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Seznam zkratek

MTT — 3 - [4, 5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5- difenyl tetrazolium bromid
DNA - Deoxyribonukleova kyselina

Rb - Retinoblastomovy gen

TP53 - Tumor protein p53

ROS - Reaktivni formy kysliku

Cisplatina - Cis-diamminchloroplatnaty komplex

FDA - Ufad pro kontrolu potravin a légiv (USA)

Karboplatina - cis-diammin[1,1-cyklobutandikarboxylato(2-)-O,0 Jplatnaty komplex
Oxaliplatina - 1,2 diammnicyklohexan - (oxalato)platnaty komplex
CTR1 — Protein pro transport médi

GSH - Glutathion (y-glutamylcysteinylglycin)

GTP - Guanosintrifosfat

RNA - Ribonukleova kyselina

SCLC — Malobunéény bronchogenni karcinom

NSCLC — Nemalobunéény bronchogenni karcinom

TMEMZ205 - Transmembranovy protein 205

MRP - Proteiny asociované s multirezistenci

NER - Nukleotidova excisni oprava

MMR - Proteiny mismatch repair systému

UVA - Ultrafialové zafreni A

CT DNA - DNA teleciho brzliku

EDTA - Kyselina ethylendiamintetraoctova ([CH,N(CH,CO,H),],)
PBS - Fosfatovy pufr

DMSO - Dimethysulfoxid

DMF - Dimethylformamid

DMEM - Gibco Dulbecco's Modified Eagle Medium

FBS — Fetalni bovinni sérum

PEN/STR - penicilin/streptomycin

Komplex Pd - [Pd(gao)(gaoH)](NO3)

Komplex Pt - [Pt(gao)(qaoH)](NO3)

(qaoH) - ligand chinolin 2-aldoxim

IC - infradervena spektrometrie

NMR - Nuklearni magneticka rezonance

UV/VIS - Ultrafialovo-viditelna spektroskopie

ESI — MS - Elektrosprejova ionizace

Raman - Ramanova spektroskopie



HPV - Lidsky papilomavirus

AAS - Atomova absorp¢ni spektroskopie
Kalcein AM - kalcein acetoxymethyl ester
PI — propidium jodid



1 Uvod

Rakovina je nemoci, na kterou umiraji kazdoro¢né miliony lidi po celém svété. Po
kardiovaskularnich onemocnénich je to celosvétové druha nejCastéjsi pfi€ina umrti.
(Massoud a kol. 2021) Pocatky tohoto onemocnéni se velmi slozité rozpoznavaji,
u mnoha typu rakoviny neexistuji spolehlivé symptomy, podle kterych by se dala
rozeznat od jinych onemocnéni, proto spousta pacientl zjisti svou diagnézu casto
pozdé, az pfi vyskytu metastaz a v pokrocilejSim stadiu nadoru. V pozdégjsich stadiich se
nadorova onemocnéni velmi slozité |eéCi a mnohdy jde pacientovi ,pouze” prodlouZzit Zivot
o par mésicu &i, pfi vétsim stésti, let.

Ve zdravém téle se bunky déli podle potfeb téla, organismus je diky tomuto principu
v rovnovaze. V pfipadé vzniku rakovinné buriky je tato rovnovaha narudena, burky se
zacnou nekontrolovatelné délit a nasledné dochazi ke tvorbé nadorl. (Weinberg 1996)

Pro lé¢bu rakoviny se v souCasnosti nejCastéji pouzivaji cytostatika v ramci
chemoterapie, kdy je cilem potlacit dalsi rist nadoru. Chemoterapeutika cili na bunécéné
struktury, po jejichz destrukci jiz bufika nemlze dale fungovat. Chemoterapeutika
potlacuji rast nadorovych bunék a zastavuji jejich déleni, rizné typy chemoterapeutik
pusobi na bunky na zakladé rdznych mechanism( ucinku. U nékterych Iécivych
preparatl neni je$té mechanismus ani detailné prozkouman. (Scattolin a kol. 2021)

Ackoliv existuji lécivé pripravky pro lé¢bu rakoviny, tak mnoho z nich zpusobuje
Sirokou $kalu nezadoucich ucink(l a na nékteré druhy nadoru Iéky neplsobi. Velkou
prekazkou v lécbé mlze byt rezistence bunék k nékterym cytostatikim, napfiklad
k cisplatiné (obr. 1). Ackoliv je cisplatina nejpouzivanéjSim cytostatikem pro I1éCbu
nador(, tak nas v jejim pouziti limituje jednak rezistence bunék ke slouceniné a také
nékteré vazné nezadouci u€inky, mezi které patfi napfiklad nefrotoxicita, vypadavani
vlasu ¢i silné nevolnosti.

Védci se snazi testovat nové chemické slouceniny s potencionalnim protinadorovym
ucinkem. Jednou z nejdllezitéjSich vlastnosti potencionalnich 1ékli na nadorova
onemocnéni je, aby slou€enina pusobila co nejvice toxicky na rakovinné buriky a zdravé
bunky prezily s co nejmensim poskozenim. Cilem je, aby |ék pusobil pouze na nador
a ostatni télesné organy zlstaly po Ié€bé bez poSkozeni. Tento cil je pro védce jednou
z nejvétsich vyzev, protozZe je znama Siroka Skala pfipravkl a latek toxickych pro buriky,
ale je velmi tézké najit slou€eninu, ktera selektivné plsobila pouze na nadorové buriky.
Mnoho chemoterapeutik pouzivanych v sou€asnosti k [é€bé zplsobuje u pacientu dalsi
zavazné nezadouci ucinky, které snizuji kvalitu jejich zivota. Nové preparaty by mély

zpusobovat co nejméné nezadoucich ucinka.
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V soucasnosti zkouSi védecké skupiny z celého svéta testovat mnoho novych
slouc€enin, mezi nimi i slou€eniny palladia. Testuji se struktury podobné Iéku cisplating,
ale centralni atom platiny je nahrazen jinym kovem, napfiklad médi, zlatem Ci palladiem.

V této bakalaiské praci byly testovany nové komplexy palladia a platiny na zdravych
(normalnich) bunéénych liniich a také na nékolika nadorovych bunéénych liniich.
Slouceniny palladia a platiny [Pd(gao)(qaoH)](NOs) (obr. 2), [Pt(gao)(gaoH)](NOs3) (obr.
3) ziskala nase laboratof od védecké skupiny pana Dr. Theocharise C. Stamatatose
z Univerzity Patras v Recku. Kolegové z Recka tyto nové slougeniny pfipravili,
charakterizovali jejich chemické a fyzikalni vlastnosti a nasledné je zaslali do Ceské
republiky, kde byla v laboratofi v Regionalnim centru pokrogilych technologii a materiald
v Olomouci otestovana jejich cytotoxicita na vybranych buné&nych liniich. Slou€eniny
byly rozpustény ve vodé a nasledné byly pfipraveny koncentra¢ni fady roztoku, které se
pfidavaly k testovanym burikam. Uginek nové testované sloudeniny byl porovnan
s bézné pouzivanym cytostatikem cisplatinou.

Zaroven Dr. Stamatatos poskytl pro tuto praci také chemické struktury slouc€enin
a jejich fyzikalni a chemické charakteristiky.

Uginek testovanych chemickych slougenin na buriky byl testovan pomoci MTT testu,
podle kterého Ize rozpoznat aktivitu mitochondrialnich enzymu po aplikaci dané latky
a Ize tedy vypocitat, jaké procento bunék plsobeni zkoumané latky o dané koncentraci
prezilo. Tato data byla nasledné vyhodnocena a zpracovana do formy graft, kde byly
porovnany ruzné koncentrace testovanych sloucenin.

Dale byla sledovana viabilita bunék fluorescenénim znacenim kalceinem a propidium
jodidem pomoci fluorescenéniho optického mikroskopu. A na zavér byla provedena

analyza bunécéného cyklu kontrolnich nezna¢enych bunék.

Obr. 1 — Chemicky vzorec cisplatiny [Pt(NHz)2Clz]

Cile bakalafské prace:

*  Zpracovani literarni reSerSe na téma palladiové a platinové komplexy a jejich
protinadorové uc€inky a srovnani se standardni chemoterapeutickou 1é¢bou pomoci
cisplatiny a dale vyuziti MTT testu pro studium cytotoxicity protinadorovych léciv
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« Stanoveni cytotoxicity novych potencionalné ucinnych komplext palladia
a platiny na nadorové a normalni (zdravé) bunécéné linie pomoci MTT testu

+ Srovnani cytotoxicity novych slou€enin palladia a platiny na bunécné linie
s bé&zné pouzivanym Iékem na rakovinu cisplatinou

*  Analyza bunécného cyklu pomoci pritokové cytometrie na burikach vystavenych

pusobeni testované latky
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Obr. 2 — Nové syntetizovanéa sloudenina [Pd(gao)(qaoH)](NOs). Sedou barvou je zvyraznéna struktura
ligandu. Ve stfedu je tyrkysové zvyraznén atom palladia.

Obr. 3 — Nové syntetizovana slouéenina [Pt(qao)(qaoH)](NOs). Sedou barvou je zvyraznéna struktura
ligandu. Ve stfedu je stfibrné zvyraznén atom platiny.
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2 Teoreticka cast

2.1 Rakovina

Nadorova onemocnéni jsou povazovana za druhou nejcastéjsi pfiinu umrti hned po
kardiovaskularnich chorobach. (Massoud a kol. 2021) Zpusobi az 10 miliond umrti ro¢né
po celém svété. Asi polovina pacientl s nadorovym onemocnénim je léCena pomoci
cytostatik, z nichz je vétSina zalozena na slou¢eninach platiny. (Scattolin a kol., 2021)

Podle dat pfevzatych z €élanku ,Cancer incidence in Czech republic” od L. Pehalové
a kol. je vCeské republice rakovina druhou nejéast&jsi pFiGinou umrti po
kardiovaskularnich onemocnénich. Jenom v Ceské republice v roce 2018 pfibylo 87 361
novych pfipad( rakoviny, 27 699 lidi v témzZe roce rakoving v Cesku podlehlo. Ceskéa
republika patfi k zemim s nejvétsi zatézi rakoviny v Evropé i ve svété. Vyskyt rakoviny
ledvin je v Cesku druhy nejvy$si na svété a vyskyt rakoviny slinivky bfisni je paty nejvyssi
na svété.

U muzl byly v roce 2018 nejcastéjSim zhoubnym nadorem kolorektalni karcinom
a rakovina plic. U Zen byly ve stejném roce nej€astéjSimi zhoubnymi nadory rakovina
prsu, kolorektalni karcinom a rakovina plic. (Pehalova a kol. 2021)

Rakovina je definovana jako nekontrolovatelny rist abnormalnich bunék kdekoliv
v téle. Obecné se pfijima teorie, podle které se rakovina muze rozvinout, pokud pfirozeny

mechanismus téla prestane fungovat. (Ghosh 2019)

2.1.1 Karcenogeneze

Podle Svétové zdravotnické organizace se rakovina mulze rozvinout v dusledku
interakce mezi genetickymi faktory ¢lovéka a tfemi kategoriemi vnéjsich Ciniteld, fadi se
sem fyzikalni karcinogeny (ultrafialové a ionizujici zafeni), chemické karcinogeny
(azbest, arsen a dalSi) a biologické karcinogeny (infekce zplsobena ur€itymi viry,
bakteriemi nebo parazity). (Ghosh 2019)

Nadorem, tumorem, neoplazmou ¢Ci novotvarem nazyvame abnormalni tkan
v mnohobuné&ném organismu, ktera v tomto organismu nema fyziologickou funkci
a roste nekontrolovatelnym zplisobem. (Weinberg 1996)

NaSe télo je slozeno zhruba z 30 biliond bunék, které za normalnich okolnosti funguiji
na principu kodominance a vzajemné kontroluji svoje déleni. Normalni buriky se déli
pouze tehdy, kdyZz k tomu dostanou pokyn od bunék ve svém okoli. Tato neustala
spoluprace mezi burikami zajistuje, ze si kazda tkan udrzuje pfiméfenou velikost vidi
zbytku téla. Rakovinné buriky vSak maji toto schéma naruSené a vyvinuly si vlastni

systém reprodukce. (Weinberg 1996)
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Rozvoj nadorového onemocnéni Ize rozdélit do tfi fazi — iniciace, promoce

a progrese. (PetruZelka a Konopasek 2003, 25)

Prvni fazi je iniciace. (PetruZelka a Konopasek 2003, 25) Nadorové buriky pochazeji
ze spolecné bunky, ktera, jiz vétSinou desitky let pfed vytvofenim nadoru, zahaji chybnou
reprodukci. Maligni transformace buriky nastava akumulaci vice mutaci a epigenetickych
zmén ve specifickych genech v DNA buriky. (Weinberg 1996)

Nador se zacne tvofit z jedné zmutované bunky nachazejici se mezi normalnimi
bunkami. Tato zmutovana bunka se déli, i kdyz by za normalnich okolnosti méla zstat
v klidové fazi. Pozménéna burika a jeji dcefiné buriky vypadaji jako normalni buriky, ale
nekontrolovatelné se déli. Toto velké zmnozeni bunék se nazyva hyperplazie. Po néjaké
dobé se u jedné z bunék mulze vyskytnout dalsi mutace, diky které burnka dale ztraci
kontrolu nad délenim. Kromé& nadmérného déleni se potomci zmutované bunky Ilisi
i tvarem, o takové tkani pak Ize Fici, Ze vykazuje dysplazii a rozvoj rakoviny se dostal do
faze promoce. (Weinberg 1996; Petruzelka a Konopasek 2003, 25)

Ve tieti fazi rozvoje nadorového onemocnéni (progrese), pfibyva v burikach stale vice
mutaci, které pfispivaji k zhoubnému neregulovatelnému chovani transformovanych
bunék. (Petruzelka a Konopasek 2003, 25) Nové fenotypy bunék do populace vnasi nizsi
rychlost apoptozy, vySSi rychlost déleni bunék, niz§i metabolické pozadavky a dalSi
vlastnosti podporujici rlst nadoru. (He a kol. 2007)

Abnormalni buriky stale vice vykazuji nekontrolovatelny rlist a pozménény vzhled.
Pokud nador neprorostl hranici mezi dvéma tkanémi, pak je nazyvan in situ. V tomto
stavu mliZze nador nadale setrvavat nepozménén, avSak opét se zde mizou vyskytnout
dals$i mutace v burikach. Pokud mutace v burikach dovoli nadoru proniknout do okolni
tkané a nadorové bunky pronikaji do krve, pak je nador povazovan za zhoubny. Migrujici
nadorové bunky mohou vytvofit novotvary (metastazy) na dalSich mistech v téle.
(Weinberg 1996)

2.1.2 Znaky nadorovych bunék

U nadorovych bunék pozorujeme soubor typickych vlastnosti. Typickymi znaky jsou
ztrata diferenciace, bunky tedy nedozravaji do diferenciovaného stavu. Autonomni
chovani nadorovych bunék se projevuje neregulovanym délenim. Typickym znakem je
rovnéz invazivita nadorové populace, ztrata inhibice kontaktem burika-burika a také
tvorba metastazi. Procesy v burice vedouci k senescenci a apoptdze jsou téz naruSeny.
(Petruzelka a Konopasek 2003, 23-24; He a kol. 2007)

U nadorovych bunék pozorujeme Warburguv efekt. Nadorové bunky pfijimaji vice

glukézy nez zdravé buriky. (Maccio a Madeddu 2013) Produktem metabolismu glukozy
15



je laktat, ktery je produkovan i za pfitomnosti kysliku a funkénich mitochondrii. DGvodem
tohoto mechanismu je ziejmé nizsi produkce ROS a tim padem ochrana burky pfed

apoptozou. (Liberti a Locasale 2016)

2.1.3 Klasifikace nadort

Nadory délime podle schopnosti infiltrace do jiné tkané na benigni a maligni. Benigni
(nezhoubné nadory) zUstavaji v misté svého vzniku. Maligni (zhoubné) nadory naopak
pronikaji do jinych tkani a mohou tvofit metastazy i ve vzdalenych ¢astech lidského téla.
(Petruzelka a Konopasek 2003, 9-10)

Podle ptivodu se nadory déli na karcinomy, které vznikaji z epitelialnich bunék a jsou
nejCastéjSim typem nadoru. Déle rozpozndvame sarkomy vznikajici z pojivovych tkani

a leukemie vznikajici z hematopoetickych bunék. (Petruzelka a Konopasek 2003, 9-10)

2.1.4 Bunécény cyklus buriky a rakovina

Buriky prochazi pravidelnym cyklem riistu a déleni, ktery nazyvame bunécny cyklus.

Bunécné déleni je proces regulovany evoluéné konzervovanymi mechanismy pro
zajisténi produkce dvou identickych bunék se shodnou genetickou informaci. Kontrolni
body bunécného cyklu (,chceckpoints) jsou mechanismy, které zabranuji Sifeni
genetickych mutaci a chyb z buriky na bunku pfi buné&ném déleni. Kontrolni body
mohou bud pozastavit bunéény cyklus, nebo pfi velkém poskozeni vyvolaji buné€nou
smrt. Nékteré mutace spojené s rakovinou, které narusuji kontrolu bunééného cyklu,
umoznuji dalsi déleni bunék pfedev§im naruSenim schopnosti bunék opustit bunécny
cyklus, proto se mutace nadale Sifi do dalSich generaci bunék. (Matthews, Bertoli a Bruin
2022)

Bunécné déleni Ize rozdélit na dvé hlavni ¢asti. Nejprve se musi replikovat genomicka
DNA buniky a nasledné je tento material rovhomeérné rozdélen mezi dvé nové burky.
Predpoklada se, ze pfi bunééném cyklu u rakovinnych bunék musi byt vétSina, ne-li
vSechny, kontrolni body vadné, aby se rakovinné buriky mohly délit dal. (Matthews,
Bertoli a Bruin 2022)

Mitotické déleni je rozdéleno do dvou odliSnych fazi — interfaze a M faze. V ramci
interfaze buné¢ného cyklu probiha S faze, pfi které dochazi k zahajeni replikace DNA,
jejimz vysledkem je zdvojena geneticka informace buriky. Pfi M fazi dochazi k déleni
jadra a buriky. Po dokoncéeni mitdzy se burka pfesune do G1 faze. V této fazi burka
roste a pfipravuje se na dalSi déleni. Probihaji kontroly a opravy DNA. (Matthews, Bertoli
a Bruin 2022)
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Pfed S fazi se rozhoduji buniky o tom, zda vstoupi do bunééného cyklu nebo setrvaji
ve fazi G1. Béhem G1 faze mohou bunky také vstoupit do GO, neboli klidové faze.
VétSina bunék v téle dospélého Clovéka se jiz dale nedéli a jsou v klidové fazi. Po
dokonceni replikace DNA v interfazi, nasleduje dalSi kontrolni uzel v G2 fazi, kde se
rozhoduje o tom, zda burfka vstoupi do procesu mitotického déleni. Po G2 fazi nastava
mitoza, ktera plni dvé hlavni ulohy. Jednak se pfi ni segreguje duplikovana DNA do
dcefinych bunék a také dochazi k rovhomérnému rozdéleni celkového bunééného

obsahu na dvé dcefiné bunky (cytokineze). (Matthews, Bertoli a Bruin 2022)

2.2 Cisplatina

V dnesni dobé se urcitd nadorova onemocnéni (napfiklad leukémie, rakovina
vajec¢niku, rakovina varlat, rakovina krku) lIé&i anorganickymi slou¢eninami zalozenymi
na slouceninach platiny. (Massoud a kol. 2021; Dasari a Tchounwou 2014)

NejpouzivanéjSimi platinovymi cytostatiky jsou cisplatina, karboplatina a oxaliplatina.
(Massoud a kol. 2021) Prvni generaci Iékli pfedstavuje cisplatina, druhou generaci
karboplatina a tfeti generaci oxaliplatina. Nejvice vyuzivanym lékem z vySe zminénych
je cisplatina. (Ryvolova a kol. 2013)

Cisplatina (cis-diamminchloroplatnaty komplex) je jednoduchou anorganickou
molekulou skladajici se pouze z 11 atomu, 6 z nich jsou vodiky. (Brabec a kol. 1990)
Centralnim atomem je atom platiny, ke kterému se vazou dva chloridové ligandy a dvé
skupiny NHs;. (Maccio a Madeddu 2013) Chloridové ligandy cisplatiny jsou v krevnim
feCisti stabilni diky pfitomnosti vysoké koncentrace chloridovych ionta v krvi, jakmile se
slouéenina cisplatiny dostane do cytoplasmy buriky s niz§i koncentraci chloridu, tak jsou
chloridové ligandy nahrazeny molekulou vody nebo hydroxylovymi ionty a z cisplatiny se
stava reaktivni slou€enina. (Maccio a Madeddu 2013; Makovec 2019)

Cisplatina je podavana ve formé nitrozilni infuze Platinol® nebo Platinol®AQ.
Podavané roztoky obsahuji 3,3 mM cisplatinu (1 mg/ml) a 154 mM chlorid sodny.
(Makovec 2019)

Cisplatina je jednim z nejucinngjSich cytostatik na bazi kovu. Celosvétové je

cisplatinou I1é¢eno témér 50 % vSech pacientu s rakovinou. (Ghosh 2019)

2.2.1 Objev cisplatiny

Cisplatinu objevil v roce 1845 Michele Peyrone, ale biologicka aktivita této latky
nebyla znama az do roku 1965, kdy byla Dr. Barnettem Rosenbergem objevena
schopnost této latky inhibovat déleni bunék Escherichia coli. (Ghosh 2019; Dasari
a Tchounwou 2014)
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Sloucenina cis-[Pt(NH3)2Cl;] byla poprvé pfipravena Michelem Peyronem, proto byla
po dlouhou dobu nazyvana Peyronova sul. Vlastnost inhibice déleni bunék byla
cisplatiné pfipsana az Dr. Barnettem Rosenbergem, ktery proved| experiment, pfi némz
studoval ucinek elektrického pole na rust bakterie E. coli za pouZiti platiny jako elektrody
a chloridu amonného jako pufru. B€hem experimentu zjistil, ze pfi plusobeni elektrického
pole na E. coli tato bakterie dorlsta az 300krat vétsi velikosti, souCasné vSak
nedochazelo k déleni bunky. (Ghosh 2019)

Pfi absenci elektrického pole se buriky zacaly opét normalné délit. ACkoliv prvotni
predpoklad byl, Zze divodem blokace buné&ného déleni byla pfitomnost elektrického
pole, nakonec se ukazalo, Zze buné&tné déleni bylo blokovano uvolnénou slouéeninou
platiny z elektrody. V roce 1969 Rosenberg dokazal v experimentu na mySich, Ze
cisplatina ma schopnost inhibovat Sarkom 180 a leukémii L1210. DalSi testy prokazaly
vysokou ucinnost Iéku i na dalSich zvifecich nadorech. (Ghosh 2019; Makovec 2019)

V roce 1973 byl prokazan protinadorovy ucinek cisplatiny. (Shen a kol. 2012)

V roce 1978 byla cisplatina schvalena americkym ufadem pro kontrolu potravin a léCiv
(FDA) pro lé¢bu rakoviny varlat a vaje¢nikll. (Ghosh 2019; Makovec 2019)

2.2.2 Syntéza cisplatiny
NejefektivnéjSi metodu pro syntézu cisplatiny poskytl Dhara, v roce 1970 publikoval
»Rychlou metodu pro syntézu cis-[PtClo(NHs).]“. (Ghosh 2019)

2.2.3 Vlastnosti cisplatiny

Cisplatina je pfi pokojové teploté bila nebo syté zlutooranzova krystalicka latka, lehce
rozpustna ve vodé. Molarni hmotnost slouc¢eniny ¢ini 301,1 g/mol. (Dasari a Tchounwou
2014)

2.2.4 Dalsi platinova cytostatika

Lékem druhé generace pro IéEbu nadorovych onemocnéni je nazyvana karboplatina
(cis-diammin[1,1-cyklobutandikarboxylato(2-)-O,0 ]platnaty komplex), oproti jejimu
predchudci cisplating, ubylo pfi |é€bé karboplatinou nezadoucich vedlejSich Gg&inku,
napfiklad pozorujeme snizenou nefrotoxicitu.  (Ryvolova a kol. 2013; Dasari
a Tchounwou 2014)

Cisplatina i karboplatina maji na organismus toxicky a mutagenni efekt. Problémem
cisplatiny a karboplatiny je rezistence nékterych buné&cnych linii k témto latkam.
(Ryvolova a kol. 2013)
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Treti generaci |ékl zalozenych na slou€eniné platiny je oxaliplatina (1,2
diammnicyklohexan - (oxalato)platnaty komplex). Na rozdil od cisplatiny a carboplatiny
nebyl tento lék rezistentni k tolika bunéénym liniim, také plsobil méné mutagenné nez
predchozi dvé generace Iéku. (Ryvolova a kol. 2013)

Oxaliplatina i carboplatina sice vykazuji niz8i nefrotoxicitu i ototoxicitu ve srovnani

s cisplatinou, avsak jejich u€innost je niZsi nez u cisplatiny. (Makovec 2019)

2.2.5 Mechanismus ucinku cisplatiny

Cisplatina se pacientim podava intraven6zné jako sterilni fyziologicky roztok.
V krevnim fecCisti je koncentrace chloridu relativné vysoka (pfiblizné 100 mM). A proto
cisplatina putuje v nezménéné a neutralni podobé celym télem. Proteiny obsazené
v plazmé jako jsou albumin, transferin nebo cystein se mohou vazat k cisplatiné, coz
zpusobuje deaktivaci velkého mnozstvi cisplatiny. Zbyvaijici cisplatina muze byt do
bunék transportovana pasivni difuzi pfes plazmatickou membranu buriky. (Ghosh 2019)
Nové studie ukazuiji, Ze transportni protein médi CTR1 by mohl byt zodpovédny za pfijem
cisplatiny burikou. Do transportu cisplatiny jsou zapojeny také transportéry organickych
kationtl (OCT, SLC22A). (Makovec 2019)

Oxidac¢ni stres je jednim z mechanismu cytotoxicity cisplatiny. Cisplatina indukuje
tvorbu oxidacniho stresu tim, Ze vytvafi reaktivni formy kysliku (ROS), napfiklad
hydroxylové radikaly. (Ghosh 2019) Cisplatina indukuje produkci ROS a zpusobuje
snizeni hladiny antioxidantt jako GSH, superoxid dismutaza, katalaza nebo glutathion
peroxidaza. (Maccio a Madeddu 2013)

ROS jsou zodpovédné za rlizné zmény v burce, jako jsou napfiklad peroxidace lipid(
nebo zmeény v bunééné signalizaci, tyto zmény mohou zpusobit poskozeni DNA
a naslednou apoptdézu bunky. Jednim z hlavnich cili oxidaéniho stresu a ROS jsou
mitochondrie, v nichz mize byt poSkozena funkce dychaciho fetézce bunky. (Ghosh
2019) ROS jsou také divodem nefrotoxicity a neurotoxicity v dusledku preruseni
syntézy antioxidantu GSH. (Maccio a Madeddu 2013)

Dale cisplatina cili na mnoho dalSich molekul v bunice. V disledku vazby cisplatiny
na guanin je zptsoben nedostatek GTP a v burice je potlatena tvorba mikrotubuld. Dalsi
molekulou, na kterou se muze vazat cisplatina, je RNA. (Makovec 2019)

DalSim dlvodem cytotoxicity cisplatiny je jeji pusobeni na plazmatickou membranu
bunék. Cisplatina interaguje s membranovymi proteiny, snizuje aktivitu kanalu
a transportérd, zvySuje fluiditu membrany, tyto zmény vedou az k aktivaci vnéjsi drahy
apoptozy. (Maccio a Madeddu 2013)

Hlavnim cilem cisplatiny je genomicka DNA, i kdyz jen velmi malé mnozstvi (1 %)

cisplatiny v burice se nakonec vaze ke genomické DNA. (Ghosh 2019)
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| pfes dobré vysledky v Ié€bé nadord neni zcela znam pfesny mechanismus ucinku
cisplatiny. (Ryvolova a kol. 2013) Mnoho experimentalnich vysledk( naznacuje, Ze za
cytotoxickym u&inkem tohoto IéCiva je zodpovédna reakce cisplatiny s bazemi v DNA.
Protinadorové slouceniny platiny vyvolavaji v fetézci DNA mistni konformacéni zmény,
tyto zmény nadale znemozniuji daldi replikaci DNA a déleni buriky. (Brabec a kol. 1990;
Ghosh 2019)

Hlavnim mechanismem protinddorového ucinku cisplatiny je interakce Iéku
s purinovymi bazemi v DNA bunék a naslednou tvorbou DNA aduktl. V pfipadé, ze
rozsah poskozeni DNA je pfili§ velky a neni mozné ho opravit reparaénimi mechanismy,
dochazi k aktivaci nékolika signalnich drah, které vedou az k apoptéze burky. (Ghosh
2019; Shen a kol. 2012; Galluzzi a kol. 2012) DNA adukty mohou zpUsobit také zastaveni
replikace DNA, inhibici transkripce &i opravu DNA. (Maccio a Madeddu 2013)

Adukty se tvofi pfi kovalentni vazbé reaktivnich chemickych latek s purinovymi
a pyrimidinovymi bazemi v molekulach DNA. (Linhart a Novak 2002) Presny
mechanismus vzniku aduktl vSak stale neni zcela objasnén. (Ryvolova a kol. 2013)

Bylo zjiSténo, ze 60 - 65 % aduktl se tvofi uvniti fetézce DNA mezi sousednimi
bazemi guaninu, 25 - 30 % aduktl se tvofi mezi sousednimi bazemi adeninu a guaninu,
5-10 % aduktu je typu PTGNG, kde N predstavuje jakoukoliv ze ¢tyf DNA bazi, 1 - 3 %
jsou adukty tvofené mezi dvéma a vice vlakny DNA. (Ryvolova a kol. 2013)

Adukty jsou studovany raznymi metodami. DNA modifikovana cisplatinou je
rozstipana pomoci enzym( (deoxyribonukleaza |, nukledza P, a alkalicka fosfataza).
Produkty jsou dale oddéleny pomoci chromatografie a adukty jsou identifikovany
riznymi metodami: napf. nuklearni magnetickou rezonanci, atomovou absorpéni
spektrometrii, hmotnostni spektrometrii, nebo atomovou silovou mikroskopii. (Ryvolova
a kol. 2013)

2.2.6 Lécba karcinomu plic cisplatinou

Rakovina plic se déli na dva typy: malobunéény (SCLC — Small cell lung cancers)
a nemalobunécény bronchogenni karcinom (NSCLC — non-small cell lung cancers). Tyto
dva typy se od sebe rozeznavaji na zakladé odliSnosti v ristu a Sifeni nadoru. SCLC je
nejagresivnéjsi z plicnich nadord a chemoterapie je zde nejucinnég;jsi Iécbou. Pacientim
je podavana cisplatina a karboplatina. (Ghosh 2019) Pro IéEbu NSCLC se v I. a Il. stadiu
nemoci vyuziva chirurgického odstranéni nadoru a nasledné chemoterapie. U pacientl
ve lll. alV. stadiu rakoviny plic se aplikuje I|éCba ozafovanim v kombinaci

s chemoterapii. (Ghosh 2019; Dasari a Tchounwou 2014)
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2.2.7 Lécba karcinomu vajeénika cisplatinou

Rakovina vajecnikl je Ié€ena nejdfive chirurgickym odstranénim nadoru a nasledné
chemoterapeutickou lIé€bou. LéCi se kombinovanou chemoterapii platinovym derivatem
a taxany. (Dasari a Tchounwou 2014) Rizikem v I1é€bé rakoviny vaje¢nikl je opakovany
navrat nemoci po ukonceni [éCby, rezistence k cisplatiné se pak vyrazné zvySuje. (Ghosh
2019)

2.2.8 Lécba karcinomu varlat cisplatinou

Existuji dva typy nadoru varlat — seminomy a neseminomy. Seminomy se vyskytuji
u vS8ech vékovych kategorii a rostou pomaleji nez neseminomy. Cisplatina se pouziva
pfi 1éEbé seminoml. Neseminomy se prevazné objevuji u mladSich muzl a cisplatina

se zde pouziva v kombinaci s dalSimi léky. (Ghosh 2019)

2.2.9 Lécba dalSich nadorovych onemocnéni cisplatinou

Cisplatinou jsou také Ié€eny nadory zaludku, koneéniku, leukémie a dal3i. Cisplatina
je také pfinosna v 1é¢bé rakoviny prsu. (Ghosh 2019; Dasari a Tchounwou 2014)

V zavislosti na typu a stadiu rakoviny jsou pacienti Ié€eni rGznymi IéEebnymi postupy.
Pacienti mohou byt IéCeni bud tradiéni terapii (jako je chirurgie, chemoterapie nebo
radioterapie), dal8i moznosti je 1éEba modernégjSimi metodami jako jsou imunoterapie,

hormonalni terapie nebo genova terapie. (Ghosh 2019)

2.3 Problémy léku na bazi cisplatiny

Hlavnimi vyzvami pfi [éCbé cisplatinou mohou byt negativni vedlejsi u€inky léku a také
resistence organismu k této latce. Dlvody rezistence k cisplatin@ mohou byt snizena
akumulace |éCiva uvnitf rakovinnych bunék, inaktivace I|éCiva glutathionem
a metallothioneiny a nebo rychlejSi oprava DNA aduktl. (Ghosh 2019; Dasari
a Tchounwou 2014)

K minimalizaci vedlejSich UCinkd a rezistence Kk cisplatiné se pouziva kombinovana
|[é¢ba. (Ghosh 2019) Kombinovana |é¢ba kombinuje v |é€bé pacienta s rakovinou dvé

a vice ucinnych latek, které spolu pusobi synergicky. (Mokhtari a kol. 2017)

2.3.1 Nezadouci ucinky cisplatiny
PFi 1éCbé cisplatinou se vyskytuje mnoho nezadoucich ucinkld, mezi které se radi
napfiklad anafylakticky Sok. Mezi dal8i nezadouci ucinky patfi cytopenie, coz je pokles
poCtu urCitych bunék pod fyziologickou mez (trombopenie, leukopenie, anémie).
(McLendon a Sternard 2021; Massoud a kol. 2021; Makovec 2019)
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Cisplatina muze byt také toxicka pro jatra, usi, srdce, zpusobuje zvraceni, prajem,
zanét sliznice, pleSatost. Lék zplUsobuje také trvalé poskozeni DNA, kdy dochazi
k pozménovani nukleosidl, tyto chyby nejsou v burice opraveny, a to vede k bunécné
smrti. (Massoud a kol. 2021; Makovec 2019)

PFi standartnim davkovani cisplatiny intravenozné, je 25 % cisplatiny eliminovano za
prvnich 24 hodin, 50 % je eliminovano do péti dnt od podani, kdy je 90 % cisplatiny
odstranéno renalni exkreci. Nefrotoxicita je tedy zplsobena hromadénim cisplatiny
v ledvinach. (Ghosh 2019)

Hydrataci (3-6 | denné) se mlze snizit riziko nefrotoxicity u pacienta. Ke snizeni
nefrotoxicity je také vhodné podavani thiosiranu sodného, ktery se silné vaze

s platinovym komplexem, inaktivuje ho a nasledné je vylou¢en moc¢i. (Ghosh 2019)

2.3.2 Nefrotoxicita
Cisplatina ni¢i bunéCnou membranu bunék a vyvolava tubularni dysfunkci. Poskozeni
bunék zplsobuje snizeni glomerularni filtrace, a to vede k akutni nefrotoxicité. Cisplatina

se v ledvinach akumuluje vice nez v jinych organech. (Ghosh 2019)

2.3.3 Ototoxicita

Ototoxicita je pozorovana u 10-90 % pacientd, vice postizenymi byvaji déti. Nadbytek
ROS ve vlaskovych bunkach ucha zplsobuje ztratu sluchu. Ztrata sluchu zpusobena
toxickym ucinkem cisplatiny je obvykle ve vysokofrekvenénim rozsahu a je trvala.
Existuje nékolik pfistupl k Ié¢bé ototoxicity, mezi néz se fadi podavani antioxidantu
a protizanétlivych latek. (Ghosh 2019)

2.3.4 Neurotoxicita

Jako vedlejsi ucinek u pacientl Iécenych cisplatinou se mlize objevit také neuropatie.
Pfiznaky se projevuji brnénim v rGznych &astech téla, necitlivosti ¢i zhorSenim pohybu
koncetin. (Maccio a Madeddu 2013)

2.3.5 Nevolnosti

Gastrointestinalni poSkozeni se u pacientl lé€enych cisplatinou projevuji nevolnosti
a zvracenim, navzdory souc¢asnému podavani antiemetik. Dal§imi projevy jsou i prijem,
ztrata chuti nebo pankreatitida. (Ghosh 2019) Predpoklada se, Ze serotonin je hlavnim
neurotransmiterem zodpovédnym za zvraceni vyvolanym cisplatinou. (Maccio a
Madeddu 2013)
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2.3.6 Rezistence k cisplatiné

Nejvétsi nevyhodou v 1éEbé rakoviny cisplatinou je Casta rezistence nadorovych
bunék k cisplatiné. Napfiklad nadory varlat, vajecnikd ¢i nadory hlavy jsou velmi citlivé
k cisplatiné, zatimco kolorektalni karcinom je k cisplatiné rezistentni. (Ghosh 2019)

Rezistence k cisplatiné mize byt zplisobena nékolika faktory jako jsou snizeny pfijem
léCiva burikou, snizena akumulace |éCiva v burice, inaktivace Iéiva vazbou na razné
proteiny nebo zména proteina signalizujicich apoptézu buriky. (Ghosh 2019; Shen a kol.
2012)

Existuji dvé formy rezistence k cisplatiné: vnitini rezistence a ziskana rezistence.
Vnitfni rezistence se projevuje jiz od pocCatku léCby cisplatinou, zatimco ziskana
rezistence se zaéne projevovat az v pribéhu 1é8by. Casto se stava, Ze na podatku |écby
je pacient k cisplatiné senzitivni, ale nasledné po nékolika cyklech chemoterapie dochazi
k relapsu, v dusledku vzniku rezistence k cisplatiné. (Ghosh 2019; Shen a kol. 2012)

Rezistence bunék k cisplatiné muze vzniknou riznymi mechanismy, nejCastéjSimi
jsou snizeny pranik cisplatiny do bunék, detoxikace cisplatiny bunéénymi thioly nebo
oprava DNA. (Ghosh 2019)

Prvni zplGsob, kterym se utvari rezistence, mize byt béhem cirkulace Ié¢iva v krevnim
obéhu. Cisplatina je pacientim podavana intraven6zné a pred vstupem do rakovinnych
bunék cirkuluje krevnim ob&hem. Proteiny pfitomné v krevnim ob&hu (zejména proteiny
s thiolovou skupinou — sérovy albumin a cystein) se vazi na cisplatinu. Vazba proteinu
k cisplatiné zpusobi jeji deaktivaci. 65-95 % cisplatiny se vaze k sérovym proteinim jiz
jeden den od podani léku. (Ghosh 2019)

K rezistenci na cisplatinu dochazi také pfi transportu latky bunéénou membranou.
Snizena prichodnost membrany pfi vstupu lé¢iva do buriky nebo naopak zvySena
priichodnost membrany pfi odlivu 1é€iva z bunky, zptsobuje celkové snizenou akumulaci
cisplatiny v burnice. (Ghosh 2019; Shen a kol. 2012)

Protein CTR1 je zodpovédny za pfijem cisplatiny burikou, cisplatina vSak zaroven
také zpuUsobuje jeho degradaci, coz ma za nasledek snizeni pfijmu cisplatiny burikou
a nasledné zvySeni rezistence. Bunky se zvySenou expresi CTR1 vykazuji vysSi miru
akumulace cisplatiny a vySSi citlivost k cisplatiné. (Ghosh 2019; Shen a kol. 2012)

Ve snizené akumulaci cisplatiny maze hrat roli také membranovy protein TMEM205,
u kterého se pfedpoklada, ze je zodpovédny za zvySenou sekreci IéCiva z buriky. (Calo
a kol. 2022) Podobny mechanismus je pozorovan i proteint ze skupiny MRP, zejména
u MRP2. (Galluzzi a kol. 2012)

Rezistence také mulze vzniknout v cytoplazmé bunky. V cytoplazmé je cisplatina

inaktivovana vazbou s glutathionem a metalothioneiny. Komplex GSH a cisplatiny je

23



nasledné vylouéen z buniky GS — spfazenou exportni pumpou. (Ghosh 2019; Makovec
2019; Galluzzi a kol. 2012)

Systém opravy DNA NER (nucleotid excision repair) se podili na odstrafiovani DNA
aduktl vzniklych vazbou cisplatiny na baze DNA. Tim, Zze NER léze odstrafiuje dochazi
k rezistenci na IéCivo. NER odstrariuje poSkozené useky DNA pomoci DNA nukleazy
a nasledné je mezera ve vlakné dosyntetizovana DNA polymerazou, jako templat zde
slouzi neposkozeny fetézec. (Ghosh 2019; Duan a kol. 2020) Buriky s vySSi expresi NER
vykazuji vySsi rezistenci k cisplatiné. MMR protein zodpovida za opravu DNA-cisplatina
Iézi, pokud protein nedokaZze lézi odstranit, pak dojde k apoptdze buriky. Pokud je oprava
léze Uspésna, tak burika mize nadale fungovat. (Ghosh 2019; Galluzzi a kol. 2012)

Efektivita 1éCby cisplatinou (a dalSimi platinovymi derivaty) je individualni a z&asti je
jeji uspéSnost zalozena na genetickych predispozicich jedince. Do uc&innosti 1éCby
zasahuji geny pro metabolismus [€Civ, transport I1€Civ i geny pro opravu DNA. Znalost
genetickych markerd nam muze poskytnout vice informaci pro personalizovanou lé¢bu.
(Makovec 2019)

2.4 Vyzkum novych Ié¢iv pro Ié€bu nadorovych onemocnéni

Vyskyt mnoha nezadoucich ucinkl, které mohou vést i ke znaénému posSkozeni
organismu, nas nabada hledat nové slouc€eniny pro Ié¢bu rakoviny zalozené také na
iontech jinych kovl. Hlavnimi pozadavky na testovanou latku je vétsi (nebo srovnatelna)
cytotoxicita ve srovnani se slou€eninou cisplatiny, ale zarover co nejmensi toxicita pro

organy a tim padem i co nejméné nezadoucich U&inku pro lidsky organismus.

2.4.1 Camplatina

Ve snaze vyvinout latku s podobnym ucinkem jako je cisplatina, ale zaroven
minimalizovat nezadouci ucinky a rezistenci, byla syntetizovana camplatina. Podle
studie popsané v ¢lanku ,Design and delivery of camplatin to overcome cisplatin drug
resistance”, Ize rezistenci k cisplatiné obejit Ié€enim camplatinou. Tato slou€enina byla
vytvofena pfipojenim cisplatiny k anhydridu kafru. Slou¢enina camplatiny byla nasledné
konjugovana s biodegradovatelnym polymerem (MPEG-b-PCL-b-PLL) a cely komplex
byl do buriky doru€en v micele endocytézou. (Qi a kol. 2015)

Apoptdéza je jednou zcest mechanismu ucinku cisplatiny, proto pfi naruseni
spravného fungovani apoptézy dochazi k rezistenci na cisplatinu. Pfi zvySené hladiné
protiapoptického proteinu bcl-2 a zaroven snizené hladiné proapoptického proteinu bax
je blokovana apoptéza a dochazi tim ke snizeni u€innosti IéCiva. Camplatina je po vstupu

do bunky redukovana na toxickou cisplatinu, vazajici se na DNA, a kafrovou kyselinu,
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ktera snizuje hladinu bcl-2. Kafrova kyselina snizuje hladinu bcl-2 a zaroven zvySuje
hladinu bax, ¢imz je nasledné spusténa apoptdza. (Qi a kol. 2015)

Camplatina byla testovana na bufikach senzitivnich i rezistentnich k platiné.
Camplatina vykazovala vy3Si cytotoxicitu nez cisplatina na obou bunécnych liniich.
Zaroven camplatina snizovala hladinu antiapoptického proteinu bcl-2 a celkové snizila
pomeér bcl-2/bax. (Qi a kol. 2015)

2.4.2 Fotosenzitivni slou€eniny

LéCiva na bazi platiny v cis konfiguraci — cisplatina nebo carboplatina - se vyznacuji
stejnym mechanismem rezistence, ktery je zplsoben snizenou akumulaci |éCiva
v bunice. Slouceniny v trans konfiguraci tento problém nemaji. Slou¢eniny mohou byt
cilené doru€eny na poZadované misto pomoci nanocastic. (Song a kol. 2015)

Izomer cisplatiny — transplatina — je nestabilni a v krevnim obé&hu rychle deaktivovan
a je proto povazovan za klinicky neuc€inny. Tato slou¢enina byla transformovana na
fotosenzitivni slou€eniny vychazejici z transplatiny, tyto slou€eniny byly pfipojeny
k syntetickému polymeru, ktery slou¢eninu ochranil pfed deaktivaci v krevnim obé&hu
a do buriky byl cely komplex doru¢en pomoci micely. Do buriky se slou€enina dostala
pomoci endocytozy. (Song a kol. 2015)

Sloucenina byla nasledné v bunice aktivovana UVA zafenim (315 - 400 nm), v jehoz

disledku se uvolnila cytotoxicka transplatina. (Song a kol. 2015)

2.4.3 Distribuce lé€iv pomoci nano¢astic

Doru€ovaci systém chemoterapeutik zalozeny na nanocasticich pfinasi nové
moznosti efektivnéjSiho doruovani lé€iva pfimo k mistu nadoru. Tato technologie muze
pfinést efektivnéjSi 1éCbu nadorovych onemocnéni a omezit nezadouci ucinky. (Yang
a kol. 2014)

Ve studii ,Rational design of Palyion Complex Nanoparticles to Overcome Cisplatin
Resistance in Cancer Therapy“ se pojednava o nanocasticich vytvofenych z prekurzoru
l&éCiva Pt(IV) konjugovanym s kopolymerem a micelou. Pro pfipravu byly pouzity
pozitivné nabité nanocastice, které maji usnadnény vstup do buriky a nasledné zvysenou
akumulaci nanocastic v burice se mize predejit rezistenci bunék k léCivu. Rezistence se
obchazi také prodlouzenou dobou cirkulace I&€iva v krevnim obé&hu a zvySenym pfijmem

IéCiva bunkou. (Yang a kol. 2014)
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2.4.4 Dorucovani lé€iv pomoci lipozomu

V Kklinickém testovani jsou nyni lipozomalni nosiCe cisplatiny. Tento pfistup vypada
velmi slibné v boji proti rezistenci k cisplatiné. Bylo testovano, Ze u bunék rezistentnich
k cisplating, doSlo pfi lipozomalni aplikaci latky ke zvySené akumulaci léCiva v bufice

v porovnani s volné aplikovanou cisplatinou. (Krieger a kol. 2010)

2.4.5 Nové slou€eniny na bazi kovu

Nova generace Iékll zaloZzena na slou€eninach kovu by méla po strukturni strance
odpovidat cisplatingé. Pfi hledani novych mechanismd, jak prfedejit rezistenci k 1é€ivu,
bylo syntetizovano mnoho riiznych potencionalné ucinnych komplexud pro Ié€bu nadord.

Kromé novych (rdzné modifikovanych) slou€enin platiny se zkouma moznost vyuziti
dalSich kov( jako palladium (Il), galium (lll), ruthenium (ll), zlato (I, Ill), bismut (llI),
rhenium (1), méd (Il), cin (IV). Zkouma se ucinek sloucenin zlata, védci se domnivaji, Ze
slouceniny tohoto kovu cili na mitochondrie buriky a také zpusobuji zlomy v Fetézci DNA.
Na podobném mechanismu by mohly ucinkovat i slou€eniny palladia, jehoZz slou€eniny
patfi k nejvice zkoumanym. Nékteré jeho slouceniny vykazovaly vySSi protinadorovou

aktivitu nez cisplatina. (Song a kol. 2015; Alam a Huqg 2016)

2.45.1 Nové slouéeniny palladia

Mimo lé¢bu cisplatinou se nyni pozornost mnoha védcl ubira ke slouc¢eninam
palladia, jejichz vyhodou je vysoka stabilita ve fyziologickém prostfedi lidského téla.
Slouceniny palladia maji podobné koordinacni a strukturalni vlastnosti jako slou¢eniny
platiny. Mnoho ze zkoumanych slou€enin palladia vykazovalo antiproliferacni aktivitu
vuci zkoumanym burikam a také pusobily na nadory rezistentni k Ié€ivim na bazi platiny.
Léky zalozené na slouCeninach palladia maji v mnoha pfipadech zfejmé jiny
mechanismus uc€inku nez Iéky zalozené na platiné. (Scattolin a kol., 2021)

V roce 1998 Navarro-Ranninger a Quiroga a kol. pfedstavili nékolik komplexu palladia
s navazanym thiosemikarbazonem. Tyto slouc€eniny vykazovaly velkou protinadorovou
aktivitu dokonce i vici liniim rezistentnim k cisplatingé, coz bylo ziejmé& zpusobeno
odlisSnym mechanismem ucinku oproti cisplatiné. (Alam a Huqg 2016; Quiroga a kol. 1998)

Na zacCatku 21. stoleti bylo popsano mnoho slibnych komplext trans-palladia
s vysokou protinadorovou aktivitou. Komplexy mély pfi testech na rdznych bunécnych
liniich (Casto ovarialnich) Casto vySSi u€innost nez cisplatina. (Alam a Hug, 2016) VétSina
z téchto sloucenin vykazovala vysokou protinadorovou aktivitu na bunécnych liniich
rezistentnich k cisplatiné. Mechanismus ucinku téchto slou€enin byl pfisuzovan tvorbé
DNA aduktd. (Huq a kol. 2004; Cheng a kol. 2006)
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Velmi slibné vysledky pfineslo testovani cyklického komplexu palladia (C7a), které
byly prezentovany v BMC Cancer v roce 2011 Serranem a kol. Mechanismus ucinku je
zalozen na aktivaci vnitini drahy apopt6zy. Hodnoty 1Cso testovanych slouCenin byly
42krat az 1333krat niz8i nez hodnoty cisplatiny na nékolika buné€nych liniich. Pfi dalSich
testech bylo prokazano, Ze je latka uc¢inna proti primarnim nadordm a metastazim. Také
se prokazala ucinnost proti buikam rezistentnim k cisplatiné. Tato slou€enina se jevi
jako potencionalni chemoterapeutické 1éCivo. (Alam a Huq 2016; Serrano a kol. 2011)

V laboratofi pana profesora Zdenka TravniCka na katedfe anorganické chemie
Univerzity Palackého v Olomouci byly pfipraveny dalSi cytotoxické aktivni trans-
palladium(ll) komplexy {trans-[Pd(L)2CI2]_H20; L = 2-[(R)-(1-ethyl-2-
hydroxyethylamino)]-N6-(3-hydroxybenzyl)-9-isopropyladenine nebo 2-[(1-isopropyl-2-
hydroxyethylamino)]-N6-(3-hydroxybenzyl)-9-isopropyladenine}, aktivita téchto
komplexd byla popsana v Journal of Inorganic Biochemistry. Testovanim bylo
prokazano, ze tyto komplexy vykazovaly jesté vyssi aktivitu (ICso = 3 uM) nez cisplatina
(ICso = 11 yM) a oxaliplatina (ICso = 18 pM) testovanim na bunécné linie K562 odvozené
z myeloidni leukémie a na bunééné linii MCF7 odvozené z lidského adenokarcinomu
prsu. (Starha, Travnicek a Popa 2009)

Tymem védct Koumousi a kol. byl v roce 2012 publikovan ¢lanek o pfipravé novych
komplext platiny a palladia obsahujici 2,6 — diacetylpyridin dioxim jako ligand.
(Koumousi a kol. 2012) Na tomto ¢lanku spolupracoval i pan Dr. Stamatatos, ktery
poskytnul také nové komplexy platiny a palladia pro biologické testovani v naSi
laboratofi.

V ¢lanku byly charakterizovany komplexy [PdCl(dapdoH)] a [PtCl(dapdoH)]. Ligand
komplextl 2,6 — diacetylpyridin dioxim tvofi komplexy kovl s nadéjnou biologickou
aktivitou. Bylo prokazano, ze komplexy se mohou interkalovat do CT DNA (DNA teleciho
brzliku (calf-thymus)). Samotny ligand i komplexy [PdCl(dapdoH)] a [PtCl(dapdoH)]

vykazovaly vysokou vazebnou afinitu k sérovému albuminu. (Koumousi a kol. 2012)

2.5 Motivace prace

Nadorova onemocnéni jsou stale narlstajicim a rozSifujicim se celosvétovym
problémem vyskytujicim se napfi¢ vdemi vékovymi skupinami. Cilem mnoha védeckych
skupin je objevit (vyvinout) ucinné lécivo, které zplUsobuje zanik nadorovych bunék
a zaroven ostatni normalni bunky nechava bez poSkozeni, tim padem je lidsky
organismus zatézovan léCivem co nejméné. V této bakalarské praci byly vyuzity znalosti
o nadorovych a zdravych burikach, u nichz byla testovana cytotoxicita po aplikaci vySe

zminénych novych komplext [Pd(qao)(gaoH)](NOs) a [Pt(gao)(qaoH)](NOs3).
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Dulezitym poznatkem kromé zjisténi cytotoxické davky je také mechanismus, kterym
cytostatické latky nadorové burnky zabiji. Vyvinout nové IéCivo je velmi obtizny
a zdlouhavy proces, i pfesto je pfipadné riziko neuspéchu zapotiebi podstoupit a nové
leCivé latky stale vyvijet a testovat jejich cytotoxicitu. Jen tak je mozné dosahnout

Uspésnéjsi lécby nadorovych onemocnéni.
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3 Material a metody

3.1 Materialy

3.1.1 Pristrojové vybaveni

TC10™ Automated Cell Counter (Bio—Rad), svételny mikroskop s fluorescenénim
modem Olympus IX 70, inverzni svételny mikroskop Olympus CKX31, multidetekéni
reader Tecan infinite M200 pro (Schoeller Instruments), prutokovy cytometr BD
FacsVerseTM (BD Biosciences) s BD Facs Universal loaderem, vodni lazeni SW22
(Julabo), ultrazvukova lazen Sonorex Digitec (BANDELIN)

3.1.2 Chemikalie a pouzité kity

Deionizovana voda, 0,25 % roztok Trypsin — EDTA (T4049; Sigma - Aldrich),
1xkoncentrovany PBS roztok, MTT (M2128; Sigma - Aldrich), DMSO > 99,9 %
(472301; Sigma aldrich), DMF (Sigma — Aldrich), BD Cycletest™ Plus DNA Kkit,
kalcein (zasobni koncentrace 4 mM), propidium jodid (Sigma — Aldrich; zasobni

koncentrace 1mg/ml)

3.1.3 Pouzita média

DMEM (1X) + GlutaMAX™

Bylo pfipraveno Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) obsahujici 1 g/l D-
glukdzy, pyruvat, 10 % FBS a 1 % PEN/STR; pozn.: FBS — fetalni bovinni sérum — zdroj
bilkovin, PEN/STR — penicilin (10 000 U/ml) a streptomycin (10 000 ug/ml) — prevence

pred infekci.

3.1.4 Priprava pouzitych rotokd

1x PBS

137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPO4 a 1,8 mM KH2PO3 bylo rozpusténo v 800
ml destilované vody. Nasledné bylo pomoci HCI upraveno pH na hodnotu 7,4 a objem
byl dopInén opét destilovanou vodou na 1000 ml. Lahev s roztokem PBS byla nasledné

autoklavovana a pfipravena na pouziti.
3.1.5 Testované slouceniny

3.1.5.1 Cisplatina

Byl pouZzit 15 mM (zasobni) komercni roztok cisplatiny.
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3.1.5.2 Komplexy [Pd(gao)(gaoH)](NOs), [Pt(gao)(gaoH)](NOs) a ligand chinolin
2-aldoxim (gaoH)

Slouceniny byly obdrZzeny od pana Dr. Theocharise C. Stamatatose. Tyto slouéeniny
pfipravil a popsal spole¢né se svym vyzkumnym tymem na Univerzité Patras v Recku.

Vyzkum tymu pana Dr. Stamatatose se zabyval pfipravou a charakterizaci dvou
novych Pd(ll) a Pt(ll) komplext nesoucich organicky chelatacni ligand chinolin 2-aldoxim
(gaoH) (viz obr. 4). Role organickych chelatacnich ligandl je zvlasté dulezita pro
krystalizaci, stabilitu a pro udrZzeni danych vlastnosti koordinaénich slouéenin. Volba
téchto kovovych iontl a ligandu je opodstatnéna potencionalné zajimavymi biologickymi
vlastnostmi. Chinolinoximy pfedstavuji velmi dilezitou tfidu sloucenin souvisejicich s
biologickymi systémy. Silna nukleofilita oximatového aniontu je spojena s mnoha
hydrolytickymi procesy, jako je pfenos nebo Stépeni acylové, fosforylové nebo
sulfurylové skupiny atakovanim elektrofilniho centra.

Nové syntetizované komplexy byly charakterizovany monokrystalovou rentgenovou
krystalografii a spektroskopickymi/spektrofotometrickymi technikami jako IC, NMR,
UV/VIS a ESI — MS a Ramanovou spektrokopiii Obé slouceniny vykazovaly v rdznych
roztocich stejné strukturalni vlastnosti.

Dulezitou vlastnosti obou komplexu je, Ze jsou rozpustné ve vodé, jsou tedy vhodné

pro dalSi biologické studie.
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Obr. 4 — Struktura komplexu [Pd(gao)(gaoH)](NOs). Uprostied je fialové zvyraznén centraini atom palladia.
Sedé jsou zvyraznény atomy ligandu, modfe atomy dusiku a cCervené atomy kysliku. Slouc¢enina
[Pt(gao)(gaoH)](NOs) ma totoznou strukturu, pficemz atom palladia je nahrazen atomem platiny.

3.1.5.3 Syntéza sloucenin [Pd(gao)(gaoH)](NO:) a [Pt(gao)(qaoH)](NOs3)

Dvé nové koordinacni slouceniny [Pd(gao)(gaoH)](NOs) a [Pt(qao)(qgaoH)](NOs) byly
pfipraveny pfesné stejnym postupem:

K svétle zlutému roztoku ligandu (gaoH) (obr. 6) (0,1 mmol, 0,02 g) v MeOH (20 ml)
byl pfidan pevny PdCl. (0,1 mmol, 0,02 g) a vysledny roztok byl magneticky michan po
dobu tfi hodin. Pfidanim pevného AgNO3s vznikl zluty roztok, ktery se nechal pomalu
odparovat pfi pokojové teploté.

Nasledujici den se vytvofily zlutooranzoveé krystaly
(obr. 5), vhodné ke studiu pomoci rentgenovych
a difrak&nich metod. Krystaly byly odfiltrovany, nasledné
promyty studenym Et,O (diethylether) a vysuSeny na
vzduchu. VytéZek byl ~85 % (na zakladé celkové |
dostupného Pd). Analyticka data z elementarnich analyz
vysusené slouceniny 1: C 46.94, H 2.95, N 13.68 %.

L Obr. 5 — Zlutooranzové krystaly
Vypoctena data pro vzorec CxoHisNsOsPd: C 46,75, slouceniny [Pd(gao)(gqaoH)(NOs);
Pfevzato od Dr. Theocharise

H2,92, N 13,75 %. Vybrana data z IR (KBr, cm™): ¢ stamatatose

3425 (mb), 301 5 (m), 1592 (m), 1526 (vs), 1431 (m),
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1382 (vs), 1215 (m), 1154 (s), 1025 (m), 999 (m), 947 (m), 893 (w), 837 (m), 797 (m),
763 (s), 675 (w), 530 (m), 500 (m).

Komplex 2 byl pfipraven podle stejného postupu jako komplex 1 s vyjimkou pouziti
PtCl> (0,1 mmol, 0,03 g) misto PdCl,. VytéZek byl ~80 % (na zakladé celkové dostupného
Pt). Analyticka data z elementarnich analyz vysuSené slouceniny 2: C 40.01, H 2.52,
N 11.66 %. Vypoctena data pro vzorec C,oH1sNsOsPt: 39.92, H2.42, N 11.75 %. Vybrana
data z IR (KBr, cm™): 3429 (mb), 2926 (m), 1588 (m), 1636 (m), 1523 (vs), 1382 (vs),
1214 (w), 1151 (m), 1027 (m), 950 (m), 886 (w), 834 (m), 799 (w), 765 (m), 675 (w),
564 (m).

\\OH

Obr. 6 — Chemicka struktura ligandu chinolin 2-aldoxim (gaoH).

3.1.6 Biologicky material

Bunécéné linie jsou dalezitym nastrojem pro védu, slouzi jako modelovy systém pro
testovani novych chemickych slou¢enin, metabolickych déju nebo mechanismu starnuti
bunék. Na bunécénych liniich je testovana mira toxicity latek a také jejich mutagenita &i
karcinogenita. (Sana a kol. 2017, 69-70)

Bunécné linie jsou odvozeny od primarnich kultur, které jsou pfipravovany z tkani.
Bunééné linie se nasledné kultivuji ve vhodnych podminkach, ve kterych dochazi
k proliferaci bunék. Bunky se péstuji v médiu s pfesné definovanym obsahem Zivin pro
danou bunécnou linii. Buriky se v médiu déli, az dosahnou stavu konfluence, kdy bunky
zaplni plochu dna nadoby a dochazi k inhibici déleni bunék jejich vzajemnym kontaktem.
Pro dalSi déleni bunék je nutné tuto populaci zpasazovat do novych nadob s Cerstvym
meédiem. Pro uvolnéni bunék od kultivani nadoby i k odlepeni bunék od sebe se pouZiva
Trypsin-EDTA. (Sana a kol. 2017, 69-70)

Kultivované bunky rostou v médiu, které napodobuje extracelularni tekutinu. Médium
obsahuje zdroj Zivin, rastovych faktort, hormonl a pfidavaji se rovnéz antibiotika pro
zamezeni bakterialni kontaminace. Souc€asti média je také pufr zajistujici stalou hodnotu

pH. Pro kultivaci bunék je vhodna teplota 37 'C a atmosféra s 4-10 % CO,, nadoby
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s burikami jsou uchovavany ve specialnich inkubatorech, které zajisti vSechny podminky

pro spravny rist. (Sana a kol. 2017, 69-70)

3.1.6.1 Bunééna linie Cal-27 (CVCL_1107)

Bunécna linie Cal-27 (obr. 7) je hojné pouzivanou lidskou nadorovou bunéénou linii,
ktera byla izolovana ze spinocelularniho karcinomu jazyka. Tato buné&éna linie byla
zaloZena Gioanni a kol. v roce 1982. (Gioanni a kol. 1993; Jiang a kol. 2009)

Idedlnim médiem pro kultivaci téchto bunék je DMEM medium (Dulbecco Modified
Eagle Medium) s pfidavkem 10% FBS (fetdlni  bovinni  sérum), 1%
penicillinu/streptomycinu uchovavané v inkubatoru pii 37 'C a 5 % CO,. (Jiang a kol.
2009)

Obr. 7 — Fotografie bunécéné linie Cal27 inkubované 24 hodin v médiu. Buriky byly pozorovany mikroskopem
Olympus IX70 a fotografie byly pofizeny pomoci aplikace Quick photo camera 3.0.

3.1.6.2 Bunééna linie HaCat (CVCL_0038)

Bunécna linie HaCat (obr. 8) je transformovana netumorogenni bunééna linie
pochazejici z keratinocytd dospélého muze. DuleZitou vlastnosti téchto bunék je
neomezeny proliferani potencidl a také neinvazivnost. Imortalizované bunky byly
vytvorfeny transfekci lidského papillomaviru. Buriky jsou diferenciovany podobné jako
normalni keratinocyty. (Boukamp a kol. 1988; Tao a kol. 2013)
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Za normalnich podminek maji bufky polygonalni tvar, €asto jsou vicejaderné.
(Boukamp a kol. 1988)

HaCat jsou vyuzivany ve vyzkumu pro jejich vysokou rychlost proliferace. HaCat
buniky se vyuZivaji ve vyzkumech souvisejicich s karcinogenezi v lidskych burikach.
(Tao a kol. 2013; Schoop, Mirancea a Fusenig 1999)

Idealnim médiem pro kultivaci téchto bunék je DMEM medium s pfidavkem 10% FBS
(fetalni bovinni sérum). Médium je vhodné ménit jednou za 2-3 dny. Kultivujeme za
normalnich podminek 37 'C a 5 % CO. (Tao a kol. 2013)

gl

Obr. 8 — Fotografie bunécné linie HaCat inkubované 24 hodin v médiu. Buriky byly pozorovany mikroskopem
Olympus IX70 a fotografie byly porizeny pomoci aplikace Quick photo camera 3.0.

3.1.6.3 Bunééna linie HeLa (CVCL_0030)

HelLa je bunétna nadorova linie (obr. 9). Tyto buriky byly izolovany v roce 1951
z agresivniho nadoru délozniho hrdla (neboli karcinomu délozniho Cipku) Henrietty
Lacksové. Hela je prvni uvedenou bunécnou linii a do dneska je tato bunécna linie
jednou z nejpouzivangjSich v laboratornich vyzkumech. (Ilvankovic a kol. 2007; Adey
a kol. 2013; Lucey, Nelson-Rees a Hutchins 2009)

V souCasnosti analyza puvodniho vzorku tkané prokazala, Ze buriky obsahovaly
lidsky Papilloma virus (HPV), tento virus je znam tim, Ze zplsobuje velmi agresivni

adenokarcinomy. (Lucey, Nelson-Rees a Hutchins 2009)
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Bunécna linie HelLa je velmi invazivni a nesmrtelna, maze projit nekoneéné mnoho
buné&€nymi délenimi. To je mozné diky aktivnim telomerazam, které obnovuji telomery
chromozomu (nedochazi ke zkracovani telomer). Buriky tak mohou projit neomezenym
poCtem déleni — nepodléhaji Hayflickovu limitu a nepfechazi do stadia senescence.
(Ivankovic a kol. 2007) HelLa burnky obsahuji aneuploidni sadu chromozoma, pfesny
pocet chromozomu se muze liSit od konkrétniho podtypu bunék. (Adey a kol. 2013)

Je zifejmé, Ze Hela buriky kontaminuji mnoho jinych buné&énych linii pouzivanych
v laboratofich, coz je problém, protoZze po kontaminaci bunék jsou vysledky studii
irelevantni. Pro detekci kontaminace bunécné linie Ize vyuzit napfiklad specifické DNA
testy. (Rahbari a kol. 2009 ; Lucey, Nelson-Rees a Hutchins 2009)

Idedlnim médiem pro kultivaci téchto bunék je DMEM medium s pfidavkem 10% FBS,
glukézy, pyruvatu sodného, L-glutaminu, antibiotika penicilinu a streptomycinu. Buriky

kultivujeme v inkubatoru pfi teploté 37 'C a 5 % CO.. (Ivankovic a kol. 2007)

Obr. 9 — Fotografie buncné linie HeLa, inkubované 24 hodin v médiu. Buriky byly pozorovany mikroskopem
Olympus IX70 a fotografie byly pofizeny pomoci aplikace Quick photo camera 3.0.

3.2 Metody

3.2.1 Atomova absorp¢ni spektroskopie
Koncentrace Pd a Pt byla ve vzorcich [Pd(qao)(qaoH)](NO3), [Pt(gao)(gaoH)](NOs)

byla stanovena pomoci hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-
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MS) po pfedchozim rozkladu vzork( smési koncentrovanych anorganickych kyselin
v uzavieném mikrovinném systému (MLS 1200 mega (Milestone)). Ke vzorkdm (50 pl)
v mineralizacnich kelimcich byla pfipadana rozkladna smés (4 ml HNO3z, 1 ml HCIO,,
0,25 ml HCI) a vzorky byly po uzavfeni kelimkd rozkladany pomoci 7stupriového
rozkladného programu. Po ochlazeni vzork( na laboratorni teplotu byly vzorky
kvantitativné pfevedeny do 25 ml odmérné banky (tfida A). V takto pfipravenych vzorcich
byl stanovena celkova koncentrace Pd a Pt s vyuZitim ORS-ICP-MS 7700x vybaveného
autosamplerem, koncetrickym zmlZzovacem, kolizné-reakéni celou pracujici v He modu
pro eliminaci potencialnich spektralnich interferenci a kvadrupdlovym analyzatorem

(Agilent Technologies), a to metodou kalibraéni pfimky.

3.2.2 Opticka mikroskopie

PFi praci v laboratofi byl vyuZivan svételny mikroskop s fluorescenénim modem
Olympus IX 70 pro pofizeni fotografii bunék (v aplikaci QuickPHOTO CHAMERA 3.0)
a inverzni svételny mikroskop Olympus CKX31 pro bézné pozorovani bunék.

Opticky mikroskop byl pfi praci vyuzivan pro kontrolu rdstu bunék. Pfi testovani
cytotoxickych latek byly pofizeny fotografie bunék pfi rGznych koncentracich latky.

Pozorované buriky mizeme rozliit na zivé a mrtvé podle jejich tvaru a struktury.

3.2.3 MTT test

MTT je jednim z nejrozSifenéjSich testd pouzivanych ke zjisténi metabolické aktivity
testovanych bunék. Pomoci tohoto testu Ize analyzovat proliferaci a viabilitu bunék
a také cytotoxicitu testovaného materialu. (Michalova a kol. 2008) Princip testu je
zalozen na skuteCnosti, ze zivé bunky maji na rozdil od mrtvych bunék funkéni
mitochondrialni dehydrogenazy, diky nimz dokazou redukovat solubilni roztok MTT na
fialovy formazan nerozpustny ve vodé. (Sana a kol. 2017, 81-82; Michalova a kol. 2008)

Kolorimetricky test je zalozen na redukci zluté rozpustné tetrazoliové soli MTT (3-[4,
5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5- difenyl tetrazolium bromid) na nerozpustny formazan, ktery
pozorujeme ve formé fialovych krystalki. Reakce probiha na mitochondrialni membrané
vlivem mitochondrialnich sukcinat - dehydrogenaz Zivych bunék. Formazanové krystalky
jsou poté rozpustény pfidanim silného detergentu (v nasich testech DMSO). Nasledné
se spektrofotometricky stanovi hodnota absorbance roztoku pfi 570 nm. Pocdet zZivych
bunék je uréen podle mnoZstvi redukovaného MTT. (Sana a kol. 2017 81-82; Michalova
a kol. 2008)

Absorbance byla vyhodnocena pomoci pfistroje multidetekCniho readeru Tecan

infinite M200 pro (Schoeller Instruments).
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V této praci bylo na nadorovych a normalnich zdravych buné&énych liniich testovano,
jak moc cytotoxické byly rizné koncentrace testovanych potencionalnich cytostatik.
V pfipadé, Ze bunky maji funkéni metabolismus a prfeménuji sl MTT na formazan,

znamena to, Ze prezily pusobeni testované chemické latky. (Michalova a kol. 2008)

3.2.3.1 Postup méreni viability bunék

Byla testovana viabilita (Zivotaschopnost) bunék po inkubaci s novymi slou¢eninami
palladia a platiny ([Pd(gao)(qaoH)](NOs), [Pt(gao)(gaoH)](NOs)) s potencionalnim
protinadorovym u€inkem a s volnym ligandem chinolin 2-aldoxim (gaoH).
U samotného ligandu se pfedpoklada, Ze by nemél byt cytotoxicky. Pro porovnani byly
buriky také inkubovany s bézné pouzivanym cytostatikem cisplatinou.

Viabilita bunék byla testovana na tfech bunécnych liniich — Cal27, HaCat a Hela.
Testovano bylo pét koncentraci slou¢enin [Pd(gao)(gaoH)](NOs), [Pt(gao)(gqaoH)](NOs),
ligandu (gaoH) a cisplatiny — 6,25 uM; 12,5 uM; 25 yM; 50 uM; 100 uM (tab. 1). Viability
ovlivnénych bunék byly porovnany s viabilitou kontrolnich bunék.

Pro testovani viability bunék byl pro vSechny bunééné linie opakovan stejny postup:

Prvni den byly burnky vysazeny na 96jamkovou destiCku. Kazda jamka na desti¢ce
obsahovala 100 ul bunécné suspenze s 10000 burikami. Po¢et bunék byl uréen pomoci
pfistroje TC10™ Automated Cell Counter (Bio — Rad). Nasledné se buriky inkubovaly
24 hodin v inkubatoru pfi teploté 37 'C a 5 % CO..

Obr. 10 — Rozpusténé komplexy v DMF (zleva) - chinolin 2-aldoxim (gaoH), [Pd(gao)(gaoH)](NOs),
[Pt(gao)(gaoH)](NO3)

Nasledujici den byly k bufikdm pfidany testované slou€eniny o pozadovanych
koncentracich. Pfi testovani byly pouZzity dvé série vzorkd.

U prvni série obdrZzenych vzorkd byly vzorky v pevném skupenstvi navazeny
a rozpustény v DMF (obr. 10) a pfesna koncentrace roztokll byla zméfena metodou
AAS. Koncentrace slou¢eniny Pt byla 37,93 mM, koncentrace slou¢eniny Pd byla 47,92
mM, koncentrace cisplatiny byla 15 mM a koncentrace ligandu byla 100 mM.
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Ze znamych koncentraci byl spocitan objem potfebny k pfipravé 200 yl 1 mM roztoku:
VypoCet pro pfipravu 200 pl 1 mM vychoziho roztoku slou€eniny
[Pt(gao)(qaoH)](NO3)):

0,2 ml-1mM
37,93 mM

V= =527 -1073ml

K pfipravé 200 pl 1 mM roztoku bylo pouzito 5,3 ul puvodniho roztoku
[Pt(gao)(gaoH)](NOg3)) a 194,7 ul deionizované vody.

VypoCet pro pfipravu 200 pl 1 mM vychoziho roztoku slou€eniny
([Pd(gao)(qaoH)](NOa):

y = 2mamM _ 417 .10-3 ml
47,92 mM

K pfipravé 200 pl 1 mM roztoku bylo pouzito 4,2 upl puvodniho roztoku
([Pd(gao)(qaoH)](NO3) a 195,8 ul deionizované vody.

Vypo€et pro pfipravu 200 pl 1 mM vychoziho roztoku slouceniny ligandu

chinolin 2-aldoxim:

0,2 ml-1mM
100 mM

V = =210_3ml

K pfipravé 200 yl 1 mM roztoku bylo pouzito 2 pl puvodniho roztoku chinolin

2-aldoxim a 198 pl deionizované vody.

Vypocdet pro pfipravu 200 pl 1 mM vychoziho roztoku slouceniny cisplatiny:

0,2 ml-1mM
15 mM

K pfipravé 200 pyl 1 mM roztoku bylo pouzito 13,3 ul puvodniho roztoku cisplatiny

V= = 0,01333 ml

a 186,7 ul deionizované vody.

U druhé série obdrzenych vzorkd sloucenin byla pfipravena nejdfive 50 mM
koncentrace vzorklli Pd, Pd a lig pfesnym navazenim vzorkd v pevném skupenstvi
a naslednym rozpusténim v DMF. Koncentrace cisplatiny byla stale 15 mM (v celém
mérfeni byl pouzit stejny vzorek).

VypocCet pro pfipravu 200 Il 1 mM vychoziho roztoku slou€eniny
([Pd(qao)(qaoH)](NOs3):

0,2 ml-1mM
50 mM

V= =4 -10"3ml

K pfipravé 200 pl 1 mM roztoku bylo pouzito 4 pl pavodniho roztoku
([Pd(gao)(qaoH)](NO3s) a 196 ul deionizovaneé vody.
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VypocCet pro pfipravu 200 pl 1 mM vychoziho roztoku slou€eniny
[Pt(gao)(gacH)](NO3)):

0,2 ml-1mM
50 mM

V= =4-10"3ml
K pfipravé 200 upl 1 mM roztoku bylo pouzito 4 upl puavodniho roztoku

[Pt(gao)(gaoH)](NO3)) a 196 ul deionizované vody.

Vypocet pro pfipravu 200 pl 1 mM vychoziho roztoku slouceniny ligandu chinolin

2-aldoxim:

0,2 ml-1mM
50 mM

V= =4 -10"3ml
K pfipravé 200 yl 1 mM roztoku bylo pouzito 4 ul plvodniho roztoku chinolin

2-aldoxim a 196 pl deionizované vody.

Pro vytvofeni koncentracni fady se postupovalo tak, ze z 200 ul 1 mM roztoku bylo
odebrano 100 pl do Cisté mikrozkumavky a k tomuto roztoku bylo pfidano 100 pl
deionizované vody, tim vznikl 500 mM roztok. Stejnym zpUusobem jsme se dostali az ke
koncentraci 62,5 mM.

1 mM roztok se na 100 pM zfedil tak, ze z 1 mM roztoku bylo odebrano 70 pl do nové
mikrozkumavky, ve které jiz bylo pfedem napipetovano 630 ul DMEM média. Dullezité
bylo vzdy roztok dukladné promichat. Pro fedéni dalSich koncentraci slou¢enin bylo
postupovano stejnym zplsobem.

Z bunék vysazenych na 96jamkovych destickach bylo odsato staré médium
odsavackou (vakuovy systém na odsavani média (Mediset)) (buriky jiz byly po 24
hodinach adherovany na dné jamek). K bunfkam byly nasledné pfidany roztoky
Z koncentracni fady sloucenin v triplikatech — rozmisténi viz tabulka 1. Do kazdé jamky

bylo napipetovano 100 pl roztoku slouceniny.

Tab. 1 — Vizualizace rozlozeni koncentraci slou¢enin na 96jamkové desti¢ce

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Pd100 Pd100 Pd100 Pt100 Pt100 Pt100 cisPt100 cisPt100 cisPt100 ligl00 liglo0 ligloo
B Pd50 Pd50 Pd50 Pt50 Pt50 Pt50 cisPt50 cisPt50 cisPt50 lig50 lig50 lig50
C Pd25 Pd25 Pd25 Pt25 Pt25 P25 cisPt25 cisPt25 cisPt25 lig25 lig25 lig25
D Pd12.5 Pd12.5 Pd12.5 Pt12.5 Pt12.5 Pt12.5 cisPt12.5 cisPt12.5 cisPt12.5 ligl2.5 ligl2.5 ligl2.5
E Pd6.25 Pd6.25 Pd6.25 Pt6.25 Pt6.25 Pt6.25 cisPt6.25 cisPt6.25 cisPt6.25 igb.25 ligh.25 ligh.25
F kontrl*  kontrl kontrl kontrl kontrl kontrl kontrl kontrl kontrl kontrl kontrl kontrl

*kontrl = kontrolni bufky (buriky kultivované bez ovlivnéni slou¢eninou)

V tabulce jsou uvedeny zkratky pro slou€eniny a koncentrace bez jednotek [uM].
Pd100 = roztok slou€eniny ([Pd(gao)(gaoH)](NOs) v 100 uM koncentraci.

Pt100 = roztok slou¢eniny [Pt(qao)(qaoH)](NOs3)) v 100 uM koncentraci.

cisPt100 = roztok slouCeniny cisplatiny v 100 uM koncentraci.
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lig100 = roztok slou€eniny ligandu gaoH v 100 uM koncentraci.

Buriky byly inkubovany se slou¢eninami 24 hodin v inkubatoru pfi 37 'C a 5 % CO,.
Nasledné byly buriky vyfoceny na optickém mikroskopu Olympus IX70, byla pouZzita
aplikace Quick photo microscope (viz Vysledky — obrazky) pro pofizeni fotografii bunék.

Dale byl proveden MTT test pro zjiSténi Zivotaschopnosti bunék. Do kazdé jamky bylo
k médiu z pfedes$lého dne pfidano 20 pyl MTT (3-[4, 5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5- difenyl
tetrazolium bromid). Bufky se s MTT inkubovaly 4 hodiny. Nasledné& bylo veskeré
médium s MTT z jamek odsato a do kazdé jamky bylo pfidano 100 pl DMSO. Buriky se
s pfidanym DMSO inkubovaly 10 minut ve tmé (pfekryté alobalem) na tfepacce.
Nasledné byla méfena absorbance pfi 570 nm pomoci pfistroje multidetekéni reader
Tecan infinite M200 pro (Schoeller Instruments).

Hodnoty absorbanci byly nasledné vyhodnoceny v programu Excel. Nejdfive byl
vypoclten pramér absorbanci z triplikatu vzorkl bunék s rlznymi koncentracemi
testovanych sloucenin. Viabilita byla vypoétena jako podil priméru absorbance vzorku
bunék s testovanymi slou¢eninami a primeéru absorbance kontrolnich bunék (bez
pfidanych slou€enin), vysledek byl vynasoben 100.

Viabilita (zivotaschopnost) bunék vyjadfuje podil mezi zivymi bufikami a vSemi
burikami vynasobenym 100.

Testovani viability bylo provedeno pro HaCat Ctyfikrat, pro Cal27 pétkrat a pro HelLa
dvakrat. Byly vypoéteny prlméry a smeérodatné odchylky viabilit bunék ze vSech
provedenych méfeni a z téchto ziskanych hodnot byly sestrojeny grafy (viz Vysledky -
obr. 11, 16, 21).

3.2.4 Pratokova cytometrie v analyze bunééného cyklu

V budoucnu by se pro dalsi pokrocilé testovani cytotoxicity novych komplexd mohla
pouzit metoda pritokové cytometrie. V nasledujici kapitole je uveden postup méreni
bunééného cyklu.

Pro stanoveni bunéé&ného cyklu bunék ovlivnénych riznymi koncentracemi komplexu
[Pd(gao)(gaoH)](NOs3), [Pt(gao)(gaoH)](NOs) a cisplatiny byla pouzita metoda pritokové
cytometrie (BD FACSVerse).

Pritokova cytometrie umozriuje stanoveni vice bunéénych parametrli v jedné burice
zaroven. Tato metoda nasla své uplatnéni i pfi analyze bunééného cyklu, coz nam
umoznuje lépe porozumét mechanismu plisobeni testované latky. (Sana a kol. 2017, 91)

Bunécny cyklus kazdé bunky je rozdélen do nékolika fazi — G1, S, G2 a M, které na
sebe navazuji za pfedpokladu, Ze jsou splnény pozadavky na buriky, které jsou

monitorovany v kontrolnich bodech. Pokud burika nesplfiuje ur€ité pozadavky, napfiklad
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ma poskozené DNA ¢&i neprodla kompletni replikaci, tak dochazi k pozastaveni
bunééného cyklu, coz Ize méfit pomoci prutokové cytometrie. Zakladni podminkou pro
méfeni bunécného cyklu je odliSné mnozstvi bunék v jednotlivych fazich bunééného
cyklu. (Sana a kol. 2017, 98)

V jednotlivych fazich jsou markantni rozdily, zatimco v G1 fazi je v jadru burniky 2N
pocet chromozom(, v G2 fazi se poCet chromozomu zdvojnasobi na 4N (burika se
pfipravuje na déleni). (Sana a kol. 2017, 98-99)

Propidium jodid (PI) je fluorescenéni latka schopna vazat se na nukleové kyseliny
a pouZziva se tak ke znaceni bunék. Piky G1 a G2 faze se ve finalnim grafu lidi v intenzité
signalu ziskanym po pfechodu buriky laserem. (Sana a kol. 2017, 98-99)

Vzorky pro pratokovou cytometrii mohou byt automaticky davkovany do cytometru

z 96jamkové desticky pomoci autosampleru (BD Facs Universal loader).

3.2.4.1 Postup méreni bunééného cyklu bunék

Cilem této metody je zjistit, kolik bunék se nachazi v jednotlivych fazich buné&ného
cyklu.

Bunécny cyklus se testuje na tfech stejnych bunéénych liniich jako u testovani viability
- Cal27, HaCat a HelLa. Pro kazdou buné&cnou linii se testuji odlisné koncentrace
slouc€enin [Pd(gao)(gaoH)](NOs), [Pt(gao)(qaoH)](NOs)) a cisplatiny podle toho, aby
koncentrace zaroven vykazovaly cytotoxicky ucinek, ale soucasné, aby nebyla
prekroCena hodnota ICs (inhibi¢ni koncentrace ICso (inhibition concentration), pfi které
dochazi k zamezeni rlstu organizmu). Pro slouceninu ligandu gaoH se bunéény cyklus
netestuje. Koncentrace slou¢enin se opét testu;ji v triplikatech.

Méreni bunééného cyklu se provadi u bunécnych linii Cal27 a HeLa a HaCat celkem
tfikrat.

Prvni den jsou buriky vysazeny na 96jamkovou destiCku. Kazda jamka na desti¢ce
obsahuje 100 pl bunécné suspenze s 10000 burikami. Nasledné se buriky inkubuji 24
hodin v inkubatoru pfi teploté 37 'C a 5 % CO..

Nasledujici den jsou kbunkam pfidany vybrané koncentrace (viz vyse) latek.
Pozadované koncentrace jsou pfipravovany stejnym zpusobem jako pfi méfeni viability
bunék. Pro testovani bunééného cyklu se pouziva druha série vzorku sloucenin.

Buriky jsou inkubovany se slouc¢eninami 24 hodin pfi teploté 37 'C a 5 % CO..

Treti den jsou bunky pfipraveny kanalyze bunéfného cyklu na prutokovém
cytometru. Nejdfive je od bunék odsato vSechno médium a do vSech jamek s burikami
je napipetovano 100 ul PBS. Nasledné je PBS odsato a k izolaci jader bunék je pouzit

komeréni kit BD Cycletest™

Plus DNA Kkit. Kit se pouziva podle navodu v pfibalovém
letaku.
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Po promyti jamek s burfikami (100 pl do kazdé jamky) PBS je do jamek pfidano 25 pl
roztoku A, buriky se 10 minut inkubuji pfi pokojové teploté. Nasledné je k roztoku A do
jamek pfidano 20 pl roztoku B, opét se buriky inkubuji 10 minut pfi pokojové teploté.
Nasledné je pfidano ke slou¢eninam A a B do jamek 20 pl slou€eniny C, buriky se
inkubuji v lednici ve tmé& 10 minut. Nasledné je obsah jamek 96jamkové desticky
s izolovanymi bunéénymi jadry pfepipetovan do jedné nove 96jamkové destiCky, ktera je
vlozena do prutokového cytometru BD FacsVerseTM (BD Biosciences) s BD Facs
Universal loaderem.

K vyhodnocovani dat pritokové cytometrie se pouziva program BD FACSUite™.

Vysledna data ukazuiji, kolik bunék se nachazi v G1/G0, S nebo G2/M fazi bunééného
cyklu. Z téchto dat se vypocte primér ze vSech provedenych méreni a vysledkem jsou

sloupcové grafy, vyjadfujici, kolik bunék se nachazi v uréitych fazich buné&ného cyklu.

3.2.5 Barveni bunék kalceinem a propidium jodidem

Pro testovani viability bunék se vyuziva znaleni Zivych a mrtvych bunék
fluorescencnimi barvivy kalceinem a propidium jodidem.

Fluorescenéni barvivo kalcein AM (AM znamena acetoxymethyl ester; excitani
vinova délka — 495 nm, emisni vinova délka — 515 nm) je lipofilni barvivo, které prochazi
cytoplazmatickou membranou zivych bunék. V burice je kalcein AM pfeménén na
kalcein, ktery je v bunice zadrzovan a produkuje zeleny fluorescenéni signal. V mrtvych
nebo poskozenych bunkach barvivo neni zadrzovano, proto tyto bunky nefluoreskuiji.
(Bratosin a kol. 2005)

Propidium jodid (excita¢ni vinova délka — 535 nm, emisni vinova délka — 617 nm)
barvi pouze mrtvé bunky, protoze membrana zivych bunék je pro néj nepropustna.
Propidium jodid je barvivo s pozitivnim nabojem, které se v jadfe buriky interkaluje do
DNA, ktera nese negativni naboj. (Kaneshiro a kol. 1993)

Buriky pro znaceni kalceinem a propidium jodidem byly pfipraveny stejnym zplsobem
jako pfi stanoveni viability a méfreni bunééného cyklu v pfedchozich kapitolach. Prvni
den byly buriky (HaCat, Cal27 a Hela) rozesazeny na 96jamkové desti¢ky (do kazdé
jamky 10 000 bunék; 100 ul bunééné suspenze). DalSi den byly k bufikam pfidany
slouCeniny testované na cytotoxicitu v koncentracich shodnych jako pro méfeni
bunééného cyklu (viz kapitola 3.2.4.2).

Roztok kalceinu byl pfipraven tak, ze zasobni roztok kalceinu (4 mM) byl 80x zfedén,
tak aby finalni koncentrace roztoku kalceinu byla 50 yM. Do mikrozkumavky se 158 pl
DMSO byly pfidany 2 pl zasobniho roztoku kalceinu. Nasledné byl do kazdé jamky,
s buinkami v médiu DMEM inkubovanymi s testovanou slouéeninou, pfidan 1 pl

pfipraveného roztoku kalceinu a 1 pl roztoku propidium jodidu (koncentrace 1 mg/ml).
42



Buriky se s kalceinem a propidium jodidem 5 minut inkubovaly v inkubatoru (37 'C a5 %
COy). Poté bylo z jamek odsato meédium a do kazdé jamky bylo pfidano 50 ul PBS. Diky
promyti bunék v PBS bylo dosaZeno lepSiho rozliSeni a byly potlaceny Sumy v pozadi.

96jamkova desti¢ka byla vlioZena do svételného mikroskopu s fluorescenénim médem
Olympus IX 70 a byla pozorovana fluorescence bunék. Fotky bunék byly pofizeny
v aplikaci QuickPHOTO CHAMERA 3.0.
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4 Vysledky a diskuze
4.1 Méreni viability bunék HaCat

Pro vSechny tfi bun&éné linie byly provedeny minimalné tfi opakovani méfeni viability
pro danou koncentraci. Data ze spektrofotometrického méfeni byla nasledné

zpracovana v programu Excel, v némz byla vypocitana viabilita dané buné&éné linie.

Viabilita bunék HaCat
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Obr. 11 — Graf viability bunék HaCat; Viabilita bunék inkubovanych 24 hodin s 100 uM, 50 uM, 25 uM,
12,5 uM a 6,25 uM koncentracemi slouceniny [Pd(gao)(qaoH)](NOs) je vyobrazena modre, viabilita bunék
inkubovanych 24 hodin s 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM a 6,25 uM koncentracemi slouceniny
[Pt(gqao)(gaoH)](NOs)) je vyobrazena hnédé, viabilita bunék inkubovanych 24 hodin s 100 uM, 50 uM, 25 uM,
12,5 uM a 6,25 uM koncentracemi cisplatiny je vyobrazena Sedé, viabilita bunék inkubovanych 24 hodin
s 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM a 6,25 uM koncentracemi slouceniny chinolin 2-aldoxim je vyobrazena
Zluté, viabilita kontrolnich bunék bez ovlivnéni (inkubovanych 24 hodin ve standartnich podminkach) je
vyobrazena zelené.

V grafu na obr. 11 je vyobrazena zavislost viability bunék na koncentraci sloucenin
[Pd(gao)(gaoH)](NOs3), [Pt(gao)(gaoH)](NOs3)), cisplatiny, chinolin 2-aldoxim, se kterymi
byla inkubovana netumorogenni bunééna linie HaCat. Téméf u vSech sloucenin lIze Fici,
Ze se snizujici se koncentraci sloucenin roste viabilita bunék.

U koncentraci sloucenin, kde je hodnota viability vétsi nez 80 %, povazujeme tyto
latky za biokompatibilni. Pokud je viabilita pod 80 %, vykazuje latka toxicitu.

Z grafu lze vycist, Zze nejvice toxicky na bunky HaCat pusobi komplex
[Pt(gao)(gaoH)](NOs)), druhou nejvyssi toxicitu vykazuje cisplatina a nejméné toxicky na
bunky pasobi komplex [Pd(gao)(gaoH)](NOs).
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Komplex [Pd(gao)(qaoH)](NOs) (v grafu modrou barvou) pasobi na bunky nejméné
toxicky v porovnani s dvémi dalSimi slou¢eninami. ICso se pohybuje v rozmezi 50 - 100
puM. Biokompatibilita (viabilita nad 80 %) byla stanovena u koncentraci 6,25 a 12,5 yM.

U komplexu [Pt(gao)(gaoH)](NOs)) (v grafu oranZzovou barvou) se ICsy pohybuje

6,25 UM. ICso se pohybuje v rozmezi 25 - 50 uM.

U ligandu chinolin 2-aldoxim (v grafu Zluté) se pfedpoklada, Zze neni cytotoxicky.
Vysledky méfeni viability ukazuji, Ze biokompatibilni koncentrace slouc¢eniny ligandu byly
koncentrace 100 yM, 50 uM a 25 pM. Niz8i koncentrace (12,5 uyM a 6,25 pM) mély
paradoxné viabilitu pod 80 %, coz by se dalo pfisoudit spiSe Spatnému fedéni & méfeni,

o ¢emz svédci i velké rozpéti smérodatnych odchylek.

4.2 Znaceni bunék HaCat fluorescen€nimi barvivy

Pro porovnani vysledkl z metody MTT byl proveden experiment barveni bunék
fluorescencnimi barvivy calceinem barvicim viabilni buriky a svitici zelené a PI, které
penetruje do jader mrtvych bunék a sviti Cervené. Buriky byly pfipraveny stejné jako pro
MTT. Na obr. 12 je snimek z optického fluorecenéniho mikroskopu kontrolnich bunék,
kde buniky HaCat v pfevazné vétsiné zorného pole pole sviti zelené, tedy jsou viabilni.
Na obr. 13, 14, 15 jsou zobrazeny buriky Hacat po 24 hod inkubaci s Pd, Pt komplexem
a cisplatinou o vybranych koncentracich, které jiz mély cytotoxicky efekt dle vysledku
MTT. S roustouci koncentraci pfidané latky roste pomér Cervené ku zelené nebo
pfipadné zelené ubyva v zorném poli. Vysledky tak kvalitativné odpovidaji vysledkim z
MTT.
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Obr. 12 — Kontrolni buriky HaCat inkubované 48 h v médiu DMEM, znaceny
fluorescencnimi barvivy kalceinem (50 uM) a propidium jodidem (1 mg/ml). Zvétseni:
4x
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Obr. 13 — Buriky HaCat inkubované 24 hodin (zleva) s 25 uM, 50 uM a 100 uM koncentraci roztoku komplexu
[Pd(gao)(qaoH)](NOgz). Buriky byly znaceny fluorescencnimi barvivy kalceinem (50 uM) a propidium jodidem
(2 mg/ml). Zvétseni:4x

Obr. 14 — Buriky HaCat inkubované 24 hodin (zleva) s 12,5 uM a 25 uM koncentraci roztoku komplexu
[Pt(gao)(qaoH)](NO3s)). Buriky byly znaceny fluorescencnimi barvivy kalceinem (50 uM) a propidium
jodidem (1 mg/ml). Zvétseni: 4x

Obr. 15 — Buriky HaCat inkubované 24 hodin (zleva) s 12,5 uM a 25 uM koncentraci roztoku cisplatiny.
Buriky byly znaceny fluorescenénimi barvivy kalceinem (50 uM) a propidium jodidem (1 mg/ml). ZvétSeni:
4x

47



4.3 Meéfreni viability bunék Cal27

Viabilita bunék Cal27
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Obr.16 — Graf viability bunék Cal27; Viabilita bunék inkubovanych 24 hodin s 100 uM, 50 uM, 25 uM,
12,5 uM a 6,25 uM koncentracemi slouceniny [Pd(gao)(qaoH)](NOs) je vyobrazena modre, viabilita bunék
inkubovanych 24 hodin s 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM a 6,25 uM koncentracemi slouceniny
[Pt(gao)(qaoH)](NO3) je vyobrazena hnéedé, viabilita bunék inkubovanych 24 hodin s 100 yM, 50 uM, 25 uM,
12,5 uM a 6,25 uM koncentracemi cisplatiny je vyobrazena Sedé, viabilita bunék inkubovanych 24 hodin
s 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM a 6,25 uM koncentracemi slouc¢eniny chinolin 2-aldoxim je vyobrazena
Zluté, viabilita kontrolnich bunék bez ovlivnéni (inkubovanych 24 hodin ve standartnich podminkach) je
vyobrazena zelené.

V grafu na obr. 16 je vyobrazena zavislost viability bunék na koncentraci sloucenin
[Pd(gao)(gaoH)](NOs3), [Pt(gao)(gaoH)](NOs3)), cisplatiny, chinolin 2-aldoxim, se kterymi
byla inkubovana nadorova bunécna linie Cal27. U vétSiny sloucenin Ize fici, ze se
shizujici se koncentraci sloucenin roste viabilita bunék.

U koncentraci sloucenin, kde je hodnota viability vétSi nez 80 %, povazujeme tyto
latky za biokompatibilni.

Z grafu lze vyCist, ze nejvice toxicky na bunky Cal27 plsobi komplex
[Pt(gao)(gaoH)](NOs)), druhou nejvyssi toxicitu vykazuje cisplatina a nejméné toxicky na
bunky pasobi komplex [Pd(gao)(gqaoH)](NOs).

Komplex [Pd(gao)(qaoH)](NOs) (v grafu modrou barvou) pasobi na buriky nejméné
toxicky v porovnani s dvémi dalSimi slou¢eninami. ICso se pohybuje v rozmezi 50 - 100
MM. Biokompatibilita (viabilita nad 80 %) byla stanovena u koncentraci 6,25 a 12,5 yM.

U komplexu [Pt(gao)(qaoH)](NOs)) (v grafu oranzZovou barvou) se ICso pohybuje
v rozmezi 6,25 — 12,5 yM. Biokompatibilni zde nebyla Zadna koncentrace (koncentrace

by musela byt jesté nizSi nez 6,25 uM).
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U bézné pouzivané cisplatiny byla viabilita nad 80 % u koncentraci roztoku cisplatiny
6,25 — 12,5 yM. ICs se pohybuje v rozmezi 12,5 - 25 yM.

U ligandu chinolin 2-aldoxim (v grafu Zluté) se pfedpoklada, Ze neni cytotoxicky.
Vysledky méfeni viability ukazuji, Ze biokompatibilni koncentrace slou€eniny ligandu byly

vSechny testované koncentrace.

4.4 Znaceni bunék Cal27 fluorescencénimi barvivy
Stejné jako v kapitole 4.2. byly buriky Cal27 obarveny kalceinem a PI. Opét je vidét
v porovnani s kontrolnimi bunikami (obr.17) zavislost vzrustajici koncentrace latek na

Ubytku zelené barvy a narlstu ¢ervenych mrtvych bunék viz obr. 18, 19, 20.

Obr. 17 — Kontrolni buriky Cal27 inkubované 48 h v médiu DMEM, znaleny
fluorescencnimi barvivy kalceinem (50 uM) a propidium jodidem (1 mg/ml). ZvétSeni:
4x
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Obr. 18 — Buriky Cal27 inkubované 24 hodin (zleva) s 25 uM, 50 uM a 100 uM koncentraci roztoku
komplexu [Pd(gao)(qaoH)](NQOs). Buriky byly znaceny fluorescenénimi barvivy kalceinem (50 uM) a
propidium jodidem (1 mg/ml). Zvétseni: 20x

Obr. 19 — Buriky Cal27 inkubované 24 hodin (zleva) s 12,5 uM a 25 uM koncentraci roztoku komplexu
[Pt(gao)(qaoH)](NO3)). Buriky byly znaceny fluorescencnimi barvivy kalceinem (50 uM) a propidium jodidem
(1 mg/ml). Zvétseni: 20x

Obr. 20 — Buriky Cal27 inkubované 24 hodin (zleva) s 12,5 uM a 25 uM koncentraci roztoku cisplatiny. Buriky
byly znaceny fluorescencénimi barvivy kalceinem (50 uM) a propidium jodidem (1 mg/ml). ZvétSeni: 20x
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4.5 Meéreni viability bunék Hela

Viabilita HelLa bunék
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Obr. 21 — Graf viability bunék HelLa; Viabilita bunék inkubovanych 24 hodin s 100 uM, 50 uM, 25 uM,
12,5 uM a 6,25 uM koncentracemi slouceniny [Pd(gao)(qaoH)](NOs) je vyobrazena modre, viabilita bunék
inkubovanych 24 hodin s 100 uM, 50 uM, 25 pM, 12,5 uM a 6,25 uM koncentracemi slouceniny
[Pt(gao)(gaoH)](NO3)) je vyobrazena hnéde, viabilita bunék inkubovanych 24 hodin s 100 uM, 50 uM, 25 uM,
12,5 uM a 6,25 uM koncentracemi cisplatiny je vyobrazena Sedé, viabilita bunék inkubovanych 24 hodin
s 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM a 6,25 uM koncentracemi slouc¢eniny chinolin 2-aldoxim je vyobrazena
Zluté, viabilita kontrolnich bunék bez ovlivnéni (inkubovanych 24 hodin ve standartnich podminkach) je
vyobrazena zelené.

V grafu na obr. 21 je vyobrazena zavislost viability bunék na koncentraci sloucenin
[Pd(gao)(gaoH)](NOs3), [Pt(gao)(gaoH)](NOs3)), cisplatiny, chinolin 2-aldoxim, se kterymi
byla inkubovana nadorova bunécna linie HeLa. TéméF u vSech sloucenin Ize fici, ze se
shizujici se koncentraci slouc¢enin roste viabilita bunék.

Z grafu lze vycCist, Ze nejvice toxicky na burfiky HelLa pusobi komplex
[Pd(gao)(gaoH)](NOs), nasledné komplex [Pt(gao)(gqaoH)](NOs)), naopak nejméné
cytotoxicky na buriky plasobi cisplatina.

Komplex [Pd(gao)(gaoH)](NOs) (v grafu modrou barvou) pUsobi na buriky nejvice
toxicky v porovnani s dvémi dalSimi slou¢eninami. ICso se pohybuje v rozmezi 50 - 100
MM. Biokompatibilita (viabilita nad 80 %) byla stanovena u koncentraci 6,25 a 12,5 yM.

U komplexu [Pt(gao)(gaoH)](NO3)) (v grafu oranzovou barvou) je 1Cso kolem 100 uM
koncentrace. Biokompatibilni koncentrace byla pouze 6,25 uM.

U bézné pouzivané cisplatiny byla viabilta nad 80 % u vSech testovanych
koncentraci.

U ligandu chinolin 2-aldoxim (v grafu Zluté) se predpoklada, Ze neni cytotoxicky.
Vysledky méfeni viability ukazuiji, Ze biokompatibilni koncentrace slou¢eniny ligandu byly
v8echny testované koncentrace 100 uM, 50 yM a 25 pM.
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4.6 Znac€eni bunék HelLa fluorescenénimi barvivy

| v pfipadé HelLa bunék bylo provedeno optické snimani obarevnych bunék kalceinem
a Pl. Z obr. 22-25 je vidét Ze na Hela buriky pusobi latky nejméné cytotoxicky, coz
odpovida vysledkim z MTT. Oproti MTT vysledkim, kde Pd komplex vykazoval vyssi
toxicitu nez zbylé Pd a cisplatina, z obrazkd z optického fluorescenéiho mikroskopu
50uM koncentrace cisplatiny zpUsobila vice nez polovi¢ni Ubytek zelené zabarvenych

bunké a velky narust ¢ervené sviticich bunék. Z téchto vysledku by se dalo usoudit, ze

50 uM koncentrace cisplatiny jiz dosahuje hodnoty IC 50, coz je vSak v rozporu
z vysledky z MTT.

Obr. 22 — Kontrolni buriky HelLa inkubované 48 h v médiu DMEM, znaceny
fluorescencnimi barvivy kalceinem (50 uM) a propidium jodidem (1 mg/ml). ZvétSeni:
4x

Obr. 23 — Buriky HelLa inkubované 24 hodin (zleva) s 12,5 uM a 25 uM koncentraci roztoku komplexu
[Pd(gao)(qaoH)](NOs). Buriky byly znaceny fluorescencnimi barvivy kalceinem (50 uM) a propidium jodidem
(2 mg/ml). Zvétseni: 4x
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Obr. 24 — Buriky HelLa inkubované 24 hodin (zleva) s 12,5 uM a 25 uM koncentraci roztoku komplexu
[Pt(gao)(qaocH)](NO3)). Buriky byly znac¢eny fluorescencnimi barvivy kalceinem (50 uM) a propidium jodidem
(2 mg/ml). Zvétseni: 4x

Obr. 25 — Buriky HelLa inkubované 24 hodin (zleva) s 25 uM a 50 uM koncentraci roztoku cisplatiny. Buriky
byly znaceny fluorescencnimi barvivy kalceinem (50 uM) a propidium jodidem (1 mg/ml). ZvétSeni: 4x

4.7 Zhodnoceni vysledkd méreni viability bunék

Z vySe okomentovanych vysledkl Ize vyvodit zavér, Zze plsobenim dvou novych
potencionalné cytotoxickych slouenin a bézné pouzivanym cytostatikem cisplatinou
dostavame rdznou odezvu signalu (viability) na tfech vybranych buné&cénych liniich.

Podobny trend vysledku (hodnot viabilit) Ize pozorovat u nenadorové bunééné linie
HaCat a nadorové linie Cal27. U téchto dvou buné&nych linii plsobi nejvice cytotoxicky
komplex [Pt(gao)(gaoH)](NO3)), druhou nejvyssi toxicitu vykazuje cisplatina a nejméné
toxicky na buriky ptsobi komplex [Pd(gao)(qaoH)](NOs3).

U nadorové bunécéné linie HeLa byly vysledky odliSné. Nejvice toxicky na bunky HelLa
pusobi komplex [Pd(gao)(gaoH)](NOs), nasledné komplex [Pt(gao)(gaoH)](NO3)),

naopak nejméné cytotoxicky na buriky plsobi komplex cisplatina. V pfipadé cisplatiny
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vSak bylo dle snimani z optického fluorescenéniho mikroskopu vypozorovano, ze

u koncentrace 50 uM je latka vyrazné cytotoxicka, coz neodpovida vysledk( z MTT.
Ligand chinolin 2-aldoxim byl u vSech buné&c&nych linii testovan jako biokompatibilni.
Pro detailn&jsi analyzu mechanismu ucinku testovanych slou€enin na jejich bunécny

cyklus je potieba jesté provést dalSi experimenty, jako napfiklad analyzu pomoci

prutokové cytometrie.

4.8 Méreni bunééného cyklu kontrolnich bunék
Bunécny cyklus byl méfen pomoci prutokového cytometru jen u kontrolnich bunék

(bunék neznacenych zadnymi slou¢eninami) Cal27, HaCat a Hela.

Bunécny cyklus kontrolnich bunék

120
100
80
60
40

20

Cal27 HaCat Hela

B GO/G1 mS mG2/M

Obr. 26 — Rozdéleni kontrolnich bunék Cal27, HaCat a HelLa do tfech fazi bunééného cyklu (G0/G1, S,
G2/M faze), naméreno pomoci pritokového cytometru. Modre jsou vyznaceny buriky v G0/G 1 fazi, oranzové
buriky v S fazi a Sedé buriky v G2/M fazi.

Na obr. 26 je vidét histogram zachycujici jednotlivé faze GO0/G1, S a G2/M pro
vSechny tfi bunécné linie. Je vidét, Ze Hela buriky maji oproti Cal27 a HaCat
prodlouzenou GO/G1 fazi a naopak zkracenou fazi G2/M.

Do budoucna bude méfen bunécny cyklus bunécnych linii s nékolika koncentracemi

testovanych slouc€enin.
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5 Zaveér

Mnoho védeckych vyzkum( naznaduje, Ze cytostatika zalozena na atomu raznych
kovU by mohla dosahovat stejné ucinnosti v 16¢bé rakoviny jako bézné pouzivané lécivo
cisplatina, avSak s minimalizaci vedlejSich nezadoucich u¢inkua na organismus pacienta.
Nova léCiva by také pomohla vyfeSit problém rezistence bunék k IéCivim, coz je jeden
z nejvétSich problémi soucasnych léCiv.

V bakalafské  praci byla zkoumana  cytotoxicita  novych  komplexi
[Pd(gao)(gaoH)](NO3) a [Pt(gao)(gaoH)](NOs) pro tfi vybrané bunécéné linie — HaCat,
Cal27 a HelLa. Testovana byla také cytotoxicita ligandu chinolin 2-aldoxim, ktery byl
biokompatibilni (viabilita nad 80 %) pfi vdech provedenych MTT testech.

Na buriky HaCat pusobil nejvice cytotoxicky komplex [Pt(gqao)(gaoH)](NOs)) —
koncentrace 12,5 uM a vySSi byly cytotoxické, druhou nejvySSi toxicitu vykazovala
cisplatina, ktera pusobila cytotoxicky od koncentrace 12,5 uM a vy$Si. Nejméné toxicky
na bunky pusobil komplex [Pd(qao)(gaoH)](NOs), kde byla slou¢enina cytotoxicka od
koncentrace 25 yM a vySsi.

U bunécné linie Cal27 nejvice toxicky na buriky pusobil komplex
[Pt(gao)(gaoH)](NO3)). Cytotoxické byly vSechny testované koncentrace, druhou
nejvyssi toxicitu vykazovala cisplatina, kde byly cytotoxické koncentrace 25 uM a vySsi.
Nejmensi cytotoxicitu na bunky vykazoval komplex [Pd(qao)(qaoH)](NOs), kde byly
cytotoxické koncentrace 25 uM a vySsi.

Pro bunécnou linii HelLa byl nejvice cytotoxicky na bunky komplex
[Pd(gao)(gaoH)](NOs), cytotoxicky zde pusobily koncentrace 25 uM a vySSi. Nasledné
druhou nejvyssi cytotoxicitu vykazoval komplex [Pt(qao)(gaoH)](NOs)), naopak nejméné
cytotoxicky na buriky pulsobi cisplatina, u které Zzadna z testovanych koncentraci
nepusobila na burnky cytotoxicky.

Pro potvrzeni mechanismu ucinku byly vSechny bunééné linie znaceny fluorescencimi
bravivy. PFi porovnani pozorovani bunék v optickém fluorescenénim mikroskopu
u bunéénych linii Cal27 a HaCat se vysledky shodovaly s vysledky MTT testu.
U bunécné linie HelLa jsou vysledky pozorovani ve fluorescenénim mikroskopu v rozporu
s vysledky ziskanymi MTT testem.

Do budoucna bude pro detailnéjSi pochopeni mechanismu cytotoxicity novych
komplext palladia a platiny nutno provést dalSi testy. Naplanovano je testovani
bunééného cyklu bunék inkubovanych s roztoky komplexu. Zatim byl naméfen bunécny
cyklus kontrolnich bunék Cal27, HaCat a HelLa inkubovanych pouze v Zzivném médiu ve

tfech opakovanich.
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