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ABSTRAKT

Nadorova onemocnéni stale predstavuji vyzvu v hledani ucinné terapie. Jednou z moznosti je
chemoterapie, ktera vyuziva noveé syntetizované a testované platinové komplexy s potencidlem
v 1é¢bé nadorovych onemocnéni. Cilem této prace bylo zkoumat antiproliferativni aktivitu
nového platinového komplexu, jeho prinik a akumulaci v nddorovych buiikach a také jeho
antimigracni vlastnosti.

Antiproliferativni aktivita byla hodnocena pomoci MTT testu a CellTiterGLo assay. Prinik
a akumulace komplexu byly studovany metodou hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem (ICP-MS). Antimigrac¢ni vlastnosti byly zkoumany pomoci metody zacelovani
Jizvy.

Komplex prokézal ucinnou antiproliferativni aktivitu, prinik a akumulaci v nadorovych
bunikach. Zaroven byly potvrzeny jeho antimigracni vlastnosti.

ABSTRACT

Tumor diseases continue to pose a challenge in the search for effective therapy. One option is
chemotherapy, which utilizes newly synthesized and tested platinum complexes with potential
in cancer treatment. The aim of this study was to investigate the antiproliferative activity of
anew platinum complex, its penetration and accumulation in tumor cells, as well as its
antimigratory properties.

Antiproliferative activity was assessed using the MTT test and CellTiterGLo assay. Complex
penetration and accumulation were studied using inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS). Antimigratory properties were examined through scratch assays.

The complex demonstrated effective antiproliferative activity, penetration, and
accumulation in tumor cells. Additionally, its antimigratory properties were confirmed.

KLICOVA SLOVA

platinové komplexy, antiproliferativni aktivita, dasatinib, cisplatina, HJC0152, nadorové
bunécné linie
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1 UVOD

V soucasné¢ dobé€ jsou nddorova onemocnéni velmi rozsifend. Jejich 1é¢ba zahrnuje rtzné
metody, a jednou z nich je chemoterapie, kdy jsou k 1écbé nadord vyuzivana 1éCiva, tzv.
chemoterapeutika. Tyto Iéky ptisobi na rakovinné buiiky takovym zptisobem, ze jednak narusuji
jejich rychlé déleni, ¢imz zastavi nekontrolovanou proliferaci nadoru ¢i mohou zptisobovat
pfimo bunécnou smrt nadorovych bunék. Cytostatickych ¢i cytotoxickych 1é¢iv pouzivanych
k 1é¢bé naddorovych onemocnéni je cela fada. Zajimavou skupinou jsou lé¢iva zahrnujicich
ve své struktufe tézky kov, tzv. metalofarmaka. Velkou vyhodou metalofarmak je jejich
chemickd rozmanitost. Nejznaméjs$i skupinou metalofarmak jsou komplexy s centralnim
kovem platiny. Platinové komplexy se jiZ v dnesni dob€ hojné vyuzivaji v klinické praxi. Mezi
platinové komplexy se fadi cisplatina a 1 se svymi derivaty oxaliplatinou, karboplatinou,
nedaplatinou, heptaplatinou a lobaplatinou.

Bohuzel 1é¢ba spojena s metalofarmaky s sebou nese celou fadu nezadoucich u¢inkd, jakymi
jsou nefrotoxicita, ototoxicita apod. ¢i jejich neucinnost u nadort s vrozenou ¢i postupem ¢asu
ziskanou rezistenci. V soucasnosti jsou hleddna nova léCiva, kterd by byla schopna vyse
zminénym nezadoucim ucinkim predejit. Zajimavym pfistupem je spojeni vice biologicky
aktivnich latek do jedné molekuly, coz umoznuji pravée latky obsahujici ve své struktute tézky
kov.

Predkladana prace se zabyva jednim z téchto novych 1é€iv, kdy je v jedné molekule spojena
cisplatina, inhibitor tyrozinovych kinaz dasatinib a STAT inhibitor HIC0152.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Nadorova onemocnéni

Rakovina je nadorové onemocnéni, které se projevuje mutaci nékterych skupin bunék
v organismu. MuZe se objevit t¢émét kdekoliv v lidském téle, které je slozeno z bilioni bunék.
U tohoto rlGznorodého souboru chorob rakovinné builkky poskozuji okolni organy
a nekontrolované se déli, coz vede k tvorbé nadort. Tyto shluky tkdn€¢ délime na zhoubné
a nezhoubné nadory. U zhoubnych nadort se projevuje malignita, kdy naddor prorasta do okolni
tkang, napada organy a zaklada vzdalena nadorova loziska, tzv. metastazy [1, 2].

Pfi metastazovani se rakovinné bunky §ifi z piivodniho mista, kde vznikly, do jinych ¢asti
téla. Obrazek 1 znazornuje, jak se nadorové bunky oddé€luji od ptivodniho nadoru a putuji
lymfatickym nebo krevnim systémem do jinych organt ¢i tkani. Metastaticky nador je tvofen
pivodnimi rakovinnymi bunikami. Pokud se naptiklad rakovina prsu rozsifi do plic, jsou
v plicich pfitomny rakovinné bunky prsu, nikoliv bunky rakoviny plic [1, 2].
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Obrazek 1: Vznik metastatického nadoru z puvodnich rakovinnych bunék [2].

Rakovinné buiiky se li§i od normalnich bun¢k v tom, Ze nepodléhaji pokyniim genii. Geny
normalnich buné€k urcuji pravidla, kterymi se maji fidit — naptiklad kdy zacit nebo prestat rlst
(viz. Obrazek 2). Rakovinné bunky se mnozi nekontrolovatelné¢ a ignoruji signaly
programované bunééné smrti (apoptdzy). Navic rostou rychleji nezZ normalni buitky. Rakovinné
buniky také pronikaji do dalSich Casti t€la a unikaji imunitnimu systému, ktery by mél
odstrafiovat poskozené a abnormalni bunky [1, 2, 3].
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Obrazek 2: Rozdil mezi normalni a rakovinnou bunkou [3].

2.2 Terapie nadorového onemocnéni

Nadorové onemocnéni Ize v dnesni dob¢ 1€€it riznymi zpiisoby; chirurgicky, chemoterapii,
radioterapii, hormonalnég, transplantaci kmenovych bun¢k atd. Chemoterapie vyuziva léky
k zabijeni rakovinnych bunék [4]. Konkrétné pouziva cytostatika, ktera jsou navrzena tak, aby
zpusobovala bunécnou dysfunkci. Zménou metabolismu nadorovych buné€k cytostatika inhibuji
jejich rust a blokuji jejich bunécné déleni a reprodukci [5]. Lécba snizuje pocet rakovinnych
bunék na minimalni troven, v tomto okamziku odstrani jiné mechanismy (napi. programovana
bunécna smrt) zbyvajici nadorové bunky. Pii chemoterapii je hlavnim cilem vylécit pacienta a
je dulezité to provést co nejucinnéji. K posileni chemoterapie bylo navrzeno nékolik alternativ,
jako je pouziti kombinaci toxickych 1ékli, imunoterapiec a v posledni dobé viroterapie.
Pfi pouziti cytostatika k podpote cytotoxického 1é¢iva v chemoterapii existuji v Iékarské
literatute dikazy, Ze tento typ kombinované terapie ma zvysSenou ucinnost [6].

2.2.1 Metalofarmaka

Casta 1é¢iva pouzivana k 1é¢bé nadorového onemocnéni jsou metalofarmaka. Jako wéinnou
latku obsahuji kov jako je naptiklad platina, lithium, stfibro, bismut, ruthenium a zelezo [7].
Obrézek 3 poukazuje na strukturu metaloléciva, kde M piestavuje kov a L navdzané ligandy.
Pii sestavé metaloléciva ovliviiuje volba kovu, ligandu a oxidacni stav kovu konecné
fyzikéalné-chemické vlastnosti, farmakokinetiku a také biologickou aktivitu [8].
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Obrazek 3: Struktura metaloléciva. Prevzato z [8] a upraveno.

Metalofarmaka s terapeutickymi 1 diagnostickymi ucely byla vyvinuta z obrovského
mnozstvi kovovych komplext nejen pro 1écbu rakoviny, ale 1 pro l1écbu diabetes, zanéti,
kardiovaskularnich a neurodegenerativnich onemocnéni. Nékterd z nich byla schvalena
pro I¢kaiské oSetfeni nebo pro klinické zkousky. Ve srovnani s organickymi 1é¢ivy, kterd se
ve farmacii vyuzivaji Castéji 1 s jejich biologicky odvozenymi slouceninami, metalofarmaka
stale ptitahuji pozornost svymi jedineCnymi a fascinujicimi vlastnostmi [9].

Vétsina schvalenych terapeutickych latek jsou na organické bazi [8]. Matalofarmaka jsou
ale na rozdil od organickych molekul biologicky a chemicky rozmanita, coz je jich hlavni
vyhodou. U organickych sloucenin je tato rozmanitost nedostupnd. Metalofarmaka neboli
1é¢iva na bazi kovli nabizeji rozmanitost ve form¢ rtizné koordinacni geometrie jako jsou
¢tvercové rovinng, Ctvercové pyramidalni, Ctyfsténné, trigonalni bipyramidové a osmisténné
tvary. Geometrie mize také zaviset na proménnych koordinac¢nich cislech centralnich
kovovych iontl, ty dodavaji komplextim Siroky rozsah bioaktivity v biologickych procesech.
Kovové ionty maji samy o sobé jedinecné fyzikalné-chemické vlastnosti. Dalsi z rozmanitosti
jsou oxidacni stavy kovovych iontil. Pii vétSim poctu téchto stavii se budou komplexy chovat
redoxn¢ a budou vykazovat novy mechanismus ucinku v biologickych procesech. Mezi
rozmanitosti se fadi jeSté vSestranné strukturni vlastnosti, typy a pocty ligandi a riizné typy
substituce liganda [9].

Metalofarmaka jsou ¢asto proléciva, kterd jsou aktivovana pfi cesté k cilovému mistu nebo
ptimo v ném. ProléCivo je latka, ktera vykazuje farmakologicky efekt az poté, co projde
biotransformaci. K aktivaci v cilovém misté miize dojit vné&j$im stimulem jako je svétlo, zvuk,
teplo a zéteni. Pfi této aktivaci dochazi k otevieni chelatového kruhu, vytésnéni jednoho nebo
vice labilnich ligandi nebo ke zméné oxidacniho stavu (energetického stavu) kovu nebo
ligandu. Metalofarmaka mohou byt také aktivovana hydrolyzou, redoxné, fotoaktivaci,
ionizujicim zéafenim atd. [7, 10].

2.2.1.1 Cisplatina a jeji derivaty

Platinové komplexy hraji od doby objeveni protinddorové Uc¢innosti cisplatiny dileZitou roli
v klinické chemoterapii. Cisplatina tedy byla prvni slouceninou platiny s protinadorovou
aktivitou [11]. Do doby jejiho objevu byly v klinické terapii pouzivané pouze organické
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slou¢eniny [12]. Platinové komplexy zpisobovaly zavazné vedlejsi uc¢inky spojené s 1ékovou
rezistenci, ¢imz bylo omezeno jejich pouziti. To byl diivod k vyvoji novych komplext platiny
se stejnou nebo vyssi protinddorovou aktivitou a nizsi toxicitou pro vyuziti v chemoterapii
rakoviny. Komplexy se skladaji z centralni platiny, dvou stabilnich aminti a odstupujicich
skupin [11]. Kromé cisplatiny bylo pro 1écbu rakoviny schvaleno pét jejich derivatd, a to
oxaliplatina, karboplatina, nedaplatina, heptaplatina a lobaplatina (viz. Obrazek 4). Oxaliplatina
a karboplatina se stejn¢ jako cisplatina pouzivaji celosvétove. Tyto tii slouceniny vykazuji
cytotoxické ucinky tim, ze se navazou na DNA, inhibuji procesy replikace i transkripce a
iniciuji bunéénou drdhu vedouci k bunécné smrti. Zbylé tf1 derivaty se pouzivaji zatim jen
ve specifickych zemich. VSech pét sloucenin obsahuje chelatacni ligandy nachazejici se naproti
aminovych skupin. Ligandy jsou pomalu nahrazovany molekulami vody [13].

HN Ll HN, O !j.\ pe o
II:N)\L'] H;\')\H C'h\/]\”_(“
(8] :

cisplatin carboplatin oxaliplatin
HyN, n:/r >_<{m NH,
H;yN '\.H
nedaplatin heptaplatin
\] 1
'\] 1- 8
lobaplatin

Obrazek 4: Platinové komplexy (* oznacuji chiralni centra) [5].

Platinové komplexy jsou schopné vstupovat nebo vystupovat z bunék transmembranovym
transportnim systémem. Obrazek 5 ukazuje, Ze platinové komplexy se zaméfuji hlavné
na DNA. Po vstupu komplexu do buriky jejich mechanismus zavisi na odstoupeni hydrolyzujici
skupiny z centralni platiny. K odstoupeni dochazi z divodu relativné nizké koncentrace
chloridovych iontl v cytosolu buriky a po odstoupeni se substituuje jeden nebo dva chloridové
ligandy molekulami vody. Nakonec dochazi k tvorb€ vnitrofetézcovych pti€nych vazeb s DNA,
¢imz se inhibuje syntéza DNA [13, 14].
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Obrazek 5: Hydrolyza cisplatiny a adutkii indukovanych v DNA. a) vnitroretézcova cisplatina spojujici
dva sousedni guaniny, b) vnitroretézcova cisplatina spojujici adenin a guanin; c) 1,3-vnitroretézcova
cisplatina spojujici dva guaniny oddélené dalsi intervenujici bazi; d) monofunksni adukt,

e) vnitroretézcova cisplatina; f) DNA-platina-proteinova cisplatina [13].

Oxaliplatina ma na rozdil od cisplatiny dvé aminové skupiny nahrazeny
trans-1,2-diaminocyklohexanem, ¢imz je zlepSena jeji protinddorova aktivita [15]. Jeji cely
chemicky nazev je (trans-R,R-cyklohexan-1,2-diamin)oxalitoplatina (IT) [16]. Oxaliplatina ma
nahrazené 1 chloridové ligandy za bidentatni oxaldtovou skupinou odvozenou od kyseliny
Stavelové, ¢imz je zlepSena jeji rozpustnost ve vodé [13]. Oxaliplatina se pouziva zejména
k 1écbé metastatického kolorektalniho karcinomu. Pravé pro pacienty, u kterych se objevila
rezistence na cisplatinu, byla vyvinuta oxaliplatina. Po nésledné recidivité je opét mozné 1éceni
cisplatinou [17].

Uplny chemicky nazev karboplatiny je diammin(cyklobutan-1,1-dikarboxylat)platina (II),
¢imz se jedna o koordinac¢ni slouceninu platiny (II), stejné jako oxaliplatina [16]. Karboplatina
se jako léCivo pouziva proti rakoviné hlavy, krku, plic a vajecnikii. Karboplatina se v chemické
struktute od cisplatiny liSi predev§im ptitomnosti bidentdtového dikarboxylatového ligandu
misto dvou chloridovych ligandi [5].

Dal$im derivatem odvozenym od cisplatiny je také nedaplatina (chemicky nazev
cis-diammineglykolatoplatina (II)). Opét se jedna o platina (II) koordina¢ni komplex [16].

Z hlediska vyznamnosti cis-konfigurace v molekule cisplatiny na jeji protinddorovou
ucinnost byl pro srovnani vytvoten také jeji trans-analog — transplatina. Zajimavym zjiSténim
pak bylo, Ze platinové komplexy v cis-konfiguraci vykazuji vyssi protinadorovou uc¢innost,
transplatina totiZ se svoji trans konfiguraci postrada protinddorovou aktivitu. Obrazek 6
znazornuje rozdilnou konfiguraci cisplatiny a transplatiny [13].
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Obrazek 6: Struktura transplatiny a cisplatiny [18].

Cisplatina se pouziva na 1éc¢bu riznych solidnich nadord, jako je rakovina plic, d€lozniho
¢ipku, varlat, vaje¢niku, mocového méchyte, hlavy a krku, Zaludku a n€kolik dalSich. Je jednim
znejpouzivanéjSich a  nejpotencialnéjSich  1ékt.  Jeji  chemicky  ndzev  je
cis-diaminedichloroplatina (II) a Obrazek 7 zobrazuje jeji strukturu. Cisplatinou je 1éceno téméet
50 % vSech pacientti [19, 20, 21].

Obrazek 7: Struktura cisplatiny [19].

Nejpfijatelnéjsi mechanismus cisplatiny zavisi na interakci s purinovymi bazemi na DNA,
¢imz se generuji 1éze DNA. Pficemz cisplatina vykazuje protirakovinnou aktivitu mnoha
mechanismy. Svou aktivitu uplatiiuje tim, Ze napadd vice mist najednou. Vaze se
na genomickou DNA (gDNA) nebo mitochondridlni DNA (mtDNA) [19].

Jak jiz bylo zminéno, podrobnéj$i mechanismus probihd aktivaci cisplatiny po vstupu do
cytoplazmy nahrazenim atomil chloridu molekulami vody. Na proteinech vzniké4 elektrofil
s afinitou k donorovym atomim dusiku na nukleonovych kyselindich a sulthydrylovych
skupinach. Opét je aktivovano nékolika signdlnich transdukénich drah po selektivni vazbé
na 1,2-vnitrofetézcové kiizové vazbé purinovych bazi, které nakonec vedou k indukci
apoptotické bunééné smrti [19].

K toxicité cisplatiny pfispivaji nefunkéni adukty a mezifetézcové a vnitrofetézcové pricné
vazby. Adukty cisplatina-DNA se nejb&zné&ji tvoii v polohach N7 imidazolového kruhu dvou
sousednich guanini prostfednictvim kovalentni vazby [20].

Cisplatina je omezena jejimi vedlej$imi u¢inky a 1ékovou rezistenci. Kviili tomu neni mozné
vyuZit jeji plny potencidl, je omezena jeji aplikace a ucinnost. Rezistence na cisplatinu zavisi
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na mnoha faktorech, mezi které se fadi zvySend oprava 1ézi DNA, snizeni akumulace 1é¢iva
uvniti rakovinovych bunék a inaktivace 1é¢iva vazbou na rizné proteiny jako je glutathion a
metalothionein. Kombinované terapie jsou pouzivané pro minimalizaci vedlejSich ucinkt a
rezistence na cisplatinu. Z terapie cisplatinou vychéazi vysokéd systémova toxicita, jako je
nefrotoxicita, hepatotoxicita, gastrointestindlni toxicita, neurotoxicita a ototoxicita. Je tedy
vysoka snaha o vytvoreni substituenti cisplatiny. Zatim byly celosvétovée schvaleny pouze dva,
a to karboplatina a oxaliplatina [19].

2.2.1.2 Pt (IV) komplexy

Pt (II) koordina¢ni slouceniny jsou znamé pro své antiproliferativni U€inky. Mezi tyto
slou¢eniny spada cisplatina a jeji derivaty (viz. kap. 2.2.1.1). Z diivodu nutného intravendzniho
podani platinovych (II) koordina¢nich komplexi byly vyvinuté platinové komplexy ,,treti
generace®. Tyto komplexy obsahuji Pt (IV) jadro s Sesti navazanymi ligandy [16].

Komplexy Pt (IV) by mély byt odolné vii¢i hydrolyze zalude¢nimi $tdvami, coZ by mélo
vést k moznosti peroralniho podani [16]. Dalsi studie popisuji, Ze Pt (IV) mohou uc¢inné
piekonavat vedlejsi ucinky cisplatiny a dalSich 1&Civ [22].

Nasledujici komplexy prosly klinickymi studiemi hodnoticimi bezpe€nost a u€innost 1éCiva,
coz je nutny krok k jejich schvéleni pro bézné pouZivani. Jedna se o komplex tetraplatina,
iproplatina a satraplatina, jejichz chemickou strukturu zndzoriiuje Obrazek 8. Tetraplatina
neboli  ormaplatina s chemickym  nazvem  cis-tetrachlorido(1R,2R-cyklohexan-1,2-
diamin)platina (IV) ma vyssi akumulaci platiny ve srovnani s cisplatinou a oxaliplatinou. U
tetraplatiny je jeji vyssi akumulace doprovazena vyssi neurotoxicitou. Iproplatinu s chemickym
nazvem cis,trans,cis-dichloridodihydroxodiisopropilaminoplatina (IV) je méné¢ ototoxicka a
organové toxicka nez cisplatina s jeji vysokou ototoxicitou a nefrotoxicitou. Od iproplatiny se
upustilo vzhledem k tomu, ze nevykazovala lepsi aktivitu nez cisplatina nebo karboplatina.
Satraplatina je trans,cis,cis-bis(acetato)ammin(cyklohexylamin)dichloridoplatina (IV) s velkou
pozornosti jako prvni peroralni Pt (IV) IéCivo. Peroralni podani satraplatiny je mozné vzhledem
k ptitomnosti dvou ethylovych skupin, které zpisobuji mensi rozpustnost ve vod¢ a dobrou
rozpustnost v tucich. [16, 22].

0

Obrazek 8: Strukturni vzorce tetraplatiny (1), iproplatiny (2) a satraplatiny (3). Prevzato z [22] a
upraveno.

Obrézek 9 zobrazuje obecny vzorec [Pt(L)2(L")2(L")2] komplexi platiny (IV), kde L jsou
axialni ligandy Cl-, RCOO- nebo OH-, L' jsou ekvatoridlnimi ligandy jako dva aminy nebo
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jeden diamin a L" je Cl- nebo glykolat. Platinové komplexy (IV) se povazuji za proléciva
z diivodu pomalejsiho podléhani substitucnich reakci ligandt nez Pt (II) komplexy. Jiné studie
vSak dokazuji, ze ne vSechny Pt (IV) komplexy musi nutné piisobit jako proléciva. K aktivaci
Pt (IV) komplexti dochézi redukei na Pt (II), kdy nasleduje hydrolyza a elektrofilni itok na
DNA (viz. Obrazek 9) [16]. Geometrie Pt (I) komplexi je ¢tyrkoordinovana. oproti tomu je
geometrie Pt (IV) komplext oktaedrickd a nasycena. Vétsi stabilita Pt (IV) komplexti oproti
Pt (I) muze prispivat ke snizeni nezddoucich reakci [16].

k
L%, | (V) ) L%, () -
L'F"Pt""'m“m“ll- + 2 E_ ; Ll Pl‘;“".uun L + 2 L_
\ \ L] Lli
L

Obrazek 9: Obecné schéma dvouelektronové redukce komplexu Pt(IV) v oktaedrickém usporadani

[16].

2.2.2 Terapie nadorovych onemocnéni — inhibitory

2.2.2.1 Inhibitory Src kinaz — dasatinib

Src je proteinova tyrozin kindza schopna regulovat rizné nadorové procesy na intracelularni
urovni. Mezi tyto procesy patii invaze, rast, preziti, adheze a exprese vaskularniho
endotelidlniho rastového faktoru (VEGF). Inhibitory Src jsou schopny zabranit riistu bunék
u karcinomu jater, prsu, vajecniku a tlustého stfeva, proto jsou navrhovany jako protinadorové
1é¢ebné postupy [23]. Tyrozin kinazy se podileji na vzniku a progresi nadori [24]. VEGF je
gen, ktery je klicovym mediatorem pii tvorbé novych krevnich cév tzv. agiogenezi. Pii
nadorovém onemocnéni je regulace VEGF zvysena, ¢imz dochazi k zdsobeni a vyzivé
vznikajiciho nadoru. Kromé toho reguluje Src funkci osteoklastli v norméalni kosti a kostnich
metastazach [25].

Dasatinib (viz. Obrazek 10) je inhibitor tyrozin kindzy. V klinice se pouziva k 1é¢bé
chronické myeloidni leukémie a akutni lymfoblastické leukémie s pozitivnim filadelfskym
chromozomem [26]. Dasatinib tedy pisobi jako cytostatikum inhibujici procesy bunécné
proliferace, invaze a metastdzovani. Dasatinib vykazuje synergickou nebo aditivni aktivitu
s celou fadou dalSich latek, ¢imz se stavd vhodnym adeptem pro kombinovanou 1écbu [27].
Kombinaci dasatinibu s dal§imi neoplastickymi 1é€ivy se zvySuje jeho G€innost a protinadorova
aktivita. Dasatinib vykazuje krom¢ riznych druhil protinadorové aktivity i1 antiproliferacni a
antiinvazivni vlastnosti. Potencidlni usmrceni rakovinnych buné€k spocivd u dasatinibu
v posileni imunitnich bunék organismu [28].
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Obrazek 10: Struktura dasatinibu. Prevzato z [23] a upravano.

Dasatinib je inhibitor tyrosin kindzy druhé generace a je asi 300krat G¢innéjsi nez zastupce
prvni generace imatinib [28, 29]. Imatinib je prvnim inhibitorem tyrozin kindzy pouzivanym
pro lécbu chronické myeloidni leukémie. Dal$imi inhibitory tyrosin kindz, které jsou v dnesni
dob¢ vyvijeny a studovany jednak pro 1€¢bu chronické myeloidni leukémie, ale také pro jejich
ucinnost v pevnych nadorech, jsou naptiklad bosutinib, ponatinib ¢i nilotinib [29, 30].

2.2.2.2 Inhibitory STAT3 — HIC

STATS3 je ¢lenem rodiny STAT, coz je pfenasec signdlu a aktivator transkripce. Rodina STAT
se u savcu sklada ze 7 Clent. STAT3 je tedy transkripéni faktor, coz je protein. Mize byt
aktivovan ritiznou fadou cytokini a rastovych faktori [31, 32]. Ovliviiuje bunécnou
diferenciaci, tumorigenezi, bunécny riist a progresi rakoviny za patologickych a fyziologickych
stavlli. STAT3 je vysoce aktivni u mnoha druhii rakovinného onemocnéni, jako je onemocnéni
plic, zaludku tlustého stieva a prsu. Jeho zvySenou aktivitou je spojovan se Spatnou progndzou.
Tento transkrip¢ni faktor je dale aktivni u primarniho maligniho nadoru mozku (glioblasty).
U tohoto nadoru se STAT3 podili na proliferaci, bunécné chemosensitivit¢ a apoptdze.
Glioblastomy jsou odolné vici standartni terapii, kam spada tfeba radioterapie a chirurgie.
Z4dny z testovanych inhibitor STAT3 v posledni dobé nepostoupil ke schvéleni, a to hlavné
z diivodu Spatné rozpustnosti ve vod¢é nebo malému inhibi¢nimu uc¢inku [33].

Studie potvrzuji vyvin derivatl z niklosamidu, ktery ma jako 1é€ivo inhibi¢ni Uc¢inek vici
signalizaci STAT3 [33]. Niklosamid nema ideélni farmakokineticky profil, jelikoZ neni dobte
rozpustny ve vod¢ a biologicky dostupny [31]. Mezi vyvinuté derivaty, které se vadzou
s O-alkylaminem, spada 1 HJCO0150, coZ je O-alkylamino-vazany derivat z niklosamidu.

HJCO0152 je nizkomolekularni slou€enina s antiSTAT3 aktivitou, ktera je siln¢j$i nez aktivita
niklosamidu [33]. HIC0152 inhibuje fosforylaci STAT3 [34].

Obrazek 11 zobrazuje, ze derivaty byly vytvofeny modifikaci hydroxylové skupiny
na fenolovém kruhu niklosamidu. Modifikace spocivd v navazani postranniho fetézce
O-alkyloaminu. Derivaty 2-6 byly pfipraveny Mitsunobuovou reakci. Derivaty 7,8 vznikly
alkylaci meziproduktii R'. Derivaty 9-15 byly ziskany Mitsunobuovou vazbou niklosamidu
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s N-boc-chranénymi aminoalkoholy a néslednou Boc-deprotekci. HICO0152 je derivatem
¢islo 11, coz zndzoriiuje Obrazek 12 [31].
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Obrazek 11:Priprava derivatii niklosamidu (reagenty a podminky: (a) R'OH, Ph;P, DIAD, THF, rt,
50-93 %. (b) R°H, K1, K>-COs, aceton, reflux, 55-91 %. (c) (i) Boc-R'OH, Ph;P, DIAD, THF, rt, (ii)
TFA, CHxCl, 0 °C az rt, 34-81 % (dva kroky) [31].
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Obrazek 12: Derivat niklosamidu — HJIC0152 [31].

Studie potvrdily schopnost HIC0152 inhibovat rlist a invazivitu nadord in vitro 1 in vivo pro
bunécné linie karcinomu prsu a dlazdicobunééného karcinomu hlavy a krku [33]. Studie
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prokazuji schopnost HJC0152 potlacit bunénou proliferaci u bunéénych linii MCF-7 a
MDA-MB-231 [35].

2.2.3 Kombinovana terapie

Kombinovana terapie je 1é¢ebna terapie, kterd kombinuje dvé nebo vice 1é¢ebnych latek. Oproti
monoterapii se spojenim vice protinddorovych 1é¢iv zvySuje jeji ucinnost, a to tim, ze se
zamétuji na klicové drahy charakteristickym synergickym nebo aditivnim zptisobem. Timto
zpisobem se potencialné snizuje rezistence viuci 1ékiim. Soucasné kombinovana terapie
poskytuje terapeutické protinadorové vyhody, jako je snizeni rtistu nadoru a metastatického
potencialu, vyvolani apoptdzy, zastaveni mitoticky aktivnich bunék a snizeni populace
nadorovych kmenovych bunék. Monoterapie je nachylnéjsi na rezistenci vici 1é¢iviim, protoze
neustald lécba jednim typem slouceniny navadi nadorové buiiky k ndboru alternativnich
zachrannych drah. Kombinovana terapie muze byt toxicka, ale pii pouziti jedné z latek jako
chemoterapeutickou se toxicita vyrazné snizi, protoze budou cileny rtizné drahy. Z divodu
synergického a aditivniho piisobeni je potfebna nizsi terapeuticka davka kazdého z jednotlivych
1é¢iv. Kombinovana 1é¢ba miize zabranit toxicité vici normalnim buitkam a zérovein muze byt
cytotoxicka vic¢i nddorovym bunkam. K tomu mtize dojit, pokud je v kombinovaném rezimu
1é¢ivo z hlediska cytotoxicity antagonistické viici jinému [é€ivu v normélnich bunkéch, coz
v podstaté chrani normalni buniky pied cytotoxickym ptisobenim [36].

V preklinickych studiich bylo prokazano, ze kombinaci cisplatiny s pfirodnimi produkty je
témito produkty zvySena terapeuticka aktivita cisplatiny a jeji toxicita je snizena. Formaci
cisplatiny s lipidovymi, polymernimi, anorganickymi a organickymi nanodavkovacimi systémy
je zpomaleno uvolnovani 1é¢iva, snizena systémova toxicita a je prodlouzen poloc¢as rozpadu.
Zatimco jinymi formacemi, jako jsou nanogely, nanokapsule a hydrogeny je zlepSen prinik do
bungk, cil na nddorovou buiiku a inhibice pokroku nadoru [37].

Kombinovanou 1é¢bou dasatinibu s antracyklinem doxorubicinem doslo k synergické
inhibici rGstu u studovanych bunécnych linii karcinomu prsu MDA-MB-231 a MCF-7.
Kombinace vedla k synergickému snizovani bunéného metabolismu, proliferaci a
zivotaschopnosti u bunééné linie MCF-7. Zaroven tato kombinace vedla k blokaci migrace a
invazivity vysoce metastatické bunééné linie MDA-MB-231 [38].

Dalsi synergicky ucinek vykazuje kombinace STAT inhibitoru HJC0152 a doxorubicinu
proti bunééné linit MDA-MB-231. Léciva vykazuji synergicky ucinek pfi inhibici rastu bunck
[34]. Doxorubicin se pouziva jako 1é¢ivo rakoviny vajecniku, plic, zaludku, prsu, méchyte atd.
Doxorubicin byl ve form¢ liposomalni injekce hydrochloridu doxorubicinu jako prvni schvéalen
ke klinickému pouziti jako protinddorové 1é¢ivo. Lipozomalni zapouzdiené 1é¢ivo plisobi proti
fad¢ zhoubnych nadorfi, mezi které spadaji solidni nadory, transplantovand leukémie a
lymfomy. Obrazek 13 zndzornuje strukturu doxorubicinu [39].
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Obrazek 13: Struktura doxorubicinu. Prevzato z [40] a upraveno.
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3 CILPRACE

Cilem této bakalarské prace bylo studovat plisobeni protinddorové a antimetastatické aktivity

nového komplexu platiny obsahujiciho inhibitor proteinovych kindz a STAT inhibitor.
Komplex Pt(IV)-das-HJC byl piipraven pracovni skupinou prof. D. Gibsona (Hebrew

University of Jerusalem) a poskytnut pro studia jeho protinddorové ucinnosti. Komplex

obsahuje ve své struktuie 3 latky (dasatinib, cisplatinu, HIC0152), se kterymi byl zaroven

porovnavan. Struktura komplexu i jeho jednotek je popsana v kapitole 4.1.

Cilem prace bylo:

Stanovit antiproliferativni aktivitu této nové slouceniny v bunéénych liniich
odvozenych znadoru prsu (MCF-7 a MDA-MB-231). Antiproliferativni aktivitu
porovnat s jednotlivymi sloZkami, dasatinibem, cisplatinou, HIC0152 inhibitorem ¢i
s jejich smési.

Ptipravit 3D kultury a sledovat vliv komplexu na velikost a soudrznost vzniklych
sferoida.

Stanovit schopnost priniku a akumulace studovanych latek do nddorovych bunék.
Zjistit schopnost komplexu véazat se na jadernou DNA.

Sledovat ulohu nukleotidové excizni opravy v mechanismu protinddorové ucinnosti
nového komplexu Pt(IV)-das-HIC.

Studovat mechanismus bunécné smrti bun¢k po ovlivnéni komplexem.

Studovat antimigra¢ni vlastnosti nové latky.
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4 EXPERIMETALNI CAST

4.1 Testované slouceniny a pouZzité bunééné linie

Komplex Pt(IV)-das-HJC byl piipraven, charakterizovan a poskytnut prof. D. Gibsonem
(Hebrew University of Jerusalem, Izrael). Komplex ve své struktuie nese 3 specificky
protinadorové ucinné jednotky: cisplatinu, dasatinib a STAT3 inhibitor HIC0152. Experimenty
jsou pro srovnani provedeny i s jednotlivymi latkami, tedy s cisplatinou, dasatinibem, HJC0152

?
Cl NT
S

cl
N
mm 0
¢
0

a jejich kombinaci.

HsN._| _ClI
t
P
Pt (IV)-das-HJC HaN |\CI
(@] ~0 9
L OOY
Ky
Cl H N |
N\rN
Cisplatina Dasatinib HJC0152.TFA
I
o ~~_-COH cl N
HaN _Cl E‘;INJKSYH N(\N cl I :©/ °
HN/Pt\CI a oLy Y\\N( N
3 NT o NH2 TFA

Obrazek 14: Struktura komplexu Pt(IV)-das-HJC a jeho podjednotek (cisplatina, dasatinib a
HJC0152).

Bunécéné linie pouzité v urcitych experimentech byly buiky lidského karcinomu prsu
MCF-7 a MDA-MB-231 ziskané¢ z ATCC, bunky vajecnikti ¢inského kiecka CHO-K1 (,,wild
type*) a odvozena linie MMC-2 nesouci ERCC3/XPB mutaci (linie NER-deficientni). Kie¢¢i
linie byly poskytnuty od Dr. M. PirSela (Slovenskd Akademie Vé&d).

4.2 RozmraZeni bunék

Bunky se dlouhodobé uchovavaji v Dewarove nddobé v tekutém dusiku pti teploté pod -150 °C.
Zkumavka s bunéCnou linii se rozmrazuje v kadince s vodou vytemperovanou na 37 °C.
Buné¢na linie byla umisténa do vytemperované kadinky na 1-2 minuty. Buniky byly za pomoci
pipety premistény do 15 ml falkonky. K bunikdm bylo po kapkéach pipetou pifidano 10 ml
kompletniho kultivaéniho média. Falkonka s bunikami a médiem byla centrifugovana, poté byl
odsan supernatant. Ziskany bunécny pelet byl rozsuspendovan v novych 20 ml kompletniho
kultivaéniho média a pfenesen do kultivaéni lahve. Bunky byly inkubovéany v inkubatoru
pii 37 °C.
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4.3 Ptiprava zasobnich roztoki
Komplex Pt(IV)-das-HJC byl navazen do ¢isté zkumavky eppendorf. Hmotnost potfebného
komplexu Pt(IV)-das-HJC byla vypocitana podle vzorce 1.

m=c-V-M (1

Kde m je hmotnost [g], ¢ je koncentrace [mol/ml], V je objem [ml] a M je molarni hmotnost
[g-mol!]. Komplex Pt(IV)-das-HIC ve formé prasku byl rozpustén ve 200 ul DMF. Roztok byl
promichan pipetou nasdvanim a vysavanim. Pro urCeni piesné koncentrace komplexu
Pt(IV)-das-HJC byl pfipraveny roztok nafedén a proméfen na spektrofotometru.
Ze ziskaného roztoku komplexu Pt(IV)-das-HJC byl ptipraven 300x ziedény roztok (1 ul
komplexu Pt(1V)-das-HJC a 299 pl vody). Daéle byl ptipraven blank (1 ul DMF a 299ul vody).
Na UV/VIS spektrometru byl nejdiive prométen blankovy roztok a po té natedény roztok
komplexu Pt(IV)-das-HJC. Koncentraci vypocitame pies Lambertiv-Beertiv zékon,
se ziskanou absorbanci pfi vinové délce 325 nm.

A=¢g, -c-d )

Kde A je absorbance [-], &. je absorpéni koeficient pfi vinové délce 325 nm [I-cm™-mol™],
¢ je koncentrace latky [mol-1"'] a d je tloustka kyvety [cm]. Absorpéni koeficient pro komplex
Pt(IV)-das-HJC je 55680 I-cm™'-mol™! pii 325 nm.

4.4 Pasazovani adherentnich bunék

Pasazovani je pieneseni ur¢it¢ho poctu bunék do Cerstvého média. PasaZzovani se provadi
z diivodu udrzeni bun€k na kultivaénim flasku o urcité hustoté, aby nedoslo k jejich prertstani
a bunky m¢ly kam rast.

Z inkubatoru pieneseme kultivacni lahev s bunécnou kulturou do laminarniho boxu (nutna
sterilita). Z flasku odsajeme médium a buiiky nasedlé na dné opatrn¢ proplachneme PBS, které
je zahtaté ve vodni lazni na 37 °C. PBS nasledné odsajeme a piidame 1,5 ml Trypsinu a flask
umistime na 2-3 minuty do inkubatoru. Po uvolnéni bun¢k ze dna pridame 8 ml zahiatého
DMEM (37 °C) a médiem smyjeme buiiky z flasku. Buiiky nasavanim a vysavanim pipetorem
oddélime od sebe.

Na pocitaci sklo se napipetuje 10 ul bunék. Sklo se vlozi do pocitacky bunék BIORAD.
Do ¢isté kultivaéni lahve se napipetuje nové kultivaéni médium a ptidd se bunécna suspenze.
Meédia 1 suspenze se ptida takové mnozstvi, abychom ziskali dany pocet bunék, a aby vysledny
objem byl 20 ml.

4.5 MTT test

Metodou MTT stanovujeme cytotoxickou aktivitu komplexti. Lépe feceno, stanovujeme
schopnost komplexi usmrtit nebo inhibovat rist nddorovych bunék. Metoda je zaloZena
na schopnosti ~ metabolicky  aktivnich  buné€k  redukovat  Zlutou sal MTT
3-[4,5-dimethyl-2-thiazolyl]-2,5-difenyl-2H-tetrazolium bromid na fialové krystalky
formazanu.

Na 96 jamkovou desti¢ku byly nasazeny buiiky o hustot¢ 6000 bun¢k ve 100 ul DMEM
na jamku. Buniky byly pfes noc kultivovany v inkubatoru. K buiikdm bylo v koncentracni fadé
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pridano 100 pl roztoku komplexu do kazdé jamky. Bunky byly inkubovany 72 hodin. Bylo
pridano 20 pul MTT roztoku do kazdé jamky. Buiiky byly inkubovany 3 az 4 hodiny. Médium
bylo odsano a fialové krystalky formazanu byly rozpustény ve 100 ul DMSO na jamku.
Krystalky byly dokonale rozpustény na shakeru. Na spektrofotometru Tecan SPARK byla
zm¢étena absorbance pii 570 nm a reference pti 620 nm.

4.6 Kaultivace 3D sferoidii

Buiiky byly posbirany trypsinizaci, jako pfi pasazovani (viz. kapitola 4.4). Bunky byly
spocitany, tak aby v Cisté falkonce bylo 500 tisic bun¢k. Buiky byly centrifugovany a
rozsuspendovany v piipraveném prefiltrovaném Tumorsphere médiu. Na 10 ml zminéného
média je potieba 9,8 ml DMEM/F12, 0,2 ul EGF (1 mg/ml), 200 ul B27, 50 ul BSA
(300 mg/ml) a 5 pl Gentamycinu (10 pl/ml). Bunky byly spocitdny a nasazeny na 96 jamkovou
desticku s kulatym dnem a s povrchovym upravenim, aby nedochazelo k ptichycovani bun¢k
ke dnu, tzv. ultralow attachment. Buiiky byly nasazeny o hustoté¢ 500 bun¢k na jamku ve 100 pl
média. Bunky byly nechany rist 4 dny.

4.7 Stanoveni cytotoxicity komplexi na 3D sferoidech
Aktivita studovanych 1é¢iv byla na 3D sferoidech sledovana jednak focenim sferoida v ¢asech
24, 48, 72 hodin s naslednym vyhodnocenim velikosti plochy sferoidi.

Druhym pftistupem bylo studovani cytotoxicity studovanych komplexii na 3D sferoidech
pridanim reagencie CellTiterGlo® 3D (Promega). CellTiterGlo® 3D je luminescenéni metoda
pro stanoveni poctu zivotaschopnych buné¢k v kultute na zakladé kvantifikace ptitomného ATP,
coz signalizuje pfitomnost metabolicky aktivnich bun¢k. Po pifidani komplexu ke sferoidiim
byly sferoidy kultivovany 96 hodin. Poté byl piidan CellTiterGlo ptimo do jamek k buiikdm a
po 30 min promichdvani byla zmétfena chemoluminiscence na Tecan SPARK.

4.8 Akumulace komplexii v burtikach

Na Petriho misku byly nasazeny buiiky o hustoté 2 - 10 bunék. Buiiky byly kultivovany pies
noc. Poté byly pfidany komplexy, aby findlni koncentrace u bun¢k odpovidala koncentraci
0,5 uM nebo 5 uM. Bunky byly inkubovany 4 hodiny a poté byly buiiky sesbirany do Cistych
falkonek. Buniky byly trypsinizaci sesbirany do studeného PBS do cisté falkonky. Buniky byly
na 3 minuty pii 10 °C centrifugovany. Buniky byly proplachnuty studenym PBS a pelety byly
drzeny na ledu. Buniky byly spocitany a centrifugovany pii 10 °C na 3 minuty. Od peletu bylo
odsano PBS a ptidano 200 ul koncentrované HCI. Buriky jsou v kyselin¢ ponechany nékolik
dni pti pokojové teploté, kdy dochazi k digesci bunék. Buiiky jsou podle potteby zahtivany
nebo sonikovany, aby bylo docileno homogennich roztokid. K buiikdm bylo pfidano 1,3 ml
vody, aby byla finalni koncentrace kyseliny maximalné 5%. Metodou ICP-MS bylo stanoveno
mnozstvi kovu (platiny).

4.9 Stanoveni vazby komplexu na jadernou DNA

Na Petriho misku byly nasazeny butiky o hustot& 2 - 10° bunék. Buiiky byly kultivovany pies
noc a poté byly pfidiny komplexy o koncentracich odpovidajicich hodnotam 1xIC50
(stanovené pro jednotlivé komplexy metodou MTT, po 72 hodin). Buiiky byly inkubovany
24 hodin a pfesunuty do Cistych falkonek. Buniky byly trypsinizaci sesbirany do studeného PBS
do cistych falkonek. Bunky byly na 3 minuty pii 10 °C centrifugovany. K peletu byl pfidan
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1 ml reagentu DNAzol. DNA bylo precipitovano ptidanim 0,5 ml 100% ethanolu. Vzorky byly
inkubovany 3 minuty pfi pokojové teploté. DNA ve formé bilého precipitdnu byla pfenesena
do cisté eppendorf zkumavky. Pfebyte¢na kapalina byla ze dna odsata. DNA byla proplachnuta
75% ethanolem, ktery byl nasledné odsan. DNA byla rozpusténa v 0,5 ml vody a ponechana
stat n¢kolik dni pfi pokojové teploté. U rozpusténé DNA byla méfena koncentrace, celkovy
objem a absorbance pii 260 nm, 280 nm a 350 nm. K DNA vysusené lyofilizaci bylo ptidano
200 pl koncentrované HCI. Buiiky jsou v kyseliné ponechany nékolik dni pti pokojové teploté,
kdy dochazi k digesci DNA. Vzorky jsou podle potieby zahiivany nebo sonikovany, aby bylo
docileno homogennich roztokl. K vzorkiim bylo ptidano pfiblizn€ 1,3 ml vody, aby byla finalni
koncentrace kyseliny maximalné 5%. Metodou ICP-MS bylo stanoveno mnoZstvi kovu

(platiny).

4.10 Stanoveni bunécéné smrti

Na 6 jamkovou desticku byly nasazeny buiiky o hustoté 150 tisic bun¢k na jamku. Bunky byly
kultivovany do dal§iho dne. K buiikdm byly pfidany komplexy o koncentraci odpovidajici 2x
IC50mTT, 72 h. Médium s uvolnénymi buiikami bylo odebrano do falkonky. Ptisedlé bunky byly
oplachnuty DPBS a byly pfidany k plovoucim buiikdm. Byl pfidan cellstripper a buiiky byly
inkubovany 3 minuty v inkubétoru. Cistym PBS byly splachnuty z DNA uvolnéné buiiky a
pfidany do falkonky. Bunky byly centrifugovany na 3 minuty. Médium bylo odsato a pelet byl
proplachnut PBS. Buiiky byly opét centrifugovany. K peletu bylo ptidano 100 pl Annexin/PI
roztoku. Na jeden vzorek je potieba roztok piipravit z 94 ul Annexin binding buffer (1x), 1 ul
Propidium Iodide a 5 pul Annexin V pacific blue. Buiiky byly na 15 minut inkubovéany ve tmé.
Buiiky byly analyzovany na Flow cytometru BD FACS.

4.11 Metoda zacelovani jizvy

Na 6 jamkovou desticku byly nasazeny burniky o hustoté 200 tisic bun¢k na jamku. Buiky byly
ponechany rast, tak aby pokryly pln¢ dno. Z jamek bylo odsato médium a zespodu platicka byly
nakresleny pomocné ¢ary pro usnadnéni orientace pii foceni jizev. V bunécné kultuie byla
podle pravitka Spickou pipety vytvorena jizva. Bunky byly opatrné proplachnuty PBS a bylo
piidano médium s komplexy. Médium s komplexy bylo po 2 hodinach odsato a bylo ptidano
Cisté médium. Zarlstani jizev bylo foceno v ¢asech 2 (€as ihned po treatmentu, kdy bylo
pfidano cisté médium), 24 a 48 hodin. Plochy jizev byly vyhodnocovany v programu Image].
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Stanoveni protinadorové uc¢innosti

Prvotnim cilem préace bylo zjistit u¢innost nového komplexu Pt(IV)-das-HJC na nadorovych
liniich prsu MCF-7 a MDA-MB-231 a porovnat jeho ti¢innost s jednotlivé podavanymi latkami
cisplatinou, dasatinibem, HJC inhibitorem ¢i latkami podavanymi ve smési (mix) (1:1:1).

5.2 MTT na 2D adherentnich bunéénych liniich MCF-7 a MDA-MB-231
Metodou MTT byla stanovena schopnost komplexti usmrtit ¢i inhibovat rist nadorovych bun¢k.
Metoda je zaloZena na redukci zluté soli MTT 3-[4,5-dimethyl-2-thiazolyl]-2,5-difenyl-2H-
tetrazolium bromid na fialové krystalky formazanu pomoci metabolicky aktivnich bun¢k.

Metoda byla provedena pro bunécné linie MCF-7 a MDA-MB-231. Protinddorova u¢innost
jednotlivych latek je vyjadiena hodnotami IC50, coz je hodnota odpovidajici koncentraci dané
latky zodpovédné za 50% inhibici rGstu nadorové linie. Hodnoty IC50 byly vyhodnoceny
v programu GraphPad. Tabulka 1 uvadi hodnoty IC50 pro komplex Pt(IV)-das-HJC, jednotlivé
slozky a mix sloZzek (1:1:1) v lidskych nddorovych liniich prsu MCF-7 a MDA-MB-231.
U obou testovanych bunéénych linii byl komplex Pt(IV)-das-HJC nejucinnéjsi, podobné jako
pro latky ve smési (mix 1:1:1).

Tabulka 1. Hodnoty IC50 pro bunécné linie MCF-7 a MDA-MB-231 vyhodnoceny po 72 h metodou

MTT

Buné¢na linie MCEF-7 MDA-MB-231

IC50 [uM] IC50 [uM]
Komplex Pt(IV)-das-HJC 0,4+0,1 0,09 +£0,03
Cisplatina 7,7+0,1 22,5+0,1
Dasatinib 26+ 3 0,2+0,1
HJIC0152 3,1+0,4 11+1
Mix (1:1:1) 0,4+0,1 0,22 +£0,08

Komplex Pt(IV)-das-HJC vykazuje znac¢nou protinadorovou ucinnost jednak v linii pro
dasatinib sensitivni (MDA-MB-231), a co je zajimavé, také v piipad¢ linie MCF-7, kde
jednotlivé pouzité slozky dasatinib, cisplatina ¢i HIC0152 vykazuji pouze stfedni Gi¢innost.
Podobné vyznamné ucinnosti dosahuje také pouziti smési jednotlivych latek (dasatinib,
cisplatina, HIC0152, 1:1:1).

5.3 CellTiterGLo na 3D sferoidech generovanych z MCF-7 a MDA-MB-231
bunéénych linii

Utinnost komplexu Pt(IV)-das-HJIC, jednotlivych slozek i mixu, byla studovana také na 3D

bunécnych modelech, tzv. sferoidech.

Pro stanoveni U¢innosti latek na 3D sferoidech byla pouZzita reagencie CellTiterGlo® 3D
(Promega). CellTiterGlo® 3D je metoda stanovujici mnoZstvi viabilnich bunc¢k v 3D
bunéénych kulturach zaloZena na kvantifikaci ATP, jehoZ ptitomnost je znakem pro pfitomnost
metabolicky aktivnich bunék.

Tabulka 2 zobrazuje ziskané hodnoty IC50 pro bunééné linie MCF-7 a MDA-MB-231.
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Tabulka 2: Hodnoty IC50 pro 3D sferoidy vyhodnoceny po 96 hodin metodou CellTiterGlo

Bunécna linie MCEF-7 MDA-MB-231
1C50 [uM] IC50 [uM]

Komplex Pt(IV)-das-HJC 28,8 £ 0,1 20,4+ 0,1

Cisplatina 249 +0,1 49,6 0,2

Dasatinib 30,7 +0,2 13,6 £ 0,1

HIC 11,7+0,1 24,5+0,1

Mix (1:1:1) 7,9+0,1 4,5+0,1

Na 3D sferoidech je Uc¢innost studovanych komplexti nizs§i nez na 2D adherentnich
bunéénych liniich. K nizsi aktivité komplexi muize prispivat nizs§i schopnost penetrace
komplexu dovnitt do sferoidu. Primarné¢ jsou tedy komplexy ovlivnény okrajové bunky

sferoidu a dochazi spise ke zmenSovani sferoidi.

Dalsim ovéfenim ucinnosti latek bylo tedy sledovani zmény plochy sferoidi osetfenych
zminénymi latkami. Jednotlivé sferoidy byly v pribéhu casu foceny a jejich plocha byla
vyhodnocena v programu Imagel]. Sferoidy byly foceny pro bunécnou linii MCF-7 a
MDA-MB-231 v ¢asech 0, 24, 48, 72 hodin (viz. Obrazek 15 a Obrazek 17). Vyhodnoceni pro

dané linie znazornuje Obrazek 16 a Obrazek 18.

Kontrola Komplex Pt(IV)-das-HIC Cisplatina

24h

48h

72h

HIC0152 Mix

Obrdzek 15: MCF-7 sferoidy osetrené komplexy o koncentraci 20 uM.
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Obrazek 16.: Graf zavislosti zmeny plochy sferoidii na case (bunecna linie MCF-7). Sferoidy byly
oSetreny komplexy o koncentraci 20 uM. V case 0 h byly nasazeny stejné velké sferoidy.

Kontrola Komplex Pt(IV)-das-HIC Cisplatina Dasatinib HICO0152 Mix

24h

48h

72h

Obrdazek 17: MDA-MB-231 sferoidy oSetreny komplexy o koncentraci 20 uM.

kontrola
@ komplex Pt(IV)-das-HIC
1.2x10°1 [ cisplatina
— [ dasatinib
S 9.0x10%4 . HIC0152
%‘ B mix
319_’. 6.0x10%1 - velikost sferoidl v¢ase O h
E
§ 3.0x104+
3
0 .
24 48 72
t [h]

Obrazek 18: Graf zavislosti zmeny plochy sferoidii na case (bunécna linie MDA-MB-231). Sferoidy
byly osetieny komplexy o koncentraci 20 uM. V case 0 h byly nasazeny stejnée velkeé sferoidy.
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Obrazek 15 a Obrazek 16 zobrazuje ucinnost komplexii u bunééné linie MCF-7. Nejucinné;jsi
byl u této linie mix jednotlivych latek (dasatinib:cisplatina:HJC, 1:1:1), ktery sferoidy nejvice
zmenSoval.

Pro buitkky MDA-MB-231 byly sledovany zmény ristu sferoidii ve stejnych ¢asovych
intervalech jako pro bunécnou linii MCF-7 (viz. Obrazek 17 a Obrazek 18). Vysledky
pozorované pro sferoidy linie MDA-MB-231 jsou vSak odlisné. Tyto sferoidy byly nejvice
zmenSovany po oSetfeni dasatinibem a komplexem Pt(IV)-das-HJIC. MDA-MB-231 sferoidy
oSetfené HJC inhibitorem ¢i mixem byly dokonce vétsi nez netreatované kontroly. Moznym
vysvétlenim je jejich ,,rozsypavani®.

Buiiky MDA-MB-231 tvofi tzv. nepravé sferoidy, které nejsou tolik kompaktni a nemaji
pevné mezibunééné spoje. Dobie penetrujici latky je dokdzou snadno rozvolnit (rozsypat).
Odecitana plocha sferoidu pak mtize byt trochu zavadéjici, kdy rozsypané sferoidy vidime jako
sferoidy s vyssi plochou. Komplex Pt(IV)-das-HJC spolecné s dasatinibem se jevi jako latky,
kter¢ MDA-MB-231 sferoidy nejméné rozvolnuji. Ptekvapive, podobny efekt byl pozorovan
u MCF-7 sferoidii po ovlivnéni komplexy pfenesenych na mikroskopické sklicko. U sferoida
ovlivnénych cisplatinou, HJC inhibitorem ¢i mixem, jsme pozorovali rozsypani sferoida
na jednotlivé bunky. Zatimco MCF-7 sferoidy ovlivnéné dasatinibem ¢i Pt(IV)-das-HJC
komplexem ziistaly podobné jako v pfipadé neovlivnénych sferoidii kompaktni a touto
manipulaci se nerozpadly (viz. Obrazek 19).

Kontrola Komplex Pt(IV)-das-HIC Cisplatina Dasatinib HICO0152

i - -

Pred transferem

Obrazek 19: Sledovani transferu sferoidii pro bunécnou linii MCF-7.

U bunééné linie MCF-7 sice komplex Pt(IV)-das-HJC tedy nezmenSuje sferoidy, ale po
nasledné manipulaci jsme zjistili, ze alesponl nepotencuje jejich ,,rozsypavani* (viz. Obrazek
19).

5.4 Akumulace komplexii v buiikach
DalSim z cilli prace bylo stanovit schopnost priniku komplexu do nadorovych bunék a jeho
findlni akumulace v buiikéch.

Bylo stanoveno mnoZzstvi kovu, konkrétné platiny za pomoci hmotnostniho spektrometru
s indukéné¢ vazanym plazmatem (ICP-MS). Byla pouzita bunéénd linie MCF-7 a
MDA-MB-231. Tabulka 3, Obrazek 20 a Obrazek 21 zobrazuji vysledky akumulace komplext.
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Tabulka 3: Akumulace komplexii v buiikach pro MCF-7 a MDA-MB-231 (variabilita bunek > 90 %)

Vzorky pmol Pt/1 mil bun¢k
MCF-7 (0,5 uM/4 h) Kontrola 0,10+ 0,06
Komplex Pt(IV)-das-HIC 13+3
Cisplatina 3,1+£0,4
MDA-MB-231 (0,5 uM/4 h) | Kontrola 0,0
Komplex Pt(IV)-das-HIC 12+2
Cisplatina 0,8 +0,2
MCEF-7 (5 uM/4 h) Kontrola 0,6 £0,1
Komplex Pt(IV)-das-HIJC 50+7
Cisplatina 19+3
— 601 Jkontrola
5 @ komplex Pt(IV)-das-HIC
@B cisplatina
=
B 401
]
=
&
S
&
%
g 20' I
=
E
2
0 [
MCF-7 0,5 uM MCF-7 5 uM

Obrazek 20: Akumulace komplexu Pt/IV-das-HJC a cisplatiny v MCF-7 bunikach. Buiniky byly oSetreny
komplexem ¢i cisplatinou o koncentraci 0,5 uM ¢i 5 uM po dobu 4 h.
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Obrazek 21: Akumulace komplexu Pt(1V)-das-HJC a cisplatiny v MCF-7 a MDA-MB-231 buiikdch.
Bunky byly osetieny komplexem ¢i cisplatinou o koncentraci 0,5 uM po dobu 4 h.

Vysledky ukazuji na signifikantné vys$i akumulaci komplexu Pt(IV)-das-HJC u obou
bunéénych linii MCF-7 a MDA-MB-231 v porovnani s cisplatinou. V porovnani s cisplatinou
je akumulace komplexu Pt(IV)-das-HJC 2,6 az 4,1krat vys§si v MCF-7 bunécné linii.
V MDA-MB-231 bunécné linii je akumulace komplexu dokonce 14,5krat vyssi v porovnani
s cisplatinou. ZvySeny prunik a akumulace komplexu v bunkéch bude ziejmée prispivat k vyssi
cytotoxické aktivité tohoto komplexu.

5.5 Vazba komplexu na jadernou DNA

Krome¢ stanoveni mnozstvi komplexu akumulovaného v nadorovych buiikach nas zajimalo také
to, zda se komplex vaze na jadernou DNA v jadie bunky. Byla vyizolovana jadernd DNA
z bunék ovlivnénych komplexem Pt(IV)-das-HJC ¢i cisplatinou.

Bylo stanoveno mnozstvi platiny na mnoZzstvi DNA pomoci hmotnostni spektrometrie
s indukéné¢ véazanym plazmatem (ICP-MS). Byly pouzity bunky MCF-7. Pro bunky
MDA-MB-231 bylo mozné pouzit pouze velmi nizkou koncentraci komplexu Pt(IV)-das-HJC
(< 0,1 uM), abychom mohli pracovat jesté¢ s zivymi buiikami. Bohuzel pii takto nizké
koncentraci komplexu nebylo mozné stanovit jeho mnoZstvi navdzané na jaderné DNA.
Mnozstvi platiny bylo pod hranici detekce ptistroje ICP-MS. Tabulka 4 uvadi hodnoty ziskané
v buitkkdch MCF-7, kde mohla byt pouZita vyssi koncentrace komplexu Pt(IV)-das-HJC a mohlo
byt stanoveno mnoZstvi platiny na jaderné DNA.

Tabulka 4: Stanoveni vazby komplexu na jadernou DNA pro MCF-7

Vzorek pg Pt na ug DNA
Kontrola 0

Komplex Pt(IV)-das-HJC 4+1

Cisplatina 64£6
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Obrazek 22: Mnozstvi komplexu Pt(I1V)-das-HJC a cisplatiny navdazané na jaderné DNA. Buiiky
MCF-7 byly osetreny komplexem Ci cisplatinou o koncentraci odpovidajici IxIC50MTT,72 h po dobu

24 h.

Tabulka 4 zobrazuje, Ze pti koncentracich komplexu ¢i cisplatiny odpovidajicich hodnoté
1XIC50 (ziskanych MTT po 72 h), je mnozstvi komplexu Pt(IV)-das-HJC navézané¢ho na
jadernou DNA cca 15krat nizsi nez pro cisplatinu. Zatimco pro cisplatinu je DNA vyznamnym
cilovym mistem jeji protinadorové ucinnosti, pro komplex Pt(IV)-das-HJC budou ziejmé hrat
dalezitou roli 1 jina cilova mista.

5.6 Utinnost komplexii v NER-deficientni bunééné linii

Abychom ukazali, jakou roli v protinddorovém mechanismu hraje poskozeni jaderné DNA
komplexem Pt(IV)-das-HJC, provedli jsme experiment s vyuzitim bunécnych linii CHO-K1 a

jeji mutantni partnerské linie MMC-2 (linie NER-deficientni).

Tabulka 5: MTT test, hodnoty IC50 pro bunécné linie CHO-K1 a MMC-2

IC50 (uM), 72 h, MTT
CHO-K1 MMC-2 Pomeér
IC50cH0-k1/1IC50MMC-2

Komplex Pt(IV)- | 0,30 £ 0,03 0,25+ 0,02 1,2

das-HJC

Dasatinib 4,6 +0,2 2,0+0,1 2,3

Cisplatina 9,0+0,9 1,4+0,2 6,4

HIC 1,7+0,1 2,4+0,6 0,7

Mix (1:1:1) 0,41 £ 0,07 0,4+0,1 1,0

Tabulka 5 ukazuje, Ze pro cisplatinu, u niZ je poskozeni DNA znamé cilové misto jeji
protinddorové ucinnosti, jsou butiky s nefunkénim DNA opravnym mechanismem (NER)
vyznamné citlivéj$i (6,4krat) nez bunky parentdlni. V pifipadé komplexu Pt(IV)-das-HIC
k takovémuto vyraznému zcitlivéni nedochéazi. U¢innost komplexu Pt(IV)-das-HJC je shodna
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v buitkkdch parentalnich (CHO-K1) 1 v butkdch NER-deficientnich (MMC-2). Lze tedy
usuzovat, ze pro novy komplex Pt(IV)-das-HJC nebude hrat jadernd DNA tak vyznamnou roli
v mechanismu protinddorové Gc¢innosti, jako je tomu v piipad¢ cisplatiny.

5.7 Stanoveni bunécné smrti

Bunécnou smrt jsme stanovili pouzitim dvojitého barveni Annexin V/PIL. Jako buné¢nou smrt
touto metodou stanovujeme bud’ apoptdzu, nebo nekrdézu. Mezi témito typy bunééné smrti jsou
n¢které podstatné rozdily. Pti apoptdze neboli programované bunécné smrti se buitka zmensuje,
tedy scvrkava. Mezitim u nekrézy bunka zvétSuje sviij objem, tedy bobtnd. Annexin V se jako
protein vaze k apoptotickym bunkdm silnou interakci s fosfatidylserinem, ktery je soucasti
bunéénych membran. Fosfatidylserin je fosfolipidem, ktery je béZné& lokalizovan na vnitini
stran¢ cytoplazmatick¢ membrany. Pii poCatku apoptdzy je transportovan na vnéjsi stranu
membrany. Na vnéj§i strané navadi signalem fagocyty smérem k apoptotické butice. Cervené
fluorescencni barvivo propidium jodid proniké do jadra, kde barvi DNA. Do bunék se dostane
skrze naruSenou membranu nekrotickych a pozdné apoptotickych bun¢k [41, 42, 43].

Bunky byly vyhodnoceny na Flow cytometru BD FACS. Obrazek 23 B, poukazuje na
densitogramy rozd¢lené na 4 kvadranty. V levém dolnim kvadrantu se nachazeji vitalni buiiky
(Annexin V — negativni, PI — negativni). V pravém dolnim kvadrantu se nachazeji rané
apoptotické buiikky (Annexiv V — pozitivni, PI — negativni). V pravém hornim kvadrantu se
nachazeji buniky pozdné apoptotické ¢i nekrotické (Annexin V — pozitivni, PI — pozitivni) a
v levém hornim roku se nachazeji buiiky nekrotické (Annexin V — pozitivni, PI — pozitivni) [41,
42, 43].
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Obrdzek 23: Annexin V/PI assay. MDA-MB-231 buriky byly ovlivnény komplexy o koncentraci
odpovidajici IxIC50MTT,72 h po dobu 24 h. A) Vybér populace bunék bez bunécného debris ¢i
agregatii. B) Densitogramy ukazujici distribuci bunek v jednotlivych kvadrantech.

Pro bunécnou liniit MCF-7 se nepodafilo ziskat densitogramy, ze kterych by bylo mozné
stanovit, zda jde o smrt bun€k apoptdzou ¢i nekrézou. Nejvétsim zadrhelem bylo, ze jiz
v kontrolnich netreatovanych buiikach bylo vysoké procento mrtvych bunék. Pro buitky MCF-7
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bude potieba pozménit protokol sbéru, barveni a analyzy bun¢k. Toto jiz bude pfedmétem
dal$ich studii a nebude zahrnuto v piedlozené bakalaiské praci.

Obrazek 23 zobrazuje, ze podobné jako pro cisplatinu je po ovlivnéni MDA-MB-231 bunék
komplexem Pt(IV)-das-HJC, cca 11% bunééné populace v kvadrantu Annexin V — pozitivni,
PI—negativni ukazujici na apoptoticky typ smrti. Vyssi procenta bunék byla v tomto kvadrantu
zjisténa pro dasatinib ¢i smés jednotlivych slozek znacici opét, ze bunky MDA-MB-231
po ovlivnéni dasatinibem ¢i mixem umiraji apoptotickou smrti. Informaci, zda jde opravdu
o bunécnou smrt apoptoézou ¢i jinym typem bunécné smrti jdouci pfes Annexin V pozitivitu
(jakou je naptiklad onkdza) bude opét predmétem dalsich studii.

5.8 Stanoveni antimigrac¢nich vlastnosti komplexu metodou zacelovani jizvy

Pro stanoveni antimigra¢nich vlastnosti komplexu bylo sledovéano zariistani vytvorenych jizev.
Bunky, které ztrati po oSetieni komplexem svoje migracni vlastnosti, se nedostavaji do mista
Jizvy a jizva zUstava oteviena. Pro tento experiment byla pouzita linie MCF-7 a MDA-MB-231.
Buitkky MCF-7 byly oSetfeny komplexy o koncentraci 0,3 uM po dobu 2 hodin a poté byly
komplexy odmyty. Pro buitky MDA-MB-231 byly pouzity komplexy o koncentraci 0,1 pM.
Jizvy byly sledovany a foceny po dobu 2, 24 a 48 hodin (viz. Obrazek 24 a Obrazek 26). Plocha
jizvy pro jednotlivé komplexy a Casy byla vyhodnocena v programu Imagel.

Kontrola Komplex Pt(IV)-das-HJC  Cisplatina

Dasatinib HIC0152 Mix

2h*
241 [
48h

Obrazek 24: Sledovani zariistani jizev vytvorenych v kulture MCF-7 bunék *(pro cas 2 h bylo
vymenéno médium s komplexy o koncentraci 0,3 uM za cisté médium).
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Obrazek 25: Graf zavislosti procentualniho uzavirani plochy jizvy na case. Bunky MCF-7 byly
oSetreny komplexy o koncentraci 0,3 uM po dobu 2 h (pro cas 2 h bylo vyménéno médium s komplexy
za cistée médium). Procenta uzavreni jsou vztahovana k jizve v ¢ase 0 h (vytvoreni jizvy, pred

treatmentem, 0 h ~ uzavieni 0 %).
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Obrazek 26. Sledovani zariistani jizev vytvorenych v kulture MDA-MB-231 bunék *(pro cas 2 h bylo
vymenéno médium s komplexy o koncentraci 0,1 uM za cisté médium).
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Obrdazek 27: Graf zavislosti procentudlniho uzavirani plochy jizvy na case. Bunky MDA-MB-231 byly
oSetreny komplexy o koncentraci 0,1 uM po dobu 2 h (pro cas 2 h bylo vyménéno médium s komplexy
za cisté médium). Procenta uzavreni jsou vztahovana k jizve v ¢ase 0 h (vytvorent jizvy, pred
treatmentem, 0 h ~ uzavieni 0 %).
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Obrézek 24 a Obrazek 25 ukazuje, ze pro bunécnou linit MCF-7 doslo k nejvétsimu uzavieni
jizvy u kontroly a po oSetfeni HIC0152. Naopak nejméné ,,zamigrovand® byla jizva po 48 h
po osetieni dasatinibem ¢i Pt(IV)-das-HJC komplexem. Podobné bylo pozorovano u linie

MDA-MB-231 (viz. Obrazek 26 a Obrazek 27), kde opét dasatinib a komplex Pt(IV)-das-HJC,
navic také mix, nejvice branily zarGstani jizvy.

Z vysledki téchto experimentl muzeme fici, ze u obou linii jsou pro komplex
Pt(IV)-das-HJC potvrzeny jeho antimigracni vlastnosti.
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6 ZAVER

V predlozené bakalaiské praci byla studovana protinadorova a antimetastatickd aktivita nového
komplexu Pt(IV)-das-HJC, obsahujiciho inhibitor proteinovych kindz a STAT3 inhibitor.
Aktivita komplexu Pt(IV)-das-HJC byla porovnana s jednotlivymi slozkami, cisplatinou,
dasatinibem, HJCO0152 inhibitorem ¢i jejich mixem.

Na 2D adherentnich bunéénych liniich MCF-7 a MDA-MB-231 vykazuje nové pfipraveny
komplex Pt(IV)-das-HJC nejvyssi ucinnost. Prekvapivé vykazuje vysokou ucinnost v linii
MCF-7, ve které jednotlivé slozky (cisplatina, dasatinib, HIC0152), pokud pouzijeme
samostatné, jsou signifikantné méné ucinné. Jejich smichanim do mixu (1:1:1) a aplikaci
na bunécné linie dochazi k synergistickému efektu a aktivita je zna¢n¢ zvySena. Pokud jsou tyto
latky spojeny do Pt(IV)-das-HJC komplexu, je aktivita jesté¢ vyssi (u linie MDA-MB-231).
Spojeni tii funk¢nich latek do jedné molekuly se ukazuje u hlediska antiproliferativnich
vlastnosti jako U¢inné&j$i nez jejich prosté smichani do smési.

Priinik a akumulace komplexu Pt(IV)-das-HJC je v porovnani s cisplatinou vyssi, nicméné
mnozstvi stanovené na jaderné DNA je oproti cisplatiné mnohem niz§i. Spolecné
s experimentem vyuzivajicim par bunéénych linii CHO-K1 a MMC-2 (s defektnim NER
mechanismem) poukazuje toto zjiSténi na fakt, Ze na rozdil od cisplatiny budou v mechanismu
protinadorové ucinnosti nového Pt (IV) komplexu hrat roli také dalsi cilovd mista ¢i
mechanismy.

Dilezitym vysledkem této prace je, Ze byly experimentem zacelovani jizvy zjiStény
antimigrac¢ni vlastnosti nového Pt(IV)-das-HJC komplexu. Navic schopnost komplexu
Pt(IV)-das-HJC nenarusovat mezibunéné spoje ve 3D kulturach (sferoidech), a tudiz
nezvysSovat motilitu bun€k, je také dalSim slibnym parametrem pro ucinné antimetastaticka
chemoterapeutika.

Spojeni tii funk¢nich latek do jedné molekuly komplexu Pt(IV)-das-HJC se ukazalo byt jako
vyhodné z hlediska vyssi G€innosti, v porovnani se smeési jednotlivych slozek. Dulezité jsou
také antimigracni vlastnosti nového komplexu, které jsou urcité velkou vyhodou pro nova
potencialni protinadorova léciva.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ATCC
ATP
BOC
BSA
DMEM
DMEM/F12
DNA
DPBS
EGF
gDNA
ICP-MS
IC50
kap.
mtDNA
MTT
NER
PBS
STAT
™
VEGF

American Type Culture Collection

Adenozin-5'-trifostat

Tercbutyloxykarbonyl

Hovézi sérovy albumin

Dulbecco's Modified Eagle Medium

Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12
Deoxyribonukleova kyselina

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline

Epidermalni rstovy faktor

Genomickd DNA

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
Koncentrace zodpovédna za 50% inhibici ristu nadorové linie
Kapitola

Mitochondrialni DNA
3-[4,5-dimethyl-2-thiazolyl]-2,5-difenyl-2H-tetrazolium bromid
Nukleotidova excizni reparace

Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok

PtenaSec signalu a aktivator transkripce

Médium tumorsphere

Vaskularni endotelidlni rastovy faktor
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