UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
Prirodovédecka fakulta

Laborator ristovych regulatori

Efekt nového komplexu ruthenia s protinadorovym tucinkem na bunky
karcinomu tlustého stieva s rtiznou invazni schopnosti

BAKALARSKA PRACE
Autor: Dana Habrova
Studijni program: B1501 Experimentalni biologie
Studijni obor: Experimentalni biologie
Forma studia: Prezencni
Vedouci prace: Mgr. Jitka Pracharova, Ph.D.

Termin odevzdani prace: 2023



Bibliograficka identifikace

Jméno a piijmeni autora

Nazev prace

Typ prace
Pracovisté

Vedouci prace

Rok obhajoby prace

Abstrakt

Klicéova slova

Pocet stran
Pocet ptiloh

Jazyk

Dana Habrova

Efekt nového komplexu ruthenia s protinddorovym ucinkem na
bunky karcinomu tlustého stfeva s rtiznou invazni schopnosti

Bakalarska

Laboratof riistovych regulatorti
Mgr. Jitka Prachatova, Ph.D.
2023

Kolorektalni karcinom je casto se vyskytujici zavazné
onemocnéni. Lécba tohoto onemocnéni miize byt komplikovana
tvorbou metastaz, které u nékterych typi kolorektalniho
karcinomu vznikaji v dalSich organech. Stale se tedy hledaji nové
zpusoby 1écby ¢i nova léciva ucinnd 1 na vzdalené metastazy.
V oblasti metalofarmak jsou rozsitené komplexy platiny, které
vsak Casto ptisobi vedlejsi u€inky. Kvili témto nedostatkim se
vyvoj metalofarmak zaméfil na mozné vyuziti rutheniovych
komplext. V této praci proto byl testovan novy komplex ruthenia
s naftopyranovym ligandem, kdy byl zkouman jeho vliv na
bunécné linie kolorektalniho karcinomu. Komplex byl podroben
testu antiproliferativni aktivity, testu zacelovani ryhy a re-
adheznimu testu. Z dosazenych vysledkti byla prokazana
antiproliferativni a antimigracni aktivita, rovnéz tak schopnost
této latky ovlivnit re-adhezi. Lze proto piedpokladat, ze tento
novy komplex ma do budoucna slibné vyuziti.
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Colorectal cancer is a frequently occurring serious
disease. Treatment of this disease can be complicated by
the formation of metastases, which in some types of
colorectal cancer occur in other organs. Therefore, new
treatments or new drugs that are effective even for distant
metastases are still being sought. Platinum complexes are
widespread in the field of metallodrugs, but often cause
side effects. Because of these shortcomings, the
development of metallodrugs has focused on the possible
use of ruthenium complexes. Therefore, a new ruthenium
complex with a naphthopyran ligand was tested in this
work on colon cancer cell lines. The complex was
subjected to antiproliferative activity test, wound-healing
assay and re-adhesion test. From the results obtained,
antiproliferative and antimigratory activity —was
demonstrated as well as the ability of this substance to
affect re-adhesion. Therefore, it can be assumed that this
new complex has promising applications in the future.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATB
cDDP
CL
DACH
DMEM
DMF
DMSO
EPR
ER
FBS
HSA
PBS
PTA
ROS
RPMI
SRB
TCA

antibiotika (smés Penicilinu a Streptomycinu)
cis-diammindichloroplatnaty komplex, cisplatina
cross-linking, zesitovani vldken DNA
1,2-diaminocyklohexan

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
dimethylformamid

dimethylsulfoxid

jev zvysené permeability a retence u nadorovych cév
endoplasmatické retikulum

fetalni hovézi sérum

lidsky sérovy albumin, human serum albumin
fosfatovy pufr

1,3,5-triaza-7-fosfaadamantanovy ligand, sou¢ast komplexiit RAPTA
reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku
Roswell Park Memorial Institute 1640 médium
sulforhodamine B, sulforhodamin B

trichloroacetic acid, kyselina trichloroctova



1. UVOD

Rakovina, jakozto velmi nebezpecné a tézce 1éCitelné onemocnéni, je cilem vyvoje 1éCiv a prave
vyzkum stale novych metalofarmak se stal nedilnou soucasti tohoto vyvoje. V souc¢asné dobé
jsou v Ceské republice v klinické praxi k 16¢bé rakoviny schvalena metalofarmaka na bazi
platiny, latky na bazi dalSich tézkych kovi jsou ve fazi vyzkumu. Mezi prvnimi zavedenymi
1éky na bazi platiny byl komplex cisplatiny (cis-diammindichloroplatnaty komplex, cDDP). Po
cisplatiné vstoupily do klinickych studii 1 dalSi komplexy a nékteré z nich byly tspésné
zavedeny do klinické praxe. Komplexy platiny piisobi skrze jejich vazbu na DNA a tim jeji
poskozeni, nicméné jejich selektivita je nizka a Casto plisobi 1 na zdravé buiiky a zplisobuji
nezadouci ucinky. DalSim vyskytujicim se problémem je rezistence vici platinovym lékiim
(Bai et al., 2017). Alternativa byla spatfena v komplexech ruthenia. Tyto komplexy vykazuji
vy$si selektivitu a nizsi toxicitu, coz je ¢ini atraktivnimi léky. Nékolik z nich se rovnéz dostalo
do faze klinickych studii (Liu et al., 2019).

V této praci byl podroben experimentim novy rutheniovy komplex (dichlorido(p-
cymen)[2-amino-4-(pyridin-4-yl)-4H-benzo[h]chromen-3-karbonitril Jruthenium(Il)),  jehoz
ucinky byly sledovany na liniich kolorektalniho karcinomu. Tento typ rakoviny se fadi
k onemocnénim s ¢astym vyskytem a schopnosti metastazovat, coz znacn¢ omezuje jeho 1écbu.
Proto byl novy rutheniovy komplex testovan na jeho antiproliferativni a antimigra¢ni aktivitu
s cilem posoudit jeho potencidl jako budouci plnohodnotné léCivo. Pro zkouméni téchto
vlastnosti byly vybrany tfi linie odvozené od kolorektalniho karcinomu s riizné invazni

schopnosti a to bunécné linie HT-29, HCT-116 a SW-620.



2. CILE PRACE

1) Na zakladé¢ literarnich zdrojt piipravit pfehledny text k uvedené problematice.

2) Vybrat vhodné bunééné linie s invaznim a neinvaznim fenotypem pro testovani.

3) Zvladnout praci s bunéénymi kulturami a osvojit si dalsi potiebné metody.

4) Testovat vliv komplexu ruthenia na bunky lidského kolorektalniho karcinomu, zejména

stanovit antiproliferativni aktivitu a antimetastaticky potencial dané latky.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Komplexy platiny s protinadorovym ucinkem

Léky na bazi platiny jsou zndmy jiz fadu let. Jednim z prvnich komplexii pouZzivanych
v protinddorové terapii byla cisplatina, ktera se stala pfedlohou pro vyvoj dalSich platinovych
1ékti. Z tohoto divodu sdili fada komplexti na bazi platiny podobny mechanismus ptisobeni,
ktery zahrnuje kovalentni vazbu na DNA. Pfi vazbé komplexu na DNA dochazi k jejimu
poskozeni, coz nasledné¢ vede k bunéénym opravnym mechanismiim nebo k bunécné smrti
nadorovych bunék.

Komplexy platiny se navzajem lisi oxidacnimi stavy, geometrii, rychlosti substituce
ligandli za vodu a typech ligandi. Mezi platinové komplexy nejcastéji pouzivané jako
protinddorova 1é¢iva patii spolecné s cisplatinou i karboplatina nebo oxaliplatina (Bergamo and

Sava, 2015), které jsou schvaleny pro klinické aplikace také v Ceské republice.

3.1.1 Cisplatina

Cisplatina je neutrdlni koordina¢ni komplex s platinovym centrdlnim atomem v oxida¢nim
stavu II. Na centralni atom jsou navadzany dva chloridové ionty a dva amminy (NH3)
v cis geometrii (obr. 1). Tyto NH3 skupiny jsou vazany pevné koordinac¢ni vazbou, zatimco
chloridové ligandy jsou vazany slabé&ji a proto snadno podléhaji neenzymatické transformaci
(Pierre et al., 2011) a ve vodném prostiedi disociuji, jsou nahrazovany vodou. Pokud se bude
komplex nachazet v prostfedi s vysokou koncentraci chloridovych iontd, bude v roztoku

pfevladat nehydrolyzovana cisplatina.

H;N Cl
>
H3N Cl

Obrazek 1-Chemicka struktura cisplatiny (pfevzato z Ott and Gust, 2007).

Tohoto jevu se vyuziva pfi intravendznim podavani léciva, kdy je v krvi koncentrace
chloridli vysoka a komplex neni disociovan. Az po vstupu do buiiky, kde je nizsi koncentrace
chloridd, jsou chloridové ligandy v cisplatiné nahrazeny vodou. V takovémto stavu je cisplatina

aktivni a reaguje s nukleofilnimi ¢inidly, konkrétné¢ s donorovymi atomy dusiku nukleovych
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kyselin (Kartalou and Essigmann, 2001). Pfi této interakci dochézi k tvorbé vnitrofetézcovych
kiizovych vazeb neboli zesitovani (cross-linking, CL) a to v poloze N7 imidazolového kruhu,
tyto vytvotené mustky se nazyvaji adukty. CL dvou sousednich guaninil tvoii az 60-65 % vSech
aduktti. V zastoupeni 20 % se také tvofi vazby mezi jednim adeninem a jednim guaninem.
V mensi mife se také objevuji monofunkcni adukty, mezifetézcové CL, DNA-platina-protein
CL nebo zesitovani, které spojuje dva guaniny oddélené dalsi vmezetenou bazi (Brabec et al.,
2017).

Tvorba aduktl naruSuje konformaci DNA a je pravdépodobné zodpovédnd za
cytotoxické ucinky. Vazba cisplatiny na sousedni guaniny vytvofi 1,2-vnitrofetézcové CL,
které ,,nuti DNA fetézec k ohybu smérem k velkému zlabku. Tato interakce je rozpoznavana
bunénymi proteiny. Po rozpoznéni miize byt poSkozeny fet¢zec DNA opraven opravnymi
bunéénymi mechanismy nebo naopak miize dojit k aktivaci postupi, které zpisobi zanik buiiky
skrze apoptozu (Wexselblatt et al., 2012). Cytotoxicitu cisplatiny I1ze ovlivnit teplotou, jelikoz
s rostouci teplotou roste mnozstvi mezifetézcovych CL. Mezifetézcové CL také narusuji
konformaci DNA, ale jinym zplUsobem nez 1,2-vnitrofetézcové CL. V tomto pfipad¢ je
dvousroubovice pietocena do levoto¢ivé formy podobajici se Z-DNA, coz zptsobi rozvinuti
helixu a naslednou apoptézu. V malé mife se také mohou vyskytovat DNA-proteinové CL
cisplatiny, které vznikaji z monofunkénich adukti ¢i vnitrofetézcovych CL. Toto uskupeni
inhibuje polymeraci DNA nebo byva odstranéno opravnymi systémy a to mnohem snadnéji nez
Castéjsi vnitrotetézcové adukty (Brabec et al., 2017).

Obecné¢ znamou nevyhodou cisplatiny a vétSiny cytotoxickych 1é¢iv jsou jejich vedlejsi
ucinky. Podavané davky musi byt proto omezené. Vedlejsi ti€inky zahrnuji nezadouci aktivitu
s pfirozen¢ se vyskytujicimi nukleofily lidského téla. DalS§i nevyhodou je Uzké spektrum
pouziti. Velice efektivni je pfi 1é€beé rakoviny varlat, nicméné pro pouziti na jiné typy nadort
je vhodné v kombinaci s jinymi léCivy. Nadory také mohou ziskat viici 1éCivu rezistenci.
V ptipadé€ cisplatiny jsou tu tfi hlavni mechanismy vyvoje rezistence nadorovych bunék k této
latce. Jedna se o sniZzeni akumulace cisplatiny v buiikach, cytosolové detoxifikace, zvySenou
opravu a toleranci DNA. Mechanismy se vzajemné dopliiuji a nedovoli navazani velkého
mnozstvi 1é¢iva na jadernou DNA. V prvni fad€ se minimalizuje mnozstvi molekul platinovych
komplexli v buiice pomoci zrychlené¢ho odtoku nebo sniZzeného ptisunu lé¢iva. Komplexy, které
do buriky vstoupi, jsou inaktivovany bunéénymi nukleofily, coz brani vytvotreni aduktu s DNA.
Jestlize preci jen dojde k navazani na jadernou DNA, mohou byt adukty odstranény napf.

pomoci nukleotidové excisni opravy (Wexselblatt et al., 2012).
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Za ucelem vylepsit 1é¢bu a snizit dopady vedlejSich u¢inkd, byla vyvinuta fada dalsich
platinovych komplexti. K nejpopularn€j$im patii karboplatina, oxaliplatina, nedaplatina,
heptaplatina nebo lobaplatina. Vzhledem k tomu, Ze pro vSechny zminéné komplexy byla

cisplatina pfedlohou, maji také podobny mechanismus uc¢inku (Vijgh and F, 1991).

3.1.2 Karboplatina

Karboplatina (obr. 2) [(cis-diammin-[1,1-cyklobutandikarboxylato]platina (II)] ma vyssi
chemickou stabilitu oproti cisplating, a tim 1 nizsi reaktivitu s DNA, coz mtZe souviset s jeji
mens$i nefrotoxicitou (Vijgh and F, 1991). Disociujici skupinou v tomto piipadé nejsou
chloridové ionty, ale cyklobutandikarboxylatovy ligand, ktery neodstupuje snadno. Rychlost
tvorby aduktii byva stokrat pomalejsi nez v pripad¢ cisplatiny. Kyselejsi pH nadorovych bunék
vSak odstépeni ligandu napomaha spolecné s jeho aktivaci nukleofily. Pro dosaZzeni stejného
mnozstvi adukt na DNA je potieba pouzit ptiblizné dvakrat vétsi koncentrace v porovnani
s cisplatinou (Brabec et al., 2017).

Ackoliv je karboplatina znama pro mirnéjsi vedlejsi G€inky, nez jsou ty zaznamenané
u cisplatiny, u 1écenych pacientl byly Casto zaznamenany hypersenzitivni reakce. Tyto reakce
se projevily jako mirné pfiznaky ve formé koznich problému, naptiklad koptivky ¢i zarudlych
skvrn. Ve vazngjsich ptipadech doslo k anafylaktickym ptiznakiim (Confino-Cohen et al.,
2005). Hypersenzitivita byla dédna do souvislosti s mnozstvim podavanych opakovani
karboplatiny, jelikoZ u pacientl, ktefi proSli méné nez péti cykly protinadoroveé chemoterapie,
byly pfiznaky hypersenzitivity relativné vzacné, nicméné se objevily i pfipady, kdy se pfiznaky

objevily jiZ po prvnim podani (Sliesoraitis and Chikhale, 2005).

0

Obrazek 2-Chemicka struktura karboplatiny (pfevzato z Todd and Lippard, 2009).
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3.1.3 Oxaliplatina

Oxaliplatina [oxalato(trans-L-1,2-diaminocyklohexan)platina (II)] je dalSim derivatem
cisplatiny, ktery se primarn¢ vyuziva k 1é¢be kolorektalniho karcinomu (obr. 3). Strukturné se
1i81 nahrazenim ammin® 1,2-diaminocyklohexanovou skupinou (DACH). Zd4 se, Ze aktivita
této DACH skupiny, je zodpovédna za Uc¢innost proti nékterym nadoriim rezistentnim na
cisplatinu (Piccart et al., 2001).

Po vstupu oxaliplatiny do téla odstoupi oxalatova skupina a 1é¢ivo je pfeménéno na svou
aktivni formu. Primarné se vaze na atom dusiku (N7) guaninu jaderné DNA. Vytvati 3 typy
vazeb a to intravlaknové CL, mezitetézcové CL a CL s vazbou DNA-protein. Tyto adukty jsou
cytotoxiCtéjsi nez adukty cisplatiny, vyvolavaji inhibici syntézy a opravy DNA, ale neni jich
tolik a vznikaji pomaleji (Alcindor and Beauger, 2011).

Pro zabranéni nebo alesponi urcité omezeni vzniku rezistence byva oxaliplatina
kombinovéana s jinymi latkami, naptiklad s cetuximabem. Cetuximab zvySuje akumulaci
oxaliplatiny v jadfe a snizuje aktivitu DNA opravnych mechanismt. Pfi kombinaci téchto latek
je cetuximab schopny obnovit citlivost bunék na oxaliplatinu (Prewett et al., 2007).

Oxaliplatina ma vSak také nezadouci uCinky, kterymi jsou napf. poSkozeni
hematopoetickych organti, nervového a gastrointestinalniho systému pacientii (Alcindor and

Beauger, 2011).

H,

N 0 ©°

N\ /

/Pt\
”',IN

H, 9 O

Obrazek 3-Chemicka struktura oxaliplatiny (pfevzato z Oun et al., 2018).

3.1.4 Nedaplatina

Nedaplatina (cis-diammin-glykolat-O,0’-platina (II)) byla vyvinuta v Japonsku, kde je jeji
pouziti také schvaleno a pouziva se zde jako 1écivo s protinadorovou aktivitou. Nedaplatina
ma niz8i gastrointestindlni a rendlni toxicitu ve srovnani s cisplatinou, od které je odvozena.

Obsahuje taktéz dva NHs ligandy vazané na platinu (obr. 4). Odstupujici skupinou je pak
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péti¢lenny kruh tvotfeny glykolatem, vazanym jako bidentatni ligand k platiné (II), ktery po
odstépeni umozni vazbu na DNA (Alberto et al., 2009, Shimada et al., 2013).

Po vstupu 1é¢iva do bunky dojde k hydrolytickému S$tépeni glykolatové ¢asti kruhu
a komplex se vtomto stavu vaze na DNA podobnym zplsobem jako cisplatina. Mnozstvi
navazané nedaplatiny na DNA je podobné¢ jako u cisplatiny, ale je zde niz§i vazba na proteiny.
Jakozto analog vykazuje s cisplatinou kiizovou rezistenci.

Ackoliv ma nedaplatina nizsi, jiz zminénou, gastrointestindlni a renalni toxicitu,
podavané davky tohoto léciva jsou presto omezené, kvili jeho jinym vedlejSim u¢inkim,

kterymi jsou myelosuprese zahrnujici trombocytopénii ¢i anémii (Shimada et al., 2013).

(@)
7
H.N =
sy, @m0
Pt

7 N
H3N O e CH2

Obrazek 4 -Chemicka struktura nedaplatiny (pfevzato z Shimada et al., 2013).

3.1.5 Heptaplatina a lobaplatina

Heptaplatina 1 lobaplatina patii k platinovym lé¢iviim tfeti generace. Jejich pouziti je schvaleno
pouze v nékterych zemich.

Lobaplatina je pouzivana v Ciné k 16¢bé karcinomu prsu, malobunééného karcinomu
plic nebo chronické myeloidni leukémie (Dilruba and Kalayda, 2016). Jeji chemicky nadzev je
1,2-diamino-methyl-cyklobutanplatina(Il)-laktat (obr. SB) (Wu et al., 2010), kde odstupujici
skupinou je kyselina mlé¢na. Ovliviiuje expresi genu c-myc, ktery se podili na onkogenezi,
apoptéze a bunécné proliferaci. Podavané davky lobaplatiny jsou omezené kvuli
trombocytopenii, kterou zptisobuje (McKeage, 2005).

Heptaplatina neboli [cis-malonato((4R,5R)-4,5-bis(aminomethyl)-2-isopropyl-1,3-
dioxolan)platina (II)] (obr. 5A) je v soucasnosti povolena pro pouziti v Jizni Koreji pfredevsim
pro 1écbu rakoviny zaludku (Zhang et al., 2014). Odstupujici skupinou je zde malonat. Byla
prokazana ucinnost vic¢i leukemickym buiikam, jiz rezistentnim na cisplatinu. Toxické uinky
heptaplatiny nejsou tak vysoké, v porovnani s cisplatinou vykazuje napf. nizsi nefrotoxicitu.
V roztoku vykazuje vysokou stabilitu a antiproliferativni aktivitu vii¢i buiitkam (Reddy B. et al.,

2017).
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Mechanismus ucinku obou 1¢ékt je podobny jako u karboplatiny nebo oxaliplatiny,
jelikoz jsou strukturné podobné. Reaguji s guaninovymi zbytky DNA, ale je potfeba delsi
reakéni doba nez u cisplatiny. Zajimavosti heptaplatiny je, zZe se vaze na dvousroubovicovou

DNA v bezbunééném médiu a ptsobi jeji kondenzaci (Brabec et al., 2017).
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Obrazek 5-Chemicka struktura A) heptaplatiny B) lobaplatiny (pfevzato z Brabec et al., 2017).

3.1.6 Satraplatina

Plati¢ité komplexy predstavuji stabilnéjsi a méné toxické latky nez komplexy Pt (II). Jsou
povazovany za prolécCiva, jelikoz byvaji redukovany na aktivni komplexy Pt (II)
v intracelularnim prostiedi. V porovnani s jejich protéjSky Pt (II) maji komplexy Pt (IV) vyssi
koordinacni ¢isla, vyskytuji se s €isly Ctyfi nebo Sest a dvéma ptfidanymi axidlnimi ligandy. Jsou
méné reaktivni nez Pt (II), napt. skoro nereaguji s plazmatickymi proteiny, methioninem
a cysteinem. Diky tomu by mohla byt Ié¢iva v budoucnu pacientim podavana peroralné
namisto intravenozni aplikace (Han et al., 2015).

Jako prvni perordlné¢ prezentované léCivo byla uvedena satraplatina (bis-acetato-
ammino-dichloro-cyclohexylamin-platina (IV)) (obr. 6). Do téla se vsttebava skrz stieva, odkud
se dostane do krve. V krvi jsou Stépeny jeji acetatové skupiny, ¢imz ziskdva podobnou strukturu
jako cisplatina. Vyjimku tvoii jedna z ammin skupin, které je nahrazena cyklohexylaminovou
skupinou. Mechanismus ucinku je podobny cisplatin¢ (Choy et al., 2008).

V preklinickych studiich byly pozorovany vysoké ucinky satraplatiny proti nddortim
prostaty, vajecnika nebo plic (Zhang et al., 2016). Nicméné, i ptes velky benefit peroralniho
podani, které nabizi pohodIné a Setrné podani 1éku, nebo slibné ucinky proti nddorim, neni
satraplatina schvélena pro 1écbu rakoviny. Béhem testi bylo zjisténo, Ze piinos satraplatiny pro
celkové pteziti pacientii neni vyznamny a klinicky vyvoj se prozatim zastavil (Zander et al.,

2022).
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Obrazek 6-Chemicka struktura satraplatiny (pfevzato z Karmakar et al., 2019)

3.2 Komplexy ruthenia s protinadorovym uc¢inkem

Zajem o vytvoreni novych komplexii kovl vzrustal, a tak byly vyvinuty rutheniové komplexy.
Ruthenium se nejcastéji vyskytuje v oxidaénim stavu II a III s hexakoordinovanou
oktaedrickou geometrii. Centralni atomy v oxida¢nim stupni IV jsou méné¢ Casté, jelikoz nejsou
plné stabilni. Ruthenium, v oxida¢nim stavu II, vykazuje nejvyssi stabilitu a potiebnou rychlost
pii odstépeni ligandl (Zeng et al., 2017).

Pro zvySeni specifity a sniZzeni vedlejSich G¢inkli jsou Casto na buiky aplikovany
komplexy obsahujici ruthenium v oxida¢nim stavu III, ktery je pak redukovan v nadorové
buiice. Redukce je aktivovana ptitomnosti redukénich €inidel, jako tfeba glutathion a kyselym
prostiedim s nizkym obsahem kysliku, které je vytvareno nadorem (Siiss-Fink, 2010).
Snadnéjsi dodéni latky do cile také podporuje dobréd rozpustnost vétSiny komplext ve vodé
a podobnost se zelezem, diky ¢emuz je ruthenium schopné vazby s riznymi biomolekulami,
naptiklad albuminem nebo s transferinovymi receptory, které jsou nadmérné produkovany
u rakovinnych bunék. (Das et al., 2021).

Lécivo se pres bunécnou membranu dostdva do buiiky nékolika zplsoby, z kterych je
nejcastéjsi endocytoza. Typickym cilem je jadro s DNA, ale plisobnost latky miize zasdhnout
1 dalsi organely jako mitochondrie nebo lysozomy.

Pro zacileni potencidlnich rutheniovych 1é¢iv do jadra buné€k je napt. mozné vytvofit
konjugét ruthenia (II) s peptidem D-oktaargininem. Bez navadzaného peptidu by se latka
soustfedila spiSe v cytoplazmé, ale kladn¢ nabity konjugat byl dobfe vychytdvan jadrem
a zlepsil lokalizaci komplexii, nicméné cytotoxicky efekt nebyl pftili§ velky (Puckett and

Barton, 2010). Proto byly navrZeny i jiné slouc¢eniny, mezi nimi napiiklad komplexy obsahujici
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B-karbolinovy alkaloid. Ruthenium (II), s B-karbolinovou skupinou jako ligandem, muze
aktivovat apoptdzu nebo autofagii v nadorovych bunkéch. Jadro je pro tyto latky propustné
a nékteré z nich maji vyssi aktivitu nez cisplatina (Tan et al., 2010).

Akumulace komplexti mtize probihat i v mitochondriich, které se podili na metabolismu
buniky a za ur€ité situace produkuji reaktivni formy kysliku (ROS, reactive oxygen species)
ajiné molekuly podilejici se na indukci apoptézy. Protonovy gradient na vnitini
mitochondrialni membrané zptisobuje vysoce zaporny membranovy potencial uvniti organely.
Tento potencidl kovové komplexy pfitahuje a jejich interakce s prostfedim mitochondrie miize
aktivovat apoptotickou drahu.

Lysozomy plni v buiikdch nékolik funkci. Zajistuji zejména degradaci ¢i recyklaci
molekul a podili se na procesu apoptdzy nebo endocytdzy. Konci zde mnoho makromolekul
a také se zde uplatiiuji u¢inky nanomaterialii obsahujici rutheniové komplexy. Zacileni 1é¢iva
spo¢iva v tom, ze nanomateridl se prednostné Stépi v kyselém prostiedi lysozomu, kde je
rutheniovy komplex uvoliiovan (Zeng et al., 2017).

Jak jiz bylo zminéno, cilem latky byva nejCastéji jaderna DNA. Oktaedrickd geometrie
komplexti poskytuje Sirokou Skalu trojrozmérnych struktur, a proto jsou i vazby na DNA
rozmanité a selektivni. Hlavni dva vazebné stavy, které mezi sebou mohou komplexy a DNA
vytvofit, jsou koordina¢ni a nekoordinaéni. Koordinaéni vazba je zaloZena na piijmu elektronti
komplexem z nukleofilni DNA. Takto vytvofena vazba je ireverzibilni a je zprostiedkovana
mezi rutheniovym centrem a bazi. Nekoordinacni vazba se napt. mlize tvofit prosttednictvim
interkalace komplexti s aromatickym ligandem mezi pary bazi, elektrostatickymi interakcemi
nebo hydrofobnimi silami (Brabec and Kasparkova, 2018). Pozornost se zamétuje nejvice na
interkalacni vazbu. Vznik4 pii vmezeieni planarniho heterocyklického aromatického kruhu
mezi pary bazi, coz zplsobi modifikacni zmény DNA. Dochazi naptiklad k rozvijeni
dvousroubovice DNA, coz vede k inhibici replikace a transkripce (Liu and Sadler, 2011).

V procesech spojenych s rakovinou hraji dilezitou roli také enzymy, proto byly
zahrnuty do cili 1ékt. Diky prostorové struktuie komplexu lze vyplnit aktivni misto enzymu,
coz muze zpusobit inhibici a zvySeni selektivity. Podle funkce kovového jadra komplexu pfi
inhibici enzymu mtzeme inhibitory rozdélit do tii hlavnich t¥id:

© Komplexy s kovovym jadrem, které se nekoordinuje piimo senzymem. Inhibice
probiha skrze vazbu biologicky aktivniho ligandu a enzymu.
Komplexy, kde kovové centrum reaguje neselektivné s mnoha enzymy. Ligandy
obvykle nejsou biologicky aktivni a slouzi pfevazné ke stabilizaci a ochran¢ centralniho

atomu kovu.
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Komplexy, kde ligand i kov zodpovida za biologickou aktivitu komplexu (Kilpin and
Dyson, 2013).

3.2.1 Prvni komplexy ruthenia v klinické studii

Mezi prvni rutheniové komplexy, které vstoupily do klinické studie, se fadi slouceniny KP1019,
NKP1339 a NAMI-A (obr. 7) (Lee et al., 2020).

Komplex NAMI-A (imidazolium-trans-DMSO-imidazol-tetrachlorruthenat, trans-
RuCls (DMSO) HIm) byl vytvoten podle slouceniny NAMI (Na[trans- RuCla(DMSO)Im]),
u které doslo k ndhrad¢é sodného kationtu za kationt imidazolovy (Rademaker-Lakhai et al.,
2004). V pevném stavu je NAMI-A stabilni, zatimco ve vodném roztoku obvykle podléha
rychlé hydrolyze, ktera se odviji podle pH. Za fyziologické teploty a pH dochazi k hydrolyze
chloridi a DMSO pfiblizné béhem 15 minut. V kyselejsim prostiedi (pH 3-6) a Cisté vodée
(pH 5,5) je komplex stabilngjsi a dochéazi pouze k pomalejsi hydrolyze DMSO (Alessio and
Messori, 2019).
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Obrazek 7-(zleva) Chemicka struktura komplext NAMI-A, KP1019 a NKP1339 (pievzato z Alessio, 2017)

Bylo zjisténo, ze NAMI-A in vitro prechodné zastavuje rist nddorovych bunék v G2/M
fazi bunécného cyklu, diky ¢emuz dochazi k modifikaci bunééného ristu. Z tohoto poznatku
vyplynulo, Ze komplex je vhodny pro 1écbu nadorovych metastaz a to v jakémkoliv stadiu riistu
(Bergamo et al., 1999). Antimetastatické¢ vlastnosti jsou také podporovany schopnosti
podnécovat tvorbu pojivové tkané kolem primarniho nadoru a extracelularni matrix kolem cév,
¢imz je branéno invazi nddorovych bun¢k do okolnich tkéni a krevniho fecist¢ (Sava et al.,

1998). Do procesu tvorby metastdz je také siln¢ zapojena angiogeneze. Endotelidlni buiky
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a jejich funkce jako proliferace, chemotaxe a produkce matrixovych metaloproteindz, jsou
nezbytné pro tvorbu novych cév. Proto byl zkoumén u¢inek NAMI-A na funkce endotelialnich
bunck in vitro a angiogenezi. Bylo prokazano, ze komplex inhibuje in vitro zminéné funkce
ain vivo zabranuje angiogenezi, pii podavani davek, které maji antimetastdzovou aktivitu
(Vacca et al., 2002).

V porovnani s cisplatinou je NAMI-A také schopen vazby na DNA a tvorby
vnitrofetézcovych adukti, ale v mensim mnozstvi. Experimenty ukézaly, ze NAMI-A ma vyssi
afinitu k jinym bunénym slozkam neZ je DNA ve srovnani s cisplatinou (Pluim et al., 2004).
V ptipadé tvorby monoaduktli dochazi nejcastéji k vazbé v misté N7 guaninu. Mono- a di-
hydratované molekuly NAMI-A interaguji mnohem rychleji nez samotny komplex ve vodném
prostiedi vii¢i N7 guaninu, coz podporuje ndzor, ze NAMI-A je nejdiive hydrolyzovan na
hydratované produkty, které jsou reaktivnéjsi a reaguji s bazemi (Kumar Shah et al., 2016).
Nejpriznivejsi mista pro tvorbu bifunkénich aduktti jsou N7 guanin na jedné stran¢ a N3 adenin
nebo N7 guanin na druhé, coz potvrzuje experimentalni pozorovani o guaninu, jakozto
prevladajicim vazebném mistu pii tvorbé bifunkcnich aduktti (Shah and Shukla, 2022).

KP1019 (trans-[tetrachlorbis (1H-indazol) ruthenat (II1)]) patii stejn¢ jako NAMI-A do
komplexti s Ru (IIT) iontem (Bijelic et al., 2016) a podobnou geometrii. Prostorové rozlozeni
se sklada ze ¢tyt ekvatoridlnich chloridovych a dvou indazolovych ligandii. KP1019 je stabilni
v pevném stavu a mirn€ rozpustny ve vode¢, kde vykazuje také vyssi stabilitu nez NAMI-A
a obdobné také podléha hydrolyze, kterd s rostoucim pH probiha rychleji (Alessio and Messori,
2019). Predpoklada se, ze cytotoxické vlastnosti komplexu zavisi spise na schopnosti poskodit
endoplasmatické retikulum (ER) rakovinnych bunék oxida¢nim stresem nez na poskozeni
samotné DNA. Nefunkéni ER pak vede k apoptodze vnitini mitochondridlni cestou (Bijelic et
al., 2016).

Ma se za to, ze KP1019 i NAMI-A jsou do nadorovych bun€k transportovany
a akumulovany diky vazbé na sérové proteiny. Pozornost upoutal predevsim lidsky sérovy
albumin (HSA, human serum albumin) a transferin. Sérovy transferin je glykoprotein
usporadany do dvou laloki, z nichz kazdy utvaii vazebné misto pro atom Zeleza (III). Transferin
s pfipojenym Zelezem je navazan na transferinovy receptor a skrze endocytdzu je transportovan
do buniky. Spotieba Zeleza je obzvlasté vysokd u nddorovych buné€k, které proto na svém
povrchu exprimuji velké mnozstvi transferinovych receptort. Rutheniové komplexy (I1I) jsou
také schopny vazby na transferin a dostat se stejnym zpiisobem do buiiky, tudiz se predpoklada,
Ze transportni proteiny jsou zodpovédné za akumulaci a selektivitu komplexd (Pongratz et al.,

2004, Spiewak and Brindell, 2015). Transport zprostiedkovany HSA je zaloZen na schopnosti
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proteinu vazat Sirokou Skalu latek, mezi kterymi jsou i kovové ionty. Vazebny pomér odpovida
vazb¢ Ctyf molekul komplexnich anionti k jedné molekule HSA (Domoétor et al., 2013).
Navazany komplex Ize distribuovat do rakovinnych bunck diky zvySené permeabilité a retenci
(EPR, efekt zvySené permeability a retence) nadorovych cév. Na rozdil od zdravych tkanovych
krevnich cév je vaskuldrni systém nadorovych tkani defektni a obsahuje mezery mezi
endotelialnimi bunikami. Efekt EPR tedy umoziuje komplexu HSA-1€k priichod Stérbinami do
cév vedoucich pfimo do nadoru (Kalyane et al., 2019).

Dal8im vyznamnym komplexem, ktery uspésné€ vstoupil do klinickych studii, je latka
NKP1339 (trans-[tetrachloridobis(IH- indazol)ruthenat sodny (III)]) (Trondl et al., 2014).
Jedna se o analog sodné soli KP1019, jehoZ vyvinuti se uskute¢nilo s cilem vytvofit prekurzor
KP1019, ktery bude vykazovat lepsi rozpustnost ve vod¢ (Peti et al., 1999) a tim se umozni
podavat pacientiim velké davky 1éku (Lee et al., 2020).

3.2.2 Aren-rutheniové komplexy

Pozornost upoutaly také aren-rutheniové komplexy, kde se kovovy iont vykytuje ve stavu
Ru (I). Jednotka Ru-arenu je stabilni a podporuje rozpustnost komplexu. Kostra nabyva
oktaedrického tvaru, kde arenovy ligand zapliiuje tfi koordina¢ni mista a dalsi ligandy se vazou
na zbyléd tfi koordina¢ni mista. Takovéto seskupeni vytvaii tzv. klavirni stoli¢ku (obr. 8)
(Sonkar et al., 2022). Ligand X ziistavd monodentatni, zatimco Y a Z se spoji za vzniku
bidentatniho ligandu (L), coZ spole¢né s navdzanym arenem podporuje protirakovinnou aktivitu
(Kai Yan et al., 2005).

Aren-rutheniové komplexy €asto vykazuji hydrofobni i hydrofilni charakter, s ¢imz je
v souvislosti oCekavan aditivni ¢i synergicky ucinek. Spolu s dal§imi navazanymi ligandy tyto
komplexy mohou vytvaiet variabilni Skalu struktur, coz rozSifuje moznosti interakci
s farmakologickymi cili (Lee et al., 2020).

Za puvodce cytotoxického ucinku je povazovana hydrolyza monodentatniho ligandu X,
pii které vznikne hydratovany produkt. Nicméné¢ tato forma existuje pii ur¢itém rozmezi pH
a pokud tato hodnota pH bude vétsi nez pKa, prevladat bude forma s navazanou hydroxy

skupinou, kterd je mén¢ reaktivni neZ hydratovana forma (Dougan and Sadler, 2007).
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Obrazek 8-Typickd struktura aren-rutheniovych komplexil. Aren tvofi tzv. klavirni stoli¢ku a piipojené ligandy
jeji ,,nohy*. X znaéi monodentétni ligand. L znaéi bidentatni ligand vznikly spojenim Y a Z ligandu (Kai Yan et
al., 2005).

Jak jiz bylo zminéno, aren-rutheniové komplexy jsou velice variabilni z hlediska vazby
ruznych ligandt. V této praci byl napt. pouzit komplex nesouci naftopyranovy ligand, ktery je
zodpovédny za destabilizaci mikrotubulll, coZ mé za nasledek inhibici polymerace tubulinu a
zmény v cytoskeletu mikrotubuld. Z téchto ditvodi neni vytvoteno délici vieténko a buiika se
zastavi v G2/M fazi bunécného cyklu. PoSkozenim cytoskeletu je dale zptisobeno sniZeni
mechanické stability bun€k a nadorovych krevnich cév, coz vede k nekréze naddorové tkané
(Schmitt et al., 2018).

Ke slibnym aren-rutheniovym slouceninam se také zaradily komplexy skupiny RAPTA.
Tato skupina je charakteristickd svym PTA ligandem (1,3,5-triaza-7-fosfaadamantanovy
ligand) (Scolaro et al., 2005). Ligand PTA je zodpovédny za dobrou rozpustnost ve vode
a selektivitu. Pfisouzeni téchto vlastnosti PTA ligandu probehlo na zéklad¢ jednoho z pokust,
kde byl misto PTA pouzit methylovany ligand PTA a zjiSténi, ze v tomto stavu molekula o svou
selektivitu pfiSla (Ang et al., 2011).

Mezi zastupce RAPTA komplext, které se dostaly do vSeobecného povédomi, patii
piedev§im para-cymenovy derivat RAPTA-C ([Ru(n®-p-cymen)(pta)Cl2]) a benzenovy derivat
RAPTA-B ([Ru(n’-benzen)(pta)Cl2]). Tyto dva komplexy neprokazaly piili§ vysokou
cytotoxicitu in vitro, ale dokéazaly inhibovat rostouci metastazy in vivo. Projevila se také jejich
selektivita a velice nizka toxicita (Renfrew et al., 2009). O néco vice toxicky se pak ukazal
derivat toluenu RAPTA-T ([Ru(n’-toluen)(PTA)Cl2] (Siiss-Fink, 2010), nicmén& dokaze
inhibovat oddélovani bunck od primarni nadorové tkané, jejich migraci a adhezi
u adenokarcinomu prsu ¢i snizovat rast plicnich metastaz (Wolters et al., 2012).

Pti porovnani NAMI-A a napi. RAPTA-C je moZzné pozorovat rozdilnou stabilitu.
NAMI-A obsahuje ruthenium ve stavu Ru (III), které je méné stabilni v porovnani Ru (II) a to

zejména v prostiedi s vy$S§im obsahem chloridl jako krev. V prostfedi bunééné cytoplazmy,
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obsahujici nizkou koncentraci chloridt, je RAPTA-C stépen stejnym zptisobem jako cisplatina.
Spolecné sdili antiangiogenni a antimetastatické vlastnosti viici kolorektalnim karcinomim

a schopnost zastavit bunécny cyklus v G2/M fézi (Rausch et al., 2019).

3.3 Nadorové onemocnéni a tvorba metastaz

Nadorové onemocnéni je charakterizovano jako neregulovany rist klondlni populace bunék
z ur¢ité tkan¢. Rozvoj tohoto onemocnéni se také nazyvé karcinogeneze (Rakoff-Nahoum,
2006). Dle tkadn¢ vzniku lze nadory rozd¢lit napt. na karcinomy, které maji piivod v epitelovych
bunikach. Z mezenchymalni tkan¢ vznikaji sarkomy pochézejici ze svalii ¢i kosti, leukemie
a lymfomy zasahuji hematopoeticky systém (Carbone, 2020). Karcinogenezi je mozné délit
i s ohledem na vyvoj bun¢k do tfech fazi a to iniciace, podpora a progrese. Béhem iniciace
dochazi k bodovym mutacim, delecim, amplifikaci genu a dal§im nevratnym procestim. Ve fazi
podpory pak dochézi k proliferaci klonti téchto pozménénych bunck. Béhem progrese nador
nabyva na velikosti a pfipadné dochazi ke vzniku metastdz a tedy vzniku maligniho nadoru
(Rakoff-Nahoum, 2006). Maligni nadory se na rozdil od benignich §iii do okolni nebo vzdalené
tkdn€. Invaze tkané probiha skrze lymfaticky systém ¢i krevni fecisté. Ve srovnani s benignim
(Patel, 2020).

Oznaceni buiiky za rakovinnou probihd na zéklad¢ pfitomnosti urcitych ryst. Mezi
typické schopnosti rakovinné builkky neopomenutelné patii neomezeny replikacni potencial
(zajistén nemeénici se délkou telomer), zvySend exprese antiapoptotickych faktort,
pfeprogramovany energeticky metabolismus, vyhybani se imunitnimu systému, nezavislost na
rustovych faktorech, poSkozena regulace bunécného cyklu, invazivita a metastazovani, vznik
zanétu podporujici nador, indukce angiogeneze a genomova nestabilita (Hanahan and
Weinberg, 2011).

Tato prace se konkrétn€ zaméfuje na vliv nového komplexu ruthenia na vybrané linie
kolorektalniho karcinomu. Rakovina tlustého stieva je ve vyspélych zemich jednim
z pievladajicich typt rakoviny. Casty vyskyt se piisuzuje predev§im $patnym stravovacim
navyktim, koufeni, obezit¢ a nizké fyzické aktivité¢ (Kuipers et al., 2015). Znacna cCast
kolorektélnich karcinomi ma pomaly proces vyvoje, kdy zacinaji jako malé adenomy a jejich
postupny rist trva nekolik let (Buckhaults et al., 2001).

Néekteré typy kolorektalnich karcinomt jsou velmi tézko 1é¢itelné a to predevsim kvili

jejich tendenci tvofit sekundarni loziska v dalSich tkanich, ktera 1éCbu komplikuji. Kvili
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zavaznosti takového onemocnéni jsou vyhledavany stale nova 1é¢iva a 1é¢ebné postupy, které
by v budoucnu mohly mit pozitivni dopad na 1écbu 1 v klinické praxi. V této praci byl testovan
komplex na bazi ruthenia a pozorovan jeho vliv pravé na builky karcinomu tlustého stieva
s dirazem na antiproliferativni aktivitu a vliv této latky na migracni schopnost a re-adhezi

vybranych nadorovych bunék odrazejici mozny antimetastaticky potencial nového komplexu.

24



4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1
4.1.1

4.1.2

Material
Chemické latky

Antibiotika (ATB): Penicilin 10 U-ml’'; Streptomycin 10 pg-ml! (Sigma-Aldrich,
Ceska republika)

Deionizovana voda (dH20) byla pouzita pro piipravu vSech roztoki
Dimethylformamid (DMF, Serva, Némecko)

Dimethylsulfoxid (DMSO, Penta, Ceska republika)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Biosera, Francie)

Ethanol (Penta, Ceska republika)

Fetalni hovézi sérum (FBS, PAA, Rakousko)

Kyselina octova (Serva, Némecko)

Kyselina trichloroctova (Sigma-Aldrich, Ceska republika)

Neutralni Cerven (3-Amino-7-dimethylamino-2-methylfenazine hydrochlorid, Sigma-
Aldrich, Ceska republika)

Roswell Park Memorial Institute 1640 médium (RPMI, Biosera, Francie)
Sulforhodamin B (Sigma-Aldrich, Ceska republika)

Trypanova modi (Sigma-Aldrich, Ceské republika)

Trypsin/kyselina ethylendiamintetraoctova (Trypsin/EDTA, Sigma-Aldrich, Ceska
republika)

Komplexy ruthenia a platiny

Platinovy komplex, konkrétné cisplatina, byl dodan firmou Sigma-Aldrich (Ceska republika).

Komplex ruthenia (dichlorido(p-cymen)[2-amino-4-(pyridin-4-yl)-4H-benzo[h]chromen-3-

karbonitrilJruthenium(Il)) (komplex (1), obr. 9) byl poskytnut z University of Bayreuth

(Némecko) ato konkrétn€¢ prof. Schobertem. Zasobni roztoky kovovych komplexti byly

pfipravovany v DMF a dale fedény kultivaénim médiem dle potieby.
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R=H; 4-pyridinyl

Obrazek 9-Chemicka struktura testovaného komplexu ruthenia s naftopyranovym ligandem (dichlorido(p-
cymen)[2-amino-4-(pyridin-4-yl)-4H-benzo[h]chromen-3-karbonitrilJruthenium(II)) (Schmitt et al., 2018).

4.1.3 Roztoky

Zasobni roztok neutralni ¢ervene:

40 mg neutralni cervené

10 ml PBS 1x

Uchovavat maximalné po dobu 2 mésicii pti pokojové teploté a ve tme.
Médium s neutralni ¢erveni (1:100):

250 pl roztoku neutralni cervené

25 ml kultiva¢niho média bez FBS, ATB

Roztok pro extrakci neutrdlni ¢ervené:

50 % ethanol

49 % deionizovana voda (dH20)

1 % kyselina octova (CH3COOH)

° Zasobni roztok fosfatového pufru (PBS) 10x pH 7,4:

150 mmol-1"! chlorid sodny (NaCl)

2 mmol-1"! chlorid draselny (KCI)

10 mmol-1"! hydrogenfosfore¢nan disodny (Na2HPO4)

2 mmol-1"!" dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2POa)

pH PBS roztoku bylo pozménéno diky 5 mmol-1"' NaOH na pH 7,4
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° Sulforhodamin B 0,4% w/v
400 mg sulforhodaminu B
100 ml 1% kyseliny octové (CH3COOH)

Uchovavat nejdéle 6 mésici pti teploté 4 °C.

4.1.4 Biologicky material

Prvni vybranou bunécnou linii byly buiiky SW-620. Jedna se o bunécnou linii lidského
epitelialniho adenokarcinomu ziskanou z Ustavu molekularni a translaéni mediciny (UMTM)
v Olomouci (Ceska republika). Pro porovnani efektu komplexu pro riizné invazivni typy
rakovinnych bun¢k byla do experimentt zahrnuta také linie HT-29 a HCT-116. Ob¢ linie byly
poskytnuty profesorem B. Kepplerem z Univerzity ve Vidni (Rakousko).

4.1.5 Laboratorni pristroje a software

° Automaticka pocitacka bunék TC-20 (Bio-Rad; USA)

© Centrifuga Sigma 3-18 K (Satorius, Némecko)

© COz inkubator MCO-18AC-PE (Panasonic Biomedical, Japonsko)

© Destickovy reader TECAN SPARK (Schoeller, Ceské republika)
Fotoaparat (Canon, Japonsko)

° Program ImageJ (USA)

° Laminarni box SafeFAST Classic 212 (Faster, Italie)

© Microsoft Excel (Microsoft, USA)

© Program GraphPad Prism4 (GraphPadPrism Software; USA)

© QuickPHOTO CAMERA 3.2 (Promicra, Ceska republika)

© Svételny invertovany mikroskop NIB-100 (MIKRO, Ceska republika)
© Ttepacka Universal Orbital Shaker OS-20 (Boeco, Némecko)

° Vodni lazenn SB-12L shaking water bath (Benchmark Scientific, USA)
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4.2 Metody
4.2.1 Kultivace buné¢nych linii

Pro zah4jeni kultivace bun€k byla SW-620 linie rozmrazena dle standardniho protokolu. Byla
zbavena zamrazovaciho média obsahujiciho dimethylsulfoxid (DMSO) sto¢enim na centrifuze
po dobu 5 minut pfi 2200 rpm a slitim tohoto média. Peletované buiiky byly poté
resuspendovany v médiu RPMI, které obsahovalo 10 % FBS, inaktivovaného piti 56 °C po dobu
20 min a piefiltrovaného pies filtr s pory o velikosti 0,22 um, a ATB (Penicilin, Streptomycin)
a prevedeny do kultivaéni nadoby T-25 (TPP, Svycarsko).

Nasledné pasaze byly provedeny dle standardniho protokolu. Do vodni lazné byla
vlozena ldhev s PBS 1x a médium RPMI s pfidanym ATB a 10% FBS po dobu vyhtati na
37 °C. Zkumavka s trypsin/EDTA byla nechana rozmrznout na stole. Nadoba s buiikami byla
zkontrolovdna pod svételnym invertovanym mikroskopem. V laminarnim boxu bylo
z kultiva¢ni nddoby s bunikami odebrano médium. Buiniky byly promyty 5ml roztoku PBS 1x,
ktery byl nasledné€ odstranén. Pro rozruSeni vazeb mezi jednotlivymi buitkami a zaroven jejich
vazeb ke kultivacnimu povrchu byl pfidan 1 ml trypsinu/EDTA a nadoba byla vlozena do
inkubatoru po dobu 3 minut. K buiitkdm bylo pfiddno 5 ml plnohodnotného média. Bunky
(10 pl) byly odebrany a spocitany automatickou pocitackou bun¢k. Do nové kultivacni nadoby
T-75 s 15 ml plnohodnotného média RPMI byl pfenesen 1 ml bunééné suspenze obsahujici
1 000 000 bunék. Nové ptipravend kultiva¢ni nddoba s butkami a médiem byla vlozena do
inkubdatoru a ponechana pro dalsi pouziti.

Stejny postup se opakoval pro bunécnou linii HT-29 a HCT-116 namisto RPMI média
vSak bylo pouzito DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) médium rovnéz s 10% FBS
a ATB (penicilin, streptomycin).

4.2.2 Pocitani bunék

Pocitani bunék bylo provadéno vzdy pied zacatkem experimentil pro zjisténi presného mnoZzstvi
bun¢k a nasledného pouziti spravného a piesné definovaného mnozstvi bun¢k. Kromé poctu
byla zjisStovana také Zivotaschopnost pouzivanych bunék.

Princip metody spociva v obarveni mrtvych bunék trypanovou modii. Mrtvé buriky maji
poskozenou membranu, coz zptisobuje zvysenou propustnost a barvivo volné difunduje dovnitf,
¢imz buiiku obarvi. Naopak zivé buiiky maji membranu pro trypanovou modf nepropustnou

a k obarveni nedojde. Jestlize by doslo k pruniku barviva do intracelularniho prostoru, ziva
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buiika je schopnd modi odcerpat ven. Z tohoto principu Ize tedy urcit viabilitu bunék (Louis
and Siegel, 2011).

Pted pouzitim automatické pocitacky bunck byl pfipraven vzorek. Do mikrozkumavky
bylo odebrano 10 pl bunééné suspenze a pridano 10 pl trypanové modie. Obarvena suspenze
bunék byla pfevedena na specidlni sklicko, které bylo vlozeno do pocitacky bunék. Vysledek
byl vyhodnocen piistrojem na zaklad¢ analyzy obrazu a byl zobrazen jako mnozstvi bun¢k na

mililitr suspenze a dale bylo uvedeno procentualni zastoupeni zivych a mrtvych bun¢k.

4.2.3 Méreni antiproliferativni aktivity

Pro stanoveni antiproliferativni aktivity komplexu (1) byla do 96-jamkové desticky
napipetovana suspenze bunék SW-620 o objemu 100 pl na jamku (20 000 bunék SW-620 na
jamku). Buniky byly drzeny v inkubatoru za podminek: teplota 37 °C, 5% CO: a kultivovany
po dobu 24 hodin. Poté byly buiiky oSetfeny komplexem (1) vrozmezi koncentraci
20 pmol-I"" az 0,039 pmol-1"! nebo ¢cDDP v rozsahu 50 pmol-1"! az 0,097 umol-1"'. Z4sobni
roztoky pouzitych komplext byly pfed fedénim v kultiva¢nim médiu RPMI rozpustény v DMF.
Maximalni koncentrace DMF u buné¢k neptekrocila 0,1 % a tedy neovlivnila Zivotaschopnost
bunck. Po oSetfeni byly bunky opét ponechany v inkubétoru pti 37 °C, 5% CO2 a po
72 hodinéch byl proveden test s neutralni ¢erveni.

Kolorimetricky test neutralni Cerveni stanovuje cytotoxicitu chemickych latek na
bunikach in vitro, pomoci kvantitativniho stanoveni viabilnich bun&k. Zivé buiiky jsou schopny
v lysozomech neutralni Cerven hromadit a vazat. Mrtvé buiikky akumulace barviva schopné
nejsou (Repetto et al., 2008).

Kolorimetricky test byl zapoc¢at nafedénim neutralni cervené 1:100 v médiu DMEM bez
ATB a FBS. Do 96-jamkov¢ desticky s nasazenymi a oSetfenymi buitkami, bylo pfidano 100 pl
média s neutralni ¢erveni na jamku. Po 2 h inkubace v inkubétoru bylo médium s neutralni
¢erveni odstranéno a bunky byly v kazdé jamce oplachnuty a nasledné zbaveny 150 ul PBS 1x.
Po oplachovacim kroku bylo do kazdé jamky ptidano 100 ul odbarvovaciho roztoku a takto
pripravena desticka byla pfemisténa na tfepacku po dobu 10 minut, kde probihala extrakce
neutralni cervené. Nasledné byla v jamkach desti¢ky méfena absorbance pomoci destickového
readeru, do kterého byla vlozena desticka s extrahovanym barvivem, kdy intenzita ¢erveného
zbarveni odpovidala poctu piezivSich bunék. Pti vinové délce 540 nm byla zméfena absorbance
u danych jamek a vysledky byly zpracovany programem Microsoft Excel a GraphPad, kde byly
vyhodnoceny hodnoty ICso (koncentrace latky, pifi které zahyne 50 % bunék). Hodnoty byly
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ziskany ze tfi nezavislych méteni provedenych v triplikdtu. Pocty bunék u rtiznych typt
oSetteni byly vzdy normalizovany na hodnoty ziskané pro neoSetfené kontrolni buriky.

U bunék linie HT-29 a HCT-116 byl proveden stejny postup, nicméné misto média
RPMI bylo pii sazeni bunék do 96-jamkové desticky pouzito médium DMEM a bylo
pipetovano 10 000 bunék na jamku. Koncentrace cDDP i1 komplexu (1) se pohybovaly

v rozmezi 50 pumol-1"" a7 0,097 pmol-1-'.

4.2.4 Test vlivu na migracni aktivitu bunék

Migraci bunék in vitro lze studovat napf. s vyuzitim testu zacelovani ryhy. Tato metoda
simuluje migraci bun€k pfi jejich pfechodu od mista primarniho nadoru az do nového loziska
in vivo. Zékladnim postupem je vytvoreni ,,rany* v monovrstvé bunék a nasledné pozorovani
zacelovani rany a schopnosti bun¢k migrovat. Pti aplikaci protinadorového 1é¢iva na bunky tak
1ze posoudit jeho antimigracni u¢inek (Rodriguez et al., 2005).

Do 6 cm Petriho misky bylo nasazeno 2 500 000 bunék SW-620 ve 4 ml média RPMI
(Celkem sazeny tfi misky: jedna Petriho miska pro kontrolni buniky, druha pro komplex (1)
a tfeti pro cDDP). Po dobu 24 hodin byly buriky v Petriho miskéch udrzovany pfi teploté 37 °C
a 5% COz2 v inkubatoru. Po uplynuti téchto 24 hodin byly buniky zkontrolovany pod svételnym
mikroskopem. RPMI médium bylo odsato a bunky byly oplachnuty PBS 1x. Do Petriho misek
byly pfidany 4 ml Cerstvého média RPMI s 1% FBS a ponechany v inkubétoru dalSich 24 hodin.
Po inkubaci byla do monovrstvy bunék plastovou Spickou od automatické pipety (200 pl)
provedena ryha. Po tomto kroku bylo médium opét odstranéno a buniky byly dvakrat oplachnuty
roztokem PBS 1x. Do Petriho misek bylo pfidano po 4 ml kultivacniho média s testovanymi
latkami (komplex (1), cDDP) o koncentraci 65 % ICso danych latek po 72 hodinach. Jedna
z Petriho misek obsahovala pouze ¢ist¢ médium pro kontrolu. Velikost ryhy byla zachycena
fotoaparatem pfipojenym k invertovanému mikroskopu. Buiky byly opét vlozeny do
inkubatoru. Foceni bylo opakovano po 24 a 48 hodinach od vytvoteni ryhy. V programu ImageJ
byly vyhodnoceny plochy ryh a zmény jejich velikosti byly vztazeny na plochu ryhy v case
0 hodin daného oSetfeni, ktera pfedstavuje 100 % nezahojené rany.

Pro linie HCT-116 a HT-29 bylo postupovano stejnym zptisobem. Na misto média
RPMI vsak bylo pouzito médium DMEM.

30



4.2.5 Re-adhezni test

Schopnost bun¢k prisedat k povrchim po oSetfeni testovanymi komplexy byla zkoumana
re-adheznim testem.

Bunky linie HCT-116 byly kultivovany na 6 cm Petriho miskach sazenych v poctu
2 000 000 bun¢k a 6 ml plnohodnotného kultivaéniho média DMEM na misku. Petriho misky
s bunikami byly kultivovany po dobu 48 hodin v inkubatoru pii 37 °C a atmosféie 5% COz. Po
inkubac¢ni dobé bylo z misek odsato piivodni médium a bylo nahrazeno 6 ml média DMEM
s 0,1% BSA na misku. Poté byly bunky opét vlozeny do inkubatoru po dobu 24 hodin.
Nasledovalo oSetfeni bunck komplexem (1) a ¢cDDP v koncentraci odpovidajici hodnoté¢
trojnasobku ICso danych latek po 72 hodinach. OSetfené bunky byly na 1 hodinu opét vloZeny
do inkubatoru. Poté bylo odsato médium a buniky byly oplachnuty PBS 1x. Do Petriho misky
byl pfidan 1 ml trypsinu pro uvolnéni bunék od kultiva¢niho povrchu. Poté bylo do kazdé misky
pfidano 5 ml kultiva¢niho média DMEM a bunky byly pfevedeny do plastovych 14 ml
zkumavek. Zkumavky byly umistény do centrifugy nastavené na 2000 rpm po dobu 5 minut.
Supernatant byl oddé€len a pelet byl resuspendovan v 5 ml média DMEM s 0,1% BSA a bez
ATB. Zkumavky s buiikami byly ponechdny 30 minut ve svislé poloze pro obnoveni
povrchovych receptort. Tyto bunky byly poté pievedeny do 96-jamkové desticky se sazenim
30 000 bunék na jamku ve 100 pul média DMEM s 0,1% BSA. Desticka s buiikami byla
prenesena do inkubatoru, kde byla 30 minut ponechana.

M¢édium z jamek bylo odstranéno a bunky byly dvakrat oplachnuty 100 ul PBS 1x. Pro
fixaci bunék bylo pouzito 100 pl 10% kyseliny trichloroctové (TCA), kterd ptisobila po dobu
1 hodiny pii 4 °C. Po fixaci byla TCA odstranéna zjamek desti¢ky, buiiky byly tfikrat
oplachnuty deionizovanou vodou a ponechiny oschnout na vzduchu. Barveni bun¢k bylo
provedeno pomoci 0,4% barviva sulforhodaminu B (SRB), ktery byl pfidan v objemu 50 pl na
jamku. SRB byl inkubovan s buiikami po dobu 30 minut pfi pokojové teploté. Poté byl SRB
odstranén a buniky byly tfikrat oplachnuty 100 pl 1% kyseliny octové. Kyselina octova byla
opatrn¢ vyklepnuta a desticka byla ponechdna oschnout na vzduchu. Do kazdé jamky bylo poté
piidano 50 ul 10 mmol-1"! odbarvovaciho roztoku Tris. Desti¢ka byla umisténa na tiepacku po
dobu 10 minut. Poslednim krokem bylo méteni absorbance pomoci destickového readeru pii
vlnové délce 570 nm a vyhodnoceni vysledkl v programu Excel a GraphPad. Vysledna data

byla vyjadiena v % re-adherovanych buné¢k a vztazena k celkové kontrole neoSetfenych bunék.

31



4.3 Vysledky
4.3.1 Méreni antiproliferativni aktivity

Prvnim krokem testovani komplexu (1) na kolorektalnich liniich HCT-116, HT-29 a SW-620
bylo stanoveni hodnoty ICso (koncentrace latky, pii které zahyne 50 % bunék), ktera byla
pottebnd pro nasledujici experimenty, kvili stanoveni vhodné koncentrace latky pro oSetfeni
bunék. Pro kontrolu byly stejné experimenty provedeny také s cisplatinou. Barvenim buné¢k
neutralni Cerveni byla zjiSténa zavislost viability bun¢k na koncentraci pouzitych latek po
72 hodinach od oSetfeni (viz kapitola 4.2.3).

Pro linie HT-29 a HCT-116 byla nejvyssi zvolena koncentrace oSetieni komplexem (1)
i cDDP 50 pmol-1"!. Buiiky SW-620 byly citlivéjsi na dany komplex (1) a proto byla pro
oSetfeni pouZita maximalni koncentrace 20 pmol-1"'. Nejvyssi koncentrace cDDP byla u této
linie op&t 50 pmol-1-!.

Z naméfenych absorbanci extrahované neutralni ¢ervené byly stanoveny hodnoty ICso
po 72 hodindch od oSetfeni ziskané v zavislosti viability bunéénych linii na koncentraci
vybranych komplexti. Vysledné hodnoty ICso byly stanoveny programem GraphPad Prism4
(tab. 1). Pocty bun€k u riznych typt oSetieni byly vZdy normalizovany na hodnoty ziskané pro
neoSetiené kontrolni buiiky. Pfi porovnani Gc¢innosti obou komplext bylo pozorovéano, Ze
komplex (1) dosahl nejlepsich vysledkll u bunéénych linii v pofadi HCT-116 > HT-29 > SW-
620 (¢im niz$i hodnota ICso, tim G€inngjsi latka na buiiky). Cisplatina byla naopak nejméné
usp&sna vici linii HT-29, nésledné SW-620 a nejvice u¢inna byla proti buitkdam HCT-116.
V ramci bunéénych linii mel komplex (1) 17,9x vétsi antiproliferativni aktivitu nez cDDP na

bunky HT-29, dale 35,1x vétsi ucinek na buitkky HCT-116 a 4,3x vétsi efekt na linit SW-620.

Tabulka 1-Hodnoty ICsy (pmol-1"") komplexu (1) a ¢cDDP ziskané kolorimetrickym testem s neutralni derveni na
liniich HCT-116, HT-29 a SW-620 po 72 hodinach od oSetieni.?

HCT-116 HT-29 SW-620
cDDP 9,49 £ 0,21 33,39+7,90 12,20+4,42
Komplex (1) 0,27 + 0,02 1,87 £0,03 2,87 £1,63
*Hodnoty byly ziskany ze tfi nezavislych méfeni provedenych v triplikatu. Vysledky jsou vyjadfeny jako primér
+ SD z téchto méfeni.
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4.3.2 Test vlivu na migrac¢ni aktivitu bunék

Linie HT-29, HCT-116 a SW-620 byly podrobeny experimentu, ktery mél za cil sledovat vliv
komplexu (1) a cDDP na migraci téchto bunék a tim i schopnost potlacit potencialni migraci
bun€k nutnou pii tvorbé metastaz. Zakladnim postupem je vytvofeni ,,rany* v monovrstveé
bunék a néasledné pozorovani zacelovani rany a schopnosti bunék migrovat.

Béhem testovani migracnich schopnosti vybranych linii bylo zjisténo, Ze linie SW-620
a HT-29 neoSetfené¢ komplexem (1) ani cDDP po 48 hodindch kultivace nedosahly
signifikantniho zaceleni ryhy (obr. 10). Jak je vidét na obrazku 11 a 12, bunky obou linii se ve
svém okoli pouze rozmnozily, nicmén¢ nemigrovaly. Pfitomné bunky v ryze jsou pouze mrtvé
bunky v jiné roving zaostfeni. Naproti tomu linie HCT-116 bez oSetfeni po 24 hodinach zarostly
velkou c¢ast plochy a po 48 hodinach dosahly Uplného zaceleni ryhy (obr. 13) a byly proto
vyhodnoceny jako vhodny model ke zkoumani migracnich vlastnosti bunék po aplikaci

testovanych latek.
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Obrazek 10-Graf znazortiuje % zaceleni ryhy v ¢ase 48 hodin bunécnych linii SW-620, HCT-116 a HT-29 bez
osetfeni komplexem (1) a cDDP. Procentualni zaceleni ryhy po 48 hodinach je vztazené k velikosti kontrolni ryhy
v €ase 0 hodin dané linie, ktera pfedstavuje 100 %. Data byla vyhodnocena vzdy ze tfech snimkt pro kazdou linii.
(* udava signifikantni rozdil mezi vysledky pro linie HT-29 a SW-620 vztazené k linii HCT-116, P<0,05)
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Obrazek 11-Reprezentativni snimek bunék HT-29 bez oSetieni. A) Ryha v ¢ase 0 hodin. B) Ryha v ¢ase 48 hodin.
(zvétseni 100x)

Obrazek 12-Reprezentativni snimek bunék SW-620 bez osetfeni. A) Ryha v ¢ase 0 hodin. B) Ryha v ¢ase 48 hodin.
(zvétSeni 100x)
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Obrazek 13-Reprezentativni snimek bunék HCT-116 bez osetfeni. A) Ryha v ¢ase 0 hodin. B) Ryha v ¢ase
24 hodin. C) Ryha v &ase 48 hodin. (zvétieni 100x)

Vzhledem k prokdzanym migracnim vlastnostem linie HCT-116 byly buiky po oSetfeni
komplexem (1) a cDDP koncentracemi o hodnoté 65% jejich ICso po 72 hodinéach sledovany,
kvtli vlivu latek na migraéni schopnosti. NeoSetfené buitky HCT-116 po 48 hodinach dosahly
100% zaceleni ryhy. V ptipadé bunék osetienych cDDP jiz bylo pozorovano ovlivnéni migrace
téchto bunék. Po 24 hodinach od osetfeni bunék HCT-116 c¢cDDP se ryha v porovnani
s kontrolou zmenSila na 39 % pivodni velikosti a po 48 hodinach doslo ke zmenSeni na 28 %
(obr. 14). Vyrazné G¢inngji ve srovnani s cDDP pisobil komplex (1), ktery po 24 hodinach
zabranil zaceleni az na 63 % puvodni plochy ryhy a po 48 hodinach na 46 % plochy (obr. 15).
Komplex (1) tedy pusobil 1,6x efektivnéji nez ¢cDDP. Celkové porovnani vyvoje ryhy
vytvotrené ve vrstvé bunék linie HCT-116 oSetfenych cDDP nebo komplexem (1) v Case 24 a

48 hodin po oSetfeni a také kontrolnich bunék ve stejnych cCasech, ale bez oSetfeni je

zaznamenano na obrazku 16.
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Obrazek 14-Reprezentativni snimek bunék HCT-116 osetfenych cDDP o koncentraci jeji 65% hodnoty ICso. A)
Ryha v ¢ase 0 hodin. B) Ryha v ¢ase 24 hodin. C) Ryha v ¢ase 48 hodin. (zvétSeni 100x)

R, ¢ g o { 4 RN o MY

Obrazek 15-Reprezentativni snimek buné¢k HCT-116 osetfenych komplexem (1) o koncentraci jeho 65% hodnoty
ICso. A) Ryha v ¢ase 0 hodin. B) Ryha v ¢ase 24 hodin. C) Ryha v ¢ase 48 hodin. (zvétseni 100x)
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Obrazek 16-Graf vyjadiujici % zaceleni ryhy bunééné linie HCT-116 v ¢ase 24 hodin a 48 hodin. Procento zaceleni
je vztazeno k velikosti ryhy v ¢ase 0 hodin daného oSetfeni, které predstavuje 100 % velikosti této ryhy. Bunky
byly osetfeny komplexem (1) a ¢cDDP v koncentraci odpovidajici jejich 65% hodnoté 1Cso. Hodnoty byly
vyhodnoceny na zéklad¢ 3 fotografii kazdého oSetfeni v daném case. (* udava signifikantni rozdil vztazeny ke
kontrole v daném case, P<0,05; # udava signifikantni rozdil hodnot komplexu (1) od cDDP, P<0,05)

4.3.3 Re-adhezni test

Re-adhezni test mél za cil stanovit schopnost bun¢k adherovat zpét ke kultivaénimu povrchu
po jejich pfedchozim umélém oddéleni a také urcit vliv testovanych latek na tuto schopnost
bunck. Bylo tak mozné pozorovat, zda vybrané¢ komplexy (komplex (1) a cDDP) ovliviuji
adhezi bunék HCT-116 k povrchu kultivacni desti¢ky a sledovat potencial vyuziti zkoumaného
komplexu v boji proti tvorb&é metastaz, konkrétné vlivu na krok znovu pfiseddni nadorovych
bunék k cilové tkani v misté¢ sekundarniho loziska, coz pfenesen¢ umoziuje tento experiment
in vitro.

Ze ziskanych vysledk re-adhezniho testu, zaznamenanych na obrazku 17, vyplyva, ze
komplex (1), v porovnani s cDDP, pisobil proti re-adhezi efektivnéji za podminek pouziti
koncentrace rovné trojnasobku hodnoty ICso testovanych latek. Vys$si koncentrace latek
(3x ICs0) byly zvoleny z diivodu kratsi expozice (30 minut) nddorovych bunck témto latkam
béhem uvedeného experimentu. Zobrazené hodnoty byly vyjadiené v % a vztazeny k celkové

kontrole, ktera piedstavuje 100 % re-adherovanych bunék. Po osetieni linie HCT-116
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komplexem (1) re-adherovalo 64,56 + 3,79 % bunck. Pti pisobeni cDDP bylo dosazeno
95,58 £ 11,71 % re-adheze bunék. Komplex (1) tedy ovliviioval adhezi bunék HCT-116 1,5x

ucinnéji nez cDDP.
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Obrazek 17-Graf predstavujici procentudlni vyjadfeni miry re-adheze linie HCT-116 po oSetfeni bunck
komplexem (1) a cDDP koncentracemi o hodnoté trojnasobku jejich ICso po 72 hodinach. Data byla vztazena
k celkové neoSetfené kontrole predstavujici 100 % re-adherovanych bunék a byla pofizena z méfeni trech
nezavislych duplikatt. (*) Udava signifikantni rozdil hodnot komplexu (1) od cDDP. (P<0,05)

4.4 Diskuze

Kolorektalni karcinom je rozsifené a nebezpecné onemocnéni. Kvili jeho schopnosti tvorit
sekundarni loziska, kterd komplikuji 1é¢bu, jsou hledana stale nova léciva. Vyvijend 1é€iva jsou
podrobena testovani v zdkladnim vyzkumu a ty s dobrym potencidlem poté i v klinickych
studiich. Béhem testovani jsou vyuzivany rizné bunécéné linie jako modely, které disponuji
riznymi vlastnostmi, napt. schopnost migrace, invazivita, adheze. Tyto vlastnosti odrazeji
schopnost tvorby metastdzi nadoru od né¢hoz je linie odvozena. Z tohoto diivodu byl testovan
vliv nového rutheniového komplexu dichlorido(p-cymen)[2-amino-4-(pyridin-4-yl)-4H-
benzo[h]chromen-3-karbonitril Jruthenium(Il) hned na tfech liniich tlustého stfeva s riznym
fenotypem a to HCT-116, HT-29 a SW-620.

Prvnim experimentem byl test antiproliferativni aktivity, ktery byl proveden s vyuzitim
barveni pomoci neutralni ¢ervené. Toto barvivo se hromadi v lysozomech Zivych bunék.
Konfluentni buniky byly oSetfeny danymi komplexy po dobu 72 hodin. Poté byly barveny
zminénou neutralni Cerveni a nasledovalo zméfeni absorbance. Poté bylo mozné stanovit
zévislost viability danych bunék na koncentraci testovanych latek. Cim vice barviva bylo

extrahovano, tim vyssi absorbance byla zaznamenana a tim méné byly komplexy U¢inné a
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bunky ptezivaly. Vliv cDDP byl jiz n€kolikrat zkouman a tento komplex je také casto vyuzivan
jako latka kontrolni pro porovnani s uCinky jinych substanci. Tanaka et al., 2015 naptiklad
ziskal  hodnotu ICso pro c¢DDP po 72 hodinaich pro linii  SW-620
30,60 £ 3,50 umol-1!. Kitada et al., 2008 dosel k podobnému vysledku a to 37,20 £+ 2,31 umol-I
!. Mnou ziskana hodnota ICso pro cDDP (12,20 + 4,42 pmol-1"!) se 1isi, nicméné rozdily mohly
byt zptisobeny zvolenym barvivem. V prvni zminéné publikaci bylo zvoleno barvivo WTS-8 a
ve druhé publikaci WTS-1. Ob¢ tato barviva patii k tetrazoliovym solim, které se v buiikach
redukuji na formazanovy produkt, jez je detekovan spektrofotometricky (Chamchoy et al.,
2019). Jedna se tedy o obdobu MTT testu, ktery rovnéz funguje na principu redukce barviva
MTT na formazdnovy produkt, jeZ je extrahovdn z mitochondrii Zivych bunék a néasledné
detekovan (Ngamwongsatit et al., 2008). Kitada et al., 2008 rovnéz testoval ICso cDDP na lini
HCT-116. Dosel k hodnot& 6,61 + 1,04 umol-1"!, coz je podobny vysledek jako ten ziskany
v této praci (9,49 £ 0,21pmol-1""). V ¢lanku Serova et al., 2006 byla zjisténa hodnota ICso cDDP
po 120 hodinéch pfi pouziti MTT testu pro linii HT-29 20,00 £ 5,00 umol-I"!. V mém piipadé
byly buiiky HT-29 méné citlivé a hodnota ICso dosahovala 33,39 + 7,90 umol-I"'. Tento rozdil
vSak mohl byt zplisoben opét pouzitim jiného barviva a také dobou expozice testovanym
latkam. Vysledky pro testovany komplex (1) lze porovnat s publikaci Schmitt et al., 2018, kde
byl komplex (1) podroben antiproliferativnimu testu MTT pro linie HT-29 a HCT-116. Hodnota
ICs0 po 72 hodinach pro buiiky HT-29 byla 0,082 + 6,000 umol-1"!, v mém piipadé (1,87 + 0,03
umol-1"") nebylo dosdhnuto takovéto citlivosti vii¢i komplexu (1). Linie HCT-116 se v této
praci ukazala jako nejvice citliva vii¢i testovanému komplexu ruthenia (0,27 £ 0,02 pmol-1'),
nicméné Schmitt et al., 2018 ziskal ICso pii koncentraci 0,063 = 2,500 pmol-1". Navzdory tomu,
ze novy rutheniovy komplex nevykazuje tak vysokou antiproliferativni aktivitu jako ve
zminéné publikaci, prokazal i tak velmi dobré vysledky. Ve srovnéani s plisobenim cDDP byl
komplex (1) 4,3x efektivnéjsi na linii SW-620; dale 35,1x G¢inngjsi na bunky HCT-116 a 17,9x
ucinngj$i na buinky HT-29. Pfi porovnani sjinym rutheniovym komplexem jako tieba
komplexem ruthenia (IT) s 2-hydrazinopyridinem, zkoumanym v ¢lanku Soliman et al., 2019,
vykazuje komplex (1) podobné vysledky. Jeden ze zkoumanych rutheniovych komplexti dosahl
podobné hodnoty ICso vi¢i linii HCT-116 (0,154 + 0,006 pmol-1"'), jako zde pouzity
komplex (1). V tabulce 1 je také mozné vidét, Ze u linii HT-29 (¢cDDP) a SW-620 (cDDP) maji
vysledky vyssi smérodatné¢ odchylky. Tyto odchylky se vyskytly pravdépodobné z divodu
rustu bunek v klastrech a osetieni tedy nemuselo probé¢hnout homogenné.

Bunécné linie byly dale podrobeny testu zacelovani ryhy, kde kazda ze zminénych linii

vykazovala rozdilnou schopnost migrace zpét do mista ryhy. Buiky SW-620 a HT-29
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nedosahly vyrazného zaceleni kontrolni ryhy bez oSetieni ani po 48 hodinach inkubace.
U bunék HT-29 vysledek nebyl ptekvapivy, jelikoz nejsou povazovany za vhodny model na
tento typ testovani a ani v ¢lancich moc nebyvaji v tomto ohledu zminovany. Na druhou stranu,
buitky SW-620 byvaji vyuzivany a jsou znamé svou migracni schopnosti, naptiklad v ¢lanku
Huang et al., 2021 tato linie doséhla po 48 hodinach plného zaceleni ryhy. Lze tedy usuzovat,
migrovat u daného subklonu. V kontrastu s témito liniemi byly buitky HCT-116 velice aktivni
a vhodné pro testovani komplexu (1).

Zaucelem testovani komplexu (1) na modelu metastazujiciho kolorektalniho karcinomu
byla pouzita prave linie HCT-116, ktera ve srovnani s dalS§imi testovanymi liniemi, prokazala
nejvyssi metastaticky potencial (Ishizu et al., 2007). Vzhledem k prokdzanym vlastnostem byly
bunky HCT-116 déle oSetfeny komplexem (1) a cDDP pro porovnani. Efekt komplexu (1) byl
zaznamenany na snimcich ryhy, kde na rozdil od kontrolni zarostlé jizvy, k plnému zaceleni
nedoSlo. Komplex c¢DDP do zna¢né miry pozastavil migraci, nicméné v porovnani
s komplexem (1) ptsobil 1,6x mén¢ efektivné.

Pti testu zacelovani ryhy bylo mozné vidét, Ze neosetfené linie HT-29 a SW-620 nem¢ély
dobry migraéni fenotyp. Bunky nemigrovaly zpét do ryhy, a proto je nebylo mozné ani vhodné
vyuzit pro re-adhezni test. Naopak linie HCT-116 prokéazala vhodny fenotyp migrace a byla
vybrana dale i pro re-adhezni test. Komplex (1) prokazal zna¢ny vliv na re-adhezi bunék této
linie. Po obarveni oSetfenych bun¢k HCT-116 (oSetfené trojnadsobkem hodnoty ICso po
72 hodinach c¢DDP ¢i komplexu (1)) pomoci SRB a spektrofotometrického méfeni bylo
zjisténo, ze komplex (1) nezabranil re-adhezi u 64,56 £3,79 % bunék, zatimco cDDP
neprokdzala skoro Zadny vliv a pod jejim pisobenim re-adherovalo 95,58 + 11,71 % bunék.

Komplex (1) tedy vykazoval 1,5x G€inngj$i vliv na re-adhezi nez cDDP.
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5. ZAVER

Vlivem ¢astého vyskytu kolorektalnich karcinomt a zavaznosti tohoto onemocnéni v populaci,
byla a jsou vyvijena a testovana stale nova Ié¢iva. V minulosti byla vyvinuta fada platinovych
komplext, nicméng¢ tato 1é¢iva nejsou na kolorektalni karcinom, az na vyjimky, ptili$ ucinnd a
vzhledem k jejich vedlej§im G€inklim a vzniku rezistence bun¢k byla pozornost upiena viici
dalsim kovim. Rutheniové komplexy se zdaji byti dobrou alternativou a proto jsou
syntetizovany stale nové latky, které jsou podrobovany riznym testim. V této préaci byl
zkouman rutheniovy komplex nesouci naftopyranovy ligand.

Vliv zminéného komplexu (1) byl testovan na bunéénych liniich kolorektalniho
karcinomu s riznym fenotypem a to na liniich HCT-116, HT-29 a SW-620.

Prvnim zvolenym testem byl test antiproliferativni aktivity provedeny pomoci barveni
neutralni ¢erveni. Diky tomuto testu byly ziskany hodnoty ICso potiebné pro dalsi experimenty.
Jako srovnavaci komplex byla zvolena cDDP. Z vysledki bylo zji§téno, Ze nejvyssi citlivost
vuci komplexu (1), stejné tak i viici cDDP vykazuje linie HCT-116.

Migracni aktivita linii byla zkoumana testem zacelovani ryhy, kde se buitkky HT-29
a také necekané builky SW-620 ukézaly jako nevhodné k tomuto typu testu, jelikoZ jejich
neoSetiend kontrolni ryha nedosdhla signifikantniho zaceleni ani po 48 hodinach. Vybrané
komplexy byly tedy testovany pouze na linii HCT-116, kde byl viditelny antimigracni vliv jak
komplexu (1) tak i cDDP, nicméné komplex (1) piisobil 1,6x efektivnéji nez cDDP.

Poslednim provedenym experimentem byl test re-adheze, kde byl pozorovan vliv
komplexu (1) a ¢cDDP na re-adhezi bun¢k HCT-116, které jako jediné prokazaly vhodny
fenotyp pro tento typ testu. Komplex (1) v porovnani s cDDP vykazoval 1,5x vyssi vliv na re-
adhezi bun¢k HCT-116.

S ohledem na dosazené¢ vysledky Ize ftici, Ze u komplexu (1) byla dokazana
antiproliferativni 1 antimigracni aktivita, stejn€ tak schopnost ovlivnit re-adhezi bun¢k HCT-
116. Uvedené faktory, tedy migrace a adheze, jsou klicové také in vivo pii tvorbé metastaz. Lze
tedy predpokléadat, ze dany komplex (1) ma do budoucna potencial a zaslouzi si podstoupit dalsi
studie vlivu na buniky metastazujiciho kolorektalniho karcinomu, kdy by mohl byt v budoucnu

testovan jako mozné 1é€ivo pro tento typ onemocnéni.
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