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ANOTACE

Nadorova onemocnéni a protinddorova terapie predstavuje v soucCasné dobé velmi
aktualni problematiku, ve které jsou veskeré ziskané poznatky velkym pfinosem pro spole¢nost.
I pfes mimoradny rozvoj tohoto oboru jsou dostupné léCebné pristupy nadort stale velmi
omezené tadou faktort, které motivuji védecké tymy k nalezeni cilené, efektivni terapie.
Hlavnim cilem této bakalaiské prace bylo provést klasifikacni cytotoxické testy s nove
syntetizovanymi enantiomery [Pt(OXA)(1,2-DACHEX)] odvozenymi od oxaliplatiny
na bunécné urovni. Pii testovani vySe zminénych latek jsme se zaméfili na analyzu anti-
proliferacniho pasobeni komplexti a odhaleni mechanismu jejich ptisobeni. Z vysledkid prace
vyplyva, ze R,R-enantiomer vykazuje vysoké terapeutické ucinky pii aplikaci na buiky
adenokarcinomu pankreatu PSN1. Experimenty dale prokazaly, ze mechanismus u¢inku tohoto
komplexu v buikéach karcinomu slinivky bfisni zahrnuje ovlivnéni lipogeneze, konkrétné
inhibici de novo syntézy lipidi. Protinadorové pisobeni zaméfené na ovlivnéni metabolismu
lipida predstavuje novy mechanismus ucinku, ktery dosud nebyl uvazovan u klinicky
pouzivanych protinadorovych platinovych 1ékt. Ziskané informace naznacuji, Ze by
R,R-enantiomer mohl predstavovat budouci nadéjné cytostatikum, které by potencialné
vykazovalo méné nezadoucich G¢inkl na organismus pacienta.

ANNOTATION

The issue of tumor diseases and anticancer therapy is extremely current nowadays,
in which is all acquired knowledge a great benefit to society. Despite the extraordinary
development of this field, the available treatment approaches for cancer are still very limited by
a number of factors, that motivate research teams to find targeted, effective therapy. The main
aim of this bachelor work was to test an in vitro cytotoxicity of newly synthesized enantiomers
[Pt(OXA)(1,2-DACHEX)] derived from oxaliplatin. During the testing of the above mentioned
substances we focused on the analysis of the antiproliferative action of these complexes and
their mechanism of action. The results of the work show that the R,R-enantiomer has high
therapeutic effects when it is applied to the PSNI1 pancreatic adenocarcinoma cells.
The experiments also proved that the mechanism of action of this complex in pancreatic cancer
cells involves influencing the lipogenesis pathway, namely inhibition of de novo lipid synthesis.
The antitumor action aimed at influencing the metabolism represents a new mechanism
of action that has not yet been considered for clinically used antitumor platinum drugs.
The obtained information suggests that R,R-enantiomer could represent a future promising
cytostatic that would cause fewer adverse effects on the patient.
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1 UVOD

Nadory patii mezi nejCastéjsi zavazna onemocnéni dnesni doby jejichz incidence stale
narusta. Presny mechanismus vzniku tumoru neni prozatim zcela znam. OvSem bylo prokazano,
ze hlavni pfic¢inou vzniku dédi¢né zmény genetické informace zplisobujici nadorové bujeni
je pusobeni fyzikalnich, chemickych a biologickych faktorti z Zivotniho prostiedi na lidsky
organismus po celou dobu zivota. Dulezitou roli v incidenci rakoviny hraji také vrozené
predispozice, vék a Zivotni styl konkrétniho jedince [1]. Udinkem vice negativnich vlivi
zaroven muze vést k vniku buné€k s charakteristickymi genetickymi zménami na Girovni jaderné
DNA, které vyvolaji rezistenci bun€k vaci apoptoze [2]. Pfi bunééném déleni predava
poskozena burika chybnou genetickou informaci dcefinym bunkam. Dochazi tak k vzniku
bunécné populace, ktera se nekontrolované déli, velmi rychle roste a postupné vytvafi
nador [3].

Navzdory velkému spektru dostupnych cytostatik, biologickych 1éki a léCebnych
pfistupt patii karcinom pankreatu mezi nejhiie léCitelné a nejsmrtelnéjsi typy rakoviny.
Zaroven se jedna o jedno z nejrozsifenégjSich rakovinovych onemocnéni. Vyskyt této rychle
rostouci malignity s velmi nepiiznivou prognozou ma v poslednich letech stale vzestupny trend.
Diky nespecifické symptomatologii a dlouhému asymptomatickému prabéhu je toto
onemocnéni zachyceno prevazné v pokrocilych stadiich, ktera jsou obtizné 1éCitelna. Jedinou
1écebnou metodou, ktera vede k signifikantnimu prodlouzeni preziti (u velmi malého procenta
pacienti k vyléceni) je v soucasnosti radikalni chirurgicky zakrok [2]. Tuto operaci mohou
ovSem podstoupit pouze osoby v ¢asném stadiu nemoci. Pii 1€¢b€ pacientd s pokroCilymi stadii
nemoci se nasazuje predevsim chemoterapie pro omezeni §ifeni nadoru, prodlouzeni a zlepSeni
kvality zivota pacientu [4]. Principem chemoterapie je podavani farmak, tzv. cytostatik, ktera
jsou zpravidla velmi toxicka a ovliviiuji proliferaci bunék. V téle pacienta vSak cytostatika
pusobi nespecificky a zasahuji nejen nadorova loziska, ale také normalni rychle se délici
zdravou tkan, naptiklad buiky kostni dfené [5].

Karcinom slinivky bfiSni je velmi chemorezistentni malignita [6], u které
ma chemoterapie provedenad aplikaci pouze jednoho cytostatika velmi maly efekt. Proto
je obecné platnym léCebnym schématem podavani kombinaci raznych cytostatik, které
navzajem zvySuji svoji aktivitu nebo snizuji chemorezistenci nadoru a tim zvysuji celkovou
ucinnost této metody [7]. Nejbéznéji vyuzivané kombinace cytostatik pii terapii karcinomu
pankreatu jsou Folfirinox (5-fluorouracil, leukovorin, irinotekan, oxaliplatina) [2] a Gemox
(gemcitabin, oxaliplatina) [8]. Bohuzel i tyto l1éCiva pusobi terapeuticky jen u urCité Casti
pacientt a prodluzuji jejich zivot jen o pomémé kratkou dobu (2-3 mésice). Neni tedy nijak
prekvapujici, ze mnoha pracoviste zakladniho 1 aplikovaného vyzkumu po celém svété v dnesni
dobé vénuji znacné tsili hledani novych terapeuticky ucinnych latek na bazi prechodnych kovi,
které¢ by byly schopné piekonat alespon néktera uskali soucasné chemoterapeutické 1écby
nadoru slinivky bfisni.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni patii mezi nejcastéjsi pri¢iny umrti na celém svété. Jejich vyskyt
se zvySuje predevsim v rozvinutych zemich, kde dochazi, diky zdokonalovani zdravotnické
péce a zlepSovani zivotnich podminek, k prodluzovani véku populace. Rakovina se projevuje
v kazdém veku, ovSem nejvice se incidence tohoto onemocnéni zvySuje v dospélosti
a ve stari [9].

Kazdy organismus se sklada z mnoha typtu bunék, které maji presné definovany tvar,
strukturu a svoji specifickou funkci. Spojeni vice bunék dohromady tvofi tkan€, které
spolupracuji a zajist'uji nezbytné funkce pro nas zivot [10]. VSechny burky prochazi bunécnym
cyklem zakonCenym rozdélenim puvodni buriky na dvé bunky dcefiné. Bunécny cyklus muaze
byt rozdélen do Ctyt fazi, G (1. pfipravna), S (syntetickd), G (2. ptipravna) a M (mitoticka)
faze [10] [11]. Po kazdé fazi nasleduje kontrolni bod, ktery ovéiuje uspéSné dokonceni
veskerych procest probihajici v dané fazi bunécného cyklu a urCuje, zda muze burika
pokracovat do dalsi faze cyklu, nebo ji uvede do faze fizené smrti (apoptozy) [11]. OvSem
v nékterych pripadech dochazi v tomto komplexnim procesu k mutaci gent v burice, které
mohou zapfiCinit selhani kontrolniho uzlu. Tyto zmény v genetické informaci mohou vést
k nekontrolovanému déleni buiiky a vzniku nadoru [3].

Terminem nador oznacujeme tedy populaci abnormalnich bunék, které rostou a chovaji
se nezavisle na kontrolnich mechanismech organismu. Jedna se o ireverzibilni zménu tkané,
jejiz patologické chovani se projevuje i po ukonCeni pusobeni puvodni pficiny vzniku
nadoru [3].

2.1.1 Priiciny vzniku nadora

Nédorova onemocnéni jsou velmi rozmanitou skupinou chorob, kterd vznikaji
ze Sirokého spektra typ bunek napfi¢ celym télem a postihuji veskeré vékové skupiny lidi.
Presna pricina vzniku nadoru prozatim neni zcela objasnéna [3]. Jedna se o multifaktorialni
progresivni proces, ktery trva mnohdy az desitky let, béhem niz zptsobi zménu gent bunék.
O tom, zda onemocni zdravy Clovék nadorovym onemocnénim, rozhoduje velké mnozstvi
faktora [1].

Tyto faktory se mohou rozdélit na ovlivnitelné a neovlivnitelné. Ovlivnitelné faktory jsou
takové, kterym se mizeme urcitym zpusobem vyvarovat nebo mizeme ovlivnit jejich dopad
na nase zdravi [1].

Prvni skupinou jsou vlivy fyzikalni, kdy mizeme byt vystaveni Skodlivému zafeni
(tonizujici a UV zareni). Rizikové je napfiklad Casté opalovani, které velmi Casto vede
ke wvzniku rakoviny kize nebo nadmémé RTG a radioaktivni zafeni vyuzivané
ve zdravotnictvi [1].

Dalsi skupinou jsou chemické latky, jinak nazyvané také jako karcinogeny [1], které
na nas mohou pusobit napiiklad v prasném zaméstnani nebo pii pouzivani chemickych



slouCenin v primyslu. Jedna se predevsim o derivaty polycyklickych nebo aromatickych
uhlovodikd, tézké kovy, azbest, dale také vinylchlorid [12] ¢i aflatoxin a fada jinych [13].

Treti skupinou jsou vlivy biologické, mezi které patii predevs§im razné viry [1]. Bylo
prokazano, ze lidsky papilomavirus (HPV) [13], konkrétné jeho subtypy HPV 16 a 18, se podili
na vzniku rakoviny délozniho Cipku a karcinomu v oblasti hlavy a krku [14]. Karcinogenné
pusobi také virus Epstein-Barrové (EBV), ktery souvisi se vznikem nazofaryngealniho
karcinomu ¢1 Burkittova lymfomu [13].

Do posledni skupiny ovlivnitelnych faktorti spada zivotni styl, ktery ma zasadni vyznam
i pfi predchazeni vzniku nadort. Tento faktor zahrnuje predevsim pravidelné koufeni spolecné
s nadmémou konzumaci alkoholu [1], ktery podporuje rozpousténi tabakovych karcinogent
a usnadnuje tak jejich vstfebavani do bunék. V neposledni fadé pfispiva ke vzniku nadora
1 stres, ktery v dnesni dobé neni zadnou vyjimkou [15].

Mezi neovlivnitelné faktory patii vék a geneticka vybava jedince [1]. Lidé, ktefi maji
vrodiné né€koho stimto onemocnénim, maji vétsi pravdépodobnost iniciace rakoviny
a zpravidla starsi 1idé trpi nadorovymi onemocnénimi vice nez mladsi [9].

2.1.2 Klasifikace nadoru

Nadory muzeme rozd€lovat a charakterizovat podle nékolika kritérii. Nadorova
onemocnéni muzeme délit na zaklade jejich chovani k organismu na nezhoubné (benigni)
a zhoubné nadory (maligni) [3]. Mensi riziko pro organismus predstavuji nadory benigni, které
rostou pomalu a expanzivné, svym rastem ovSem utlacuji okolni tkané bez jejich podstatnéjsiho
poruseni a mohou piipadné omezit jejich funkce. Buiky benigniho nadoru maji podobny
charakter jako buriky okolni tkan€ [16]. Nadory tohoto typu jsou vétSinou velmi dobte
ohrani¢ené od okolni tkané€ a jejich chirurgické odstranéni nebyva naro¢né [3]. Benigni nadory
netvoii metastazy. Pro maligni nador je typické nekontrolovatelné rychlé a agresivni déleni
bunék a ztrata schopnosti apoptdzy [16]. Nadory tohoto typu jsou neostie ohrani¢ené od okolni
tkané a Sifi se lymfogenni ¢i hematogenni cestou do okoli, kde Casto vytvoifi druhotna
loziska — metastazy [3].

Nadory také mizeme délit na primarni, které se nachazeji v oblasti jejich vzniku,
a sekundami, které jsou odvozené od nadort primarnich a metastazovaly z mista vzniku
do jinych organu téla [16].

Dale muzeme rozliSovat nadory podle tkan€, ze které vznikaji na epitelové (z epitelu
kryciho ¢i zlazového), mezenchymové (z tkani pojivovych, tukovych, svaloviny, cév),
neuroektodermové (z nervové tkan€, drené nadledvin, melanocytt), germinalni (prekurzora
pohlavnich bun€k) a nadory trofoblastu (z tkané pokryvajici klky placenty) [16].

2.2 Nadory slinivky bri$ni

Slinivka bfisni (pankreas) je asi 15 cm dlouhy vnitini organ, umistény v zadni casti bfisni
dutiny mezi zaludkem a pateti (Obrazek ¢. 1) [17]. Anatomicky se pankreas rozdéluje
na tf1 ¢asti: hlavu, t€lo a ocas. Slinivka bfisni je zlaza s vnitini (endokrinni) a vné&jsi (exokrinni)
sekreci (Obrazek €. 2), ktera se fadi mezi organy travici soustavy. Sklada se z velkého mnozstvi
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exokrinnich zlazek, které produkuji pankreatické §tavy neboli enzymy pomahaji travit potravu
v tenkém stfeveé. Mezi zlazkami jsou rozmistény Langerhansovy ostrivky endokrinnich bunék,
jejichz Cinnosti je tvorba hormont regulujici hladinu cukru v krvi. Langerhansovy ostravky
jsou tvoreny az z nékolika stovek bunek, které produkuji rizné hormony, ovSem nejvice
zastoupené jsou buiikky B a A. B buriky produkujicich hormon inzulin a produktem bun¢k A
je hormon glukagon. Pankreatické §tavy i hormony jsou nezbytné dulezité pro spravné
fungovani lidského téla [18]. Endokrinni i exokrinni ¢ast pankreatu ma sva typicka onemocnéni.
Zatimco u endokrinni slozky je velmi Castym onemocnénim cukrovka (diabetes mellitus)
a nadory Langerhansovych ostruvki, u exokrinni ¢ast pankreatu se jedna zejména o zanéty,
malformace pankreatu, cystickou fibrézu a nadory pankreatu [19].

Zluénik )/ Zaludek -
Pankreas : Telo
|
[ &
Ocas
v*._Hla\'a

Obrazek €. 1: Slinivka bfisni a jeji uloZeni v dutiné biisni [20].

Karcinom slinivky bfis$ni je v soucasnosti jednim z nejagresivnéjSich a nejsmrtelnéjSich
typu rakoviny [4]. Tato malignita vznika stejn€ jako ostatni nadory v dasledku abnormalni
mutace DNA bunky slinivky, ktera zptsobi nekontrolovany rust a déleni bunék [17]. Nadory
slinivky bfisni jsou velmi pestrou skupinou, kterou mizeme délit podle postihnuté tkane
na exokrinni a endokrinni malignity. Exokrinni tumory se vyskytuji Castéji a dale se déli na
benigni a maligni nadory, které pievazuji. Pfi¢emz solidni nadory tvoii az 95 %
diagnostikovanych pfipadd. NejCastéjsi maligni variantou je adenokarcinom vyristajici
z epitelu vyvodl slinivky bfisni tzv. duktalni adenokarcinom [17], ktery je diagnostikovan
u 85-90 % pacientl [4]. Nejvyssi Cestnost vyskytu této agresivni malignity je v oblasti hlavy
pankreatu (caput pancreatis) [2]. U vice jak 70 % pacienti s diagnostikovanym
adenokarcinomem pankreatu dochédzi k metastatickému postizeni regionalnich uzlin.
Zbyvajicich pfiblizn€é 5 % tvoii cysticky intraduktalni karcinom pankreatu [21], ktery
se vyskytuje prevazné v hlaveé slinivky [17]. Cystické nadory jsou témét vzdy benigni.
Endokrinni nadory slinivky bfisni tvofi zhruba 2 % diagnostikovanych pfipadd [22] a jsou
lokalizovany pfevazné v caput pancreatis [17].
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Endokrinni

cast

Obrazek €. 2: Tlustrace endokrinni a exokrinni casti slinivky bfisni [23]

2.2.1 Metabolismus

Nadorové buiky se nachazeji velmi casto ve stresovém mikroprostiedi s nizkou
koncentraci kysliku a zivin. Tyto stresové podminky je donutily pfizptsobit se a pfijit s novou
strategii pro umoznéni dal§i expanze nadoru [24]. Pro preziti a dalsi proliferaci podstupuji
bunky tumoru komplexni pfeprogramovani svého energetického metabolismu tak, aby byly
jejich zvysené nutriéni a energetické naroky uspokojeny [25]. V ramci metabolickych zmén
nadorovych bunék dochazi ke zvySeni piijmu glukozy a glutaminu, zvySeni glykolyzy
a produkce laktatu navzdory pritomnosti kysliku (Warburgiv efekt). Bylo prokazano,
ze metabolické preprogramovani nadoru pankreatu uzce souvisi sjeho chemorezistenci,
radiorezistenci a imunosupresi [26]. Tyto poznatky naznauji, ze preprogramovany
metabolismus nadord muze hrat kliCovou roli v pochopeni karcinogeneze a progrese této
malignity [27], a zaroven muze pfedstavovat novy pristup 1éCby a prognozy tohoto onemocnéni.

Metabolismus glukozy

Glukoza je hlavnim zdrojem energie, uhliku, kysliku a vodiku vyuzivanych v biosyntéze
aminokyselin, mastnych a nukleovych kyselin. Glukéza je do buriky pfes cytoplasmatickou
membranu transportovana prostiednictvim rodiny pienasect GLUT obsahujici 14 transportnich
protein [24]. Zdravé bunky ziskavaji energii z glykolyzy a Krebsova cyklu. V glykolyze
dochazi k postupné degradaci glukézy na pyruvat. Ten je nasledné dekarboxylovan
pyruvatdehydrogenazovym komplexem na acetyl-CoA, ktery vstupuje do Krebsova cyklu.
V Krebsové cyklu dochazi k produkci velké Casti ziskané energie [28].

Nédorové buriky ziskéavaji na rozdil od zdravych buné€k 1 v pfitomnosti kysliku energii
pfedevsSim z anaerobni glykolyzy, pii které je glukodza preména na pyruvat, ktery je poté
redukovan prostiednictvim laktatdehydrogenazy A na laktat [29]. Krebsiv cyklus vyuZzivaji
minimaln€. Nadorové bunky upfednostiuji glykolyzu, kterd produkuje 2 molekuly ATP
z 1 molekuly glukozy, pted kompletni oxidativni fosforylaci, pfi které dochazi k tvorbé
36 molekul ATP z 1 molekuly glukézy. Na zakladé téchto udaji se maze zdat, ze se jedna
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o velmi neefektivni zplisob ziskani energie. Ovsem rakovinné buriky timto zpisobem ziskavaji
veétsi mnozstvi molekul ATP za kratsi Cas, jelikoz pfijimaji né€kolikanasobné vice glukodzy
a glykolyza probiha rychleji nez oxidativni fosforylace. Pro udrzeni vysoké aktivity glykolyzy
je zapotrebi dostatecné mnozstvi NAD+, které je tvoteno pii redukei pyruvatu na laktat [28].
Glykolyticky tok také dodava prekurzory pro de novo syntézu nukleotidt a lipida [30], [31].

I pres skuteCnost, ze nadorové a proliferujici buriky vyuzivaji k ziskani energie primarné
anaerobni glykolyzu, je pro né Krebstiv cyklus nepostradatelny [31]. Meziprodukt Krebsova
cyklu citrat je v cytoplazmé bunky pfeménén na acetyl-CoA, ktery je vyuzivan jako prekurzor
pro syntézu lipidu [24].

Metabolismus mastnych kyselin

Metabolismus lipidi je jeden ze zakladnich bunécnych procest, pii kterém dochazi
k pfeméné zivin na metabolické produkty, které predstavuji hlavni strukturni komponenty
bunécné membrany (fosfoglyceridy, steroly a sfingolipidy), slouzi k ukladani energie
(triacylglyceridy) a pro tvorbu signalnich molekul nebo hormont [25]. Mastné kyseliny jsou
karboxylové kyseliny s dlouhymi uhlovodikovymi fetézci, které slouzi jako substrat
pro syntézu dalSich lipidovych sloucenin. Deregulace metabolismu lipidi je velmi casto
spojena s progresi nadort a je nutna pro dalsi karcinogenezi [27]. Bunka muze ziskavat lipidy
bud’ exogennim (z potravy) nebo endogennim (syntézou) zpusobem. VétSina zdravych bunék
vyuziva primarné exogenni zdroj [32]. Charakteristickym znakem mnoha nadorovych linii
je zvySeni de novo syntézy mastnych kyselin [25], pfiCemz u rakoviny slinivky bfisSni
je az 93 % mastnych kyselin nové syntetizovano z mitochondrialniho citratu [31].

De novo syntéza mastnych kyselin udrzuje neustaly pfisun lipidovych derivata
nezbytnych pro syntézu membran a signalnich molekul [26]. Jedna se o anabolicky d¢j, ktery
vyzaduje znatné mnozstvi energie, ktera je ziskavana z pentozového cyklu (NADPH),
glykolyzy a Krebsova cyklu (ATP). Vychozi latkou pro tento proces je citrat, tvoreny
v Krebsové cyklu [25], ktery je exportovan do cytoplazmy buriky transportnim proteinem CIC
(citrate carrier) [32]. Zde je citrat postupné preménén na oxaloacetat a acetyl-CoA
prostfednictvim ATP-citratlyazy. Acetyl-CoA je nasledné karboxylovan na malonyl-CoA
pusobenim enzymu acetyl-CoA karboxylazy. Poslednim krokem de novo syntézy mastnych
kyselin je vznik palmitatu postupnou kondenzaci malonyl-CoA a acetyl-CoA katalyzovany
FASN (syntaza mastnych kyselin). Vznikly palmitat se muze zapojit do nasledujicich
metabolickych drah, ve kterych dochazi k dal§imu prodluzovani fetézce a tvorbé nenasycenych
mastnych kyselin [25], [32]. Tyto procesy probihaji v endoplasmatickém retikulu
a v mitochondriich. Ptebytecné lipidy mohou byt ulozeny ve formé lipidovych kapének (LD)
[33], které jsou v pripadé potieby pifemeénény zpét na mastné kyseliny pomoci adip6zni
triglyceridové lipazy a hormon-senzitivni lipdzy (HSL) za uvolnéni energie nutné pro expanzi
metastazy rakoviny pankreatu [32].

Inhibice lipogeneze by proto mohla pfedstavovat novou strategii v 1éCb€ pacientt
s rakovinou pankreatu [32].
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2.2.2 Statistika

Incidence 1 mortalita karcinomu slinivky bfi$ni v poslednich letech neustéale stoupa [34].
V celosvétovém zebiicku incidence rakovin zaujima rakovina slinivky bfisni dvanacté misto.
V ptfipadé mortality zaujima misto sedmé [9]. Vyskyt této malignity je 4krat az Skrat vyssi
v zemich s vy$si hodnotou indexu lidského rozvoje (Human development index; HDI) [9], tedy
ve statech s lepsi zivotni trovni [34]. Nejvétsi vyskyt je pozorovan v Evrope, Severni Americe,
Australii a Novém Zélandu [34] [9]. Incidence tohoto onemocnéni v Ceské republice je velmi
vysoka. Rakovina slinivky bii$ni je paté nejcastejsi zhoubné onkologické onemocnéni a ¢tvrtou
nejastdjsi pricinu umrti na nadorové onemocnéni v Ceské republice [35]. Statistiky naznaduiji,
ze karcinom pankreatu se vét§inou vyskytuje vice u muza nez u zen [36], a to ve vys$§im veku.
Cetnost této choroby plynule stoupa od 45 let véku, nejéastdjsi vyskyt je ve vékovém rozmezi
65-75 let [37]. U mladsich pacientt je onemocnéni spojeno piedevsim s genetickou zatézi.

Karcinom pankreatu je velice zavazné onemocnéni s velmi Spatnou prognozou, ktera rika
ze péti let od stanoveni diagnozy se dozije pouze 9 % nemocnych pacientd, piiCemz vétSina
se nedozije ani jednoho roku [36]. Jednim z divodi vysoké imrtnosti je, Ze u vEtSiny pacientu
je toto onemocnéni soucasnymi prostredky Casto diagnostikovano az v pokrocilém stadiu [2].
Klinicky je Casto dlouho asymptomatické, nebo jsou symptomy natolik nenapadné, ze nevzbudi
pozornost pacienta ani oSetujiciho 1ékare [36]. Anatomicka lokalizace pankreatu navic ztézuje
diagnostiku této malignity. Dale také zvysSuje mortalitu tohoto tumoru skute¢nost, ze jedinym
souCasnym terapeuticky pristupem je chirurgicky zakrok, ktery se provadi pouze v ranném
stadiu nadoru [2]. BohuZel pouze piiblizné 20 % pacienti ma moznost podstoupit chirurgicky
zakrok [38]. A u vice nez 80 % pacientq, ktefi tuto uspeéSnou operaci podstoupi, se znovu vyvine
lokalni recidiva nebo metastazy [4]. Pro zlepSeni prognozy tohoto onemocnéni je tedy zasadni
vyvinout nové vcasné diagnosticke a terapeutické pristupy.

2.2.3 Diagnostika

Diagnostika rakoviny slinivky bfisni je velice problematicka. Stézuje ji nejen lokalizace
samotného organu, ale také skutecnost, ze rana stadia rakoviny slinivky bfisni jsou obvykle
klinicky néma a pfiznaky se ve vétsin€ piipadi projevuji az u pokrocilého nebo metastatického
onemocnéni. Symptomy jsou velmi nespecifické a zahrnuji bolest bricha, ubytek hmotnosti
a travici potize. Diky Sirokému spektru nespecifickych symptomu existuje velké mnozstvi
onemocnéni, které je tfeba odlisit a vyloucit provedenim mnoha vySetfeni. Z tohoto divodu
muze byt lékafem diagnoza odlozena nebo vynechana [2].

Pti diagnoze nadorti pankreatu se vétsinou vyuziva kombinace vice metod. Kombinace
nékolika rozdilnych pfistupt zaruci presné urceni rozsahu nadoru a vylouceni nebo potvrzeni
metastaz. V soucasné dob¢ predstavuji nejdualezit€jsi piinos v diagnostice karcinomu pankreatu
zobrazovaci metody, které umoziiuji odhalit a sledovat rakovinu v téle pacienta. Mezi
pouzivané metody se fadi ultrasonografie (USG), pocitacova tomografie (CT), zobrazovani
magneticka rezonance (MRI) [39], pozitronova emisni tomografie (PET) [4] a endoskopicka
retrogradni cholangiopankreatografie (ERCP) [40]. Dale jsou k dispozici i diagnostické
pristupy nevyuzivajici zobrazovani nadoru, jako je biopsie [39], genetické testy a testy
nadorovych markerti (nadorovy antigen 19-9; CA 19-9) [2].
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Po ur€eni co nejpresnéjsi polohy, rozsahu a stanoveni klinického stadia nadoru je 1ékari
urcen terapeuticky postup pro daného pacienta.

2.2.4 Lécba

Po  provedeni  potfebnych  vySetfeni je  stanoven  léCebny  postup
pro daného pacienta. Pii rozhodovani o typu 1éCby zalezi predev§im na biologickém chovani
tumoru, rozsahu malignity, celkovém stavu a véku pacienta [4]. Cilem léCby je pifedevsim uplné
odstranéni nadorti, pfipadné prodlouzeni a zlepSeni kvality Zivota pacienta s pokroCilym
stadiem nemoci. Mezi mozné 1éCebné piistupy vyuzivané pii oSetfovani nadoru slinivky bfisni
patii chirurgicky zakrok, radioterapie a chemoterapie [2].

Ranné stadium této nemoci je vétSinou léceno chirurgickym zakrokem, pifi kterém
je odstranéna radikalni ¢ast nebo cela slinivka bfisni. Tato lécba prozatim predstavuje jedinou
metodu, ktera skyta nadé€ji na vyléceni. OvSem tato intervence je mozna pouze u 15 az 20 %
pacientt s diagnostikovanou rakovinou slinivky bfisni [2]. U vétSiny pacientt se nador zjisti az
v pokrocilejSich stadiich, kdy jiz radikalni vykony nejsou mozné. Existuje nékolik typu
operacnich vykonu, které zavisi na lokalizaci tumoru v slinivce. Nejcastéji je provadéna
Whippleova operace, ktera se vyuziva u pacientu s lokalizovanou 1ézi v hlaveé pankreatu [41].
Pfi tomto zakroku dochézi k odstranéni hlavy slinivky s ¢asti zaludku, zlu€ovymi vyvody
a Casti tenkého stieva [2]. Méné Castym vykonem je distadlni pancreatectomie, pii niz
je odebrano télo a ocas pankreatu napadené nadorem. Poslednim vyuzivanym operacnim
vykonem je totalni pancreatectomie, pii které je vyjmut cely pankreas, ¢ast zaludku, tenkého
stieva, zluCnik, slezina, zluCové kanalky a pfilehlé lymfatické uzliny [41]. Operace pankreatu
je velmi narocné oSetfeni s vysokym rizikem pooperacnich komplikaci a umrti [2]. Bohuzel
prumérné preziti pacientd po chirurgickych vykonech je v rozmezi 15-19 mésici. Pouze jedna
pétina operovanych pacientt se doZije péti a vice let. Pfiblizné u poloviny pacienti dochazi
1 po uspéSném zakroku k vzniku lokélni recidivy ¢i vyvoji metastdz v lymfatickych
uzlinach [42].

Dal§i metodou je radioterapie, ktera pii 1écbé nadoru vyuziva ionizujici zareni.
Vysokoenergeticky paprsek poSkozuje nadorové buriky a zabrariuje jejich dalsi proliferaci [41].
Znacnou komplikaci pfi vyuziti tohoto pfistupu je anatomické umisténi pankreatu v bfi$ni
duting€. V okoli slinivky bfisni se nachazeji velmi radiosenzitivni organy jako zaludek, tenké
stfevo, jatra, ledviny a micha [43]. Pti 1é¢bé této diagnozy muze byt vyuzito zevni ozafeni nebo
kombinace zevniho a intraoperacniho zpuisobu ozafeni, pii kterém se snizuje davka ozareni
okolni tkané. V pripadé samotné 1écby lokalné pokrocilych tumord se doporucuje aplikovat
davku v rozmezi 45-54 Graya (Gy) ve frakcich po 1,8-2 Gy [44]. OvSsem diky nizké
radiosenzitivité¢ nadoru slinivky bfisni se tato metoda nevyuziva primarné k 1écbé tumoru.
Radioterapie je vétSinou soucasti kombinované 1écby spolu s chemoterapii a chirurgickym
zakrokem [43]. Vyuziva se k snizeni pravdépodobnosti navratu rakoviny do ptuvodni lokality
po chirurgickém odstranéni. V kombinaci s chemoterapii se pouziva v podparné 1écbé€, ktera
slouzi k zmirnéni bolesti pacient s pokrocilymi nadory [4].

Chemoterapie vyuziva pii 1é€bé nadorti chemické latky, tzv. cytostatika, ktera
na malignitu pisobi riznymi mechanismy, které vedou k zastaveni ristu a déleni, nebo k smrti
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bunek. Cytostatika bohuzel neptisobi jen na nadorové buriky, ale i na ostatni bunky. Pasobi
tak velké mnozstvi zavaznych vedlejsich GCinkd na organismus pacienta (gastrointestinalni
problémy, zména krevniho obrazu) [45].

Cytostatika se mohou podavat samostatn€, nebo ¢astéji v kombinaci. Vybér vhodného
cytostatika nebo kombinace 1éki se odviji od diagnozy, stadia onemocnéni, rozsahu postizeni
a celkového zdravotniho stavu pacienta [2]. Mezi schvalena cytostatika americkym Utadem
pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) pro 1é¢bu rakoviny slinivky bfisni patfi S-fluorouracil
(Adrucil) [46], gemcitabin (Gemzar), nab-paklitaxel (Abraxane) [41] ¢i oxaliplatina (Eloxatin)
[47] a jiné derivaty platiny [45]. Bohuzel chemoterapie provedena aplikaci pouze jednoho
cytostatika prinasi velmi maly pfinos v 1é€bé nadoru pankreatu. Z tohoto divodu se vétSinou
vyuziva kombinovana terapie [48]. Nejbéznéji vyuzivané kombinace cytostatik pfi terapii
karcinomu pankreatu jsou Folfirinox slozeny z 5-fluorouracilu, leukovorinu, irinotekanu
a oxaliplatiny [2] a kombinace gemcitabinu a nab-paklitaxelu [4]. Za velmi u¢innou se povazuje
také kombinace cytostatik gemcitabin a oxaliplatina (Gemox) [49]. Karcinom slinivky bfisni je
velmi chemorezistentni malignita, u kterého méa chemoterapie pouze maly efekt. Chemoterapie
se nasazuje predevSim u pacientd s pokroCilymi stadii nemoci, vétSinou za Gcelem docasné
zamezit Sifeni nadoru, zmirnéni bolesti a symptomd onemocnéni a prodlouzeni zivota
pacientt [4].

2.3 Platinova cytostatika

Komplexy na bazi pfechodnych kovl jsou pilifem soucasné moderni chemoterapie.
Platinové komplexy a jejich analoga pusobi jako velmi G¢inna chemoterapeutika a jsou hojné
pouzivana k 1écbé Siroké Skaly typt nadorovych onemocnéni [5]. Zavazné vedlejsi ucinky
a zvySujici se rezistentnost po opakované aplikaci vyznamné omezuje vyuziti této skupiny
cytostatik v klinické praxi. Tato omezeni nas vedou k potiebé testovani novych sloucenin
na bazi prechodnych kovu [50].

Dosud nejuspésnéjsi cytostatikum schvalené k vyuziti v protinadorové terapii je cisplatina
(cis-diamindichloroplatnaty komplex, cDDP) [51]. CDDP se pouziva pii 1écbé nadort
vajecnikd, varlat, moCového méchyte, malobunécnych nadort plic a nékterych malignit oblasti
hlavy a krku [52]. T pfes vysokou terapeutickou uspésnost pusobi cisplatina mnoho zavaznych
vedlejsi ucinkt na organismus pacienta a efektivné 1€¢i pouze uzké spektrum nadora [53].
Bohuzel cisplatina nevykazuje aktivitu u nejrozsiren€jsich rakovinovych onemocnéni slinivky
bfisni, prsu a u kolorektalniho karcinomu, které jsou vici cDDP piirozené rezistentni [50].
Vzhledem k velkému mnozstvi nezadoucich a zavaznych nevyhod souvisejicich s pouzitim
cDDP se staly impulzem k vyvoji méné toxickych analogti cDDP a s odlisnym spektrem
ucinnosti (karboplatina, oxaliplatina, ormaplatina, pikoplatina aj.). Pro klinické vyuziti bylo
doposud schvaleno Sest platnatych 1éCiv. Celosvétoveé se pouzivaji cisplatina, karboplatina
a oxaliplatina. Nedaplatina, lobaplatina a heptaplatina jsou povoleny v klinické praxi pouze
v Cing, Japonsku a Jizni Koreji [54].
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2.3.1 Oxaliplatina

Oxaliplatina (1R,2R-diamin-cyklohexan-oxalatoplatnaty komplex) se fadi do druhé
generace platnatych komplext [55]. Prvni klinické studie odhalily, ze vykazuje mirnou aktivitu
u pacientt s kolorektalnim karcinomem, ov§em v kombinaci s 5-fluorouracilem a leucovorinem
bylo pozorovano vyrazné zvySeni jeji uinnosti vic¢i nadoru tlustého stieva rezistentnimu
k cisplatiné [50], [55]. Jako chemoterapeutikum pro lécbu rakoviny tlustého stfeva byla
schvalena v Evropé€ v roce 1999 a roku 2002 byla oficialn€ povolena ke klinickému vyuziti
Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) na tizemi Spojenych statt americkych [54]. Dale
je pouzivana pii 1é¢bé rakoviny zaludku, pankreatu a u pacientti s metastatickym onemocnénim.
Utinn4 je také proti nadortm rezistentnich k cisplating [50].

Oxaliplatina je derivatem cisplatiny, u kterého byly odstupujici atomy chloru nahrazeny
oxalatovym ligandem a neodstupujici amonné skupiny nahrazeny
1R,2R-diaminocyklohexanovym (DACH) nosnym ligandem. Hydrolyza u oxaliplatiny probiha
pomaleji nez v pripadé cisplatiny a dochazi béhem ni k disociaci oxalatového ligandu. Diky
pomalejsi hydrolyze dochazi k delSimu obéhu této slouCeniny v lidském téle, ktery zvySuje
pravdépodobnost jeji akumulace v nadorech [54]. Oxaliplatina ptsobi obdobnym
mechanismem jako dals8i derivaty platiny. Stejné jako cisplatina tvoii adukty s DNA, které
narusi pribéh replikace a transkripce DNA, coz vede ke smrti burniky. Bylo prokazano,
ze mechanismus opravy chybného parovani (tzv. MMR-mis-match repair) neni schopen
rozpoznat adukty vytvorené oxaliplatinou a z tohoto divodu, i ptes jeji mensi reaktivitu s DNA,
vykazuje podobnou nebo vyssi cytotoxicitu u nékolika typa lidskych nadorti. Navic oxaliplatina
potiebuje méné€ DNA 1ézi k inhibici ristu nadorovych bunék nez cisplatina [56]. Dale bylo
zjisténo, ze akumulace oxaliplatiny je mén¢ zavisla na transporteru CRT1 nez cisplatina nebo
karboplatina.

Omezenim pii aplikaci oxaliplatiny je predevS§im neurotoxicita [55] a chronicka
neuropatie neboli postizeni nerva [57], ktera je zavisla na zvySujicich se davkach tohoto
farmaka. Jedna se ovSem o reverzibilni poskozeni [47]. Dale mize podavani oxaliplatiny
zpusobit poruchu polykani nebo nevolnost a zvraceni [58].

Ackoli se jedna o analog cisplatiny vykazujici méné zavazné vedlejsi ucinky [55],
nepiedstavoval objev oxaliplatiny zasadni zlom v 1é¢bé nadorovych onemocnéni, avsak
napfiklad z hlediska 1écby karcinomu tlustého stfeva lze hovofit o vyznamném pokroku. Stejné
jako cisplatina neni oxaliplatina G¢inna proti nejcast€jSim typim nadord. Z tohoto divodu
je stale vyvijena velka snaha objevit preparaty aktivni vaci Siroké Skale nadort a zptisobujicich
mén¢ nezadoucich ucinkd na organismus pacienta.

2.3.2 Mechanismus pusobeni oxaliplatiny

Oxaliplatin€ jsou pfipisovany rizné mechanismy ucinku, ovSem stejné€ jako i dalsi
derivaty platiny spoCiva jeji primarni cytotoxicky ucinek v poSkozeni DNA buriky [56].
Oxaliplatina je relativné inertni platinovy komplex pro jehoz aktivaci je nutnd hydrolyza.
Ovsem diky chelataénimu oxalatovému ligandu je oxaliplatina velmi stabilni viici vodé [59].
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Mechanismus interakce oxaliplatiny s DNA

Po jejim intravendznim podani pacientim, koluje oxaliplatina krevnim fecistém
obsahujicim vysokou koncentraci chloridovych ionta (~100 mM) [60]. Dochazi k disociaci
a nahrazeni oxalatového ligandu chloridovymi ionty za vzniku stabilni dichloroformy
(Obrazek ¢. 3). Tvorba téchto metaboliti zasadné odliSuje oxaliplatinu od cisplatiny [61].
Do nadorové buiikky pronikda oxaliplatina pasivni difuzi nebo aktivnhim transportem
prostiednictvim proteinového transportéru meédi CTR1 [62]. Po vstupu chloridovych derivata
oxaliplatiny do cytoplazmy s nizs§i koncentraci chloridovych iontd (~3-20 mM) nastava jeji
hydrolyza [61]. Pfi hydrolyze podléha chloridovy ligand derivatu oxaliplatiny substituci
za molekulu vody a tvofi monoaqua derivaty (cis~Pt-monoaqua, Pt-DACH-monoaqua).
V dalSim kroku se monoaqua forma (cis~Pt-monoaqua, Pt-DACH-monoaqua) spontanné
transformuje na diaqua komplex (cis~Pt-diaqua, Pt-DACH-diaqua) [59]. Hydrolyzovanim
vznika hydratovana a vysoce reaktivni forma této slouCeniny, ktera dale interaguje s nukleovou
kyselinou, proteiny a dalsimi bunéénymi komponentami [62].
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Obrazek ¢. 3: Schéma biotransformace oxaliplatiny pii prichodu organismem
pacienta [63].

Dichloro(DACH)platina akumulovana v cytoplazmé buiky pfechazi do bunécného jadra
[61], kde jeden jeji chloridovy ligand disociyje za vzniku reaktivniho
monoaquamonochlorového komplexu, ktery rychle vytvari kovalentni vazbu s atomem dusiku
N7 purinovych bazi (guanin nebo adenin) za vzniku monoadukti na DNA [59]. Nasledné
dochazi k disociaci druhého chlorového ligandu a preméné prechodnych monoaduktt
na stabilng&jsi diadukty. Tyto reakce vedou k vytvoreni vnitrofetézcovych a mezifetézcovych
pficnych vazeb, které umoziuji zesitovani vlaken DNA zpusobujici zménu struktury DNA
[62]. Tato poskozeni DNA mohou inhibovat replikaci DNA, zastavit buné¢ny cyklus a vyvolat
apoptézu v rychle proliferujicich nadorovych burikach.

Nejvice nukleofilnim mistem DNA je atom N7 guaninu. Tato pozice je prednostné
platinovana vSemi klinicky vyuzivanymi platinovymi 1éCivy. Oxaliplatina tvoii stejné typy
DNA aduktu jako cisplatina [59]. Na rozdil od cisplatiny je ovSem oxaliplatina schopna tvofit
vazby nejen s purinovymi bazemi (Obrazek €. 4), ale také s cytosinem. Nejcastéjsim typem
aduktt jsou vnitrofetézcové bifunkcni adukty spojujici dva guaniny (1,2-d(GG)) DNA [56].
Tyto intrafetézcové adukty tvoii 60-65 % vSech vytvorenych vazeb. Zplsobuji inhibici
replikace 1 transkripce DNA a jsou povazovany za hlavni cytotoxické 1éze této slouceniny. Dale
vznikaji méné Casté intravlaknové adukty mezi adeninem a guaninem, které tvoii piiblizné
25— 30 % vsech adukt [64]. V mensi mife se platinové centrum koordinuje s guaninovymi
bazemi dvou riznych fetézci DNA za vzniku mezifetézcovych piicnych vazeb (1-3 %) [56].
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Obrazek ¢. 4: Struktury adukti DNA tvofenych oxaliplatinou [65].

Navzdory mnoha podobnostem mezi oxaliplatinou a cisplatinou existuje nékolik
dulezitych rozdila v jejich biologickém cileni a mechanismech ucinku, které souviseji s jejich
rozdilnymi profily aktivity. Za prvé, adukty oxaliplatiny jsou objemnéjsi a hydrofobné&jsi
nez adukty cisplatiny [59]. Predpoklada se, ze v dasledku jejich velikosti G¢innéji brani
syntéze DNA a jsou vice cytotoxické nez adukty cisplatiny [64]. Kromé toho je transformace
monoaduktu na diadukt v pfipadé oxaliplatiny daleko pomalej§i nez v pfipade cisplatiny.
Ackoli je tvorba adukti oxaliplatiny pomalejsi a celkovy pocet vytvorenych adukti je vyrazné
niz§i v porovnani s cisplatinou, potiebuje oxaliplatina k vyvolani stejné cytotoxické reakce
daleko nizsi mnozstvi DNA 1ézi ve srovnani s cisplatinou [56].

Dal$i mechanismy pusobeni oxaliplatiny

Ackoli se predpokladalo, ze oxaliplatina pasobi stejnym zpusobem jako cisplatina
ainhibuje rist bunék a bunécnou smrt vyvolanim reakce na poskozeni DNA [61], bylo nedavno
prokazano, ze kromé tohoto mechanismu také stimuluje apoptéozu bunék vyvolanim stresu
biogeneze ribozomu [66]. Prestoze oxaliplatina zptisobuje deformace struktury DNA a inhibuje
replikaci této nukleové kyseliny, nemusi se vzdy jednat o dostate¢né naruSeni pro zahgjeni
bunécné smrti. OvSem tyto modifikace mohou vést k inhibici syntézy rRNA, kterd by byla
zodpovédna za indukci stresu biogeneze ribozomu v rakovinnych bunkach [67]. V soucasné
dobé se predpokladaji tfi hlavni mechanismy inhibice transkripce, a to zabranéni navazani
transkripCnich faktori na jejich promotorova mista na DNA, ktera jsou jiz obsazena
platinovymi adukty. Dale inhibici RNA polymeréz, kdy se nemohou dusikaté baze navazat
na aktivni misto enzymu a vzniku nukleozomalnich aduktd DNA, které blokuji pfistup RNA
polymerazy k matrici DNA. Dale byl prokazan vliv oxaliplatiny na translaci v nadorovych
burikach [56]. U mnoha nadorovych bunécnych linii bylo stanoveno naruseni syntézy proteinti
jiz po 9hodinové aplikaci oxaliplatiny. Kromé téchto reakci bylo prokazano, ze mechanismus
ucinku oxaliplatiny by mohl také zpuisobovat zmény v metabolismu lipidd. Tuto hypotézu
potvrdilo pozorovani zvySené produkce lipidovych kapének v buikach kolorektalniho
karcinomu po aplikaci oxaliplatiny, které naznacCuje zapojeni stresu metabolismu lipida
do bunécné smrti [68]. Tyto rozdily v mechanismu pusobeni vysvétluji, pro¢ ma oxaliplatina
odlisny profil cytotoxicity, vedlejsi u€inky a klinickou aplikaci ve srovnani s cisplatinou.
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2.3.3 Rezistence

Ackoli je oxaliplatina pouzivana k 1é¢bé Siroké Skaly malignich onemocnént, je bohuzel
jeji vyuziti omezeno prirozenou a ziskanou rezistenci nadorovych bunék k tomuto 1é¢ivu, ktera
muze byt zprostfedkovana vné&j§imi nebo vnitinimi faktory. Existuje mnoho pfi¢in, které
prispivaji k rozvoji rezistence [41]. V prvni fadé pfispiva ke snizeni terapeutického ucinku
inaktivace léCiva, zpusobena interakci platinovych komplexti s riznymi biomolekulami
obsahujici siru (glutathion a metalothionein) pii cesté krevnim fecistém k cilovému mistu [69].
Pfi navazani chemoterapeutik k témto biomolekulam dochazi ke snizeni mnozstvi dostupnych
molekul 1éCiv pro interakci s DNA, coz zasadné ovliviiyje vyslednou uspéSnost terapie.

Dalsim faktorem pfispivajicim k rozvoji rezistence je zvySeni Cetnosti oprav a zmeény
v nejdilezitéjsich opravnych drahach DNA 1ézi. V soucasnosti je uznavano pét opravnych drah,
které chrani bunénou DNA pfed poskozenim, a to oprava vystiizeného nukleotidu, oprava
chybného parovani (MMR), oprava dvouretézcovych zlomi, bazova excizni oprava a pifima
oprava. NejcastéjSim opravnym procesem je nukleotidova excisni oprava (NER), béhem niz je
poskozené misto rozpoznano a vystiizeno (Obrazek €. 5). V misté odstranéné oblasti je poté
znovu syntetizovana DNA. V pripadé MMR dochazi k rozpoznani poskozeni DNA Mut
proteiny, které iniciuji vyStépeni postizené oblasti [59] a dosyntetizovani tohoto useku DNA
polymerazou & [60].
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Obrazek €. 5: Schéma nukleotidové excisni opravy [65].

Je také zajimavé, ze DNA adukty riznych platinovych komplexd jsou odlisné
rozpoznavany fadou bunécnych proteinti. Neékteré opravné proteiny maji vyssi afinitu
k aduktim cisplatiny nez k aduktim oxaliplatiny. Naptiklad MMR proteiny nejsou schopny
rozpoznat adukty tvofené oxaliplatinou, proto nespusti opravné drahy. Tyto rozdily
v rozpoznavani aduktl cisplatiny a oxaliplatiny pfispivaji k rozdilné cytotoxicité cisplatiny
a oxaliplatiny a také k rozdilnému spektru senzitivnich nadort [59].

Tyto davody vedou védecké pracovniky k identifikaci slouCenin s vys§i Gcinnosti,
snizenou toxicitou, které nevyvolavaji rezistenci u nejrozsifenéjSich typd nadorovych
onemocnéni
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3 CILE PRACE

Cilem této bakalarské prace bylo stanovit ucinnost antiproliferativniho ptiisobeni noveé
syntetizovanych enantiomerd strukturné odvozenych od oxaliplatiny a odhalit mechanismus

jejich vlivu na vybrany panel nadorovych i nenadorovych bunécnych linii.

Nas projekt si klade za ukol tyto konkrétni dil¢i cile:

zjistit zavislost akumulace sloucenin v nadorovych burkach,

monitorovat bunécné odpovédi na studované cytotoxické slouceniny v 2D i 3D
podminkach,

detekovat generovani lipidovych kapicek v oSetfenych burikach,

potvrdit tvorbu reaktivnich forem kysliku (ROS) v nadorovych burikach
po aplikaci testovanych latek,

identifikovat typ bunétné smrti vyvolany po aplikaci komplexi na vybraném
modelu nadorovych bungk,

vytvofit reSersi na souvisejici témata.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Chemikalie a biologicky material

Cisplatina (99,9%), oxaliplatina, N,N-dimethylformamid (DMF), ethanol (>99%),
dimethylsulfoxid (DMSO), formaldehyd (3,7%), kyselina octova (99%), kyselina
trichloroctova (>99%), tris a sulforhodamin B (SRB) byly zakoupeny u firmy Sigma—Aldrich
s.r.0., Praha, Ceska republika.

Epidermalni rastovy faktor (EGF), fibroblastovy rustovy faktor (FGF2),
hydrogenuhlic¢itan sodny, L-glutamine, D-glukéza, puromycin, pyruvat sodny, rekombinantni
lidsky EGF (epidermalni ristovy faktor) a hovézi sérovy albumin (BSA) byly pofizeny
od spole¢nosti Sigma Aldrich, Némecko.

Gentamycin byl zakoupen od firmy Serva, Heidelberg, Némecko.

ProLong™ Diamond Antifade Mountant s DAPI, B27, BODIPY™ 493/503
(4,4-Difluoro-1,3,5,7,8-Pentamethyl-4-Bora-3a,4a-Diaza-s-Indacene), trypsin, propidium
jodid, Pacific Blue™ Annexin V a CellRox Deep red (oxidative stress deep red reagent) byly
zakoupeny u firmy Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA.

CellTiter-Glo® 3D Reagent byl pofizen u Promega Corporation, Madison, Wisconsin,
USA.

Fetalni bovinni sérum (FBS), fosfatovy pufr (PBS) byl zakoupen od firmy PAA,
Pasching, Rakousko.

Kit NucleoSpin® RNA byl zakoupen u firmy Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA.

Kit RT-qPCR reakci Luna® byl pofizen od spolec¢nosti New England BioLabs, MA,
USA.

4.1.1 Studované platnaté komplexy

nadorovych onemocnéni. Platinové komplexy a jejich analoga ptedstavuji velmi ucinna
chemoterapeutika, ktera jsou hojné vyuzivana k 1écbé tady typt rakovinovych onemocnéni.
Pouzivani této skupiny latek v klinické praxi je ovS§em omezeno jejich pomérné vyraznymi
vedlejSimi ucinky a postupnym vyvojem rezistence k t€mto 1ékiim pii opakovaném podavani
pacientim. Tato jejich omezeni iniciuji syntézu a testovani novych sloucCenin na bazi
prechodnych kov.

Zavedeni strukturné malé variace do nosného ligandu predstavuje jednu z moznosti, ktera
umoziuje modulovat farmaceutické chovani jiz pouzivanych 1éCiv na bazi platiny. V nedavné
dobé byla popsana nova skupina sloucenin strukturné odvozenych od oxaliplatiny, konkrétné
se jedna o racemickou smés a par Cistych enantiomert [Pt(OXA)(IR,2R-DACHEX)]
a [Pt(OXA) (1S, 2S-DACHEX)] (OXA = oxalat, DACHEX = trans- 1,2-diamino-4-cyklohexen)
(Obrazek ¢ 6). Vtomto pfipadé doSlo kvlozeni strukturni variace do
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1,2-diaminocyklohexanového (DACH) nosného ligandu oxaliplatiny. Enantiomery obsahuji
ligand DACHEX vytvofeny vlozenim nenasycené dvojné vazby mezi uhliky 4 a 5
1,2-diaminocyklohexanového kruhu. Tato strukturni modifikace snizuje flexibilitu
cyklohexanového kruhu a zaroveri zvySuje jeho hydrofilicitu.

N“:\ 0 0 _“\NH:\ 0 0
@ /,,< I @ /P<
“/NH; 0 0 NH; 0

(0]
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Obrazek €. 6: Struktury testovanych latek.

Nedavné studie ukazaly, ze racemickd smés [Pt(OXA)(1,2-DACHEX)] vykazuje lepsi
cytotoxickou aktivitu nez cisplatina, ale srovnatelnou s oxaliplatinou. Déle bylo zjisténo,
ze smes je schopna prekonat rezistenci vici cisplatiné (LoVo MDR) i oxaliplatiné (LoVo OXP).
Studie zaméfené na mechanismus pusobeni racemické smési [Pt(OXA)(1,2-DACHEX)]
odhalily, ze smés nezptisobuje bunétnou smrt klasickymi mechanismy, jako je kondenzace
DNA nebo poskozeni mitochondrii. Bylo prokazano, ze oSetifeni bunék LoVo OXP karcinomu
tlustého stfeva rezistentni k oxaliplatiné racemickou smési indukovalo zvySenou produkci
intracelularnich lipidovych kapének v téchto buikach, coz naznacuje moznou interakci
sloucenin [Pt(OXA)(1,2-DACHEX)] s bunécnym metabolismem lipida.

Zasobni roztoky platnatych komplext studovanych v ramci této prace byly rozpustény
v DMF. Komplexy byly rozpustény na konecnou koncentraci 5 nebo 20 mM. Pied testovanim
byly ze zasobnich roztokii komplexti piipraveny koncentracni fady sériovym ziedénim
v bunéfném kultivacnim médiu. Toxicit¢ DMF se predeslo zfedénim zasobnich roztokt
komplext, kone¢na koncentrace DMF v bunécném kultivacnim médiu neptesahla 0,5 % v/v.

4.1.2 Bunécné linie

Lidské buriky kolorektalniho karcinomu HCT-116, lidské buriky ovarialniho karcinomu
senzitivni vaci cisplatiné A2780 a lidské bunky ovarialniho karcinomu se ziskanou rezistenci
vuéi cisplatiné A2780cisR byly poskytnuty pracovistém profesora Kepplera z University
of Vienna (Viden, Rakousko). Vysoce invazni buiikky adenokarcinomu prsu MDA-MB-231,
bunky zhoubnych sarkomti mékkych tkani pficné pruhované svaloviny rhabdomyosarkom
(RD) a lidské bunky adenokarcinomu pankreatu PSN1 byly zakoupeny z Evropské banky
pro bunécné kultury (ECACC; Salisbury, UK). Imortalizované lidské pankreatické buiky
hTERT-HPNE byly zakoupeny z Americké sbirky tkanovych kultur (ATCC®).
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4.2 Metody

4.2.1 Rozmrazeni bunék

Podle cisel v systému laboratore si najdeme umisténi pozadované bunécné kultury
(1/1/5 — 1. valec, 1. stojan, 5. ampule od vrchu). Ampuli vyjmeme z pozice v dewaroveé nadobé,
vlozime do kadinky s demineralizovanou vodou a umistime na chvili do inkubatoru.
Rozmrazenou ampuli otevieme v boxu pomoci buni¢iny s ethanolem, kterym peclivé
zamrazenou ampuli otfeme. Obsah ampule se spolu s 5 ml kultivatniho média prenese
do 15 ml falkonky a zcentrifuguje (250 g, 3 min). Medium se odsaje, k bunécnému peletu
se prida Cisté kultivacni médium.

4.2.2 Zamrazeni bunék

Specidlni medium (cryo medium) — musi obsahovat 20% FBS a 5% DMSO
(dimethylsulfoxid). Médium pro 4 ampule = 3,6 ml média (obsahuje jiz 10% FBS) + 400 pl
FBS nebo 9 ml média + 1 ml FBS. Do kazdé ampule se ptida 50 pl ptefiltrovaného DMSO
(pres injekéni 10 ml stfikacku snasazenym filtrem s velikosti port 0,2um). Buriky
se zcentrifuguji, pivodni médium se odsaje a bunéCny pelet se zvortexuje s novym mediem
(specialnim médiem). Do jedné ampule se prida 1 ml takto pfipravené suspenze.

4.2.3 Kultivace nadorovych bunék

Ke kultivaci bunék HCT-116 a MDA-MB-231 bylo pouzivano médium DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium, s vysokym obsahem glukézy, 4,5 g - 1) od firmy PAA
(Pasching, Rakousko). Buiiky PSN1, A2780, A2780cisR a RD byly kultivovany v médiu
RPMI-1640 od firmy Biosera (Boussens, Francie). Média byla obohacena o gentamycin
(50 pg-ml!) zakoupen od firmy Serva (Heidelberg, Némecko) a 10% tepelné inaktivované
hovézi sérum (FBS; 10%) od firmy PAA (k 500 ml média se pfida 55 ml FBS a 2,5 ml
gentamycinu). Ziskanad rezistence bunek A2780cisR byla udrzovana dopliiovanim média
roztokem cisplatiny o finalni koncentraci 1 uM, tato suplementace probihala opakované kazdou
druhou pasaz. Buiikky hTERT-HPNE byly kultivovany ve specialné pfipraveném médiu, které
se skladalo z75 % DMEM bez glukézy a 25 % média M3 Base od firmy Sigma Aldrich
(Némecko). Toto médium bylo obohaceno o FBS (finalni koncentrace 5 % v/v) od firmy PAA
(Pasching, Rakousko), hydrogenuhlic¢itan sodny v koncentraci 1,5 g/l od firmy Sigma Aldrich
(Némecko), L-glutamin v koncentraci 2 mM od firmy Sigma Aldrich (Némecko), D-glukozu
v koncentraci 5,5 mM od firmy Sigma Aldrich (Némecko), puromycin v koncentraci 750 ng/ml
od firmy Sigma Aldrich (Némecko), rekombinantni lidsky EGF v koncentraci 10 ng/ml
a pyruvat sodny od firmy Sigma Aldrich (Némecko). Burniky byly kultivovany v podminkach
plné humidifikovaného inkubatoru pii teplot¢ 37 °C a 5% CO». Buiky byly pasazovany
2-3krat tydné s ohledem na rastové profily konkrétnich linii. Nasazeni bunék pro potieby
konkrétnich experimentt se odvijelo od aktualniho stavu bunécné linie, pii dodrzeni maximalné
90% konfluence.

4.2.4 Antiproliferacni aktivita

Cytotoxicita nebo antiproliferacni aktivita komplext je jednim z prvnich ukazatel
v ramci testovani novych komplext s potencialné protinadorovym ucinkem. Pro zjisténi tohoto
dilezitého parametru slouzi cela skala metod zalozenych naptiklad na kvantifikaci celkového

23



mnozstvi proteini v daném souboru bunék (2-(3-diethylamino-6-diethylazaniumylidene-
xanthen-9-yl)-5-sulfo-benzenesulfonate; SRB), akumulaci latky zivymi butikami v lysozomech
(neutralni  Cerverl, 3-Amino-7-dimethylamino-2-methylphenazine hydrochloride; NR)
a v neposledni fadé na preméné urcité latky vlivem cCinnosti enzymia v zivych burikach
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide; MTT  nebo  XTT
2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxyanilid; MTT) [70].

Metoda SRB je zalozena na schopnosti barviva sulforhodaminu B vézat se v zavislosti na
pH na proteinové slozky fixovanych bunék (Obrazek ¢. 7). Sulforhodamin B je jasné rizove,
fluorescen¢ni, aminoxanthenové barvivo se dvéma sulfonovymi skupinami vézajicimi
se na bazické zbytky aminokyselin membranovych bunéénych proteind za mimné kyselych
podminek. Navéazany sulforhodamin B za bazickych podminek disociuje a barvivo
je extrahovano z bun¢k, vznika tak stabilni kolorimetricky bod pro méteni [71]. Mnozstvi
navazaného barviva sulforhodaminu B je pfimo umérné celkovému mnozstvi bunécnych
proteint, a tedy i celkovému poctu bunék [72]. SRB test je rychla, levna, jednoducha
a neomezené stabilni metoda (pokud je barveni vysuSené na vzduchu) [73]. Vyhodou této
metody je malé fedéni vzorku, které vede k mensi chybé v analyze vzorkt s vysokym obsahem
bilkovin. Na rozdil od XTT a MTT testu, nevyzaduje SRB test metabolickou aktivitu bunék,
nerozliSuje tedy mezi zivotaschopnymi a mrtvymi butikami [72]. SRB test poskytuje citlivé
méfeni cytotoxicity 1éCiv pro in vitro testovani na riznych nadorovych i nenadorovych
bunéénych liniich. Diky testim cytotoxicity je mozné piesné urCit koncentraci latky, ktera
je nutna k dosazeni potfebné inhibice ristu nadorovych bunek. Na zakladeé vysledkd této
metody je nasledné mozné porovnat znamé latky z klinické praxe s témi testovanymi a stanovit
dalsi mozny aplikacni potencial studovanych komplexu [71].

Bunééné
proteiny

Zivotasvchopné
Sulforhodamin B (SRB) burika Absorbance: 560 nm

Vizualizovén jako

Obrazek €. 7: Princip testu SRB [74].
Pracovni postup

Antiproliferativni aktivita zkoumanych sloucenin byla hodnocena pomoci SRB testu.
Jednotlivé bunécné kultury byly nasazeny na 96jamkové desticky (TPP) v poctech potiebnych
k dodrzeni exponencialniho ristu dané linie po Cas experimentu. Buiiky PSN1 a h\TERT-HPNE
byly nasazeny v hustoté¢ 4000 bun€k na jamku, buiky MDA-MB-231 a HCT-116 v hustoté¢
3000 bunek/jamku a bunky A2780 a A2780cisR v hustote 10 000 bunék/jamku v 100 pl
prislusného kultivaéniho média na jamku. Po 24hodinové inkubaci v inkubatoru pii 37 °C
ve zvlhéené atmosféie a 5% CO> byly burniky oSetfeny testovanymi slouceninami (konecny
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objem 200 pl na jamku). Po 72-hodinové inkubaci bunék se studovanymi komplexy bylo
médium odsato, jamky byly dvakrat oplachnuty 100 ul PBS a adherované buiiky byly fixovany
po dobu 1 hodiny pti 4°C 50 ul 10% kyselinou trichloroctovou (TCA). TCA byla odsata,
fixované buiky byly dvakrat oplachnuty 100 ul MQ. Poté byly buriky obarveny 0,4% roztokem
SRB (50 puL/jamku; 0,4% v 1% kyseliné octové) po dobu 30 minut. Nasledné byl roztok SRB
odsat a jamky byly dvakrat oplachnuty 1% kyselinou octovou. Solubilizace barviva byla
provedena pomoci Tris (10 mM, pH 10,5) za kontinualniho michani po dobu 15 minut
na tiepacce. Zivotaschopnost bunék byla vyhodnocena méfenim absorbance pii vlnové délce
570 nm s pomoci absorpcni ¢tecky TECAN SPARK (SCHOELLER). Antiproliferativni €inky
byly vyjadieny jako ICso (koncentrace testované latky, ktera zplsobi 50% pokles
zivotaschopnosti bunék). Hodnoty ICso byly vypocteny z kiivek konstruovanych vynesenim
preziti bunék (%) versus koncentrace 1éciva (uM). Hodnoty poté byly prevedeny na procento
kontroly (% preziti bun€k). Koncentrace studovanych sloucenin aplikovana na burky byla
ovéfena pomoci FAAS (Varian, Australie) nebo ICP-MS (Agilent, USA). Vsechny
experimenty byly provedeny ve tfech opakovanich.

4.2.5 Monitorovani bunécné impedance v realném case

Tradicni metody hodnoceni cytotoxickych vlastnosti sloucenin poskytuji pouze omezené
informace o Casovém prubéhu cytotoxickych Gc¢inki[75]. Reakce bunécnych linii se mohou lisit
nejen citlivosti k raznym koncentracim latky, ale také svym Casovym prabéhem. Schopnost
sledovat Casovy prubéh cytotoxickych u¢inki muze piinést dualezité indicie tykajici
se mechanismu cytotoxického ucinku a bunécné smrti [76]. Impedimetrické metody jsou
zalozené na méfeni zmén v impedanci (elektrickém odporu). Tyto metody predstavuji
neinvazivni a nedestruktivni zplisob umoziujici charakterizaci a sledovani reakci bunék
v realném Case a mohou byt pouzity pro hodnoceni rozmanitych typti bunécnych odpovédi
(bunécna proliferace, cytotoxicita, aktivace receptort, adheze, migrace, invazivita) v reakci
na pusobeni raznych podnétd, toxickych latek nebo farmak (Obrazek ¢. 8) [77].

Pro meéfeni impedance bunék byl pouzit real-time monitoring pomoci systému
xCELLigence RTCA (z angl. real-time cell analyzer). Systém xCELLigence vyuziva specialné
navrzené 96jamkové mikrotitraéni E-desticky, které obsahuji zlaté mikroelektrody elektrického
biosenzoru. Cidlo méfi elektrickou impedanci nanesené populace zkoumanych bunék v jamce
[78]. Buiky, které jsou v kontaktu s elektrodami, zpusobuji pokles prochazejiciho proudu
a narust hodnot impedance. Pii postupném pokryvani elektrod buiikami se také imérné€ meéni
hodnota elektrické impedance, az do uplného jednovrstevného pokryti. Méfeni impedance
poskytuje kvantitativni informace o stavu bunék, vcetné relativniho poctu bunék,
zivotaschopnosti a morfologie v Case [79].
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Obrazek €. 8: Schéma pouziti systému xCELLigence RTCA k monitorovani bunécné
adheze [80].

Pracovni postup

Rist PSN1 bunék byl sledovan bunécnym analyzatorem v realném Case (xCELLigence
RTCA SP Instrument, ROCHE). Do kazdé jamky 96jamkové desti¢ky s elektrodami (E-plate)
bylo napipetovano 50 pl kultivacniho média. Desticka byla ekvilibrovana s médiem pro ustaleni
kontaktu mezi médiem a elektrodami. Déle byly nastaveny parametry experimentu a byly
naméfeny hodnoty pozadi, tedy impedance pro desticku s médiem. Buitkky PSN1 byly naneseny
na desti¢ku v hustoté 3 x 10 bun&k na jamku (50 pl) a zkoumana populace byla kultivovana
po inkubaci do druhého dne za fyziologickych podminek (37 °C, 5% CO3). Poté bylo k médiu
pfidano 50 pl testované slouCeniny o pozadované koncentraci (dfive nafedéno médiem)
a impedance byla monitorovana dalSich 72 hodin v termostatu (37 C, 5% CO.). Méfeni
bunééného indexu probihalo béhem celého pribéhu inkubace. Hodnota bunécného indexu byla
meéfena v intervalu 5 minut po dobu celkového ¢asu 96 hodin.

Bezrozmérny parametr cell Index neboli bunéCny index (CI) je kvantitativni mira
odrazejici stav bunék v jamce obsahujici elektrodu (je to relativni zména nameétené elektrické
impedance). Pfitomnost bun€k na horni casti elektrody ovliviiuje mistni iontové prostiedi
na rozhrani elektroda/roztok, coz vede ke zvyseni impedance. Cim vice bunék je prichyceno
na elektrodé, tim vétsi je narust elektrické impedance. Normalizovany CI v konkrétnim
casovém bodé se vypocita jako CI v Casovém bodé déleny CI v referencnim casovém bodé.
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4.2.6 Penetrace 3D sféroidu

Buriky in vitro muzeme kultivovat na 2D povrchu nebo ve 3D podminkach. Bunky bud’
prisedaji k povrchu kultivaéni misky a rostou v jedné vrstvé (2D) [81], nebo se zalévaji
do specialnich substratt, které po ztuhnuti ukotvuji buriky v nepolarizovaném stavu,
a ve kterych buriky rostou ve formé kolonii (3D) [82]. Dalsi, elegantni moznosti je kultivace
bunék pro potieby vytvoreni 3D bunécnych struktur na tzv. ULA (Ultra-low-attachment; nizko-
adhezivnich) plastech. Velkou vyhodou tohoto systému je pomérné snadna priprava takovychto
modelovych 3D bunécnych systému, tzv. sferoidi [83], [84]. Jednim z hlavnich rozdila
pozorovanych pfi porovnavani bunék v 2D a 3D kulturach je odliSnost v morfologii bunék,
ktera dale ovliviiyje jeji funkénost [85]. 3D kolonie predstavuji modelové prostiedi, ve kterém
probiha velka c¢ast procesi béznych za in vivo podminek (napf. angiogeneze, bunécna
diferenciace, rozdilny pfistup bunék k nutrientim, tedy tzv. nutricni gradient atd.)
a trojrozmérné mikrotkané se tedy velice blizi in vivo systému (Obrazek €. 9) [82], [86].

Koncentraéni gradient

odpadni metabolity, CO>, cytokiny, pH

ziviny, O, rlistové faktory

. nekroticka zéna

¢  klidova zéna

Obrazek ¢. 9: Model bunécného sféroidu [86].

Pro studium antiproliferativni aktivity studovanych komplext na pokrocilych stadiich
adenokarcinomu pankreatu byly vytvofeny mikrotumory (3D sféroidy) riznych velikosti
z bun€k PSNI. V3D kultivaci bun€k se vyuzivaji metody vyuzivajici specidlni leSeni
(technologie zavéSenych kapek, rotacni kultury), bioreaktort a zivnych geld, piipadné
kombinaci zminénych [87]. V tomto experimentu byla pro formovani sferoidu pouzita technika
kultivace bun¢k ve destickach Ultra-Low Attachment se zaoblenym dnem. Sféroidni
mikrodesticky Corning® s kulatymi dny potazenymi Ultra-Low Attachment povrchovym
povlakem zabranuji pfichyceni buné€k k povrchu jamky a podporuji tvorbu sféroidi bunék
(Obrazek ¢. 10). V kombinaci se specialné sestavenym meédiem pak poskytuje tento systém
vhodné podminky k vytvoreni 3D bunéénych sferoidi [84].
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Obrazek ¢. 10: Tvorba sféroidu [88].
Pracovni postup

Antiproliferativni aktivita zkoumanych sloucenin byla studovana na 3D sferoidech
raznych velikosti pfipravenych z bunék PSN1. Bunky PSN1 byly kultivovany v DMEM-F12
médiu obohaceném riistovymi a sféroidnimi faktory: 2 % B27 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
MA, USA), epidermalni rastovy faktor (EGF; Sigma Aldrich, Némecko, 20 ng ml-1),
fibroblastovy rastovy faktor (FGF2; Sigma Aldrich, Némecko, 10 ng ml-1) a hovézi sérovy
albumin (BSA) (Sigma Aldrich, Némecko, 0,15 %). Buiiky byly nasazeny v razné hustoté
v rozmezi 1500—10 000 bunék na jamku 96jamkové desticky se zaoblenym dnem potazenym
Ultra-Low Attachment povrchem (Corning, USA), ktery zabrariuje ulpivani bun€k na povrchu
desticky a podporuje vznik sferoidnich 3D bunécnych struktur. Nasazeni riizného poctu bunék
ma za cil vytvoreni 3D sferoidi o ruznych definovanych velikostech, cca od 680 pum
az po 1,5 mm. Buriky byly inkubovany pii 37 °C po dobu 24 hodin, béhem tohoto ¢asu doslo
k efektivnimu zformovani sferoidi s rozlicnou velikosti. Nasledné byly sferoidy oSetfeny
testovanymi slouceninami a inkubovany po dalSich 144 hodin (6 dni). Antiproliferativni
aktivita studovanych komplexi proti generovanym mikrotumordm byla urCena zménami
hodnot ICsp stanovenymi testem Cell TiterGlo-3D (Promega), ktery umoziiuje méfeni mnozstvi
ATP 1 ve velkych sféroidnich strukturach. Do kazdé jamky 96jamkové desticky bylo piidalo
100 pl CellTiter-Glo® 3D Reagent. Nasledné se desticky umistily na tfepacku a za pokojové
teploty intenzivné michaly po dobu 5 minut. Pro stabilizaci luminiscence byly dale desticky
inkubovaly dalsich 25 minut pii pokojové teploté. Zivotaschopnost bun&k byla vyhodnocena
méfenim luminiscenéniho signalu s pomoci ¢tetky SPARK (Tecan, Manedorf, Svycarsko).
Antiproliferativni uCinky byly vyjadfeny jako ICso (koncentrace testované latky, ktera zptisobi
50% pokles zivotaschopnosti bunék). Hodnoty I1Cso byly vypocteny z kiivek konstruovanych
vynesenim preziti bunék (%) versus koncentrace 1éciva (uM). Hodnoty poté byly prevedeny
na procento kontroly (% preziti bunék). VSechny experimenty byly provedeny ve tfech
opakovanich.

4.2.7 Bunéfna akumulace

Akumulace komplexd na bazi prechodnych kova predstavuje klicovou vlastnost
v mechanismu plisobeni protinadoroveé aktivnich farmak, ktera jednoznacné determinuje
efektivitu cytostatik vi¢i nadorovym bunkam [89]. Latky, které nejsou schopny dostatecné
penetrovat pies cytoplasmatickou membranu zpravidla byvaji méné ucinné, a navic hrozi riziko
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vzniku ziskané rezistence. Ke studiu se zpravidla vyuziva bunéénych linii, u nichz
je predpoklad aktivity daného farmaka a vybér konkrétni linie je tedy vzdy individualni [90].
Ke stanoveni schopnosti latek pronikat do nitra bunék se pouzivaji standartni postupy,
s naslednym pouzitim analytické metody hmotnostni spektrometrie (ICP-MS) [89].

Pracovni postup

Bunécna akumulace platiny byla stanovena v builkkdch PSN1. Burky byly nasazeny
do 100 mm Petriho misek s hustotou 2 x 10° bunék / misku. Po 24hodinové pre-inkubaci byly
bunky oSetfeny testovanymi slouCeninami platiny o findlni koncentraci 1uM. Po aplikaci
komplext byly buriky inkubovany 24 hodin za fyziologickych podminek. Poté byly buriky
promyty PBS (37 °C), trypsinizovany, sesbirany a dvakrat promyty studenym PBS. Buiiky byly
spocitany automatickou pocitackou Biorad TC10. Déle byly buiky centrifugovany pii 300 g,
3 minuty pii 4 °C ve dvou cyklech, pii kterych se eliminovalo zbytkové mnozstvi extracelularné
ptitomného studovaného komplexu. Bunécny pelet byl mineralizovan roztokem kyseliny
chlorovodikové (5 M) za vzniku pln€ homogenniho roztoku. Takto pfipravené roztoky byly
patfi¢n€ nafedény pro snizeni koncentrace kyseliny (doporucena koncentrace HCI pro meéteni
na ICP-MS je do 5%). Konecné mnozstvi platiny absorbované butikami bylo stanoveno pomoci
ICP-MS.

Pti studii zabyvajici se akumalaci proteint, jez byly pfedem modifikovany zkoumanymi
platinovymi slouceninami byly slouceniny platiny pre-inkubovany po dobu 24 hodin pii 37 °C
s FBS:PBS (1:1) (1,5 ml FBS + 1,5 ml PBS). Finalni koncentrace testovanych komplexa byla
pro tuto studii SuM. Poté byly vzorky dialyzovany pies 3500 kDa cut-off membrany (Spectrum
laboratories ®). Membrany byly pfed plnénim pfevareny v destilované vodé. Samotna dialyza
byla provedena proti deionizované vodé (v MilliQ Cistote), pfi teploté 4-6°C, ve tiech cyklech
po 1 hodiné. V tomto kroku doslo k oddéleni konjugati protein-sloucenina od nenavazanych
komplexti. Obsah platiny v pfipravenych konjugatech byl analyzovan pomoci ICP-MS.
Pre-inkubované buiiky PSN1 byly oSetfeny po dobu 24 hodin konjugaty protein-sloucenina
s kone¢nou koncentraci platiny 1uM. Koncentrace aplikovana na buriky byla ovéfena pomoci
FAAS. Poté byly buriky oplachnuty PBS (37 °C), trypsinizovany, sesbirany a dvakrat promyty
studenym PBS (4°C). Nasledné byly buriky centrifugovany a ziskany bunécny pelet byl
rozlozen vysokotlakym mikrovinnym digestivnim systémem (MARSS, CEM) s HCI (5 M).
Obsah platiny byl uréen pomoci ICP-MS.

4.2.8 Detekce lipidovych kapének

Nadory jsou Casto vystaveny nutriéné chudému prostiedi s nizkou dostupnosti kysliku
a zivin. Metabolicky stres stimuluje buriky k vytvofeni novych strategii pro pirekonani
nepfiznivych podminek pfizptisobenim metabolismu tak, aby byl efektivni pro dalsi expanzi
rakovinnych bunék [91]. Mezi nejcastéji pozorované metabolické zmény u rakoviny patfi
zvyseni glykolytické drahy nezavisle na hladiné kysliku (Warburgliv efekt) a transformace
metabolismu lipida (B-oxidace) [92]. Takova adaptace byla prokazana u rakoviny pankreatu,
kde dochézi ke zvySeni de novo syntézy mastnych kyselin z mitochondriadlniho citratu.
Produkované mastné kyseliny jsou bunikami vyuzivany pro syntézu triacylglycerolu nebo
jinych jednoduchych lipidd, které se nasledné v burikach akumuluji [93].
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Pro detekci produkovanych intracelularnich lipidovych kapének byla vyuzita
fluorescencni hydrofobni sonda BODIPY 493/503, ktera po inkorporaci do lipidovych
intracelularnich kapének vykazuje intenzivni zelenou fluorescenci. BODIPY 493/503
(4,4-difluor-3a,4adiaza-s-indacen) je lipofilni sonda, ktera se lokalizuje do polarnich lipidu
a mize byt pouzita k znaceni bunécnych lipidi lokalizovanych do lipidovych kapének v zivych
1 fixovanych burikach [94]. BODIPY 493/503 je velmi mala molekula o molekulové hmotnosti
262 Da, ktera ma vybornou permeabilitu pfes membranu a je schopna rychle difundovat
do bunky.

Pracovni postup

Do kazdé 35 mm Petriho misky pro konfokéalni mikroskopii bylo nasazeno do 1 ml
kultiva¢niho média 1,5 x 10° PSN1 bungk. Po 24 hodinach od nasazeni byly buiiky osetieny
testovanymi slou¢eninami o koncentraci 5 uM. Dale byly misky inkubovéany pifi 37 °C
ve zvlh¢ené atmosfére a 5% CO2 po dobu 24 hodin. Poté byly buriky dvakrat promyty 1 ml PBS
a obarveny fluorochromem BODIPY™ 493/503 (Molecular Probes) po dobu 2 hodin pfi 37 °C.
Z misek bylo odstranéno barvivo a buriky byly dvakrat oplachnuty 1 ml PBS. Néasledn¢ byly
buriky zafixovany pomoci 500 pl 3,7% formaldehydu, ktery se nechal pisobit 10 minut pfi
pokojové teploteé. Po uplynuti ¢asového intervalu byl formaldehyd odsat a vzorky byly trikrat
promyty 1 ml PBS. Nakonec byly preparaty prekryty krycimi sklicky s pomoci kapky
ProLong™ Diamond Antifade Mountant s DAPI, které zaroveri obarvilo jadra bunék. Petriho
misky byly obaleny parafilmem. Vzorky byly nésledné skenovany na konfokalnim mikroskopu
Leica TSC SP8 SMD (Leica Microsystems, Némecko).

4.2.9 Izolace RNA

Izolace nukleovych kyselin je jednou z nejdilezitéjsich metod molekularni biologie, ktera
predstavuje prvni a kliovy krok v analyze RNA nebo DNA [95]. Na jeji kvalité a vytéznosti
zavisi vysledek vSech nasledné pouzitych metod [96]. Izolace nukleovych kyselin stoji
na poc¢atku mnoha biochemickych a molekularné biologickych metod, jako je naptiklad
identifikace pachatelti trestnych ¢inti nebo testovani nové vyvijenych protinadorovych
1éciv [95].

Izolaci RNA je tfeba vénovat zvlastni pozornost, protoze se jedna o velmi nestabilni
molekulu s velmi kratkym polo€asem rozpadu po extrakci z buné€k nebo tkani [97]. Obecnou
zasadou pro praci s RNA je oSetfeni vody i vSech pouzitych pufri, roztokt, povrchi a nastroja
proti RNazam. Ziskana RNA se mize dale analyzovat pomoci PCR testu [96].

Pracovni postup

PSN1 butiky byly nasazeny na 6-ti jamkové desti¢ky v hustoté 0,3 x 10° bunék/jamku a
inkubovany po dobu 24 hodin. Pre-inkubované buriky PSN1 byly osetfeny po dobu 24 hodin
ekvitoxickymi koncentracemi testovanych komplexu, které odpovidaly hodnotam ICso72 n.
Nasledné byla provedena izolace RNA s pomoci kolon NucleoSpin® RNA (Machery Nagel,
GEL).
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Buriky z kazdé jamky byly sklizeny seSkrabanim v 1 ml PBS. Po centrifugaci bylo
ze zkumavky odsato PBS a k bunéénému peletu se ptidalo 350 ul Buffer RLT s 20 uL. 2M DDT
(dithiothreitol). Homogenizovany lyzat byl prenesen do kolony gDNA Eliminator umisténé
ve 2ml sbérné zkumavce. Lyzat byl centrifugovan po dobu 45 s pti 10 000 g. K vodni fazi bylo
pridano 350 pul 70% ethanolu a smes se prenesla do RNeasy kolony umisténé ve 2 ml sbérné
zkumavce. Po centrifugaci a odstranéni filtratu byla RNA jednou promyta 700 pul RWI
a dvakrat 500 ul pufru RPE (centrifugace béhem kazdého ptridavku 10000 g/45 s). Po poslednim
promyvani RNA trvala centrifugace kolony po dobu 2 minut pfi plné rychlosti (=12000 g), aby
se membrana vysuSila a doslo k odstranéni zbylého roztoku z RNA. Poté bylo k ziskané RNA
pridano 50 pl vody a centrifugaci se RNA eluovala z kolony RNeasy do nové sbérné zkumavky.

4.2.10 Kvantitativni PCR v realném case

Polymerazova ftetézova reakce (PCR) je metoda urCend k rychlé amplifikaci
definovaného useku DNA nebo RNA z nepatrného mnozstvi materialu zdrojové nukleové
kyseliny in vitro [98]. PCR kopiruje pouze definované useky genetického kodu ohrani¢enych
pomoci specifické sekvence. K znamému ohranicujicimu tseku dané nukleové kyseliny, ktery
ma byt amplifikovan, se vyrabi syntetické komplementarni oligonukleotidy zvané primery. Pfi
PCR dochazi k vytvoreni jedné nebo nékolika exaktnich kopii pivodniho fragmentu DNA
v nékolika fadech, ¢imz se vytvofti tisice az miliony kopii konkrétni sekvence DNA. PCR
probihd v zafizeni zvaném termocykler [99]. PCR je revolu¢ni a velmi vyznamna metoda
v molekularni biologii, ktera je pouzivana k védeckym potfebam, v prenatalni diagnostice pii
diagnostice dédicnych a infekénich onemocnéni, dale ke kontrole potravin nebo pro ucely
identifikace osob v kriminalistice ¢i genetické genealogii. S pomoci PCR je také mozné
identifikovat geny, které se podileji na rozvoji rakoviny [98].

Metoda zahrnuje tii kroky, které probihaji v opakujicich se cyklech (Obrazek ¢. 11).
Prvnim krokem je denaturace, pii které jsou rozdé€leny fet€ézce DNA na dvé samostatna vlakna
rozpadem vodikovych mustki mezi vlakny pfi teploté 92-95 °C. Druhym krokem
je hybridizace, pfi které se na denaturovana vlakna DNA navéazou oligonukleotidové primery —
jeden pro kazdé separované vlakno DNA. Hybridizace probiha pfi 50-60 °C s nadbytkem
primert. Krok dvé vede k ziskani dvou samostatnych DNA vlaken se sekvencemi ohrani¢enymi
primery. Obé vlakna jsou pfipravena na zkopirovani. Ttetim krokem je polymerace, ktera
probihé obvykle pti 70-72 °C po dobu 1-1,5 minuty, kdy DNA-polymeraza replikuje usek DNA
mezi komplementarnimi misty k primerdm [100]. Primer obsahuje volnou 3'-OH skupinu
potfebnou pro kovalentni navazani dal§iho nukleotidu a nasledné prodluzovani fetézce
a denaturovana DNA zde funguje jako templat. Vysledkem elongace jsou dvé identické kopie
originalni DNA. Po probéhnuti téchto tfi krokl nasleduje dalsi cyklus, pii kterém se pouzije
nova, duplikovanda DNA [101]. Kazdy novy fetézec poskytuje meéfitelny signal diky
fluorescenéni zna&ce. Cim vy8§i signal, tim vice oznaenych molekul DNA bylo v ptivodnim
vzorku [100]. V pfipadé jednofetézcové molekuly RNA je nutné provést tzv. reverzni
transkripci, kdy je RNA nejprve , kopirovana“ do dvouretézcové molekuly DNA [101].
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Obrazek ¢. 11: Prubéh polymerasové fetézové reakce [102].

primery
P

Pracovni postup

Izolovana RNA zbunék byla analyzovana pomoci jednokrokové qPCR kombinujici
reverzni transkripci s naslednym amplifikaénim tepelnym cyklovanim s vyuzitim univerzalniho
mixu pro jednokrokovou RT-qPCR reakci Luna® (New England BioLabs, MA, USA).
Purifikované primery byly od Generi Biotech (Ceska republika). Sekvence primert byly:

GAPDH-F: GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG,
GAPDH-R: ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA;
FASNI-F: TTCTACGGCTCCACGCTCTTCC,
FASNI-R: GAAGAGTCTTCGTCAGCCAGGA;
ACLY-F: GCTCTGCCTATGACAGCACCAT,
ACLY-R: GTCCGATGATGGTCACTCCCTT;
SCD1-F: CCTGGTTTCACTTGGAGCTGTG,
SCD1-R: TGTGGTGAAGTTGATGTGCCAGC;
SREBPI-F: ACTTCTGGAGGCATCGCAAGCA,

SREBPI1-R: AGGTTCCAGAGGAGGCTACAAG.
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Nejprve byly pfipraveny roztoky pro vybrané primery (GAPDH-F, GAPDH-R; FASNI1-
F, FASN1-R; ACLY-F, ACLY-R; SCDI-F, SCD1-R; SREBP1-F, SREBP1-R). Do kazdé
jamky gPCR desticky bylo pfidano 11,2 pl roztoku prislusného primeru a 8,8 ul daného RNA
templatu. Dale byla desticka qPCR utésnéna opticky priahlednou folii a kratce centrifugovana,
aby se odstranili bubliny (1 min 400 g). Experimenty byly provadény na Illumina Eco real-time
PCR (Illumina, CA, USA). Tepelny profil byl nasledujici: reverzni transkripce po dobu
10 minut pfi 55 °C, poc€atecni denaturace po dobu 1 minuty pti 95 °C, nasledovalo 43 tepelnych
cykla denaturace po dobu 10 s pii 95 °C a extenze po dobu 30 s pii 60 °C.

4.2.11 Analyza lipidovych drah
Metabolismus lipidt je soubor katabolickych a anabolickych procesu, pfi kterych dochazi
k traveni nebo syntéze mastnych kyselin a lipidu v lidském téle.

Kvantifikace lipolyzy

Lipolyza je metabolicky proces, pii kterém se triacylglyceroly (TAG) §tépi hydrolyzou
na glycerol a volné mastné kyseliny (FFA). Glycerol a volné mastné kyseliny se uvoliu;i
do krevniho fecist€ nebo v piipad€ in vitro experimenti do kultivacniho média. Jednotlivé
slozky mohou byt nasledné oxidovany za vzniku metabolické energie ve formé ATP
a redukovanych koenzymi (NADH, FADH2), nebo vyuzivany v biosyntetickych drahach jako
substrat [103]. K tomuto katabolickému procesu dochazi ve vSech burikach, pficemz nejcasté;jsi
je v bilé a hnédé tukové tkani [104]. Diky rychlému a nekontrolovatelnému déleni vykazuji
nadorové bunky zvySené naroky na energii a makromolekuly, kterym je vyhovéno diky
modifikaci metabolismu nadorovych bunek. U nadorovych bunék napiiklad dochazi
k Warburgové efektu, pii kterém vytvaii nadorova buiika ATP prednostné preménou glukozy
prostfednictvim glykolyzy na laktat. Metabolismus glukézy je velmi té€sné spojen s lipogenezi
neboli syntézou lipida. Jednou z dulezitych charakteristik mnoha nadorovych bunécnych linii
je zvySena de novo syntéza mastnych kyselin. V zavislosti na typu nadoru mohou buriky
syntetizovat az 95 % nasycenych a mononenasycenych mastnych kyselin touto metabolickou
cestou, coz je neobvyklé v porovnani s normalni tkani. Prave tyto aberantni metabolické drahy
predstavuji potencionalni cil pro nova terapeutika [105].

Z biochemického hlediska zacina lipolyza navazanim molekul katabolického hormonu
katecholaminu (isoproterenol) na specificky receptor na membrané adipocytu. V naSem ptipade
se po navazani adrenalinu aktivuje B-adrenergni receptor. Ve stimulovaném stavu [3-adrenergni
receptory aktivujyi adenylylcyklazu, ktera pfeménuje ATP cyklicky AMP (cAMP) [106].
Cyklicky AMP poté aktivuje hydrolyzu triglyceridd hormonalné citlivou lipazou. Cyklicky
AMP se vaze na proteinovy komplex zahrnujici inaktivovanou proteinkinazu A (PKA)
a zpusobi jeji aktivaci. Aktivovana PKA katalyzuje fosforylaci hormon-senzitivni lipazy
(HSL), kterou ji uvede do aktivniho stavu [107]. PKA zaroven katalyzuje fosforylaci perilipinu,
proteinu tvotici ochrannou vrstvu tukovych kapének uvnitt adipocytu, a zpfistupiuje tak povrch
tukové kapénky HSL. Enzym nasledné katalyzuje Stépeni triacylglycerold. TAG
je hydrolytickym §tépenim rozlozen na glycerol a mastné kyseliny. Glycerol uvolnény do média
je v reakci katalyzované glycerolkinazou fosforylovan adenosintrifosfatem (ATP) za vzniku
glycerol-1-fosfatu (G-1-P) a adenosin-5'-difosfatu (ADP). G-1-P je dale oxidovan
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glycerolfosfatoxiddzou na dihydroxyacetonfosfat (DAP) a peroxid vodiku (H20>).
Chinoniminové barvivo vznikd peroxidazou katalyzovanou kopulaci 4-aminoantipyrinu
a N-ethyl-N-(3-sulfopropyl)m-anisidinu sodného (ESPA) s peroxidem vodiku [108]. Mnozstvi
ziskaného produktu je tmérné mnozstvi pfitomného glycerolu ve vzorku. Absorpcni maximum
tohoto barviva je pii vinové délce 540 nm. Vysledny produkt lipolyzy byl v nasem ptipadé
stanoven pomoci kitu High Sensitivity Triglyceride Assay Kit.

Pracovni postup

Do kazdé jamky 96jamkové Cerné desticky s plochym dnem (Corning) byly nasazeny
PSNI1 buriky v hustoté 1 x 10* bunék na jamku. Buriky byly kultivovany po dobu 24 hodin
v humidifikovaném inkubatoru (37 °C, 5% CO). Poté byly builky oSetfeny testovanymi
slouCeninami o zvySujici se koncentraci (dfive nafedéno mediem) a koinkubovany po dalSich
24 hodin. Lipolyza byla kvantifikovana pomoci vysoce citlivého testu Lipolysis Fluorimetric
Assay Kit (Sigma, Praha, Ceska republika). Po ukon&eni 24hodinové inkubace bunék
s aplikovanymi komplexy bylo médium zjamek odebrano a buriky byly dvakrat promyty
100 pl promyvacim pufrem pro lipolyzu. Déle se do kazdé jamky 96jamkové desticky
napipetovano 150 ul pufru pro lipolyzu a vzorky pro pozitivni kontroly byly treatovany1,5 pl
10 uM isoproterenolu (konecna koncentrace 100 nM), ktery stimuluje prabéh lipolyzy. Takto
ptipravena desticka se inkubovala po dobu 1-3 hodin. Po uplynuti tohoto ¢asového intervalu
bylo 50 ul tohoto média z kazdé jamky premisténo do nové 96jamkové popsané desticky
(Corning). Bunky v 96jamkové destice se pouzily pro stanoveni hladiny triglyceridit pomoci
triglyceridového kvantifikaéniho fluorometrického testu. Jamky byly nasledné doplnény
pufrem pro lipolyzu na celkovy objem 100 pl (50 pl vzorku + 50 pl reakéniho mixu). Reakéni
smeés byla pfipravena smichanim 42 pl glycerolového pufru, 4 ul vysoce citlivé sondy, 2 ul
glycerolové enzymové smési a 2 ul Glycerol Developer. Roztoky v jamkach se promichaly
pomoci horizontalni tfepacky. Desticka se inkubovala po dobu 60 minut ve tmé pfi pokojové
teploté. Fluorescencni signal, umérny mnozstvi glycerolu, byl kvantifikovan meéfenim
fluorescence pii 535/587 nm na fluorescencni ¢tecce SPARK (Tecan).

Kvantifikace lipogeneze

Lipogeneze je syntéza lipidi probihajici v jatrech a tukové tkani [109]. Behem tohoto
procesu vznikaji v organismu mastné kyseliny z acetylkoenzymu A, které jsou dale vyuzity
v syntéze molekul triacylglycerolt. Triacylglyceroly (TAG) jsou tvofeny tfemi mastnymi
kyselinami estericky navazanymi na molekulu glycerolu [110]. Triacylglyceroly jsou
nejhojnéjsimi prirozené se vyskytujicimi lipidy. TAG predstavuje hlavni slozku rostlinnych
oleji (olivovy, palmovy a slune¢nicovy) [111], zivoCiSnych tukd (14j, sadlo a maslo),
lipoproteint o velmi nizké hustoté (VLDL), lipoproteinti o nizké hustoté (LDL) a chylomikronti
[112]. V organizmu piedstavuji hlavni zasobarnu mastnych kyselin a metabolické energie.
Vysoké koncentrace TAG v krvi zvysuji riziko vzniku aterosklerdzy [112], pankreatitidy,
srdecnich chorob a mozkové mrtvice [113].
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Pro stanoveni hladiny triacylglycerold ve vzorcich byla pouzita sada High Sensitivity
Triglyceride Assay Kit. Jedna se o nepfimou analyzu, pfi niz je TAG hydrolyzovan lipazou
na glycerol a mastné kyseliny. Glycerol dale reaguje s redukCnimi latkami pfirozené
obsazenymi ve vzorku (O2 a ATP) a vyuziva se ve sdruzené enzymatické reakci, jejimz
vysledkem je fluorescencni produkt. Mnozstvi produktu (mira fluorescence) je umeérné
mnozstvi pfitomnych triacylglycerolt ve vzorku.

Pracovni postup

Lipogeneze byla kvantifikovana pomoci High Sensitivity Triglyceride Assay Kit (Sigma,
Praha, Ceské republika). Tento test byl proveden ihned po dokonéeni kvantifikace lipolyzy
a vyuziva pro lypolyzu dale nepotifebny bunécny pelet v 96jamkovych destickach. Buiky
v kazdé jamce byly homogenizovany ve 100 ul studeného pufru pro stanoveni triglycerida
po dobu 10 minut na ledu za vyuziti horizontalni tfepacky. Vzorky se nasledné centrifugovaly
pii 12 000 x g po dobu 5 minut pti 4 °C. Do nové 96jamkové desticky se duplicitné napipetovalo
50 ul ziskaného supernatantu kazdého vzorku. Vzorky se doplnily pufrem pro stanoveni
triglycerida na kone¢ny objem 50 pul. Nasledné se do kazdé jamky piidaly 2 ul lipazy, desticky
se kratce promichaly na horizontalni tfepacce a inkubovaly pii 37 °C po dobu 20 minut. BEhem
inkubace byla pfipravena triglyceridova reak¢éni smés smisenim potiebnych objemu ¢inidel pro
celkovy pocet analyzovanych vzorka. Do kazdé jamky se piidava 50 ul reakéni smési, ktera
je slozena z 45 pul Triglyceride Assay Buffer, 1 pl High Sensitivity Probe, 2 ul Triglyceride
Enzyme Mix a 2 pl Triglyceride Developer. Desticky se kratce promichaly na horizontalni
ttepacce a inkubovaly se po dobu 30 minut pii 37 °C ve tmé. Intenzita fluorimetrického
produktu, imérna mnozstvi piitomnych triglyceridd ve vzorku, byla méfena pii vinovych
délkach 535/587 nm na fluorescencni ctecce SPARK (Tecan).

4.2.12 Detekce reaktivnich forem kysliku

Tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS) probiha ve zdravych burikach fizenou rychlosti.
Pfi oxida¢nim stresu je produkce ROS dramaticky zvySena, coz ma za nasledek oxidaci
membranovych lipidd, proteinti a nukleovych kyselin. Volné radikaly vykazuji velmi vysokou
reaktivitu a od urCité miry mohou pasobit destruktivng, Cehoz se pravé vyuziva v protinadorové
terapii [114]. Ke stanoveni hladiny ROS v nitru bunék je mozné pouzit fadu znamych metod
(napt. 2',7'-Dichlorofluorescein diacetat; DCFH>-DA), avSak pfi vybéru metody je nutné
zohlednit spektralni charakteristiku dané sondy a jeji moznou reaktivitu se samotnymi
studovanymi komplexy kovu [115].

Pro stanoveni mnozstvi volnych kyslikovych radikalt byla pouzita fluorescentni sonda
CellROX Deep red. Sonda CellROX® Deep red pronikd do butiky v redukovaném stavu,
po jeji reakci s ROS dochazi k iniciaci fluorescence, zméné spektralni fluorescencni
charakteristiky, popiipadé zvyseni fluorescence o nékolik fadi. Tento signal je nasledn€ mozné
detekovat na fluorimetru, popiipadé s pomoci prutokové cytometrie ¢i konfokalni
mikroskopieMira fluorescence je pifimo umérna mnozstvi vznikajicich volnych radikala [116].
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Pracovni postup

Reaktivni formy kysliku byly stanoveny pomoci CellRox® (Oxidative stress
Deepredreagent; LifeTechnologiesTM, USA). PSN1 buriky byly nasazeny na 6ti-jamkové
desti¢ky pfi hustoté 0,25 x 10° bunék / jamku a inkubovany po dobu 24 hodin. Dale byly buiiky
oSetfeny testovanymi slouceninami. Po 24hodinové inkubaci bunék se studovanymi komplexy
byly buiiky sklizeny a barveny po dobu 30 minut fluorescencni sondou CellRox Deep red
(Thermofisher Sci.) o findlni koncentraci 50 uM. Jesté pridat centrifugaci. Nasledné byl
bunéény pelet tiikrat oplachnut v PBS. Po kazdém oplachu byl pelet centrifugovan a ptivodni
roztok byl nahrazen Cistym. Vzorky byly analyzovany na pratokovém cytometru (BD FACS
Verse). Data byla analyzovana pomoci FSC Express 7 (De Novo Software, CA). Experimenty
byly opakovany trikrat.

4.2.13 Detekce bunécné smrti

Bunécna smrt je souhrn procest vedoucich ke konci zivota buinky. Bunéfnou smrt
muzeme také definovat jako nevratnou ztratu integrity plazmatické membrany. Buné¢na smrt
zpusobena komplexy na bazi prechodnych kovii ma zpravidla apoptoticky nebo nekroticky
charakter. Oba tyto typy bunécné smrti vykazuji specifické charakteristiky, které 1ze odhalit
pomoci specifickych mikroskopickych (morfologické markery) ¢i molekularné-biologickych
metod (biochemické markery)[117].

Dualni barveni annexin V/propidium jodid je jednou z nejcastéji pouzivanych metod
pro stanoveni typu bun&éné smrti bunék [118]. Zivé buiiky jsou negativni na oba fluorochromy,
buiiky po apoptdze jsou pozitivni pouze na Annexin V a buiky nekrotické jsou pozitivni
na propidium jodid (Obrazek ¢. 12) [119]. Annexin V je velky vazebny protein, ktery ma
vysokou afinitu k fosfatidylserinu membranového fosfolipidu, které byly transportovany
do vnéjsich vrstev membrany pii apoptdze [118]. V nasem piipadé byl annexin konjugovany
s fluorochromem pacific blue, tedy buriky pozitivni na apoptdzu vykazuji modrou fluorescenci.
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Obrazek ¢. 12: Prukaz apoptozy [120].
Pracovni postup

Typ bunécné smrti stimulovany po oSetfeni testovanymi slouceninami byl kvantifikovan
testem annexin V/propidium jodid a analyzovan s pomoci dvoudimenzionalni prutokové
cytometrie. Do kazdé jamky 6-ti jamkové desticky byly nasazeny PSNI1 buiky v hustoté
0,2 x 10° bun&k/jamku a inkubovany po dobu 24 hodin. Poté byly buiiky osetieny po dobu
24 hodin ekvitoxickou koncentraci testovanych sloucenin odpovidajici hodnoté ICso stanovené
po 72 hodinach. Po uplynuti této periody (24h) byly bunky sklizeny, tedy medium bylo
odebrano do oznacenych 15 ml centrifugacnich zkumavek, buiiky byly promyty 1 ml PBS
a trypsinizovany po dobu 3 minut v 300 pul 1x trypsinu, pelet byl centrifugovan
a rozsuspendovan ve 300 pl ,,assay bufferu” a obarveny Sul annexinu V a 1 pl propidium
jodidu. Vzorky byly analyzovany na pratokovém cytometru BD FACS Verse (Becton Dickson,
USA) a analyza byla provedena v softwaru FSC Express 7 (De Novo software, CA).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Antiproliferacni aktivita

Antiproliferacni aktivita nebo cytotoxicita komplexu je jednim z nejdulezitéjsich prvnich
ukazateld v ramci testovani novych potencialnich cytostatik. Cytotoxicita ¢i antiproliferacni
aktivita studované latky odkazuje na jeji schopnost cytotoxicky ¢i cytostaticky pusobit
na cilovou nadorovou buriku a tim ji usmrtit ¢i inhibovat jeji rast [70]. Antiproliferativni aktivita
studovanych komplexti Pt(II)-DACHEX v této praci byla stanovena testem SRB
(sulforhodamin B), ktery je zalozeny na méfeni obsahu bunécnych proteinti. Tato metoda tedy
nevyzaduje metabolickou pfeménu slouCeniny jako je tomu v pfipadé testu XTT [72].
Cytotoxicita komplexti Pt(II)-DACHEX byla stanovena testem SRB po 72hodinové inkubaci
slouCenin s burikami. Na zakladé vysledka této metody byly nasledné stanoveny hodnoty ICso,
které stanovuji koncentraci studované latky, ktera je nutna k dosazeni 50% inhibice rustu
nadorovych bunék. Cytotoxické studie byly provedeny se sadou lidskych rakovinnych
bunécnych linii rizného pivodu — burnky ovarialniho karcinomu (A2780 — senzitivni vuci
cisplatiné a A2780cisR se ziskanou rezistenci k cisplatin€), vysoce invazni buiky
adenokarcinomu prsu MDA-MB-231, buiky kolorektalniho karcinomu HCT-116, burky
rhabdomyosarkomu (RD) a buiiky adenokarcinomu pankreatu PSN1. Kromé¢ téchto linii byly
do studie také zahrnuty lidské nemaligni pankreatické buitky hTERT-HPNE (viz Tabulka €. 1).
Identicke testy byly provedeny také s klinicky schvalenymi platinovymi protinadorovymi léky,
cisplatinou a oxaliplatinou, které slouzily k porovnani vysledkti. Dale byl vypocten selektivni
(SD) (viz rovnice (1)) a resisten¢ni (RI) index (viz rovnice (2)).

_ IC50,hTERT—HPNE

SI =
ICs0,psN1 (1)
Rl = IC50,A2780cisR
ICs0,a2780 (2)

Ze ziskanych vysledkt vyplyva, ze v pfipadé oSetfeni bunék obéma enantiomery
Pt(II)-DACHEX byly naméfené hodnoty ICso v fadech mikromold pro vSechny zkoumané
nadorové linie. Komplex [Pt(OXA)(1R,2R-DACHEX)] vykazoval nejvyssi ucinnost
ze zkoumanych latek, byl 3—27krat ucinnéjsi nez klinicky vyuzivana cisplatina a stejné nebo
3—7krat GGinngj§i nez oxaliplatina. Uinnost komplexu [Pt(OXA)(1S,2S-DACHEX)] byla
ve vSech piipadech niz§i v porovnani s R,R-enantiomerem a ve vétSin€ piipadi horsi nez
v pripadé oxaliplatiny. Pouze u nadorové linie PSN1 byly naméfené hodnoty ICso
S,S-enantiomeru lepsi nez u oxaliplatiny (Tabulka €. 1).

Nejvyssi antipfoliferacni aktivita v buiikach adenokarcinomu prsu MDA-MB-231 byla
stanovena pro R,R-enantiomer komplexu [Pt(OXA)(1S,2S-DACHEX)]. Nejnizsi aktivita v této
nadorové linii byla stanovena pro cisplatinu. V bunécné linii kolorektalniho karcinomu
HCT-116 jsme stejné jako v pfipadé predchozi nadorové linii pozorovali nejlepsi
antiproliferacni aktivitu v pfipadé R,R-enantiomeru. OvSem pii porovnani s ostatnimi
testovanymi liniemi je patrnd mirné zvySena aktivita S,S-enantiomeru. V pfipadé bunck
rhabdomyosarkomu (RD) byly ziskané hodnoty ICso pro R,R-enantiomer a jeho parentalni
slouceninu (oxaliplatinu) velmi blizké az témér shodné. Na zaklade téchto poznatkt Ize usoudit,
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ze R,R-enantiomer ma stejnou ne-li lepsi antiproliferacni aktivitu k vybranym nadorovym
liniim nez oxaliplatina.

Oba enantiomery obsahujici ligand DACHEX vykazovaly vybornou antiproliferativni
aktivitu v bunkach lidského karcinomu vajec¢niktt A2780 a varianté tohoto nadoru se ziskanou
rezistenci k cisplatiné A2780cisR. Namétené hodnoty ICso pro R,R-enantiomer v piipadé téchto
nadorovych linii vykazovaly sub-mikromolarni hodnoty. Ziskany faktor rezistence pro R,R-
enantiomer byl vyrazné nizsi (1,9) nez faktory stanovené pro S,S-enantiomer (2,3), oxaliplatinu
(4,7) nebo cisplatinu (5,9) (viz. Tabulka ¢. 2). Tyto vysledky ukazuji na schopnost R,R-
enantiomeru prekonat rezistenci k cisplatiné nebo oxaliplatiné v piipadé této bunécné linie
rakoviny vajeCnikd (A2780cisR). Tento zavér koreluje se zjisténim dfive provedené studie
profesora Paride Papadia [68].

Z vysledka dale vyplyva, Zze chiralita zkoumanych sloucenin Pt(II)-DACHEX
ma vyznamny vliv na jejich celkovou antiproliferativni aktivitu, pficemz enantiomer R,R byl
3,5-6,5krat aktivnéjsi nez enantiomer S,S v pfipadé€ vSech zkoumanych malignich bunécnych
linii. R,R-enantiomer vykazoval také velmi vysokou tc¢innost vii¢i bunécné linii PSN1 rakoviny
pankreatu v porovnani s ostatnimi komplexy. V neposledni fadé je zvysledki patrné,
ze antiproliferativni aktivita komplexu [Pt(OXA)(1R,2R-DACHEX)] mé vybornou selektivitu,
a to az 37krat vysSi, pro maligni pankreatické builky (PSNI1) oproti nenadorovym
pankreatickym burikim hTERT-HPNE.

Tabulka ¢. 1: Antiproliferativni aktivita studovanych komplext v panelu malignich
a nemalignich bunécnych linii stanovena testem SRB.

. MDA-MB- hTERT-

ICso [UM] A2780 A2780cisR 231 HCT-116 RD PSN1 HPNE
R.R- ) 0,31+0,04] 0,60+0,20 | 1,80 +£0,20 |10,37+0,07]0,90+0,10]1,00+0,10]37,00 £ 3,00
enantiomer

S,5- ) 1,20+ 0,10 2,70 £ 0,30 | 9,00 £1,00 | 1,30+£0,204,10+£0,90]6,00+ 0,40]20,00 £ 1,00
enantiomer

Mix 0,64+0,08| 1,40+ 0,50 | 4,50+1,70 0,66 +0,16]|1,20+0,30]4,70+0,30]38,40 £2.30
Cisplatina 2,70+ 0,20(16,00 £3,00|22,00+6,00|4,50+0,80 8,00+ 1,00(3,30+0,20]40,00 + 5,00
Oxaliplatina (0,38 +0,02| 1,80+ 0,30 | 2,40+ 0,30 {0,51+0,07|1,20+0,30|7,00+ 1,00| 9,30+ 0,70

Tabulka €. 2: Selektivni (SI) a resisten¢ni (RI) indexy studovanych komplexua.

ST [-] RI[-]
R,R-enantiomer | 37,00 1,94
S,S-enantiomer 3,33 2,25
Mix 8,17 2,19
Cisplatina 12,12 5,93
Oxaliplatina 1,33 4,74
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Oba zkoumané enantiomery pusobi cytotoxicky na fadu nadorovych bunécnych linii,
pficemz R,R-enantiomer je ucinnéjsi nez S,S-enantiomer. Komplex
[Pt(OXA)(1R,2R-DACHEX)] vykazoval velmi atraktivni a selektivni schopnost inhibovat
zivotaschopnost bunécné linie PSN1 rakoviny pankreatu. Pro lepsi pochopeni jeho ucinku byly
dalsi experimenty zaméfeny predevsim na bunécnou linii PSN1.

5.2 Monitorovani rustu bunék v realném case

Klasické cytotoxické testy, jako je MTT nebo SRB, poskytuji hodnoceni cytotoxickych
vlastnosti studovanych sloucenin pouze v daném casovém intervalu (tzv. endpoint analyza)
[76]. Bylo prokéazano, ze biologicky aktivni slouCeniny vyvolavaji ¢asoveé zavislé specifické
profily bunécné odezvy (time-dependent cell response profiles, TCRP), které umoziuji
predikovat mechanismus ucinku zkoumanych komplext [78], [121]. Pro leps$i charakterizaci
mechanismu pusobeni enantiomeru R,R v bunécné linii pankreatického nadoru PSN1 byl
pouzit detek¢éni systém xCELLigence RTCA (z angl. real-time cell analyzer). Systém
xCELLigence je zalozen na meéfeni impedance bun€k vredlném cCase, ¢imz umoziuje
monitorovani a charakterizaci bunécnych odpovédi a predikci mechanismu putsobeni
cytotoxickych latek. Pre-kultivované buriky PSN1 byly oSetfeny testovanymi slouceninami
v jejich ekvitoxickych koncentracich odpovidajicich hodnotam ICsp stanovenych
po 72 hodinach (ICso.72 n). Méteni bunécného indexu (CI) probihalo béhem celého prabéhu
inkubace bun¢k PSN1. V ¢ase, kdy byly k buiikam pridany studované komplexy byl stanoven
jako Cas, pro n&jz byl CI normalizovan, tedy vSechny kfivky byly v tomto ¢ase normalizovany
na hodnotu 1.
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Obrazek €. 13: Monitorovani bunécné odpovedi PSN1 bunéek po aplikaci studovanych
komplexil v realném Case.

Ze ziskanych dat je patrné, ze v prubéhu 17 hodin (inkubace bunék do druhého dne)
od nasazeni doslo k rychlému naristu hodnot CI. Tyto zmény odpovidaji adhezi bunék
na elektrody. Po aplikaci studovanych komplext k buikam doslo k poklesu hodnot CI, ktery
je zpusoben zmeénami puvodnich podminek jako je teplota média a mirnym ovlivnénim
dosavadni rovnovahy v jednotlivych jamkach pfidanim 50 ul roztoki testovanych komplext
nebo média v piipadé kontroly. Pokud by se prfidal k burikam vétsi objem roztokli doslo
by k vyznamnéjSimu poklesu hodnot Cl v disledku vyraznéjsiho ovlivnéni rovnovahy
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v jednotlivych jamkach, na kterou reaguji nasazené buiky (napf.: uvolnénim z elektrod, zména
morfologie). Jednd se ovSem o zcela bézny jev, ktery neovliviiuje vysledky experimentu.
Po treatmentu bunék bylo pozorovano zvyseni hodnot bunééné aktivity nad hodnoty stanovené
pro kontrolu. Tento narust byl zptasoben specifickou odpovédi bunék vyvolanou stresovym
faktorem, aplikovanymi komplexy. Mohlo dojit k ristu nebo déleni bunék, pfi kterych dochazi
k zvétSeni objemu a povrchu builky a zmén€ nasedani bunek na elektrodu, ptipadné k zméné
morfologického stavu bunék. Po uplynuti 16 hodin od oSetfeni (33 hodin) bunky v pfipadé
vSech komplext dale neproliferuji, ptipadné je jejich rust pouze mirn€ ovlivnén.

Profil TCRP enantiomeru R,R byl velmi podobny profilu pro oxaliplatinu (Obrazek ¢.
13). OvSem po 16 hodinach od oSetfeni bunék (33 hodin od zahajeni experimentu) zacal
normalizovany bunécny index (CI) enantiomeru R,R klesat, zatimco v pfipadé oxaliplatiny
nedoslo k zasadni zméné nebo pouze k mirnému zvySeni Cl. Profil TCRP pro oxaliplatinu tedy
naznacuje, ze po oSetfeni bunék adenokarcinomu pankreatu PSN1 oxaliplatinou se buiky
po 16 hodinach uvedou do klidového nebo mirn€ proliferaniho rezimu. Na rozdil
od oxaliplatiny hodnoty CI pro R,R-enantiomer nepftetrzité klesaly i po 16 hodinach od aplikace
komplexu. Z téchto vysledki vyplyva, Ze antiproliferativni aktivita R,R-enantiomeru pasobi
na buriky PSN1 po delsi ¢asovy interval. TCRP ziskané pro R,R-enantiomer a oxaliplatinu
v koncentracich blizkych jejich hodnotam ICs;72 n byly charakterizovany mirnym pocatecnim
zvySenim CI ve srovnani s kontrolou, po kterém nasledoval Casové zavisly pokles CI pod
kontrolni hladinu bez jakékoli znamky opétovného zvySeni. Pokles hodnoty CI odrazi
cytotoxickou aktivitu komplexti. Profily TCRP R,R-enantiomeru a oxaliplatiny odpovidaji
rastovym kfivkam sloucenin, které interferuji se syntézou a replikaci DNA, transkripci
a translaci. Tyto agens poskozenim DNA bunék indukuji zastaveni bunécného cyklu
nasledovaného bunécnou smrti. Kontinualni pokles CI v pfipadé R,R-enantiomeru, ale nikoliv
v piipadé oxaliplatiny, ukazuje na dal§$i mechanismus ucinku enantiomeru v buikach
adenokarcinomu slinivky bfisni, mimo interakci komplexti s bunéénou DNA. Profil TCRP
pro S,S-enantiomer byl také shodny s profily TCRP sloucenin poskozujicich DNA bun¢k.
V ptipadé S,S-enantiomeru byla ov§em pozorovana mirna proliferace bunék i po oSetfeni bunék
komplexem, avSak rychlost proliferace byla pod urovni rychlosti proliferace u kontrolnich
(netreatovanych) bunek. Tyto vysledky ukazuji na vyrazné nizsi antiproliferativni aktivitu
tohoto komplexu.

R,R-enantiomer tedy pusobi antiproliferativni aktivitou na buiiky PSN1 po delsi dobu
a daleko intenzivnéji n€z S,S-enantiomer. Vysledky také naznacuji, Zze R,R-enantiomer ptisobi
na nadorové buriky dvéma odlisnymi mechanismy, které zvysuji jeho antiproliferacni piisobeni.
Na zakladé profilu TCRP lze predpokladat, ze R,R-enantiomer interaguje s bunéénou DNA,
ale také stejné jako oxaliplatina pisobi i jinym mechanismem, ktery stimuluje bunécnou smrt.
V dalsich studiich jsme se tedy snazili podrobnéji prozkoumat ptsobeni R,R-enantiomeru
na PSN1 buiky a odhalit druhy mechanismus pusobeni R,R-enantiomeru.
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5.3 Inhibice rustu 3D sféroidi vytvorenych z bunék adenokarcinomu pankreatu

I po provedeni vSech zakladnich testd urCenych pro primarni charakterizaci novych
potencionalné protinadorove ucinnych komplext neni zcela jasna jejich efektivita na realné
nadory. Pro ovéfeni antiproliferativni aktivity komplexti mohou byt pouzity 3D bunécné
kultury, které predstavuji alternativu v prvni fazi hodnoceni mozného budouciho cytostatika
pro testy za in vivo podminek. Béhem tohoto experimentu se z nadorovych bunék kultivovanych
ve 3D prostredi formuji kulovité kolonie s typickym rozdélenim bunek do vrstev podle pfisunu
zivin a kysliku tzv. sféroidy [84]. Tyto 3D kolonie predstavuji modelové prostredi, ve kterém
probiha velka Cast procest béznych v in vivo a blizi se tedy vice podminkam in vivo nez 2D
kultury [86]. V této studii jsme se zaméfili na zhodnoceni ucinnosti zkoumanych latek
na viabilitu adenokarcinomu pankreatu v raznych fazich jeho vyvoje (Obrazek ¢. 14).

Pro tento experiment byly vytvoreny z bunék PSN1 za nizko-adhezivnich podminek
mikrotumory (3D sféroidy) o priméru od 0,6 mm do 1,5 mm. Antiproliferativni u¢innost
studovanych komplexii na mikrotumorech byla stanovena bioluminiscenénim testem
CellTiter-Glo 3D, navrzenym pro studii cytotoxicity v bunéCnych sféroidech a dalSich
mnohobunéénych strukturach rostoucich za 3D podminek pomoci méteni ATP. Pfi tomto testu
byl k sféroidim inkubovanych po dobu 144 hodin se studovanymi komplexy pfidan luciferin,
ktery reaguje sbunéfnou ATP za soucasného generovani luminiscencniho signalu.
Luminiscencni signal je umérny mnozstvi pfitomného ATP, které koreluje s poctem
zivotaschopnych bunék v 3D bunééné kulture.
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Obrazek ¢. 14: Grafické znazornéni aktivity zkoumanych komplexti v 3D sféroidech
adenokarcinomu pankreatu v jeho riznych fazich vyvoje.

Ziskana data naznacuji relativné malé rozdily v u¢innosti zkoumanych sloucenin Pt(II)
v mikronadorech o priméru asi 1 mm a méné. R,R-enantiomer vykazoval hodnoty ICso
ponékud niz§i neZz ostatni testované sloucCeniny (Obrazek ¢. 14). Pii zvySeni pruméru
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mikrotumort  doSlo k vyznamnému snizeni uCinnosti  oxaliplatiny, cisplatiny
a S,S-enantiomeru, ovSem nikoliv R,R-enantiomeru. Tyto vysledky naznacuyji,
ze R,R-enantiomer ma mnohem vétsi schopnost pronikat do pankreatickych nadord nez jeho
S,S enantiomer, oxaliplatina a cisplatina. Z téchto poznatki 1lze vyvodit zavér,
ze R,R-enantiomer daleko ucinngji inhibuje zivotaschopnost bunék PSNI1 obsazenych
v mikrotumorech nez konven¢ni oxaliplatina a cisplatina. Vykazuje tedy lepSi schopnost
pronikat do nadorti pankreatu nez ostatni studované komplexy. Tyto jeho vlastnosti z n€j Cini
slibného kandidata na budouci cytostatikum, které by mohlo nahradit oxaliplatinu
v chemoterapeutické 1€cbé rakoviny pankreatu.

Schopnost R,R-enantiomeru pronikat velmi ucinné do pankreatickych nadora
v porovnani s ostatnimi testovanymi komplexy nas piiméla k podrobné&j§imu prozkoumani
mechanismu akumulace tohoto komplexu do nadorovych bun¢k PSN1.

5.4 Studie bunécného prijmu

Bunécna akumulace je jednim z kliovych predpokladi cytostatického ucinku
protirakovinnych sloucenin [122]. Po GspéSném naakumulovani v rakovinnych buiikach mohou
slouceniny dosahnout svého molekularniho cile a podporovat vSechny nasledné reakce vedouct
k bunécné smrti nadora. Klinicky pouzivané platinové 1éky se pacientim nejcastéji podavaji
formou intraven6zni injekce nebo infuze. Po intravendznim podani se znacné mnozstvi
platinového cytostatika navaze na plazmatické proteiny v krvi. Vazba cytostatika na vhodné
proteiny predstavuje zasadni usnadnéni transportu platinovych 1é¢iv v krevnim fecisti
k nadorovym loziskim a klicovy faktor pro 1écbu nadort [123]. OvSem v pfipad€ navazani
cytostatika na proteiny obsahujici siru (glutation) dochazi k inaktivaci komplexu a ztratu jeho
terapeutickych vlastnosti [124]. Nadory akumuluji pfednostné transferin, lipoproteiny s nizkou
hustotou a albumin zejména mechanismem receptorové zprostfedkované endocytozy [125].
Driivéjsi studie prokazaly, ze expandujici nadory maji dvakrat az osmkrat vysS§i piijem
transferinu nez okolni normalni tkan a ve vyss§i mife vyuzivaji lipoproteiny s nizkou hustotou
(LDL) k syntéze novych plazmatickych membran [126]. Vazba platinovych 1é€iv na vhodné
proteiny piedstavuje slibny pfistup, jak obejit nezadouci vedlejsi cinky komplexti na normalni
bunky a zvysit jejich celkovou protinadorovou ucinnost. Tento pfistup tak umozni efektivné)si
a selektivngjsi transport komplext do cilovych nadorovych bunék.

Hodnoceni schopnosti zkoumanych sloucenin akumulovat se v butikdch adenokarcinomu
pankreatu PSN1 bylo provedeno na buikéach inkubovanych se studovanymi komplexy
v ekvimolarni koncentraci (I uM) po dobu 24 hodin. Obsah platiny v homogennim roztoku
bunééného peletu byl stanoven pomoci ICP-MS. Z vysledku vyplyva, ze v pfipadé aplikace
samotnych slouCenin byla nejvyss§i hodnota akumulované platiny zjiSténa v pfipadé oSetteni
bunék cisplatinou, pfiCemz nejniz§i hodnota byla stanovena pro enantiomer R,R.
S,S-enantiomer vykazoval v tomto ptipadé lepS§i schopnost akumulovat se nez oxaliplatina
a R,R-enantiomer. Tato skute¢nost mohla byt zptisobena prostorovym usporadanim kompexu,
které je odlisSné od R,R-enantiomeru a oxaliplatiny. Trend bunééné akumulace v tomto
experimentu tedy byl cisplatina > S,S-enantiomer > oxaliplatina > R,R-enatiomer
(Tabulka €. 3).
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Tabulka ¢. 3: Bunécna akumulace testovanych komplexti v burikach PSN1.

Akumulace samotnych Akumulace komplext navazanych na
komplexu (ng Pt na 10° bun¢k) | plazmatické proteiny (ng Pt na 10° bunék)
R,R-enantiomer 1,2+0,2 0,70 £ 0,04
S,S-enantiomer 2,1+£04 0,52+ 0,08
Mix 2,0+£0,1 0,61 +0,05
Cisplatina 3,5+0,1 0,53 £0,04
Oxaliplatina 1,6+ 0,1 0,57+ 0,05

Driive zminéné interakce klinicky pouzivanych platnatych cytostatik s plazmatickymi
proteiny nas inspirovaly ke stanoveni akumulace zkoumanych sloucenin Pt(Il) v buitkach PSN1
zprostiedkované sérovymi proteiny [127]. Za timto ucelem byly nejprve vytvoreny konjugaty
protein-sloucenina inkubaci testovanych latek po dobu 24 hodin pii 37 °C s fetalnim bovinnim
sérem (FBS). Vzorky byly nasledné dialyzovany pomoci 3500 kDa cut-off membran. Ziskané
vzorky obsahovaly pouze platinu vazanou na plazmatické proteiny. Déle byly buiiky PSN1
oSetfeny po dobu 24 hodin pfedem pfipravenymi konjugaty protein-sloucenina tak, aby
konecna koncentrace platiny byla 1 uM. Kone¢ny obsah platiny v burikach byl stanoven pomoci
ICP-MS. Prti inkubaci bunék s proteinovymi konjugaty testovanych komplext byla nejvyssi
hodnota akumulované platiny pozorovana u R,R-enantiomeru. Naproti tomu hladiny
akumulované platiny pozorované u ostatnich komplext byly témér stejné a vyznamné nizsi nez
v pfipadé R,R-enantiomeru (Tabulka ¢. 3). Tyto vysledky naznacuji, ze nizsi schopnost
R,R-enantiomeru akumulovat se v buiikach PSN1 jako volny komplex muize byt kompenzovana
jeho vyssi schopnosti byt transportovan do bunék jako navazany na plazmatické proteiny.

5.5 Tvorba lipidovych kapicek v buikdch PSN1 adenokarcinomu pankreatu

Predchozi studie ukazaly, ze nékteré sloucCeniny Pt(II)-DACHEX, jmenovité racemicka
smés [Pt(OXA)(1,2-DACHEX)] a oxaliplatina v bufikach karcinomu tlustého stfeva
rezistentnich vici oxaliplatiné (LoVo OXP) a smés cis,trans,cis-[Pt(OXA)(OBz)(18S,2S-
DACHEX)] a oxaliplatiny v buiikach karcinomu tlustého stteva HCT-15 indukovaly tvorbu
lipidovych kapének (LD) [68], [128]. Tvorba LD predstavuje indikéator indukce metabolického
stresu v oSetfenych burikach [129], [130]. Z tohoto divody byly vysledky studii interpretovany
tak, ze mechanismus ucinku slouc¢enin Pt(II)-DACHEX mize zahrnovat zmény v metabolismu
lipida 1é¢enych bunek rakoviny tlustého stieva [68], [128]. Otazkou ovSem je, zda slouceniny
Pt(II)-DACHEX mohou vyvolat zmény v lipidovém mechanismu také v burkach
adenokarcinomu pankreatu a zda schopnost R,R a S,S enantiomerti slouc¢enin Pt(II)-DACHEX
indukovat LD v PSN1 buiikach koreluje s jejich antiproliferativni aktivitou v téchto builkach
(Tabulka €. 1).

Pro ziskani dalSich informaci o mechanismu antiproliferativniho ptsobeni zkoumanych
sloucenin Pt(II)-DACHEX v burkach adenokarcinomu pankreatu, jsme se zaméfili
na zkoumani tvorby LD v butikdch PSN1 osetfenych R,R-enantiomerem, S,S-enantiomerem
a oxaliplatinou pomoci fluorescenéni sondy BODIPY™ 493/503 za vyuziti konfokalni
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mikroskopie [131]. Buriky PSN1 byly inkubovany s aplikovanymi komplexy o rdznych
koncentracich (1 az 25 uM) a po rtiznou dobu (1-24 hodin).

Obrazek ¢. 15: Konfokalni mikrofotografie lipidovych kapének detekovanych v PSN1
burikach oSetfenych studovanymi komplexy.

V ptfipadé neosetfenych bunék PSNI1 (Obrazek ¢. 15; panel 5) a bunék oSetfenych
S,S-enantiomerem (Obrazek ¢. 15; panel 3) nedoSlo ke generovani LD. Naproti tomu
po oSetfeni bunék R R-enantiomerem byla pozorovana vyznamna tvorba LD (Obrazek ¢. 15;
panel 2) a pouze stiedni mnozstvi LD se vytvofilo po aplikaci oxaliplatiny na buiiky LD
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(Obrazek €. 15; panel 4). Je pozoruhodné, Ze po oSetieni bunék PSN1 R,R-enantiomerem nebo
oxaliplatinou se LD generovaly v oblastech blizko buné¢ného jadra (zobrazeno na Obrazek €.
15 pro buriky osetfené zkoumanymi slou¢eninami v koncentraci 5 uM po dobu 24 hodin), coz
naznacuje, ze LD se pravdépodobné vytvotily v endoplazmatickém retikulu (ER) podle obecné
uznavaného modelu biogeneze LD [132], [133]. V pftipadé racemické smési komplext Pt(II)-
DACHEX (Obrazek ¢. 15; panel 1) doslo k vytvoreni pouze velmi malého mnozstvi LD. Tato
skuteCnost mize naznacovat vetsi zastoupeni S,S-enantiomeru ve smési nebo poukazovat na
jeho vétsi reaktivitu v porovnani s R,R-enantiomerem.

Obrazek ¢. 16: Snimky Casove zavislého apikalné fizeného pohybu LD v PSN1 buikéch
oSetfenych R R-enantiomere.

Dale byl v buitkkdch PSN1 po oSetfeni R,R-enantiomerem nebo oxaliplatinou pozorovan
Casove zavisly apikalné fizeny pohyb LD (Obrazek €. 16), ktery ustal po 24 hodinach. Béhem
tohoto pohybu se LD premistily na periferii intracelularni matrice bunék, blizko pseudopodii
bunék. Na obrazku c&islo 16 jsou zachyceny PSN1 buikky po 3 (panel 1), 4 (panel 2)
a 24 (panel 3) hodinach od aplikace R ,R-enantiomeru. Snimky zachycuji pocatek biogeneze
LD, které jsou zatim méné vyrazné a lokalizované do perinuklearnich oblasti, poptipade
se zaCinaji volné distribuovat v cytoplasmé. Nasledny posun k periferiim bunky je vyrazné
patrny az po onéch 24 hodinach. Tento pohyb ma napomahat rastu a rozkladu LD, umoziioval
tedy prenos zivin z mist syntézy do mist potieby [134]. Vysledky experimentt tedy ukazuji,
ze R R-enantiomer muze vyvolat metabolicky stres a pravdépodobné zpusobuje zmény
v lipidovém mechanismu.

Ve diiv§jsich studiich bylo také prokazano, ze v bunkach vystavenych ucinkim
reaktivnich forem kysliku (ROS) dochazi k zvysené stimulaci tvorby LD v disledku bunécné
obrany k molekulam ROS [135]. Cilem této reakce je odstranit ROS z buné¢k tak, aby dale
na bunku neplsobily. Pro potvrzeni, ze k tomuto mechanismu muaze dochazet také v pripadé
pankreatickych bun¢k PSN1 oSetfenych studovanymi slouceninami této studie, jsme stanovili
ptfitomnost ROS v burikach PSN1 oSetfenych 1, 5 a 10 uM slouceniny Pt(II)-DACHEX
a oxaliplatinou po dobu 24 hodin. Reaktivni formy kysliku byly kvantifikovany pratokovou
cytometrii pomoci fluorescencni sondy CellRox®. Nase pozorovani neodhalila zadnou tvorbu
ROS (Obrazek ¢. 17). Tyto vysledky nas vedou k zavéru, ze tvorba LD v buiikach PSNI
oSetfenych R,R-enantiomerem nebo oxaliplatinou nebyla vyvolana v dasledku ucinka ROS.
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Obrazek €. 17: Histogram Cetnosti molekul ROS v buiikach PSN1 po aplikaci
studovanych komplext.

Vysledky experimentd zaméfenych na tvorbu LD v burikach adenokarcinomu pankreatu
PSN1 (Obrazek ¢. 15) ukazuji, ze oxaliplatina a predevsim R,R-enantiomer slouCeniny
Pt (II)-DACHEX, ale nikoli jeji S,S-enantiomer, mize vyvolat metabolicky stres a stim
souvisejici zmény v metabolismu lipid. V dalSich pokusech jsme se tedy zaméfily na odhaleni
zpusobenych zmeén v metabolismu lipidi zpisobenych po aplikaci R,R-enantiomeru
Pt (I)-DACHEX v buiikach PSN1.

5.6 Analyza lipidovych metabolickych drah

Lipidy predstavuji ucinné stimulatory proliferace bunék lidského karcinomu slinivky
bfisni. OvSem v pfipadé nepankreatickych bunécnych linii nedochazi k stejnému efektu, tedy
v ptipadé€ jinych linii nedochazi k ucinné stimulaci proliferace [136]. Tato skutecnost ¢ini
z metabolismu lipida velmi atraktivnim faktor pro modulaci ristu bunék rakoviny slinivky
btisni [137]. Stimulace produkce LD by tedy mohla byt jednim z faktord odpoveédnych
za zménu esencialnich metabolickych cest lipida v bunikach adenokarcinomu pankreatu PSN1
oSetfenych RR-enantiomerem nebo oxaliplatinou. Nedavné studie navic také odhalili,
ze po oSetfeni bun€k kolorektalniho karcinomu oxaliplatinou dochazi ke zménam v zastoupeni
druhtt a metabolickych drah lipidd [138]. Oxaliplatina vyznamné snizuje expresi gentl
(downregulované) MOAGT2, LIPE a AADAC, které souviseji se syntézou a odbouravanim
TAG. Driv€jsi studie prokazaly, Zze downregulace MOGAT2 muze hrat zasadni roli
pii snizovani mnozstvi TAG v burikach kolorektalniho karcinomu. Soucasné se predpoklada,
ze arylacetamid deacetylaza (AADAC) by mohl hydrolyzovat TAG a produkovat mastné
kyseliny pro beta-oxidaci, jeho snizenim tedy dochazi k omezeni produkci mastnych
kyselin. Gen LIPE koduje hormon-senzitivni lipazu (HSL), enzym zodpovédny za lipolyzu
(rozklad) TAG. Buiika tedy snizuje nejen produkei ale i rozklad TAG na mastné kyseliny [138].
Oxaliplatina je schopna vyvolat stres v endoplazmatickém retikulu [139], [140] které
predstavuje hlavni bunécnou organelu ucastnici se lipogeneze a je mistem syntézy lipidovych
kapének [132], [141].
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Hladiny lipolyzy a lipogeneze v buiikach PSNI1 oSetfenych RR-enantiomerem,
S,S-enantiomerem, oxaliplatinou nebo cisplatinou po dobu 24 hodin byly stanoveny pomoci
vysoce citlivych kith Lipolysis Fluorimetric Assay Kit (Sigma) a Triglyceride Fluorimetric
Assay Kit (Sigma) v daném poradi. Fluorescencni signal ziskany z obou testi byl umérny
mnozstvi glycerolu v jednotlivych vzorcich, ktery se méti pfimo v ptipadé lipolyzy a po pridani
lipazy v ptipadé lipogeneze.
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Obrazek €. 18: Analyza lipolyzy a lipogeneze v buiikach PSN1 po aplikaci zkoumanych
sloucenin o rizné koncentraci.

Vysledky analyzy lipolyzy a lipogeneze jsou vyjadieny v relativnich fluorescen¢nich
jednotkach. Ziskana data predstavuji pruméry ze tii nezavislych experimenti ve Ctyfech
opakovanich pro kazdy soubor vzorka. Statisticka analyza byla provedena pomoci
neparametrického studentova T-testu porovnanim nameétfenych hodnot pro kontrolu s vzorky.
Tento statisticky test rozdéli ziskané vysledky podle nulové hypotézy na statisticky vyznamné
anevyznamné, tedy urci, zda ve vzorku doslo k vyznamnému poklesu nebo nariistu v porovnani
s kontrolou v sledovaném parametru. Nulova hypotéza byla definovana jako **p < 0,01, tedy
vzorek s koeficientem pravdépodobnosti p vypocitanym ze statistického studentova T-testu
mensim nez 0,01 je statisticky vyznamny vysledek a je oznacen znackou (**). Kromé
vzajemného rozdilu namétrenych hodnot se také bere v Gvahu u statistickych testi i pocet
opakovani experimentu.

Ziskana data (Obrazek €. 18) nenaznacuji zadnou zménu v Urovni lipolyzy po oSetteni
bunék v§emi zkoumanymi Pt(I) slouCeninami ve srovnani s neoSetfenymi kontrolnimi vzorky.
Naproti tomu v pfipadé lipogeneze byly patrné znacné zmény v naméfenych hodnotach
pro nékteré studované komplexy v porovnani s kontrolnimi vzorky. Velmi zajimavym zji§ténim
bylo, Ze studované enantiomery komplexu [Pt(OXA)(1,2-DACHEX)] vykazovaly velmi
odlisné ucinky na lipogenezi v buiikach PSN1. Zatimco S,S-enantiomer a cisplatina
nevykazovaly zadny ucinek na lipogenezi v bunikach PSN1, R,R-enantiomer vykazoval
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relativné vysoky inhibi¢ni ucCinek lipogeneze zavisly na koncentraci. Stejné¢ jako
R,R-enantiomer i oxaliplatina G¢inn¢ inhibovala lipogenezi v burikdch PSN1, ov§em v mens§i
mife néz R,R-enantiomer.

Skutecnost, ze R,R-enantiomer inhibuje de novo syntézu lipidd v PSN1 bunkach
(Obrazek ¢. 18) a zaroven podporuje tvorbu LD (Obrazek ¢. 15), predstavovala velké
prekvapeni. Jiz diive bylo prokazano, ze nadorové buriky ziskavaji lipidy nejen syntézou
de novo, ale také vychytavanim z extracelularniho prostfedi a lipolyzou [142]. Tvorba LD tedy
muze byt zcela nezavisla na de novo syntéze lipidu [143]. Bylo navrzeno, ze inhibice de novo
syntézy lipidi muze predstavovat novy piistup v boji proti rakoviné slinivky [144]. Na zakladé
ziskanych vysledku lze tedy navrhnout, ze mechanismus ucinku R,R-enantiomeru
a oxaliplatiny v burikach rakoviny slinivky bfisni mize zahrnovat zmény v lipogenezi.

Dale jsme se zaméfili na ziskani vice informaci o mechanismu, kterym zkoumané
slouCeniny [Pt(OXA)(1,2-DACHEX)] ovliviiuji drahu lipogeneze v buitkkach PSN1. Za timto
ucelem jsme provedli kvantitativni analyzu hladin mRNA pro nékolik pfedem vybranych
proteint zahrnutych v draze lipogeneze v burikach PSN1 oSetfenych zkoumanymi slou¢eninami
pomoci RT-qPCR. Namétené hladiny mRNA klicovych enzymi pro tuto metabolickou drahu
by mohly indikovat mechanismus inhibice lipogeneze a zaroven by mohly identifikovat
up- nebo down-regulované geny bunék PSNI osetfenych testovanymi komplexy
[Pt(OXA)(1,2-DACHEX)].

V této studii jsme tedy analyzovali hladinu mRNA odpovidajici proteinim, které
ovliviluyji metabolismus lipidi. Pro tento experiment byly vybrany Ctyfi enzymy jmenovite:
protein FAS, ACLY, SCD1 a SREBP1. Syntaza mastnych kyselin (FAS; Fatty Acid Synthase)
je multienzymovy protein katalyzujici de novo syntézu mastnych kyselin. U lidi je tento enzym
kédovan genem FASN. FASN predstavuje klicovy regulacni faktor syntézy mastnych kyselin.
V pfipadé zmény exprese genu FASN by doSlo k vyraznému ovlivnéni kapacity drahy
lipogeneze. Dalsim kliCovym enzymem v dréaze lipogeneze je ATP-citratlyaza (ACLY), ktera
zodpovida za syntézu cytosolového acetyl-CoA a uplatiuje se v nekolika dalSich
biosyntetickych drahach. ACLY je kliCovym enzymatickym prostfednikem mezi
uhlohydratovymi a lipidovymi metabolickymi drahami, tedy propojuje metabolismus glukézy
a lipida [145]. V neposledni fadé byl vybran protein SCDI1, tedy posledni enzym v draze
lipogeneze. Tento protein predstavuje metabolicky kontrolni bod v lipogenezi, ktery katalyzuje
syntézu nenasycenych mastnych kyselin [146]. Poslednim analyzovanym proteinem
byl SREBP1, ktery hraje klicovou roli pii usnadiiovani ukladani mastnych kyselin a triglycerid
[147]. Bylo prokazano, ze zvySena exprese SREBP1 indukuje biogenezi lipidovych kapének,
zejména prostiednictvim aktivace TRCS8 genu [148], [149].
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Obrazek ¢. 19: Relativni exprese mRNA vybranych gent souvisejicich s drahou lipogeneze
stanovena v butikach PSN1 oSetfenych testovanymi slouceniny.

Z naméfenych hodnot pro jednotlivé mRNA vybranych gent byla vypocitana metodou
27AAC relativni kvantifikace genové exprese, pricemz jako endogenni referencni kontrola byl
pouzit gen GAPDH a vzorky izolované z neosetfenych bunék PSN1 (kontrol) byly pouzity jako
arbitrarni kalibratory. Data byla podrobena statistické analyze pomoci Studentova t-testu
a vyznamny rozdil (*p < 0,05) od neoSetienych kontrolnich vzorki byl oznacen hvézdickou
v horni ¢asti sloupce. Chybové usecky jsou standardni odchylky vypocitané ze Ctyt nezavislych
experimentu s triplikaty v kazdém experimentu. Ziskana data naznacuji (Obrazek ¢. 19),
ze po oSetreni bunék PSN1 R,R-enantiomerem doslo k vyznamnému poklesu hladin mRNA pro
geny FASN a ACLY. Down-regulované hladiny mRNA pro enzym SCD1 nebyly hodnoceny
jako vyznamné podle statistické nulové hypotézy (p > 0,05). Pozoruhodné je, ze po 1é¢bé bunék
PSNI1 oxaliplatinou byla pozorovana urcita, ale statisticky nevyznamna down-regulace mRNA
enzymu FASN1 a SCDI1. Naproti tomu S,S-enantiomer vyvolal mirnou up-regulaci FASN
a SCDI, zatimco ACLY byl mirn€¢ down-regulovany v porovnani s neosetienymi vzorky.
V pripadé enzymu SREBP1, ktery ovliviiuje ukladani lipida do lipidovych kapének v bunkach,
byla pozorovana po oSetfeni buikdch PSN1 R,R-enantiomerem zvySend exprese tohoto
proteinu (Obrazek ¢. 19). Velmi podobny, ale méné vyrazny jev up-regulace SREBP1 byl
pozorovan i po lé€be bunék oxaliplatinou (Obrazek €. 19). Po aplikaci S,S-enantiomeru nedoslo
k vyvolani zadnych zmén, tedy tento komplex neovliviiuje expresi genu SREBP1. Tento zavér
koreluje s vysledky pozorovani detekce lipidovych kapének v buiikaich PSN1 po aplikaci
studovanych komplext [Pt(OXA)(1,2-DACHEX)].

Vysledky tedy naznacuji, Ze ze série testovanych slouc¢enin pouze R,R-enantiomer ucinné
snizil hladiny mRNA studovanych gent z drahy lipogeneze. Je velmi pravdépodobné,
ze konsensualni downregulace vede k inhibici nebo alespon zpomaleni celé drahy lipogeneze
v burikach PSN1 oSetfenych R,R-enantiomerem.
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5.7 Mechanismus smrti bunék adenokarcinomu pankreatu PSN1 po oSetreni
zkoumanymi Pt(IT) komplexy

Poslednim velmi zasadnim testem provadénym u vSech komplex(i s potencionalnim
protinadorovym pusobenim je stanoveni mechanismu bunécné smrti vyvolané po aplikaci
slouCeniny na nadorové buriky. Je vSeobecné znamo, ze apoptotické drahy pfispivaji
k cytotoxickému pusobeni vétSiny chemoterapeutickych 1ékt, vCetné klinicky pouzivanych
protirakovinnych platinovych 1éka, jako je cisplatina a oxaliplatina [150]. Pokud zptsobuji
potencionalni chemoterapeutika primarné nekrézu, hrozi po aplikaci této slouceniny
do organismu pacienta vyvolani fetézové nekrotické reakce okolni zdravé tkané v blizkosti
loziska nadoru. U nadort nereagujicich (necitlivé/rezistentni) na chemoterapii Casto selhava
aktivace apoptozy. Z vySe uvedenych divodd jsme hodnotili, zda je apoptoza klicovym
mechanismem bunééné smrti indukovanou v burikach adenokarcinomu pankreatu po aplikaci
R,R-enantiomeru, S,S-enantiomeru, oxaliplatiny a cisplatiny.

V tomto experimentu byly buiiky PSN1, které byly oSetfeny zkoumanymi slouceninami
v koncentraci odpovidajici jejich ICso72n po dobu 24 hodin a nasledné byly obarveny. Typ
a Cetnost bunécné smrti stimulované po osetieni testovanymi slouceninami byli kvantifikovany
béznym testem Annexin V/propidium jodid a analyzovany s pomoci dvoudimenzionalni
prutokové cytometrie.

Po provedeni testu muzeme buiiky rozdélit do Ctyt populaci: zivé (Annexin V negativni,
PI negativni), rané apoptotické (Annexin V pozitivni, PI negativni), nekrotické (Annexin V
negativni, PI pozitivni) buiiky a populaci s nespecifickou bun&énou smrti. Zivé buiiky nejsou
obarveny zadnymi fluorochromy. Ve vstupu PI do zivé bunék brani integrita membrany
a zaroven neni na vné&jSim povrchu membrany lokalizovan fosfatidylserin, se kterym by mohl
reagovat annexin V. Béhem rannych stadii apoptéozy dochazi k indukci velmi cCasné
membranové modifikace, pfi niz je translokalizovan fosfatidylserin z vnitini strany plazmatické
membrany na vnéj§i, coz umoziiuje jeho oznaCeni annexinem. Annexin sam o sobé neni
schopen vizualihovat buiiku, proto se pfi znaceni apoptotickych bunék vyuziva tento protein
konjugovany s fluorofory (pacific blue), které po navazani buiiku oznaci fluorescenénim
signalem. OvSem i pfes membranové modifikace st membrana udrzela integritu, ktera zabranuje
vstupu PI do bunék [151]. V pfipadé double pozitivnich (nespecificka bunécna smrt) populaci
se jedna jiz o znacné poskozené burky, u kterych se degradaci vytvaii pory v plazmatické
membrané umoznujici vstoupit PI i annexinu do nitra bunék. OvSem neni znamy pribéh,
kterym se buiky do tohoto stavu dostaly. Zaroven neni tento prubéh diky porusené integité
membrany mozné presné urcit. Predpoklada se, ze tato double pozitivni populace je vysledkem
nesCetného mnozstvi d&ju, které jsou nam prozatim znamy (rizné typy bunécnych smrti) [152].
Nekroza je charakterizovana ztratou cytoplazmatické membrany. Z tohoto divodu neni mozné
oznaCeni této populace annexinem. DNA nekrotickych bunék je obarveno cCervenym
fluorescencnim barvivem propidium jodid [151]. Naméfené hodnoty naSich vzorkd byly
porovnany s méfenim pozitivni kontroly na apoptézu. Pro kontrolu byl vyuzit Staurosporin,
ktery se ve vyzkumu pouziva k indukci apoptozy inaktivaci kaspazy-3 (CDK-3) [153].
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Tabulka €. 4: Detekce bunécné smrti v buitkkdch PSN1 po oSetfeni studovanymi
komplexy testem Annexin V/propidium jodid.

Viabilita Apoptoza Nekroza Nespecifikovana
(Anx-/PI-) [%] (Anx+/PI-) [%] (Anx-/PI+) [%] |BS (Anx+/Pl+) [%]
R,R-enantiomer 55,0+£5,0 20,0 +3.0 0,5+0.3 25,0+40
S,S-enantiomer 77.0 £ 7.0 12,0+ 1,0 02+0.1 11,0+ 1.0
Mix 70.0 £ 3,0 20,0 2.0 03+0.1 10,0+ 2.0
Oxaliplatina 75,020 13,0+ 3.0 0,6+0,2 12,0£2.0
Staurosporin 65,040 23.0+4.0 1,2+0.8 11,0+ 3.0
Kontrola 95.0 = 1,0 0.7+ 03 1.5+0,7 3.0+ 1.0

Data naznacuji (Tabulka ¢. 4 a Obrazek €. 20), ze vSechny zkoumané slouceniny stimuluji
apoptozu v bunkach PSN1. Data (2D density plot) z prutokového cytometru ukazuji diskrétni
populaci pozitivni na annexin (ANX-V) s dal§im pfechodem na dvojité pozitivni (ANX-V
+/PI+) populace. Smér jednotlivych populaci pfes kvadrant ANX-V +/PI- do kvadrantu
ANX-V+/PI+ ukazuje, ze apoptoéza je zakladnim mechanismem smrti bunék PSNI

indukovanym vSemi zkoumanymi sloufeninami Pt(II). V kvadrantu PI+, ktery slouzi

ke stanoveni Cetnosti nekrozy, nebyly pozorovany zadné buiiky. Apoptoticka odpoved byla
nejvyrazné€jsi po osetieni bunék PSN1 R,R-enantiomerem, coz je v souladu s jeho nejvyssi
antiproliferativni aktivitou v téchto buikach (Tabulka €. 1).
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Obrazek ¢. 20: Dot plot zobrazujici zastoupeni jednotlivych typ bunééné smrti
v populaci PSN1 bunék oSetfenych studovanymi komplexy stanovené testem
Annexin V/propidium jodid.
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo charakterizovat mechanismus pusobeni nové syntetizovaného paru
enantiomerd [Pt(OXA)(1,2-DACHEX)] na vybrané Skale nadorovych a nenadorovych
bunécnych linii. Zaméfili jsme se predevSim na antiproliferani plsobeni zkoumanych
komplexti v nadorovych bunkach a 3D modelech malignich tkani, akumulaci studovanych
sloucenin, a také identifikaci specifického vlivu testovanych latek na zivotaschopnost PSN1
bunéek. Hlavni vysledky lze shrnout do nasledujicich boda.

Pii studii antiproliferacni aktivity studovanych komplext, byly naméfené hodnoty 1Cso
obou enantiomert v fadech mikromolt pro vSechny zkoumané nadorové linie. Z vysledka
vyplyva, ze R R-enantiomer vykazoval pozoruhodnou schopnost inhibovat zivotaschopnost
bunék nadoru slinivky bfisni, u kterych byli jeho S,S-enantiomer a strukturalné piibuzna
klinicky pouzivana oxaliplatina méné UucCinné. Dulezitou vlastnosti R,R-enantiomeru
ve srovnani s S,S - enantiomerem byla jeho selektivita k malignim burikam. Pro lepsi pochopeni
jeho ucinku byly dalsi experimenty zaméteny piredevsim na bunécnou linii PSN1. Experimenty
provedené se 3D sféroidy prokazali trvalé a Gcinné potlaceni rustu nadoru slinivky bfisni
po aplikaci R,R-enantiomeru, nezavisle na velikosti tumoru. Tyto vysledky ukazuji na mnohem
vetsi  schopnost R,R-enantiomeru pronikat do pankreatickych nadorG v porovnani
s S,S-enantiomerem.

Ze studie zabyvajici se akumulaci studovanych komplexti v PSN1 burikach vyplyva,
ze R R-enantiomer je transportovan do malignich bunék jako konjugat s plazmatickymi
proteiny, ¢imz je pravdépodobné kompenzovana jeho nizsi schopnost akumulovat se ve forme
volného komplexu. Naproti tomu S,S-enantiomer se primarné akumuluje ve formé volného
komplexu. Odlisny zpisob transportu krevnim fecisttm by potencialné mohl piispét
k prodlouzeni intervalu ptsobeni R,R-enantiomeru v lidském organismu a zvysit jeho G¢innost.

Pii odhalovani specifického mechanismu pusobeni testovanych slouceniny, byla
pozorovana vyznamna tvorba a akumulace lipidovych kapének v buiikach PSN1 po aplikaci
R,R-enantiomeru. Vysledky dalSich experimentt potvrdily, Ze R,R-enantiomer mtze vyvolat
metabolicky stres a zmény v lipidovém mechanismu, konkrétné inhibovat de novo syntézy
lipid v bunkach pankreatického adenosarkomu a stimulovat apoptézu nadorovych bunék.

Komplex [Pt(OXA)(1R,2R-DACHEX)] vykazuje tedy vysoké terapeutické ucinky
a mohl by predstavovat budouci nadéjné cytostatikum uc¢inné pii 1é¢beé adenokarcinomu
pankreatu. Soucasné jsme prokazali zcela novy mechanismus pasobeni platinovych komplexa
v protinadorové chemoterapii cileny na metabolismus nadorovych bunék, ktery predstavuje
velmi atraktivni pfistup pro budouci 1écbu rakoviny.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AADAC
ACLY
ADP
ATP
BSA
CA 199
cAMP
cDDP
CDK-3
CI

CIC
CRTI1
CT
DAP
DCFH:-DA
DMF
DMSO
DNA
EGF

ER
ERCP
ESPA
FAAS
FADH2
FAS

FBS

arylacetamid deacetylaza

ATP-citratlyaza

adenosindifosfatu

adenosintrifosfat

hovézi sérovy albumin

nadorovy antigen 19-9

cyklicky adenosinmonofosfat

cis-platina

cyklin-dependentni kinaza 3

bunéény index

mitochondrialni transportnim protein citratu
transportér kreatinu 1

pocitacova tomografie
dihydroxyacetonfosfat

2' 7'-Dichlorofluorescein diacetat
N,N-dimethylformamid

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

epidermalni ristovy faktor
endoplazmatické retikulum

endoskopicka retrogradni cholangiopankreatografie
N-ethyl-N-(3-sulfopropyl)m-anisidin sodny
plamenovy atomovy absorpéni spektrometr
flavinadenindinukleotid

syntaza mastnych kyselin

bovinni fetalni sérum
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FDA
FFA
FGF2
G-1-P
GAPDH

GLUT

HDI
HPV
HSL
ICso
ICP-MS
LD
LDL
MMR
MQ voda
MRI
mRNA
MTT
NADH
NADPH
NER

NR

PBS
PCR

PET

Sprava potravin a 1é¢iv v USA

volné mastné kyseliny

fibroblastovy rastovy faktor

glycerol-1-fosfat

glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza

prenasece glukozy

jednotka Gray

index lidského rozvoje

lidsky papilomavirus

hormon-senzitivni lipaza

polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace

hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
lipidové kapénky

lipoproteiny o nizké hustoté

oprava chybného parovani

deionizovana voda v Cistoté Milli-Q z pfistrojii firmy Millipore
zobrazovani magnetickou rezonanci

informac¢ni nebo mediatorova RNA
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazolium bromid
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

nukleotidova excisni oprava

neutralni Cerven (3-Amino-7-dimethylamino-2-methylphenazine
hydrochloride)

fosfatovy pufr
polymerazova fetézova reakce

pozitronova emisni tomografie
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pH

PI
PAK
RI
RNA
ROS
rRNA
RTCA
RTG
RT-qPCR
SCD1
SI

SRB

TAG
TCA
TCRP
ULA
USG

UV zareni
VLDL

XTT

potencial vodiku

propidium jodid

proteinkinaza A

resistencni index

ribonukleova kyselina

reaktivni formy kysliku
ribosomalni ribonukleova kyselina
monitorovani bunék v redlném case
rentgenove zareni

reverzni transkripcni kvantitativni PCR
stearoyl-CoA desaturaza 1
selektivni index

sulforhodamin B (2-(3-diethylamino-6-diethylazaniumylidene-
xanthen-9-yl)-5-sulfo-benzenesulfonate)

triacylglycerol

kyselina trichloroctova

Casove zavisly profil bunécné odezvy
nizko-adhezivni povrch
ultrasonografie

ultrafialové zafeni

lipoproteiny o velmi nizké hustoté

2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-
karboxyanilid
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Pt(1) complex containing the 1R,2R enantiomer of
trans-1,2-diamino-4-cyclohexene ligand
effectively and selectively inhibits the viability of
aggressive pancreatic adenocarcinoma cells and
alters their lipid metabolism+

Vojtech Novohradsky, (2 Lenka Markova, £ 2 Hana Kostrhunova, (2
Marie Svitelova,® Jana Kasparkova, (2 2° Alessandra Barbanente, Paride Papadia, (¢
Nicola Margiotta, £ < James D. Hoeschele® and Viktor Brabec {2 *®

Here, we investigated the mechanism of antiproliferative action in cancer cells of new compounds struc-
turally derived from oxaliplatin, namely a pair of enantiomers [Pt(OXA)(1R,2R-DACHEX)] (1) and [Pt(OXA)
(15,2S-DACHEX)] (2) (OXA = oxalate, DACHEX = trans-1,2-diamino-4-cyclohexene). While oxaliplatin is
used almost exclusively to treat colorectal and other gastrointestinal cancers, new complex 1 shows
instead high potency in malignant pancreatic adenocarcinoma PSN1 cells including superior selectivity for
pancreatic cancer over noncancerous cells. Utilizing a multi-platform biochemical approach to study the
unique features of the mechanism of action of this new platinum-based drug, we show that 1 has a much
greater ability to penetrate pancreatic tumors than its S,S enantiomer 2 and oxaliplatin, and to be trans-
ported into cells as bound to plasma proteins. Additionally, the mechanism of action of 1 and, to a lesser
extent, oxaliplatin in pancreatic cancer cells involves alterations of the lipogenesis pathway, namely inhi-
bition of de novo lipid synthesis, acting by a new mechanism not yet considered for anticancer action of
clinically used antitumor platinum drugs. These data highlight the functional diversity of platinum anti-
cancer compounds and the potential benefits of finding new anticancer drugs applying a mechanism-
based rationale.

cancer include chemotherapy which may be used at any stage
of pancreatic cancer to kill cancer cells. Chemotherapeutic

High incidence of malignancies continuously stimulates the
search for therapeutically active compounds, bringing at least
a higher life expectancy for newly diagnosed patients. Despite
the large spectrum of available cytostatic drugs, biological
medicines, and treatment approaches, pancreatic carcinoma is
still one of the worst treatable, most aggressive, and finally the
most lethal type of cancer. The main treatments of pancreatic
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1 Electronic supplementary information (ESI) available: Cell death detection in
PSN1 cells. See DOI: https:/doi.org/10.1039/d2qi00778a
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drugs that are commonly given alone or with other drugs to
treat pancreatic cancer also encompass conventional oxalipla-
tin (1R,2R-DACH(OXA)platinum(i), DACH = diaminocyclohex-
ane, OXA = oxalate)."

Metabolic changes are currently gaining prominence in
pancreatic cancer research, bringing new opportunities to
develop new therapies for this disease. Previous studies show
that in pancreatic cancer, metabolic reprogramming occurs at
the level of all main cell nutrient supplies, such as glucose,
amino acid, and lipids.”> Cancer cells are often exposed to
nutritionally poor environments with low availability of oxygen
and other primary energy sources. Hence, metabolic stress
stimulates cancer cells to develop a new strategy for overcom-
ing unfavorable conditions and adapting the metabolism to be
effective for the expansion of cancer cells.® The critical charac-
teristic of many cancer cells is the elevated de novo synthesis of
fatty acids, where up to 93% of fatty acids are newly syn-
thesized from mitochondrial citrate. Moreover, detailed pan-
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