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ANOTACE

V teoretické Casti byly shrnuty aktuédlni poznatky spojené s biologickou aktivitou komplext
pfechodnych kovil. V experimentalni ¢asti byly sumarizovany a diskutovany vysledky sedmi
uvedenych odbornych publikaci, zabyvajicich se stanovenim cytostatick¢ aktivity nové
pripravenych sloucenin vanadu, molybdenu a platiny, studiem mechanizmu t¢inku vybranych
komplexti a moznosti vyuziti grafenovych struktur pro cileny transport 1é¢iv. Ziskané vysledky
potvrdily vysokou cytotoxickou aktivitu studovanych komplexti proti Sirokému spektru
nadorovych linii, v€etné linie rezistentni viici piisobeni cis-platiny, a vysokou cytotoxicitu

testovanych nanocéstic k nenadorovym bunkam.
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TITLE

Analysis of the effect of transition metal complexes on tumor cell lines

ANNOTATION

The current knowledge connected with biological activity of complexes of transition metals
was summarized in the theoretical part. In the experimental part, the results of seven mentioned
expert publications concerning with determination of cytostatic activity of newly prepared
compounds of vanadium, molybdenum and platinun, with study of mechanism of effect of
chosen complexes and with study of possible use of graphene structures for aimed transport of
drug were summarized and discussed. Obtained results confirmed high cytotoxic activity
against wide spectrum of cancer lines, including line resistant against impact of cis-platin, and

also high cytotoxicity of tested nanoparticles to non-cancer cells.
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UvVOD

Navzdory neustalému poklesu imrtnosti, souvisejicimu s rozvojem mediciny pocatkem
90. let, obsazuji nadorova onemocnéni jedny z prvnich pfi¢ek nejcastéjSich pfi¢in imrti na
celém svété!. Chemoterapie, spolu se strategiemi, jako je chirurgické odstranéni nadoru

a radioterapie, predstavuje hlavni formu 1é¢by rakoviny?.

Zajem o pouziti komplext pfechodnych kovii jako chemoterapeutik vzrostl od objevu
cytotoxické aktivity cis-diamendichloroplatnatého komplexu (cis-platiny) Rosenbergem a kol.
v roce 1965°. Tyto komplexy mohou zaujmout celou fadu geometrii a mohou byt dale
modifikovany zménami ligandd, coz umoZziiuje vyznamnou kontrolu nad kinetickymi,
termodynamickymi a strukturdlnimi aspekty t&chto systémd*’. Modifikace ligandové sféry
komplexti pfechodnych kovii mize mit také podstatné u¢inky na dulezité farmakologické

vlastnosti, jako jsou rozpustnost, stabilita a cytotoxicita®’.

Vyvoj novych metaloterapeutik se v soucasné dobé ubird dvéma sméry. Na jedné strané
byla do klinické praxe zavedena platinova cytostatika II. a III. generace a jsou vyvijena stale
nova platinova 1é¢iva®. Na strané druhé jsou studovany komplexy obsahujici také neplatinovy
pfechodny kov. Na zéklad¢ shodnych geometrickych parametrii s cis-platinou byly studovany
i lomené metaloceny IV, V a VI skupiny periodického systému’'2. V in vivo testech na mysich
s implantovanymi  bunitkami  Ehrlichova ascitovaného tumoru byly nejicinnéjSimi

metalocendichloridy obsahujici jako centralni atom Ti, V, Nb a Mo!*1¢,

Na zéklad¢ vysledkt téchto studii bylo navrzeno i1 zadani predkladané disertacni prace.
Prace si vytkla za cil stanovit cytotoxickou aktivitu noveé ptipravenych sloucenin vanadu,

molybdenu, platiny a popsat mechanizmus jejich cytotoxického plisobeni.
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Molekuldrni regulace rastu buiky

Vznik mnohobunécného organizmu z jednobunécné zygoty je podminén mnoha koly déleni
bunky s celou fadou udélosti, které spole¢né tvoti ,,bunéény cyklus“. Tento cyklus zahrnuje
pfesné zdvojeni genomu béhem faze syntézy DNA (S-faze) a segregaci kompletnich sad
chromozom do kazdé dcetfiné buiiky v mitotické fazi (M-fazi). Somaticky bunéény cyklus také
obsahuje faze Gap, znamé jako G1, ktera spojuje dokonceni M-faze s iniciaci S-faze a G2, ktera
odd€luje faze S a M. V zavislosti na okolnich signalech mohou bunky bunécény cyklus v G1-

fazi doasné nebo trvale opustit a vstoupit do klidové faze, znamé jako GO'”.

Ptechod mezi jednotlivymi fazemi z G1 do Sa z G2 k M-fazi je regulovan sekvencni
aktivaci a inaktivaci proteinii rodiny cyklin dependentnich kinaz (CDK, zang. cycline
dependent kinases) serinu (ser) nebo threoninu (thr). Z vice nez 21 objevenych CDK jsou
nejznaméj$i CDK2, CDK4 a CDK6 pro G1-fazi, CDK2 rovnéz pro fazi S a CDK1 pro piechod
z G2 do M-faze. Tyto CDK jsou béhem bunécného cyklu stabilni. Regulac¢ni podjednotkou
CDK jsou cykliny, které jsou syntetizovany nebo degradovany b&hem bunééného déleni'®!°.
Cykliny D1, D2 a D3 jsou prvnimi cykliny snimajici mitogenni signaly a jako riistové faktory
aktivuji CKD4 a CDK6. Aktivace CDK2 je pod vlivem cyklini E1, E2 a vede k pfechodu G1/S-
faze. Behem S-faze dochazi k degradaci a nahrazeni cyklinovych proteinti E cyklinem A, ¢imz
je umoznén piechod z S-faze k mitdéze. Na konci G2-faze CDKI interaguje s cyklinem A,
pozdgji scyklinem B!'®2, Aktivita CDK je fizena tvorbou komplexu s cyklinem,
posttranslacnimi modifikacemi a interakci s jejich inhibitory jako jsou CIP/KIP (z ang. cycline
dependent kinases interacting protein/kinase inhibitory protein) a INK (z ang. inhibitors of
cycline dependent kinases). Do rodiny CIP/KIP patii protein (p) p2l, p27 a p57,
k nejznaméj$im inhibitorim rodiny INK se fadi p15, p16, p18 a p19. Klicovym mistem inhibice
proteinti INK je vazba s CDK4 a CDKG6 a zabrana vazby s cyklinem D. Oproti tomu ¢lenové
rodiny CIP/KIP se vazi na komplexy cyklinu A, E, D/CDK a potlacuji jejich katalytickou

aktivitu!'®2122,
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1.2. Molekularni regulace pS3 a p21

Jedna z nejznaméjSich kli€ovych regulaci, ktera odvraci $ifeni a existenci poSkozenych

bungk, je fizena pftes ,,strdzce genomu‘ protein pS3.

Tradi¢ni pohled na aktivaci p53 popisuje bunéénou odpoveéd v n€kolika krocich. Jedna se
o stabilizaci proteinu sekvencné specifickou vazbu na DNA s transkripéni aktivaci cilovych
gentl. Ty se podileji sna apoptoze, zastaveé bunécného cyklu, indukci senescence, opravy DNA,
antioxidaCnich funkcich nebo metabolickych regulacich celkové piispivajicich k potlaceni
nadort®*?*, Ke stabilizaci p53 ptispivaji posttranslaéni modifikace, zv14sté pak fosforylace na
serinovych nebo threoninovych zbytcich pomoci proteinovych kinédz, jako jsou ATM (z ang.
mutated in ataxia telangiectasia), ATR (z ang. mutated in ataxia telangiectasia-rad-3-related
kinase), CHK1 (z ang. check point kinase) a CHK2, p38 a dalsi. Modifikacemi v blizkosti N-
koncové domény p53, jako je fosforylace na serl5 a ser20, dochézi k vychyleni rovnovahy
zpétnovazebné regulace pomoci vazby proteinu MDM?2 (z ang. mouse double minute 2),
inhibici ubiguitinligdzové aktivity nebo nasledné degradaci p532°%°. Posttranslaéni zmény na
C-konci proteinu p53, jako napt. fosforylace p53 na ser392 stabilizujici tvorbu tetrameru
aktivniho p53, ¢imz usnadiiuji vazbu tohoto transkripéniho faktoru na specifické sekvence
cilovych genti?’-?. Dilezitym efektorem pro p53 je protein o 165 aminokyselinové sekvenci
p21. Diky specifické vazb& na CDK se rovnéz oznacuje jako p21"*/eP! (7 ang. wild type p53
activated factor/cycline dependent kinases-interacting Protein 1), téZ pojmenovany dle
kédujicho genu jako p21PKNIA (7 ang. cyclin dependent kinase inhibitor 1A)*3°. Nicméné,
protein p21 miiZze byt mimo p53 fizen i pfes pS3 nezavislé aktivace genti, jak popisuje napf.
studie od Mullan a kol. z roku 2006, kde u nadorti rakoviny prsu a vaje¢nikti dochazi k expresi

p21 bez tcasti p53°!.

Pii poskozeni DNA dochézi k inhibici fosforylace pRb (z ang. retinoblastoma protein)
CDK2,4/cyklinem D. Dochazi k uvolnéni E2F (z ang. E2 transcription factor), ktery aktivuje
p16 s naslednou up-regulaci p53. E2F rovnéz piisobi na regulaci p21°2. Aktivace p21 inhibuje
CDK2/cyklin E a brani prechodu buiiky z G1-faze do S a replikaci DNA. Stejné tak pisobi
1 inhibice kindzové aktivity komplexu CDK1 a 2/cyklin A. Nadmérnad exprese p21 muze

eventualng inhibovat CDK1 a zastavit pfechod bunééného cyklu v G2/M fazi>.

Mnozstvi proteinu p53 a p21 je v buitkkdch down-regulovano signalizacni drahou STAT

(z ang. signal transducer and activator of transcription proteins). STAT signalizacni cesta
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indukuje expresi n¢kolika proteint, jako jsou Bcl-2 (z ang. B-cell lymphoma 2), Bel-XL (z ang.
B-cell lymphoma), cyklin D1, c-myc (z ang. cancers myelocytomatosis) a dalsi, které
antagonizuji p53. Nadmérnd exprese STAT blokuje zastavu bunééného cyklu v Gl-fazi,
potlac¢uje mnozstvi p21 v mnoha typech rakoviny a podporuje proliferacni potencial bunck.
Pokud dojde k nadmérné aktivaci STAT u nadorovych bunék, nastane nekontrolovatelné déleni

a mnozeni daného nadoru’*.

Interakce p21 se STAT signaliza¢ni dréhou miize mit ale 1 proapopticky ucinek. Pozorovat
ho mizeme po inhibici proteinti, jako je Bcl-2, c-Flip (z ang. cellular FADD-like IL-1(-
converting enzyme)-inhibitory protein), Bcl-XL, coz vede k usnadnéni apoptické smrti bunék.
Bylo rovnéz prokazano, ze protein p21 aktivuje St€peni bunky pomoci efektorové kaspazy 3

a timto postupem pfispiva k indukci apoptdzy nadorovych bungk?>.

Protein p21 je negativné ovliviiovan také skrz cestu RAS (z ang. rat sarcoma), jejim
vykonnym efektorem je RAF (z ang. rapidly accelerated fibrosarcoma). V pfitomnosti
rustovych faktorii RAF up-reguluje mitogeny aktivované proteinkinazy (MAPK, z ang.
mitogen-activated protein kinases) a podporuje proliferaci bun¢k probuzenim transkripcnich
faktort. Nizké davky RAF jsou dostatecné také pro aktivaci cyklinu D1 a reparaci DNA diky
zvyseni fosforylace pRb a vstupu do S-faze*®. Dalsi zplisob inhibice p21 zahrnuje sniZenou

expresi E2F anebo chybéjici funkénost proteinu E2F*7.

Pifi poruSe bunécného déleni mize dojit k rozvoji nadoru. Pro vznik nédorového
onemocnéni jsou definovany dvé tfidy genil, podilejici se na rozvoji karcinogeneze, a to
onkogeny nebo tumor supresorové geny. Aktivace onkogent se podili na iniciaci, progresi
a tumorgenezi. Geny potlacujici nddory se podileji na tvorbé nddori po muta¢nich zménach

nebo neaktivaci?*.

1.3. Mutace tumor supresorového genu p53

Nejcastéjsi genetickou zménou spojenou s aktivaci nddorového bujeni je mutace (mut)
supresorového genu pro protein p53°%. Krom ztraty nadorové suprese ziskava buiika s mutp53
tzv. onkogenni zisk z funkce (GOF, z ang. gain of function) ptispivajici k maligni transformaci,

zvyseni poctu bunék, invazi, chemorezistenci a metastatické schopnosti*’. Akumulace mutp53
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a GOF je pro mnoho aspektd tumorgeneze rozhodujici Souhrnny ucinek mutp53 na

bunécné linie je zndzornén na obrazku 1.

Bunécna proliferace

Bunééné migrace
Preziti bunek

/ @ Bunééna invaze

Metabolizmus rakoviny

. Tkanova architektura
Chemorezistence

Obrdazek 1 - Role mutantni p53 (mutp53) v tumorgenezi. Prevzato a upraveno®.

Somatické mutace p53 jsou v téméf kazdém typu rakoviny v davkéach od 28 do 50 %, tak
jako tomu je u karcinomu ovarii, esofagu, kolorekta, hlavy a krku a rakoviny plic. Z 5 % se
somatické mutace vyskytuji uprimarni leukémie, sarkomu, rakoviny varlat, maligniho
melanomu a rakoviny délozniho ¢ipku. Obecné jsou mutace Castéjsi v pokro€ilych fazich
onemocnéni nebo v subtypech rakoviny s agresivnim chovanim**°. Somatické mutace jsou asi
ze 3 — 5 % na cytozinu postreplikacné methylovany pomoci methyltransferazy. Vznikly 5-
methylcytozin je méné stabilni neZ cytozin a podléha spontdnni deaminaci na thymin a chybé
v genetickém kodu. Rozvinuti vlastniho nddorového bujeni pak podporuji také volné radikaly

kysliku a dusiku, vznikajici ze zanétlivych prekurzorii*®.

Vlastnosti mutp53 je schopnost hromadit se v buiice v takovych koncentracich, které
dokonce dévaji pozitivni vysledky pii imunohistochemickém barveni. Mutp53 ztraci ve
srovnani s p53 transkripéni aktivitu, ale bylo prokazano, ze prostfednictvim vazby na TAp63
a TAp73 (z ang. transcriptional aktivator) miize dojit ke kompenzaci nékterych potlacenych
funkci. Mutp53 se tak muiize podilet napt. na regulaci struktury chromatinu pro regulaci exprese
nékterych proteinii*’. Jednou ze slibnych strategii pro 1é¢bu rakoviny se ukazuje destabilizace

mutp53 a tim souvisejici redukce GOF v tumorgenezi*

Na degradaci p53 panovalo do roku 2004 dogma, kdy ptrevladala degradace vlivem E3
ubikvitinligdzové aktivity diky proteinu MDM2. MDM2 je klicovy negativni regulator pro p53.
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Nicméné, samotny MDM?2 protein spadd do rodiny proteinil, které jsou regulovany p53.
U degradace p53 dochazi k vytvoreni zpétnovazebné smycky MDM?2 proteinu s p53. Mutace
na p53 snizuji interakéni schopnost k MDM2. Naruseni smycky degradace mutp53 byla
vysvétlovana jako hlavni pfi¢ina akumulace mutp53 v nadorech*®*. Tento fenomén byl viak
zpochybnén po experimentu s ,,.knock-in“ mySmi, kde bylo zjiSténo, ze k akumulaci mutp53
dochazi nejen vyhradné v nadorové tkani, ale ke hromadéni dochdzi i ve tkani zdravé®®, coz
podporuje GOF pfi samotném vyvoji nadoru a snizuje preziti bunék’!. K potvrzeni doslo i po

in vivo studii, ktera potvrzuje, Z¢ MDM2 mtize ubikvitinovat a degradovat i mutp53°2.

Pii nadorovém bujeni krom& mutace p53 dochazi k oslabeni signalizace dalSich
mechanizmi, véetné nadmérné exprese regulatort, jako je zmiflovanda MDM2, pak MDM4,
Copl (z ang. constitutively photomorphogenic 1), Trim32 (z ang. tripartite motif-containing
protein)*®>3. Je znamo, Ze vétsina supresorti je deaktivovana deleci, mutace na p53 jsou vsak

zplisobeny chybou, kterd vede ke vzniku mutp53 se substituci jedné aminokyseliny>*.

1.4.Nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou celosvétovym problémem, ktery je druhou nejcastéjsi pri¢inou
Gmrti®. B&hem let 2005 az 2015 vzrostla incidence nadorového bujeni o 33 %6, V roce 2015
byla rakovina diagnostikovana na celém svété v 17,5 milionech pfipadl, pficemz doslo
k 8,7 milioniim tmrti osob. I pies klesajici umrtnost a vzestup pétileté relativni miry pteziti jsou

moznosti 1é¢by stdle omezené®’.

1.5.Lécba cis-platinou

V roce 1978 schvalil Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv cis-platinu jako prvni platinovou
slouc¢eninu uzivanou jako chemoterapeutikum a od t¢ doby se zacala hojn¢ vyuzivat pti 1€cbé
rizného spektra rakoviny. Preklinickym hodnocenim proslo nékolik tisicovek analogl cis-
platiny, avSak jen nckolik mdlo desitek proslo klinickym testovanim a pouze karboplatina

s oxaliplatinou dosdhly celosvétového schvaleni pro 1é¢bu rakoviny®°.
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Nejéast&ji vyskytujicim se typem rakoviny je karcinom plic®. I navzdory nezadoucim
ucinkiim, zahrnujicim rendlni poskozeni, je jeho klicova lécba zalozena na cis-platiné

a karboplating, zejména diky jejich silné antitumorové aktivité proti tomuto typu nadoru®’.

Nejcastéjsim nadorem, na ktery umiraji Zeny po celém svété, je rakovina prsu. I zde nasla
cis-platina své uplatnéni pii 1écbe, kdy se soustied'uje na cytotoxicky efekt rychle se délicich

bungk®>6,

Léceni cis-platinou je uzito u zZen 1 pii terapii karcinomu vajec¢niki, ktery patii mezi nejvice
mortalitni nddory z gynekologickych nadort a to hlavné z diivodu pozdni diagnostiky. V 1é¢bé
jako prvni dochazi k chirurgickému odstranéni naddoru a po ném nasleduje kombinace cis-
platiny s taxanem. Tento model je pro prvni vinu onemocnéni velmi u¢inny, avsak lécba je
omezena recidivou az u 75 % piipadi. BohuZzel u recidivujicich pacientek dochdzi k rezistenci
na cis-platinu®. Jako hlavni 1é¢ba je pak, i pies nezadouci uéinky, pouZita znovu cis-platina,
tentokrét ale v kombinaci s trichostatinem A nebo 5-aza-2'-deoxycitidinem®, s ferinem® nebo

medonosnym jedem®’.

Dal8im lécebnym cilem cis-platiny je karcinom skvamoznich buné€k hlavy a krku s vice nez
600 000 novymi pacienty rocn¢, pfiCemz celkova mira pteziti se béhem poslednich desetileti
piili§ nezménila. Toto maligni onemocnéni je stale spojeno s vysokou smrtnosti®®. Samotna cis-
platina neni v 1écbé Gc¢inna, proto se aplikuje v kombinaci s methotrexdtem, vinblastinem,

doxorubicinem a nebo gemcitabinem®-’°,

Své misto nasla i jako chemoterapeutikum u nadortt mozku, kde se pouzivala pro 1€cbu
rekurentnich nador’”!, pouzivd se u rakoviny zaludku’? nebo rakoviny analniho ptvodu”
a leukémie’. Uplatnéni nachazi také v boji proti sarkomiim, rakoviny mékkych &4sti, kosti,
svall, solidnich nddort hlavy a krku. Diky svym vlastnostem si ziskala své misto v 70. letech
také pii 16¢bé rakoviny zarodeénych bungk®7”.

7678 4 zndzornén na obrazku

Mechanizmus piisobeni cis-platiny je velmi dobfe prozkouman
2. V poslednich letech je pozornost védcli zaméfena na objasnéni mechanizmu vzniku
rezistence nadorovych bun€k k cis-platin€ a jeji inhibici. Je znamo nékolik membranovych
transportérii platinovych sloucenin, které jsou analogické s MDR1 (z ang. multidrug resistance
protein 1), téZ zvaného jako p-glykoproteinu. Zahrnuji se sem i efluxni ATP4zy napi. MRP
(z ang. multidrug resistance-associated protein 1) a transportéry rozpusténych latek, jako jsou
CTRLI (z ang. copper transporter 1), SLCs (z ang. solute carrier), AQP2 (z ang. aquaporine 2)

a dalsi’*. Je prokazano, Ze k rozvoji rezistence na cis-platinu piispiva degradace CTRLI
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tranportéru v lidskych buiikach®!. Naopak buiiky se zvySenou expresi CTRLI1 vykazuji
zvysSenou akumulaci cis-platiny a zvySenou citlivost k lé¢ivu. Do mechanizmu rezistence
tumorti na cis-platinu zasahuje i transmembranovy protein TMEM205 (z ang. transmembrane
protein). U bun¢k na cis-platinu rezistentnich bylo prokdzano, Ze jeho zvysSené mnoZzstvi
inhibuje vstup cis-platiny do intracelularniho prostoru buiiky. Z tohoto divodu je TMEM205

identifikovan jako biomarker v chemoterapii cis-platinou’®.

[ ]

Oxidativni stres

ROSt GSHY

Chyba

Oprava DNA opravy DNA

Zastaveni
S G
bunécného cyklu

v 4 N
[ Mitochondrie ]1— Bax? PUMA Casp 6/y+ FLIPJ Bclxd p3SMAPK4 JNKt

Cyt-C

v

Apaf-1

Casp9

Casp 3 Apoptdza

Obrazek 2 - Zndzornéni mechanizmu ucinku cis-platiny. Prevzato a upraveno’.

Dals§im problémem v Ié¢bé pacientii cis-platinou je jeji toxicita vlivem reaktivnich druhti
kysliku (ROS, zang. reactive oxygen species), a to zejména vuci buitkam srdce, jater
aledvinam. Je ale prokazano, Ze tvorba oxidacniho stresu je pro cis-platinu jednim
z mechanizmu ptsobeni. Buniky maji za normélnich podminek vyvinutou kontrolu pro redukci
vznikajicich hydroxylovych radikali, na které se vyznamné podili redukovany glutathion
(GSH), superoxiddismutaza a kataldza. Za podminek oxida¢niho stresu antioxidanty nestaci,

nadmérné mnozstvi ROS poskozuje bunécné struktury (proteiny, lipidy, DNA), které vedou
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k 1ézim pfispivajicim karcinogenezi. Primarnim cilem oxida¢niho stresu po cis-plating je
mitochodriom. Dochazi ke ztraté mitochondrialni sulthydrylové skupiny proteinti, kdy dochazi
k inhibici absorpce vapniku, kterd se v disledku projevi poklesem potencialu mitochondrialni
membrany®?. Tato role ROS ve vnitini aktivaéni draze apoptdzy ma za nasledek snadnéjsi
uvolnéni cytochromu c a aktivaci stabilizujicich bilkovin Bcl-2 a Bel-XL stejné jako inhibici
destabilizujicich proteinti®. Po cis-platiné mézou byt do w¢inkéi ROS zahrnuty i procesy
vedouci k aktivaci drahy vnéjsi indukce apoptdzy. Aktivace je zprostfedkovana po vazbé FAS
ligandu (z ang. first apoptosis signal) a generaci ROS. Zapojenim FAS dochazi ke vzniku FAS-
asociovaného proteinu s kaspazou 8 a aktivaci vn&jsi apoptické kaskady®*.

Toxicita cis-platiny, zejména pak nefrotoxicita, souvisi s poklesem intracelularni
koncentrace GSH a proteinti vazanych na SH-skupiny. GSH musi byt v bunice udrzovan
v redukovaném stavu, tomu napomahd nikotinamidadenindinukleotid (NADH), ktery ale
s lécbou pomoci cis-platiny klesd. Vycerpani GSH a NADH vede k inhibici nékterych
dehydrogenéz, odpojeni oxidativni fosforylace, tvorbé hydroxylovych radikalt a oxida¢nimu
stresu. Nastava autolyticky proces, ktery vazné poskozuje bunéénou membranu®®. P¥ilis vysoké

koncentrace ROS mohou vést v kone¢ném disledku k nekroze ¢i autofagii®®.

W r

1.6.Piechodné kovy v 1é¢bé nadorového onemocnéni

Kvuli vzniku stale castéjSich nezaddoucich uc¢inkti po 1écbé cis-platinou a vzniku
chemorezistence je velky prostor zkoumani vénovan cytotoxického tcinku sloucenin s jinym
pfechodnym kovem neZ je platina. Jednou ze zkoumanych skupin jsou lomené metaloceny,
které¢ by mohly byt vhodnou alternativou k cis-platiné. Metaloceny jsou komplexy obsahujici
piechodny kov a dva cyklopentadienylové (cp) ligandy koordinované v sendvicové struktuie®’.
V dne$ni dob€ je znamo, ze cp kruh je aktivni fragment, ktery v biologickych tekutinach
vykazuje in vitro 1 in vivo protinddorové a antiproliferacni schopnosti, navic se ukazalo, ze

u bunék zplisobuje také oxidaéni poskozeni®®.

Prvni vyznamnéd sloucenina, kterd proSla slibnym preklinickym hodnocenim, byla
sloucenina titanu, budotitan (komplex [cis-diethoxybis-(1-fenylbuthan-1,3-dionato)titanicity]).
Bohuzel se ale uz nedostal do klinického testovani®. Oproti tomu titanocendichlorid (Cp2TiCly)

sice vykazoval stfedni antiproliferaéni aktivitu in vitro, ale velmi slibné vysledky in vivo®*°!.
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Klinické testovani bylo zastaveno az ve II. fazi u pacientl s metastazujicim karcinomem

ledvinnych bunék®?, nebo metastazujici rakovinou prsu, kde odezva na 1é¢bu byla velmi nizka®.

Titanocenové derivaty patii obecné k nejprozkoumanéjsim. Jsou u nich popsany substituce

aminokyselinami®*®*, byly syntetizovéany a in vitro testovany benzyl-substituované®®?’

¢l ansa-
titanocenové derivaty’®. Pripraveny byly také sloudeniny s modifikaci na cp kruhu napf.
s alkylamoniovymi substituenty’®”?. Hydrolithiace 6-anisyl fulvenu a nasledné reakce s TiCls
vedla ksyntéze komplexu bis-[(p-methoxybenzyl)cyklopentadienyl]dichlorotitani¢itého
(Titanocen Y, Schéma 1) s hodnotou polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace (ICso) 21 uM na buiikéach

renalniho karcinomu'%.

R
H 2LiBEt5H | _ TiCl,
A —_— i
Et,0 H THF N
/N -2BEt, @ -2LiCl(s) i Cl <

R

Schéma 1 - Syntéza Titanocenu Y. Prevzato a upraveno'”.

Cytotoxicita titanocenovych komplexd je v korelaci s jejich strukturou. Naznacen je
1 mechanizmus cytotoxického ptsobeni. Dle studii je prvnim krokem v mechanizmu u¢inku
vstup do buiiky zprostiedkovany pies transportni bilkovinu transferin'®!. V dalsi fazi dochazi
k vazbé ionta titanu k DNA anebo k interakci s proteiny nebo enzymy (Obrazek 3), po kterych

néasleduje bunée¢na smrt!'0%1%,
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Obrazek 3 - Ucinek titanocenovych derivatii na busiku. Prevzato a upraveno™”.

Spolecné s derivaty titanu byly za ucelem zkoumani cytostatického tcinku syntetizovany

obdobné komplexy obsahujici jiné kovové centrum.

Ve fazi preklinickych testh byly derivaty zirkonu. Vyznamné cytotoxické uc¢inky na
nadorové buiiky byly nalezeny pouze u zirkonocenového derivatu s alkylamoniovym ligandem

a komplexu Zirkonocenu Y'%:1%_ Uplné& nejvyssiho antikarcinogenniho téinku bylo dosazeno
7

u derivatu ansa-zirkonocenového komplexu na linii bunék ovarialniho karcinomu!?’.
Dale byly zkoumany i Cu(Il) komplexy pusobici jako mimetika superoxiddismutazy, diky

¢emuz dochazelo ke snizeni oxida¢niho stresu!®

. Nicméné ve spojeni s thiokarbamaty se
zjistilo, Ze jejich ucinek vede spiSe k tvorbé proteazomi a apoptdze, pripadné u komplext

Cu(II) s kyselinou benzoovou nebo oxalovou byl i prokazan antiproliferativni efekt!?’.

Na pocatku 80. let 20. stol. se ukazalo, Ze cytotoxické vlastnosti vykazuji i antirevmaticka
ginidla se zlatem jako centralnim kovem, jako je napt. auranofin!!’. Od té doby byly studie

roz§iteny o fosfinové, karbenové a dithiokarbamétové ligandové systémy!'!!. I pres slibné

1%

cytotoxické vysledky komplexii zlata piedstavuji komplexy na bazy ruthenia uspésnéjsi tiidu

protinadorovych latek!'!!13,

22



Vhodnymi komplexy s cytotoxickou aktivou se ukézaly byt komplexy Ru(II) a Ru(III). Do
klinickych studii se dostaly tfi komplexy NAMI-A, KP1019 a KP1339'"*, Mechanizmus
ptsobeni téchto komplexi je pfipisovan jejich vazbé na transferin, kde jim je ptes transferinové
receptory umoznén vstup do bunék''*. Dalsi studie popisuje jako vhodnou transportni bilkovinu

pro rutheniové komplexy albumin''®

. 'V bunkéch je popsan také mechanizmus uc¢inku Ru(II)
komplexii obsahujici jako ligandy areny a chloridy, kdy dochazi k vazbé na histony a zdbrané

rastu nadoru''®.

Velky uspéch znamenalo propojeni cytotoxicky aktivniho metabolitu tamoxifenu
s ferrocenem!!”"!13, Po ofetfeni bun&k rakoviny prostaty se ukdzaly byt velmi u¢inné komplexy
ferrocenu konjungované se steroidy nebo nesteroidnimi androgeny'!®. Mechanizmus uéinku
bude pravdépodobné zaméien opet na produkci ROS nebo se bude spoléhat na elektrofilni

vlastnosti ferrocenu'??,

1.6.1. Biologické u¢inky molybdenu

Molybden je pro lidské télo esencialnim prvkem patiicim do VI skupiny pfechodnych
prvki s elektronovou konfiguraci [Kr]4d>5s!. Nejéastéji se vyskytuje v oxida¢nim stavu Il a VI,
nicméné v organizmu neni zanedbatelny ani oxidaéni stav IV a V!2!. V t&le je uloZen v kostech,
7lazach, jatrech a ledvinach!?2. Nejnovéjsi in vitro studie ukazuje, Ze by se také mohlo jednat
o biorozloZitelny material s postupnou ztratou hmoty s konstantni degradaci'?*. Molybden se
fyziologicky vtéle podili na tvorbé aktivniho mista metaloproteinli, jako je napf.
aldehydoxiddza nebo sulfidoxiddza, ucastni se purinového katabolizmu, stimulace
proteosyntézy a rustu téla. V téchto enzymatickych reakcich ptechdzi molybden mezi

oxidaénimi stavy IV a VI'?>124,

Do lékaiskych aplikaci molybdenu spada 1é¢ba anémii, posileni imunitnich reakei,
uplatnéni nachazi v 1é¢bé diabetu. Molybden disponuje také antibakterialni toxicitou, kdy bylo
nove zjisténo, ze 1 proti rezistentnim bakteriim se zachovanim biokompatibility podavanych
piipravkll. Pozornost je rovnéz zaméiena i na protinadorovou 1é¢bu'?>1?°, Postupné byly
vyzkouseny halogenidy, oxidy, karbonyly a hybridy anorganicko-organickych
molybdenii'?®!?’, Vyznamnou skupinu pak tvoii koordinované slou¢eniny molybdenocentl, jez

svymi mechanizmy dokazi produkovat vysoké mnozstvi ROS. Ty jsou schopny porusit
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rovnovahu systému vedouci k poskozeni DNA, k tvorbé zesitovani proteini, k peroxidaci

lipidii a iniciaci signalnich cest v buiice vedoucich k bun&éné smrti'?,

1.6.2. Cytotoxické ucinky molybdenovych komplexi

Po objevu antitumorové aktivity molybdenocendichloridu manzely Kopfovymi se
objevilo mnoho praci zkoumajicich mechanizmus plsobeni na bunééné linie dané
do souvislosti s hydrolyzou komplexu'?*!3°. Oproti ostatnim metaloceniim vykazuje tento

metalocenovy fragment ve fyziologickém prostiedi velkou stabilitu'3!.

V poslednich dvou desetiletich bylo popsano nékolik modifikovanych derivata
molybdenocenu. Tyto modifikace vykazuji zlepSené vlastnosti vyznamné pro biologické
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aplikace, nicméné piesny efekt mechanizmu ucinku neni znam'°“. Vychozi sloucenina byla

obohacena napt. karboxylatovymi skupinami'3%!3

, byly pfipraveny benzyl-substituované
molybdenoceny, které vykazovaly hodnoty ICso podstatné vysSi, nez byly naméfeny
u titanocenovych analogl. Zac¢lenénim jednoho ¢i vice halogenidovych substituentl k t€émto
molybdocenovym komplextim dochézi ale ke zlepseni hodnoty ICso'**. U alkylhydrazonovych
derivatii komplextit Mo(IV) bylo prokazano, ze cytotoxicita je pfimo umérnd davce kovového
komplexii. Na mechanizmu plsobeni se znac¢n¢ podili chelatace s castecnym kladnym nabojem
na kovovém iontu sdileném s atomem donoru ligandu, kde dochézi k delokalizaci chelatovych
prstencti m-elektronem, ¢imZ se snizuje polarita kovového iontu. To miize zvysit lipofilitu
kovového centra, ktera komplexim umozni u¢inné proniknout pies lipidovou vrstvu bunécné

membrany a narusit dychaci proces v buiice'*

. U dioxomolybdenovych komplexti s ONO-
donorovymi aroylhydrazonovymi ligandy byla prokézana slaba vazba k ct-DNA a in vitro
cytoxicka aktivita proti bunéénym liniim colorektdlniho karcinomu a buitkam cervikalniho

karcinomu'3°.

Objevuji se také komplexy obsahujici heterobimetalicky systém, kde se predpoklada

synergicky cytotoxicky tcinek obou kovi. Jedny z nejvice prozkoumavanych komplexa jsou

t137—139

slou¢rniny Au, Ru, Ag, P , ale objevuji se pravé také 1 nové komplexy obsahujici jako

jeden z centralnich kovii molybden!4%-14!,

Trendem dnesni doby je syntéza nanocastic s molybdenem, jako jsou napi. kiemikové

nanoéastice s molybdenovymi klastry Mogls**, u kterych dochazi k tvorbé singletového kysliku
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a k cytotoxickému piisobeni po fotosenzitivizaci na buiikach rakoviny hrtanu'#?. Dalsi studie
odhalily cytotoxicitu ¢astic oxidu molybdenového proti buitkam rakoviny kiize. Bylo zjisténo,
ze nanocastice indukuji mitochondriomem zprosttedkovanou apoptozu fizenou apoptotickymi
geny, jako jsou BAX (z ang. B-cell lymphoma -2-associated X protein) a Bel2. Molybden, ktery
je kofaktorem vétSiny metabolickych enzymt, mohl také vyvolavat selektivni internalizaci
nanocastic, coz by mohlo nésledn¢ zménit granularitu cytoplazmy a nasledné¢ vést opét
k mitochondrialng zprostiedkované apoptoéze'®. Dalsi autofi potvzuji cytotoxicky ucinek
téchto Castic az pii vysSich koncentracich za produkce ROS a snizeni antioxid¢ni aktivity
antioxidaénich enzymii'*. U nano¢astic obsahujich molybden ve form& MoS, byla pozorovana
zvySena aktivita superoxiddismutdzy a produkti peroxidace lipidi, zatimco aktivita katalazy
a glutathiontransferazy spolecné s mnozstvim GSH byly sniZzeny. Mnozstvi ROS koreluje

s velikosti, tvarem, povrchem a chemii Castic se zapojenim do bunécné smrti, proliferace

a diferenciace!*®.

1.6.3. Biologické ucinky vanadu

Vanad je piirodni prvek 5. skupiny s elektronovou konfiguraci [Ar]3d*4s? s vyskytem ve
dvou pfirodnich izotypech 'V, 3°V.1% Typické pro ngj jsou oxidaéni stavy II az V, vyjimeéné
I a -I. Vanad (V) ma nestéalé stereochemické vlastnosti a miize tvofit koordinacni komplexy
v rozsahu geometrie od oktaedralni po trigonalnilni bipyramidy ¢i pentagonalni pyramidy.
Komplexy mohou vykazovat riiznou termodynamickou stabilitu a kinetickou inertnost!46-148,
Kovové ionty reguluji celou fadu esencialnich bunécénych procesti s vysokou specificnosti
a selektivitou. Vanad v anorganické podobé piisobi chemoprotektivnim ucinkem proti
chemicky indukované tumorgenezi tim, Ze potlacuje tvorbu reaktivnich metabolitii odvozenych
od karcinogenu, detoxikuje a eliminuje reaktivni meziprodukty specifickou indukci
antioxidacnich a xenobiotickych metabolizujicich enzymii. Vyhodou vanadu je chemicka
podobnost s fosfatem, schopnost vytvafet polyoxovanadaty akomplexy s molekulami

biologického vyznamu jako ATP, rib6za, GSH'®.

Vanad vykazuje farmakologicky potencial spojeny s 1écbou diabetu mellitu pti peroralnim
podani metavanadatu sodného, orthovanadatu sodného a vanadylsulfatu. Je zjiSténo, Ze ma
inhibicni  G¢inky na  glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazu, lipoproteinovou lipazu,

tyrozinfosfatazu, gluko6za-1-fosfatdehydrogenazu, glykogensyntetazu, adenylatcyklazu,
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cytochromoxiddzu. Naopak stimuluje funkci Na/K—-ATPazy, H/K-ATPazy, myozinAPTéazy,
adenylatkinazu, fosfofruktokindzu a cholinesterazu. Témito ucinky nachazi uplatnéni jako
antihyperlipidemikum, antiobezitikum, antihypertenzikum, disponuje diuretickym efektem

a zvysuje afinitu kysliku ve tkanich!>%11,

Vysledky ukazuji, Ze vanad pozitivné ovliviiuje metabolizmus bunék, glukézovou
nesnasenlivost a jaterni glykogensyntetdzu. Po oSetfeni vadanovymi komplexy byl prokazan
vliv na obnoveni normdlnich hladin mRNA klicovych metabolickych jaternich enzymi
glykolyzy, jako je fosfoenolpyruvatkarboxykinaza, glukokiniza a L-pyruvatkindza'>?. Pfi
ovlivnéni diabetickych mysi komplexy obsahujici V(IV) a V(V) byla pozorovana up-regulace
glutathionperoxidazy a kataldzy. Vysledkem je podpora potlaceni glykolyzy v jatrech
a glykogenogeneze. Mezi dalsi enzymy, které byly vanadovou slouceninou, konkrétné
vanadatem sodnym, ovlivnény, je plicni 6-fosfoglukonatdehydrogendza, pyruvatkinaza
a glulathionperoxiddza.  Vy8§i  davky zvySily 1  ladktatdehydrogendzu  (LDH)
a glutathionreduktazu'>. Zvyseni aktivity LDH ma za nasledek inhibici Warburgova efektu,
jehoz princip je zalozen na odlisné utilizaci glukozy. Walburgtiv efekt spoc¢iva u nadorovych
bun¢k ve zvyseni meziproduktd glykolyzy a pyruvatu. Tato draha je odklonéna od citratového
cyklu a vznikajici pyruvat je udrzovdan mimo oxidacni metabolizmus a z valné¢ vétSiny

t154

preménén na laktat™>”. Vlivem mitochondridlni poruchy metabolizmu u nadorovych bunék je

nastavena preference anaerobni glykolyzy i za aerobnich podminek'#.

Dalsi potvrzenou charakteristikou u¢inku vanadu je jeho vliv na kmenové bunky. Ve
studiich byl ohlaSen oxid N,N-bis(salicyliden)-o-fenylendiamin vanadicity komplex, ktery
zvySuje schopnost diferenciace osteoblastii prostfednictvim aktivace signalni drahy ERK
(z ang. extracellular signal-regulated kinases). Kromé toho tato aktivace souvisi se zvySenim
transkrip¢ni aktivity NF-xB (z ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells)!®>. Stejny wcinek byl pozorovan i u bis(peroxo)vanadi¢nanu, inhibitoru

fosfotyrozinfosfatazy, po kterém dochazi k indukci myogennich bungk!>®.

1.6.4. Cytotoxické acinky vanadu

Bunééna odpovéd na pouziti vanadovych komplexti je oproti napf. molybdenovym

komplextim vice popsana a mechanizmus jejich piisobeni na bunécné linie je do jisté miry
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castecné odhalen. Na zaklad¢ rozsdhlého vyzkumu se vanad jevi jako slibny prvek, ktery
inhibuje karcinogenezi diky pleiotropnim G¢inkim. Vanad ma velky vyznam nejen pfi prevenci
vzniku naddorového bujeni, ale také piijeho samotné 1€cbé. Brani proliferaci nadorovych bunék,
indukuje apoptdézu a omezuje invazi a metastaticky potencial neoplastickych bunék. Na
bunécnych liniich endocervikalniho adenokarcinomu spojeného s papilomavirem, na buiikéch
lidského hepatocelularniho karcinomu a epiteliarnich buinikach lidského hepatoceluldrniho
karcinomu bylo prokdzano, ze mechanizmus oxidovanadovych sloucenin zasahuje do
bunécného cyklu a blokuje jej v GO/S fazi, ¢imz dochdzi k depolarizaci mitochondridlni
membrany a nasledné apoptéze'>’. Shrnuti dosavadné zjisténych u¢inkd vanadu je na obrazku

4.

I pfes rozsahlé ucinky vanadu v malignich bunikdch je jeho primérnim cilem aktivace
apoptické drahy. Zkoumany byly vanadylové komplexy, u kterych bylo prokdzano zvyseni
hladiny ROS doprovazené sniZenim mnozstvi poméru redukovaného glutathionu k jeho
oxidované formé¢, podilejici se na poSkozovani sarkomovych bunék. Vysledkem je pak zastava

158 Rovnéz se ukazalo, Ze vanad

bunécného cyklu a aktivace kaspazy 3 néasledovana apoptézou
ma vliv na expresi proteini regulujicich apopticky proces, jako je Bcl-2 a BAX. Navic
u ortovanadatu byla zjiSténa up-regulace fosforylované formy proteinu RET/PTC1 (z ang.
proto-oncogene encodes a receptor tyrosine kinase associated with papillary thyroid carcinoma)
a PI3K (z ang. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase) signalizacni drahy.
V souvislosti s popsanymi zménami doSlo k fragmentaci DNA a ztrdté potencialu
mitochondridlni membrany'®. Pfi zkoumdni VOSOs; na nadorovych buikach
transformovanych keratinocyti z dospélé lidské kiize byla zastavena proliferace bunck
zapticinénd down-regulaci cyklinu D1 a E, E2F a inhibitort kindz zavislych na cyklinech p21
ap27 spolecné s indukci apoptdzy, to vSe v zavislosti na pouzité koncentraci. K dal§im Gi¢inktim
patii opét spusténi apoptdzy spojené s up-regulaci onkoproteinu a zménou poméru

antiapotickych k proapoptickym ¢lentim rodiny proteint Ble-2'°.
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Obrazek 4 - Ucinky vanadovych sloucenin na bunécné linie. Prevzato a upraveno'.

Slouceniny vanadu také snizuji expresi proteinovych tyrozinfosfataz, coz jsou geny urcené
pro opravu DNA genli spojenych s mikrotubuly. Navic dochazi i ke zvySeni exprese
proapoptickych medidtord, jako je BAK (z ang. B-cell lymphoma antagonist/killer 1), AIFM
(z ang. apoptosis inducing factor mitochondria associated 1)'%2. Dalsi studie popisuje in vitro
indukci zastavy bunécného cyklu v G2/M-fazi, snizeni mitochondrialniho membranového
potencialu bunék lidského hepatocelularniho karcinomu, a tim navozeni apoptézy'®. Castym
cilem vanadovych sloufenin jsou genové sekvence. Ve studii zaméfené na bunky
adenokarcinomu plic A549 a bunky prsniho karcinomu epitelidlnich bunék MCF-7 vysledky
ukazuji, Zze vanad vyznamné¢ sniZuje Zivotaschopnost rakovinnych bunék snizenim exprese H-
RAS (z ang. harvey rat sarcoma viral oncogene homolog) a MMP2 (z ang. matrix
metalloproteinase) vedouci opét ke zvysené indukci apoptézy zprostiedkované diky ROS'®,
V souvislosti s timto zjiSténim mize vanad regulovat signaliza¢ni drahu STAT. Data ukazuji,

ze aktivace této drahy vanadem vede ke snizeni receptoru Mpl (z ang. myeloproliferative
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zpétnovazebny mechanizmus nésledovany aktivaci STAT.

Spole¢né s indukci apoptdzy by vanad mohl in vitro i1 in vivo soucasné inhibovat autofagii
v lidskych bunkéach hepatocelularniho karcinomu. Data ukazuji, Ze efekt inhibice autofagie
nahrava proapoptickému ptisobeni. Po piidavku ortovanadatu sodného k autofaginnimu
inhibitoru 3-methylendiaminu byl zjiStén pokles autofaginniho procesu a v buiikach byla

indukovana apoptéza'®

. Autofaginnni inhibitor 3-methyladenin vyznamné¢ inhiboval zvySeni
hemoxygendzy, majici roli v ochran¢ bunc¢k ve stresovych situacich, a zvysil po oSetieni

vanadovymi ¢asticemi rychlost bun&ené smrti v buiikach!®,

Bylo prokazano, ze vanad ma vliv na epitelomezenchidlni tranzici neboli proces, pii kterém
epitelidrni buiiky ztraceji polarizovany potencial a adhezivitu burniky k bufice, podstupuji zmény
ve tvaru bun€k a v organizaci jejich cytoskeletu, ziskdvaji mezenchymalni vlastnosti, jako je
zvysSena migrace a invaze. Na kolonii bunék osteosarkomu bylo zjiSténo, ze vanad inhibuje
migraci a adhezi spole¢né se zabranou tvorby kolonii. Vyrazné inhibuje klicovou diseminaci

nadorovych bunék, jejich adhezi, migraci a klonogenecitu'%6,

K doladéni molekuldrnich mechanizm@ bunky se casto stanovuji mikroRNA (miRNA)
neboli malé nekodujici useky RNA, které reguluji a méni expresi genti po transkripci. Z 80 %
jsou miRNA zaméteny na proteiny kodujici RNA, a proto jsou povazovany za jedny z hlavnich
regulatorti viceCetnych bunécnych cest. Deregulace miRNA se tedy muze uplatnit v zastaveé
Siteni nddorového onemocnéni. Ukazalo se, ze (bis)peroxovanadi¢nan spolecné
se sulfonylhydrazonem-1 v riznych koncentracich pozitivné ovliviluje  kardiomyogenni
expresi miRNA a diferenciaci kardiomyocytl v mysSich, u kterych pak dochdzi k indukci

apoptozy pres aktivaci kaspazy 3'¢7.

1.6.5. Cytotoxicita vanadocenovych komplexii

Pouziti kovovych ionti vanadu jako prevence a 1é¢ba rakoviny je zdokumentovano piipady
datovanymi az do 16. stol. Dfive byl protinadorovy Uc¢inek zaloZzen zejména na primarné
anorganickych forméch tohoto prvku, ale za posledni desetileti bylo syntetizovano a zkoumano
jako potencialni terapeutické cCinidlo pti 1é¢bé rtznych druhli malignit velké mnozstvi

komplexnich sloudenin vanadu v oxida¢nim stavu (IV) a (V)!8,
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Pocatek testovani vanadocenovych komplexii byl polozen v roce 1979, kdy byl podrobné
testovan bis(cyklopentadienyl)dichlorovanadicity komplex, vanadocendichlorid, (Cp2VCl,),
nejjednodussi derivat vanadocenu s cytotoxickou aktivitou vysSs$i pii pfimém srovnani
s Cp2TiCL!®. Po vzoru Titanocenu Y byl z vanadocendichloridu syntetizovan Vanadocen Y,
komplex bis-[(p-methoxybenzyl)cyklopentadienyl]dichlorovanadi¢ity (Schéma 2)!7°. Jeho
cytotoxicky ucinek je s hodnotou ICso (hodnota polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace) 3,0 uM na
bunkach renalniho karcinomu totozny jako u Titanocenu Y. Kromé toho cytotoxicky ucinny
byl 1 methyl- a methoxy- substituovany vanadocendichlorid na leukemické linii bun¢k akutni
T-lymfoblastické leukémie MOLT-4'7!. Bylo zji§téno, ze zavedenim fluoroskupiny do
komplexu dochazi ke snizeni hodnoty ICso. Vanadoceny s fluoridovymi derivaty vykazuji
velmi dobré vysledky, konktrétné pak bis[(4-
trifluormethoxybenzyl)cyklopentadienyl]dichlorovanadicity komplex s hodnotou ICso 2,2 uM
na lidskych ledvinnych buiikach!3*,

Déale byly zkoumany benzylsubstivované  komplexy, jako je  bis-[(p-
methoxybenzyl)cyklopentadienyl]dichlorovanadic¢ity (Schéma 2, sloucenina 1), bis-[(3,4-
dimethoxybenzyl)cyklopentadienyl]dichlorovanadicity a  bis-[(3,4,5-trimethoxybenzyl)-
cyklopentadienyl]dichlorovanadicity. Hodnota ICso u komplexu 1 je ICso 3 uM. Zavedenim
dalSich methoxyskupin se cytotoxicky ucinek snizuje, pro druhy komplex byla naméiena ICso
9,1 uM au tietiho je ICso rovna 8,3 pM!”. Dalsi pouzité vanadocenové slouceniny byly
derivaty sindolem. V literatufe je také popsana syntéza a cytotoxicka aktivita
indolfunvenylovych slou¢enin vanadocenu, z nichz nejuc¢innéjs$i komplexy s hodnotou ICsg 2,5
a 2,3 uM jsou komplex bis-[(I-methyl-5-methoxyindol-3-yl)
methylcyklopentadienyl]dichlorovanadicity (Schéma 2, sloucenina 2) a jeho derivat bis-[(l-
methyl-3-dimethylaminomethylindol-2-yl)methylcyklopentadienyl]dichlorovanadicity
komplex (Schéma 2, sloucenina 3)!7“!72. Indolové sloudeniny navic vykazuji slibnou

antibakterialni a protiplistiovou aktivitu'”>.
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Schéma 2 - Vanadocenové komplexy.

Slouceniny vanadu s organickymi ligandy, v oxidacnim stavu vanadu IIl az V, maji
cytotoxickou aktivitu doprovazenou inhibici ristu bunék. Prvni studie na antiproliferativni
aktivitu byly uskute¢nény pro vanadylové komplexy s [VO([O(CH2COO0).]*>)(H20):]
obsahujici 0,0,0- donorovy ligand'’*. Stépenim DNA vyuzitim agarové elektroforézy se
ukazalo, Ze nejsilngjsi protinddorovou aktivitu na bunikach lidskych osteosarkomtt ma komplex
s fenantrolinem (phen, z ang. phenanthroline), jako interkaldtorem heterocyklickych skupin
k DNA. Interkalace mlze zvySovat reaktivitu deformaci dvousroubovice DNA, ¢imz je
nachylnéjsi k utoku cytotoxického agens. Ukazuje se, ze ptitomnost interkala¢niho ligandu je
rozhodujici pro biologicky ulinek. Existuje vztah mezi generaci ROS, interkalaci do
intercelularni DNA a antiproliferacnim uc¢inkem komplexti. Navic se potvrzuje, Ze roli bude
hrat rigidita a pruznost komplexi. Interkalacni vlastnosti k DNA u fenantrolinu jsou
efektivnéjsi neZ u bipyridinu (bpy, z ang. bipyridine)'’>!7®. Fenantrolinové komplexy se jevi
jako slibnd cytofarmaka diky své vysoké cytotoxicité, rozpustnosti ve vod¢ a stabilité

7

v kultivaénim médiu'”’. Jejich cytotoxické vlastnosti jsou snadno ovlivnitelné pomoci

substituce na fenantrolinového skeletu'%.

Jako dobra myslenka pii vyvoji novych metaloléiv se wukdzalo pouziti
peroxovanadi¢nych slou€enin v bindrni i terndrni kombinaci s vhodnymi substraty. K tomuto
ucelu bylo navrzeno a syntetizovano nékolik peroxovanadi¢nych sloucenin jako potencialni
protirakovinné latky. Peroxovanadicné komplexy jsou jiz dlouho zndmy pro svou

protinadorovou aktivitu proti mysi leukemii. Jako cytotoxické latky, u kterych se predpokladala
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inhibice fosfotyrozinfosfatazy, byly identifikovany slouceniny K[VO(O2)2(bpy)]-5H20,
K2[VO(O2)2(pyridin-2-karboxylato)]-2H>O a Ko[VO(02)2(3-OH pyridin-2-

karboxylato)]-3H20 s velmi dobrou uéinnosti'’®,

Tvorba peroxovanadicnych a vanadylovych komplexii obsahujicich karboxylové
kyseliny vedla k ptipravé sloucenin K3[VO(O2)(C204)2]-1/2H20 a K3[VO(C204)2]-3H20. Oba
komplexy maji vliv na zivotaschopnost a mitochondridlni metabolizmus bunék lidského
osteosarkomu. Ve skute¢nosti, pfi koncentraci 100 uM, zredukoval peroxo- komplex viabilitu
bunck o cca 80 %. Vysledky timto ukazuji vyznam ligandu v koordinacni sféfe kovového iontu

pro nérGst protinadorové aktivity!'’*!%,

Jako ligandy u peroxovanadi¢ného komplexu byly pouZzity opét phen a bpy, konkrétné
napf. sloucenina (tetra(n-propyl)amonium)[VO(O;)(oxalato(2-)(phen)](Vphen), jejiz reaktivita
byla testovana na DNA. Absorpéni hyperchromace a bathochromni posun v DNA spektru
naznacuji, ze existuje silna interakce mezi DNA a komplexy. Zda se, Ze komplex podporuje
poskozeni DNA, vyjadiené jako praskliny v DNA. Timto zplisobem je upravena sekundarni
struktura DNA a dochéazi k trhani fetézcl. Zatento efekt muize pravdépodobné cCastecné
zaclenéni phen do dvousroubovice DNA. Kometovy test ukazuje, ze komplex u¢inn¢ indukuje
preruseni DNA fetézce lidskych lymfocyti v zavislosti na pouzité koncentraci. Hlubsi
screening jeho potencialni protinadorové aktivity k bunécné linii mysi leukemie ukazal, ze také
vykazuje antiprolifera¢ni aktivitu zavislou na koncentraci a ¢asu expozice. Lécba rakovinnych
bunéénych linii s V(V) aperoxovanadi¢nanem vyrazné zvySila v in vitro experimentech
proteintyrozinovou fosforylaci kombinovanou s pravdépodobnou selektivni inhibici proteinové

tyrosinfosfatazy a fosfotyrosinfosfatazy's!.

Celosvétovy zajem o vyvoj novych metalofarmak neunikl ani ligandiim z rodiny betaint
(N,N,N-trimethylglycin). Betain je vyuzit jako methyltransferové cinidlo pii syntéze
aminokyselin. Vanad se v téchto komplexech vyskytuje ve zcela oxidované formé V(V) a Zluté
zbarvené krystaly ukazuji na pfitomnost jednoho nebo vice peroxidového ligandu. Biologicka
studie na humalnich buitkdch MCF-7 a A549 poukézala na to, Ze dochazi k vyraznému
ovlivnéni zivotaschopnosti bun¢k za soucasné aktivace apoptického procesu, produkci ROS,

aktivaci signaliza¢ni drahy RAS a zvy$ené expresi MMP-2!%2,

Dalsi zkoumanou rodinou komplexti vanadu jsou polyoxovanadaty, negativné nabité
agregaty piechodnych kovil s kyslikem. Protonizace oktakosaoodekavanadatovych aniont

dovoluje interakci pomoci vodikovych mustkl s biologickymi molekulami, napt. bilkovinami.
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Tato interakce miize zpiisobovat vytvofeni ,klece” branici rozkladu komplexu!®. Jako
potencionalni protinadorové ¢inidlo byl na linii bunék rakoviny jater in vitro hodnocen komplex
NasCo(H20)6V1002s- 18H,0'¥*. Komplex zarovei zpisobil in vivo supresi nadoru jater u mysi.
Dalsi vyznamny testovany komplex s lipofiln¢j$im charakterem byl komplex (H2N,N,N,N-
tetramethylendiamonium(3V100O2s), u kterého se predpoklada snadnéjsi prostup skrz lipidovou

vrstvu membrany bunék, ¢imz zvysuje protinddorovou aktivitu komplexu'®,

V alkylacnich studiich byly zaznamenany komplexy se smisenou valenci V(IV) / V(V) jako
napt. u komplexu (MesN)s[V15036Cl]. Studie interakci s DNA potvrdila chemoprotektivni
iginek proti alkylaci diethylsulfatem i dimethylsulfatem pfi testovani alkylace s DNA!86,

Do studii cytotoxické aktivity vanadi¢itych slouceinin jsou v dneS$ni dobé zahrnuty
1 komplexy s azobarvivy, vzajemné se liSici v substituentech na fenylovém kruhu. Testovani
cytotoxicity na bunkach nadoru délozniho hrdla HeLa a buiikach kolorektalniho karcinomu II.
stupné HT-29 wukézalo, ze cytotoxickd aktivita je nejsiln€j§i  proti  Hela
buiikdm, ICso = 1,92 uM'¥’. Diky preferenénimu vychytavani vanadu nadorovymi buiikami,
variabiln¢ konfigurovanému chemickému profilu a vznikajici interakci s biomolekularnimi cili
na bunééném povrchu se ocekava, ze tyto vlastnosti budou pouzity pro vyvoj novych 1éciv jako

protinadorové latky'*.

1.7.Vyuziti grafenovych nanostruktur jako nosice 1éciv

Organické 1 anorganické nanostruktury se stale cCastéji uplatiiuji v biomedicinskych
technologiich jako napf. v biosenzorech!®¥1%° v tkanovém inZenyrstvi nebo transplantacni

£192,193

190191 - Casto vykazuji antibakterialni

medicing nebo chemoprotektivni ucinek!'**,
O vhodnosti pouziti latky jako vhodného nosi¢e pro 1éCiva rozhoduji zejména tii faktory.
Prvnim je konstrukce nosi¢e s optimalni pienosovou kapacitou. Druhy faktor je spojen
s ovéfenim jeho stupné toxicity a biokompatibity. Tteti aspekt spociva v ndvrhu systému

schopnosti uvoliiovat 1ék kontrolovanym zptisobem na uréeném misté!'*>.

Jednou ze zkoumanych latek, u které byl zjistén potencial moznosti vyuziti jako nosice pro
1é¢iva, byly nanostruktury na bazi grafenu. Samotny grafen byl objeveny teprve nedavno v roce
2004'%. Optimalni nosnost nosice zajistuje jeho konstrukce ve formé 2-rozmérného listu

slozeného z sp? hybridizovaného uhliku'®’. Pozornost zajmu byla postupné rozsifena i na
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vyrobu a hodnoceni exfoliovaného ve vod¢ rozpustného oxidu grafenu (GO) a redukovaného

grafenoxidu (rGO) (Obrazek 5)'%%.

COOH COOH

grafen grafenoxid redukovany grafenoxid
Obrazek 5 - Struktura grafenovych nanocastic. Prevzato a upraveno’.

Potvrzeni stupné toxicity a biokompatibility u grafenovych ¢éstic neni prozatim
jednoznacéné vyteseno. Literatura na jedné strané popisuje biokompatibilni t¢inek grafenovych
¢astic?®. Na strané druhé jsou k dispozici prace prokazujici toxicitu k buiikam, kde je mozna
pfi¢ina pfipisovana epigenetickym zméndm v bunce, zahrnujicim methylace DNA na
specifickych mistech v regulacnich oblastech genu, fosforylace, ubikvitinilace a ATP-

ribozylace piispivajici k remodelaci chromatinu?%*2%,

Z dostupné literatury vyplyva, ze rozporuplnost v kompatibilnim versus toxickém
pusobeni na buniky je ovlivnéna chemickymi a fyzikalnimi vlastnosti umélych ¢astic pii styku
s povrchem bunék. Roli u ¢astic hraje tvar, povrch a jeho funkcionalizace, pocet vrstev, velikost
vlogek, stabilita a nasledné pak i vlastnosti samotného substratu?®>. Napt. bylo zjisténo, ze GO

listy o velikosti submikronu vyvolaly vy3i toxicitu nez agregované listy*°®

. Navic pfi pouZiti
sttedné velkych (500 nm) a vétSich (1-2 pm) castic do hodnot koncentrace100 pg/ml nebyla
detekovana 7adn4 inhibice bunéené proliferace’”’. Zmény biokompatibilnich vlastnosti lze
docilit po inkorporaci vhodnych latek na povrch grafenovych Castic. Zejména lze vyuzit
hydrofilni charakter GO, jehoz povrch je snadno modifikovatelny biokompatibilnimi polymery,
jako jsou DNA, protilatky, proteiny a malé molekuly 1¢iv?%. Ptikladem je potazeni GO
chitosanem, ktery téméf eliminoval jeho toxicitu’®. Zredukovaného GO v kombinaci
s fibroinem byla vytvofena kompozitni nanovlakna, ktera vykazovala biokompatibilitu,
podporovala Zivotaschopnost bunék a dokonce u kmenovych buné&k osteogenni diferenciaci®®.
Dale po pouziti polyethylenglykolu (PEG) u grafenovych Castic nebyla jejich cytotoxicita
detekovana az do hodnot 100 pg/ml?!°. Na druhou stranu, po kombinaci GO s docetaxelem
vazan¢ho na molekuly PEG bylo docileno velmi vysoké protinddorové aktivity na bunkéach

rakoviny prostaty*!!,
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O mechanizmu toxického plisobeni grafenovych castic na bunééné linie se toho vi zatim
velmi malo. Bylo zjisténo, ze grafen, GO 1 rGO mohou zvysit expresi p53, Rad51 odrazejici

poskozeni chromozom®?'?.

U GO modifikovaného pristinem doSlo k pfimé interakci
s proteinovymi receptory, které zabranily ROS zavislé apoptdze. Nicméné tato drdha byla
obejita po pouziti GO-COOH, kdy byl piedan pasivni apopticky signal do DNA nezévisle na
ROS. V této studii je rozdilny ucinek na buniky vysvétlen rozdilnou velikosti ¢astic a také
piitomnosti kontaminanti jako jsou ionty Mn**, Fe** a Cu®", které se pfi syntézach GO objevuji

velmi ¢asto a predstavuji tak komplikace pii bioaplikacich?!®.

Treti faktor uvolnéni 1é¢iva z nosice grafenovych ¢astic je definovan nékolika zptsoby.
rGO 1 GO jsou charakterizovany velkou plochou reagujici na infraervené zaieni tvorbou tepla
vyuzitelného pfi fototermické terapii>'*. Déle jsou popsany ptipady, kdy lze pro cilené uvolnéni
lé¢iva pouzit ultrazvuk, elektrické ¢i magnetické pole®!>216, Dalsi zpiisoby vyuzivaji chemické
vlastnosti. Ptikladem je vazba doxorubicinu s GO, kde v kyselém prostfedi nddorové tkané
dochazi k vy$§imu uvolnéni chemoterapeutika nez v okolni zdravé tkani>'’2!8. Bylo zjisténo,
ze procento uvolnéného 1é¢iva zavisi na pH a koncentraci soli pufrovaného roztoku. Nadorové
buiiky navic obsahuji vy$§i hladinu redukovatelného cysteinu a GSH?!?. Této skute¢nosti bylo
vyuzito tehdy, kdy byla na nosi¢ GO-PEG navazana cysteinova polymethakrylové kyselina
a doxorubicin. Nosi¢ pak uvolnil 1é¢ivo 6x rychleji pti pH 5 v pfitomnosti 10 mM GSH nez pii
pH 7,4 s 10 uM GSH, jako je ve zdravé tkani*?°. Dal§im piikladem je vazba jiz pouZzivaného
chemoterapeutika 1,3-nis (2-chlorethyl)-1-nitrosomocoviny s GO obsahujici polyakrylovou
kyselinu. Po inkorporaci doslo ke zlepSeni protinddorového plisobeni a nastalo u¢inngjsi

intracelularni vychytani rakovinnymi bufikami®?!.

K uvolnéni 1é¢iva Ize wvyuzit také
biodegradaci vlivem myeloperoxidazy, eosinofilperoxiddzy s HRP (z ang. horseradish
peroxidase) katalyzavanou oxidaci**2. Zbytky grafenovych sktruktur jsou nasledné odklizeny

makrofigy, jejichz schopnost tak piispiva ke zvyseni biokompatibility*.

Vyhodou GO transportéru je uziti nosnosti pro vice nez jedno 1é¢ivo. Piiklad je popsan
v kombinaci doxorubicinu a kamptotecinu na GO nosi¢i. Pfitomnost obou 1é¢iv vykazovala

aditivni u¢inek na cytotoxicitu ve srovnani pfi pouziti pouze jednoho légiva’?*

. Navic je
popsano, ze uziti systtmu GO vrstev svice léCivy odvraci také vznik mnoholékoveé

rezistence>?.
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2. CILE DISERTACNI PRACE

e Shriite soucasné poznatky cytotoxického Uc€inku a mechanizmu ptsobeni komplexi

ptechodnych kovi (V, Mo, Pt) na nadorové linie

e Na zdklad¢ vysledki WST-1 testu nové pfipravenych komplexi, zhodnotte vliv

pritomnosti rizného centralniho kovu a riznych ligandii na cytotoxickou aktivitu

e Pro vybrané slouceniny uskutecnéte, za vyuziti vhodnych spektralnich metod, metod
pratokové cytometrie, qQRT-PCR a western blot metody s imunoanalytickou deteket,
studium biologického ucinku vedouci k nastinéni mechanizmu ucinku tohoto typu

komplext

e Ziskané vysledky porovnejte s vlastnimi nebo publikovanymi vysledky pro cis-platinu

nebo nové pfipravenymi platinovymi komplexy
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3. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pristroje a zarizeni

Laminarni box Safe 1200 LC (Schoeller, CR), inkubator MCO-170AICUV (PHC,
Japonsko), vodni lazeni Julabo Pura (GmbH, Némecko), centrifuga Universal 320R (Hettich,
Némecko), centrifuga Rotina 420R (Hettich, Némecko), spektrofotometr Infinity 200 (Tecan,
Svycarsko), pritokovy cytometr CyAn ADP (Beckman Coulter, USA), mikroskop TMS
(Nikon, Japonsko), Real-Time PCR system Quantstudio 6 (Applied Biosystems, USA),
miniProtean 3 (Biorad, USA), vyvolavaci stanice PXi imaging systém (Syngene, UK), tfepacka
Vortex 3 (IKA, Némecko), vortex Vornado (Benchmark Scientific, USA), sucha lazen
(Accublock, USA), analytické vahy MCE-125P-2S00-U (Sartorius, Némecko), hlubokomrazici
box (Sanyo, Japonsko), vyrobnik demineralizované vody Synergy UV (Millipore, USA),
vyrobnik ledu (Brema, Italie), chladnic¢ka/lednic¢ka (Gorenje, Slovinsko), chladnicka/lednicka
(Libherr, Svycarsko), plynovy kahan Fuego SCS basic (Trigon-Plus, CR), Biirkerova komirka
(Meopta, USA), sada pipet (Eppendorf, Némecko), sada pipet (Biohit, Finsko)

4.2. Pouzity material

Sada plastovych zkumavek (SPL, Korea), sada kultivacnich lahvi (SPL, Korea), sada
Spicek na pipety (Eppendorf , Némecko), sada Spicek na pipety Biohit (Sarsterd, Némecko),
mikrotitracni desticka Corning 96 Flat Transparent (PPT, Nizozemi), mikrotitracni desticka
Nunc MicroWell F96 white (Trigon-Plus, CR), sada zkumavek typu Eppendorf (Sarsterd,
Némecko), Skrabka na bunécné linie (Sarsterd, Némecko), sada serologickych pipet (CAPP,
Dénsko)

4.3. Chemikalie a roztoky

Kultivaéni médium IMDM z ang. Iscove's modified dulbecco's medium, kultivacni

médium RPMI z ang. Roswell Park Memorial Institute, kultiva¢ni médium DMEM z ang.
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Dulbecco's modified eagle's medium composition, sterilni fosfatovy pufr (PBS, zang.
phosphate buffered saline), glutamin, penicilin, streptomycin, nenasycené mastné kyseliny
(NEAA, z ang. non essential amino acids), trypsin, trypanova modf, Cell proliferation Reagent
WST-1, propidium jodid, Cytotoxicity detection KitPlus (LDH) (vSe od Sigma-Aldrich, USA),
fetalni hovézi sérum (FBS, z ang. fetal bovine serum) (Biowest, USA), Caspase Glo3/7, 8, 9
(Promega, USA), ApoFlowEX FITC Kit (Exbio Diagnostics, CR), citratovy pufr pH 7,8: 0,2 M
Na,HPO; (Lach-ner, CR) a 0,1 M kyselina citronova (Lach-ner, CR); Vindeltv roztok: 1 ml
1 M TRIS (Sigma-Aldrich, USA), 1 mg RNasa (Sigma-Aldrich, USA) v 1 ml fosfatového
pufru, 60 mg NaCl (Lach-ner, CR), 5 mg propidia jojidu v 5 ml PBS — dopInéno do 100 ml;
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Germany), cDNA Reverse Transcription Kit, TagMan Gene
Expresion Assays, CCNB1 Hs01030097 ml, MDM2 Hs00234753 ml, CDKNIA
Hs00355782 ml, pS3(TP53) Hs 00153349 m1 (vSe z Applied Biosystems, USA), Cell lysis
buffer (Cell Signaling Technology, USA): pfed pouzitim nafedéno 1:10 destilovanou vodou na
objem 10 ml, 1 tableta PhosSTOP Easy (Sigma-Aldrich, USA), 1 tableta Complete Mini
(Sigma-Aldrich, USA); roztok bicinchoninové kyseliny, 4% roztok pentahydratu siranu
médnatého, proteinovy standard, akrylamid, N'N’- metylenbisakrylamid, TEMED, 1,5 M
TRIS-HCI pH 8,8, TRIS-HCI pH 6,8, amonium persulfat: 0,1 g v 1 ml dH2O (vSe z Sigma-
aldrich, USA), 10% dodecylsulfat sodny (Serva, USA), vzorkovy puftr: 7,5 ml 0,5M TRIS-HCI
pH 6.8, 6 ml glycerolu (Serva, USA), 1,38 g SDS (Serva, USA), 0,6 ml 10% bromfenolové
modfi (Sigma—Aldrich, USA), doplnit do 17 ml dH,O; Precision plus protein™ standards,
Prestained SDS-PAGE standards (Bio-Rad, USA), 10x koncentrovany TBS pH 7,6: 484 g
TRISbase (Sigma-aldrich, USA), NaCl (Lach-ner, CR), Giprava pH konc. HCI (Serva, USA);
TBS: 1:9 10x TBS:dH,0, TBS + 0,05% TWEN (Sigma-aldrich, USA); TBS + 0,1% TWEN
(Sigma-aldrich, USA), d¢lici pufr: 6 g TRISbase (Sigma-aldrich, USA), 28,8 g glycin (Serva,
USA), 1 g SDS (Serva, USA), do 1 1 doplnit dH>O; pufr pro pienos proteini: 3,03 g TRISbase
(Sigma-aldrich, USA), 14,4 g glycin (Serva, USA), 200 ml methanol (Penta, CR), doplnit do 11
destilovanou vodou; Blottting-Grade Blocker (Bio-Rad, USA), hovézi sérovy albumin (Sigma-
aldrich, USA), sada primarnich protilatek (Cell Signaling Technology, USA), polyclonal
Swine Anti-Rabbit Iminoglobulins/HRP (Dako Denmark, Dansko), polyclonal Goat Anti-
Mouse immunoglobulins/HRP (Dako Denmark, Dansko), ECL Chemilumininescence Blotting
Substrate (POD) (Roche Applied Science, Svycarsko), SuperSignal™ West Femto Maximum
Sensitivity Substrate (Thermo Scientific, USA), etanol (Penta, CR), fyziologicky roztok
(Sigma-Aldrich, USA).
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4.4. Testované komplexy

Testované komplexy byly poskytnuty katedrou Obecné a anorganické chemie, Fakulty
chemicko-technologiské, Univerzity Pardubice. Jejich seznam, v¢. strukturnich vzorci, je

uveden v ptilozenych publikacich. Cis-platina byla zakoupena z Sigma-Aldrich, USA.

4.5. Bunécné linie

Experimenty byly provadény na nadorovych bunkdch MOLT-4, bunkach lidské
promyelocytarni leukémie HL-60, bunkach lidské T-lymfocytarni leukémie Jurkat, buiikach
A549, bunkach osteosarkomu Saos-2, bunikach kolorektalniho karcinomu HT-29, bunkach
nadoru délozniho hrdla HeLa, bunkach karcinomu pankreatu PANC-1, bunikach lidského
ovarialniho karcinomu A2780, na bunkach lidského ovarialniho karcinomu rezistentni k cis-
platiné A2780cis a na nenddorové¢ linii bunck fibroblastii plicni tkané MRC-5. VSechny linie

byly zakoupeny z American type culture collection, USA.

4.6. Kultivace bunéénych linii

Bunééné linie byly kultivovany za aseptickych podminek vzdy v pfislusSném
kompletnim kultiva¢nim médiu zhotoveném dle tabulky 1. Rlst bun€k probihal v inkuba¢nim
boxu s hlidanou atmosférou, tj. 37°C a 5 % COz. Pfi kultivaci bun¢k byl pro zachovani
optiméalni denzity a rychlosti ristu bunck jejich pocet pro kazdou linii individudlné
optimalizovan. Suspenzni buniky MOLT-4, HL-60 a Jurkat byly pasazovany v laminarnim boxu
za aseptickych podminek 2x tydné, ostatni adherentni buniky byly pasazovany 1x tydné a dle
potteby jim bylo ménéno kultivaéni médium. Optimalni pocet bunck jednotlivych linii je

uveden v tabulce 1.

39



Tabulka 1 - Slozeni kultivacnich médii pro jednotlivé bunécné linie, kde FBS je fetalni hovezi
serum, GLUT je glutamin, PNC/STR je penicilin/streptomycin. NEAA jsou nenasycené mastné kyseliny,
IMDM je zkratka z Iscove's modified dulbecco's medium je, RPMI je zkratka z Roswell Park Memorial
Institute, DMEM je zkratka z Dulbecco's modified eagle's medium composition.

Bunééna Pocet bunék pri Kultiva¢ni
Suplementy
linie pasazi médium
20%
MOLT-4 GLUT | PNC/STR IMDM
5x 10%/5 ml média | FBS
HL-60 0,5 ml 0,5 ml 39 ml
10 ml
A2780 2 x 10%/5 ml média | 10%
GLUT | PNC/STR RPMI
A2780cis | 4 x 10°/5 ml média | FBS
0,5ml | 0,5ml 34 ml
Jurkat 5x 10°/5 ml média | 5 ml
10%
MRC-5 4 x 10°/5 ml média FBS GLUT | PNC/STR | NEAA DMEM
MCF-7 1 x 10%/5 ml média s ml 05ml | 05ml | 0,5ml 33,5 ml
m
A549 2 x 10*/5 ml média
Saos2 1 x 1055 ml média | 10%
GLUT | PNC/STR DMEM
HT-29 1 x 1055 ml média | FBS
0,5ml | 0,5ml 34 ml
PANC-1 1 x 1055 ml média | 5 ml
HeLa 1 x 10%/5 ml média

4.7. Pocitani bunék

Princip stanoveni pii pocitani bunék pomoci Trypanové modii je zalozen na schopnosti
zivotaschopnych bunék neptimat do bunééné membrany barvivo trypnové modri. Bunky jsou
pod optickym mikroskopem neobarveny. U poskozenych bunék s naruSenou integritou bunécné
membrany nebo u bunék mrtvych barvivo prostupuje skrze necelistvou bunéénou membranu

do buiiky a pod mikroskopem jsou vidény obarvené modre.

Aktudlni pocet bunck byl stanoven vzdy pied pasazovanim nebo pfed vlastnim

experimentem. Suspenzni buiiky MOLT-4, HL-60 a Jurkat byly zcentrifugovany, bylo

40



odstranéno plivodni kultivaéni médium a buiniky byly resuspendovany v 5 ml cerstvého
kompletniho kultivacniho média. Z takto pfipravené ditkkladné promichané suspenze bunék bylo
odebrano 50 pl a v poméru 1:1 smichano s roztokem trypanové modii. Vzniklym roztokem
bunék byla naplnéna Biirkerova komiirka a bylo provedeno kvantitativni stanoveni poctu
zivych a mrtvych bunék v 50 stfednich ¢tvercich pti zachovani zasady dvou stran. Vysledné
mnozstvi bylo po prepoétu na plochu Biirkerovy komtirky vyjadieno jako pocet bunék x 10*

v 1 ml kultivaéniho média.

Pied pocitdnim adherentnich bunék bylo nutné jejich uvolnéni z povrchu kultivacni
lahve pomoci trypsinu. Po oplachu bun¢k pomoci PBS byl k buitkkdm ptidan 1 ml trypsinu, ktery
se nechal v inkuba¢nim boxu, tj. pti 37°C a 5 % COg, ptsobit 5 — 10 min, dle pfedem stanovené
optimalizace pro kazdou bunéCnou linii. Po uplynuti inkubacni doby byly k buiitkdm
s trypsinem pifidany 4 ml kompletniho kultivaéniho média, ve kterém FBS pusobil jako
inhibitor trypsinu. Buniky byly zcentrifugovany, Setrné rozmichany v 5 ml kultivaéniho média

a dalsi postup byl analogicky s buitkami suspenznimi.

Pied vlastnim experimentem bylo nutné adherentni buniky pfipravit v optimalnim
mnozstvi kultivaéniho média, napipetovat je do kultiva¢ni ldhve nebo mikrotitracni desticky
a nechat pfisednout pfes noc k povrchu. Poté bylo mozno buné¢nou linii ovlivnit testovanym
komplexem a provést stanoveni. Suspenzni bunky byly v optimalnim mnozstvi napipetovany

do kultivacni ldhve nebo mikrotitracni desticky a ovlivnény testovanym komplexem rovnou.

4.8. Stanoveni cytotoxické aktivity pomoci mitochondrialni

dehydrogenazy

Metabolicka aktivita mitochondridlni dehydrogendzy byla stanovena pomoci
komer¢niho WST-1 testu (z ang. Water-soluble tetrazolium-1). Stanoveni je zalozeno na
redukci 2-(4-jododofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-tetrazolium sodné soli
mitochondridlni dehydrogendzou viabilnich bunék na stabilni formazan vhodny

k fotometrickému stanoveni pfi vinové délce 440 nm.

Testované komplexy byly rozpuStény ve vhodném rozpoustédle a ve vysledné

koncentraci 0; 0,1; 0,4; 0,7; 1,5; 2,5 4; 9; 15; 27; 50 uM byly napipetovany do 96-jamkové
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mikrotitracni desticky k pfedem napipetovym bunkdm o vhodné denzité. Po uplynuti
pozadované doby inkubace bylo do vSech jamek pifiddno 50 pl roztoku WST-1 soli,
pripravené¢ho nafedénim WST-1 ¢inidla v poméru 1:4 s PBS. Po uplynuti 3 h inkubac¢ni doby
pii 37°C a 5 % CO; byla zméfena absorbance vzniklého formazanu pii 440 nm pomoci
spektrofotometru Tecan. Kazdy testovany komplex byl méfen ve tfech navzajem na sobé
nezavislych experimentech, z nichz byl stanoven primér méfeni. Za vyuzitii statistiké metody
~ANOVA* byl sestrojen graf Zivotaschopnosti bun¢k v zavislosti na pouzité koncentraci
testovaného komplexu. Jednotlivé body byly prolozeny kiivkou, kde typ kiivky vychazi

z analyzy smérodatnych odchylek a nasledné byla odectena hodnota ICso.

4.9. Stanoveni viability a proliferace bunék

Viabilita a proliferace bun¢k byla stanovena pocitanim v Biirkerové komurce za vyuziti
barveni Trypanovou modii. Optimalizovany pocet bunc¢k byl ovlivnén pozadovoanou
koncentraci testovanho komplexu a inkubovan po dobu 24, 48 a 72 h. Bunky byly nasledné
spocitany po obarveni Trypanovou modii v Biirkerové komtrce. Neovlivnéné buiiky byly
pouzity jako kontrola. Ze tiech na sob€ nezavislych experimentti byl spocitan prumér méteni +
smérodatnd odchylka, v zavéru byly sestrojeny grafy % viability a % proliferace bunck

v zavislosti na inkubaéni dobé.

4.10. Stanoveni laktat dehydrogenazy

Poskozeni integrity bunéné membrany bylo také hodnoceno stanovenim tUniku
intracelularniho enzymu LDH. Aktivita LDH byla stanovena komercnim kitem po inkubacni
dobé v kultivaénim médiu (s obsahem max 1 % FBS) po ovlivnéni bunék poZadovanou
koncentraci testovaného komplexu. Neovlivnéné buiiky byly pouzity jako kontrola. Celkova
aktivata byla stanovena po sonifikaci bun¢k. Enzymové aktivita byla méfena pomoci
spektrofotometru Tecan pii vlnové délce 340 nm. Unikla aktivita LDH byla hodnocena
vzhledem ke kontrolnim buitkam ze tfi na sobé nezavislych experimentti, ze kterych byl

stanoven primér + smérodatna odchylka.
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4.11. Stanoveni apoptozy

Bunky byly v optimdlnim mnozstvi ovlivnény pozadovanymi koncentracemi
testovaného komplexu, inkubovnany a analyzovany. Jako kontrola byly pouzity neovlivnéné
buniky. Pro analyzu apoptického procesu byl pouzit komer¢ni kit ApoFlowEX FITC Kit, jehoz
méfeni je zaloZeno na identifikaci apoptickych bunék. V €asné fazi apoptdzy u bun€k dochazi
k translokaci fosfatydilserinu a jeho zptistupnéni k detekci pomoci fluoresceinthioizokyanatu
za piitomnosti Ca?" kationtl. Béhem pozdni fize apoptdzy a nekrozy, kdy se membrana bungk
stavd permeabilni, dochazi k interkalaci propidia jodidu do DNA. Kazdd koncentrace
testovan¢ho komplexu byla méfena pomoci pritokového cytometru CyAn ADP ve tfech na
sob¢ nezavislych experimentech. Data byla analyzovana pomoci softwaru Multicycle AV

(Phoenix Flow systems, USA), ze kterych byl spocitan prumér + smérodatnéd odchylka.

4.12. Stanoveni kaspazové aktivity

Indukce programované bunécné smrti byla stanovena skrz aktivitu kaspaz 3/7, 8, 9
pomoci komeréniho kitu Caspase-Glo Assays. Bunky byly ovlivnény pozadovanymi
koncentracemi testované¢ho komplexu a po uplynuti inkuba¢ni doby byly sklizeny a spocitany.
Mnozstvi bun&k 10* bylo napipetovano do mikrotitraéni desticky a piidano 50 ul reagencie.
Generovany luminiscen¢ni signal byl méten na spektrofotometru Tecan po inkubac¢ni dobé 30
min pii 37°C. Vysledek byl vyhodnocen jako primér = smérodatna odchylka ze tii na sobé

nezavislych experimentii a srovnan s kontrolnimi, neovlivnénymi bunkami.

4.13. Stanoveni bunééného cyklu

Po uplynuti inkubacni doby bun¢k s pozadovanymi koncentracemi testovanych
komplexii byly buniky sklizeny a promyty ve vychlazeném PBS, nésledné byly nejméné po
dobu 48 h fixovany v 70% ethanolu. Pro detekci nizkomolekularnich fragmenti DNA byly
bunky inkubovany 5 min v citratovém pufru a potom byly 1 hod vystaveny vazb¢ s propidium

jodidem ve Vindelové pufru. Distribuce buncék v rtiznych fazich bunééného cyklu byla
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stamovena pomoci priutokového cytometru CyAn ADP, data byla analyzovana pomoci softwaru
Multicycle AV (Phoenix Flow systems, USA). Vysledek byl spocitdn jako primér =+
smérodatna odchylka ze tfi na sob¢ nezavislych méteni a srovnan s neovlivnénymi, kontrolnimi

bunkami.

4.14. qRT-PCR

Ovlivnéné buitkky pozadovanymi koncentracemi testovanych komplext byly sklizeny
a promyty sterilnim PBS. Extrakce RNA byla provedena za vyuziti RNeasy Mini Kitu dle
pokyntl vyrobce. Nésledné bylo mnoztvsi 1 pg RNA reverzné transkribovdno pomoci cDNA
Reverse Transcription Kit a kvantifikovano s TagMan Gene Expresion Assays. Relativni
exprese byla méfena pomoci Quantstudio 6 Real-Time PCR systém. Mnozstvi mRNA bylo
spocitano pomoci komparativni Ct metody (AACt method). Vysledky byly nésledné

hodnoceny jako primér + smérodatna odchylka ze tfi na sob¢ nezavislych experimentd.

4.15. Analyza bunécnych proteintu

Bunky byly po inkubaci spozadovanymi koncentracemi testovanych komplext
sklizeny apromyty ve fosfaitovém pufru. Vyuzitim lyzovaciho pufru byly piipraveny
celobunécné lyzaty, ve kterych bylo stanoveno celkové mnoZstvi proteinli pomoci stanoveni
s bicinchoninovou kyselinou. 20 ug proteinu z kazdého lyzatu bylo nadavkovano do 12%
polyakrylamidového gelu obsahujci dodecylsiran sodny. Po elektroforetické separaci byly
proteiny transferovany na polyvinilindenilovou membranu. Volna mista byla blokovana
pomoci 10% mléka v TBS pufru s 0,05% tween po dobu nejméné 60 min. Inkubace s primalni
protilatkou probihala pies noc pii 4°C. Po promyti byla membrana s proteiny inkubovana 1 h
se sekundarni protilatkou pifi pokojové teploté. Pro detekci signalu byl pouzit
chemiluminiscen¢ni detekéni kit za vyuziti méfici stanice PXi imaging systém. Pro kontrolu
ekvimoldrniho mnozstvi proteinu bylo na kazdé membrané stanoveno mnozstvi B-aktinu.

Vysledky jsou udany jako reprezentativni imunobloty ze tfi na sob& nezavislych experimentt.
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4.16.Statisticka analyza

Hodnoceni WST-1 testu bylo provedeno pomoci statistické metody ANOVA*
v softwaru Origin Pro (verze 8, Microcal Software, Inc., Northampton, USA). K analyze
exprese RNA byl vyuzit program GraphPad Prism verze 6.00 pro Windows, GraphPad
Software, USA. Ostatni vysledky byly zpracovany v programu Microsoft Office Excel 2003,
USA. K porovnani dvou skupin sklddajicich se z normaln¢ distribuovanych intervalovych dat

byl pouzit Studentiiv t-test.
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6. DISKUZE

6.1. Shrnuti vysledki

Vyvoj novych metaloterapeutik se v soucasné dob¢ ubira dvéma hlavnimi sméry. Na
jedné stran€ jsou vyvijena nova platinova cytostatika. Na strané druhé jsou stejné intenzivné
studovany komplexy obsahujici neplatinovy piechodny kov. Jiz od 90. let minulého stoleti
pracuje na Katedfe obecné a anorganické chemie skupina chemiki zabyvajicich se ptipravou
organokovovych slouc¢enin s katalytickou a aktualné€ i biologickou aktivitou. V roce 2005 byl
publikovan jejich prvni ¢lanek popisujici mikrobiologické piisobeni lomenych metalocenovych

slou¢enin na buiikach Escherchia coli?®

. Dalsi odborna sdéleni mapujici cytostatickou aktivitu
komplexti kovil jiz vznikly ve spolupraci s Ustavem klinické chemie a biologie Univerzity
Karlovi v Hradci Kréalové. Od roku 2010 jsem v této vyzkumné skupiné zacala aktivné pracovat
1 ja. Moje pozornost byla orientovana na zavedeni standardni metodiky a hodnoceni
cytotoxického ucinku ptipravenych komplexti pomoci WST-1 testu. V ramci své bakalaiské
anasledn¢ diplomové prace jsem otestovala a vyhodnotila vice nez 100 vzorkl. Ziskané

a publikované vysledky?26:227,230.238.246-248

se staly podkladem pro dalSi pokracovani tohoto
vyzkumu a zadani tématu predkladané disertacni prace. Disertacni prace se tak zaméiuje na
cilené ptipravené a dosud nepopsané komplexy vanadu, molybdenu a platiny, u kterych byla
stanovena cytostaticka aktivita, a u nejperspektivnéjSich komplexii byl studovan mechanizmus
plisobeni na vybrané bunécné linie. Pozornost byla zaméfena i na moznost vyuziti uhlikovych

nanostruktur pro transport téchto komplext do organizmu.

6.2. Stanoveni cytotoxicity komplexii pomoci WST-1 testu

V ptipadé lomenych metalocenti byla, na zakladé ptedchozich vysledkii, pozornost
zaméiena na studium vanadocenovych komplext stabilizovanych N,N- nebo S,S- chelatovymi
ligandy, obsahujici nesubstituovany nebo methyl- substituovany cyklopentadienylovy ligand

(Obrazek 6).
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Obrazek 6 - Struktura lomeného vanadocenu, kde R je riizny substituent, L je N,N- pripadné S,S-

chelatove vazany ligand.

Nov¢ ziskané vysledky ukazaly, ze substituce na cyklopentadienylovém kruhu nema na
cytostatickou aktivitu tohoto typu komplexi podstatny vliv. Naopak zasadni vliv ma pfitomnost
a typ stabilizujiciho chelatového ligandu. Velice slibné vysledky byly prokazany jak v pripadé
dithiokarbamati s piperidinovym kruhem ICso (MOLT-4) ~ 1,0 uM), tak v ptipad¢ komplexii
obsahujici N,N-chelatové vazany bis(fenylimino)acenaften a jeho subtituovany analog bis(4-
methoxyfenylimino)acenaften. Tyto N,N-chelatové komplexy byly vysoce u¢inné nejen proti
standardné pouzivané leukemické linii MOLT-4, ale velmi dobry inhibi¢ni ucinek byl také
pozorovan pro epitelidlni buiikky HeLLa a A549 nebo bunky Saos2, na lidské bunky karcinomu
prsu MCF-7, rakovinu vajecniktit A2780 nebo karcinomu pankreatu PANC-1. Na zaklad¢ téchto
povzbudivych vysledk byly dva zastupci této skupiny vybrany pro studium mechanizmu

cytotoxického ucinku.

Dalsi sérii zkoumanych komplext, které na rozdil od ptedchozi skupiny nejsou zatim
v odborné literatufe tak dobfe prostudovany, byly monosendvicové komplexy molybdenu.
Cilen¢ byla pfipravena série slouc¢enin obsahujicich centralni atom molybdenu (II), které
v bazalni rovin¢ obsahuji dva karbonylové ligandy a dva dalsi monodentatni ligandy nebo jeden
N,N- chelatové vazany ligand. Pozice ve vrcholu deformované pyramidy je pak obsazena n°-

vazanym cyklopentadienylovym nebo indenylovym ligandem (Obrazek 7).
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Obrazek 7 - Struktura monosendvicového idenylového komplexu molybdenu, kde R je riizny

substituent, L je N,N-chelatové vazany ligand.

Z vysledkt vyplyva, Ze neni vyrazny rozdil v aktivité cyklopentadienylovych nebo
indenylovych sloucenin. Stejn¢ tak substituce na téchto ligandech nevede k jednozna¢nym
zaveéram. Oproti tomu substituce thiofenovou nebo tercidlni amino- skupinou cytostatickou
aktivitu zvySila. Naopak substituce karboxylovou skupinou, kterda meéla zajistit vyssi
rozpustnost v aplikacnim i terapeutickém prostiedi, aktivitu pfipravenych komplexl snizila.
Jednoznacné ptiznivy vliv na biologickou aktivitu mélo zavedeni N,N- chelatujiciho ligandu.
Aktivita oproti nechelatovému analogu se ve vétSiné piipadd zvysila vice nez 50x. Bylo
testovano 7 typt N,N- ligandii. Vysokou aktivitu ukazaly pfedevs§im fenantrolinové komplexy
obsahujici amin ICso (MOLT-4) ~ 1,0 uM a 4,7-fenyl>-fenantrolin ICso (MOLT-4) ~ 1,0 uM.
Tyto strukturni typy byly vybrany pro dal§i pokrocila studia souvisejici s odhalenim

mechanizmu ucéinku.

Pravé moznosti porovnani metod vedoucich k popsani mechanizmu u¢inku nés vedly
k zatazeni nové€ pfipravenych heterobimetalickych Pt-Sn a Pt-Ag komplexti obsahujicich dva
stericky narocné PNH ligandy. Pt(I) komplexy s intramolekularné koordinovanymi fosfiny
a chelataénimi ligandy jiz byly zkoumany v praci od Rezni¢ka a kol. z roku 2012, kdy u téchto
komplext byla naméfena hodnota ICso nékolikandsobné& vys§i nez pro cis-platinu*’. Zavedeni
druhého kovu do téchto typl komplexi mize mit aditivni efekt ptfi 1€cbé nddorového

onemocnéni se zlepSenymi farmakochemickymi vlastnostmi®>'

. Nase vysledky ukazaly, ze
v ptipad¢ Pt-Sn komplexii je cytotoxicka aktivita proti vSem testovanym liniim potlacena,
kdezto u komplext Pt-Ag byla nalezena vysokéd cytotoxicka aktivita, a to iu cis-platina
rezistentnich buniek A2780cis. Nespornou vyhodou téchto komplexti je selektivita ucinku, kdy
pro nenadorové bunky MRC-5 byly ziskdny hodnoty ICso az téméf 30x vyssi nez pro nddoroveé

bunky.
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Komplex, ktery byl vybran pro dalsi studium, vykazoval vysokou cytostatickou aktivitu
ICs0 (A2780) = 0,9 = 0,1 uM a pro A2780cis byla hodnota ICso = 1,8 £ 0,7 uM. Cytotoxicka

ucinnost na nenaddorové linii bunék MRC-5 je 23,9 + 1,9 uM.

6.3. Analyza mechanizmu pusobeni vybranych komplexi

Pro studium mechanizmu tc¢inku sledovanych metaloterapeutik byly vybrany komplexy
s vysokou cytostatickou aktivitou, rozdilnym centralnim kovem, strukturou a stabilizujicimi
N,N- cheldtovymi ligandy. Pouzity byly dostupné moderni techniky spektrofotometrické

analyzy, pritokové cytometrie, QRT-PCR a western blot metody s imunoanalytickou detekci.

Z odborné literatury pfi popisu plsobeni cis-platiny na nadorové linie plyne, ze
k objasnéni mechanizmu pisobeni nelze pouzit zddny obecny koncept pro vSechny typy
nadoru, potazmo bunéfnych kultur. Jeji Uc€inek je pfipisovan zejména intracelularnimu
odstépeni chloridi a hydrataci s naslednou ireverzibilni kovalentni vazbou na DNA N7-

249252 73 vzniku vnitrofetézcovych zesitovanych aduktd®?. Nicméné az

guaninu a adeninu
z 95 % dochazi k preferencni vazb¢ na nukleofilni slozky v buiice, jako jsou peptidy, proteiny,
enzymy a RNA?*?%_ Celkovy antikarcinogenni G¢inek je velmi ¢asto kombinaci vice
mechanizmil a je ovlivnén specifitou dané nddorové bunky. I pfes to pak nadorové bunky
zpravidla v zavéru odpovédi na cis-platinu reaguji zastavou replikace a transkripce, blokem

:75,256

v G2-fazi bunécného cyklu a navozenim apoptické smrti , zpravidla se zapojenim drahy

AKT (z ang. thymomas of aldo-keto reductase mice), c-Abl (z ang. abelson tyrosine kinase),

p53 a aktivaci MAPK, zejména JNK (z ang. c-Jun N-terminal kinase) a p38%>7-26!,

Literatura dale popisuje, ze napi. v 1é€bé leukemickych atak pomoci cis-platiny se
uplatiiuje tvorba ROS se zvySenou peroxidaci lipidli a poklesem negativniho naboje na povrchu

bunék narusujiciho mnozstvi fosfolipidi v bunééné membranang?6>263,

vvvvvv

sN,N- chelaty ([(n°-CsHs)2V(5-NHz-phen)]OTf a  [(n*-C3Hs)Mo(CO)2(phen)Cl]
obsahujici vanad a molybden jako centralni pfechodny kov, ptisobi na leukemické linie MOLT-
4 a HL-60 mechanizmem velmi podobnym cis-plating, a to bez ohledu na ptitomnost odliSného
centralniho atomu. Dochazi ke sniZeni proliferacni aktivity v zavislosti na vzristajici pouzité

koncentraci komplexu a délce inkubacéni doby. Tento efekt je doprovazen aktivaci cytotoxické
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drahy ubunék MOLT-4 indukovanou pies protein p53, kterd md za nasledek indukci
kaspazového fetézce iniciovaného pies vnitini drahu uvedenim v ¢innost kaspazu 9. Ta v zdvéru
kaskadové reakce aktivuje kaspazy 3 a 7, které¢ vedou k navozeni apoptické bunécné smrti

a vzristu poctu mrtvych bunék MOLT-4 a HL-60.

Bylo zjisténo, ze leukemické bunky reaguji velmi obdobnym mechanizmem i po
ovlivnéni molybdenovym komplexem 20 [{n’-CsH4CH>CH2NH(CH2)40}Mo(CO)2(4,7-Ph,-
Cytotoxicky ucinek ukazuje koncentracni a ¢asovou zavislost inhibujici bunéénou proliferaci
s ndrastem mrtvych bunék v pozdni fazi apoptozy. Vlivem aktivace p53 u bunék MOLT-4
dochazi k zastavé bunécného cyklu v G1-fazi doprovazené bunkami v Casné fazi apoptdzy.
Z literatury je znamo, Ze tento tumor supresorovy gen p53 vyjimecné neni ptitomen v lidskych
nadorovych butikich HL-60%%*. Nicméné apoptdza v téchto buiikich, spojend s cytotoxickym
ucinkem testovanych komplexii, miize byt indukovéana nezavisle na proteinu p53, napft. jak je
uvedeno v literatute, kde vlivem nadmérné exprese E2F, dochazi k uvolnéni cyklinu D1, E
a indukci apoptozy diky hyperfosforylaci pRB?%,

V cytotoxickych testech se bunétna linie MOLT-4 odvozend od T-lymfocytarni

leukémie ukazala byt pro svoje vlastnosti (kratky doubling time 29 h?%

, pasaZzovani bez nutnosti
trypsinizace bunck, okamzité ovlivnéni bez nutnosti adheze bun€k nebo nendro¢nost na
suplementy obsazené v kultivaénim médiu) vhodnym modelem prvni volby pro studium
cytotoxické aktivity nové pfipravenych komplexti. Nicméné, pro ziskani podrobnéjsich znalosti
o analyze mechanizmu cytotoxického plisobeni je nezbytné znat miru selektivity k vice
bunénym typtim rakoviny a zaméfit se na studium perspektivnich sloucenin k nejvice citlivé
nadorové linii bun€k. Jednou z nejvice senzitivnich linich nejen u nasich testovanych komplext
jsou buiiky A549. Jedna se o lidské bunky odvozené z adenokarcinomu alveolarnich bazalnich
epiteliarnich bunék plic. Tento typ rakoviny spadéa do histologického subtypu adenokarcinomu
nemalobunééného karcinomu plic. Z diivodi pozdni diagnostiky je mira pieziti 5 let pro
adenokarcinom plic stale velmi nizka, v rozmezi od 4 — do 17 % v zavislosti na stadiu nemoci
a regiondlnich rozdilech?®*?’. Buiiky A549 tvoii splyvavé monovrstvy s charakteristickou
morfologii a disponuji cytochromy P450 TA1 a P450 IIB6 dulezitimi pro biotransformaci

léciv!,

Pro analyzu reakce bunék A549 na molybdenovy komplex byl vybran komplex 6
[(n°-CoHsCH2C4H3S)Mo(CO)2(4,7-Pha-phen)|[BF4], obsahujici, stejné jako komplex 20, 4,7-
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Ph2-phen N,N-chelat a indenyl, tentokrat avSak substituovany thiofenem. Bylo zjiSténo, Ze na
nadorové bunky komplex 6 pusobi zastavou proliferaéni aktivity bez indukce apoptického
procesu. Pro srovnani citlivosti ptisobeni k nadorové tkani bylo testovani komplexem 6
provedeno i pro nenadorové buiiky plicnich fibroblasti MRC-5. Plsobeni komplexu 6 na
nenadorové bunky je odlisné, vykazuje shodné znaky s ptisobenim ptedchoziho testovaného
komplexu 20 a cis-platiny na buiikky nadorové. U bunék MRC-5 dochézi k indukci apoptozy
pies aktivaci vnitini apoptické drahy skrz kaspazu 9, sniZzeni mnozstvi proteinu MDM2,
dalezitého pro stabilizaci p53. Pokles proliferace bunék A549 je dan snizenim S-faze
doprovazeny G2-blokem buné¢ného cyklu s up-regulaci p21, CHK1 a down-regulaci PCNA.
U bunék MRC-5 nejsou zmény v regulaci bunééného cyklu pozorovany. Pouze u nizsi
testované koncentrace komplexu 6 nastava aktivace p21 a mirn¢ dochazi ke zvySeni mnozstvi
CHKI1 fosforylované na ser345. Tato zna¢nd vyhoda komplexu 6 v odliSném ucinku na
nadorovou linii oproti buikdm zdravé plicni tkané je velmi dilezitd pro budouci vyzkum, ktera

by mohla odhalit moZnosti selektivniho protinadorové terapie.

Plicni adenokarcinalni buitky A549 byly oSetfeny také komplexy obsahujicimi jako
centralni atom vanad. Konkrétné byly vybrany vysoce uc¢inné komplexy [(n’-
CsHsMe),V(bian)][OTf], 3b, [(1°-CsHsMe),V(4-MeO-bian)][OTf]. 4b. Mechanizmus
ptisobeni 3b a 4b je ve srovnani s molybdenovym komplexem 6 zavisly na proteinu p53 po
zpusobu ptisobeni cis-platiny. Ve shod¢ s ucinkem cis-platiny v MAP kinazové aktivité¢ na
A549 byly nalezeny shodné bunécné odpovédi 1 po plisobeni 3b a 4b. Zvyseni p38 koreluje
s proapoptickou drahou, oproti tomu pfi up-regulaci proteinli JNK a ERK1/2 dochdzi spiSe
k protiapoptické reakci. Apoptoza je ale stejné jako u cis-platiny na bunkach A549 podpofena
aktivaci MAP kinazové aktivity pies protein p382°%. Nicméné, bylo zpozorovano, Ze apoptdza
u testovanych komplext je ¢astecné inhibovéana zvySenim mnozZstvi antiapoptotického faktoru
Bcl-2. A549 buiiky ovlivnéné 3b a 4b vykazovaly také up-regulaci proteinu ERK1/2, ¢imz se
zvysuje procento bunc€k ve fazi S. Snizeni Zivotaschopnosti A549 a uvolnéni LDH je déano
aktivaci apoptotického procesu tentokrat se zapojenim vnéjSi apoptické drahy kaspazy 8
s ndslednou aktivaci vykonnych kaspaz 3/7. Oba testované komplexy 3b a 4b maji znacny
antiproliferativni ucinek zavisly na davce sup-regulace p21. Spole¢né¢ s aktivaci CHKI1
a CHK2 vedou k akumulaci bunék ve fazi G2. Kazdopadné, cytotoxického ucinku obou
komplext je dosaZeno ve srovnani s cis-platinou pii nizSich koncentracich a nastava jiz po 24
h inkubace, cehoz lze efektivné vyuzit vterapii nddorového onemocnéni plicniho

adenokarcinomu.

129



Zvysené mnozstvi ERK1/2 proteinu po 1é€bé bunck AS549 cis-platinou je také
v literatui'e popsano ve spojitosti s rozvojem rezistence bunék A549 k cis-plating®®. Tento efekt
je umocnén rovnéz nedostate¢nou aktivaci p382%. Stejna zavislost MAP kinazové aktivity je
popsana i pii ucinku tohoto 1éCiva na cis-platina rezistentni buiikky ovarialniho karcinomu
A2780cis?”. Ztohoto diivodu byla naSe pozornost zaméfena pii mapovani pohledu
mechanizmu U¢inku novych organokovovych komplexii pravé i na buiky ovaridlniho
karcinomu. Krom toho pacientky s timto karcinomem trpi relapsem onemocnéni béhem 6 - 24
mésicli ovSem jiz spojenym s rozvojem chemorezistence k cis-platin€. S tim souvisi 1 velmi

nizka mira pétiletého preZiti okolo 20 — 25%°"!.

Pti vyvoji metaloterapeutik, 1 v sou¢asné dob¢, nadale zlstavaji snahy o vyvoj analogu
cis-platiny ve snaze minimalizovat rozvoj chemorezistence pii zachovani silné protinadorové
aktivity. V na8i dal§i praci byly pfipraveny heterobimetalické komplexy Pt-Sn a Pt-Ag
obsahujici aminofosfinovy ligand. Ve srovnani s cis-platinou je v literatufe popsan odlisny

272-276 U

mechanizmus U¢inku fosfinovych komplexti platiny vétSiny z nich dochézi

k cytotoxickému piisobeni bez zastavy proliferace bunék, pravdépodobné z divodu Spatné

276 Popsana protinidorova aktivita spo¢ivd v indukci apoptozy, ztratou

rozpustnosti
mitochondrialniho potencidlu a akumulaci bun¢k v G1-fazi bunééného cyklu. U dalsich Pt(II)
komplexti obsahujici fosfinové skupiny byl zjistén protinddorovy ucinek s vmezetenim do
DNA a aktivitou, kterd stépila DNA. Biologicky aktivni komplexy byly nalezeny pfevazné
v cytoplazmé. Cytotoxicka aktivita byla funkci lipofility a bunééné akumulace komplexi, ktera

vedla k apoptéze bun&k usnadnéné tvorbou ROS?"".

U naseho testovaného heterobimetalického Pt-Ag komplexu 4 s aminofosfinovym
ligandem na bunkach A2780 a A2780cis dochdzi k antiproliferativnimu uc¢inku s aktivaci
apoptdzy bunek jiz po 24 h pisobeni. Apoptdza vSak oproti cis-platin€ neni zavisla na proteinu
p53. Nicméné¢, dochazi k aktivaci proapoptického proteinu p38, a to i u cis-platina rezistentnich
bunék A2780cis, coz miize byt pravdépodobné jeden z faktorti snizeni rezistence k cis-
platinovému komplexu a indukce apoptozy. ZvySené mnozstvi p38 je dale spojeno
s depolarizaci membrany mitochondrii a aktivaci BAX proteinu, s ndslednym uvedenim
kaspazy 9 do ¢innosti, coZz ma vliv na zvySenou aktivitu efektorové kaspazy 3 a 7. Vlivem
zvySeného mnozstvi p21 a check point kindzové aktivity v bunkach A2780 dochazi ke G2-
bloku buné¢k, buiiky A2780 reaguji akumulaci v S-fazi bunécného cyklu. Pro srovnani

nenadorové bunky MRC-5 reaguji cytotoxicky na komplex 4 pouze za pouziti vyssi
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koncentrace a az za delsi ¢as po ovlivnéni. Pfi pouziti kratkodobého ovlivnéni neni apopticka

smrt v bunikdch nenaddorovych fibroblastl aktivovana.

Ziskané¢ vysledky naznacuji, Ze 1 v piipad¢ platinového komplexu 4 dochazi
k selektivnimu ucinku na nadorové bunky jiz po kratkodobém plisobeni. Navic, s vysokou
cytotoxicitou komplex 4 plisobi i na buniky rezistentni vic¢i U¢inklim cis-platiny. Analyza
mechanizmu ptlisobeni déale ukazuje, ze v mnoha ohledech je bunécna odpovéd obdobna
k u¢inklim cis-platiny. Pfitomnost fosfinovych skupin v molekule sebou pfinasi ale rozdily,
které mohou mit na 1écbu nadorového onemocnéni kladny efekt a mohou byt vyuzity

v perspektivé komplexu jako nového potencidlniho protinddorového 1é¢iva.

Otazka selektivniho plisobeni chemoterapeutik pro zajiSténi maximalniho G¢inku pti
soucasné minimalizaci jejich nezddoucich vedlejSich u€inki by mohla byt vyfeSena pomoci
jejich cileného transportu. Touto problematikou se zabyva posledni ¢ast predkladané disertacni
prace. Grafenové nanostruktury jsou jednim z perspektivnich materidlti, jez by se mohly
v budoucnu vyuzit jako nosice pro cileny transport 1é¢iv. Bohuzel literatura uvadi nékolik praci

popisujicich jejich vysokou cytotoxicitu?**204,

Ve spolupraci s Institutem anorganické chemie Akademie véd CR bylo zji§téno, Ze
cytotoxicita grafenovych castic mulze souviset i s pfitomnosti rlznych kontaminantd.
Cytotoxicka studie na buiikdch ziskanych ze zdravych plicnich a dermélnich fibroblasti MRC-
5 a HDF ukazala, Ze v nasem ptispévku popsany promyvaci proces ma pozitivni efekt na snizeni
cytotoxického ucinku. Bylo zjisténo, ze oproti standardné ptipravenému grafenoxidu (GO),

doslo v ptipad¢ upraveného grafenoxidu (rswGO) k fadovému poklesu cytotoxicity.

Nicméné, bylo pozorovano, ze cytotoxicita bude pravdépodobné vlastnosti samotnych
grafenoxidovych ¢astic. Ukazalo se, ze u kontaminantti zbaveného grafenoxidu a i pfi pouziti
stabilizujiciho polymeru Pluronic-F127 (braniciho agregaci ¢astic na povrchu bunék, a tim
braniciho jejich pfimému poskozeni) dochazi presto ke znaénému ovlivnéni zivotaschopnosti

bunék.

O tvrzeni, Ze toxicita nanoc¢astic bude znamenat velmi zna¢né omezeni v biomedicing, se
opirame i v posledni studii’’®, ktera vznikla na Ustavu chemie a biologie, Univerzity Karlovy
v Hradci Kralové ve spolupraci s Katedrou biologickych a biochemickych véd Univerzity
v Pardubicich. Studovany byly na nadorové linii AS549 nanocastice FesOs potazené
kfemicitanem s thiolovou funkcionalizaci. Studie odhalila, Ze tyto nanocastice budou negativné

ovlivitovat riist a adhezi bunék. Bylo prokdzdno zhrouceni sité aktinovych mikrofilament
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a naruSeni mikrotubularniho cytoskeletu v pfimé interakci s aktivaci FAK proteinu (z ang. focal

adhesion kinase) up-regulujici ERK a p38.

Tato zjiSténi mohou pfedstavovat vazné omezeni pii pouziti grafenoxidu a dalSich

nanocastic jako transportniho média 1é¢iv pro pouziti v biomedicinskych aplikacich.
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7. ZAVER

Chemoterapie oteviela v 90. letech minulého stoleti dalsi cestu k 1é€bé rakoviny. Bohuzel
dosud pouzivané¢ chemoterapeutické latky zatim nedokazi rozliSovat mezi bunkami
rakovinnymi a rychle se mnozicimi buiikami zdravymi. Proto neustava snaha hledat nova lepsi

cytostatika. Timto tématem se zabyva i pfedkladana disertacni prace.

V teoretické ¢asti jsou shrnuty poznatky o cytotoxickém uc¢inku a mechanizmu ptisobeni
komplexti prechodnych kovi. Na zakladé téchto informaci se naSe pozornost zaméfila na

komplexy obsahujici centralni kov vanad a molybden.

V praktické casti byla pomoci WST-1 testu stanovena cytostaticka aktivita rtiznych
strukturnich typt organokovovych komplext vanadu a molybdenu. Vysledky potvrdily, Ze tyto
komplexy jsou vhodnymi adepty pro 1€cbu nadorového piisobeni. Jednoznacné bylo prokazano,
ze vysokd cytotoxicita je spojend s pritomnosti stabilizujiciho S,S- nebo N,N- chelatového
ligandu. Nejucinn¢jsimi pak byly fenantrolinové komplexy obsahujici amin nebo fenyl
fenantrolin. Uinnost téchto slougenin byla fadové vyssi oproti standardné vyuZivanému 1é&ivu
cis-platiné. Vys§i terapeuticky ucinek byl pozorovan 1 u nové pfipravenych
heterobimetalickych Pt-Ag komplext s fosfinovymi ligandy. Nejicingjs$i komplex byl pouzit

1 pro nasledné studium mechanizmu ucinku.

Molekularni zmény v nadorovych bunikach po ptisobeni vybranych komplexii vanadu,
molybdenu a nového platinového komplexu byly srovnatelné s u¢inkem cis-platiny. Dochazi
k antiprotiferacnimu efektu s vyvolanim apoptického procesu doprovazeného akumulaci bunék
v Gl-fazi bunééného cyklu. Bylo zjisténo, ze cytotoxicky ucinek je vyvolany nezavisle na
pouzitych nadorovych bunkéch, avSak je zavisly na pouzité koncentraci a dob¢é pusobeni
komplexi. Signifikantni rozdil byl nalezen u thiofenového komplexu molybdenu, ktery na linii
bunék adenokarcinomu vyvolal inhibici riistu bunék s G2 blokem bunécéného cyklu bez indukce
apoptické smrti. U tohoto komplexu bylo prokazano preferencni ptisobeni k nddorové tkéani ve
srovnani s bunécnou linii odvozenou od zdravé tkané. Obdobna selektivita u¢inku byla
potvrzena i u Pt-Ag komplexu s fofinovymi ligandy, ktery sviij potencidl uplatnil i pfi testovani

s buitkami rezistentnimi k cis-plating.

Nad ramec vyt¢enych cilt disertacni prace byla studovana moznost snizeni nezadoucich
vlivi cytostatik pomoci cileného transportu potencialnich 1é¢iv vazanych na povrch nanoc¢astic
na bazi grafenoxidu. Pfi analyze biokompatibilniho ucinku bylo bohuzel prokazano, ze
testované nanocastice samy disponuji vysokou cytotoxicitou k nenddorovym buitkdm a nejsou

prozatim pro toto pouziti v biomedicin¢ vhodné.
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