NH3 transplatiny nahrazeny pouze
malym, neobjemnym metylaminovym ligandem. Tato zména vSak vyvolala vyrazné zvyseni
cytotoxicity komplexu, stejn€ jako zmény v mechanismu jeho vazby k DNA. Také bunécna
akumulace studovaného komplexu korelovala s jeho zvySenou cytotoxicitou v nadorovych

bunkach sensitivnich i rezistentnich k cisplating.

4.6 NOVEPROTINADOROVE UCINNE DERIVATY CISPLATINY A TRANSPLATINY S 1-METYL-
7-AZAINDOLOVYM LIGANDEM: SYNTEZA, CHARAKTERIZACE A BUNECNA ODEZVA

(PUBLIKACE C. 6)

Novel antitumor cisplatin and transplatin derivatives containing 1-methyl-7-azaindole:

synthesis, characterization, and cellular responses.

Nasledujici prace se tykala problematiky cis/trans izomerie platnatych komplexu.
Konkrétn¢ se jednalo o komplexy cis nebo trans-[PtCI2(NH3)(L)], kde L je 1-methyl-7-
azaindolovy (1M7AI) ligand. V tomto pfipad¢ byl aminovy ligand cisplatiny, popiipad¢
transplatiny nahrazen 1M7Al, coz vedlo k vyraznému vylepseni cytotoxickych ucinki u fady
malignich bunéénych linii, byl ale pozorovan i selektivni u€¢inek vii¢i nenddorovym liniim.
Ukazalo se, ze obecné ucinngjsi je trans izomer daného komplexu. Diivodem vyssi G¢innosti
je rozdilny charakter vazby studovaného komplexu k DNA, rozdilnd schopnost ovlivnéni
bunécného cyklu a v neposledni fad¢ se ukazalo, Ze trans izomer ptisobi prostfednictvim p53
independentni drahy, coz piedstavuje jednoznacné unikum, protoze u dosavadnich trans

platnatych komplext byla soucinnost s p53 proteinem nezbytnou podminkou v mechanismu
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cytotoxického ptisobeni. Do budoucna by tedy i tento komplex mohl pfedstavovat zajimavou
alternativu pfi 1écb€ nadorti s mutaci v p53 proteinu, které obecné vykazuji horsi senzitivitu

po aplikaci komer¢nich platnatych cytostatik.

4.7 MECHANISTICKA STUDIE CYTOTOXICKEHO PUSOBENI DINUKLEARNIHO

PLATNATEHO KOMPLEXU S BENZO-TRIAZOLATOVYM MUSTKEM (PUBLIKACE C. 7)

Mechanistic insights into toxic effects of a benzotriazolate-bridged dinuclear platinum(I11)

compound in tumor cells.

V praci jsou zahmuty vysledky ziskané na polynuklearnich platnatych slouc¢eninach. Tato
konkrétni publikace je veénovana komplexu, kde jsou dvé platnatd centra spojena
benzotriazolatem (Btaz), konkrétné se jednalo o [{cis-Pt(NH3)2Cl}2(u-Btaz-H)]CL
Cytotoxicka aktivita daného komplexu byla vyrazné¢ nizs§i v porovnani s konvencéni
cisplatinou. Testy byly provedeny pro bunky karcinomu ovarii, které jsou senzitivni vici
cisplatin¢ a také builkdch karcinomu prsu, které jsou k cisplatiné naopak pfirozené
rezistentni. Akumulace v bunikdch dinuklérniho platnatého komplexu vSak byla v porovnéni
s cisplatinou 4-7-krat vyssi, coz poukazuje na fakt, ze akumulaci komplexu nelze vysvétlit
snizeny cytotoxicky efekt. Ptripadné vysvétleni poskytla az analyza platinace DNA
v bunkach, kde bylo zjiSt€éno vyrazné niz§i mnozstvi navdzané platiny po aplikaci
dinuklérniho platnatého komplexu. V tomto pfipad¢ stoji za snizenou platinaci DNA
pomérné snadna opravitelnost adukti vytvorenych na DNA studovanym komplexem. Byla
ale také prokazana velmi vysokéa mira deaktivace siru obsahujicimi latkami, jako je napiiklad
glutathion. Tim také byl vysvétlen efekt snizené vazby na DNA, kterd korelovala i se

snizenou cytotoxicitou dané¢ho komplexu v nadorovych buikach.
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4.8 ENERGETIKA, KONFORMACE A ROZPOZNAVANi DNA  MODIFIKOVANE

DINUKLEARNIM PLATNATYM KOMPLEXEM S AZOLATOVYM MUSTKEM (PUBLIKACE C.
8)

Energetics, conformation, and recognition of DNA duplexes containing a major adduct of

antitumor azolato-bridged dinuclear Pt 11 complex.

Dinukledrni platnaty komplex (AMPZ) [{cis-Pt(NH3)2}2(u-OH)(u-pyrazolate)]*’, kde
jsou platinova centra spojena azolatovym mustkem, piedstavuje velmi zajimavou alternativu
ke konvencni cisplatin€. Na zakladé vysledkt ptredchozi studie, [126] byly vysledky dale
rozpracovany k objasnéni detailnich mechanismi interakce APMZ s DNA. V této praci byly
vytvofeny 1,2-GG vnitrofetézcové mistky AMPZ. Byly studovany biofyzikalni a
biochemické vlastnosti pro tento typ aduktu, které byly za stejnych podminek srovnavany
s aduktem cisplatiny. Prace byla zaméfena na detailni studium konformacnich zmén na
urovni DNA, studium termodynamické stability duplexu DNA, rozliseni 1,2-GG
vnitrofetézcovych mustkli proteinem HMGBI1 a proteinem ucastnicim se nukleotidové
excizni opravy, XPA. O téchto proteinech je znamo, ze se podili na vysledném cytotoxickém
ucinku cisplatiny. Studie na trovni DNA prokazaly niz$i miru distorze DNA po vazbé
AMPZ, coz se projevilo v potlaceni opravnych mechanismii DNA. I rozeznani distorzi
proteiny HMG (HMGB1) nebylo tak patrné jako v pfipadé cisplatiny. Timto zptisobem byl

predikovan mozny vysoky terapeuticky potencial studované latky.
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ZAVER

5 ZAVER
Tato disertaéni prace se zabyva problematikou komplextii tézkych kovi, které do

budoucna mohou piedstavovat velmi slibny pfistup v terapii nadorovych onemocnéni.

V ramci feseni disertacni prace byla testovana fada komplex platiny, iridia a ruthenia.
Pievazna vétSina experimentdlnich technik byla zalozena na vyuziti bunécnych linii
maligniho i nemaligniho charakteru. In cellulo experimenty slouzily zpocatku ke stanoveni
aktivity studovanych komplexii vii¢i nddorovym buitkdm, posléze byly studovany slozit¢jsi
molekularné biologické pochody, které byly pozménény vlivem pusobeni studovanych

komplext a participovaly na iniciaci a prib¢hu bunécné smrti.

Dil¢i prace byly zaméfeny zejména na identifikaci hlavnich pochodl ucastnicich se
akumulace iridiovych a platnatych komplexti, odhaleni dominantniho druhu bunééné smrti
po aplikaci iridiového komplexu, u né¢hoz byl pozorovan dualni mechanismus ptisobeni na
urovni DNA a mitochondrii. Plati¢it¢ komplexy s inhibitorem histonovych deacetylaz,
kyselinou valproovou, iniciovaly v nadorovych buikach rozsahlé epigenetické zmény
souvisejici s hyperacetylaci histonil jaderného chromatinu. Hyperacetylace byla vysledkem
inhibice ¢innosti histonovych deacetylaz, ale i potlaceni exprese samotného enzymu. Projekt
vedeny na latce v klinickém testovani, NAMI-A, odhalil jednu z biologicky aktivnich forem,
ktera je odpoveédna za biologické plisobeni dané latky. V tomto piipadé byl navrzen postup

jak zefektivnit moznou 1é¢bu a potlacit nezaddouci t€inky po podani NAMI-A.

Studie provedené v ramci disertacni prace piispély k feseni fady projekti zamétenych na
problematiku molekularni farmakologie pfi terapii nddorovych onemocnéni. Nékteré z latek
piimo testovanych v ramci disertacni prace by se bez pochyby mohly stat pro svoje unikatni
biologické vlastnosti novymi kandidaty ke klinickym testim. Celkové pojeti prace

demonstruje nutny komplexni pohled na tuto tematiku.
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‘We report new anticancer prodrugs, platinum(IV) derivatives of oxaliplatin conjugated with valproic acid (VPA),
a well-known drug having histone deacetylase inhibitory activity. Like most platinum(IV) derivatives, the
cytotoxicity of the conjugates was lower in cell culture than that of oxaliplatin, but greater than those of its
Pt(IV) derivative containing biologically inactive axial ligands in several cancer cell lines. Notably, these conju-
gates display activity in both cisplatin sensitive- and resistant tumor cells capable of both markedly enhanced
accumulation in tumor cells and acting in a dual threat manner, concurrently targeting histone deacetylase

;Eﬂyﬁi:ﬁfw) prodrugs and genomic DNA. These results demonstrate the dual targeting strategy to be a valuable route to pursue in
Anticancer the design of platinum agents which may be more effective in cancer types that are typically resistant to therapy
Histone deacetylase by conventional cisplatin. Moreover, platinum(IV) derivatives containing VPA axial ligands seem to be promising
Oxaliplatin dual-targeting candidates for additional preclinical studies.

Valproic acid © 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

Dual targeting

1. Introduction

Despite the success of conventional antitumor platinum drugs,
such as cisplatin [cis-diamminedichloridoplatinum(11)], carboplatin
|cis-diammine( 1,1-cyclobutanedicarboxylato)platinum(1l) ] or oxaliplatin
[{(1R,2R)-diaminocyclohexane }oxalatoplatinum(Il)], the emergence
of drug resistance is a major cause of treatment failure [1,2]. Studies,
performed with the goal to put forth strategies to overcome resistance
of tumor cells to conventional platinum drugs, have revealed that the
mechanisms of resistance of tumor cells to platinum drugs are multifacto-
rial processes. Moreover, these studies have also shown that the inhibi-
tion of single pathways that sustain cisplatin resistance fails to restore
sensitivity to normal levels [3]. These findings gave impetus to design
several conjugated platinum complexes with dual functionality to im-
prove antitumor activity of platinum drugs.

A class of such platinum agents involves bifunctional molecules in
which various histone deacetylase inhibitors (HDACis) were tethered
to a Pt(l1)-based DNA binding agent [4-6]. HDACs are key regulators of
chromatin structure and transcription. The design of these conjugated
metallodrugs was inspired by the thesis that combining classic chemo-
therapy by conventional antitumor agents with epigenetic drugs shows
promise as the latter have been proven to have anticancer activity both

* Corresponding author, Tel.: +420 541517148; fax: +420 541240499,
E-mail address: brabec@ibp.cz (V. Brabec).

http://dx.doi.org/10.1016/j jinarghio.2014.07.004
0162-0134/© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

in vitro and in vivo [7-9]. Agents, such as HDACis, that induce
hyperacetylation of histone proteins complexed with DNA could in-
crease the accessibility of DNA within chromatin [3,10,11] and conse-
quently potentiate the anticancer activities of metallodrugs, such as
DNA-binding platinum complexes. These facts suggest that simultaneous
HDAC inhibition and DNA damage triggering apoptosis, autophagy and
cell death could be a viable alternative approach in cancer therapy.

As regards Pt(I1)-HDACi conjugates [4-6], it was anticipated that
these new conjugated agents after accumulation in tumor cells will
aquate in the cytoplasm releasing simultaneously Pt(Il) complex capa-
ble of coordinating to DNA base residues and HDACi which will increase
the accessibility of DNA within chromatin to this Pt(1l) agent so thata
higher degree of DNA damage mediated by the Pt(II) agent would be
achieved. Unfortunately, the anticipated enhancement of toxicity of
these Pt(ll)-HDACis in tumor cells (due to dual functionality of these
conjugated Pt(II) complexes) has not been evident, apparently since
the covalent linker group negatively impacted these processes [12].

We and others have been exploring strategies to conjugate an HDACi
to Pt(IV) complex. These strategies employ substitutionally inert octa-
hedral Pt(IV) compounds [13], which serve as prodrugs and release
clinically effective levels of the square planar Pt(I) compounds, such
as cisplatin, following cellular uptake and intracellular reduction
[14-16]. Appropriately designed Pt(1V) complexes are less likely to be
deactivated before reaching their cancer cell destination target, can
modulate the lipophilicity (and thus the ability to enter the tumor
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ligand¥
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The effect of replacement of the N,N-chelating ligand 1,10-phenanthroline (phen) in the I
pentamethylcyclopentadienyl (Cp*) complex [(n°-Cp*)iri(phen)CU* (2) with the CN-chelating ligand
7.8-benzoquinoline (bg) to give [(n>*-Cp*)INtbg)Cll (1) on the cytotoxicity of these Cp*Ir" complexes toward
cancer cell lines was investigated. Complex 2 is inactive, similar to other Cp*I'" complexes containing the
N.N-chelating ligands. In contrast, a single atom change (C™ for N) in the chelating NN ligand resulted in
potency in human ovarian carcinoma cisplatin-sensitive A2780 cells, and, strikingly, 1 is active in the
cisplatin-resistant human breast cancer MCF-7 and A2780/cisR cells. Replacement of the N,N-chelating
ligand with the C/N-chelating ligand gives rise to increased hydrophobicity, leading to higher cellular
accumulation, higher DNA-bound iridium in cells and higher cytotoxicity. The pathways involved in cellular
accumulation of 1 have been further explored and compared with conventional cisplatin. The results show
that both energy-independent passive diffusion and energy-dependent transport play a role in accumulation
of 1. Further results were consistent with involvement of p-glycoprotein, multidrug resistance-associated
protein 1 and glutathione metabolism in the efflux of 1. In contrast, the internalization of 1 mediated by the
endocytotic uptake pathway(s) seems less likely. Understanding the factors which contribute to the
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mechanism of cellular accumulation of this Ir'" complex can now lead to the design of structurally similar
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Introduction

Very recently, iridium(u) organometallic complexes have been
gaining interest as potential anticancer agents.'™"' One group
of these compounds that exhibit anticancer activity, including
activity against cisplatin (cis-diamminedichloridoplatinum())
resistant cancer cells, comprises organoiridium half-sandwich
complexes of the type [(n*-CpY)(Ir)(xY)cl”*, where Cp* is
tetramethyl(phenyl)cyclopentadienyl or tetramethyl(biphenyl)-
cyclopentadienyl and XY is a chelating ligand, such as N,N-
bound ethylenediamine, 2,2'-bipyridine, and 1,10-phenanthroline,
or N,0-bound picolinate.”®™ It has also been shown that
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Kralovopolska 135, CZ-61265 Brno, Czech Republic. E-mail: jana@ibp.cz;
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¢ Department of Chemistry, University of Warwick, Gibbet Hill Road,
Coventry CV4 7AL, UK
¥ Electronic supplementary information (ESI) available. See DOL 10.1039/
c3mt00341h

682 | Metallomics, 2014, 6, 682-690

metal complexes for antitumor chemotherapy.

[(*-CpI)(Ir)(XY)CI] complexes where Cp* = pentamethylcyclopenta-
dienyl (Cp*) are all nontoxic toward A2780 human ovarian cancer
cells** although activity can be switched on by a single atom change
(C™ for N) in the chelating N,N ligand (2,2"-bipyridine) to afford a
neutral complex.13 Hence, the structure, chemical reactivity, and
cancer cell cytotoxicity of the Cp*Ir'™" complexes can also be con-
trolled by variation of the chelating ligands although factors
responsible for this phenomenon are not completely understood.
It has been suggested that the strong nucleobase binding and high
hydrophobicity of the Cp*Ir'™" complexes with the C,N<helating
ligands probably contribute to their promising anticancer activity.

The enhanced hydrophobicity is likely to result in higher
cancer cell uptake which can contribute to the higher cytotoxicity
of the Cp™Ir'™" complexes with the C,N-chelating ligands. This is
s0 because before the active form of a metallodrug reaches its
major pharmacological target in the cell, the metallodrug has to
first accumulate in cells. It has been demonstrated that higher
accumulation of metallodrugs generally correlates with
enhanced cytotoxicity."'” As the promising anticancer activity
of the organometallic iridium(m) C,N-complexes provides a basis
for further exploration of this new class of anticancer complexes,

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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The cellular mechanism of action of an iridium(m) half-sandwich complex l(n57C5M84C5H4C6H5)Ir(phen}Cl]PFB
(phen = phenanthroline) (1) is reported. Complex 1 was used to treat several cell lines, including cisplatin-
sensitive, cisplatin-resistant (with intrinsic and acquired resistance) carcinoma cells with wild type p53 status
as well as the cells with no intact p53 gene, and nontumorigenic cells. Complex 1 preferentially kills cancer
cells over nontumorigenic cells and exhibits no cross-resistance with cisplatin. It appears to retain significant
activity in human tumor cell lines that are refractory or poorly responsive to cisplatin, and in contrast to
cisplatin it displays a high activity in human tumor cell lines that are characterized by both wild type and
mutant p53 gene. The mechanism of cell killing was established through detailed cell-based assays. Complex
1 exhibits dual effects in kiling cancer cells causing nuclear DNA damage and mitochondrial dysfunction
involving ROS production simultaneously. Flow cytometric studies and impedance-based monitoring of
cellular responses to 1 demonstrated that 1 acts more quickly than cisplatin to induce cell death and that 1 is
a more effective apoptosis inducer than cisplatin in particular in early stages of treatment, when the apoptotic
effects predominate over necrosis. Overall, our findings confirm that 1 and its iridium derivatives represent
promising candidates for further pre-clinical studies and new additions to the growing family of nonplatinum
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Introduction

A large number of organometallic transition metal-based
complexes have been designed and researched as anticancer
agents."™ Impetus to the design of such metallodrugs is pro-
vided by a need to produce compounds with higher potency, a
wider spectrum of activity, higher cancer cell selectivity, lower
resistance, and reduced side effects in comparison with conven-
tional antitumor metal-based (platinum) drugs already used in
the clinic. In this respect, the most widely researched anticancer
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This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014

metallodrugs are those derived from platinum and ruthenium
complexes. Iridium complexes remain relatively unexplored
(see 5-12 and references therein).

Quite recently, novel half-sandwich organometallic '
cyclopentadienyl complexes as potent cytostatic and cytotoxic
anticancer agents were introduced.” These pseudo-octahedral
complexes have carbon-bound cyclopentadienyl ligands that
occupy three coordination sites, an N,N- or a C,N-chelating
ligand that occupies the fourth and fifth sites, and a mono-
dentate Cl ligand at the sixth site (see complex 1 in Fig. 1 as
example). It has been shown'® that these complexes exhibit
higher potency than conventional cisplatin. Moreover, it
was predicted with the aid of the National Cancer Institute
COMPARE algorithm (which can provide insight into mecha-
nism of action) that the mechanism underlying biological
effects of these Ir'" complexes does not correlate with that of
cisplatin. On the other hand, the COMPARE analysis predicted
that 1 may belong to the class of DNA interacting compounds
and protein synthesis inhibitors. '

The results of previous initial studies aimed at probing this
prediction“ were consistent with the thesis that DNA inter-
actions of 1 may be some of the factors involved in its mechanism

Metaliomics, 2014, 6, 1491-1501 | 1491
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Influence of the binding of reduced NAMI-A to
human serum albumin on the pharmacokinetics
and biological activity

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

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

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

The development of metal based compounds as drugs for the
treatment of cancer, which initially focused almost only on
platinum, is today extended to other transition metals, among
which ruthenium appears to be one of the most attractive
candidates." There are objective and opportunistic reasons to
stress the role of ruthenium for metal-based anticancer drugs.
The main reason is related to the generally more tolerated toxi-
city of the ruthenium compounds compared to the classical
platinum complexes when they are tested in living beings.””
The opportunistic reason is that among the many metal com-
pounds synthesized and studied in more than 50 years, after
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chlororuthenate (NAMI-A) and sodium trans-bis-indazoletetra-
chlororuthenate (KP1339), have moved to clinical studies in
humans.® NAMI-A is attractive because of its ability to target
solid tumor metastases rather than to exert a non-selective
tumor toxicity.*'*** In fact, tumor metastases represent the
main target of cancer chemotherapy and their eradication is
the only way to cure the disease.”® *° NAMI-A, although with a
still only-presumed target and mechanism of action,'” 2° rep-
resents a metal-based compound endowed with innovative pro-
perties, matching a currently unmet need of oncological
treatments. If there is very little doubt about the metastasis
selectivity,'™'**" limited information exists on the behavior of
NAMI-A once injected into the bloodstream. PK data in
humans informs us of a rather low free drug concentration, of
a relatively high half-life time of elimination and of a linear
relationship between the administered dose and the corres-
ponding AUC up to toxic doses.” However, there are at least
two unanswered questions: (a) what is the preferred oxidation
state of the metal center with which NAMI-A binds to plasma
proteins? and (b) is the albumin-adduct endowed with the
same biological activities of free NAMI-A? Both these questions

Dalton Trans.
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In order to shed light on the mechanism that underlies activity of bifunctional mononuclear Pt* analogs of
transplatin we examined in the present work a DNA binding mode of the analog of transplatin, namely
trans-[Pt(CH3NH;)5Cl,], in which NH3 groups were replaced only by a small, non-bulky methylamine ligand.
This choice was made because we were interested to reveal the role of the bulkiness of the amines used to sub-
stitute NH; in transplatin to produce antitumor-active Pt" drug. The results indicate that trans-[Pt(CHaNH,)5Cly)
forms a markedly higher amount of more distorting intrastrand cross-links than transplatin which forms in DNA
preferentially less distorting and persisting monofunctional adducts. Also importantly, the accumulation of
trans-|Pt{CH3NH;),Cl,] in tumor cells was considerably greater than that of transplatin and cisplatin. In addition,
the results of the present work demonstrate that the replacement of ammine groups by the non-bulky methyl-
amine ligand in the molecule of ineffective transplatin results in a radical enhancement of its activity in tumor
cell lines including cisplatin-resistant tumor cells. Thus, activation of the trans geometry in bifunctional mononu-
clear Pt" complexes can be also accomplished by replacement of ammine groups in transplatin by non-bulky me-
thylamine ligands so that it is not limited only to the replacement by relatively bulky and stereochemically more

demanding amino ligands.

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The platinum anticancer compounds currently in clinical use con-
form to the originally devised structure—pharmacological activity rela-
tionship delineated for platinum anticancer drugs soon after discovery
of antitumor effects of cisplatin [1,2]. The paradigm for this original
structure-pharmacological activity relationship of platinum complexes
[3] was that the trans isomer of cisplatin (transplatin) was inactive at bi-
ologically relevant concentrations and that only neutral Pt" complexes
with two cis oriented inert ligands [such as am(m)ines carrying at least
one H atom] and semi-labile ligands in the other positions would possess
anticancer activity. Trans compounds and complexes having only one
leaving group were considered inactive.

However, the search for platinum compounds having novel
pre-clinical properties, such as activity in cisplatin-resistant cells or a
pattern of cytotoxicity significantly different from that of cisplatin [4]

* Corresponding author at: Department of Biophysics, Faculty of Science, Palacky
University, 17, listopadu 12, CZ-77146 Olomouc, Czech Republic. Tel.: +420
585634154 or Institute of Biophysics, Academy of Sciences of the Czech Republic,
v.v.i, Kralovopolska 135, CZ-61265 Brno, Czech Republic. Tel.: +420 541517148;
fax: +420 541240499,

E-mail address: brabec®ibp.cz (V. Brabec).

0162-0134/$ - see front matter © 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j jinorghio.2013.05.009

casted doubts upon most of these early structure-activity rules. Several
diverse classes of active platinum compounds that violate the classical
structure-activity relationships for cisplatin have been identified,
including Pt'" complexes [5], polynuclear platinum complexes [6],
and platinum compounds with a trans stereochemistry (for re-
views, see Refs. [7-10]). Thus, to this end several new complexes
of the trans structure have been identified that exhibit an enhanced
toxicity in tumor cell lines, such that cytotoxicity is equivalent or
even better than that of the analogous cis counterparts and, indeed,
cisplatin itself (for reviews, see Refs. [7-12]). Examples of such new
antitumor trans-platinum compounds are: (i) those of general formula
trans-[PtCl,(L)(L")] in which L and L’ represent planar or nonplanar
heterocyclic ligands, aliphatic amines, heterocyclic aliphatic amines,
iminoethers [7-10], and acetoxime [13]; (ii) trans-platinum(IV) com-
plexes of general formula trans-PtCloX>(L)(L')], where X represents
chloride, hydroxide, carboxylate, or carbamate ligands, belong to the
family of anticancer trans-platinum agents as well. Pt" compounds
serve as prodrugs being reduced to the Pt" analogs under physiological
conditions (axial ligands of Pt" compounds can be detached during cel-
lular activation by reductive elimination yielding antitumor active Pt"
analogs) [14]; (iii) bifunctional polynuclear Pt" complexes with up to
four positive charges [6] in which two monofunctional Pt" spheres
with the single chloride leaving group on each platinum are linked by
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ABSTRACT: The current work investigates the effect of new
bifunctional and mononuclear Pt(II) compounds, the cis- and
trans-isomers of [PtCl,(NH,)(L)] (L = 1-methyl-7-azaindole,
compounds 1 and 2, respectively), on growth and viability of
human carcinoma cells as well as their putative mechanism(s)
of cytotoxicity. The results show that substitution of 1-methyl-
7-azaindole for ammine in cisplatin or transplatin results in an
increase of the toxic efficiency, selectivity for tumor cells in
cisplatin-resistant cancer cells, and activation of the trans
geometry. The differences in the cytotoxic activities of 1 and 2
were suggested to be due to their different DNA binding
mode, different capability to induce cell cycle perturbations,
and fundamentally different role of transcription factor pS3 in
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their mechanism of action. Interestingly, both isomers make it possible to detect their cellular uptake and distribution in living
cells by confocal microscopy without their modification with an optically active tag,

B INTRODUCTION

Cisplatin [cis-diamminedichloridoplatinum(II)] and other
platinum-based anticancer agents are well-known to be effective
in the treatment of many human malignancies. However, the
ultimate success of these agents is often limited by the natural
or acquired drug resistance and side effects. These drawbacks
have fostered the search for new antitumor platinum-based
drugs with fewer side effects and more effective outcomes. New
mononuclear bifunctional platinum drugs have been derived
from cisplatin or ineffective transplatin [frans-
diamminedichloridoplatinum(IT)] by replacing one or both
ammine groups with other nonleaving N-donor ligands. The
design of such derivatives has been inspired by the observation
that the carrier ligands can deeply affect the pharmacological
behavior of the drug including cell accumulation and
distribution, activation, DNA binding, and cellular responses
to the DNA damage. In other words, nonleaving ligands of
cisplatin or transplatin derivatives can modulate their biological
properties.l_ﬁ

Some of us have shown in recent });1p651's,7’H that replacement
of the ammine ligands of cisplatin by 7-azaindole derivatives
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results in considerable enhancement of cytotoxicity against
several human cancer cell lines. Thus, the rational chemical
design can be applied also to this class of compounds because
key substituents at the 7-azaindole ring system can play a major
role in controlling the chemical and biological properties such
as cellular accumulation and distribution, effects at the level of
cell cycle regulation, binding to DNA, propensity for DNA
adduct repair, and reactivity toward sulfur-containing nucleo-
philes. Hence, substituted 7-azaindoles can offer a good
opportunity for the synthesis of novel therapeutic agents.

The rational design of novel platinum anticancer drugs can
also benefit from early information on the trafficking and
localization of platinum drugs in tumor cells. Therefore,
confocal microscopy has been successfully applied to investigate
the cellular distribution of Pt complexes. However, this
relatively simple detection technique, which enables the
visualization of compounds in living cells, requires the use of
drugs which, after illumination, emit radiation detectable with
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We examined toxicity in tumor cells as well as some early phases of the mechanism underlying biological
properties of benzotriazolate (Btaz)-bridged dinuclear Pt" complex ([{cis-Pt(NH3),Cl}a(p-Btaz-H)]Cl (1)).
This dinuclear bifunctional Pt" complex utilizes rigid aromatic ring of azole as a linker between two Pt
atoms, featuring at the same time non-bridging chloride ions as leaving groups. The results of the present
work demonstrate that the toxicity of 1 in several human tumor cell lines was lower than that of conven-

Metals in Medicine Special Issue

Kgyworcl’s.‘ . tional cisplatin. The results obtained are consistent with the idea, and support the postulate that deacti-
Dinuclear platinum ¥ B 5 G X f i

ro— vation of 1 by sulfur-containing compounds is a significant factor contributing to reduced DNA binding of
Cellular accumulation 1in cells and subsequently to its reduced cytotoxicity. In addition, the observations that DNA adducts of 1
DNA binding and cisplatin distort DNA conformation differently and that monofunctional DNA adducts of 1 are con-

verted to more toxic bifunctional cross-links considerably more slowly in comparison with cisplatin
may contribute to the reduced cytoxicity of 1. The results of the present work afford further details on
the mechanism underlying biological effects of bifunctional polynuclear Pt" compounds and should pro-
vide a more rational basis for the design of new antitumor metallodrugs and chemotherapeutic

Sulfur-containing compounds

strategies.

© 2012 Elsevier B.V, All rights reserved,

1. Introduction

Polynuclear platinum agents are a structurally unique class of
anticancer drugs. Clinical profile and mechanism of action of
polyplatin complexes are different from the established platinum
mononuclear compounds, such as the cisplatin (cis-dimminedi-
chloridoplatinum(I1)) family. The biological activity of polynuclear
platinum complexes may be modulated by the geometry and num-
ber of leaving groups in the coordination sphere of platinum atoms
as well as by the nature of linkers connecting the platinum centers.

As regards molecular mechanisms of antitumor polynuclear Pt"
complexes, an attention has been so far paid to various types of
polynuclear Pt"! complexes including several trans and cis Pt'! com-
plexes. The Pt centers in these complexes were bridged by various
linkers which differed in rigidity. Spatial configuration of leaving
groups predisposed these polynuclear Pt" complexes to react with
their pharmacological target, presumably with DNA, in a unique
way [1,2].

Some of the polynuclear (mostly dinuclear) antitumor active Pt'!
complexes described in the literature contain flexible [3,4] or semi-

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

0020-1693/5 - see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
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flexible bridging ligands [5,6], while others possess rigid linkers
[7-10]. The complexes with flexible linkers has been shown to
form in DNA unique long-range cross-links (CLs) not formed by
mononuclear bifunctional Pt" complexes [11,12].

Recently, a new class of dinuclear bifunctional azolato- or azi-
nato-bridged Pt!! compounds was synthesized by Reedijk, Komeda
and their coworkers [9,10,13-17]. Both azolato- and azinato-
bridged complexes contain a bridging hydroxide or non-bridging
chloride ions as leaving groups, respectively and rigid linkers.
Intriguingly, the structural properties predisposed the azolato-
bridged dinuclear complexes to form in DNA the adducts identical
to major DNA adducts of cisplatin, i.e. 1,2-intrastrand CLs [16].
However, in contrast to cisplatin, these adducts formed by the
dinuclear azolato-bridged Pt" compounds induce only minimal
conformational changes in double-helical DNA [14,18]. This may
overcome the problem of acquired cellular resistance since small
DNA perturbations may be hardly recognized and removed from
DNA by DNA repair systems. Consistent with this was the observa-
tion that the dinuclear azolato-bridged Pt compounds exhibited
markedly higher toxic effects in some tumor cell lines than con-
ventional mononuclear cisplatin [13,17,19]. Moreover, isomeric
azines (pyrazine, pyrimidine, and pyridazine) as bridging ligands
for the synthesis of dinuclear Pt" complexes have been used as well
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Background: The design of anticancer metallodrugs is currently focused on platinum complexes which form
on DNA major adducts that cannot readily be removed by DNA repair systems. Hence, antitumor azolato-
bridged dinuclear Pt" complexes, such as [{cis-Pt(NH5),)»(1-OH)(p-pyrazolate)]>™ (AMPZ), have been
designed and synthesized. These complexes exhibit markedly higher toxic effects in tumor cell lines than
mononuclear conventional cisplatin,
Methads: Biophysical and biochemical aspects of the alterations induced in short DNA duplexes uniquely and
site-specifically modified by the major DNA adduct of AMPZ, namely 1,2-GG intrastrand cross-links, were ex-
amined. Attention was also paid to conformational distortions induced in DNA by the adducts of AMPZ and
cisplatin, associated alterations in the thermodynamic stability of the duplexes, and recognition of these ad-
ducts by high-mobility-group (HMG) domain proteins.
Results: Chemical probing of DNA conformation, DNA bending studies and translesion synthesis by DNA poly-
merase across the platinum adduct revealed that the distortion induced in DNA by the major adduct of AMPZ
was significantly less pronounced than that induced by similar cross-links from cisplatin. Concomitantly, the
cross-link from AMPZ reduced the thermodynamic stability of the modified duplex considerably less. In addition,
HMGB1 protein recognizes major DNA adducts of AMPZ markedly less than those of cisplatin.
General significance: The experimental evidence demonstrates why the major DNA adducts of the new antican-
cer azolato-bridged dinuclear Pt" complexes are poor substrates for DNA repair observed in a previously pub-
lished report. The relative resistance to DNA repair explains why these platinum complexes show major
pharmacological advantages over cisplatin in tumor cells.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

dinuclear Pt" complexes constitute a group of anticancer metallodrugs
which exhibit a very promising in vitro cytotoxicity [4,5]. These bifunc-

Di- and trinuclear platinum complexes have attracted much interest
as alternative drugs to cisplatin [cis-diamminedichloridoplatinum(II)]
and its analogs in cancer chemotherapy [1-3] Azolato-bridged

Abbreviations: AMPZ, [{cis-(Pt(NH3))2(n-OH)(p-pyrazolate)]**; cisplatin, [cis-
diamminedichloridoplatinum(Il)]; bp, base pair; CL, cross-link; CT, calf thymus;
DSC, differential scanning calorimetry; EMSA, electrophoretic mobility shift assay;
FAAS, flameless atomic absorption spectrometry; DMS, dimethy! sulfate; dNTP, de-
oxyribonucleotide triphosphate; HPLC, high-pressure liquid chromatography; HMG,
high mobility group; HMGB1a, domain A of full length HMGB1 protein; HMGB1b, do-
main B of full length HMIGB1 protein; LD, linear dichroism; T,,, melting temperature;
NER, nucleotide excision repair; PAA, polyacrylamide; Polr, DNA polymerase 1); rp,
the number of molecules of the platinum complex bound per nucleotide residue;
SDS, sodium dodecyl sulfate; XPA, xeroderma pigmentosum group A
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tional complexes appear to be novel anticancer agents with a mecha-
nism of action different from those of mononuclear cisplatin and its
analogs used in the clinic. There is a large body of evidence indicating
that the cytotoxicity of platinum complexes correlates with their ability
to bind DNA [6-8]. Azolato-bridged dinuclear Pt" complexes interact
with DNA, and the DNA binding mode of these Pt complexes is dis-
tinctly different from that of cisplatin and other polynuclear Pt" com-
plexes [4,9,10].

A Pt" drug candidate belonging to the class of antitumor azolato-
bridged dinuclear Pt" complexes is [{cis-{Pt(NH3)2}2(1-OH) (p- pyr-
azolate)]® " (AMPZ) (Fig. 1). It contains two platinum centers that
are each capable of binding DNA monofunctionally after loss of the
bridging hydroxide [9]. Global platination of highly polymeric natural
DNA with a random nucleotide sequence with AMPZ gives rise to
major 1,2-GG intrastrand cross-links (CLs) similar to cisplatin [11].
Unlike cisplatin, AMPZ induces in highly polymeric DNA only small
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