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Seznam pouzitych zkratek
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MAPK
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1 Uvod

PfiCinou vzniku malignich onemocnéni je kumulace mutaci zplsobenych vnéjSimi a
vnitfnimi faktory. U transformovanych bunék dochazi k deregulaci bunécéného cyklu a
ztraté schopnosti podstoupit apoptosu, coz ma za nasledek nekontrolované déleni
bunék. Nadorova onemocnéni jsou dle Svétové zdravotnické organizace (WHO - World
Health Organization) druhou nej€ast&jsi pfi¢inou umrti na svété. Pouze za rok 2018 ma
tento typ onemocnéni na svédomi 9,6 milionu amrti.

Nadory plic, prostaty, Zaludku, jater a kolorektalni karcinomy pfevazuiji u muza.
U Zen se nejCastéji jedna o nadorova onemocnéni prsu, plic, délozniho C&ipku a
kolorektalni karcinomy. V€asna diagnostika a volba vhodného postupu a typu terapie
jsou kli¢ovymi faktory pro uspésnou lécbu.

V dnesni dobé jsou k IéEbé pouzivany jak samotné tradicni IéCebné postupy
(chirurgické odstranéni nadoru, chemoterapie, radioterapie), tak moderni metody, mezi
které patfi biologicka léCba (imunoterapie), hormonalni terapie a dalsi.

V poslednich dvou dekadach doslo ke znaénému pokroku v oblasti imunologie a
také kpochopeni vztahu nadord a imunity (Zhang, Chen, 2018). Prostudovani
bunéénych a molekularnich mechanismud imunitni odpovédi umoznilo vyvoj novych
protinadorovych terapii, jako je napfiklad vyuziti monoklonalnich protilatek,
protinadorovych vakcin a samotného imunitniho systému pacienta.

Kromé konvenénich postupu 1éCby se fada studiji zabyva také vlivem prostiedi,
ve kterém se nador nachazi. Teorie TME (tumor microenvironment) pracuje s moznosti
funkce nenadorovych bunék v okoli nadoru, jako kritického faktoru hrajiciho roli v
nadorové patofyziologii (Atiya et al., 2020).

DalSim vyznamnym pfedmétem souasného vyzkumu jsou nové derivaty jiz
znamych IéCiv, jako jsou napfiklad platinova chemoterapeutika (Siddik, 2003).

Cisplatina je jednim z neju€inngjSich klinicky pouzivanych konvencnich
antineoplastik. Bohuzel je tato IéEba provazena limitacemi, jako jsou zavazné nezadouci
ucinky a rezistence. S cilem zvySit ucinnost cisplatiny, je u fady nadoru pouzivana
kombinovana terapie, pfi které se pro lé€bu pouzivaji spolu s cisplatinou jina
protinadorova terapeutika, jako je napfiklad gemcitabin, taxol, etoposid nebo vitamin D
a jeho analogy (Dasari, Tchounwou, 2014).

Za ucelem eliminace vedlejSich uc€ink( a pfeklenuti rezistence nasledoval vyvoj
a testovani fady derivatl odvozenych od cisplatiny. Vysledkem bylo uvedeni novych
antineoplastik, jako je carboplatina a oxaliplatina, do klinické praxe. U téchto derivata

byly nékteré z vedlejSich ucinkl eliminovany, av§ak dale pretrvavajici omezeni plynouci
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Z rezistence at' uz primarni (vrozené, vnitfni) nebo sekundarni (ziskané, vnéjsi) jsou
zakladem pro vyvoj dalsi generace IéCiv (Dasari, Tchounwou, 2014).

Cilem sou€asného vyzkumu je ziskani novych organokovovych komplexu
s obsahem prechodnych kov(, které budou pUsobit s vysSi selektivitou vi&i malignim
bufkam a soucasné umozni léCbu nadorl, které vykazuji rezistenci. Za potencialni
kandidaty novych chemoterapeutik jsou povazovany derivaty s obsahem prechodnych
kovu osmia, iridia, ruthenia, rhodia a zlata (Ma et al., 2019).
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2 Cile prace

1. Vypracovani literarni reSerSe tykajici se protinadorového pusobeni pfibuznych
organokovovych komplexu

2. Osvojeni si prace s buné&Cnymi kulturami

3. Studium Gc€inkG testovanych latek na bunéCny cyklus pomoci pritokové
cytometrie
Studium vlivu testovanych latek na aktivaci buné&né smrti

5. Analyza ziskanych vysledk

Sepsani bakalarské prace
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3 Soucasny stav resené problematiky

3.1 Cisplatina

3.1.1 Historie a struktura

Struktura cis-diamindichloroplatnatého komplexu byla popsana a komplex syntetizovan
M. Peyronem v roce 1844. Slou€enina byla znama pod nazvem Peyronova sul, pozdéji
jako cisplatina. Antiproliferativni ucinky byly objeveny pfi studiu plsobeni elektrického
pole na déleni bunék Escherichia coli. Pfi experimentu bylo pouzito platinovych elektrod,
které byly zavedeny do kultivaéni komory. Elektrolyzou vznikala fada produktl a jejich
postupnym testovanim bylo identifikovano, ktera ze vznikajicich slou¢enin pasobi na
bakterialni bunky antiproliferativné (Rosenberg et al., 1965). Pozdé&ji byly popsany pfimo
protinadorové Gcinky v sérii experimentll, ve kterych bylo prokazano, ze cis-
diamindichloroplatnaty komplex (dale jen cisplatina) blokuje proliferaci u buné&énych linii
L1210 (mySi lymfocytarni leukémie) a S180 (mysi sarkom) a zpUsobuje regresi tumoru
in vivo (Rosenberg et al., 1969). V roce 1978 byla cisplatina schvalena Americkym
ufadem pro kontrolu potravin a IéCiv (FDA — U.S. Food and Drug Administration) jako
protinadorova farmakoterapie a v dnesni dobé je pouzivana pro IéCbu fady solidnich
nadort - pfedevSim varlat, vajecnikd a mocového méchyre (Kelland, 2007).

Molekula cisplatiny je hydrofilni anorganicky komplex sestavajici z centralniho
atomu platiny a dvou chloro- a dvou amino- ligandd. Muze se vyskytovat ve formé
isomerd cis- a trans- (obrazek1).

H3N\ /NH3 H3N\ /CI
Pt Pt
CI/ \CI CI/ \NH

cis-isomer trans-isomer

3

Obrazek 1: isomery cisplatiny

3.1.2 Transport cisplatiny do buriky

Transport léCiva do buriky probiha pasivni difuzi a prostfednictvim transportnich proteinu
(Gately, Howell, 1993). Tato skute€nost napovida tomu, Zze urcita mira selektivniho

pusobeni je umoznéna prave diky nékterym tkanove specifickym prfenasecim, které se
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na pfijmu cisplatiny podileji a umoznuji tak vysSi toxicitu pro nékteré z typl tkani
(Ciarimboli, 2012).

Protinadorova platinova terapeutika jsou do buriky pfijimana fadou transportér(,
a to napfiklad rodinou pfenasecu rozpustnych slozek - SLCs (solute carrier) protein(
(Burger et al., 2011).

Do skupiny SLC22 patfi uniportni transportéry pfenasejici pfedev§im organické
kationty - OCT (organic carrier transporter), které hraji roli v pfijmu, distribuci i eliminaci
léCiva. Tuto funkci zastavaji pfedevsim tfi zastupci z této skupiny: OCT1, OCT2 a OCT3
(Koepsell et al., 2007). K expresi OCT2, ktery se na transportu cisplatiny podili nejvice,
dochazi v proximalnich tubulech ledvin a burikach vlasovych vacku, coz jsou tkané, na
které plsobi cisplatina s nejvy$Si mirou toxicity a vedlejSich u€ink(. Proto jsou tyto
transportéry spojovany se specifitou pasobeni platinovych chemoterapeutik (Burger et
al., 2011).

DalSim transportérem cisplatiny do buriky je protein CTR1 (high-affinity copper
uptake transport protein), ktery je zastupcem skupiny SLC31, a za béznych podminek je
zodpovédny za pfijem a distribuci méd'natych iont (Holzer et al., 2006).

Transportéry SLC a ABC (ATP-binding casette) se naopak podileji na detoxikaci

kovl z buriky a mohou hrat roli v mechanismu rezistence vUci 1é€bé cisplatinou.

3.1.3 Aktivace cisplatiny a intereakce s DNA

Po vstupu cisplatiny do buriky, dochazi nejprve k aktivaci molekuly. Hydrolyzou vazeb
mezi atomy chloru a centralnim atomem kovu vznika elektrofil, u néhoz jsou bud' jeden,
nebo oba atomy chloru nahrazeny hydroxidovymi anionty (OH ) nebo molekulami vody
(H20) (Miller, House, 1989). Odstépeni chloro- ligandd je ovlivnéno hodnotou pH a
nizkou intracelularni koncentraci CI, diky ¢emuz dochazi k odStépeni chloridového
ligandu az v burice (Shermann, Lippard, 1987). Amino- ligandy zUstavaji na centralnim
atomu platiny navazany. Pozitivné nabitd molekula mize nasledné interagovat nejen
s DNA, ale také RNA a proteiny (Cohen, Lippard, 2001).

Aktivovana molekula vytvati svou vazbou na DNA nékolik typ aduktd (Sherman,
Lippard, 1987). Nejprve vznikd monofunkéni adukt. Je vytvofena vazba mezi
aktivovanou hydratovanou formou cisplatiny a imidazolovym jadrem purinovych bazi.
Preferencné dochazi k vytvofeni kovalentni vazby mezi atomem platiny a N7 purind —
pfedevSim guaninu a v mensi mife adeninu. Nasledné vznika bifunkéni adukt a
vysledkem je vznik nitrofetézcovych mustkl mezi dvéma guaniny 1,2-d(GpG), guaninem
a adeninem 1,2-d(ApG) nebo 1,3-d(GpNpG). V menSi mife vznikaji mezifetézcove
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mustky a monofunkéni adukty, nebo adukty s vazbou na protein (Jamieson, Lippard,
1999) (Obr. 2).

Nitrofetézcové a mezifetézcové mastky zpUsobuji fadu deformacnich zmén
v nativni struktufe DNA, jako je rozvijeni (Bellon et al., 2002) a ohybani dvousroubovice

smérem k velkému zlabku (Rice et al., 1988).
H,N
A) e
HN-"

C) HNS ¢

NH,
e B)

OH:

D)

H,N
E) = Sp—

Obrézek 2: Hlavni adukty vytvorené vazbou cisplatiny k DNA. A)1,2-d(GpG) nitrofetézcovy adukt, B)
1,2-d(ApG) nitrofetézcovy adukt, C) monofunkcni adukt, D) 1,3-d(GpG) mezifetézcovy adukt, E)
protein-DNA mdstek

Bylo potvrzeno, Ze diamindichlorplatnaty komplex interaguje s DNA jiZ popsanym
mechanismem a pUsobi antiproliferativné. Tuto biologickou aktivitu vykazuje vSak v mife
vhodné pro terapeutické pouziti pouze cis- forma (Rosenberg et al., 1969).
Antiproliferativni aktivita trans- isomeru je srovnatelna s cis- formou az pfi 10x vysSich
koncentracich (Mansy et al., 1973). Proces vzniku trans-isomeru je pomaly a tyto adukty

jsou bunkou eliminovany efektivnéji nez adukty cis- isomeru (Shermann, Lippard 1987).

3.1.4 Rozpoznani zmén DNA a opravné mechanismy

Rozpoznavani poSkozeni DNA muze byt zprostfedkovano ¢tyfmi riznymi mechanismy,
mezi které patfi nukleotidova excisni oprava (NER), bazova excisni oprava (BER),
oprava dvouretézcoveho zlomu a mismatch oprava (MMR). Pfi rozeznavani cisplatinou
vyvolaného poskozeni DNA je uplatfiovana nejvice NER (Kelland, 2007). Pfi tomto
mechanismu opravy je poSkozené misto vystfizeno v podobé oligonukleotidu,

dosyntetizovano polymerazou, a novy usek pfipojen ligasou. Nejucinnéji jsou timto
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zpusobem odstrafiovany 1,3-adukty, a proto jsou hlavnim zdrojem cytotoxicity
predevSim 1,2-adukty (Fuertes et al.,, 2003). Tento typ aduktl je rozpoznavan
chromatinovymi nehistonovymi HMG (High mobility group domain) proteiny, které jsou
za bé&znych podminek zodpovédny za organizaci chromatinu a podileji se na fadé
opravnych mechanismu. PoSkozeni cisplatinou je rozpoznavano predevsim HMGB1
(High mobility group box-1) (Reeves, 2005). Diky vazbé téchto proteind je zabranéno
rozpoznani 1,2-aduktui reparacnimi systémy. Dochazi k inhibici NER a je tak umoznéna
kumulace poskozeni bez jejich v€asnych oprav (Pil, Lippard, 1992).

Poskozeni DNA je rozeznavano fadou dalSich proteinl, které se vazou na
konkrétni misto a umoznuji tak zahajeni oprav (Donahue et al., 1990; Kelland 2007).
Mezi tyto poSkozeni rozeznavaijici proteiny patfi hMSH2 komponenta opravného
mechanismu mismatch repair (MMR), lidska RNA polymeraza |, a fada transkrip&nich
faktort véetné TATA-vazebného proteinu.

Funkci DNA-poSkozeni rozpoznavajicich proteind je pfenos signalu
prostfednictvim signalnich kaskad zahrnujicich p53, p73 a MAPK (Mitogen activated
protein kinase), ¢imz je zprostfedkovana nasledna bunécna odpovéd (Tanida et al.,
2012).

3.1.5 Bunéé¢na odpovéd na ucinky cisplatiny

Interakce cisplatiny s DNA vyvolava v burice zmény na urovni transkripce, replikace a
ma vliv na aktivaci transduk&nich drah vedoucich k zastavé bunééného cyklu, pfipadné
spusténi bunécné smrti, a to apoptosy nebo nekrosy (Cohen, Lippard, 2001). V bunkach
dochazi po expozici cisplatiné ke vzniku dvoufetézcovych zlom( a jedna se o prvni
detekované zmény u bunék podstupujicich buné€nou smrt (Sorenson, Eastmann, 1988).
Bylo dokazano, Ze dochazi ke 5tépeni DNA na pravidelné 180 bp dlouhé fragmenty, ke
zménam na povrchu bunék a K jejich svrastovani, coz jsou hlavni morfologické zmény

provazejici apoptosu (Cohen, Lippard, 2001).

3.1.5.1 Vliv na bunécény cyklus

Pomoci pratokové cytometrie bylo zjisténo, ze po kratkodobém plisobeni cisplatiny
dochazi k zablokovani bunétného cyklu v kontrolnim bodé v G2 fazi, kde bunky
setrvavaji po dobu nékolika dnl a poté umiraji (Sorenson et al., 1990). Jelikoz dochazi
k zastaveni buné&ného cyklu v G2 fazi, zablokovani cyklu a bunéCna smrt nejsou
nasledkem zpomaleni DNA replikace, ke které dochazi v S fazi (Sorenson, Eastman,
1988). Tyto informace jsou v souladu s dalSimi experimenty, kterymi bylo zjisténo, Ze

k inhibici buné€ného ristu je tfeba nizSich koncentraci cisplatiny nez k inhibici replikace
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DNA a Ze koncentrace cisplatiny ma sice vliv na rychlost syntézy DNA, ktera je na
pusobeni cisplatiny velmi citliva, nicméné nekoreluje s mirou toxicity (Cohen, Lippard,
2001).

Déle je tato hypotéza podpofena také skute€nosti, Ze bufky jsou pfi nizkych
koncentracich schopny prekonat zpomaleni syntézy DNA, nasledkem ¢ehoz dochazi
k pfechodnému zastaveni v Sfazi a poté kzastaveni bunéCného cyklu v G2 fazi
(Sorenson et al., 1990). Zde mohou buriky setrvat a nasledné podstoupit bunécnou smrt
v pfechodu G2/M, nebo pfejit do M faze. K obnoveni syntézy DNA pak dochazi po 3-5
dnech a bufika mlze absolvovat dalSi buné€ny cyklus. Zastaveni v G2 fazi je s nejvétsi
pravdépodobnosti zplsobeno snizenou produkci mRNA transkriptl nezbytnych pro
syntézu proteinl potfebnych pro vstup do M faze u ovlivnénych bunék (Sorenson et al.,
1990).

Bylo zjisténo, Ze v bufkach, které jsou odsouzeny k buné&né smrti, dochazi
nejprve kinhibici transkripce a translace, nasledné kpoklesu mnozstvi
nikotinamidadenindinukleotidu (NAD) a adenosin trifosfatu (ATP) a nakonec a ke ztraté
integrity bunééné membrany (Tanida et al., 2012).

Jak jiz bylo zminéno, DNA poskozeni-rozpoznavaijici proteiny hraji roli v pfenosu
signalu poskozeni DNA na signalizaéni kaskady zahrnujici p53, p73 a ERK, JNK a p38
MAPK (Cepeda et al., 2007).

3.1.5.2 p53

Protein p53 je nuklearni fosfoprotein, ktery ma funkci transkrip&niho faktoru regulujiciho
prubéh bunétného cyklu, opravy DNA, programované bunétné smrti a je hlavnim
mediatorem odpovédi na genotoxické faktory (Brabec, Kasparkova, 2005). V burikach je
udrzovana nizka hladina tohoto proteinu prostfednictvim jeho negativniho modulatoru —
MDM2 (mouse double minute 2). Tento protein ma funkci E3 ligasy, ubiquitinuje p53 a
zprostfedkovava jeho proteasomalni degradaci (Honda et al.,, 1997). Nasledkem
posSkozeni DNA cisplatinou dochazi k fosforylaci a stabilizaci proteinu p53, ktery dale
transaktivuje dalSi geny ovliviujici prabéh opravy DNA pred replikaci, proces bunééného
déleni, zastaveni bunéfného cyklu a vyvolani apoptosy (Lambert, Sgrensen, 2018).
Fosforylace p53 je zprostfedkovana dvéma odliSnymi kinazovymi kaskadami ATM
(Ataxia telangiectasia-mutated protein)-CHK2 (Checkpoint kinase 2) a ATR (ATM and
Rad3-related protein)-CHK1 (Checkpoint kinase 1), jejichz aktivace je zpUsobena
predevsim dvouretézcovymi zlomy DNA (Efeyan, Serrano, 2014; Marechal, Zou, 2013).

Interakce mezi p53 a poskozeni-rozpoznavajicim HMGB1 m(ze byt zakladem
p53-zavislého spousténi apoptosy, jelikoz v takovém pfipadé nemuze p53 aktivovat
opravu DNA (Cepeda et al., 2007).
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3.1.5.3 MAPK/INK/ERK/p38

Jako dalSi je s cytotoxicitou cisplatiny spojena MAPK (mitogen activated protein kinase)
kaskada zahrnujici aktivaci ERK 1/2 (Extracellular signal-regulated kinase 1/2), JNK (c-
Jun N-terminal kinase) a p38, z nichZ je nejvyznamnéjSi aktivace ERK 1/2 (Tanida et al.,
2012). Bylo prokazano, ze inhibice MEK-ERK drahy zpUsobuje u bunék rezistenci, ktera
je specificka pro plsobeni cisplatiny (Yeh et al., 2002). Na druhou stranu vSak bylo
navrzeno, ze aktivace JNK a ERK plsobenim cisplatiny mize byt ¢aste¢né spojena se
zastavenim bunééného cyklu prostfednictvim p53, ¢imz vznika prostor pro opravu
poskozené DNA a vznika tak urcity typ ochrany pied toxicitou cisplatiny (Persons et al.,
1999).

Aktivace JNK a p38 MAPK umoznuje fosforylaci transkrip&nich faktor( c-Jun a
ATF-2 (Activating transcription factor 2), které se vazou na promotory fady genu, coz
vede, mimo jiné, k expresi proapoptotického FasL genu, ¢imZ je nasledné indukovana
apoptosa (Tanida et al., 2011).

3.1.54 p73

Na mechanismu indukce apoptosy se podili také na p53 zavisly p73 protein, k jehoz
kumulaci dochazi v burikach vystavenych cisplatiné (Gong et al., 1999; Tanida et al.,
2011). Jeho aktivace je zavisla na MMR proteinech MLH1 (MutL homolog 1) a od
aktivace p53 se lisi tim, ze v této cesté neni zahrnuta aktivace ATR. Cesta mezi
rozpoznanim posSkozené DNA v jadfe a p73 je zprostfedkovana onkogenni
tyrosinkinasou c-Abl (Tyrosine-protein kinase ABL1), ktera je regulovana proteiny MMR.
Obé z moznosti aktivace apoptotickych drah — p53 i p73, vedou Kk uvolfiovani
cytochromu C z mitochondrialnich membran zprostiedkované proapoptotickymi proteiny
Bax (Bcl-2 associated X protein) a Bak (Bcl-2 homolous antagonist killer) s naslednou

aktivaci kaspasy 9.
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Obrazek 3: Vyznam a cile MAPK drah v transdukci signalu cisplatinového poSkozeni DNA. Prevzato a
upraveno z Cepeda et al., 2007

3.1.6 Rezistence

Rezistence muze byt vnitfni (vrozena) nebo vnéjSi (ziskana), ktera vznika v dusledku
lécby (Kelland, 2007). Protinadorova IéCba cisplatinou je primarné velmi u¢inna, avSak
pfi recidivé onemocnéni je Casty vyskyt rezistence vu¢i tomuto IéCivu (Dasari,
Tchounwou, 2014). U nadorl vaje¢niku dojde az u 70% pacientd podstupujicich
chemoterapii cisplatinou k prvotni regresi. Tento uc€inek neni trvaly a obdobi
nasledujicich 5 let pfeziva pouze pfiblizné &tvrtina pacientu.

Jak jiz bylo uvedeno, cytotoxické vlastnosti cisplatinového komplexu jsou
zprostfedkovany kovalentni vazbou k DNA za vzniku Pt-DNA aduktu, které interferuji
s DNA replikaci a transkripci. Rezistence, ktera je primarné podminéna nedostateCnou
kumulaci aduktt v burice, muze mit nékolik riznych pfic¢in (Lambert, S@rensen, 2018).

Hlavnim mechanismem zodpovédnym za rezistenci bunék k 1é¢bé cisplatinou je
oprava platinované DNA, a to pfedevsSim prostfednictvim NER (viz kapitola 3.1.4
Rozpoznani zmén DNA a oprava). PoS8kozeni DNA rozpoznavajici proteiny XP
(xeroderma pigmentosum complementation group) jsou soucasti systému NER. Protein
XPF vytvafi heterodimer s endonukleazovym proteinem ERCCL1 (EXxcision repair cross
complementing-1), ktery je také soucasti systému NER a k aktivaci systému dochazi

v pfipadé posSkozeni DNA cisplatinou. Poté komplex vytvafi incize v DNA (Kelland,
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2007). Nadmérna exprese XPF proteinu vede ke zvySeni rezistence k cisplatiné a
naopak snizeni jeho exprese (pfipadné umli¢eni pomoci antisense RNA, ma za nasledek
zvySeni citlivosti (Brabec, KaSparkova, 2005). V klinické studii ovarialniho karcinomu
rezistentniho k cisplatinové terapii bylo zjiSténo, Ze jsou u pacientd vyznamné zvySené
také hladiny mRNA ERCC1 (Dabholkar et al., 1994). Pfi vyfazeni ERCC1
prostfednictvim malych interferujicich RNA (siRNA) dochazi k utlumeni NER a tim i ke
zvySeni citlivosti nejen k cisplatiné, ale také oxaliplatiné a carboplatiné. Z tohoto divodu
se jedna o velmi atraktivni cil vyzkumu (Chang et al., 2005).

Snizena kumulace aduktl v burice je také spojena s inaktivaci IéCiva po vstupu
do bunky, a to pfedev§im pfimou vazbou na proteiny a glutathion (GSH) naslednym
odstranénim z buriky pres ATP-dependentni glutathion-S-konjugat exportni pumpu
(Eastman, 1987).

Dale muze byt omezeno hromadéni aduktd v burfice snizenym pfijmem léCiva Ci
nadmérnou detoxifikaci. Castgji se véak jedna pravé o nedostateény pfijem zpUsobeny
shizenou expresi transportnich proteind (Kelland, 2007). Tento zpUsob rezistence byl
zkouman v experimentu s burikami, které nesly WT CTR1 transportér a byly schopny
akumulovat pfiblizné 35 % aplikované cisplatiny (Holzer et al., 2006). Burky
s odstranénymi obéma alelami genu pro CTR1 protein byly schopny akumulovat pouze
5-7 % cisplatiny a byly zhruba tfikrat méné citlivé. Bylo dokazano, ze po expozici
cisplatiné dochazi u lidskych karcinomd vaje€niku ke zpomaleni exprese CTR1 a
kredukci poctu téchto transportér(l. Transporter CTR1 je zodpovédny za casné
vychytavani cisplatiny.

Na zakladé téchto poznatkl bylo zjisténo, Zze je mozné zvysit citlivost nadoru
k Ié€bé prevenci jeho pfirozené degradace (Al-Eisawi et al.,, 2011). Kombinovanou
aplikaci cisplatiny s inhibitorem proteasomu bortezomibem doslo k 30nasobnému
zvySeni ucinnosti proti linii A2780 a 180nasobnému zvysSeni Gucinnosti proti linii A2780cis.

| pfes to, Ze je rezistence k cisplatiné z vétsi ¢asti zplsobena snizenym pfijmem
léCiva do buriky, Caste¢né se na ni podili také nadmérna exprese efluxnich proteind, jako
jsou méd-transportujici ATPasy typu P, pfenaseCe skupiny ABC (MDR1 — multidrug
resistence protein, MRP2 — multidrug resistence-associated protein) a skupina SLCA47,
do které jsoufazeny proteiny MATE (multidrug and toxin extrusion) (Burger et al., 2011).
Zde je nutno zminit dva lidské proteiny spadajici do této rodiny, a to SLC47A1 (MATE1)
a hSLC47A2 (hMATEZ2-K). Tyto transportéry jsou pfevazné exprimovany v renalnich
tubulech a v hepatocytech, kde je jejich hlavni funkce detoxikace zprostfedkovana
transportem organickych kationt pfes membrany (Nies et al. 2016).
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Mimo tyto mechanismy muze byt pfiCina rezistence k IéCivu nadmérna
sekvestrace cisplatiny do intracelularnich vesikul, které jsou nasledné exocytosou

odstrafiovany z burky (Lambert, Sorenson 2018).

3.1.7 Nezadouci ucinky

Terapie cisplatinovymi chemoterapeutiky je limitovana fadou zavaznych vedlejSich
ucinkd, které jsou zpUsobeny nizkou selektivitou téchto I€Civ (Oun et al., 2018). Mezi tyto
vedlejSi ucinky patfi nefrotoxicita, ototoxicita, neurotoxicita, myelosuprese a zazivaci
obtize zpUsobené gastrointestinalni toxicitou (Moon, 2011). Porozuméni mechanismim
pusobeni lé€iv vedoucich k vedlej§im ucinkim muze v budoucnu umoznit zavedeni
postupU eliminujicich tyto ucinky jiz v prabéhu lécby, pfipadné dat zaklad novym
derivatim (Kanat et al., 2017).

3.1.7.1 Nefrotoxicita

Nefrotoxicita je nejzavaznéjSim vedlejSim GCinkem. Terapeuticka ucinnost zavisi na
davce, ktera je volena na zakladé typu, pokroé€ilosti nadoru a odviji se také od obsahu
povrchu pacientova téla. Zaroven je vSak souCasné limitovana pravé rostouci
nefrotoxicitou a pfipadnymi komorbiditami u pacientt (Oun et al., 2018).

Pfechodné poskozeni ledvin se po 1 tydnu pravidelné terapie objevuje u 25 %
pacientu, pficemz k trvalému selhani ledvin s naslednou nutnosti dialyzy dochazi na
zakladé vyse davky a opakovani cyklu lécby (Moon, 2011).

Histopatologické studie ukazaly, Ze primarné dochazi k poskozeni proximalniho
a distalniho tubulu, Henleovy klicky i Bowmanova vacku (Tanaka et al., 1986).

Existuje fada postup pro eliminaci nasledku nefrotoxicity (Oun et al., 2018). Mezi
hlavni a nejCastéjS§i metody patfi hyperhydratace fyziologickym roztokem. Ta je
provadéna pfed zahajenim lécby, v jejim prubéhu i po ukonCeni. Bohuzel i pfes
drastickou hyperhydrataci a podavani diuretik (mannitol, furosemid) neni mozné potlacit

nefrotoxické pUsobeni cisplatiny kompletné.

3.1.7.2 Ototoxicita

DalSim zavaznym vedlejSim ucinkem léCby terapeutiky s platinovym zakladem je
ototoxicita (Oun et al., 2018). Dochazi k oboustranné ztraté sluchu, a to nejprve ke ztraté
sluchu vy&Sich frekvenci. Déle je poSkozen vestibularni aparat, vznika tinnitus a otalgie.
Ztrata sluchu je trvala, tinnitus obvykle mizi po ukonceni Ié€by. Mira ototoxicity je zavisla

na véku pacienta pfi prvni davce a pozdéji roste s kumulativni davkou.
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Cilem puUsobeni cisplatiny je hlemyzd ve vnitfnim uchu, coz je komplexni organ
slozeny z nékolika typ bunék. Mira toxicity cisplatiny se u jednotlivych typ lisi (Callejo
et al., 2015). Nejvice jsou postizeny apoptotickou degeneraci vlasové burky Cortiho
organu. Byly vSak také zjiStény léze a zmény v jinych strukturach, v€etné dehiscence

myelinovych oball neuron(l a lyzy bunék ve stria vascularis.

3.1.7.3 Neurotoxicita

Cisplatina poSkozuje také nervovou soustavu a zpuUsobuje periferni senzorickou
neuropatii, ktera je zavisla na davce (Kanat et al., 2017).

Projevuje se nejCastéji parestezii — necitlivosti a brnénim v koncetinach a
v perioralni oblasti, dysestézii — bolestivé symptomy parestezie a svalovou slabosti. Tyto
ucinky mohou byt akutni nebo chronické s pfetrvanim az nékolik let po ukonceni léCby.
S vystavenim pacienta chladu se mohou tyto pfiznaky zhorSovat (Oun et al., 2018).

Neuropatie je zpUsobena apoptézou neurond, ve kterych dochazi ke kumulaci
cisplatinovych aduktd. Prostupnost léCiva do perifernich neurond je umoznéna
nepfitomnosti hematoencefalické bariéry, ktera se nachazi v centralni nervové soustavé
a zde brani vstupu cisplatiny (Kanat et al., 2017).

Neurotoxicita je typickym nezZadoucim u€inkem pro IéCbu oxaliplatinou a s
nejvétsi pravdépodobnosti souvisi s inhibici syntézy rRNA (Oun et al., 2018)

3.2 Platinové derivaty

Pro vyvoj pfimych cisplatinovych derivati byly didvodem zavazné vedlejSi Gc€inky,
rezistence kléCbé a omezené spekirum typld nadorl s moznosti cisplatinové

chemoterapie.

3.2.1 Karboplatina

Chemicky se jedna o cis-diamin(1,1-cyclobutandicarboxylato)platnaty komplex (Obr.4).
Bylo zjisténo, Ze toxicita IéCiva je umérna reaktivité, resp. labilité skupin, které jsou
vazany na centralni atom a jsou pfi aktivaci 1éCiva nahrazovany vodou. Na zakladé této
hypotézy byl cilené vytvofen novy derivat - karboplatina (Wheate et al., 2010).
Karboplatina vytvaFi adukty stejnym mechanismem jako cisplatina, ale je diky
obsahu cyklobutandikarboxylového ligandu misto chloridovych atomu stabilnéjSi a
nefrotoxicita je znaéné snizena. Na druhou stranu je Ié¢ba karboplatinou limitovana
myelosupresi, a to prfedevSim trombocytopenii (Kelland, 2007). NizSi reaktivita této
slou¢eniny vede knutnosti vySSich davek kdosazeni protinadorovych ucinki

srovnatelnych s cisplatinou (van der Vijgh, 1991).
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Z divodu velmi podobného mechanismu pUsobeni cisplatiny a karboplatiny, je
mozné pouzit karboplatinu k lé¢bé velmi podobného spekira nadord jako pavodni
cisplatina (Wheate et al., 2010). Mechanismus tvorby a typu aduktu vytvarenych obéma
léCivy je také pfiCinou, pro¢ karboplatina nepusobi antiproliferativné na cisplatina-
rezistentni buriky. Tento derivat poskytuje vyhodu v Ié€bé pouze snizenim vedlejSich
ucinkd (Weiss, Christian, 1993).

@)

@)

Obrazek 4: Chemické struktura karboplatiny

3.2.2 Oxaliplatina

Oxaliplatina je (1R,2R-diaminocyclohexane)oxalatoplatnaty komplex (Obr. 5). Tento
derivat umoznil jako prvni pfekonani rezistence k cisplatiné a rozSifeni spektra 1é¢by o
dalsi typy nadoru. Oxaliplatina pUsobi antiproliferativné na nadorové burnky leukemie,
tlustého stfeva a kone€niku, vaje€niku, prsou, melanomu, mo¢ového méchyfe a dalSich
(Raymond et al., 1998).

Tento derivat byl navrZzen tak, aby obsahoval odlisné nosné ligandy a pfi aktivaci
hydrolyzou vznikal odli§ny typ adukt(, nez pfi hydrolyze cisplatiny a karboplatiny (Starha,
TravniCek, 2018). Ve vznikajicich nitrofetézcovych GpG aduktech mifi nosné ligandy
oxaliplatiny do velkého Zlabku DNA a brani tak vazbé protein opravnych mechanismu.
Dale zpUsobuiji vétsi zmény v DNA (rozvolfiovani a ohybani) nez cisplatina (KaSparkova
et al., 2008).

Vedlej8im ucinkem, ktery provazi IéEbu oxaliplatinou je periferni neuropatie (viz

kapitola 4.7 Nezadouci ucinky), jejiz mira je zavisla na davce (Raymond et al., 1998).
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Obrazek 5: Chemicka struktura oxaliplatiny
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4 Neplatinové organokovové derivaty

Po uvedeni cisplatiny do klinické praxe a popsani mechanismd jejiho puasobeni
nasledoval vyvoj analogu za cilem redukovat vedlejsi u€inky plvodnich slou€enin. Tato
snaha vedla k zafazeni dvou platinovych analogt do klinického pouziti, a to karboplatiny
a oxaliplatiny. Oba tyto derivaty vSak stale zpUsobuji vazné nezadouci ucinky a navic
pouze oxaliplatina umozriuje 1éEbu nadord vykazujicich rezistenci k cisplatiné. Z tohoto
divodu jsou vyvijeny derivaty s jinym nez platinovym zakladem, tzn. jinym centralnim
atomem. Obecné se jedna o tzv. proléCiva, ktera musi, stejné jako cisplatina, podstoupit
nejdfive ligandovou vyménu, nebo redoxni reakci, aby ziskala aktivni formu (Ballesta et
al., 2019).

Oproti organickym slouceninam jsou komplexni slou€eniny strukturné vice
rozmanité (Ma et al., 2019). Na zakladé schopnosti vytvaret rizné typy koordinaéni
geometrie a variability v ramci vazeb, v€etné trojrozmérnych konfiguraci a typu ligandu,
je mozné kovovy komplex optimalizovat a modifikovat tak, aby byla slou€enina cilena na
konkrétni biomolekuly.

Komplexni slou¢eniny obsahuijici centralni atom prechodného 5d kovu vykazuiji
slibné vlastnosti pro budouci pouziti v protinadorové |éCbé, a to i v pfipadech, kdy
konvencni terapeutické cesty nejsou ucinné, pfipadné jejich pouZiti znemoznuje
rezistence (Ma et al., 2019). V poslednich letech se pfedmétem vyzkumu staly
pfedevSim komplexy s rutheniem, osmiem a iridiem. Lé&ebny potencial témto latkam
poskytuji vlastnosti, jako jsou vysoka prostupnost do bunék, stabilita vné a uvnitf buriky
a jejich biologicka aktivita.

PolosendviCové analogy, na které je v poslednich letech zaméfena pozornost, se
i8i v malych strukturnich zménach. Bylo prokdzano, Ze tyto komplexy vykazuji vyssi

ucinnost nez konvenc&né pouzivana cisplatina (Hearn et al, 2015).

4.1.1 Ruthenium jako centralni atom

Komplexy s centralnim atomem ruthenia jsou doposud povazovany za nejslibné;jSi
alternativu platnatych chemoterapeutik (Hartinger et al., 2008). V poslednich 30 letech
byla podrobné studovana jejich antiproliferativni aktivita, kterou vykazuje vétSina
testovanych sloucenin, a to se slabou vedlejsi toxicitou (Kostova, 2006).

Komplexy s rutheniem vykazuji podobnou kinetiku vymeény ligandd jako cisplatina
(Suss-Fink, 2009; Allardyce, Dyson, 2016). K této vyméné dochazi ve vodném prostredi
a pravdépodobné se jedna o hlavni faktor protinadorové aktivity. Nékteré chemické a

fyzikalni vlastnosti atomu ruthenia jsou podobné atomu zZeleza, diky ¢emuz muze
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ruthenium vystupovat jako atom Zeleza ve vazbé na plazmatické proteiny. Ruthenium
mUze byt diky tomu vazano na transferrin, ktery je bunikou pfijiman prostfednictvim
transferrinovych receptorll. Tyto receptory jsou u nadorovych bunék nadmérné
exprimovany z divodu vy$Sich naroku na pfijem Zeleza. S touto vilastnosti také nejspise
souvisi selektivni toxicita téchto komplexnich slou€enin vi¢i nadorovym bunkam.

Komplexy Ru(lll) jsou v tomto oxidaénim stavu centralniho atomu v neaktivni
formé a pro aktivitu in vivo musi byt aktivovany redukci na oxida¢ni stav Ru(ll) (Mokesch
et al.,, 2019). Tato vlastnost také umoznuje jejich selektivni plsobeni, protoZe pro
uspédnou redukéni reakci se musi slouCenina vyskytovat ve vhodném prostfedi s
dostate¢né nizkym pH a nizkym obsahem kysliku. Takové vilastnosti jsou typické pro
vnitfni prostfedi nadorovych bunék. Schopnost redukovat se je vSak také znacné
ovlivnéna ligandy. Napfiklad lipofilita uréena povahou ligandl je spojena se schopnosti
akumulace latky v burice, a to tak, Ze s rostouci lipofilitou komplexu roste také mira
akumulace. Jak jiz bylo zminéno, vlivem nizkého pH, které je typické pro nadorové
bufky, dochazi k protonaci slouCenin, ¢imz se stavaji reaktivnimi a mohou poté
interagovat s cilovymi molekulami.

Rada téchto slougenin vstoupila do klinickych testovani. Mezi nejorostudovanéjsi
patfi Ru(lll) komplexy, a to NAMI-A (,,New Anti-tumour Metastasis Inhibitor) a KP1019
(Kostova, 2006).

4.1.1.1 NAMI-A a KP1019

NAMI-A (Obr.6 vlevo) a KP1019 (Obr.6 vpravo) jsou dvé strukturné pfibuzné komplexni
Ru(lll) slou€eniny, které jsou zkoumany z hlediska jejich potencialniho medicinského
vyuziti pro protinadorou IéCbu (Alessio, Messori, 2019). U téchto dvou derivatld je
zajimaveé to, ze ani jeden z nich nebyl podroben tradi¢nimu pfedbéznému screeningu in
vitro, ale byly pfimo testovany na zvifecich modelech.

| pfes pfibuznost a strukturni podobnost se farmakologické vlastnosti obou
komplexu velmi liSi (Alessio, Messori, 2019). Komplex Ru(lll) NAMI-A s imidazolovym
cyklem ve struktufe vykazuje selektivni aktivitu proti solidnim metastazujicim nadordim,
a to i cisplatina-rezistentnim typim. Jeho cytotoxicita vuci primarnim nadorim je nizka.
Sloucenina KP1019 Ru (lll) obsahujici indazol a jeji ve vodé rozpustny derivat KP1339
pusobi cytotoxicky pfedevSim na kolorektalni karcinomy, které jsou rezistentni vUCi
platinovym chemoterapeutikiim.

Obé tyto latky jsou schopny se vazat na DNA a modifikovat ji, nicméné
mechanismus U¢inkd Ru(ll) komplexu je odliSny od mechanismu pUsobeni cisplatiny
(Alessio, Messori, 2019). Slou¢enina NAMI-A se diky své kinetické reaktivité vaze na

DNA in vitro rychleji nez KP1019 a cisplatina a vytvari nitrofetézcové bifunkéni adukty
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s preferenéni vazbou na guanin, stejné jako platinova léCiva. Pfestoze Ru(lll) komplexy
maiji schopnost vytvaret konformacéni zmény DNA, tyto zmény jsou podstatné mensi nez
v pfipadé puUsobeni platinovych IéCiv.

Intracelularni pusobeni NAMI-A pfi vysokych koncentracich (>100 uM) zahrnuje
jiz zminénou vazbu na DNA, RNA, zablokovani progrese buné¢ného cyklu v G2/M a
inhibici matrixovych metaloproteinaz MMP-2 a MMP-9, které za fyziologickych podminek
pusobi proti extracelularni matrix (Alessio, 2017). Pfi nizSich koncentracich NAMI-A (1-
10 uM) nedochazi k prostupovani latky do bunék a dochazi k zablokovani kli€ovych
aspektll angiogeneze a migrace bunék, coz jsou zakladni mechanismy vzniku metastaz.

Selektivni antimetastatické plsobeni slou¢eniny NAMI-A je umoznéno vazbou na
kolagen plicni extracelularni matrix a na kolagen typu IV bazalni membrany ledvinovych
glomerult (Vacca et al., 2002). V misté pUsobeni dochazi ke stimulaci rdstu vaziva,
vznika pevné pouzdro nadorové masy a je tak znesnadnéna vaskularizace nadoru.
Tento komplex puUsobi antimetastaticky nejen pfimo na nadorové burky, ale takeé
preventivné.

Latka NAMI-A byla podrobena klinickému testovani u pacient(l se solidnimi
nadory (Rademaker-Lakhai et al., 2004). Slouc¢enina byla v ramci klinickych testl pouzita
v podobé& monoterapie nebo kombinované terapie, napf. s gemcitabinem (Rausch et al.,
2019). Bohuzel, klinické studie této sloueniny nedospély do Ill. Faze. Byly ukonéeny
z davodu nizké efektivity, toxicity a nezadoucich ucinkd, jako jsou nevolnosti, zvraceni,
prujem, pfechodna nefrotoxicita, akumulace NAMI-A ve tkanich bohatych na kolagen a
bolestiva tvorba puchyfu, ktera se stala limitujici pro davku. Uginek NAMI-A se zda byt

nezavisly na typu primarniho nadoru a stadiu vyvoje metastazy.
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Obrazek 6: Struktura komplexu NAMI-A (vievo) a KP1019 (vpravo), prfevzato a upraveno (Nabiyeva et al.,
2020)
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41.1.2 RAPTA-C

Oznaceni RAPTA-C je odvozeno od chemickeé struktury, obecné [Ru(aren)CI,PTA] (Obr.
7), ktera obsahuje mimo centralni atom Ru(ll) také stabilizujici aren, amfifilni fosfor-
adamantanovy (PTA) ligand, a dva labilni chloridové ligandy (Rausch et al., 2019).

Jedna se o latku vykazuijici nizSi toxicitu nez cisplatina. Pusobi antiproliferativng,
antimetastaticky a antiangiogenné také na cisplatina-rezistentni buriky (Nabiyeva et al.,
2020).

Pfijem RAPTA-C do bunky probiha, podobné jako pfijem NAMI-A a KP1019.
Dochazi k nému prostfednictvim transferrinovych receptord, které jsou nadmérné
exprimovany nadorovymi burikami, coz je pravdépodobné davod, pro¢ nenadorové
bufky na ovlivnéni latkou RAPTA-C nijak vyrazné neodpovidaji (Daniels et al., 2012).
Cilem pUsobeni ex vivo je DNA, ale in vitro dochazi k vazbé predevSim na histonové
proteiny, €¢imz dochazi k deformaci DNA a jejimu poSkozeni (Rausch et al., 2019).

Bylo zjisténo, ze RAPTA-C indukuje apoptézu poskozenim mitochondrii a
aktivaci p53/JNK drahy (Chatterjee et al., 2008). Dochazi k zastaveni buné&ného cyklu
v G2/M, coz je spojeno se zvySenou hladinou p21 a snizenou hladinou cyklinu E. Dale
byla zjiSténa snizena hladina antiapoptotického proteinu Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) a
zvySenda hladina proapoptotického Bax proteinu, coz vypovida o pfesunuti rovnovahy
mezi anti- a proapoptotickymi proteiny smérem k apoptose. Dochazi k uvolnéni
cytochromu C z mitochondrialni membrany a prokaspasa 9 je $tépena na aktivni formu

iniciatni kaspasy 9.

Obrazek 7: Struktura komplexu RAPTA-C, prevzato a upraveno (Nabiyeva et al., 2020)

V kombinaci s dalsimi chemoterapeutiky se jedna o vhodného kandidata pro
klinicka testovani. Spolu s pouzitim inhibitora tyrosinkinas (napf. erlotinib) dochazi ke
zvySeni pfijmu latky do bunky. Pfi pouziti této kombinace bylo zjiSténo, Ze dochazi
k inhibici ristu A2780 i A2780cis in vitro a také byla pozorovana protinadorova ucinnost

in vivo na modelu xenograftd A2780 u mySi (Berndsen et al., 2017).
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4.1.2 Osmium jako centralni atom

Osmium je pfechodny kov patfici do triady téZzkych platinovych kovu spolu s iridiem
a platinou, proto mizeme u komplex( tohoto kovu ocCekavat cisplatiné podobnou
biologickou aktivitu a chemické vlastnosti (Nabiyeva et al., 2020). Slou€eniny s obsahem
osmia vS8ak byly prostudovany pomérné nedavno. Chemické vlastnosti poskytujici
léCebny potencial témto slouc¢eninam jsou zejména pomala kinetika vymény ligandu a
vice moznosti oxida¢nich stavl. U fady struktur odvozenych od analogl komplexu
s obsahem ruthenia byla zjiSténa podobna antiproliferativni aktivita, jako u puvodnich
sloucenin.

Mechanismus ucinku je podminén chemickou strukturou slouceniny a oxidacnim
stavem centralniho atomu. Vlastnosti trojrozmérnych struktur s Sesti ligandy a
s centralnim atomem osmia je schopnost ucastnit se bohaté Skaly specifickych interakci
s biomolekulami, které vedou kindukci apoptosy (Zhang, Huang, 2018). Komplexy
s obsahem osmia a arenového ligandu mohou opét interferovat s redoxnimi
mechanismy v burice a zvySovat tak produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) (Romero-
Canelon et al., 2015). Tato vlastnost umoznuje selektivni pusobeni, jelikoz mitochondrie
nadorovych bunék maji ¢asto omezenou nebo poskozenou funkci a neumoznuji tak
kontrolovanou regulaci hladin ROS, které plisobeni organokovovych komplex( zvySuje.

Nékteré polosendviCové komplexy s obsahem osmia vykazuji také vlastnosti
vhodné pro pouziti jako fotosenzitivni latky a po blizSim prozkoumani by mohly byt
v budoucnu pouzivany pravé pro protinadorovou fotodynamickou lé¢bu (Zhang, Huang,
2018).

4.1.2.1 0Os(ll)

V mechanismu plsobeni komplext Os(ll) je opét rozhodujici chemicka stabilita, ktera
definuje reaktivitu komplexu. Bylo dokazano, ze u polosendvi¢ovych Os(ll), jejichz
struktura obsahuje aren (napf. p-kumen, bifenyl), je mozno zménou ligand dosahnout
cytotoxicity srovnatelné s karboplatinou (Peacock et. al, 2007).

Publikovany komplex FY26 Os(Il) (Obr.8) je pomérné nereaktivni slou¢enina,
kterd po vstupu do bunky podléha aktivaci. K té vS8ak nedochazi prostfednictvim
hydrolyzy, jak tomu je napf. u platnatych chemoterapeutik, ale uvolnénim iodidového
ligandu, které je zpusobeno atakem intracelularniho GSH (Zhang et al., 2020).

Tato slouCenina puUsobi s vysokou antiproliferativni aktivitou. Na
cisplatina-rezistentni buriky pUsobi tato latka az s 49x vySSi ucinnosti nez cisplatina
(Ballesta et al., 2019). Komplex indukuje produkci ROS, a to predev§im superoxid(. Tato

vlastnost je vyuzita pro selektivni cytotoxicitu, jelikoz nedostate¢né funk&ni mitochondrie
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nadorovych bunék nejsou schopny kompenzovat hladiny reaktivnich forem kysliku. Bylo
zjisténo, ze tato sloucenina zplsobuje naruSeni mitochondrialni membrany a také se
podili na regulaci genové exprese, a to konkrétné v jadfe kodovanych
mitochondrialnich genl (napf. MAOA — monoaminooxidasa, UCP2 - mitochondrialni
rozpojovaci protein 2), coz ma za nasledek zvySenou produkci ROS.

V kombinaci s dalSimi redoxnimi modulatory dochazi ke zvySeni selektivniho
pusobeni FY26 vuci bunkam lidského ovarialniho karcinomu (Romero-Canelén et al.,

2015).

|
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Obrézek 8: Struktura komplexu FY26, pfevzato a upraveno (Nabiyeva et al., 2020)

Jako strategii do budoucna je mozZno vyuzit vyménu halogenidového ligandu u
polosendvi¢ovych komplexl za disociovatelny biologicky aktivni ligand, napF. inhibitor
histon-deacetylasy, nebo glutathion-S-transferasy ¢imz mize byt zvySena efektivita a
selektivita 1é¢by (Starha et al., 2018). Bylo dokazano, Ze pFitomnosti inhibitoru histon-
deacetylazy ve struktufe polosendviGovych komplex( s obsahem osmia skute¢né
dochazi ke zvySeni cytotoxicity a selektivity vici bufikam lidského ovarialniho karcinomu
(A2780) oproti hepatocytum.

Rada komplex(i s obsahem osmia byla syntetizovana na zakladé znamych Ru
komplext a nékteré Os(Il) analogy Ru(ll) komplext plsobi u fady nadord cytotoxicky jiz
v nanomolarnich koncentracich, a to s vysSi u¢innosti nez pfibuzné Ru(ll) slouceniny
(Fu et al., 2010). NizSi toxicita byla potvrzena na zakladé testl na modelech xenograftl

nadoru tlustého stfeva. Jedna se tedy o vhodné kandidaty pro dalsi vyzkum.

4.1.2.2 Os(ll)

Do skupiny Os(lll) komplext s antiproliferativni aktivitou patfi pfedevSim analogy
popsanych rutheniovych komplexd a to jiz zminénych slouCenin Ru(lll) NAMI-A a
KP1019 (Hanif et al.,, 2014). Osmiové analogy jsou inertn&jSi nez rutheniove, coz

samoziejmé souvisi také s odlisnymi biologickymi viastnostmi. Je popsano, Ze NAMI-A
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je rychle hydrolyzujici slouenina. Proto je pomérné prekvapivé, ze cytotoxicita jejich
Os(lll) analogt je vySSi. Z toho mizeme usuzovat, Ze hydrolyza téchto slou¢enin neni
hlavnim faktorem pro cytotoxicitu. U&innost Os(lll) a Os(IV) analogi KP1019 je podobna
ucinnosti pavodni slouceniny. Bylo vSak zjisténo, Ze rozpustné sodné soli téchto analogu
jsou ucinngjsi, tudiz je pravdépodobné, Ze aktivita souvisi spiSe s buné&nym pfijmem

téchto sloucenin.

4.1.2.3 Os (VI)

Bylo zjisténo, ze i drobné modifikace ligandi méni zasadné mechanismus ucinku u
nékterych typu Os(VI) komplext (Johnstone et al., 2015; Suntharalingam et al., 2013).
Vymeénou téchto ligandd mize byt dosazeno biologické aktivity s cilenim na DNA.
Plsobenim takovych komplext dochazi poSkozeni DNA, je aktivovan p53, zablokovan
bunélny cyklus v G2/M a nasledné je indukovana kaspasami fizena apoptosa. Jiné
komplexy s obsahem jiného typu ligandu mohou naopak zpusobit v bunkach stres
endoplazmatického retikula, coz vede kindukci p53-nezavislé apoptosy. Bylo také
zjisténo, ze nékteré z komplext indukuji fosforylaci histonového proteinu H2AX (H2A
histone family member X) jako soucast bunééné odpovédi na dvouretézcoveé zlomy. Dale
dochazi k fosforylaci CHK1, CHK2 a p53, cozZ vypovida o poSkozeni DNA. Aktivace p53
a fosforylace CHK1 zastavi bunéény cyklus v G2/M.

Dale bylo také potvrzeno, ze u€inky fady analogl zahrnuji nejen poSkozeni DNA
s naslednym zablokovanim buné&ného cyklu v G2/M a indukci p53-zavislé apoptosy, ale
také naruseni membranového mitochondrialniho potencialu a s tim souvisejici produkci
ROS, coz je dullezity aspekt mechanismu plsobeni téchto latek (Huang et al., 2020;
Novohradsky et al., 2014). Nejvyssi hladiny ze skupiny ROS dosahuje superoxid a jeho
mnozstvi koreluje s pozorovanou antiproliferativni aktivitou. Tato skute€nost potvrzuje,
Ze jsou cilem plsobeni komplexu skute€né mitochondrie, jelikoz ty jsou hlavnim zdrojem
superoxidd v bunice (Hearn et al., 2015).

Reakci na oxidacni stres zpusobeny ucinky Os(Il) je aktivace Nrf2 (Nuclear factor
erythroid 2-related factor 2), ktery je zodpovédny za antioxidacni reakci (Hearn et al.,
2015; Venugopal, Jaiswal, 1996). V pfitomnosti ROS disociuje Nrf2 z aktinu a
translokuje se do jadra, kde dochazi k intereakci s kofaktory, vaze se na cis- komponentu
hARE (Human antioxidant response element) a transaktivuje antioxidacni geny, mezi

které patfi napfiklad HO-1 (Hemoxygenasa 1) nebo GST (glutathion-S-transferasa).
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4.1.3 Iridium jako centralni atom

Iridium, jakoZto pfechodny kov, nalezi spolu s osmiem do triady téZkych platinovych
kovl. Proto mizeme u komplexu iridia oCekavat cisplatiné podobnou biologickou aktivitu
a chemické vlastnosti (Nabiyeva et al., 2020). Organoiridiové slou€eniny jsou v biologii
pouzivany v dnesni dobé& jako luminiscenéni biologické znaCky a sondy, inhibitory

proteinu a protinadorové latky.

4.1.3.1 Ctvercové planarni Ir(l) komplexy

Jako prvni iridiové organokovové slouCeniny byly z hlediska antiproliferativnich ucinkd
studovany Ctvercové planarni komplexy Ir v oxidacnim stavu | (Liu, Sadler, 2014). Na
zakladé ocekavani platiné podobnych vlastnosti byly navrzeny komplexy odvozené od
struktury cisplatiny. Byla prokazana 100% ucinnost pfi |é€bé Ehrlichova ascitu a
antimetastatické plsobeni na subkutanni LewisGv karcinom plic u mysi. V sou€asné
dobé se od studia protinadorového pusobeni téchto slouéenin postupné upousti a

pozornost je vénovana spiSe jejich katalytickym vlastnostem.

4.1.3.2 Polosendvic¢ové Ir(lll) komplexy

Nasledujici vyzkum byl zaméfen na trojrozmérné komplexy s centralnim atomem Ir(lll).
Tento oxidaéni stav je stabilngjsi nez Ir(I) (Liu, Sadler, 2014). Rada testovanych
iridiovych komplext selektivné usmrcuje nadorové buriky leukémie, melanomu a
karcinomu tlustého stfeva, prsu a prostaty, a to s vy$Si u€innosti nez cisplatina.

Byla prezentovana fada polosendvi¢ovych analogl s riznymi typy obsazenych
ligandd, jez zodpovidaji za mirné odliSnosti v pasobeni jednotlivych sloucenin, jelikoz
hraji dulezitou roli v rozpoznavani cilového mista (Liu, Sadler, 2014).

Na rozdil od Ru nebo Os komplext nedochazi pfitomnosti neutralniho arenového
ligandu ke stabilizaci slou¢enin, nybrz zastavaiji tuto funkci v Ir(lll) slou¢eninach obvykle
cyklopentadienylové ligandy (Liu et al., 2011, Zhang et al., 2019) (Obr. 9). Substituenty
na cyklopentadienylovém ligandu mohou ovlivnit jak biochemické a biofyzikalni
vlastnosti, tak biologickou aktivitu. Ur€uji vlastnosti jako je rychlost hydrolyzy, kyselost
hydratovanych forem, hydrofobicita, akumulace a distribuce latky v burice, interakce
s DNA a cytotoxicita. Kombinace téchto vlastnosti podminuje ucinnost celé slouceniny.
Napfiklad poétem pfitomnych fenylovych substituentd na cyklopentadienylu roste
hydrofobicita, ktera je podminkou pro snadnéjSi pfijem burikou. Dale je aktivita
podminéna typem chelatujiciho ligandu a odstupujiciho — nej¢astéji chloridového —

ligandu.
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Bylo dokazano, ze komplexy tohoto typu maji dvoiji cileni v indukci bunééné smrti
nadorovych bunék (Novohradsky et al., 2014; Zhang et al., 2019). Prvnim je poSkozeni
jaderné DNA a druhym vyvolani mitochondrialni dysfunkce s naslednou produkci ROS.
Nejprve dochazi ke specifické zméné potencialu na mitochondrialni membranég, je
zvySena produkce ROS a nasleduje kompletni ztrata membranového potencialu.

Dale mohou mit organo-iridiové komplexy prooxidac¢ni aktivitu, ktera se projevuje
pfenosem hydridu na kyslik za vzniku peroxidu vodiku, ktery poté poSkozuje dalSi
bunétné struktury (Liu, Sadler, 2014). Protinddorové u€inky mohou byt dale
zprostfedkovany cilenim na lysosomovy komplex, coz zpUsobi permeabilizaci
lysosomalnich membran, nasledné zvySeni hladiny ROS a spusténi apoptotickych

signalnich drah (Kong et al., 2019).

L= ligand

Obrazek 9: Obecna struktura polosendvicovych komplexu. Ar = fixovany stabilizaéni cyklopentadienylovy
ligand, L = monodentatovy/bidentatovy ligand, M = centralni atom kovu, prevzato a upraveno (Gichumbi,
Friedrich et al. 2018).

PolosendviCové slouceniny s iridiem maiji vyssi ucinnost nez klinicky vyuzivana
cisplatina, a to i u bunék se slabou odpovédi, nebo pfimo rezistenci k cisplatiné
(Novohradsky et al., 2014). Bylo dokazano, Ze Ir-komplexy s cyklopentadienylem se
vazou na DNA koordinaéni vazbou a dochazi k interkalaci cyklopentadienylu, &imz je
ucinné omezena syntéza DNA. Dochazi k pfiblizné 13x efektivnéjSi vazbé iridia k DNA,
nez v jaké mife k ni dochazi u cisplatiny. Za hlavni cil plsobeni cisplatiny je pfitom
povazovana pravé jaderna DNA. Byl také prokazan rozdil v dynamice a typu ucinkl na
bunéCny cyklus mezi pusobenim platinového komplexu a iridiového komplexu.
Cisplatina a dalSi platinové slou€eniny pfednostné inhibuji bun&cny cyklus pfi kratSich
expozicich v S fazi. Pfi delSich dochazi k pfechodnému zastaveni progrese bunééného
cykluv S fazi a nasledné v G2/M fazi.

Bylo pozorovano, Ze iridiové komplexy zpUsobuji narast populace v GO/G1 nebo
S fazi (Zhang et al., 2019).
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Rada iridiovych komplexti vyvolava ranou apoptdzu jiz po 24 h, jsou tedy velmi
ucinné predevsim v brzkych stadiich pisobeni (Novohradsky et al., 2014; Zhang et al.,
2019). Mira téchto ucinku se muze liSit na zakladé obsazenych ligandu.

Inertni Ir(lll) komplexy byly navrzeny jako inhibitory kindz, inhibitory TNF-a a
katalyzatory produkce singletového kysliku pfi fotoaktivaci, coz muze byt vyuzito pro
fotodynamickou terapii (Liu, Sadler, 2014). Organoiridiova chemie je prozatim relativné
neprozkoumana, nicméné nabizi unikatni vlastnosti, které mohou byt v budoucnosti

vyuzity jako vychozi parametry vyvoje terapeutik a diagnostickych prostfedku.
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5 Prakticka cast

5.1 Material

5.1.1 Pristroje

* laminarni box (Alpina, Polsko)

* CO2 inkubator MCO-17AIC (Sanyo, Japonsko)

« centrifuga ROTINA 420 /420 R (HETTICH, Némecko)

« centrifuga Thermo megafuge 16-R (ThermoFisher, USA)

» centrifuga BR4i (Jouan, USA)

* minicentrifuga 5702R (Eppendorf, Némecko)

+ minicentrifuga D1008 (DLAB, Cina)

+ analytickda vaha KERN ABT 120-5DM (KERN, Némecko)

* kyvacka Mini-Rocker Shaker, MR-1 (Biosan, LotySsko)

*  UV-VIS spektrofotometr UV-1800 (Shimadzu, Japonsko),

* aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell (BioRad, USA),

* aparatura pro western- blot Mini Trans-Blot Module (Bio-Rad, USA)

* CCD kamera LAS4000 (FujiFilm, Japonsko)

» automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

* magneticka michacka s ohfevem Arex 6 (Velp Scientifics, Italie)

* odsavaci pumpa FTAZ2i (Biosan, LotySsko)

» opticky mikroskop TMS (Nikon, Japonsko)

* pipetor (BrandTech Scientific, USA)

* pH metr se sklenénou elektrodou (XS instruments, ltalie)

* pratokovy cytometr BD FACS VERSETM (Becton-Dickinson Company, USA)

* lednice Liebherr FKvsl 5413 (Liebherr, Némecko)

+ michaCka zkumavek s bezdotykovym spinacem (VELP Scientifica, Italie)

* mrazni¢ka Innova (Fagor, Thajsko)

* pH metr pH 50 (XS Instruments, Italie) a sklenéna pH elektroda (Sentek, Velka
Britanie)

* pipetor accu-jet-pro (BrandTech Scientific, USA)

* pipetor Swiftpet Pro (HTL, Polsko)

* systém na upravu vody SIMS600CP Millipore Simplicity Personal Ultrapure
Water System (EMD Millipore, Némecko)
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» termoblok Compact Digital Dry Bath/Block Heater (Thermo Fisher Scientific,
USA)

* ultrazvukova vana VWR Ultrasonic Cleaner (VWR, USA)

* zdrojpro SDS-PAGE PowerPac Basic (Bio-Rad, USA)

* Fluoroskan Ascent microplate reader (Labsystems, Finsko)

5.1.2 Programy

*  BD FACSLuiteTM Software (Becton-Dickinson Company, USA)
*  ModFit LT 5.0 (Verity Software House, USA)
* Multigauge software (FujiFilm, Japonsko)

5.1.3 Chemikalie

+ 2-merkaptoethanol 97% (Serva, Némecko)

o akrylamid: AA (VWR, USA)

« aprotinin (Sigma-Aldrich, USA)

* bovinni sérovy albumin: BSA (VWR, USA)

» bromfenolova modr (Sigma-Aldrich, Rakousko)

+ cisplatina (Teva, CR)

* Coomasie-brilliant blue (Sigma—Aldrich, USA)

+ dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lachema, CR)

» dimethylsulfoxid: DMSO (PanReach AppliChem, Némecko)
» dithiothreitol: DTT (Roche, Némecko)

+ dodecylsiran sodny: SDS (Lach-Ner, CR)

* ECL substrat (Thermo Fisher Scientific, USA)

+ ethanol 96% (Lach-Ner, CR)

+ fenylmethylsulfonyifluorid: PMSF (Sigma—Aldrich, Cina)
» fetalni bovinni sérum: FBS (Biowest, Francie)

+ fluorid sodny (Lach-Ner, CR)

+ glycerol (Lach-Ner, CR)

+ glycin (Sigma—Aldrich, USA)

+ hydrogenfosforeénan sodny (Penta, CR)

+ hydroxid sodny (Penta, CR)

+ chlorid draselny (Lachema, CR)

+ chlorid sodny (Penta, CR)

* kultivaéni médium RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)

+ kyselina ethylendiamintetraoctova: EDTA (Sigma—Aldrich, Cina)
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» kyselina ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N‘,N‘-tetraoctova: EGTA
(Sigma—Aldrich, USA)

+ kyselina chlorovodikova 35% (Lach-Ner, CR)

+ kyselina trihydrogenfosforeéna 85% (Penta, CR)

+ kyselina octova 99% (Lach-Ner, CR)

* L-glutamin (Sigma—Aldrich, USA)

* leupeptin (Sigma—Aldrich, USA)

+ n-butanol (Lach-Ner, CR)

* NN N, N'-tetramethylethylendiamin: TEMED (BioRad, USA)

«  N‘,N‘-methylenbisakrylamid (Sigma—Aldrich, Cina)

+ nonidet: P 40 (Fluka, Svycarsko)

+ orthovanadi¢nan sodny (Sigma—Aldrich, USA)

+ penicilin (Sigma—Aldrich, USA)

+ peroxodisiran amonny (BioRad, USA)

» propidium jodid (Sigma—Aldrich, USA)

» proteinovy detekéni marker molekulové hmotnosti: Spectra Multicolor Broad
PageRuler Prestained Protein Ladder 10-180 kDa (Thermo Fisher Scientific,
USA)

*  Ponceau S (Serva, Némecko)

* resazurin: (Sigma-Aldrich, USA)

» streptomycin (Sigma—Aldrich, USA)

+ tris(hydroxymethyl)aminomethan: TRIS (Serva, Némecko)

+ tween-20: polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Sigma-Aldrich, USA)

5.1.4 Roztoky

* blokovaci pufr: 5% BSA, 0,1% Tween 20 v TBS

* blotovaci pufr: 256 mmol-I-1 TRIS, 192 mmol-I-1 glycin v dH20

» Bradfordovo €inidlo: 0,01% Coomasie-Brilliant blue, 4,7% ethanol, 8,5% kyselina
fosfore¢na v dH20

* ECL (Enhanced chemiluminiscence) roztok: 1:1 luminol a H202

» elektroforeticky pufr: 25 mmol-I-1 TRIS, 192 mmol-I-1 glycin, 0,1% SDS v dH20

+ lyzaéni pufr RIPA: 20 mmol-I-1 TRIS (pH 7,4), 100 mmol-I-1 NaCl, 5 mmol-I-1
EDTA, 2 mmol-l-1 EGTA, 2 mmol-I-1 NaF, 0,2% nonidet P 40 (pH 7,4) 1 mmol-I-
1 PMSF, 1 mmolI-1 DTT, 10 yg-ml-1 leupeptin, 10 uyg-mil-1 aprotinin, 1 mmol-I-1

vanadi¢nan sodny v dH20
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e promyvaci roztok PBS: 137 mmol-l-1 NaCl, 2,7 mmol-I-1 KCI, 10 mmol-I-1
Na;HPO4, 2 mmol-l-1 KHPO4 (pH 7,4) v dH20

* Ponceau S: 0,2% Ponceau S, 1% kyselina octova v dH20

* SDS vzorkovaci pufr: 0,3 mol-l-1 TRIS (pH 6,8), 50% glycerol, 10% SDS, 5% 2-
merkaptoethanol, 0,05% bromfenolova modi v dH20

* TBS: 137 mmol-l-1 NaCl, 20 mmol-I-1 TRIS (pH 6,8) v dH20

«  TBS-T 20: 137 mmol-I-1 NaCl, 20 mmol-I-1 TRIS, 0,1% Tween 20 v dH20

* Roztok resazurinu (6,25 mg/100 ml PBS)

5.1.5 Biologicky material

A2780 (European Collection of Authenticated Cell Cultures)

- bunécna linie odvozena od lidského ovarialniho karcinomu nelé€eného pacienta,
katalogové Cislo: ECACC 93112519
A2780cis (European Collection of Authenticated Cell Cultures)

- bunétna linie pfipravena z parentalni linie A2780, ktera byla vystavovana

zvysujicim se koncentracim cisplatiny, katalogové &islo: ECACC 93112517

5.1.6 Testované latky

V experimentalni &asti této bakalaiské prace byly testovany biologické ucinky dvou
novych organokovovych komplexd s obsahem iridia (7457) a osmia (7917) a jako
referenni latka byla pouzita cisplatina. Slou€eniny 7457 a 7917 byly pfipraveny doc.
Pavlem Starhou, dr. Ivanem Né&mcem a Mgr. LukaSem Masarykem z Katedry
anorganické chemie PFirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.
Vlastnosti slouenin byly charakterizovany pomoci béZnych fyzikalné-chemickych
metod, které potvrdily jejich Cistotu a chemickou strukturu. Slou€eniny 7457 a 7917 byly
rozpustény v DMSO, cisplatina byla pouzivana ve formé vodného roztoku. Dle potfeby
byly testované latky fedény do kultivaéniho média RPMI, pfi¢emz koncentrace DMSO

nikdy nepfesahla koncentraci 0,1%.

5.1.7 Pouzité protilatky

Tabulka 1: Prehled pouZitych primarnich protilatek

Detekovany Typ . , -
: " Redéni Zdroj protilatky
protein protilatky
PARP kralici 1000x Cell signaling (USA)
yH2AX mysi 500x Merck Millipore (Némecko)
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p53 mysi 10x
(Masaryklv onkologicky ustav)
kaspasa 9 kralici 500x Cell signaling (USA)
HO-1 krali¢i 1000x Enzo (USA)
HSP70 kralici 500x Cell signaling (USA)

Tabulka 2: Prehled pouzitych sekundarnich protilatek

Sekundarni protilatka Redéni Zdroj
SWAR (swine anti-rabbit Ig) znacena _ ,
. . 1000x Cell signaling (USA)
kfenovovou peroxidasou
RAM (rat anti-mouse Ig) znaCena

. . 1000x Cell signaling (USA)
kfenovou peroxidasou

5.2 Metody

5.2.1 Kultivace

Pfed samotnou kultivaci byly buriky rozmrazeny a rozsuspendovany v kultivaénim médiu
RPMI-1640 s 10% fetalnim sérem a doplnéné o penicilin (100 U/ml), streptomycin (0,1
mg/ml) a glutamin (2 mM). Poté byly ve vétSim mnozstvi média rozesazeny na Petriho
misky (z 10 cm). Nasledné byly ponechany buriky v inkubatoru (37 °C, 5% CO,). Podle
miry konfluence byly kazdy 2. nebo 3. den bunky pasazovany. Pfi pasazovani bylo
nejprve odsato plvodni médium. Poté byly bunky opatrné omyty roztokem EDTA a
nasledné trypsinizovany. Poté bylo do misky pfidano kultivaéni médium pro zastaveni
pusobeni trypsinu. Suspenze byla pfenesena do sterilni centrifugaéni zkumavky, ktera
byla poté centrifugovana v nechlazené centrifuze po dobu 8 minut pfi 1000 g.
Supernatant byl odsat a buriky byly resuspendovany v pfesném objemu a spodcitany.
Poté byly buriky rozesazeny podle mnozstvi a potfeby na dalSi Petriho misky a bylo
doplnéno ¢erstvé médium.

Pro analyzu buné&ného cyklu bylo nasazeno na Petriho misku (2 5 cm) 1 milion
bunék do 5 ml média. Na Petriho misky (2 10 cm) byly pro analyzu proteint nasazeny 3
miliony bunék do 8 ml média.

Veskera manipulace s burfikami a roztoky byla provadéna v laminarnim boxu za

sterilnich podminek.
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5.2.2 Cytotoxicita

Pro méfeni cytotoxicity byly buriky nasazeny do 96-jamkové desti¢ky v poctu 5000 bunék
na jamku. Po dobu 24 h byly bufiky ponechany v inkubatoru, aby doSlo k adherenci
bunék v jamkach. Poté byla aplikovana testovana latka. Pro kaZzdou testovanou latku byl
experiment proveden pro 6 koncentraci vzdy v triplikatu. Plsobeni latek trvalo 72 hodin.
Po tomto intervalu byl aplikovan roztok resazurinu. Po 4 hodinach byla méfena
fluorescence pfi 544 nm / 590 nm (excitacni A / emisni A) pomoci mikrodesti¢kového
readeru Ascent. Hodnota ICso odpovidajici koncentraci latky, ktera je pro 50 % bunék
letalni, byla vypocitana z kfivky zavislosti fluorescencniho signalu Zivych bunék na

koncentraci aplikované latky.

5.2.3 Ovlivnéni testovanymi latkami

Po 24 hodinach bylo puvodni médium odsato a na buriky bylo naneseno médium
s obsahem testované latky (7457, 7917, cisplatina) o dané koncentraci.. Do média bylo
pfidano ke kontrolnim bunkam pouze Cisté DMSO. Koncentrace DMSO ve vzorcich
nepfesahla 0,1 %. Po daném Casovém intervalu (24 h a 72 h) pUsobeni testovanych

latek, byly buriky sklizeny.

5.2.4 Priprava vzorkd pro cytometrickou analyzou

Do vychlazenych zkumavek na ledu bylo pfevedeno médium z Petriho misky a cely
objem EDTA po omyvani. Poté byla do zkumavek pfevedena také suspenze bunék po
trypsinizaci. Zkumavky byly centrifugovany v chlazené centrifuze po dobu 8 minut pfi
1000 g a 4 °C. Za téchto podminek byly provedeny vSechny centrifugace postupu
sklizeni pro analyzu buné&ného cyklu. Supernatant byl odsat a pelet byl resuspendovan
v 1 ml vychlazeného PBS. Zkumavky byly opét centrifugovany. Supernatant byl odsat,
pelet byl resuspendovan ve 100 pl PBS. Fixace byla provedena pomalym pfikapavanim
1ml vymrazeného 70% ethanolu. Po celou dobu fixace byl obsah zkumavky
promichavan na vifivé tfepacce. Po fixaci byly zkumavky pfed analyzou umistény do -
20 °C.

5.2.5 Sklizeni a lyzace pred SDS-PAGE

Pomoci plastovych Skrabek byly buriky ze dna Petriho misek uvolnény do média. Takto
pfipravena suspenze byla pfevedena do vychlazenych centrifugacnich zkumavek na
ledu. Poté byla miska oplachnuta 2 mI PBS, které byly poté pfevedeny také do zkumavky
k suspenzi. Zkumavky byly centrifugovany po dobu 8 minut pfi 1000 g a 4 °C.
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Supernatant byl odsat a pelet byl resuspendovan v 1 ml PBS. Zkumavky byly sto€eny
za stejnych podminek, jako pfi prvnim kroku a supernatant byl opét odsat. Pelet byl
resuspendovan v 1,5 ml PBS a pfeveden do mikrozkumavek. Mikrozkumavky byly
centrifugovany opét 8 minut pfi 1000 g a 4 °C. Poté byl supernatant odsat a pelet byl
zamrazen v -80 °C.

Pelety v mikrozkumavkach byly rozsuspendovany v Ilyzaénim pufru.
V nasledujicih 30 minutach byl obsah v8ech mikrozkumavek minimalné tfikrat
promichavan. DalSim krokem byla sonikace pomoci sonického homogenizatoru. Poté
byly zkumavky centrifugovany po dobu 30 minut pfi 14 000 g a 4 °C. Supernatant byl
preveden do mikrozkumavek a nasledné byla stanovena koncentrace proteind u
jednotlivych vzorku Bradfordovou metodou (Bradford, 1976). Do sklenénych zkumavek
byl do 1 ml Bradfordova ¢inidla pfidan 1 pl lyzatu. Obsah zkumavek byl promichan a
nasledovala inkubace po dobu 10 minut za laboratornich podminek. Poté byla u kazdého
vzorku spektrofotometricky méfena absorbance. Kazdy vzorek byl méfen v duplikatu,
koncentraci proteinQ, byly i ostatni vzorky nafedény potfebnym mnozstvim lyzaéniho
pufru na stejnou koncentraci. Poté byl pfidan 5x SDS vzorkovaci pufr). Vzorky byly
promichany a na 5 minut umistény do termobloku vyhfatého na 95 °C. Poté byly vzorky

uloZzeny do mraziciho boxu o teploté -20 °C.

5.2.6 Pratokova cytometrie

Po fixaci byly zkumavky centrifugovany opét v chlazené centrifuze po dobu 8 minut pfi
1000 g a 4 °C. Supernatant byl odsat a pelet rozsuspendovan v 1 ml PBS. Poté byly
zkumavky znova centrifugovany a supernatant odsat. Pelet byl rozsuspendovan v 50 pl
PBS. Za stalého michani na zkumavkové michacce byl pomalu pfikapan 1 ml 2N
HCl/Triton X-100 0,5%. Suspenze byla fadné promichana a inkubovana pfi pokojové
teploté po dobu 30 minut s Castym promichavanim. Po uplynuti doby inkubace byly
zkumavky centrifugovany a supernatant odsat. Pelet byl rozsuspendovan v 1 ml 0,1M
dekahydratu tetraboritanu sodného (pH 8). Nasledovala centrifugace a odsati
supernatantu. Pelet byl rozsuspendovan v 600 pl filtrovaného PBS a poté bylo pfidano
6 ul propidiumjodidu. Zkumavky byly inkubovany po dobu 30 minut ve tmé za ob&asného
promichani. Po uplynuti inkubacni doby byla provedena analyza bunéfného cyklu
prutokovou cytometrii. Naméfena data byla zpracovana pomoci programu Mod Fit LT

5.0 a bylo vyhodnoceno zastoupeni bunék v jednotlivych fazich buné&ného cyklu.
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5.2.7 SDS-PAGE

Separace proteinl probihala v polyakrylamidovém gelu, a to v 10% a 15% délicim s 5%
zaostfovacim o tloustce 1 mm. Diskontinualni elektroforézou doslo k oddéleni
jednotlivych proteinli na zakladé jejich molekulové hmotnosti. Pfiprava SDS-PAGE byla
provedena nasledovné. Po smichani vSech slozek déliciho gelu byla smés rychle prelita
mezi skla ve stojanku a prevrstvena butanolem. Takto byla soustava ponechana
pfiblizné 45 minut. Butanol byl slit a povrch gelu oplachnut destilovanou vodou. Po
pfipraveni a rychlém promichani byla smés zaostfovaciho gelu nalita na ztuhly délici gel
a opatrné byl vsunut mezi skla hifebinek. Gel takto tuhl dalSich 30 minut. Objemy

jednotlivych slozek pro pfipravu akrylamidového gelu je uvedeno Tabulka 2.

Tabulka 3: sloZeni polyakrylamidového gelu pro SDS-PAGE

slozka délici 10% délici 15% zaostrovaci 5%
AA/BIS 3.125 ml 4.69 mi 0.84 ml
dest. H.O 2.67 ml 1.11 mi 3.51 ml
Tris pH 8,8 3.5 ml 3.5 ml -
Tris pH 6,8 - - 0.63 ml
SDS 10% 94 ul 94 ul 50 pl
TEMED 6.25 6.25 5ul
APS 10% 37.5 ul 37.5 30 ul

Po ztuhnuti obou gelu byla skla vyjmuta ze stojanku a vsunuta do elektroforetické
komory. Elektroforeticka vana i komurka byly napInény elektrodovym pufrem. Hfebinek
byl z gelu opatrné vytazen tak, aby nedoslo k poSkozeni jamek v gelu. Zmrazené vzorky
s SDS vzorkovacim pufrem byly v termobloku ohfaty na 95 °C a poté promichany na
zkumavkové michacce. Do jednotlivych jamek bylo naneseno takové mnozstvi vzorku
odpovidajici 30 pg proteind.

Poté byla soustava pfipojena ke zdroji. Elektroforéza probihala pfi konstantnim
napéti 80 V a po vstupu vzork(l do déliciho gelu bylo napéti zvySeno na 120 V.
Elektroforéza byla ukon€ena ve chvili, kdy ¢elo vzork( domigrovalo gelem na konec

sklenénych desek.

5.2.8 Western-blotting a imunodetekce

Po ukonéeni SDS-PAGE byly proteiny z gelu pfeneseny na nitrocelulézovou membranu

pomoci western-blottingu.
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Gel byl opatrné sejmut ze sklenénych desti¢ek a vioZzen mezi porézni desticky a
filtracni papiry, na gel byla polozena membrana. Blotovaci komora byla naplnéna
vychlazenym blotovaci pufrem. Blotting probihal po dobu 3 hodin pfi konstantnim proudu
270 mA a za stalého michani a chlazeni ledovou kazetou.

Po ukonceni blottingu byla membrana vyjmuta z kazety a obarvena v roztoku
Ponceau S. Poté byla membrana vyjmuta a omyta destilovanou vodou. Z membrany byly
vyfezany prouzky oblasti s molekulovou hmotnosti odpovidajici poZadovanym
proteinim. Vyfiznuté membrany byly odbarveny v TBS na kyvacce. Poté byly po dobu 1
hodiny ponechany na kyvacCce v roztoku BSA v TBS pro zablokovani nespecifickych
vazeb. Nasledné byly membrany inkubovany s primarnimi protilatkami pfes noc
Vv lednici.

Po inkubaci probihalo promyvani v TBS a TBS+Tween podle Tabulka 3. Poté
byly naneseny odpovidajici sekundarni protilatky znacené kienovou peroxidazou, které
byly opét nafedény do BSA do mnozZstvi odpovidajicimu velikosti membrany.
Nasledovala inkubace po dobu 1 hodiny pfi pokojové teploté a poté promyvani v TBS a
TBS+Tween uvedené v Tabulka 3.

Tabulka 4: Promyvani po primarni a po sekundarni protilatce

po primarni Ab po sekundarni Ab
TBS 5 min 10 min
TBS + Tween 5 min 5 min
TBS 5 min 5 min
TBS 10 min 10 min

Poté byla na membrany nanesena chemiluminiscencni smés luminol:peroxid
vodiku (1:1). Detekované proteiny byly poté vyfoceny pomoci CCD kamery LAS4000 a

vyfoceny signal zpracovan v programu Multi Gauge Software.
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6 Vysledky a diskuse

6.1 Stanoveni antiproliferativni aktivity vybranych latek

V experimentalni ¢asti této bakalarské prace byly testovany antiproliferativni uc¢inky dvou
novych organokovovych komplext s obsahem iridia (7457) a osmia (7917). Pusobeni
téchto latek bylo testovano na bunéénych liniich A2780 (lidsky ovarialni karcinom) a na
cisplatina-rezistentni linii A2780cis odvozené od A2780.

Antiproliferativni aktivita jednotlivych latek byla nejprve stanovena na zakladé
testu cytotoxicity. Hodnoty ICso testovanych latek byly méfeny fluorescenéné pomoci
resazurinu u obou bunéénych linii. Nejprve byly buriky ovlivnény po dobu 72 hodin
postupné rostoucimi koncentracemi latek v triplikatech. Poté byl k burfikam pfidan
resazurin, ktery je zivymi bunkami metabolizovan na produkt resorufin, jehoz
fluorescence byla po 4 hodinach zméfena. Experiment prokazal, ze vybrané latky 7917
a 7457 maji antiproliferativni u€inky na A2780 i A2780cis. Hodnoty ICso byly stanoveny
jako pramér dvou nezavislych opakovani (Obr. 10). Pro linii A2780 byla ur€ena inhibi¢ni
koncentrace 5.0 + 0.1 uM u latky 7457, 4.7 + 1.9 uM pro latku 7917 a 0.5 + 0.2 uM pro
cisplatinu (Tab. 5). Na rezistentni linii A2780cis pusobily testované latky také
antiproliferativné, 6.0 £ 1.2 uyM pro latku 7917, 6.8 £ 1.1 uM pro latku 7457 a 8.7 £+ 1.4
MM pro cisplatinu (Tab. 5). Zatimco u novych organokovovych komplextu nedoslo
k vyraznému zhorseni antiproliferatni aktivity u cisplatina-rezistentnich bunék a hodnoty
ICs0 byly uoboutestovanych linii zhruba srovnatelné, antiproliferativni aktivita latek 7917
a 7457 byla 1.2x a 1.4x nizSi urezistentni linie A2780cis. Cisplatina pusobila na A2780cis
oproti A2780 s priblizné 16x nizSi antiproliferativni aktivitou. Naméfené inhibi¢ni
koncentrace pro cisplatinu u A2780 koresponduji s daty publikovanymi Pichler et al.,
2015 a Novohradsky et al., 2014.

Inhibi¢ni koncentrace stanovené pro komplex 7917 s obsahem osmia jsou
srovnatelné s publikovanymi daty van Rijt et al., 2009 a Suntharalingam et al., 2013, ktefi
prezentovali vysledky pUsobeni pfibuznych organokovovych sloucenin také na linii
A2780 a jeji rezistentni variantu. Inhibi€ni koncentrace jimi prezentovanych analogt se
pohybovaly fadové v jednotkach uM hodnot a vysledky prezentované van Rijt et al., 2009
byly velmi podobné s vysledky vtéto praci. Antiproliferativni aktivita komplexud
testovanych Suntharalingam et al., 2013 byla vy$Si, nez u komplexu testovaného v této

praci.
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Vysledky publikované Novohradskym et al., 2014 ukazaly zhruba 10x vysSi
antiproliferativni G&innost iridiového komplexu proti A2780 i A2780cis, nez jakou

vykazuje nami testovana latka.
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Obrazek 10: Srovnani zavislosti viability bunék linie A2780 a A2780cis na koncentraci latek A) 7917, B)

7457, C) cisplatina
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Tabulka 5: Hodnoty ICso latek 7917, 7457 a cisplatiny (£ SD)

ICs0 (M)

A2780 A2780cis
7917 5.0+£0.1 6.0+£1.2
7457 47+19 6.8+ 1.1
cisplatina 05%£0.2 8714

6.2 Analyza bunééného cyklu

Na zakladé naméfenych hodnot ICso jednotlivych latek byly zvoleny koncentrace pro
testovani ucinkl na bunécny cyklus pomoci pritokové cytometrie. Koncentrace latek

byly aplikovany v hodnotach odpovidajicim naméfenym ICso, konkrétné v nasobcich 1x,
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2x a 4x hodnot ICso pro A2780. Latky 7917 a 7457 byly aplikovany v koncentracich 5, 10
a 20 uM, cisplatina v koncentracich 0.5, 1 a 2 yM. Vliv na buné&ny cyklus byl vyhodnocen
po 24 a 72h expozici. Pomoci pritokové cytometrie bylo stanoveno procentualni
zastoupeni bunék v jednotlivych fazich buné&ného cyklu.

Po sklizeni bunék byla provedena fixace ethanolem, permeabilizace a poté byly
bunky inkubovany s fluorescenénim barvivem. Pouzitym fluorescenénim barvivem je
propidium jodid. Jedna se o interkalaéni €inidlo, které se vaze na DNA bez bazové di
sekvencni preference. K fluorescenci dochazi po ozareni laserem o A 488 nm. Signal je
zaznamenan do histogramu. Intenzita fluorescence pfedstavuje mnozstvi DNA v burice,
na zakladé ¢ehoz je mozné urcit fazi bunécného cyklu.

Pomoci pritokové cytometrie byly pozorovany rozdily mezi pulsobenim
jednotlivych latek na bunécny cyklus. Jako referencni latka se znamym mechanismem
ucinku na bunéény cyklus byla pouZita cisplatina. Tato latka indukuje nejprve pfechodné
zablokovani buné&ného cyklu v S fazi a pozdéji dochazi k progresi buné&ného cyklu dale
do G2, kde dochazi k zablokovani cyklu v G2/M a nasleduje buné€na smrt (Sorenson et
al., 1990). Tento mechanismus ucinku byl experimentem potvrzen (Obr. 11). S rostouci
koncentraci cisplatiny dochazelo po 24 h k narlstu populace bunék v pozdni S fazi a byl
pozorovan mirny narust subG1 populace, ktera predstavuje apoptotické a nekrotické
bunky, pfipadné bunéné fragmenty. Po 72 h dochazelo ke kumulaci bunék v G2 fazi a
se zvySujici se koncentraci také k rapidnimu nardstu apoptotickych bunék. Bunéény
cyklus rezistentnich bunék (A2780cis) nebyl cisplatinou nijak ovlivnén a ani po 72 h
nedoslo u téchto bunék k Zadnym vyznamnym zménam v distribuci fazi buné&ného cyklu

ve srovnani s neovlivnénou kontrolou (Obr. 12).
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Obrézek 11: Usinek cisplatiny na bunécény cyklus linie A2780 po 24 a 72 hodinéch. Buriky byly znadeny
fluorescencné propidium iodidem. Osa y predstavuje pocet bunék, osa x pfedstavuje intenzitu fluorescence
(mnoZstvi DNA).
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Obrézek 12: U&inek cisplatiny na bunéény cyklus linie A2780cis po 24 a 72 hodinach. Buriky byly znadeny
fluorescenéné propidium iodidem. Osa y predstavuje pocet bunék, osa x predstavuje intenzitu fluorescence
(mnoZstvi DNA).

Latka 7917 po 24 h pasobeni neovlivnila bunéény cyklus témér vilbec ani u jedné
z testovanych linii (Obr. 13 a 14). MUzeme tedy usuzovat, Ze antiproliferativni pusobeni
latky 7917 ma pfi kratSich ¢asech pUsobeni spiSe cytostaticky nez cytotoxicky charakter.
Po 72 hodinach doslo u linie A2780 k mirnému narustu populace subG1 odpovidajici
apoptotickym bunkam (Obr. 13), zatimco u linie A2780cis subG1l populace nebyla
pozorovana (Obr. 14). Tato skuteCnost je zajimava, protoze na zakladé stanovené I1Cso
latky 7917 vici liniim A2780 a A2780cis je citlivost obou linii viceméné srovnatelna (5 uM
a 6 uyM) (Tab. 5). Tento vysledek naznaCuje odliSny mechanismus dlouhodobého
pusobeni latky 7917 na vybrané nadorové linie, ktery bude pfedmétem dalSiho testovani

v budoucnu.
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Obrézek 13: Uginek latky 7917 na bunéény cyklus linie A2780 po 24 a 72 hodinach. Buriky byly znadeny
fluorescenéné propidium iodidem. Osa y pfedstavuje pocet bunék, osa x predstavuje intenzitu fluorescence
(mnoZstvi DNA).
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Obrézek 14: Uginek 7917 na bunéény cyklus linie A2780cis po 24 a 72 hodinach. Buriky byly znadeny
fluorescencné propidium iodidem. Osay pfedstavuje pocet bunék, osa x pfedstavuje intenzitu fluorescence
(mnoZstvi DNA).

Slou€enina 7457 zpUsobila u bunék A2780 jiz po 24h narust populace S faze,
mirné také G2 faze a vyrazné zvétSeni populace subG1 (Obr. 15). Po 72h expozici latce
7457 doslo k narlstu populace G2 faze a predevSim k prudkému zvySeni mnozstvi
apoptotickych bunék. Tyto ucinky se zvySovaly s narustajici koncentraci latky. Cisplatina
vyvola nartst subG1 populace, tedy indukci apoptosy az pfi ovlivnéni po dobu 72 h (Obr.
11). Novohradsky et al. 2014 prezentovali vliv komplexu s obsahem iridia na bunéény
cyklus linie A2780 v Case. Bylo zjisténo, Ze jimi testovany komplex v koncentraci

odpovidajici hodnoté ICso, narozdil od cisplatiny, nepusobi vyznamné zmény bunééného
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cyklu oproti neovlivnénym kontrolnim burfikdm. Na pUsobeni iridiového komplexu
reagovala jak linie A2780, tak i rezistentni linie A2780cis (Obr. 16).

K indukci apoptosy latkou 7457 dochazi v rezistentnich burikach jiz pfi 24h
ovlivnéni (Obr. 17). Tento vysledek muze predstavovat vyhodu, protoze cisplatina
aktivuje apoptosu az po 72h pusobeni a rezistentni bunky na jeji ucinky podle
predpokladu, narozdil od 7457, neodpovidaji. Latka 7457 byla podrobena dalSim
experimentim pro pochopeni mechanismu aktivace apoptosy testovanymi latkami.

Je tfeba zminit, Ze bylo publikovano porovnani vlivu komplex(t s obsahem osmia
a iridia na bunéény cyklus (Hearn et al., 2017). Ovlivnéni buné&ného cyklu komplexem
s obsahem osmia se projevilo pfi porovnani s kontrolnimi burikami spiSe narlstem
populace G1 faze. Naopak organo-iridiovy komplex zpUsobil narlst populace S nebo G2
faze, coz koresponduje se zde uvedenymi vysledky po 24 h pusobeni (Obr. 17). Latka
7457 po 72 h plsobeni vyvolala prudky narust apoptosy a snizeni populace S faze (Obr.
17.).
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Obrézek 15: Utinek latky 7457 na bunéény cyklus linie A2780 po 24 a 72 hodinéach. Buriky byly znadeny
fluorescencné propidium jodidem. Osa y predstavuje pocet bunék, osa x pfedstavuje intenzitu fluorescence,
(mnozZstvi DNA).
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Obrézek 16: Ucinek latky 7457 na bunéény cyklus linie A2780cis po 24 a 72 hodinach. Buriky byly znadeny
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Obrazek 17: Grafy znazorriujici zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunééného cyklu obou testovanych

linii po 24 a 72 h.

6.3 Analyza exprese vybranych proteinu

Pro pfesnéjSi potvrzeni rozdill mezi proapoptotickym plsobenim cisplatiny a latek 7917

a 7457 byla provedena imunodetekce vybranych proteind po 24h ovlivnéni (Obr. 18 a

19). Dale byla analyza provedena také po 72h ovlivnéni bunék A2780 cisplatinou (obr.

20).

Prvnim studovanym proteinem byla kaspasa 9, ktera je inicianim enzymem

vnitfni drahy apoptosy. Byl sledovan 35 kDa fragment vznikajici $té€penim 46 kDa
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prokaspasy 9, coz je forma, ktera se nachazi u bunék nepodstupujicich apoptosu.
Fragment byl detekovan pouze v burikach ovlivhénych nejvyssi koncentraci latky 7457,
a to uobou linii (Obr. 18 a 19). Je potvrzeno, Ze kaspasa 9 je hlavni iniciacni kaspasou
zprostfedkovavaijici cisplatinou vyvolanou apoptosu (Kuwahara et al., 2000). V tomto
avSak az po 72h pusobeni (Obr. 20). Po 24 h pusobeni nebyla kaspasa detekovana ani
pfi pusobeni nejvyssSi pouzité koncentrace cisplatiny (Obr. 18 a 19). Mozno tedy fici, ze
latka 7457 indukuje aktivaci vnitini apoptotické drahy dfive, nez cisplatina.

DalSim sledovanym proteinem byl protein PARP (Poly-ADP-ribosa polymerasa).
Tento protein o velikosti pfiblizné 116 kDa je substratem aktivovanych kaspas. Po jejich
aktivaci dochazi ke $tépeni PARP a vzniku 89kDa fragmentu., ktery je vyuzivan jako
apoptoticky marker. Zvysujici se hladina 89 kDa fragmentl proteinu PARP byla
pozorovana u bunék po 24h expozici koncentracim 5-20 uM latky 7457. K narlstu
dochazelo spolu se zvySujici se koncentraci latky. Ke $tépeni tohoto proteinu dochazi
pfi pusobeni latky 7457 jiz po 24 hodinach a to u citlivé i rezistentni linie. Je tedy
pravdépodobné, Ze mechanismus kaspasami zprostiedkované apoptosy indukované
latkou 7457 je odliSny od mechanismu cisplatiny. Latka 7917 neovlivnila aktivitu kaspas
Stépicich PARP ani u jedné bunécné linie, a to ani nejvyssi koncentraci. Pratokovou
cytometrii vSak bylo zji§téno, ze po 72h ovlivnéni (Obr. 17) dochazi k narlstu populace
subG1. Je tudiz pravdépodobné, ze by byla po 72h plsobeni detekovana zvysena
hladina aktivované kaspasy 9 a fragmentl proteinu PARP stejné, jako tomu je u bunék
ovlivnénych cisplatinou po dobu 72 h. Tato hypotéza by mohla byt spravna na zakladé
publikovanych dat. Suntharalingam et al., 2013 popsali uc¢inky organokovového
komplexu s centralnim atomem osmia, ktery v mikromolarnich koncentracich po 72
hodinach pusobeni aktivoval kaspasy a inicioval u linie A2780 Stépeni proteinu PARP.

DalSim studovanym proteinem je fosforylovany histonovy protein H2AX - yH2AX.
Tento protein je ukazatelem poskozeni DNA, konkrétnéji dvouvlaknovych zlomd.
Nékteré z organokovych komplexd s obsahem osmia zpUsobuji dvouretézcové zlomy a
dochazi, mimo jiné, k fosforylaci histonového proteinu H2AX (Johnstone et al., 2015;
Suntharalingam et al., 2013). Latka 7917 tento efekt nevyvolala. Jeho hladina vSak byla
zvySena ucinky latky 7457 v nejvySSi koncentraci. Cisplatina v testovanych
koncentracich zpuUsobuje dvouviaknové naruSeni DNA az pfi delSi expozici -
fosforylovana forma proteinu byla detekovana v bunikach ovlivnfiovanych 72 h (Obr. 20).

Vzhledem k tomu, ze cisplatina zplsobuje poSkozeni DNA a nasledkem toho
dochazi k fosforylaci a stabilizaci proteinu p53, coz ma dale vliv na opravné mechanismy,
replikaci, bun&cny cyklus a indukci apoptosy (Lambert, Sgrensen, 2018), byl pro zjisténi

mechanismu pUsobeni testovanych organokovovych komplexti a jejich pfipadné

50



podobnosti s pUsobenim cisplatiny jako dalSi protein detekovan pravé p53. Bylo
dokazano, ze zatimco ke zvySeni hladiny p53 dochazi jiz po 24h plsobeni cisplatiny
v zavislosti na koncentraci, ani jedna z novych latek neméla na aktivaci p53 vliv.
Apoptosa vyvolana latkou 7457 je tedy v téchto ranych fazich indukovana nezavisle na
p53.

Rada organokovovych slouéenin s obsahem osmia a iridia jsou spojeny se zvy$enou
produkci ROS vedouci k oxidativnimu stresu (Romero-Canelén et al., 2015; Liu et al.,
2014). Na zvySenou hladinu reaktivnich forem kysliku reaguje burfika Fadou
antioxida¢nich mechanismu. Jednim z nich je aktivace Nrf2, ktery je regulatorem
exprese fady genu véetné HO-1 — enzymu s antioxida¢nimi vlastnostmi. Mirné zvyéené
koncentrace latky 7457 a se zvySujici se koncentraci dale naruUstala (Obr. 18). U
A2780cis bunék doSlo také k reakci na oxidativni stres zplsobeny touto slou¢eninou u
bunék ovlivnénych nejvyssi testovanou koncentraci (Obr. 19). Tyto vysledky jsou
v souladu s daty publikovanymi Liu et al. 2014, kterymi bylo prokazano, ze strukturné
pribuzny iridiovy komplex v nadorové linii A2780 indukoval oxidativni stres a vyrazny
narist hladiny reaktivnich forem kysliku. Latka 7917 nevyvolala po 24 h pusobeni
oxidativni stres ani u jedné linie (Obr. 18 a 19). Cisplatina vyvolava zvySenou produkci
HO-1 u citlivych bunék velmi mirn&, coz naznacuje, Ze se nejedna o hlavni mechanismus

jejiho cytotoxického ucinku. Z tohoto divodu jiz nebyl tento protein analyzovan po 72 h

pusobeni.
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Obrazek 18: Imunodetekce vybranych protein( v bunééné linii A2780 po oviivnéni testovanymi latkami po
dobu 24 h. Jako kontrola rovnomérného naneseni vzorku byla provedena detekce HSP70 (Heat-shock
protein 70).
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Obrazek 19: Imunodetekce vybranych proteinti v bunééné linii A2780cis, doba oviivnéni 24h. Jako kontrola
rovnomérného naneseni vzorku byla provedena detekce HSP70 (Heat-shock protein 70).
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Obrazek 20: Imunodetekce vybranych protein( pro bliZz§i popsani a porovnani mechanismu ptasobeni
cisplatiny. Bunééna linie A2780, doba oviivnéni 72h. Jako kontrola rovnomérného naneseni vzorkt byla
provedena detekce HSP70 (heat-shock protein 70)

52



7 Zaver

Konvencné vyuzivana cisplatinova chemoterapie je provazena zavaznymi vedlejSimi
ucinky a jeji pouziti je ¢asto znemoznéno ziskanou Ci vrozenou rezistenci k 1é€bé. Na
zakladé téchto limitujicich faktord probiha v souCasné dobé& vyvoj novych
protinadorovych organokovovych derivatu.

V této praci byly zkoumany biologické u€inky dvou novych organokovovych
komplext s obsahem osmia (7917) a iridia (7457) na lidské nadorové buriky odvozené
od ovarialniho karcinomu A2780 a zaroven na bunky linie A2780cis vykazujici rezistenci
k cisplatiné.

Bylo zjiSténo, Ze obé testované latky dosahuji v mikromolarnich koncentracich
antiproliferativnich u¢inkd na linii A2780. Na rozdil od cisplatiny vykazuiji testované latky
srovnatelnou ucinnost také v pfipadé linie A2780cis. Mechanismus pUsobeni téchto
latek byl dale zkouman pomoci cytometrické analyzy bunécného cyklu a analyzy exprese
vybranych protein0.

U latky 7457 bylo popsano proapoptotické plUsobeni u obou testovanych linii.
Apoptosa byla prokazana narlGstem poc¢tu bunék v subG1 fazi bunééného cyklu a také
analyzou exprese vybranych proteinovych marker( (aktivace kaspasy 9 a Stépeni
proteinu PARP). K aktivaci apoptosy dochazelo jiz po 24h expozici latce 7457, coz je
dfive nez pfi expozici cisplatiné. Ta tento efekt vyvola az po 72 h, a pouze ulinie A2780.
Rozdil je také v aktivaci p53, ke které pusobenim latky 7457, na rozdil od cisplatiny,
nedochazi. Dale je podstatné, ze tato latka vyvolava v burice oxidativni stres, ktery je
typicky pro pUsobeni organo-iridiovych komplexnich sloucenin.

Oproti latce 7457 nevykazuje latka 7917 pfi kratkych Casech pusobeni
proapoptotické ucinky, ale plsobi pfevazné cytostaticky. Pomoci cytometrické analyzy
nebyl po 24h pusobeni zaznamenan narlst pocétu bunék v subG1 fazi a ani analyza
proteinovych apoptotickych markerl neodhalila narust jejich hladin po pUsobeni latky
7917. Narlst subG1 populace byl zaznamenan az po 72h puUsobeni, ale pouze u linie
A2780.

Obé latky pUsobi na testované bunky antiproliferativné. Stanovené hodnoty ICso
jsou srovnatelné, ale mechanismus jejich u€inku je odlisny. Z tohoto dlivodu se jedna o
vhodné kandidaty pro bliz§i prostudovani a objasnéni rozdild ucinkd komplexu

s obsahem osmia a iridia.
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