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Abstrakt

Vyzkum a vyvoj novych protinadorovych 1€Civ je nezbytny pro pokrok v Iécbé
onkologickych onemocnéni. Pacienti s nadorovymi onemocnénimi stile ptibyva
a stavajici metody lécby maji svd omezeni. Problémem je pifedevSim rezistence
nadorovych bunék k chemoterapeutikim a mnozstvi nezadoucich uc¢inkii chemoterapie.
Vyzvou soucasného onkologického vyzkumu je proto vyvoj 1éCiv, kterd budou mit
maximalni kurativni u¢inek a minimalni toxicitu pro lidsky organismus.

Tato prace je zaméfena na studium protinadorovych u¢inkli noveé syntetizovanych
derivath titanocenu a ferrocenu. Cilem prace je stanoveni cytotoxicity téchto latek,
charakterizace mechanismil jejich ptsobeni a srovnani jejich u€inkt s cisplatinou, ktera
patii k nejpouzivanéjSim cytostatikiim. Latky byly testovany na bunécnych liniich
odvozenych od karcinomu ovaria rezistentnich i citlivych vaéi cisplatingé - A2780,
A2780cis a SKOV-3.

Byl sledovan vliv nové syntetizovanych organokovovych slouc¢enin na proliferaci
nadorovych bunék, bunéény cyklus aapoptézu. Byly studovany zmény exprese
vybranych gend zapojenych do regulace bunétného cyklu a procesu apoptozy a byl
meéfen oxidativni stres v bunikach. Pro objasnéni mechanismu ucinku téchto latek byla
vyuzita metoda prutokové cytometrie, analyza bunééné proliferace v redlném case, test
cytotoxicity (MTT), stanoveni oxidac¢niho stresu a elektroforéza v polyakrylamidovém
gelu ve spojeni s western blottingem.

V MTT testu cytotoxicity vykazoval derivat ferrocenu vyrazné vyssi ucinek ve
srovnani s cisplatinou ato na bunky citlivé kcisplatiné ina bunky rezistentni
k cisplating, coz bylo potvrzeno analyzou bunééné proliferace v realném case. Derivat
titanocenu mél mensi cytotoxicky ucinek nez cisplatina. Priitokovou cytometrii bylo
zjisténo, Ze testované organokovové slouceniny nemély na rozdil od cisplatiny
vyznamny vliv na regulaci bunééného cyklu. Pomoci elektroforézy a western blottingu
byly detekovany zmény hladiny proteini zapojenych do procesu apoptozy a regulace
bunécéného cyklu. Prekvapivé na rozdil od cisplatiny nedoslo po plisobeni testovanych
latek k nartstu hladiny p53, p21 ani Stépeni proteinu PARP. Byl vSak zjistén nartst
obsahu kyslikovych radikali v bunkéach.

Z uvedenych vysledkil vyplyva, ze testovany nové syntetizovany derivat ferrocenu
ma vyrazné cytotoxické ucinky na nadorové bunécéné linie odvozené od karcinomu
ovaria a to véetné linii rezistentnich k cisplatiné. Mechanismus jeho u¢inku je odlisny
od cisplatiny, patrn¢ nejde o vazbu na DNA, zato je spojen s nartistem oxidac¢niho stresu
bunék. Tato prace pfinesla nové podnéty pro dalsi vyzkum organokovovych sloucenin
jako potencialnich protindadorovych Ilé¢iv, ziskané poznatky mohou byt vyuZity
predevsim pfi syntéze dalsi generace téchto sloucenin.

Klicova slova: nédorovd onemocnéni, apoptdza, oxidacni stres, chemoterapie,
cisplatina, organokovové slouceniny, derivat titanocenu, derivat ferrocenu



Abstract

Research into and development of new anticancer drugs is essential for progress in
the treatment of oncological diseases. The number of patients diagnosed with cancer
keeps growing and current treatment methods have their limitations. The main problem
is resistance of cancer cells to chemotherapeutics and the large amount of adverse
effects of chemotherapy. The challenge for current oncology research is the
development of drugs, which will have a maximal curative effect and a minimal toxicity
for human organism.

This work focuses on the study of antitumor effects of newly synthesized titanocene
and ferrocene derivatives. The aim of this work is the cytotoxicity evaluation of these
compounds, the characterization of their mechanisms of action and comparison of their
effects with cisplatin, which is one of the most commonly used cytostatic drugs. The
compounds were tested on cell lines derived from ovarian carcinoma, both resistant and
sensitive to cisplatin- A2780, A2780cis and SKOV-3.

The effect of newly synthesized organometallic compounds on cancer cell
proliferation, cell cycle and apoptosis was observed. Changes in the expression of the
selected genes involved in cell cycle regulation and apoptosis were studied and the
oxidative stress in the cells was measured. To clarify the mechanism of the effect of
these compounds, flow cytometry, real time cell proliferation analysis, cytotoxicity
assay (MTT), oxidative stress determination and polyacrylamide electrophoresis in
combination with western blotting was used.

In MTT cytotoxicity assay, the ferrocene derivative showed a distinctly higher effect
compared to the cisplatin on cells both sensitive to cisplatin and resistant to cisplatin,
which was confirmed by the analysis of cell proliferation in real time. The titanocene
derivative had a smaller effect on cell proliferation than cisplatin. Flow cytometry
revealed that the tested organometallic compounds did not have a significant effect on
cell cycle regulation in contrast with cisplatin. Changes in the levels of proteins
involved in apoptosis and cell cycle regulation were detected by electrophoresis and
western blotting. Surprisingly, unlike cisplatin, no increased p53 and p21 levels and
PARP cleavage occurred after treatment with the tested compounds. However, an
increase in the amount of reactive oxygen species in the cells was determined.

The stated results implicate that the tested newly synthesized ferrocene derivative has
a significant cytotoxic effect on cancer cell lines derived from ovarian carcinoma
including cell lines resistant to cisplatin. The mechanism of action is different from
cisplatin; apparently it does not bind to DNA, but it is linked with increased oxidative
stress. This work gave rise to further research of organometallic compounds as potential
anticancer drugs; and the acquired knowledge could especially be used in the synthesis
of the next generation of these compounds.

Keywords: oncological diseases, apoptosis, oxidative stress, chemotherapy, cisplatin,
organometallic compounds, titanocene derivative, ferrocene derivative
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Seznam pouzitych zkratek

Apaf-1 apoptotic protease activating factor 1

APC anaphase-promoting control (anafazi podporujici komplex)
APS amonium persulfate acid (peroxodisiran amonny)

ATM ataxia telangiectasia mutated

Bad Bcl-2-associated death promoter

Bak Bcl-2 homologous antagonist/killer

Bax Bcl-2 associated X protein

Bcl-2 B-cell lymphoma 2 protein
Bid BH3 interacting-domain death agonist

CAK Cdk-activating kinase (Cdk-aktivujici kinaza)

Cdc cell division control protein
Cdk cyclin-dependent kinase (cyklin-dependentni kinaza)
cisPt cis-diamminedichloridoplatinum, cisplatin, CDDP (cisplatina, cis-

diamminodichloroplatnaty komplex)

CKI cyclin-dependent kinase inhibitor protein (Cdk inhibi¢ni protein)
CM culture medium (kultivaéni médium)
CSB complete sample buffer

DISC death-inducing signaling complex

DMSO dimethyl sulfoxide (dimethyl sulfoxid)

DNA deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)
DTT dithiothreitol, (2S,3S)-1,4-bis(sulfanyl)butane-2,3-diol
ECL substrate enhanced chemiluminescence substrate

EGTA etylene glykol tetraacetic acid

FADD Fas-associated protein with death domain

FasL Fas ligand

FasR Fas receptor



FBS
Gy phase
HRP
Chk
LDS

M phase

fetal bovine serum (fetalni bovinni sérum)

gap phase (G -faze)

horseradish peroxidase (avidin-peroxidaza, kienova peroxidaza)
checkpoint kinase (checkpoint kinaza)

lithium dodecyl sulfate (dodecylsiran lithny)

mitosis phase (M-faze)

MOPS (running buffer)  3-(N-morpholino)propanesulfonic acid

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide

MW marker molecular weight marker (marker molekulové hmotnosti)

Noxa phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1

PARP poly (ADP-ribose) polymerase (poly(ADP-ribosa)polymeraza)

PBS phosphate buffered saline (fosfatovy pufr)

p-Chk phosphorylated checkpoint kinase (fosforylované checkpoint kinaza)

Pl propidium iodide (propidium jodid)

PMSF phenylmethylsulfonyl fluoride

pRb retinoblastoma protein (retinoblastomovy protein)

Puma p53 upregulated modulator of apoptosis, BCL2 binding component 3

RAG Px rabbit anti-goat imunoglobuline horseradish peroxidase conjugated
(krali¢i sekundarni protilatka proti kozim imunoglobulinim konjugovana
kfenovou peroxidazou)

RAM Px  rabbit anti-mouse imunoglobuline horseradish peroxidase conjugated
(krali¢ci  sekundarni  protilatka proti mySim  imunoglobulinim
konjugovana kienovou peroxidazou)

ROS reactive oxygen species (reaktivni formy kysliku)

RNS reactive nitrogen species (reaktivni formy dusiku)

RS reactive species (reaktivni slouceniny)

rpm revolutions per minute (ota¢ky za minutu)

RPMI Roswell Park Memorial Institute medium



RSV Rous sarcoma virus (Roustv sarkoma Vvirus)
RT room temperature (pokojova teplota)

S phase  synthesis phase (S-faze)

SDS sodium dodecyl sulfate (dodecylsiran sodny, sodiumdodecylsulfat)

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
(elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu
sodného)

SWAR Px swine anti-rabbit imunoglobuline hoseradish reroxidase conjugated

(prase¢i sekundarni protilatka proti krali¢im imunoglobulinim
konjugovana kienovou peroxidazou)

TEMED tetramethylethylenediamine, N, N, N’, N'-tetramethylethane-1,2-diamine

TNF tumor necrosis factor (faktor nddorové nekrdzy, tumor nekrotizujici
faktor)
TNFR tumor necrosis factor receptor (receptor faktoru nadorové nekrozy)

TRADD TNFRSF1A-associated via death domain

VEGF vascular endothelial growth factor (vaskularni endotelovy ristovy faktor)
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Uvod

epidemie pravych nestovic, moru, tuberkul6zy, détské obrny ¢i cholery. Nékteré nemoci
se s postupem casu a rozvojem v medicinském oboru podafilo usp€sné vymytit nebo
alespon vyrazné omezit jejich vyskyt a snizit umrtnost.

Jednou z chorob, se kterou lidstvo stale bojuje, je rakovina. Jiz po dlouhou dobu je
neustupnym nepfitelem moderni mediciny, kterd se stdle snazi najit zpusob, jak ji
vylécit, ¢i alespont zpomalit jeji vyvoj a tim prodlouzit Zivot nemocnému.

V poslednich letech je problematika nadorovych onemocnéni stile aktudlnéjSim
tématem. V dusledku rostouci primérné délky zivota, zmén zivotniho stylu a nartstu
obsahu karcinogennich latek v prostiedi pacientii s nadorovym onemocnénim rapidné
pribyva, kazdy rok je v Ceské republice diagnostikovano pies 80 000 novych piipadi. !
Zhoubné novotvary jsou také druhou nejéastéjsi pti¢inou umrti v Ceské republice
a Vv roce 2012 byly p¥i¢inou vice nez &tvrtiny vsech umrti v CR. 23

S tim Gzce souvisi védecky vyzkum, ktery se zaméfuje na hledani novych lécebnych
postuptl a latek s protinddorovym ucinkem, které by mohly zlepsit i€innost stavajicich
metod 1é¢by nebo je piimo nahradit, a tim pomoci snizovat Umrtnost pacientd
s nadorovymi onemocnénimi.

Vyznamného pokroku dosahl vyzkum v oblasti organokovové chemie, jehoZz
vysledky ukazuji potencial organokovovych slouéenin v 1é¢bé nadorovych onemocnéni.
Mnohé z téchto sloucenin vykazuji protinadorovy G¢inek a prochazi jiz preklinickymi i
klinickymi testy. Studium mechanismi ucinku téchto latek muize pfinést informace
dalezité pro vyvoj dalSich cytostatik.

11



1 Teoreticka c¢ast

1.1 Biologie nadoru

Charakteristika a vlastnosti nadorové bunky

Nadorové bunky se v mnoha ohledech 1i§i od normalnich zdravych bun¢k. Hanahan
a Weinberg ve své praci zroku 2011 4 popsali charakteristick¢é znaky nadoru
a nadorovych bun¢k (Obr. 1). Pochopeni principti a mechanismi nadorové transformace
je klicové pro vyvoj cilené 1éEby nadorovych onemocnéni.

Pro nadorovou buriku jsou typické tyto vlastnosti:

1. Sobéstacnost v produkei ristovych signali.
2. Necitlivost k signalim zastavujici bunéény cyklus.

Kombinace téchto vlastnosti mé za nésledek neregulovany bunécny rist, coz
souvisi také s naruSenim bunéfného cyklu a jeho regulacnich a kontrolnich
mechanismu (viz Kapitola 1.2).

U normalnich buné€k je mira proliferace ur¢ena kombinaci vnéj$ich i vnitinich
signalti. Nadorové bunky k ristu nepotiebuji témet zadné vnéjsi podnéty, protoze
jsou schopné si vytvaret autonomné vlastni rastové faktory (tzv. autokrinni
stimulace). Geny, jejichz produkty reguluji buné¢nou proliferaci, jsou ozna¢ovany
jako protoonkogeny, onkogeny a tumor-supresorové geny.

Vlivem mutaci mohou byt také poSkozeny mechanismy oprav DNA. Burka
neni schopna reagovat na poskozeni DNA nebo na chyby vzniklé pfi jeji replikaci,
nedokaze zastavit bunéény cyklus achyby opravit, coz vede k postupné
akumulaci mutaci v genomu.

3. Schopnost vyhnout se likvidaci imunitnim systémem. Imunitni systém je
schopen rozpoznat abnormalni a potencionalné¢ nadorové bunky a zniCit je. T-
lymfocyty vylu€uji signalni molekuly, které spoustéji sebedestrukéni mechanismy
téchto bunék. Nadorové buiiky si ale mohou vyvinout schopnost témto podnétim
odolavat naptiklad zvySenim exprese antiapoptotickych proteinli nebo inaktivaci
receptord smrti.

4. Neomezeny replika¢ni potencial. Pfi kazdém dé¢leni bunky se zkracuji telomery,
coZ jsou nukleoproteinové koncové ¢asti chromozomi, které jsou dulezité pro
udrZeni celistvosti chromozomt a chrani chromozomy pted degradaci. Normalni
diploidni buiky tak mohou podstoupit pouze omezeny pocet déleni (Hayflickiv
limit), a maji tedy i omezenou Zivotnost. Nadorové buiiky se naopak mohou délit
témeét neomezené. VétSinou je to umoznéno aktivaci enzymu telomerdzy, ktery
telomery prodluzuje a podili se tak na imortalizaci nadorovych bunék.
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5. Pritomnost zanétu podporujici nador. Pfitomnost zanétu maze ovlivnit vyvoj
nadoru pifisunem bioaktivnich molekul, které indukuji angiogenezi, inhibuji
bunécénou smrt nebo zvysuji proliferaci nadorovych bunék. Pritomnost zanétu je
také spojena s nartistem hladiny kyslikovych radikald, které mohou poskodit
DNA a tim urychlit maligni transformaci.

6. Invazivita a metastazovani. Nadorové buiiky mohou infiltrovat do okolnich
tkani nebo se pifimo uvolnit z primérniho nddoru a migrovat krevnim ¢i miznim
reCiStém a zaklddat vzdalend sekundarni nadorova loziska oznacovand jako
metastazy.

7. Indukce angiogeneze. Pro zajisténi piisunu kysliku a zivin maji nadorové bunky
schopnost indukovat tvorbu cévniho systému produkci angiogennich faktord,
naptiklad VEGF (vascular endothelial growth factor).

8. Genomova nestabilita a mutace. Nestabilita genomu vyznamné urychluje
akumulaci mutaci a proces maligni transformace buriky.

9. Odolnost k bunééné smrti. Nadorové bunky si vyvinuly mechanismus
zabranujici spusténi apoptézy. Dokazou produkovat ve zvySeném mnozstvi
antiapoptotické proteiny, které inhibuji funkci proteint spoustéjicich apoptozu.

10. Deregulace energetického metabolismu. V normalnich bunikach je v aerobnim
prostiedi gluk6za v cytosolu metabolizovana glykolyzou na pyruvat, ktery se
vV mitochondriich pfeméiuje za uvolnéni CO; a ke tvorb& ATP dochézi oxidativni
fosforylaci. V anaerobnim prostfedi dochazi ke glykolyze. Nadorové bunky
narozdil od normélnich bunék upifednostiiuji i v aerobnim prostiedi glykolyzu,
kterd je sice méné efektivnim zpusobem ziskani energie nez oxidativni
fosforylace, zato mnohem rychlej§im. Proto se vyznacuji 1 vyS$$i spotiebou
glukézy a vylu€ovanim kyseliny mléc¢né. Tento jev se nazyva aerobni glykolyza
neboli Warburgliv efekt a buiikky se diky nému mohou adaptovat na nedostatek
kysliku v nadorové tkani.

Nédorové buiky se také vyznacuji odliSmou morfologii. Maji nepravidelny tvar
a velikost, jejich jadro je ve srovnani s normalnimi bunikami velké a ma razny tvar.
Pomér obsahu cytoplazmy vzhledem k jadru je proto mensi nez u normalnich bunék. >
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Obrazek 1 Schéma charakteristickych rysi nadorovych bunék (4)

Charakteristika procesu maligni transformace

,,Sled vzacnych udalosti vedoucich ke vzniku nadoru u clovéka vyZaduje Fadu mutaci,
které postupné pozmeénuji genetickou vybavu bunky, a tim ji posunuji stale bliz
k zahdjeni neomezeného mnozeni.“ — Robert A. Weinberg °

Maligni transformace buiiky je vicestupiiovy proces. Zahrnuje mutace Vv kli¢ovych
genech kodujicich proteiny regulujici bun&ény cyklus a apoptozu. > 9 Spontanni
mutace se mohou vyskytnout béhem replikace nebo oprav DNA, jejich Cetnost je vSak
velmi nizké (jedna chyba na 10’ zkopirovanych nukleotidd, po okamZitych opravach
presnost replikace DNA stoupé na jednu chybu na 10° zkopirovanych nukleotidi). *°

Mutace, které vznikaji piisobenim zevnich faktorti na DNA, se nazyvaji indukované.
Akumulace téchto mutaci mtize vést k maligni transformaci bunky. >9

Mutace se rozdé€luji na genové — tykaji se jednotlivych genli, chromozomové — vétsi
strukturni zmény v chromozomech a genomové — zména poctu jednotlivych
chromozomt nebo celych jejich sad. Mezi genové mutace se fadi prevazné tzv. bodové
mutace, kam patii substituce (zaména bazi), inzerce (pfidani bazi), inverze (zaména
pofadi bazi) a delece (odstranéni bazi). ’
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Chromozomové mutace neboli strukturni aberace délime do nékolika skupin: ”°

1. Translokace je stav, kdy je ¢ast jednoho chromozomu piesunuta na jiny
chromozom. Jsou Casté u leukemii, kde se tvoii tzv. fuzni geny.

2. Reciproka translokace je vzajemnd vymeéna genetického materidlu mezi dvéma
riznymi chromozomy.

3. Amplifikace je zmnozeni chromozomalnich ¢asti. Mtze podpofit rist nadorové
bunky zvysenim poctu kopii genti podporujicich proliferaci.

4. Cast chromozomu mize byt také inverfovand, coz ovliviiuje regulaci genové
EXpPrese.

5. Intersticialni delece neboli ztrata vnitini ¢asti chromozomu muize u nadorovych
bun¢k inaktivovat tumor-supresorové geny.

Onkogeny a protoonkogeny

Protoonkogeny koduji proteiny podporujici buné¢nou proliferaci, naptiklad ristové
faktory a jejich receptory, antiapoptotické proteiny, faktory interceluldrni signalizace
(transdukéni faktory) nebo transkripéni faktory, které reguluji genovou expresi. Mutaci
protoonkogenti vznikaji onkogeny, které se podileji na nadorové transformaci. Tyto
mutace jsou dominantniho charakteru, coz znamena, Ze uz mutace v jedné alele
protoonkogenu iniciuje maligni transformaci bufiky. Tyto mutace maji aktivujici
charakter, onkoproteiny si sice zachovavaji svoji zakladni funkci, ale jsou produkovany

o IR . . v 1l 56,89
V nadmérném mnoZstvi €1 je u nich pozorovana zvysena aktivita.

Tumor-supresorové geny = antionkogeny

Tumor-supresorové geny reguluji bunécnou proliferaci, ¢imz brani vzniku nadoru.
Mutace téchto genit maji charakter inaktivacni, vedou ke snizeni hladiny proteinii nebo
zmeéné jejich funkce. Proteiny kodované tumor-supresorovymi geny patii mezi
regulatory bunécného cyklu, které potlacuji bunéénou proliferaci. Mutace tumor-
supresorovych genti jsou recesivni, pro maligni transformaci je tedy nutna ztrata funkce
obou alel. >®8°

Mezi vyznamné tumor-supresorové geny patii RB a TP53. Jejich produkty, proteiny
pRb a p53, maji vyznamnou tlohu v regulaci bunééného cyklu.

Na onkogenezi se mohou podilet i mutace dalSich genti, které maji za nasledek
poskozeni vnitinich regula¢nich mechanismi buiiky. Jsou to naptiklad geny regulujici
apoptozu nebo mutatorové geny, jejichz produkty udrzuji stabilitu genomu
prostfednictvim oprav DNA. Poskozeni téchto genli vede k hromadéni mutaci, coz
zvysuje pravdépodobnost nadorové transformace buiiky. > 911
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Etiologie nadori

Faktorii, které se ucastni vzniku a rozvoje nadort, je nesCetné mnozstvi. Jsou za n¢
povazované latky, které maji schopnost vyvolat zménu genetické informace nebo
naruseni vnitfnich bunénych metabolickych procesi vedouci k maligni transformaci
buiiky-tzv. kancerogeny. ®°

Mezi chemické kancerogeny jsou fazeny latky rizného slozeni a puvodu.
K anorganickym kancerogentim patii n€které kovy a jejich slouceniny, naptiklad zinek,
hlinik, nikl ¢i platina. Expozice azbestim miize vyvolat mezoteliomy, dlouhodobé
vysoké davky arzenu mohou zpulsobit vznik nddort kiize nebo karcinomu mocového
méchyte. Vystaveni radiu zvySuje pravdépodobnost vzniku osteosarkomil. Aromatické
kancerogeny, jako napiiklad benzen, zvySuji riziko akutni leukémie. Alifatickymi
kancerogeny jsou vinylchlorid nebo yperit (hoi¢i¢ny plyn). K nejvice kancerogennim
latkam patii aflatoxin produkovany plisnémi rodu Aspergillus. Vyznam v kancerogenezi
maji také latky endogenniho ptivodu, naptiklad steroidni hormony, pfedevs§im estrogeny
a androgeny, které hraji roli ve vzniku hormonélné zavislych nadorti (karcinom ovaria,
prsu). Hormony se vSak fadi spiSe mezi kokancerogeny, protoze u nich nebyl prokazan
pHimy mutagenni u&inek. > °

Mezi fyzikalni mutageny zpisobujici vznik nadord patii ionizujici zafeni nebo UV
zéteni. U¢inek zafeni mize byt bud pfimy (vznik zlomd v DNA) nebo nepiimy
(prostiednictvim volnych radikélt). Intenzita kancerogennich uc¢ink UV zéfeni je
zavisld na vinové délce, nejslabsi ucinek je v pasmu 320-400 nm a v rozmezi 240-320
nm dochazi k pfimému poSkozeni DNA. ’

Na vzniku nadorovych onemocnéni se mohou podilet také biologické faktory, kam
byvaji fazeny predevs§im viry. Jako prvni onkovirus byl popsan Rousliv sarkoma virus
(RSV), ktery vyvolava sarkomy u kufat. Tento virus patii mezi retroviry, coZ jsou viry,
které jsou pomoci reverzni transkriptdzy schopné piepsat svou genetickou informaci
vV podobé RNA do DNA a tu integrovat do genomu hostitelské bunky. Dalsi viry, které
jsou patrn€ schopné vyvolat nadorové bujeni, jsou DNA viry, kam patii napiiklad
herpesviry nebo papilomaviry. U papilomavird byla prokazéna pifima souvislost se
vznikem cervikélniho karcinomu, u viru hepatitidy B pak souvislost se vznikem

hepatocelularniho karcinomu. 89

Kancerogeneze

Proces vzniku a vyvoje nadoru se nazyva kancerogeneze. Je to nékolikafazovy
proces, V pribéhu kterého dochdzi k postupnému hromadéni mutaci a maligni
transformaci bunky. >89
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1. Iniciace. Dochazi k zahajeni procesu kancerogeneze vlivem vnéjsich i vnitinich
faktorti. Dusledkem je ireverzibilni zména genotypu buiky, kterd vSak mtize
zustat bez funkénich nasledkda.

2. Promoce. Vlivem dalsich podnéta, kokancerogennich faktorii, dochazi k maligni
transformaci bun€k. Jeho rozvoj zéavisi na délce a mife expozice mutagennim
faktorim, protoze vyssi pocet mutaci zvySuje pravdépodobnost vzniku nadoru.
Vysvétluje se tim stoupajici incidence nadorovych onemocnéni s vékem.
V disledku poruch regulace proliferace a diferenciace bunck vznikd nejdiive
prekancerdza a nasledné tzv. carcinoma in situ, coz je karcinom lokalizovany
vV misté¢ svého vzniku bez presahu do dalSich vrstev tkané. Pii v€asném zahdjeni
1é¢cby je v této fazi vyssi pravdépodobnost uplného uzdraveni.

3. Konverze = transformace. Dochazi ke zméné fenotypu bunék a vznika maligni
klon bun¢k. K maligni transformaci nejéastéji dochazi ve tkanich s rychle se
délicimi bunkami (dychaci a travici soustava) nebo ve tkénich stimulovanych
hormony (vaje¢niky, prsa, prostata).

4. Progrese. Transformované buiiky maji poruSené regulacni mechanismy, coz
vede k jejich nekontrolované proliferaci. Dochazi k infiltraci do okolni tkané,
lokdlnimu rtstu nadoru a stimulaci angiogeneze. Na pocatku je rist nadoru
exponencialni, nasledné¢ dochazi ke zpomaleni ristu v dusledku nedostatecné
vyZzivy a pusobeni faktorti zodpovédnych za nekrézu ¢i apoptozu.

5. Metastazovani. Nador se stane invazivnim a S§ifi se mimo primarni loZzisko.
Nédorové bunky nejdiive proniknou bazalni membranou do krevniho fecisté ¢i
mizni cévy (intravazace). VétSina téchto bunck je vSak ihned eliminovéna
imunitnim systémem, mechanickymi faktory (turbulence krevniho proudu) nebo
tzv. kyslikovym efektem (zvySena tenze kysliku v arterialni krvi). Pouze zlomek
jejich ptivodniho poétu (asi 0,1 %) prezije a putuje dal. V cilovém organu
nadorové bunky proniknou sténou kapilary do tkané (extravazace). Vznikaji
sekundarni nadorova loZiska neboli metastazy.

Klasifikace nadoru

Nador (= tumor, novotvar, neoplasie) je tUtvar tvofeny nddorovymi bunkami,
nenadorovou pojivovou tkani, buitkami imunitniho systému a cévnim systémem. * °
Vytvaii si vlastni mikroprostiedi a vyrazné¢ naruSuje tkanovou homeostdzu. Nadory
rozdélujeme podle schopnosti infiltrovat do jiné tkan€ na benigni a maligni.

Benigni neboli nezhoubné nadory rostou pomérné pomalu v misté svého vzniku
a nemetastazuji. Nepronikaji do ostatnich tkani alze je pomérné€ dobie odstranit
chirurgickou cestou. Ptikladem je adenom, coz je benigni epitelidlni nador zlazového
ptuvodu. >9

Maligni neboli zhoubné nadory piedstavuji pro pacienta vétsi nebezpeci, jejich rist
je invazivni a maji schopnost metastazovat. Do okolnich tkani pronikaji nadorové
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buiiky pomoci krevniho a lymfatického systému a zaklddaji sekundérni nadorova
loziska-metastazy.

Maligni nadory se dale déli podle typu tkani nebo bunék, ze kterych vznikaji.
Karcinomy jsou nadory ptivodem z epitelialnich bunék, tvofi asi 90 % lidskych nadora.
Sarkomy jsou pevné nadory pojivovych tkani (vaziva, kosti, chrupavky, kloubni
vystelky a svaloviny). Dal§im typem nadorovych onemocnéni jsou leukémie a lymfomy,
které¢ jsou odvozené od hematopoetickych kmenovych bun¢k a bunék imunitniho
systétmu. Germindlni nddory vznikaji ze zarode¢nych tkani, gliomy jsou nadory
vychézejici z bun€k z nervové tkang. >89.11

1.2 Bunécny cyklus a jeho regulace

U nadorovych bun¢k dochazi ¢asto k naruseni bunécného cyklu a mechanismu jeho
regulace. *° Pro vysvétleni Géinku chemoterapeutik a vyvoj cilenych 1é&ebnych metod
je dilezité pochopit, jak bunéény cyklus probiha a jak je fizen.

Piehled bunécéného cyklu

Bunéény cyklus je souhrn udalosti, ktery vede ke zdvojeni genetické informace
arozdéleni matefské buiky za vzniku bunck dcefinych. Bunétny cyklus se
u eukaryontnich bunék de€li do ¢tyi zakladnich fazi. Jeho délka se méni v zavislosti na
typu bunék a vnéjSich 1 vnitinich podminkach. Cyklus stiedné€ rychle se délici savci
buiiky trva pfiblizng 24 hodin. *° U nadorovych bun&k je tento generadni ¢as delsi, 30-
150 hodin, ? &ehoZ Ize vyuzit p¥i 16¢b& nadorovych onemocnéni.

Bunéény cyklus lze rozdélit na interfdzi, kam patii Gi-, S- a Go-faze, a samotné
bunécné déleni (M-faze). (Obr. 2) 101113

— M-FAZE
mitoza T — S
(jaderné M
. déleni) cytokineze
G,-FAZE ———__ [cytoplasmatické ™\

M

T~ diloni) 7o
\ %

S-FAZE
(roplikace DNA}

Obrazek 2 Faze bunééného cyklu (10)
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Vétsina bunék potiebuje vice ¢asu pro rist a zdvojeni svych organel nez pro replikaci
své genetické informace. Proto se vbunéném cyklu vymezily dvé Gy-faze (G-
z anglického gap neboli mezera). Po kazdém bunééném déleni ptechdzi vétSina bunck
do G;-faze. Bunika ma v této fazi diploidni (2n) pocet chromozomu. G;-faze je soucasti
obdobi zvaného interfize a vyplhuje mezeru mezi M-fazi a syntetickou (S-) fazi. Je
zpravidla nejdéle trvajicim usekem bunécného cyklu a dochazi béhem ni k rapidnimu
rustu bunky. ZvySuje se pocet organel, syntetizuje se mRNA a proteiny nutné pro
replikaci DNA (napf. DNA-polymerdzy, topoizomerdzy...). > ! Gi-faze je
u nadorovych bun&k ve srovnani s normalnimi butikami vyrazn& prodlouzena. **

Pokud jsou vné&jsi podminky neptiznivé, bunika mize piejit do takzvané G- neboli
klidové faze. V této fazi se buinika ned¢li, ale jeji funkce jsou zachovany. Miize tu
setrvavat dny, mésice i roky. Po navozeni ptiznivych podminek (naptiklad vystavenim
dostatecnému mnozstvi rastovych faktorti) mohou buiiky po piekonéni kontrolniho
bodu G; vstoupit do S-faze a opét pokracovat v cyklu. Do klidové faze piechazi také
vétSina diferencovanych bunék a nékteré nadorové buiiky, které se tak stavaji obtizné
dostupné pro 1é¢ebné postupy. 10,11

Synteticka faze neboli S-faze je velmi dilezitym obdobim bunééného cyklu. Dochazi
zde kreplikaci DNA a duplikaci genetického materialu (2n—4n). Vznikaji sesterské
chromatidy-vysledkem je 23 part dvouchromatidovych chromozomii. Aby se zabranilo
mutacim v dalSich generacich bun¢k, jaderna DNA musi byt replikovana s velkou
piesnosti. Vznik mutaci by mohl mit za nasledek nadorovou transformaci buiiky. > 1 pg
uspésném zdvojeni genetické informace ptechazi buiika do G,-faze, v pribéhu které
dale roste a pripravuje se na délici proces. Probihd syntéza proteinii nezbytnych pro
bun&éné déleni. 11

Nésledujici M-faze se skladd zjaderného déleni (karyogeneze) a samotného
bunécného déleni (cytokineze). Mitoza je typ bunéEného d€leni, pii némz je zachovan
pocet chromozomu. Probihd ve ctyfech fazich zvanych profiaze, metafdze, anafaze
a telofaze (Obr. 3). 101113

1) Na zacatku profize probihd kondenzace a spiralizace DNA. Jsou jasné
pozorovatelné chromozomy sloZzené¢ ze dvou sesterskych chromatid spojenych
Vv centromefe. Jadérko mizi a jaderny obal se postupné rozpadd. Duplikované
centrozomy V cytoplazmé putuji k polim buiiky a z nich vybihajici mikrotubuly
zacinaji formovat dé€lici (mitotické) vieténko. Jeho zékladni kostru tvoii spole¢né
interagujici mikrotubuly-polarni mikrotubuly a pdly vieténka tvoii centrozomy.
Astralni mikrotubuly maji funkci ukotveni a mifi smérem k plazmatické
membrang.

2) V prometafizi se jaderna membrana rozpada uplné, tvorba dé€liciho vieténka je
dokoncena. V metafazi se mikrotubuly vieténka dostavaji k chromozomiim
a navazou se na jejich kinetochory (proteinové komplexy) nachézejici se v oblasti
centromer. Pomoci mikrotubulll jsou poté chromozomy sefazeny do ekvatorialni
roviny a vytvari metafdzovou desticku. Ptred pfechodem do anafaze je aktivovan
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APC (anafazi podporujici komplex), ktery deaktivuje komplex cyklin-Cdk
degradaci cyklinu (ubikvitinaci). Dochéazi k rozkladu proteinu sekurinu, coz je
inhibitor protedzy separazy. Separaza rozstépi proteinovy komplex kohezin, ktery
drzi pohromad¢ sesterské chromatidy. Sesterské chromatidy se rozd¢€li a mitoza
postupuje do anafaze.

3) V anafazi jsou chromatidy po oddéleni tazeny k opaénym polim. Tento pohyb se
nazyva segregace a zahrnuje zkracovani kinetochorovych mikrotubuli
avzajemné vzdalovani polu vieténka prodluzovanim polarnich mikrotubult
a zkracovanim astralnich mikrotubuli.

4) Béhem telofaze se kolem obou sad dcefinych chromozomiu za¢ne formovat
jaderny obal a vznikaji dv€ nova jadra. Délici vieténko zanikd, znovu se skladaji
jaderné laminy a vytvafi se jaderné pory. Chromozomy opét dekondenzuji,
obnovuje se jadérko a jadro postupné roste.

Posledni fazi déleni buiky je cytokineze. V oblasti délici ryhy (kolem ekvatorialni
roviny) se vytvari kontraktilni prstenec slozeny z aktinovych a myosinovych filament.
Jeho zaskrcenim se rozdé@li cytoplazma a vysledkem je vznik dvou dcefinych bunék. 10.

11,13

Interfaze Profaze Prometafaze

Metafaze

Anafaze Telofaze Cytokineze

Obrazek 3 Faze mitozy (13)

DNA je oznafena modfe, tubulin zelené. V interfazi se duplikuje geneticky material a organely.
V profazi se rozvolnéna DNA zacina kondenzovat, z centrozomi vybihaji mikrotubuly a zaéinaji
formovat délici vireténko. V prometafazi se rozpada jaderny obal, chromozomy se navazou na
mikrotubuly. V metafazi se chromozomy seiadi do ekvatorialni roviny, pfi anafazi se sesterské
chromatidy oddéluji a jsou taZeny Kk opaénym polim buiiky. V telofazi za¢ina znovu vznikat
jaderny obal a vytvari se kontraktilni prstenec, pii cytokinezi dochazi ke koneénému oddéleni.
Podrobnéjsi popis v textu.
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Regulace buné¢ného cyklu

Aby bunéény cyklus probihal bezchybné, je zapotiebi komplexniho systému
zajistujiciho presnost a precizni nacasovani. Tuto kli¢ovou ulohu zajistuje skupina
proteinti zvanych cykliny a na nich zavislé kindazy (Cdk).

Cyklin-dependentni kinazy (Cdk) jsou enzymy ze skupiny serin/threonin
proteinkinaz, které fosforyluji a tim aktivuji cilové proteiny. 10.11

Spole¢né s cykliny, které jsou jejich aktivatory, vytvaii cyklin-Cdk komplexy
(Obr. 4). Pro jejich plnou aktivaci je jeSté zapotiebi fosforylace pomoci Cdk-aktivujici
kinazy (CAK). Cinnost Cdk mize byt zablokovana defosforylaci nebo piipojenim
inhibi¢ni fosfatové skupiny. K aktivaci Cdk muize tedy dojit také odstranénim inhibic¢ni
fostatové skupiny pomoci Cdc (cell division control protein) fosfataz.

Tyto cyklin-Cdk komplexy fosforyluji proteiny, které iniciuji a ¥idi mnoho dé&ji
posouvajicich buiiku do dalSich fazi bunééného cyklu. Je to naptiklad replikace DNA,
vstup do mitézy, duplikace centrozomti a exprese cyklind.

cyklin-dependentni
kindza (Cdk)

Obrazek 4 Znazornéni cyklin-cdk komplexu a jeho fosforylované aktivni formy (10)

Hladina Cdk je béhem cyklu konstantni, pficemz jejich aktivita se cyklicky méni
v zavislosti na zménach koncentrace cyklini. Koncentrace cyklint jsou zavislé na jejich
degradaci fizené ubikvitin-dependentnim proteolytickym systémem.

Pro kazdou fazi bunééného cyklu existuji specifické cykliny a k nim pfidruzené Cdk
(Tab. 1). Komplexy cyklin-Cdk jsou aktivni od konce Gi-faze do prvni ¢asti M-faze.
Poté je jejich aktivita utlumena Cdk inhibitory.
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faze lz:t;nkléjného cyklin Cdk funkce
Gy D Cdk2-6 Vstupf?iif(l)):lﬂggfléqlzbcyklu
G1/S E Cdk2 prﬁchi%siggrlii%i?nlf t‘t)Jodem
SaGy A Cdk1, Cdk2 inici\:;sé[éJ Fr’e?)?ilfz;cf:ingA
M B Cdk1 spusténi mitoézy

Tabulka 1 Piehled hlavnich cyklind, pFislu§nych Cdk a jejich funkce béhem bunééného cyklu

U nadorovych bunék dochazi ¢asto k nekontrolovatelné proliferaci, ktera mize byt
zpusobena mimo jiné nadmérnou expresi cyklintl a cyklin-dependentnich kinaz.

Mezi negativni regulatory Cdk, které snizuji aktivitu cyklin-Cdk komplext, patii
inhibi¢ni proteiny (CKI) pl5, pl6, p21 a p27. Jejich vyznam spociva v tom, Ze
Vv piipadé poskozeni DNA umozni pozastavit bunéény cyklus a tak ziskat cas k jeji
opravé. Aktivace inhibitord v nadorovych buikach by proto mohla zastavit jejich
buné¢ny cyklus a bunéénou proliferaci, a tim zabranit progresi nadoru. Proto je aktivace
t&chto inhibitori jednim z cilé protinadorové 1éeby. *>

Kontrolni body/uzly bunééného cyklu (,,cell cycle checkpoints*)

V téchto uzlech probiha rozhodovéni, zda bunka vstoupi do dalsi faze bunécného
cyklu ¢i ne. Pokud jsou zaznamenany negativni signaly, cyklus mize byt pozastaven. 10

Restrikéni bod se nachazi mezi G; a S-fazi. Burka se rozhoduje, zda piejde do
klidového stadia (Gg) nebo vstoupi do bunécného cyklu. Pro piechod do dalsi faze musi
byt splnény vhodné podminky pro rast (pfitomnost Zivin a rastovych faktort),
monitorovany jsou i signaly od ostatnich bun¢k. Tento klicovy kontrolni bod je fizen
proteinem pRb. > pRb je nadorovy supresor, ktery reguluje aktivitu transkrip&nich
faktort z rodiny E2F tim, Ze s nimi tvoii komplex. Jeho fosforylaci se komplex rozpada,
transkrip¢ni faktory jsou aktivovany a buiika vstoupi do dalsi faze cyklu. Neni-li tento
protein fosforylovan, bunécny cyklus se vtomto bod¢ zastavi. Za fosforylaci pRb
zodpovidaji cykliny D a E a jejich odpovidajici Cdk. >

Piekonani kontrolniho bodu G,/M je nezbytné pro piechod z G- do M-faze.
Probihd zde kontrola replikace DNA, ktera musi byt pifesnda a kompletni, a ptipadna
< . 10,11
oprava poSkozené DNA.
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Na regulaci bunééného cyklu se podili také serin/threoninové proteinkinazy, Chkl
a Chk2 (,,checkpoint kinase 1, 2*). Pti poskozeni DNA jsou aktivovany a fosforyluji

o . . . Y o v , “x. N 14,
rizné cilové proteiny véetné p53, coz vede k zastaveni bunééného cyklu v bodé Gi/S.
15

Tretim uzlem je prechod z metafize do anafaze, kdy je kontrolovano spravné
napojeni chromatid na mikrotubuly déliciho vieténka a spravné rozde¢leni sesterskych
chromatid, coz je podminkou pro dokondeni mitdzy a nasledujici cytokinezi. ™

U nadorovych bunék dochazi Casto k deregulaci bunééného cyklu. Ta je zptisobena
mutacemi gent kodujicich fidici proteiny, které maji za nasledek jejich zvySenou
(stimulanty proliferace) nebo snizenou expresi, poruSenou degradaci ¢i az Gplnou ztratu
jejich funkce (inhibitory proliferace). > %

1.3 Apoptoza

Apoptéza neboli programovand bunéna smrt je jednim =z velmi dilezitych
regula¢nich mechanismii kazdého organismu. Sestavd ze série biochemickych reakci
vedoucich k zaniku bunky. Kazdy organismus potfebuje kontrolovat a udrZovat
V rovnovaze bunéfnou proliferaci a zanik bunc€k. Apoptdéza hraje vyznamnou roli
Vv eliminaci nezadoucich bun¢k, jako jsou napiiklad bunky nefunk¢ni, nepotiebné,
abnormalni, $patnd umisténé & potencialnd nebezpecné. ™ ® 7V priibshu
embryogeneze diky ni vznikaji napiiklad prsty koncetin tak, ze builkky v meziprstnim
prostoru podstoupi proces apoptézy a tim zformuji jednotlivé oddélené prsty. 10
Apoptdza je také dualezitd pro spravné fungovani imunitniho systému. Prekurzory T-
lymfocytl vznikaji nejdiive v kostni dfeni a poté se dostavaji do thymu (brzliku), kde
probiha jejich selekce. Ty buiiky, které nespliuji funkéni pozadavky, jsou odstranény
apoptozou. Stejnym zptsobem jsou zlikvidovany 1 nepotiebné T- a B-lymfocyty, které
vznikly jako imunitni odpovéd’ na infekci. ** '" Apoptoza tak umoziuje udrZeni
rovnovahy imunitniho systému a tim i celkové homeostazy.

Poruchy procesu programované bunécné smrti mohou vyustit v rtizné zdravotni
problémy. Nadmérna apoptoza bunék miize mit za nasledek vznik neurodegenerativnich
chorob (naptiklad Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba), ischemickych poruch
nebo autoimunnich onemocnéni. ** *® Nadorové buiiky jsou k apoptotickym signaléim
naopak &asto rezistentni. *° Je to zpiisobeno mutacemi v genech, které koduji proteiny
regulujici apoptoézu. Tyto mutace maji za nasledek zvySenou expresi antiapoptotickych
proteind nebo snizenou expresi ¢i Uplnou ztratu proapoptotickych proteinii. Diisledkem
toho je nekontrolovana proliferace bunék odolavajicich sebedestrukénim
mechanismém. * > %

Proto je indukce apoptdzy jednim z hlavnich cilt protinddorové terapie.
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Nekroza

Nekroza, coz je také typ bunééné smrti, se 1isi od apoptdézy morfologickymi zménami
bunék. K nekroze dochazi hlavng pti akutnim nedostatku Zivin a energie. ° Buiika za¢ne
bobtnat v diisledku naruSeni integrity cytoplazmatické membrany, zvétSuji se 1 bunééné
organely. *® Nakonec buiika praskd a jeji obsah (v&etn& enzyml obsaZenych
Vv cytoplazmé) se vylije do okoli. Enzymy poskodi okolni tkanég, coz vyvola zanétlivou
reakci. ™% ® Naopak pfi apoptoze se buiika postupné smrituje, dochéazi k fragmentaci
DNA, odbourani cytoskeletu a dalSich bunécnych struktur. Vysledkem je vznik
apoptotickych télisek, které jsou pohlceny fagocyty. 10,11,16

Kaspazy

Pro apopt6zu jsou nezbytné enzymy z rodiny proteaz oznacované jako kaspazy. Patii
mezi cysteinové proteazy (neboli proteazy obsahujici v aktivnim misté cystein) a $tépi
cilové proteiny v misté aspartitu (odtud jejich nazev cysteine-aspartic proteases).
V bunikédch jsou syntetizovany jako neaktivni prokaspazy (proenzymy) nachdzejici se
v cytosolu. Ty se skladaji ze tii casti: prodomény avelké amalé podjednotky.
Prokaspazy se aktivuji proteolytickym $tépenim, kdy je prodoména odStépena a vznika
heterodimer jedné malé a jedné velké podjednotky. Aktivni kaspdzy jsou tetramery,
které jsou tvofeny dvéma heterodimery. ™

.....

a efektorové. ™ Iniciatni kaspazy jsou v Cinnosti na zacatku apoptotické proteolytické
kaskady a jsou aktivovany proapoptotickymi signaly. Patii mezi né kaspazy 2, §, 9,
a 10. Jejich funkci je aktivace efektorovych prokaspaz v kaspazy. 11,16

Efektorové kaspazy jsou skupinou kaspédz, které jiz ptimo $tépi klicové proteiny
obsazené v bunce. Jde napiiklad o proteiny fidici opravy DNA a inhibitory
endonukleaz, cytoskeletalni proteiny &i antiapoptotické proteiny. Stépenim mohou tyto

kaspazy aktivovat dalsi efektorové kaspazy. Mezi efektorové kaspazy patii kaspazy 3, 6
a7, 111617

Rodina proteinii Bcl-2

Proteiny z této skupiny patii mezi dulezité vnitini regulatory apoptdzy. DEli se na
dvé podskupiny podle toho, zda reguluji apoptézu pozitivné ¢i negativné. Mezi
antiapoptotické proteiny patii napiiklad proteiny Bcl-2 a Bcl-XL, mezi proapoptotické
proteiny patii proteiny Bax, Bak, Bid, Bad, Puma, Noxa a dal$i. Jejich funkce je

regulovana mimo jiné vzajemnymi interakcemi. * 16
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Pribéh apoptozy

Apoptdza se d€li na tii rizné faze. Prvni fazi je iniciace (piijeti signalu a aktivace
probihd Stépeni bunécného substratu) a konecnou fazi je degradace (vytvotreni
apoptotickych t&lisek). Na zavér jsou apoptotické téliska fagocytovana. 1% 18

Podle zplisobu iniciace se apoptotické drahy déli na vnéjsi (,.extrinsic pathway*)

.....

a aktivaénim komplexem. ** Byla popsana také perforin/granzymova dréha. *°

Vnéjsi draha apoptozy (extrinsic pathway of apoptosis)

Vnéjsi apoptoticka dréha je aktivovana navazdnim specifickych signalnich proteind,
ligandii, na takzvané receptory smrti (,,death receptors®) v cytoplazmatické membrang.
Jde o transmembranové proteiny, které se skladaji ze dvou ¢asti, vné&j$i domény vazajici
signalni molekuly z okoli a vnitrobunécné ,,smrtici* domény (,,death domain®). Patii do

rodiny receptorti TNF (,,tumor necrosis factor®), ptikladem jsou receptory Fas a TNFa.
11

Mezi ligandy téchto receptorti patii napiiklad Fas ligand nebo TNFa. Jsou to
cytokiny, signalni proteiny produkované bunikami imunitniho systému patiici do
skupiny tumor nekrotizujicich faktorti (TNF). Po navazéani téchto molekul na receptory
smrti se vytvoii komplex - na death doménu se navazi adaptorové proteiny
komplex, oznafovany jako DISC (,,death-inducing signaling complex®), aktivuje
Stépenim prokaspazu 8. Kaspaza 8 poté aktivuje efektorovou kaspazu 3. Kaspaza 8
muze také aktivovat protein Bid, coZ mé za nasledek permeabilizaci mitochondridlni
membrany a uvolnéni cytochromu ¢ do cytoplazmy (Obr. 5). 116

Vnitini draha apoptozy (intrinsic pathway of apoptosis)

Vnitini apoptoticka draha se také nazyva mitochondridlni, protoze je zavisla na
vyplaveni mitochondrialnich proteinti, které spousti kaspazovou kaskadu (Obr. 5). Je
aktivovana vysokymi davkami radiace ¢i toxinli (napf. cytostatik), dale plsobenim
hormontl, volnych radikéld, vysokych teplot, mize byt také néasledkem virové infekce
nebo nedostatku kysliku (hypoxie). '

V zavislosti na Ucasti proteinu p53 mizeme rozliSit drdhu p53-dependentni a p53-
independentni. Podnétem pro spusténi p53-dependentni vnitini drdhy je poskozeni
DNA. To vyvolé fosforylaci proteinu Mdm2 kindazou ATM a zesileni tohoto signalu
fosforylaci Chk 1/2, coz ma za nasledek aktivaci a stabilizaci tumor-supresorového
proteinu p53. Aktivovany protein p53 poté stimuluje transkripci dalSich gend, jejichz
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proteinové produkty zastavuji bunéény cyklus a zprostfedkovavaji apoptozu (napi. p21).
pS3 pusobi napfiklad na protein Bax, coz mé za nasledek zvySenou propustnost
mitochondridlni membrany. p53-dependentni drdhy apoptozy se také ucastni nckteré
proapoptotické proteiny z rodiny Bel-2 jako jsou Puma a Noxa. '

Vlivem otevieni poérit v membrané¢ mitochondrii se do cytoplazmy uvolni
cytochrom c, soucast mitochondrialniho dychaciho fetézce. Spole¢né s proteinem Apaf-
1 a prokaspazou 9 vytvoii komplex zvany apoptosom, ktery pak aktivuje kaspazu 3. 1

V exekutivni fazi apoptézy probiha Stépeni takzvanych ,,substratl smrti“ za pomoci
kaspazy 3. Mezi substraty smrti patii naptiklad cytoskeletalni proteiny (mikrotubuly -
tubulin; mikrofilamenta - aktin a intermediarni filamenta - jaderna lamina), repara¢ni

enzymy opravujici poSkozeni DNA (napt. PARP) a proteiny regulujici déleni buné€k. 10.
11,16

Nasledkem degradace téchto dillezitych proteinii dochazi k fragmentaci jadra, které
probiha ve tfech krocich: 11,16

1) nejdiive probéhne kondenzace chromatinu

2) aktivaci endonukleaz pifitomnych v jadie je DNA $tépena mezi nukleosomy
na fragmenty dlouhé zhruba 180 parii bazi nebo jejich nasobkil

3) celé jadro se rozpada a obsah je rozdélen do formujicich se apoptotickych
télisek.

Dale se za¢ne zhuStovat cytoplazma, degradaci cytoskeletalnich bilkovin se rozvolni
cytoskelet a vznikaji nepravidelné zahyby cytoplazmatické membrany. Postupné se
vytvari apoptoticka téliska, pfi¢emz na svém povrchu vystavi specifické proteiny, které
funguji jako signal pro fagocytujici bunky. Timto proteinem je naptiklad fosfatidylserin,
ktery se v normalni buiice vyskytuje na vnitini strané¢ bunécné membrany a pii formaci
apoptotickych télisek se pfesune na vnéj§i povrch. Tyto markery jsou rozpoznany
fagocyty a t&liska jsou po pohlceni rozlozena ve fagolysosomech. * 1

Perforin/granzymova draha

Tato draha (Obr. 5) mize byt aktivovana cytotoxickymi T-lymfocyty misto vnéjsi
apoptotické drahy. Proces zacina sekreci perforinu T-lymfocytem. Perforin je molekula
formujici transmembranové pory v cilové buiice. Vytvofenymi pory jsou vyplaveny
granzymy (serinové protedzy), které v bunce aktivuji proteolytickou kaskadu spojenou
s aktivaci kaspdzy 10. Granzym B muze také aktivovat protein Bid, ktery narusi
mitochondridlni membranu a zplsobi uvolnéni cytochromu c, nebo miZe dokonce
pfimo aktivovat kaspazu 3 a tim spustit exekutivni fazi apoptdézy. Granzym A
zodpovida za apoptotickou drdhu nezdvislou na kaspazach. Aktivuje DNazy St€penim
SET komplexu, ktery chrani chromatin, dochazi proto ke vniku zlomi v DNA a jeji
degradaci. *°
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vnéjsi draha apoptozy

extrinsic pathway of apoptosis vnitini draha apoptodzy perforin/granzymova draha
intrinsic pathway of apoptosis zprostiedkovana T, lymfocyty

deathligand '
deathreceptor ™
; perforin
adaptorové proteiny permeabilizace mitochondrialni membrany-uvolnéni cytochromu ¢ / \

\ v granzymB granzymA
formace komplexu DISC vznik apoptosomu 1 l
\ v
aktivace kaspdzy 8 aktivace kaspazy 9 aktivace SET komplex
\ t / kaspazy 10 i
aktivace kaspazy 3
Stépeni DNA

(exekutivni faze)
i
aktivace endonukleaz — degradace chromozomalni DNA

aktivace protedz —  degradace jadernych a cytoskeletdlnich proteind ™ cytoskeletdlni pfestavba
-

cytomorfologické zmény
kondenzace chromatinu a cytoplazmy, fragmenatce jadra...
1
vznik apoptotickych télisek

Obrazek 5 Schéma apoptotickych drah (16)

1.4 Oxidaéni stres

Oxidacni stres bunky je stav, pii kterém je naruSena intracelularni oxidaéni
a antioxida¢ni rovnovaha (redoxni stav). Dusledkem je nardst hladiny vysoce
reaktivnich radikali (sloucenin s oxida¢nim potencidlem), coz miize vést k poskozeni
ruznych bunéénych struktur a nasledn¢ k degeneraci bunky. 9 Oxidaéni stres je spojen
s mnoha nemocemi, jako jsou napiiklad diabetes a neurodegenerativni choroby —
Alzheimerova a Parkinsonova, tiastni Se procesu starnuti a vysoka hladina oxida¢niho
stresu byla prokézana také u nadorovych onemocnéni. 20,21

Mezi nejvyznamnéjs$i skupiny reaktivnich sloucenin (radikali, RS - ,reactive
species®) patii reaktivni formy kysliku (ROS - ,reactive oxygen species™) a reaktivni
formy dusiku (RNS - ,,reactive nitrogen species®).

Reaktivni formy kysliku

Mezi reaktivni kyslikové formy patfi: 22,23

a) radikaly - superoxidové anionty O,, hydroxylové radikaly OHe, alkoxylové
(RO) ¢i peroxylové (ROO") radikaly
b) tzv. ,,neradikaly*, jako je naptiklad peroxid vodiku H,0,
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Hlavnim mistem vzniku ROS jsou mitochondrie, kde se nachazi dychaci fetézec.
Superoxidovy aniont O, vznikd béhem oxidativni fosforylace nasledkem castecné
redukce kysliku v elektronovém transportnim fetézci. > Ve zdravych mitochondriich je

superoxidovy aniont ihned pfeménén pomoci superoxid dismutazy na peroxid vodiku.
19,23

20, + 2H* - H,0,+ 0,

H.0, je za normalnich podminek pfeménén enzymem katalazou nebo glutathion
peroxiddzou na vodu a kyslik. 23

H202 - H20 + 02

V ptitomnosti prechodného kovu (naptiklad Zeleza) se vSak peroxid vodiku muze
pfeménit na vysoce reaktivni hydroxylovy radikal. Zelezo zde ptisobi jako katalyzator
(tzv. Fentonova reakce). *°

Fet + H,0, » Fet™ + OH + OH~

Zelezo se miiZe v bufice nachazet ve dvou oxidacnich stavech Fe''' a Fe™"'. Mezi
témito stavy prechazi v prubéhu redoxnich reakci. Pomoci superoxidového aniontu
muze byt Zelezity iont (Fe™'") opét redukovan na Zeleznaty iont (Fe™"), ktery opét miize
vstoupit do reakce s peroxidem vodiku. *°

0; + Fet' - 0, + Fe*!!
Hydroxylové radikaly OHe jsou velmi reaktivni slou€eniny s nizkou stabilitou, 2
které v bunkach poskozuji nukleové kyseliny, lipidové membrany i proteiny
a zodpovidaji tak za v&tsinu poskozeni zpisobenych ROS. 2%

Reaktivni formy dusiku

RNS jsou reaktivni slouceniny dusiku, mezi které patfi napiiklad peroxynitrit
ONOO' a oxid dusnaty NOe. Reakci oxidu dusnatého se superoxidem vznikaji vysoce
reaktivni peroxynitritové radikaly, které podobné jako ROS poSkozuji rtizné bunécné
struktury. 2

0; + NO' - ON0OO~

NO+ muze také narusit dychaci fetézec vazbou na elektronové prenasece
(napf. cytochrom c), coZ opé&t vyvola nadmérnou tvorbu ROS/ RNS a oxidaéni stres. %

Priciny a disledky oxida¢niho stresu v buiikach

V normdlni bunce dochézi v mensi mife ke vzniku RS jako vedlejSich produkti
enzymatickych reakci bunécnych metabolickych a signalnich drah. V cytoplazmé je
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nizky redoxni potencial, a tedy i nizky obsah reaktivnich kyslikovych forem. * %

Reaktivni slouceniny maji dilezitou roli ve vnitrobunécné signalizaci a pifi nizkych
koncentracich mohou také podporovat bunécnou proliferaci a pteziti buiiky (napf. oxid
dusnaty NO). U nadorovych bunék mohou podporovat tvorbu nadoru. Hladina RS je
kontrolovana prostiednictvim antioxidanti, coz jsou latky, které zpomaluji a/nebo
zabranuji oxidativnimu poskozeni cilovych molekul. 22 Antioxidanty jsou vétSinou
enzymy, napiiklad kataldza, superoxid dismutdza Ci glutathion peroxidaza, dale také
glutathion (GSH) a riizné vitaminy (A, C, E). %%

Zvyseni hladiny reaktivnich radikali muze byt vyvolano vné&jsimi vlivy, jako je
ionizujici zareni nebo plisobeni toxickych latek. 19 Zvysena mira oxidac¢niho stresu
vyvolavd poSkozeni bun€k a bunéénou smrt narusenim dilezitych bunéénych
komponent, % proto se stala indukce oxidagniho stresu jednim z moznych mechanismi
Géinku protinadorové terapie. 2%

Diisledkem nadmé&rného mnoZstvi ROS/ RNS v buiikach jsou zejména; %2

a) zlomy v DNA, jejichz disledkem je naruseni stability genomu (a potencialné
maligni transformace burky), pozastaveni bunétného cyklu, piipadné
bunééna smrt apoptdzou (predchazi ji aktivace ATM, checkpoint kinaz a p53)

b) naruseni vnejsi mitochondrialni membrany, které ma za nasledek dysfunkci
mitochondrii, Gnik cytochromu ¢ do cytoplazmy a nasledné spusténi vnitini
mitochondrialni apoptotické drahy

c) peroxidace (oxidacni degradace) lipidii v membranach, ¢imZ je naruSena
jejich funkce

d) oxidaci aminokyselin (pfedevsim cysteinu), ktera vede ke zméné sekundarni
struktury proteint

e) stres endoplazmatického retikula (,,ER stress®), ktery je zpuisoben pfitomnosti
velkého mnozstvi nespravné slozenych proteinti (viz. d) a mlize mit za
nasledek nadmérnou proteolyzu 1 apoptdzu bunky
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1.5 Moznosti 1écby nadorovych onemocnéni

Mezi zakladni metody 1é¢by nadorovych onemocnéni patii chirurgickd 1écba,
radioterapie a chemoterapie, které vytvareji komplexni systém 1éCebnych postupi.

ro ey s s (1. s .. . . .1y . 8,
V mensi mife je pak vyuzivana hormondlni terapie, imunoterapie a biologicka terapie.
9

1.5.1 Chirurgicka lé¢ba

Chirurgicka 1écba spociva v operativnim odstranéni pokud mozno celého nadoru ¢i
alespon jeho casti ztéla pacienta. Primarni volbou je wubenignich nadora
a lokalizovanych solidnich nadort v ¢asném stadiu (,, in Situ), kde ma kurativni ac¢inek.
Krom¢ nadorové tkané je preventivné odstranéna i ¢ast okolni zdravé tkané.
U malignich nadort se chirurgickd 1é¢ba vyuziva v kombinaci s chemoterapii a/nebo
radioterapii, které jsou souCasti neoadjuvantni nebo adjuvantni 1éCby
(viz Chemoterapie). Paliativni chirurgicka 1é¢ba se vyuziva u nador v pokrocilejsim
stadiu, které jiz mohou zakladat sekundarni loziska a neni mozné je spolehlivé odstranit
pouze chirurgickym vykonem. Vede ke zmirnéni ptiznaki nemoci a pfispiva ke

R . 8,9
zlepsSeni zivota pacienta.

1.5.2 Radioterapie

Radioterapie vyuziva ke zniceni nddorovych bun€k ionizujici zateni. Jeho t¢inkem
dochézi k ionizaci molekul vné i uvnitt bun€k, coZ ma za nasledek poskozeni DNA
a dalSich bunétnych struktur. Zateni mize plsobit na DNA piimo, tak vznikaji
pfevazné dvouretézcové zlomy, nebo nepiimo, kdy ionizaci molekul vody vnikaji
reaktivni kyslikové radikaly, které dale poSkozuji DNA a dalsi struktury v buiice.
Akumulace neopravitelnych poSkozeni DNA vede ke smrti buiiky. Nejcitlivéjsi na
ozafeni jsou bunky Vv Gi/S a Gy/M-fazi, tedy bunky intenzivné proliferujici véetné
bunék nadorovych. 89 Moderni zobrazovaci metody jako je vypocetni tomografie nebo
magnetickd rezonance umoziuji zacilit ozéafeni s velkou pifesnosti a minimalizovat tak
poskozeni okolnich zdravych tkani.

1.5.3 Chemoterapie

Chemoterapie (cytostatickd/cytotoxickd 1écba) méa velmi vyznamné postaveni
Vv komplexni 1é¢bé nadorovych onemocnéni. Jejim principem je inhibice bunécné
proliferace a indukce apoptdzy nadorovych bunék. 24

Primarni chemoterapeutickd 1écba s kurativnim zdmérem maé za cil Uplné vyléceni
nadorového onemocnéni. Jejim predpokladem je citlivost nddoru k cytostatiklim. Ridi
: 1 1ax . f s, 12,24
se obecnymi zasadami cytostatické 1écby, mezi které patii: =
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1) co nejdiive zahajit 1éCbu, aby se zabranilo dalsi expanzi nadoru

2) pro zvySeni ucinku 1écby je vhodné pouzit kombinaci dvou a vice cytostatik
S riznymi mechanismy tc¢inku a také riznym spektrem nezadoucich u€inkt

3) lé¢ba musi byt cyklicka a pieruSovana, coz umozni obnovu a regeneraci
zdravych tkani (Obr. 6)

4) je nutné dodrzovat Casové intervaly mezi léCebnymi cykly, protoze piilisné
zkraceni intervalu by mélo za nasledek nedostatecnou obnovu krvetvorby
a naopak prodlouzeni intervalii by mohlo vést k doplnéni populace nadorovych
buné¢k na plivodni pocet

5) je dulezité pokracovat v 1é¢bé€ i po dosazeni klinické remise, aby byly odstranény
1 zbytkové naddorové populace, které byly na pivodni kombinace cytostatik malo
citlivé (konsolida¢ni/komplementarni cytodestrukéni 1écba)

3
- i - -

normalni bunky

/ /— nadorové bunky

pocet bunék

cas

—_—

Obrazek 6 Grafické znazornéni principu cyklické chemoterapie (12)

Normalni buiiky se v prestavce mezi cykly chemoterapie doplni, pocet nadorovych bunék se
s kazdym dal$im cyklem sniZuje, coZ je dano jejich delSim generaénim ¢asem.

Chemoterapie ma také vyznam pii paliativni 1é¢b¢, kterd je nasazovana pacientim
s nadorovym onemocnénim v pokro€ilém stddiu s minimalni Sanci na vyléceni. Jejim
cilem je alesponi prodlouzit Zivot nemocnému, zlepsit kvalitu jeho Zivota a zmirnit
obtize zplisobené nadorem. Pouzivaji se kombinace riznych cytostatik a lécba se fidi
stejnymi pravidly jako primarni 1éc¢ba s kurativnim zdmérem. 12,24

Neoadjuvantni chemoterapie je 1écba aplikovana pred chirurgickym vykonem. Cilem
neoadjuvantni 1é¢by je predevsim zmenseni nddoru a zména povahy nddoru z primarné
inoperabilniho na operabilni. Adjuvantni (podptirnd, dopliujici) 1écba je aplikovana po
chirurgickém vykonu nebo radioterapii a ma za cil znicit zbytkovou potencialné
nadorovou tkan, prodlouzit bezptiznakovy interval a snizit pravdépodobnost lokalnich
recidiv. %
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Existuje mnoho zplsobii podani cytostatik, mezi nejcastéjsi aplikacni cesty patii
intravendzni aplikace, peroralni podani, intramuskuldrni nebo intrakavitarni aplikace,
jejimz ptikladem je intraperitonedlni aplikace cytostatik vyuzivana jako doplikova
16¢ba u karcinomu ovaria. **

Problémem chemoterapeutické 1é¢by je rezistence nadorovych bunék vuci
cytostatikim. Miize byt dana samotnym typem néadoru (pfirozena rezistence) nebo se
muze vyvinout béhem 1é¢by (ziskand rezistence). 12.24.25 pyirozena rezistence naptiklad
u karcinomu ovaria vici cisplatiné maze byt zapfi¢inéna mutaci v tumor-supresorovém
genu TP53 zptsobujici jeho inaktivaci, kterd ma za nasledek snizenou citlivost
k indukci apoptdzy. Ziskana rezistence muze byt dusledkem selekce rezistentnich bunék

v priibdhu chemoterapie & disledkem mutagenniho vlivu cytostatik. 2 %

Mechanismy vzniku chemorezistence jsou: °

a) zmena farmakokinetiky - snizena resorpce, urychlené vylucovani nebo
inaktivace cytostatika

b) zména cytokinetiky bunécné populace - s rostoucim poc¢tem bunék dochazi
K zpomalovani rustu nadoru, nadorové burniky pirechazeji do Go-faze
azpuvodné¢ homogenni populace nadorovych bunék vznikd populace
heterogenni s klony rezistentnimi vici cytostatikiim

C) strukturalni a metabolické funkcni zmény v burice - poruseni intracelularni
distribuce cytostatika, ovlivnéni jeho transportu pies bunéénou membranu,
zvySena intenzita oprav DNA.

Reakci na tento komplexni problém je snaha o vyvoj novych lé€iv, ktera by umoZznila
y . . y . : Do , s, 12,24,2
prekonat i kiiZovou & mnohodetnou lékovou rezistenci nadorovych bungk. 2+ %

Utinky cytostatik jsou neselektivni, postihuji viechny rychle se délici buiiky. To mé
za nasledek vyskyt nezadoucich uc¢inkd v prubéhu 1é¢by. Krome nadorovych bunék
patiti mezi nejvice zasazené typy bunék naptiklad bunky kostni diené zajistujici
krvetvorbu, buiiky sliznic zaZivaciho traktu, zdrode¢né buniky v reprodukénich orgénech
nebo bunky vlasovych vackl. Typickymi nezddoucimi u€inky chemoterapie jsou proto
nevolnost a zvraceni, alopecie (vypadavani vlast), chudokrevnost (kterd vede k Unavé
a porucham soustfedéni), krvacivé a infekéni komplikace vlivem sniZené imunity,
neurotoxicita ¢i ototoxicita, organova poskozeni, kozni a slizni¢ni zmény nebo nevratna
poskozeni gonad. 8.9.12.24

Cytostatika vyuzivaji typickych znakl nadorovych bunék k jejich likvidaci.
Podle mechanismu piisobeni se déli na: 12,24

1. Alkylacni latky obsahuji ve své struktuie alkylovou skupinu, kterou mohou
pfenést na nukleofilni ¢ast molekuly DNA. Mimo adeninu a cytosinu alkyluji
pfedevs§im guanin. Mohou se také vazat kovalentni vazbou na purinové baze DNA
a vytvofit tak pevné vazby mezi sousednimi guaniny téhoz fetézce nebo
sousednich fetézctl, poptf. mezi dvéma molekulami DNA. Tyto pevné vazby brani
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replikaci DNA a tim i buné&nému déleni. Mezi alkylacni cytostatika patfi
napiiklad cyklofosfamid a ifosfamid, které se pouzivaji v kombinované
chemoterapii ovarialnich nadord. Podobny ucéinek jako alkylacéni latky maji
i platinové derivaty, které sice neobsahuji alkylovou skupinu, ale jsou také
schopny vytvaret vazby mezi molekulami DNA (o cisplatiné a jejich derivatech
pojednava Kapitola 1.6.1).

. Antimetabolity jsou odvozeny od endogennich latek dulezitych pro syntézu
nukleovych kyselin. Ug¢inkuji na zikladé podobnosti s témito slou¢eninami,
vlivem niz je vytlacuji a zptsobuji tak jejich nedostatek nebo vedou k syntéze
nefunkéniho produktu. Mezi antimetabolity patii napiiklad antifolika (analoga
kyseliny listové, napf. metrohexat), nebo analogy purini a pyrimidind, naptiklad
5-fluorouracil (analog uracilu).

. Interkalacni latky maji schopnost vmezefit se do molekuly DNA, kde vytvari
nekovalentni vazby pomoci vodikovych mistki, coz vede k zablokovéani procest
replikace a transkripce. Mezi interkalujici cytostatika jsou fazena néktera
antibiotika (aktinomycin D) a dalsi latky jako naptiklad doxorubicin (adriamycin)
a epirubicin, které se Casto pouzivaji pti 1é¢bé karcinomu ovaria.

. Inhibitory mikrotubulii brani polymeraci a depolymeraci mikrotubularnich vlaken
a poskozuji jejich strukturu. Nasledkem je poruseni bunééného cytoskeletu,
intracelularni komunikace, pribéhu mitdézy (nefunkéni délici vieténko) a bunécné
proliferace. Mezi inhibitory mikrotubull (tzv. ,,vieténkové jedy*) patii kolchicin,
alkaloidy z vinca rosea nebo taxany (paklitaxel, docetaxel) pouzivané v 1é¢bé
gynekologickych nadori.

. Inhibitory  topoizomerdz brani normalnimu pribéhu replikace DNA.
Topoizomerazy jsou enzymy, které se béhem replikace vazou na molekulu DNA,
kterou rozStépuji a opct spojuyji a méni tak jeji terciarni strukturu
(nadsroubovicové vinuti, superhelicitu). Jejich inhibici je naruSen proces replikace
a mohou vznikat zlomy v DNA. Mezi inhibitory topoizomeraz patii naptiklad
topotekan nebo etopozid.

. Radiomimetika maji podobny ucinek jako ionizujici zafeni pii radioterapii,
tj. zpusobuji jednoduché i dvojité zlomy v DNA. Do této skupiny je fazen
bleomycin a jeho derivaty.

. Inhibitory proteosyntézy katalyzuji rozklad aminokyselin. Nasledny nedostatek
aminokyselin brani syntéze proteinli, coz vede k zastaveni riistu nadorovych
bunck. Kromé¢ L-asparaginazy se inhibitory proteosyntézy pftiliS nepouZivaji
z divodu vysoké toxicity.
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1.6 Organokovové slouceniny jako protinadorova léciva

Organokovové slouceniny jsou chemické latky, které obsahuji siln€¢ polarni nebo
iontovou vazbu mezi atomem uhliku a atomem ptechodného kovu. Atom kovu zde
ziskava parcidlni kladny naboj. Jsou to velmi reaktivni latky, jejich reaktivita stoupa
s polaritou vazby mezi kovem a uhlikem. 2° Maji 8iroké vyuziti v primyslové chemii,
napiiklad pfi organickych syntézach a pti vyrobé plastl, kde slouzi jako katalyzatory,
nebo jako ptisada do paliv. 26, 21 Vyuziti nachazeji také v 1ékatstvi, kde se napiiklad
organortutnaté slouceniny pouzivaji jako antiseptika % a platinové derivaty jako
cytostatika. %* SirSimu vyuziti brani mimo jiné nizkd stabilita tdchto latek
ve fyziologickych podminkach. V poslednim desetileti vSak doSlo k vyznamnému
rozvoji v oblasti organokovové chemie a byly syntetizovany nové slouceniny stabilni
i ve fyziologickém prostiedi, 2® které nachazeji uplatnéni napiiklad pfi 16¢b& zanétlivych
onemocnéni, diabetu & neurologickych poruch.?® Nekteré nové syntetizované
organokovové slouceniny také vykazovaly v preklinickém testovani protinadorovy
utinek. 2 # Variabilita interakci jednotlivych ¢asti téchto sloucenin (vytvareni
vodikovych mistkll, nekovalentnich interakci mezi aromatickymi kruhy, koordina¢né-
kovalentnich vazeb), strukturalni variabilita a flexibilita ligandui poskytuje Siroké
moznosti pro navrhovani novych struktur sloucenin s potencidlnim protinadorovym

i¢inkem. 2& 3!

1.6.1 Cisplatina a jeji derivaty

Cisplatina spolecné s jejimi derivaty patii do skupiny komplexnich (koordina¢nich)
slougenin dvojmocné platiny (Pt") s riiznymi ligandy, pro které je typicka poloha cis.

Cisplatina

Cisplatina (CDDP, cis-diamminodichloroplatnaty komplex) patii k nejvyznamnéj$im
a nejpouzivangjSim cytostatiklim soucasnosti. Jeji molekula se skladd z centralniho
atomu Pt", na kterém jsou v poloze cis navazany dvé molekuly amoniaku (NHs) a dva
chloridové (CI") ligandy (Obr. 7). Vazba Pt—Cl ve vodném roztoku snadno podléha
hydrolyze. Mechanismus uc¢inku cisplatiny je podobny jako u alkylacnich latek, vytvaii
kiizové vazby mezi molekulami DNA, &imz brani jejich replikaci a transkripci. 2*
Poskozeni DNA ma za nasledek spusténi opravnych mechanismi a ptipadné apoptdzu
buiiky. Je aktivovana kindza ATM a checkpoint kindzy 1 a 2, které dale aktivuji
transkripéni faktory p53 a p73. Aktivace téchto proteinti spousti transkripci gend,
jejichz produkty zastavuji bunécny cyklus (napf. p21, p27) nebo jsou zapojeny
V procesu apoptozy (napf. Bax). 30 Zvysenou hladinou proapoptotickych proteint je
inhibovana funkce antiapoptotickych proteinli, dochazi k naruSeni vn&jsi
mitochondrialni membrany, uniku cytochromu ¢ z mitochondridlniho
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mezimembranového prostoru a spusténi vnitini apoptotické dradhy, coz mé za nasledek
11

smrt buiky.

Cisplatina ma Siroké vyuziti pfi chemoterapeutické 1écbé nejen ovarialnich nadort,
ale také naptiklad karcinoma varlat, prsu, délozniho ¢ipku, mocového méchyie,
bronchogenniho karcinomu, nadort ORL oblasti, nehodgkinskych lymfomut
a osteosarkomid. Vyuziva se predevS§im v kombinované chemoterapii, kde dosahuje
velmi dobrych 1é&ebnych vysledka. *

Jeji pouziti je vSak limitovano velkym mnozstvim nezddoucich Uc¢inka jako jsou
nefrotoxicita, neurotoxicita ¢i ototoxicita, které jsou zpiisobené akumulaci cisplatiny
v urcitych tkanich. Problémem je také cCasty vznik rezistence nadorovych bunék
Vv pribéhu 1é¢by. 925,28 Tyto skutec¢nosti jsou piicinou hledani novych organokovovych
sloucenin, které by mély niz8i toxicitu pro lidsky organismus, umoziiovaly by 1écbu
pacientl, u kterych se vyvinula rezistence vii¢i cisplatin€ a dal§im cytostatikiim, a také
1écbu nadort, pro néz je cisplatina téméf neucinna (napiiklad karcinom prsu nebo
tlustého stieva). ¥

Cl,  NHj
c”” SNH

/2,
4, \]
", W
s,
’ A)

3

Obrazek 7 Strukturni vzorec cisplatiny (24)

Karboplatina, oxaliplatina

Dusledkem vysoké toxicity cisplatiny byla snaha syntetizovat dal$i platinové
derivaty, které by mély mirn&j$i nezddouci ucinky, SirSi spektrum ucinku a vyssi
stabilitu. **

Karboplatina neboli cis-diamin-(1-cyklobutandikarboxylato)platnaty komplex
(Obr. 8a) nalezi do druhé generace sloucenin odvozenych od cisplatiny. Ma podobny
mechanismus ucinku jako cisplatina, ve srovnani s cisplatinou v§ak ma nizsi toxicitu
pro lidsky organismus (je mén¢ nefrotoxicka), del§i dobu ucinku a vykazuje vétsi
stabilitu. * %

Oxaliplatina (diamminocyklohexanovy platinovy komplex (Obr. 8b) se substituci
atomt chloru oxalatem) patfi do tfeti generace platinovych derivati. Jeji hlavni
pfednosti je mens§i mnoZstvi nezadoucich ucinkid a Sirokospektralni ucinek zasahujici
I nékteré nadory rezistentni k cisplatiné. Podstatou jejiho silnéjsiho ucinku je tvorba
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vétsiho mnozstvi adukti s DNA, které zptisobi apoptozu buiiky. ** Oxaliplatina také
muze vyvolat oxida&ni stres a tim sniZit bun&nou proliferaci. *° Oxaliplatina se pouziva
ve veétsin¢ piipadi v kombinaci s dalsimi cytostatiky (napt. 5-fluorouracilem) ato

zejména pii 1é¢be karcinomu tlustého stieva. 24,32

N’ NH: o o
b “NH,” O™ 0o

Obrazek 8 Strukturni vzorec karboplatiny (a) oxaliplatiny (b) Pitevzato z: (24)

1.6.2 DalSi organokovové slouceniny a jejich protinadorovy ucinek

Krom¢ platinovych derivati byly protinadorové ucinky popsany i u dalSich
organokovovych slou¢enin. V 70. letech 20. stoleti byly zjiStény ucinky komplext
ruthenia na buiky nadoru nosohltanu in vitro, inhibovaly zde syntézu DNA a proteina.
V nasledujicich letech byly vyvinuty dalsi koordinagni slougeniny ruthenia Ru", které
vykazovaly cytotoxicky ucinek prostiednictvim interakci s DNA. U komplexl ruthenia
(Ru") a osmia (Os") byl popsan cytotoxicky ucinek na buiiky karcinomu ovaria. Tyto
molekuly maji také mozné vyuZiti jako nosné molekuly pro inhibitory kindz. %
Organokovové slouceniny kobaltu maji antiproliferativni G¢inek a zvySuji citlivost
nadorovych bunc¢k k dal$im cytostatikim. U hormonalné zavislych néadord (jako
naptiklad u karcinomu prsu) mohou Zeleznaté komplexy (ferrocen ajeho derivaty)
zablokovat receptory hormoni a tim inhibovat buné¢ny rist. 19,28

Komplexy s centralnim atomem Zeleza, kobaltu a zlata vykazuji v preklinickych
testech nad¢éjné vysledky, nékteré komplexy s centrdlnim atomem titanu, ruthenia ¢i
gallia jiz postoupily do prvnich a druhych fazi klinickych testii. ® Mechanismus u¢inku
téchto sloucenin je zaloZen na vazbach na DNA (vytvafeni aduktil), poptipadé zvySeni
produkce reaktivnich forem kysliku ¢i dusiku (ROS/RNS), které vedou k naristu
oxidativniho stresu a posléze k apoptdze nadorové buiiky. 19.28

Aktivita a cytotoxicita organokovovych sloucenin zavisi na jejich:

a) strukture — konformaci, velikosti a typu ligandi; mize mit vliv na
farmakokinetické vlastnosti latky, jeji stabilitu, reaktivitu nebo rozpustnost 28,32

b) schopnosti hydrolyzy vazeb — bylo prokazano, Ze snadna hydrolyza vazby mezi
kovem a ligandem zvysuje toxicitu latky 2
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Cytotoxicita organokovovych sloucenin mize byt mimo jiné zesilena oxidacné-
redukénimi vlastnostmi kovi, které mohou vstupovat do redoxnich déji a narusit tak
vnitini bunéénou homeostazu zvySenim hladiny reaktivnich forem kysliku a dusiku,
které vyvolavaji oxidac¢ni stres. 19.31

Ferroceny, titanoceny a jejich derivaty jsou organokovové slouceniny, které patii do
skupiny metalocenti. Metaloceny jsou slouceniny dvou cyklopentadienylovych
aromatickych kruht, které jsou kovalentné navazany na atom kovu v oxidacnim stavu
+II. Jejich sumarni vzorec je M(CsHs)., kde (CsHs)— je cyklopentadienovy (Cp) kruh
aM je centralni atom kovu (Ti, Fe, Co, Cr, Ni, V atd.). % Pro svou symetrickou
strukturu byvaji také oznacovany jako sendvicové komplexy. 28,31

Metaloceny mohou mit dvé rizné struktury: 3

1) Kklasické metaloceny maji paralelni Cp ligandy a centralnim atomem kovu je
typicky Zelezo, ruthenium nebo kobalt (Obr. 9a)

2) U,,ohnutych® metalocenti (,,bent metallocenes”) jsou kromé& Cp liganda
k centralnimu atomu kovu (pfedevsim Ti, Zr, V, Nb, Mo...) navic navazany
dalsi ligandy (Obr. 10a)

Obrazek 9 Strukturni vzorec klasického metalocenu s paralelnimi Cp ligandy (a) a ferrocenu (b)
Prevzato z (31).

a b

Obrazek 10 Strukturni vzorec ,,ohnutého metalocenu (a) a titanocenu dichloridu (b)
Pievzato z (21) a (27).



Titanoceny

Titanocen dichlorid (Obr. 10b) byl objeven tymem Kopf-Maier v roce 1979 jako
prvni organokovova sloudenina s protinddorovym u&inkem. “® Ve srovnani
s cisplatinou, kterd v té dob¢ uspésné prosla vSemi klinickymi testy a stala se
vyznamnym cytostatikem, vykazoval novy derivat titanocenu mirngjsi vedlejsi ucinky.
2" Mechanismus G&inku titanocenu dichloridu je podobny cisplating. Vazba mezi Ti—Cl
snadno podléha hydrolyze a vznikla hydrolyzovana forma titanocenu dichloridu se vaze
na DNA. ?® Poskozeni DNA vede ke zvyseni hladiny p53, zastaveni bunééného cyklu
Vv G,/S-fazi a indukci apoptozy. *° Vzhledem k nestabilit& zpiisobené rapidni hydrolyzou
a Spatnym vysledkim v druhé fazi klinického testovani se od dalsitho pouziti této
slougeniny upustilo. ** Objev protinadorovych uginki titanocenu dichloridu vak dal
podnét pro vyzkum a syntézu novych derivati titanocenu a dalSich organokovovych
slougenin s potencialnim protinadorovym G&inkem. %8

Ferroceny

Ferrocen (Obr. 9b) byl objeven vroce 1951 * adiky svym vlastnostem
(elektrochemické vlastnosti zeleza) naSel vyuziti pfedevSim v chemickém pramyslu
jako katalyzator, soucast elektroaktivnich materialti ¢i jako antidetonacni piisada do
motorovych benzin nahrazujici tetracthylolovo, které se piestalo pouzivat kvili jeho
toxicité a Skodlivosti pro Zivotni prostfedi. % * Ferrocen je svétle oranzovy prasek
nerozpustny ve vod¢ a rozpustny v organickych rozpoustédlech. Protoze mize snadno
podléhat elektrofilni aromatické substituci, 2’ bylo vytvofeno mnoho ferrocenovych
derivatl, z nichz nékteré vykazovaly protinadorovy uc¢inek. Mechanismus tc¢inku téchto
latek zatim neni jednozna¢né urcen, jednou z moZnosti je tvorba elektrofilnich ¢astic ¢i
reaktivnich forem kysliku v buiice. 3
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1.6.3 Charakteristika latek pouZitych v praci SOC

V praci byly pouzity derivaty titanocenu a ferrocenu. Jsou to nové syntetizované
organokovové slouceniny, které byly poskytnuty Ustavem chemickych procestt AV CR
(Mgr. Jindtich Karban, Ph.D., prof. RNDr. Jifi Pinkas, Ph.D.)

Derivat titanocenu difluoridu JP-596-1

Tato organokovové sloucenina je odvozena od titanocenu dichloridu nahrazenim
chloridovych ligandi fluoridovymi anionty a navazdnim dal§itho ligandu na
cyklopentadienylovy kruh (Obr. 11). Molarni hmotnost tohoto derivatu titanocenu je
M =478 g/mol. Ma podobu svétle zlutého prasku, ktery je pomérné Spatné€ rozpustny ve
vode¢ a Iépe rozpustny v DMSO.

Obrazek 11 Strukturni vzorec latky JP-596-1

Bn = benzylova funkéni skupina (CgHsCH,-)

Derivat ferrocenu JP-582-2

Tato organokovova sloucenina je odvozena od ferrocenu a to vazbou dvou stejnych
ligandl na cyklopentadienylové kruhy (Obr. 12). Molarni hmotnost této slouceniny je
M =561 g/mol. Je to Zluty prasek, ktery ma rozpustnost podobnou derivatu titanocenu.

N
Fe
N
Obrazek 12 Strukturni vzorec latky JP-582-2
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2 Cile prace

Tato prace se zabyva studiem protinadorovych ucinkd nové syntetizovanych
organokovovych sloucenin - derivati titanocenu a ferrocenu ve srovnani s cisplatinou
U buné¢nych linii odvozenych od karcinomu ovaria A2780, A2780cis a SKOV-3.

Cilem prace je ovéfeni cytotoxického ucinku dvou novych organokovovych
sloucenin, jejich schopnosti indukovat apoptézu nadorovych bunék a charakterizace
mechanismu jejich ptisobeni.

= pro zhodnoceni cytotoxicity bude vyuzit test MTT

= vliv latek na regulaci bunééného cyklu bude analyzovan priatokovou
cytometrii

= pomoci polyakrylamidové elektroforézy ve spojeni s western blottingem
budou monitorovany zmény exprese vybranych gent zapojenych do regulace
bunécného cyklu a procesu apoptdzy

= vliv latek na proliferaci bunék bude sledovan v readlném case

» oxidacni stres vyvolany ptisobenim organokovovych slou¢enin bude stanoven
fluorescenéni metodou
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3 Material a metody

Praktickd c¢ast této prace byla provedena na pracovisti Regiondlniho centra
aplikované molekularni onkologie (RECAMO) pii Masarykové onkologickém ustavu
Vv Brné.

3.1 Tkanové kultury

3.1.1 Bunécné linie (A2780, A2780 cis, SKOV-3)

V praci byly pouzity bunétné linie poskytnuté od Sigma Aldrich, USA [A2780
a A2780cis] a American Type Culture Collection (ATCC), USA [SKOV-3].

A2780

odvozena od lidského karcinomu ovaria
epitelidlni buniky

adherentni linie

kultiva¢ni médium: RPMI

A2780cis

odvozena od lidského karcinomu ovaria, epitelidlni bunky, adherentni linie

ziskana rezistence vici cisplatiné (dlouhodobé vystaveni parentdlni linie A2780
zvySujicim se koncentracim cisplatiny)

ktizova rezistence na melphalan, adriamycin a iradiaci (vystaveni ionizujicimu
zafeni)

zvysena schopnost opravovat poSkozeni DNA, cytogenetické odliSnosti

pro udrZeni rezistence je v kazdé 2. — 3. pasazi do média piidana cisplatina (1uM)

kultivaéni médium: RPMI

SKOV-3

odvozena od lidského adenokarcinomu ovaria, adherentni linie

mutace genu TP53 — prirozena rezistence k cisplating

rezistentni k TNF (,,tumor necrosis factor”, tumor nekrotizujici faktor) a k né¢kterym
cytotoxickym latkam, naptiklad diphtheria toxinu a adriamycinu

kultiva¢ni médium: McCoy’s 5A medium
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3.1.2 Priprava kultiva¢niho média a pasazovani bunék

Bunky jsou kultivovany v médiu, které napodobuje svym slozenim extracelularni
tekutinu a je zdrojem energie a zivin. Obsahuje rizné anorganické ionty, glukosu
(ptipadné jiny zdroj energie), ristové faktory, pufrujici slozky, mastné kyseliny a lipidy,
nekteré peptidy a bilkoviny, vitaminy. Muze také obsahovat acidobazicky indikator
(nejcastéji fenolova Cervenl). Do zakladniho kultivaéniho média se dale muaze ptidavat
sérum, které je zdrojem mnoha biologicky vyznamnych latek, které maji vliv na
bunécnou proliferaci, jako napiiklad rustové faktory, inhibitory protedz, nckteré latky
vyznamné pro adhezi bunék a stopové prvky. Do kultivaénich médii se také casto
ptidavaji antibiotika pro zabranéni kontaminaci bunéénych kultur bakteriemi.

M¢édium je ptipraveno rozpusténim vSech latek, sterilné piefiltrovano pies filtr s pory
o velikosti 0,22 um a je uchovavano v lednici pti 4°C.

RPMI médium (Roswell Park Memorial Institute medium)

na 100 ml RPMI je potieba:
88 ml zasobni roztok kultivaéniho média RPMI 1640 (Sigma Aldrich, USA)
10% (v/v) fetalni bovinni sérum (FBS) (10 ml) (Biochrom, Némecko)
1% (v/v) pyruvat (1 ml) (Sigma Aldrich, USA)
1% (v/v) antibiotika (Penicillin-Streptomycin) (1 ml) (PAA, GE Healthcare, USA)

McCoy’s SA medium

na 100 ml McCoy’s medium je potieba:
89 ml zasobni roztok kultivaéniho média McCoy‘s medium (Sigma Aldrich, USA)
10% (v/v) fetalni bovinni sérum (FBS) (10 ml)
1% (v/v) antibiotika (Penicillin-Streptomycin) (1 ml)

Pasazovani bunék

Pasazovani bunék je proces, pii kterém je ¢ast bunck prenesena do nové kultivacni
nadoby z divodu vycerpani zivin z média a piili§ vysoké hustoty bun¢k. Pasdzovani se
provadi v zavislosti na typu bunécné linie po 2-4 dnech pii dosazeni zhruba 80%
pokryti dna kultivatni nadoby bunkami, coz je kontrolovano pomoci inverzniho
mikroskopu.

Z misky bylo odsito médium pomoci sterilni Pasteurovy pipety. Bunky byly
oplachnuty 0,5% EGTA v PBS (1 ml na @6cm misku). Pufr PBS (a nikoli voda) je
pouzit proto, aby nedoslo k osmotickému Soku. Oplachnutim jsou odstranény nezadouci
bilkoviny z fetalniho séra, které by blokovaly plsobeni trypsinu. EGTA vychytdva
dvojmocné ionty (tzv. chelatace), jako naptiklad Ca®" nebo Mgz+, které jsou dilezité pro
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adhezi bunék. Poté byl pfidan roztok trypsinu (0,5 ml na @6 cm misku), ktery S$tépi
spoje mezi bunkami a podkladem. Trypsin ma nejvétsi Gcinnost v prostredi, které se
svou teplotou blizi télesné teploté (37°C), proto byly buiiky s trypsinem ponechény
inkubovat 1-2 minuty v termostatu. Po uvolnéni bunék bylo pulsobeni trypsinu
zastaveno piidanim 3,5 ml kultivaéniho média. Buiiky byly rozsuspendovany v médiu
ana novou misku se 4 ml Cerstvého kultivacniho média bylo pfeneseno 1 ml bunécné
suspenze. Bunky byly kultivovany pifi 37°C v inkubatoru s 5% CO; Vv atmosféie
arelativni vlhkosti pfiblizn€¢ 95 %. Oxid uhli¢ity se podili na udrzeni stdlého pH
kultiva¢niho média a jeho koncentrace v médiu odpovidd pomérim v extracelularni
tekuting.

S buné¢nymi kulturami bylo vzdy pracovano ve sterilnim prostfedi v laminarnim
(,,flow*) boxu s UV svétlem. Byly pouzity sterilni sklenéné pipety a plastik uréeny pro
praci s bunéénymi kulturami.

3.1.3 Kryokonzervace a rozmrazovani bunéénych linii

Bunky byly oplachnuty 0,5% EGTA v PBS a uvolnény trypsinem. Po zastaveni
ucinku trypsinu byla suspenze bunck centrifugovana 5 minut/1050 rpm. Po odsati
supernatantu byly buniky rozsuspendovany ve smési 900 pl vychlazeného FBS a 100 pl
DMSO (Sigma Aldrich, USA), ktera byla ptefiltrovana pies filtr s pory 0,22 um, a poté
preneseny do kryoampuli. DMSO je kryoprotektant, ktery zabranuje vytvareni krystald,
které by mohly poskodit bunééné struktury. Buitky mohou byt uchovéavany v parach
kapalné¢ho dusiku po velmi dlouhou dobu. Pro rozmrazeni byla ampule s buiikami
vytaZzena z kapalného dusiku, rozmrazena pii 37 °C a k buikdm bylo postupné
pfidavano kultivaéni médium (aby nedoslo k osmotickému Soku). Po centrifugaci bylo
médium obsahujici DMSO odstranéno a buiiky byly pteneseny na misku do Cerstvého
média.

3.2 Pouzita cytostatika a priprava zasobnich roztoku

Nov€ syntetizované organokovové slouceniny s cytotoxickym ucinkem byly
poskytnuty Ustavem chemickych procesit AV CR. Jedné se o derivaty titanocenu (JP-
596-1) a ferrocenu (JP-582-2). Tyto dvé latky byly vybrany z SirSiho spektra noveé
syntetizovanych sloucenin na zékladé predb&znych testii cytotoxicity provedenych na
pracovisti RECAMO. Dale byla pouzita cisplatina (Ebewe, Rakousko).

Zasobni roztoky o koncentraci 10 mM byly pfipraveny rozpuSténim vSech latek
v DMSO. Takto pfipravené zasobni roztoky byly uchovavany pii teploté -20°C bez
piistupu svétla.

Roztoky latek byly pro dosaZeni pracovnich koncentraci vzdy ptfipravovany cerstvé
ziedénim zasobniho roztoku cytostatika v kultivacnim médiu v odpovidajicim poméru.
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3.3 Test cytotoxicity

3.3.1 Princip metody

Test cytotoxicity (test metabolické mitochondrialni aktivity, test MTT, ,,MTT
assay“) je kolorimetricky test pouzivany in vitro pro zjisténi reakce populace bunék na
externi faktory a jejich viability.

V zivych bunkach je Zlutd tetrazoliova sul MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
difenyl tetrazolium bromid) redukovana na fialovy formazan plsobenim dehydrogenaz
pfitomnych v mitochondriich (Obr. 13). Mitochondrialni dehydrogenazy rozstépi
tetrazoliovy kruh za vzniku formazanovych krystali hvézdicovitého tvaru
nerozpustnych ve vodnych roztocich. Vznikly intracelularni formazan miize byt
rozpustén pomoci silného detergentu (napt. dodecylsulfatu sodného) nebo jiného
rozpoustédla (naptf. dimethylsulfoxidu, DMSO) a absorbance je zméfena
spektrofotometrem pfi vinové délce 500-600 nm.

Mira konverze MTT soli na formazan je pfimo imérna aktivit¢ mitochondridlnich
dehydrogenéz a tim i poctu zivych bunck.

Tato metoda ma svd omezeni, kterd& mohou byt dana rdznou aktivitou
mitochondrialnich dehydrogenaz v riznych typech bunék nebo riznym fyziologickym
stavem bunck. Nicméné je uziteCnd pro méfeni zavislosti ristu bun€k na rtznych
faktorech podporujicich rast, pro studium kiizové rezistence mezi léky a hlavné
pro testy cytotoxicity, které umoziuji stanovit citlivost nadorovych bunék
K cytostatikiim a dal§im latkam.

Q\(/ “N /O mitochondrialni N<
B N
/ dehydrogenazy 7 H

N

—>

MTT sul - Zluta i
formazan - fialovy

Obrazek 13 Schéma redukce MTT soli na formazan (35)
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3.3.2 Postup prace

Bunky byly vysety na 96-jamkovou desticku o dané koncentraci podle typu bunécné
linie. Idedlni koncentrace bun€k na jamku zavisi na rychlosti proliferace a velikosti
bun¢k, a byla uréena experimentalné. U bunécné linie A2780 je to 5000 bunck/100 pl,
u linie A2780cis 6000 bun¢k/100 pl a u linie SKOV-3 3000 bun¢k/100 pl.

Buriky byly pocitany pomoci Biirkerovy komirky (Obr. 14). Ta obsahuje miizku 3x3
Stverct o velikosti 1 mm? a hloubce 0,1 mm, kde je kazdy ¢tverec dale rozdélen na 16
mensich &tverctl. Ridime se tzv. pravidlem dvou stran, coZ znamend, Ze zapoditavame
bunky dotykajici se nebo lezici v okraji miizky velkych ¢étverci pouze na dvou
zvolenych stranach. Buiiky byly spocitany v péti velkych ¢tvercich, ze kterych byl
vypocten prumér a nasledné koncentrace bunék v suspenzi.
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Obriazek 14 Schéma Biirkerovy (cytometrické) komiirky (36)

Multikanalovou pipetou byly poté do 96-jamkové desky pipetovano 100 pl bunécéné
suspenze o pozadované koncentraci.

Testované latky byly piidany po 24 hodinach v mnozstvi také 100 pl/jamku
v koncentraéni fad¢ podle Tabulky 2.

Inkubace s cytotoxickymi latkami probihala 24 - 48 hodin v termostatu (37 °C, 5 %
COy).

Pied méfenim byl pfipraven roztok MTT (Sigma Aldrich, USA) v koncentraci
2,5 mg/ml v PBS. Do kazdé jamky bylo pfidano 20 ul roztoku MTT a deska byla poté
ponechana 3 hodiny v termostatu.

Po odstranéni média bylo do jamek pipetovano 50 pl 100% DMSO, ktery rozpustil
fialovy formazan. Absorbance byla zméfena spektrofotometrem Tecan Infinite M1000
PRO (Tecan, Svycarsko) p¥i 595 nm.
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médium 0,1 uM 1 uM 5uM 10 uM 50 uM

JP-596-1

JP-582-2

cis Pt

DMSO

Tabulka 2 Schéma desti¢ky pro MTT assay

3.4 Méreni fazi bunéCného cyklu pomoci pruatokového
cytometru

3.4.1 Princip metody

Pratokova cytometrie (,,flow cytometrie®) je bioanalytickd metoda, kterd ma Siroké
uplatnéni v biologickém a medicinském vyzkumu. Umoziuje ziskat komplexni tidaje o
populaci bunék, jako jsou naptiklad pocet a velikost bunék, jejich granularita (denzita
vnitiniho obsahu), umoziiuje analyzu riznych bunéénych komponent (lipidy, proteiny,
nukleové kyseliny), organel (mitochondrie, lysozomy) ¢i funkci (enzymaticka aktivita,
zivotaschopnost). Tato metoda se vyuziva také vin vitro testech novych 1éCiv,
v onkologii pak pfedev§im pro diagnostiku a monitorovani prib&éhu a lécby
hematoonkologickych onemocnéni.

Analyza bunééného cyklu probiha na principu méteni obsahu zna¢ené DNA v buiice.
DNA je znacena pomoci propidium jodidu (PI), coZ je fluorescencni latka, kterd ma
schopnost interkalovat (,,vmezetovat®) se do DNA. Protoze se PI vaze i na RNA, je
nezbytné piidat k builkkdm ribonukleazu A (,,RNazu A*). Plati pfimd umeéra mezi
intenzitou fluorescence a obsahem DNA v buiice.

Na zakladé mnozstvi DNA v bunce lze urcit, v jaké fazi bunééného cyklu se buiika
pravé nachazi. Buinky v Gg- ¢ Gi-fazi bunéného cyklu maji diploidni pocet
chromozomti (2n), zatimco bunky v G2-fazi tésné¢ pred mitdozou (M) obsahuji
chromozomu piesné¢ dvojnasobek (4n). V prubéhu syntézy DNA v S-fazi se obsah DNA
pohybuje mezi 2n a 4n. Vystupem méfeni je histogram znazoriujici buiiky v riznych
fazich bunééného cyklu. (Obr. 15)
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Obrazek 15 Vztah mezi fazemi bunééného cyklu a obsahem DNA vyjadi'eny pomoci histogramu (37)
A- histogram normalni buiiky B- nadorové buiiky po indukci apoptézy (Ap-apoptoticka téliska)

Meéifeni probihd na pritokovém cytometru nasledujicim zplisobem: vzorek je
transportovan pomoci nosné kapaliny systémem fluidiky a jednotlivé buiiky protékaji za
sebou tenkou kapilarou do méfici komory. M¢éteni fyzikalnich vlastnosti bunék je
umoznéno prachodem laserového paprsku (Obr. 16). Na zakladé jeho odklonu ur¢ime
velikost (pfimy rozptyl — ,,forward scatter) a granularitu bunék (bo¢ni rozptyl — ,,side
scatter”). Emitovana fluorescence je pomoci sestavy filtri a Cofek rozdé€lena podle
vlnové délky do kanali. Na koncovych detektorech je v kazdém z nich vyhodnocena
intenzita fluorescence, informace jsou nasledné zpracovany pomoci pocitatového
programu.
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Obrazek 16 Schéma méFici ¢asti pritokového cytometru (38)
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3.4.2 Postup prace
Sklizeni bunék a fixace v ethanolu

Médium s plovoucimi bunikami bylo pfeneseno do zkumavky. Buiiky na misce byly
oplachnuty 0,5% EGTA v PBS (1 ml na @6cm misku) a trypsinizovany (uvolnény
pomoci trypsinu) (0,5 ml trypsinu na @6 cm misku). Po kratké inkubaci pti 37 °C bylo
pusobeni trypsinu zastaveno piidanim média a bunky byly oplachnuty ze dna misky.
Suspenze bun¢k byla poté pienesena do zkumavky a stocena na 5 minut/ 1040 rpm. Po
odsani supernatantu bylo pfidano 3 ml PBS a suspenze byla opét stocena (5 minut/ 1040
rpm). Po oplachnuti v PBS byl pelet bunék rozsuspendovan v 0,5 ml PBS a bylo k nému
ptidano 4,5 ml vychlazeného 70% ethanolu. Bunky byly fixovany v ethanolu
2 hodiny/ 4°C.

Barveni bunék pomoci PI

Fixované bunky byly opét stoceny a ethanol byl opatrné odsan. Po oplachnuti v 5 ml
PBS byl pelet bun¢k rozsuspendovan v 1 ml roztoku PI a byl ponechan inkubovat 30
minut ve tmé pii RT.

Barvici roztok PI

0,1% (v/v) Triton X-100 (slouzi k permeabilizaci membrany)
10 ug/ml P1 (Molecular Probes, USA)
100 pg/ml DNase-free RNase A

v PBS

Analyza bunééného cyklu

Fluorescence byla zméfena na pritokovém cytometru BD FACSVerse™ a data byla
nasledné zpracovana pomoci software BD FACSuite™ (BD Biosciences, USA).
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3.5 SDS-PAGE a western blotting

3.5.1 Princip metody

SDS-PAGE a western blotting je kombinace analytickych metod, ktera se pouziva
k detekci specifického proteinu ve smési proteinti. Vyuziva elektroforézu pro rozdéleni
proteintl, které jsou nasledné preneseny na membranu, kde jsou detekovany specifickou
protilatkou.

SDS-PAGE, tj. elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE) v pfitomnosti
dodecylsiranu sodného (SDS), je metoda slouzici k separaci proteini na zakladé¢ jejich
molekulové hmotnosti principem molekulového sita v gelu. Proteiny se v pfitomnosti
SDS denaturuji a je jim dodan zaporny naboj. Po naneseni vzorku (smési proteinli) na
gel a umisténi do elektrického pole dochazi k migraci proteinti smérem k anod¢. V praxi
je Casto vyuzivana tzv. diskontinudlni elektroforéza, kde se gel skladd ze dvou gelu
s riznym pH a koncentraci akrylamidu. Zaostfovaci ,, stacking“ gel ma nizs$i pH, nizsi
koncentraci akrylamidu a tedy i niz$i hustotu a slouzi k zaostfeni vzorku. Rozdélovaci
wrunning “ gel ma vyssi hustotu a slouzi k separaci proteint podle jejich molekulovych
hmotnosti.

Pfi western blottingu je pouzito elektrické pole pro pifenos proteinl
Z polyakrylamidového gelu (katoda -) na nitrocelul6zovou membranu (anoda +).

Analyza proteind probiha pomoci specifickych protilatek. Membranu je tieba
nejdiive zablokovat v 5% roztoku odtuc¢néného suSeného mléka, aby se zabranilo
vytvareni nespecifickych vazeb protilatek na membranu. Poté se aplikuji primarni
protilatky, které se navazi na konkrétni protein. Po inkubaci a nasledném promyti se
primarni protilatky detekuji sekundarnimi protilatkami, které jsou konjugovany
S reportérovym enzymem umoznujicim vizualizaci (bézné se pouziva HRP, tj. kienova
peroxidaza). Pro detekci signalu lze vyuzit chemoluminiscenéni metodu, kdy je na
membranu aplikovan substrdt ECL (,,enhanced chemiluminiscence®), ktery je
peroxidazou oxidovan, pficemz dochazi k emisi svételného zafeni, které je pfimo
umérné mnozstvi daného proteinu (Obr. 17). Svétlo je detekovano piilozenim filmu na
membranu nebo pomoci kamery.
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zablokovana membrana

Obrazek 17 Schéma chemoluminiscen¢ni metody analyzy proteini (39)
P#i chemoluminiscenci je vysledkem enzymatické reakce svétlo.

3.5.2 Postup prace
Piiprava vzorki
1) Buiky byly sklizeny stejnym postupem jako pro priitokovou cytometrii.

2) Po poslednim stoceni (5 minut/ 1040 rpm) a odsati zbytku PBS byl pelet bunék
resuspendovan v lyza¢nim (NET) pufru (sloZeni v Priloze 1) s ptidavkem PMSF
a smési inhibitori protedaz (v poméru 1 : 100) pfiblizné v pétindsobku svého
objemu. Od tohoto okamziku byly vzorky stale chlazeny na ledu.

3) Buiky byly lyzovany 30 minut na ledu, po 5 minutach byly protfepavany na
vortexu.

4) Po centrifugaci 30 minut/ 14 000 rpm/ 4 °C byl supernatant pfenesen do nové
eppendorfky = lyzat.

5) Koncentrace proteind v lyzatu byla zmétena metodou dle Bradfordové:

a. 200 pl ¢inidla bylo smichdno s 800 pl redestilované vody a 1 pl lyzatu
b. Po vortexovani a inkubaci 15 minut pii RT byla na spektrofotometru
zméiena absorbance pii 595 nm

o o A .
c. Koncentrace proteinti byla stanovena vypoctem ¢ = ﬁ, kde 0,07 je

konstanta zjiSténa dfive z kalibra¢ni kiivky.
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6) Lyzaty byly nafedény na stejnou koncentraci lyzaénim pufrem a smichany
s NUPAGE LDS Sample Buffer 4x (Life Technologies, USA) a dithiothreitolem
(DTT) v poméru 13:5:2. DTT puisobi jako redukéni ¢inidlo a $tépi disulfidické
mustky, coZ napomaha denaturaci proteinu.

7) Pro kone¢nou denaturaci byly vzorky povafeny 5 minut ve vodni lazni.

Piiprava polyakrylamidového gelu, elektroforéza a pienos proteint

1) Skla pro gel o tloustce 1 mm byla po o€isténi 96% etanolem sestavena do

aparatury na nalévani gelt (Bio-Rad Laboratories, USA).

2) Byla ptipravena smés na 10% ,,running* gel, viz Tabulka 3.

pomér latek na 4 gely RUNNING gel 10% STACKING gel 5%
Acrylamide 30% 6 ml 1ml
1M Tris pH 6,8 6,7 ml 0,75 ml
redestilovana H20 5,2 ml 4,22 ml
APS 48 ul 6 ul
TEMED 12 pl 6 ul
celkovy objem 18,5 ml 6,19 ml

Tabulka 3 Pomér komponent na pfipravu 4 polyakrylamidovych geli

Smés byla pipetovana 2-3 cm pod okraj skli¢ek. Pro vyrovnani povrchu gelu byla
nahoru pipetovana tenkd vrstva redestilované vody. Gel byl ponechan tuhnout 45 minut.

3) Stejnym zpusobem byl piipraven 5% ,,stacking* gel.

4) “Stacking* gel byl pipetovan az po okraj sklicka, poté byl mezi skla vloZzen
hiebinek, ktery urCuje pocet jamek. Gel byl ponechdn tuhnout 45 minut. Takto
ptipraveny gel byl bud’ pfimo pouzit, nebo skladovan v lednici pii 4 °C v TRIS
pufru.

5) Skla s gelem byla pienesena do aparatury pro elektroforézu a z gelu byl vytazen
hiebinek. Jako pufr byl pouzit MOPS Running buffer 1X (sloZeni v Priloze 1).
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6) Do jamek byly pipetovany vzorky v objemu podle poétu jamek a Sitky gelu —
ulmm gelu s 15 jamkami: 15-18 ul, u Imm gelu s 10 jamkami: 25 pl, a MW
marker v objemu 5-7 pl.

7) Aparatura byla pfipojena do zdroje elektrického proudu a hodnota napéti byla
nastavena na 80 V. Po zaostieni vzorkl ve ,,stacking™ gelu byla hodnota napéti
zvySenana 120 V.

8) Po probéhnuti elektroforézy byl gel zaparatury vyjmut, ,stacking™ gel byl
odstranén a ,,running gel“ byl vlozen do misky s blotovacim pufrem.

9) Pti metodé wet blottingu byly na kazetu (anodicka strana +) naskladany:

houba

2 Whatmany (filtra¢ni papiry)

membrana (Trans-Blot, pure Nitrocellulose, 0,22 um, Bio-Rad Laboratories, USA)
gel

2 Whatmany

houba,

predem namocené v blotovacim pufru. Byly odstranény vzduchové bubliny a sestava
byla vlozena spole¢né s chladitkem do blotovaci aparatury (Obr. 18). Jako blotovaci
pufr byl pouzit Blotting buffer 1X (sloZeni v Priloze 1). Aparatura (Bio-Rad
Laboratories, USA) byla piipojena ke zdroji elektrického proudu a hodnota napéti byla
nastavena na 100 V. Ptfenos proteinll z gelu o tloust’ce 1 mm probihal 90 minut.

houba

filtracni papir

membrana —

gel

filtracni papir

houba

Obrazek 18 Schéma aparatury pri wet blottingu (39)
Vlevo schéma kazety, vpravo ELFO-aparatura.
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Detekce proteinu

1) Bylo ptipraveno 5% odtu¢néné susené mléko v PBS + 0,1% Tween 20 (Sigma
Aldrich, USA)

2) Pro zhodnoceni pienosu proteini byly membrany obarveny v roztoku Ponceau
S a nasledné oplachnuty v PBS. Membrany byly poté nafezany podle potteby pro
aplikaci protilatek.

3) Membrany byly blokovany v 5% roztoku odtu¢néného mléka v PBS + 0,1%
Tween 20 (Sigma Aldrich, USA) 1 hodinu pfi pokojové teploté (RT) na tfepacce.

4) Primarni protilatky fedéné v mléku byly aplikovany na membranu, kde byly
ponechény pies noc pii 4 °C. Redéni protilatek viz Tabulka 4.

5) Membrany byly promyty v miskach pii RT na tfepacce: 1x10 min v PBS, 2x10
min v PBS + 0,1% Tween 20, 1x10 min v PBS.

6) Sekundarni protilatky byly nafedény v mléku v poméru 1 : 1000 a aplikovany na
membrany podle Tabulky 4, a ponechany inkubovat 1 hodinu pii RT.

7) Po promyti (viz krok 6) byl na membrany aplikovan substrat ECL (Detection
reagent 1 a 2 v poméru 1:1, Amersham Biosciences, UK).

8) Po 5 minutach byl substrat odsan a chemiluminiscence byla detekovana na film,
ktery byl vyvolan pomoci vyvolavaciho stroje.

protein hmotnost rede(rrl)lr([)):illr;[eli(rilmplrécl)(‘[(l)l)atky sekundarni protilatka
PARP 1 113-116 kDa, 89 kDa 1:100 RAM Px
p73 70-80 kDa 1:500 SWAR Px
p-Chk 2 62-66 kDa 1:250 SWAR Px
p-Chk 1 56 kDa 1:250 SWAR Px
p53 53 kDa 1:10 RAM Px
aktin 42 kDa 1:100 RAM Px
caspase 3 35 kDa, 17 kDa 1:500 RAM Px
Bid 22 kDa, 15 kDa 1:250 RAG Px
p21 21 kDa 1:1 RAM Px
cytochrome ¢ 12-15 kDa 1:250 SWAR Px

Tabulka 4 Seznam zkoumanych proteini, jejich hmotnosti a pomér Fedéni protilatek

RAM Px- krali¢i sekundarni protilatka proti mySim imunoglobulinim konjugovana kienovou

peroxidazou

RAG Px-krali¢i sekundarni protilatka proti kozim imunoglobulinim konjugovana kienovou

peroxidazou

SWAR Px-praseci sekundarni protilatka proti krali¢im imunoglobulinim konjugovana
kienovou peroxidazou
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3.6 Méreni bunécné proliferace v realném case

3.6.1 Princip metody

Analyza bun¢k v redlném case je dilezitd metoda pro studium ucinka sledovanych
latek na bunécné linie. Hlavni prednosti je moznost analyzovat viabilitu a prib¢h
bunécné proliferace v realném Case, aniz by bylo nutné zasahovat do bunék barvenim ¢i
znacCenim. Jedna se tedy o neinvazivni metodu. Dalsi vyhodou je pomérné jednoduchy
postup a moznost analyzy po libovolnou dobu - od nékolika minut az po dlouhodoba
nckolikadenni sledovani.

K meéfeni bylo vyuzito systému xCELLigence - RTCA DP (ACEA Biosciences,
USA), ktery se sklada ze tii ¢asti. RTCA DP Analyzer je zafizeni, které zaznamenava
signaly a odesila je do fidici jednotky. Je ulozen uvnité inkubatoru k zajisténi
optimalnich podminek pro buiiky a jsou na ném integrovany tii stanice pro ,,E-Plates
(E-desticky). RTCA Control Unit neboli fidici jednotka se sklada z ptenosného pocitace
a zafizeni na pfipojeni analyzatoru (Obr. 19).

Obrazek 19 Schéma systému RTCA (,,real time cell analysis*) (40)

Pro analyzu proliferace se pouzivaji specialni 16-jamkové desky oznacované jako E-
Plates (Obr. 20). Kazda z jamek ma na dné zlaté elektrody, které pokryvaji ptiblizn¢ 80
% dna jamek. RTCA analyzator vysila a pfijima elektrické signaly a méfi elektrickou
impedanci snimace elektrod. Impedance je chéapana jako elektricky odpor proti
prachodu stfidavého proudu pii dané frekvenci. Impedance je vyjadiena jako bunécny
index (CIL, ,cell index*), ktery se méni v zavislosti na ristu bunék pfisedlych na
elektrodé. Plati pfimd umeéra mezi hodnotou bunééného indexu a mnozstvim ptisedlych
bunék, index proto roste s proliferaci bun¢k. Pfi odumirani bun¢k se schopnost adheze
bunék na podklad snizuje a bunéény index naopak klesa.
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Obrazek 20 16-jamkova E-desti¢ka uréena k real time analyze bunék (41)

3.6.2 Postup prace

Buiiky byly trypsinizovany a jejich poéet v 1 ml média byl zjistén pomoci Biirkerovy
komurky.

Do jamek E-desti¢ky bylo pipetovano 50 pl média. Desticka byla poté vlozena na
30 minut do RTCA stanice za ucelem ekvilibrace. Bylo zméfeno pozadi a néasledné
pfiddno 50 pl bunééné suspenze o pozadované koncentraci (stejné jako pii testu MTT)
a nasledné byla spusténa vlastni analyza. Po 24 hodinach, kdy uZ bunky piisedly na dno
jamky a zahdjily proliferaci, bylo do jamek pfidano 100 pl testované latky (cytostatika).
Meéieni pak probihalo dalSich 48 hodin. Vysledky byly zpracovany pomoci RTCA
software.

3.7 Stanoveni oxida¢niho stresu bunék

Pro stanoveni obsahu volnych radikali v bunééném lyzatu byl pouzit OxiSelect'™ In

Vitro ROS/RNS Assay Kit od Cell Biolabs, USA.

3.7.1 Princip metody

Tato fluorescenéni metoda slouzi ke stanoveni celkového mnozstvi a aktivity
reaktivnich forem kysliku (ROS-, reactive oxygen species®) a dusiku (RNS-, reactive
nitrogen species”). Principem je oxidace nefluoreskujiciho DCFH (2", 7'-
dichlorodihydrofluorescein  diacetate) v pfitomnosti ROS/RNS za  vzniku
fluoreskujiciho DCF  (,,2', 7'-dichlorodihydrofluorescein®)  (Obr. 21).  Intenzita
fluorescence je pfimo umérnd mnozstvi ROS/RNS ve vzorku a to odpovidd mife
oxidacniho stresu bunék.
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fluoreskujici

Obrazek 21 Schéma metody stanoveni ROS/RNS (42)

3.7.2 Postup prace
Buniky byly sklizeny stejnym postupem jako pro priitokovou cytometrii.

Pelet bungk byl rozsuspendovan v poméru 1-2 -10” bunék / ml v PBS a sonikovan na
ledu. Po centrifugaci 10 000 g /5 minut byl supernatant pifenesen do nové eppendorfky,
koncentrace proteinti ve vzorcich byla zméfena metodou dle Bradfordové (viz Kapitola
3.5 SDS-PAGE a western blotting) a vzorky byly nafedény PBS na stejnou koncentraci.

Do kazdé jamky cerné mikrotitracni desky urcené pro meéteni fluorescence bylo
pipetovano 50 pl vzorku a 50 pl katalyzatoru (slozeni v Priloze 1), smés byla
promichéna a ponechéna inkubovat 5 minut pii RT. Poté bylo pfiddno 100 pl roztoku
DCFH (sloZeni v Priloze 1) avzorky byly inkubovany 15-45 minut ve tmé pii RT.
Intenzita fluorescence byla zméfena na pfistroji Tecan Infinite M1000 PRO (Tecan,
Svycarsko), excitace pti 480 nm a emise pii 530 nm.
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4 Vysledky

4.1 Pozorovani ucinku testovanych liatek na bunécné linie
pomoci svételného mikroskopu

Bunky A2780, A2780cis a SKOV3 byly vysety na 6-jamkovou desticku, po
24 hodinach byly pfidany testované latky v koncentracich 1 a 10 uM a cisplatina
Vv koncentraci 10 pM. Jako negativni kontrola byl pouzit DMSO Vv mnozstvi
odpovidajicim 10uM koncentraci testovanych latek. Po 24 hodinidch byly bunky
pozorovany pomoci svételného mikroskopu (Nikon, Japonsko).
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Bunééna linie A2780

U bunék karcinomu ovaria linie A2780 byl zaznamendn menSi nartst bun€k po
pusobeni cisplatiny, derivatu titanocenu (JP-596-1) i derivatu ferrocenu (JP-582-2) ve
srovnani s kontrolou (DMSO) (Obr. 22). Nejvétsi ucinek vykazoval derivat ferrocenu,
ktery vyrazné snizil konfluenci bunék (pokryti dna jamek bunikami) uz v koncentraci
1 uM. Uginek derivatu titanocenu byl pozorovatelny aZ v koncentraci 10 uM. Po 24
hodinach od ptidani latek nebyly zaznamendny Zadné vyrazné morfologické zmény
bunck.

Obrazek 22 Buiiky A2780 po 24 hodinach pusobeni testovanych latek v koncentracich 1 a 10 pM
a 10puM cisplatiny

PouZzité zvétseni: 100x, cisPt=cisplatina, JP-596-1= derivat titanocenu, JP-582-2= derivat ferrocenu
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Bunécna linie A2780cis

Utinkem cisplatiny se pocet bundk A2780cis ve srovnani s kontrolou (DMSO)
vyrazn¢ nezménil, coz souhlasi s ptredpokladem rezistence této linie K cisplatiné
(Obr. 23). Po pisobeni derivati ferrocenu a titanocenu byl naopak pozorovan vyrazné
niz§i pocet bun€k ve srovnani s kontrolou. Nebyla zaznamenéna vyraznd zmeéna
morfologie bun¢k, ucinkem testovanych latek doslo k castecné zméné tvaru bunék
z vietenovitého na kulovity, coz muize souviset se snizenou adhezi bun€k nasledkem
cytotoxického ucinku pouzitych latek.

Obriazek 23 Buiiky A2780cis po 24 hodindch ptuisobeni testovanych latek v koncentracich 1 a 10 pM
a 10pM cisplatiny

Pouzité zvétSeni: 100x, cisPt=cisplatina, JP-596-1= derivat titanocenu, JP-582-2= derivat ferrocenu
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Bunécéna linie SKOV-3

Bunky SKOV-3 nebyly 10 puM cisplatinou vyrazné ovlivnény, coz souhlasi se
zndmou piirozenou rezistenci téchto bungk K cisplating (Obr. 24). Uinkem derivati
titanocenu a ferrocenu doslo k nartustu poc¢tu plovoucich buné€k, vyraznéjsi pokles poctu
prisedlych bun¢k byl zaznamenan pouze po ptisobeni 10 uM derivatu ferrocenu (JP-
582-2). Nebyla pozorovana vyrazna zména bunécné morfologie.

3
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Obrazek 24 Buiiky SKOV-3 po 24 hodinach pusobeni testovanych latek v koncentracich 1 a 10 pM
a 10pM cisplatiny

Pouzité zvétSeni: 100x, cisPt=cisplatina, JP-596-1= derivat titanocenu, JP-582-2= derivat ferrocenu
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4.2 Stanoveni cytotoxicity pomoci testu MTT

Cytotoxicita organokovovych sloucenin byla stanovena pomoci MTT testu, jehoz
podstatou je pfeména MTT ucinkem mitochondrialnich enzymi na fialovy formazan.
Stanovena mitochondridlni aktivita je obvykle imérna poctu zivych bun¢k. Bunky byly
vysety na 96-jamkovou desku v kvadruplikatech (Etyindsobném opakovani), po
24 hodinach knim byly pfiddny razné koncentrace testovanych latek, cisplatiny
(pozitivni kontrola) a DMSO (negativni kontrola) na dobu 24 nebo 48 hodin. Poté byl
k bunikam pfidan roztok MTT soli a po inkubaci a rozpusténi krystalt formazanu
v DMSO byla zmétena absorbance pti 595 nm. Zmétfend absorbance je pifimo umérna
poctu zivych bunék (viabilité¢ bun¢k).

Bunécéna linie A2780

U bunécné linie A2780 byl zaznamenéan vysoky cytotoxicky ucinek ferrocenového
derivatu, ktery se projevil vyraznym poklesem absorbance uz po pisobeni nizkych
koncentraci této latky (1 uM po 24 hodinach pusobeni). Derivat titanocenu vykazoval
mnohem niZ8i cytotoxicitu, a to i ve srovnani s cisplatinou (Obr. 25). Po 48 hodinach
byl uc¢inek ferrocenového derivatu srovnatelny s cisplatinou (Obr. 26). Vyrazngjsi rozdil
v U¢innosti po 24 hodinach nez po 48 hodinach plsobeni je patrné zplisoben rychlejsim
nastupem ucinku ferrocenového derivatu.
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Obriazek 25 Grafické znazornéni cytotoxického icinku riiznych koncentraci testovanych latek
a cisplatiny ve srovnani s DMSO (negativni kontrola) na buiiky A2780 po 24 hodinach
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Obrazek 26 Grafické znazornéni cytotoxického ucinku riiznych koncentraci testovanych latek
a cisplatiny ve srovnani s DMSO (negativni kontrola) na buiiky A2780 po 48 hodinach

Bunééna linie A2780cis

U bun¢k A2780cis, které jsou rezistentni k cisplating, byl zaznamenéan vyrazné vyssi
cytotoxicky ucinek latky JP-582-2 (derivat ferrocenu) ve srovnani s cisplatinou. Po
24 hodinach byl opét rozdil v ucinnosti vétsi nez po 48 hodinach, nejvyraznéjsi byl
U koncentraci 5 uM a 10 pM. Derivat titanocenu i cisplatina byly pro buitky A2780cis
toxické az ve vysokych koncentracich, coz potvrzuje rezistenci téchto bunck viici
cisplating (Obr. 27, 28).
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Obrazek 27 Grafické znazornéni cytotoxického ucinku riiznych koncentraci testovanych latek
a cisplatiny ve srovnani s DMSO (negativni kontrola) na buiiky A2780cis po 24 hodinach
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Obrazek 28 Grafické znazornéni cytotoxického tucinku riuznych koncentraci testovanych latek
a cisplatiny ve srovnani s DMSO (negativni kontrola) na buiiky A2780cis po 48 hodinach

Bunééna linie SKOV-3

Bunky SKOV-3 vykazovaly celkové nizsi citlivost k ucinku testovanych latek
I cisplatiny. Po 24 hodinach byl zaznamenan opét rychlejsi nastup ucinku ferrocenového
derivatu ve srovnani s cisplatinou pfi koncentracich 5 uM a 10 pM. Cisplatina
a titanocenovy derivat byly pro buiiky SKOV-3 toxické az pfi vysokych koncentracich,
coZ je zpusobeno piirozenou rezistenci téchto bunék k cisplating (Obr. 29, 30).
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Obrazek 29 Grafické znazornéni cytotoxického ticinku riznych koncentraci testovanych latek
a cisplatiny ve srovnani s DMSO (negativni kontrola) na buiiky SKOV-3 po 24 hodinach
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Obrazek 30 Grafické znazornéni cytotoxického tucinku ruznych koncentraci testovanych latek
a cisplatiny ve srovnani s DMSO (negativni kontrola) na buiiky SKOV-3 po 48 hodinach

Na zaklad¢ vysledkii testi cytotoxicity byla pro dalsi experimenty zvolena
koncentrace latek 10 uM. Cytotoxicita testovanych latek v této koncentraci ve srovnani
s cisplatinou a DMSO byla potvrzena dalsimi testy (Obr. 31, 32, 33). Nejvyrazngjsi
cytotoxicky uc¢inek vykazoval opét derivat ferrocenu, zvlast¢ u linii rezistentnich
K cisplating.
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Obrazek 31 Grafické znazornéni cytotoxického ticinku testovanych latek a cisplatiny v koncentraci
10 pM ve srovnani s DMSO na buiiky A2780 po 24 hodinach
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Obrazek 32 Grafické znazornéni cytotoxického icinku testovanych latek a cisplatiny v koncentraci
10 uM ve srovnani s DMSO na buiiky A2780cis po 24 hodinach
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Obrizek 33 Grafické znazornéni cytotoxického uicinku testovanych latek a cisplatiny v koncentraci
10 pM ve srovnani s DMSO na buiiky SKOV-3 po 24 hodinach

4.3 Analyza bunécného cyklu pritokovou cytometrii

Mnoha chemoterapeutika (vCetné cisplatiny) ovliviiuji prabéh bunééného cyklu,
proto byla vyuZzita metoda pritokové cytometrie umoziujici studium vlivu zkoumanych
latek na regulaci bunééného cyklu a morfologii nadorovych bunék.

K bunkdm A2780, A2780cis a SKOV3 byly pifidany testované latky Vv raznych
koncentracich na dobu 24 hodin. DNA v buikach byla obarvena propidium jodidem
(PI) a fluorescence byla zméfena na pratokovém cytometru BD FACSVerse™ (BD
Biosciences, USA).
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Bunééna linie A2780

Po ptidani DMSO, které bylo pouzito jako negativni kontrola, byl u bunc¢k A2780
pozorovan typicky prub&h bunééného cyklu, ktery je vyjadien histogramem na Obr. 34,
jehoz vrcholy odpovidaji riznym fazim bunééného cyklu. Prvni vrchol kiivky (,,peak®)
znaCi pocet bunék v G;-fazi, druhy vrchol vyjadiuje bunéénou populaci v Go/M-fazi.
24 hodin po pfidani cisplatiny v koncentraci 10 pM bylo pozorovano naruseni pribéhu
bunééného cyklu a zvySeny pocet apoptotickych télisek v sub-G; populaci (Obr. 34). Na
zéklad¢ analyzy piimého a boc¢niho rozptylu (,,forward scatter, side scatter) bylo
zjisténo, ze cisplatina ma vliv 1 na morfologii bun¢k a zplsobuje zvySeni granularity
a celkové velikosti bun¢k (Obr. 35). Na rozdil od cisplatiny nemél derivat titanocenu
(JP-596-1) ani derivat ferrocenu (JP-582-2) zadny vliv na pribéh bunééného cyklu ani
na morfologii bun¢k 24 hodin po pfidani latek (Obr. 34, 35).
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Obrazek 34 Histogramy vyjadiujici pribéh bunééného cyklu bunék A2780 24 hodin po piidani
testovanych latek, cisplatiny nebo DMSO (negativni kontrola)

Hodnoty na ose x odpovidaji intenzité fluorescence PI a tedy obsahu DNA, hodnoty na ose y
odpovidaji poctu zaznamenanych udalosti a tedy i poctu bunék.
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Obrazek 35 Bodovy graf (,,dot plot*) vyjadiujici velikost a granularitu bunék A2780 po piisobeni
testovanych latek a cisplatiny (koncentrace 10 pM) a DMSO

FSC-A = ,forward scatter®, piimy rozptyl, zavisi na velikosti bunék; SSC-A = ,side scatter®, bo¢ni
rozptyl, zavisi na granularité bunék
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Bunééna linie A2780cis

U bun¢k A2780cis doslo také po pfidani cisplatiny K naruSeni buné¢ného cyklu
a pritomnosti apoptotickych télisek v sub-G; populaci. Na rozdil od bun¢k A2780 doslo
K vyraznému naristu poctu bunék v G,/M-fazi (Obr. 36). Cisplatina u téchto bunék také
zpuisobila zménu morfologie, vétSina bunék mela ve srovnani s kontrolni populaci vétsi
velikost i granularitu (Obr. 37). Po ptisobeni derivatu titanocenu (JP-596-1) a derivatu
ferrocenu (JP-582-2) nebyly pozorovany vyrazné zmény v bunééném cyklu ani
v morfologii bun¢k (Obr. 36, 37).
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Obrazek 36 Histogramy vyjadrujici pribéh bunééného cyklu bunék A2780cis 24 hodin po pfidani
testovanych latek, cisplatiny nebo DMSO (negativni kontrola)

Hodnoty na ose x odpovidaji intenzité fluorescence PI a tedy obsahu DNA, hodnoty na ose y
odpovidaji po¢tu zaznamenanych udalosti a tedy i po¢tu bunék.
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Obrazek 37 Bodovy graf (,,dot plot*) vyjadiujici velikost a granularitu bunék A2780cis po
pusobeni testovanych latek a cisplatiny (koncentrace 10 pM) a DMSO

FSC-A = ,forward scatter®, piimy rozptyl, zavisi na velikosti bunék; SSC-A = ,side scatter*, bo¢ni
rozptyl, zavisi na granularité bunék
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4.4 Detekce zmén hladiny proteini zapojenych do regulace
bunééného cyklu a apoptozy

Detekce proteini zapojenych do regulace bunécného cyklu a procesu apoptdzy byla
provedena pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE) ve spojeni
s western blottingem. Buiky byly inkubovany s testovanymi latkami v rtiznych
koncentracich po dobu 24 hodin. Jako negativni kontrola byl pouzit dimethylsulfoxid
a jako pozitivni kontrola cisplatina. V jednotlivych vzorcich byla zméfena koncentrace
celkového proteinu a vzorky byly nasledné nafedény na shodnou koncentraci. Pro
ovéfeni, Ze v jednotlivych vzorcich je skutecné stejné mnozstvi celkového proteinu,
byla vyuzita detekce aktinu. Aktin je cytoskeletalni protein, jehoz hladina v bunkach by
se ucinkem pouzitych latek neméla ménit.

Pro zjisténi, jak buiky reaguji na pisobeni testovanych latek, byla jako prvni zvolena
detekce exprese proteinu p53. U bunek A2780 i A2780cis, bylo pozorovano vyrazné
zvyseni hladiny tohoto proteinu po pusobeni cisplatiny. Derivat titanocenu (JP-596-1)
ani derivat ferrocenu (JP-582-2) nemél na expresi proteinu p53 vyrazny vliv (Obr. 38).
U bun¢k SKOV-3 nebyl protein p53 detekovan, protoze obsahuji mutaci v genu TP53,
ktera ma za nasledek ztratu exprese tohoto proteinu.

Pro zjisténi indukce apoptozy pisobenim testovanych latek byla zvolena detekce
Stépeni proteinu PARP na fragmenty o molekulové hmotnosti 113 a 89 kDa. Toto
Sté€peni bylo opét zaznamenano pouze po pusobeni cisplatiny (Cervena Sipka, Obr. 38).
Po piisobeni derivatu titanocenu ani derivatu ferrocenu nedoslo ke Stépeni PARP.
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Obrazek 38 Detekce proteinii PARP1 a p53 u bunék linie A2780 a A2780cis
Sipka oznatuje fragment vznikly $tépenim proteinu PARP.
cisPt = cisplatina, JP-596-1 = derivat titanocenu, JP-582-2 = derivat ferrocenu
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Podobny vysledek méla detekce hladiny proteinu p21 (regulator bunééného cyklu),
jehoz exprese je indukovana proteinem p53. Podle piedpokladi byla hladina tohoto
proteinu zvySena po pusobeni cisplatiny (Obr. 39).
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Obrazek 39 Detekce proteinu p21 u bunék linie A2780 a A2780cis

cisPt = cisplatina, JP-596-1 = derivat titanocenu, JP-582-2 = derivat ferrocenu

Ve vsech tiech bunéénych liniich byla provedena detekce dal§iho proapoptotického
proteinu p73. Vyrazné zvyseni hladiny p73 bylo pozorovano ubunék A2780cis po
plsobeni cisplatiny. Derivat titanocenu a derivat ferrocenu nemél na expresi p73 téméf
vliv. U bunék A2780 doslo po cisplatiné pouze k mirnému nardstu mnozstvi p73.
U bunééné linie SKOV-3 nebyl protein p73 detekovan (Obr. 40).
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Obrazek 40 Detekce proteinu p73 u bunék linie A2780, A2780cis a SKOV-3
Sipka oznaduje protein p73, hvézditka nespecificky pruh.
cisPt = cisplatina, JP-596-1 = derivat titanocenu, JP-582-2 = derivat ferrocenu
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Dale byla také sledovdna pfitomnost proapoptotickych proteini zapojenych
v riznych fazich apoptdézy. U bunéénych linii A2780 a A2780cis bylo dale
zaznamenano mirné zvyseni hladiny proapoptotickych proteinti Bid a cytochromu ¢ po
pusobeni derivatu titanocenu a cisplatiny. U linie SKOV-3 doslo k mirnému nartstu
exprese tdchto proteinii pouze po pusobeni cisplatiny (Obr. 41). Stépeni kaspazy 3,
které je spojeno s prubéhem apoptézy nebylo pozorovano po plisobeni zadné
z pouzitych latek (Obr. 42).
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Obriazek 41 Detekce proteint Bid a cytochromu ¢ u bunék linie A2780, A2780cis a SKOV-3

cisPt = cisplatina, JP-596-1 = derivat titanocenu, JP-582-2 = derivat ferrocenu
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Obrazek 42 Detekce kaspazy 3 u bunék linie A2780 a A2780cis

cisPt = cisplatina, JP-596-1 = derivat titanocenu, JP-582-2 = derivat ferrocenu
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Zvyseni hladiny aktivované fosforylované formy checkpoint kinaz 1 a 2 (p-Chk
1a?2), které se podili na regulaci buné¢éného cyklu, bylo detekovano po pusobeni
cisplatiny u bun¢k A2780 i A2780cis (Obr. 43). U linie A2780 byla zaznamenana vyssi
hladina p-Chk 2 ve srovnani s p-Chk 1, u linie A2780cis byl pomér opa¢ny. Derivat
titanocenu ani derivat ferrocenu nezvysoval hladinu téchto regulacnich proteint.
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Obrazek 43 Detekce fosforylované formy checkpoint kinazy 1 a 2 u bunék linie A2780 a A2780cis

cisPt = cisplatina, JP-596-1 = derivat titanocenu, JP-582-2 = derivat ferrocenu
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4.5 Méreni bunécné proliferace v realném case

Vliv testovanych latek na proliferaci bunécnych linii odvozenych od karcinomu
ovaria byl studovan pomoci systému XCELLigence (ACEA Biosciences, USA).

Principem metody je méfeni impedance, ktera zavisi na poctu buné¢k adherovanych
k elektrodé na dné jamky. Je vyjadiena tzv. bunéénym indexem, ktery roste s adhezi
a proliferaci bunék a naopak klesa, kdyz buiiky odumiraji. Buiiky byly kultivovany
v 16-jamkovych deskach (E-plate) 24 hodin. Nasledujici den byly pfidany testované
latky, cisplatina jako pozitivni kontrola a DMSO jako negativni kontrola. Méfeni bylo
provedeno Vv kvadruplikatech (étyfnasobné opakovani). VSechny latky byly testovany
v koncentraci 10 uM, ktera byla vyhodnocena jako optimalni na zakladé provedenych
testll cytotoxicity.

Pro méfeni proliferace byly pouzity tii bunééné linie — A2780 (Obr. 44) A2780cis
(Obr. 45) a SKOV3 (Obr. 46).
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Obrazek 44 Graf znazoriujici proliferaci bunék A2780 ovlivnénou piisobenim ruznych latek
Prolifera¢ni ki'ivka po piisobeni DMSO je vyznacena cervené, po cisplatiné zelené, JP-596-1
(derivat titanocenu) modie a JP-582-2 (derivat ferrocenu) rizove.

U bunc¢k A2780 dochazi ufinkem cisplatiny a ferrocenového derivatu ptiblizné po
14 hodinach k poklesu bunééného indexu, ktery je zplisoben zastavenim proliferace
anaslednym odumiranim bunék (Obr. 44). Derivat ferrocenu ma ve srovnani
s cisplatinou silné€js$i ucinek. Proliferacni kiivka negativni kontroly (DMSO) linearné
stoupd s ¢asem. U titanocenového derivatu nebyl prokazan vliv na bunécnou proliferaci,
ktivka je srovnatelna s kontrolou.
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Bunééna linie A2780cis
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Obrazek 45 Graf znazornujici proliferaci bunék A2780cis ovlivnénou pilisobenim riiznych latek
Proliferacni kirivka po plisobeni DMSO je vyznacena cervené, po cisplatiné zelené¢, JP-596-1
(derivat titanocenu) modie a JP-582-2 (derivat ferrocenu) rizove.

Buiikky A2780cis byly rezistentni k pusobeni derivatu titanocenu i K cisplating,
vykazovaly v8ak vyraznou citlivost k derivatu ferrocenu (Obr. 45). Byla tim potvrzena
rezistence této bunécné linie k cisplating.
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Obrazek 46 Graf znazornujici proliferaci bunék SKOV-3 ovlivnénou piisobenim riiznych latek
Prolifera¢ni kiivka po pisobeni DMSO je vyznacena Cervené, po cisplatiné zelené, JP-596-1
(derivat titanocenu) modie a JP-582-2 (derivat ferrocenu) rizoveé.

Bunééna linie SKOV-3 byla necitliva k pisobeni derivatu titanocenu, vykazovala
vSak vyraznou citlivost k ¢inkim derivatu ferrocenu (pokles bunééného indexu nastal
uz po 6 hodinach od piidani latky) (Obr. 46). U¢inek cisplatiny byl ve srovnani
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s derivatem ferrocenu (latka JP-582-2) jen velmi mirny a s pozdnim nastupem (pfiblizné
34 hodin po pridani latky), coz souhlasi se zndmou rezistenci téchto bunék k cisplating.

4.6 Stanoveni oxidac¢niho stresu bunék

Z vysledkl pfedchozich experimentd vyplynulo, Ze testované latky maji patrné jiny
mechanismus U¢inku nez cisplatina, kterd se vaze na DNA. Je zndmo, ze mnoha
chemoterapeutika véetné cisplatiny vyvolavaji v bunikdch oxidacni stres, dalsim krokem
bylo proto méfeni oxida¢niho stresu bunék po pusobeni testovanych latek pomoci
fluorescenéni metody (viz Kapitola 3.7). Principem této metody je detekce reaktivnich
forem kysliku a dusiku v bunécném lyzatu. Buiiky byly s testovanymi latkami (derivat
ferrocenu a cisplatina v koncentraci 10 pM) inkubovany po dobu 24 hodin, poté byly
lyzovény a sonikovany v PBS. K bunénému lyzatu byl pfidan stabilizovany roztok
DCFH (,,2', 7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate*), ktery se v pfitomnosti ROS/RNS
pfeméiiuje na fluoreskujici DCF (,,2', 7'-dichlorodihydrofluorescein®). Intenzita
fluorescence je proto pfimo Umérnd mnoZzstvi kyslikovych a dusikovych radikala
Vv lyzatu. Méteni bylo provedeno v triplikdtech na pfistroji Tecan Infinite M1000 PRO
(Tecan, Svycarsko). Jako negativni kontrola byl pouzit dimethylsulfoxid (DMSO).

Bunéc¢na linie A2780

U bunék A2780 byl pozorovan nartst fluorescence a tedy i hladiny reaktivnich forem
kysliku a dusiku po plsobeni ferrocenového derivatu i cisplatiny ve srovnani s DMSO
(Obr. 47).
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Obrazek 47 Graf vyjadiujici intenzitu fluorescence, ktera je imérna mnozstvi reaktivnich forem
kysliku a dusiku v lyzatu bunék A2780 24 hodin po pridani 10pM derivatu ferrocenu a cisplatiny
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Bunééna linie A2780cis

Ke zvySeni mnozstvi ROS/RNS doSlo po ptisobeni ferrocenového derivatu
acisplatiny iubun¢k A2780cis (Obr. 48), celkovy narGst byl vSak ve srovnani
s bunkami A2780 nizsi (Obr. 49).
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Obrizek 48 Graf vyjadiujici intenzitu fluorescence, ktera je imérna mnoZzstvi reaktivnich forem
kysliku a dusiku v lyzatu bunék A2780cis 24 hodin po pfidani 10pM derivatu ferrocenu a cisplatiny
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Obrazek 49 Graf vyjadiujici relativni nartist mnozZstvi reaktivnich forem kysliku a dusiku v lyzatu
bunék A2780 a A2780cis oproti negativni kontrole (DMSO) 24 hodin po pfidani 10uM derivatu
ferrocenu a cisplatiny
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5 Diskuze

Cilem této prace bylo stanovit cytotoxicitu nové syntetizovanych derivati ferrocenu
a titanocenu a ur¢it mechanismus jejich uc¢inku na nddorové bunky.

Jako modelova latka a pozitivni kontrola byla pouzita cisplatina, jejiz Siroké vyuziti
Vv protinddorové chemoterapii ji fadi k nejvyznamnéjSim cytostatikiim soucasnosti. Jeji
pouziti je vSak limitovano postupnym vznikem rezistence nadorovych bunék k jejimu
piisobeni a velkym mnoZstvim nezadoucich uinkd. % 1224 % 283233 \/7nik rezistence
nadorovych bun¢k k cytostatiku vyznamné snizuje uspésnost 1é¢by, vede ke zhorSeni
fyzického i psychického stavu nemocného a zvySovani nakladi na 1écbu. Cilem
soucasn¢ho vyzkumu je proto nalezeni novych latek, které by umoznily u pacienti
pfekonat rezistenci (nejen) k cisplatiné, mély niz$i toxicitu pro lidsky organismus
a umoziovaly 1 [é€bu téch typd nadort, pro které je cisplatina neucinna.

K testovani ucinku zkoumanych latek byly vybrany bunécéné linie odvozené od
karcinomu ovaria, protoze u tohoto typu nddorového onemocnéni jsou platinové
derivaty standardni soudasti 1é¢by ** a vznik rezistence nadorovych bunék je zasadnim
problémem. Z tohoto diivodu jsou k dispozici i bunééné linie se ziskanou rezistenci
k cisplating, které slouzi jako modely pro studium mechanismu rezistence. V této praci
byla pouzita bunécna linie A2780, ktera je citliva vici cisplatiné a dvé rezistentni linie,
A2780cis a SKOV-3. Bunky A2780cis maji ziskanou rezistenci k cisplating, vznikly
totiz postupnou selekci cisplatinou z matetské linie A2780. Bunky SKOV-3 jsou
piirozené rezistentni k cisplating.

Stanoveni cytotoxicity derivati ferrocenu a titanocenu

Pro primarni zjisténi cytotoxického ucinku testovanych latek byl zvolen test
cytotoxicity s pouzitim soli MTT a zaroven byly pod mikroskopem sledovany zmény
morfologie a ristu bunck. Vtestu MTT vykazoval nejvySs$i cytotoxicitu derivat
ferrocenu a to 1 ve srovnani s cisplatinou. Cytotoxicky tc¢inek byl u této latky pozorovan
jiz pti nizkych koncentracich a dokonce uvsech bunénych linii, véetné bunék
rezistentnich k cisplatiné. Pfi¢inou piekonani rezistence by proto mohl byt odlisny
mechanismus U¢inku této latky oproti cisplatin€é. Derivat titanocenu mél pouze mirny
cytotoxicky ucinek. Vysledkim testu MTT odpovidalo i pozorovani bunék pod
mikroskopem. Duisledkem pulisobeni cisplatiny a testovanych latek byla nizsi konfluence
bunék. Jako nejucinngjsi se jevil opét derivat ferrocenu, ktery vyznamné snizil nértst
bun€k ato 1 u linii rezistentnich k cisplatin€. Niz§i konfluence mtize byt zplisobena
zpomalenim rastu ¢i diferenciaci bunék, ptipadné mtize byt disledkem apoptozy.
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Vliv zkoumanych latek na proliferaci bunék

Test MTT byl poté doplnén testem proliferace na piistroji xCELLigence. Hlavni
vyhodou této metody je moznost pozorovat chovani bunék v redlném case vcetné
porovnani uc¢inku latek v zavislosti na Case. Byly potvrzeny piedchozi vysledky, kdy
ucinkem derivatu ferrocenu doSlo u vSech testovanych bunéénych linii k vyraznému
poklesu signdlu, ktery pifimo souvisi se zpomalenim nebo zastavenim bunécné
proliferace a apoptézou. Ve srovnani s cisplatinou m¢la tato latka také rychlejsi nastup
ucinku (u linie SKOV-3 piiblizné o 26 hodin dfive). Po pisobeni derivatu titanocenu
nebyla pozorovana vyrazna zména bunécné proliferace. Pomoci této metody byla také
op¢t potvrzena (alespon ¢astecna) rezistence linii A2780cis a SKOV-3 vici cisplating.
Buniky A2780cis nereagovaly na jeji pfitomnost ani po 72 hodinach, u linie SKOV-3
byl zaznamenan ndstup ucinku s vyraznym zpozdénim ve srovnani s kontrolnimi
citlivymi bunikami A2780 (36 hodin u SKOV-3 ve srovnani s 14 hodinami u A2780).

Vliv testovanych latek na indukci apoptozy a deregulaci bunééného cyklu

Aby bylo moZzné objasnit mechanismus pusobeni testovanych sloucenin, byla
sledovéna exprese genil zapojenych v regulaci bunééného cyklu a apoptoézy. Genova
exprese byla studovdna na urovni hladiny proteini pomoci SDS-PAGE ve spojeni
s western blottingem.

Po plisobeni cisplatiny doslo u bunéénych linii A2780 a A2780cis ke zvySeni hladiny
proapoptotického proteinu p53 a proteinu p21, ktery inhibuje funkci cyklin-dependentni
kinazy 1 (Cdkl1) a jeho aktivace tak ma za nasledek zastaveni bunécného cyklu v Go/M-
fazi. Gen CDKNI1A, ktery koduje gen p21, je cilovym genem transkripcniho faktoru
p53, nartst hladiny p21 je proto v ptimé souvislosti se zvySenou expresi pS3. Plisobeni
cisplatiny mélo také za nasledek zvySeni hladiny aktivovanych forem checkpoint kinaz
1 a2, které se podili na regulaci bunécného cyklu a jsou soucasti signalni drahy p53.
Jejich zvySena hladina mize mit souvislost s narusenim bunécného cyklu a indukci
apoptozy. Je zajimavé, Ze u bunéénych linii A2780 a A2780cis je pomér hladiny p-
Chk 1 a p-Chk 2 opacny, coz patrné souvisi s rezistenci bunék A2780cis k cisplating,
ktera obvykle zahrnuje mnoho riznych mechanism. 3 Byla také zjiSténa niz8i hladina
p53 a p21 u bunek A2780cis ve srovnani s buitkami A2780 po pisobeni cisplatiny, coz
je také nepochybné soucasti obrannych mechanismu téchto bunck.

Deregulace bunééného cyklu tcinkem cisplatiny byla nasledné potvrzena i pomoci
prutokové cytometrie, kde byl pozorovan zvySeny pocet bun€k v G,/M-fazi. Vlivem
cisplatiny doslo také ke zvySeni poétu apoptotickych télisek v sub-G; populaci.

Zména hladiny dal$iho transkripéniho faktoru podilejiciho se na pribéhu apoptdzy-
proteinu p73- byla zjisténa u bun¢k A2780 i A2780cis. U rezistentnich bun¢k SKOV-3
nebyl protein p73 detekovan. U bunck A2780cis doSlo dokonce k vétSimu naridstu
hladiny proteinu p73 oproti kontrolnim buikdm A2780, coZz je v rozporu s praci
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Muscolini et al., ktera ukazuje, Ze u rezistentnich bun¢k neni protein p73 plsobenim
cisplatiny indukovén. **

Po plisobeni cisplatiny bylo také pozorovano $tépeni proteinu PARP, které je casto
vyuzivano pro detekci apoptdézy. Doslo také k mirnému narGstu hladiny
proapoptotickych proteinii Bid a cytochromu c, které jsou zndmkou permeabilizace
mitochondrialni membrany a spusténi apoptdzy. Celkové tak byla potvrzena indukce
apoptozy vlivem cisplatiny, kterd probiha wvnitini mitochondrialni drahou
zprostfedkovanou p53.

Na rozdil od cisplatiny vSak z4dnd z testovanych organokovovych sloucenin
nezpusobila zvyseni hladiny proteinu p53, p73 ani p21 ani Stépeni proteinu PARP. Byl
detekovan pouze mirny nartist hladiny Bid a cytochromu ¢ po derivatu titanocenu, ktery
muze souviset s alternativnim zplsobem indukce apoptdzy. Po derivatu ferrocenu
nebylo pozorovano zadné zvyseni hladiny proapoptotickych proteint, coz potvrzuje jiny
mechanismus U¢inku této slouceniny. Analyza bun€k pratokovou cytometrii
neprokazala vyrazny vliv derivatu ferrocenu ani titanocenu na bunécny cyklus. Nedoslo
k zastaveni ani deregulaci jeho pribéhu a také nebyla pozorovana ptitomnost
apoptotickych télisek v sub-G; populaci.

Na zéklad¢ provedenych experimentl proto ptedpokladaime odlisny mechanismus
pusobeni obou testovanych latek a cisplatiny, derivat ferrocenu ani derivat titanocenu se
patrné nevazou na DNA a nevyvoldvaji nasledné apoptdzu vnitini mitochondridlni
cestou. Ztejm¢ zde dohézi k alternativnimu zptisobu bunééné smrti.

Vysledky méreni oxida¢niho stresu bunék po plisobeni organokovovych sloucenin

Dalsim krokem k objasnéni mechanismu plisobeni organokovovych sloucenin bylo
stanoveni oxida¢niho stresu buné€k, protoze je zndmo, Ze néckteré organokovové
slouceniny vcetné cisplatiny vyvolavaji nartst hladiny reaktivnich kyslikovych
a dusikovych radikali v buiikach. ** 2% 3 Zyygend mira oxidaéniho stresu vyvolava
poskozeni riznych bunéénych struktur a bunéénou smrt, a proto se stala indukce

oxida¢niho stresu jednim z cili a moZnych mechanisml u€inku protinddorové terapie.
19,21, 24,31

Pro stanoveni oxidacniho stresu byl vybran pouze derivat ferrocenu, protoze byla
Vv experimentech prokdzana jeho véEtSi ucinnost ve srovnani s derivatem titanocenu.
Narhst oxidacniho stresu byl zjistén u bunck A2780 i A2780cis po plisobeni derivatu
ferrocenu i cisplatiny. Zvyseni hladiny reaktivnich kyslikovych a dusikovych radikala
po derivatu ferrocenu bylo srovnatelné s cisplatinou u obou bunéénych linii. Reaktivni
radikaly jsou velmi nestabilni slouceniny, proto mohl byt nizsi celkovy nartst jejich
obsahu v builkkdch A2780cis zpiisoben delsi dobou, ktera uplynula mezi sklizenim
bunck a méfenim (ve srovnéni s buitkami A2780) nebo mize mit souvislost s rezistenci

téchto bunék k ucinkim cisplatiny. ZjiSténa schopnost derivatu ferrocenu vyvolat
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Vv buiice oxidacni stres je zajimava z toho diivodu, ze tuto vlastnost lze potencialné
vyuzit v nadorové terapii.

Nadorové buiiky vykazuji ve srovnani s normalnimi buitkami zvySenou hladinu ROS
(peroxidu vodiku, hydroxylovych radikald), coz mulze byt vyuzito pro cilenou
protinadorovou terapii. ** % V soutasné dobé& probihd vyzkum latek s potencidlnim
1é&ebnym G&inkem, které jsou aktivovany piitomnosti ROS v nadorovych buiikach. 2
Po aktivaci pak ovliviiuji redoxni rovnovahu bunky bud’ inhibici aktivity antioxidanti,
nebo zvysenim produkce ROS s cilem vyvolat bunénou smrt. Hlavni vyhodou téchto
latek je jejich selektivni plisobeni na nadorové bunky, coz ma za nasledek snizeni
mnozstvi nezaddoucich ucinki. Mezi latky s potencidlnim protinddorovym ucinkem
aktivované pritomnosti ROS patii slou¢eniny odvozené od boru, dusikatého yperitu ¢i
ferrocenu. 2

U sloucenin odvozenych od ferrocenu byla jiz diive zjiSt€éna schopnost po oxidaci
peroxidem vodiku (Obr. 50) katalyzovat rozklad H,O; na velmi reaktivni hydroxylové
radikaly (Fentonova reakce). To ma za nasledek zvySeni intracelularniho oxida¢niho
stresu, ktery miZe vést az k bundéné smrti. 2 3 Vzhledem ke struktufe slouceniny
derivatu ferrocenu lze proto piredpokladat jeho schopnost vyvolat v nadorovych
buiikach produkei reaktivnich hydroxylovych radikalt vedoucich ke zvySeni oxidaéniho
stresu.

D ¢

| Oxidation |
Fe” FeIII
@ Reduction @
Ferrocene Ferrocenium lon

Obrazek 50 Reverzibilni oxidace ferrocenu na ferroceniovy iont, ktery miize katalyzovat rozklad
peroxidu vodiku za vzniku hydroxylovych radikala (31)

Nadmérné vysoky obsah reaktivnich kyslikovych a dusikovych radikalt v bunkach
vede obvykle kbunééné smrti. Nemusi se vSak jednat o apoptozu, v souvislosti
s oxidacnim stresem se mohou uplatiiovat alternativni mechanismy buné&cné smrti,
naptiklad autofagie. 19-23,45

Autofagie je druhy typ programované bunécné smrti, pii které se buitka sama
postupné degraduje. Dochazi k ni pfi chronickém nedostatku nutri¢nich latek nebo
energie, jejimz dusledkem je zvySeni vnitini hladiny ROS a ptipadné poskozeni
mitochondrii a dal$ich bunéénych komponent vedouci k bunééné smrti. 45,46 Na zagatku
procesu jsou poSkozené ¢i nefunkéni organely a proteiny postupné uzavieny do
membranovych vackl za vzniku tzv. autofagozomii (Obr. 51). Ty posléze fuzuji
S lyzozdmy a vznikaji tzv. autolyzozémy, jejichz wvnitini obsah je rozloZzen
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lyzozomélnimi enzymy na aminokyseliny a mastné kyseliny, které mohou byt vyuzity
pro ziskani energie ve formé ATP nebo jako stavebni material. Pribéh autofagie je
regulovan riznymi proteiny, naptiklad proteiny Atg 6 (Beclin-1) a Atg 8 (LC3), které se
podileji na indukci autofagie a formaci membrany autofagozomd. 23, 46 Autofagie je
dalezita pro udrzeni bunétné homeostazy, jeji mirné zvySeni miize mit ochranny vliv a
muze dokonce inhibovat apoptozu a prispivat k pfeziti builkky. Nadmérnd mira autofagie
vsak zpusobuje rychlou bunécnou senescenci a bunénou smrt. Indukce autofagie maze
byt proto vyuzita jako strategie protinadorové terapie.

lyzozom

@
EC-0—0

vytvoFeni vacku autofagozém autolyzozém

Obrazek 51 Schéma autofagie (23)

Ackoliv mohou mit autofagie a apoptdza podobné stimuly a nékteré signalni drahy se
mohou vzajemné ovlivitovat, kazdy z téchto procest ma sva specifika. Na rozdil od
apoptozy neni aktivace autofagie zavisla na kaspazach. V bunice dochazi k postupné
akumulaci autofagozomti, buné¢énd membrana i cytoskelet vSak zlstavaji az do konecné
faze procesu nedot&ené. *°

Jako marker autofagie je obvykle sledovano §tépeni proteinu LC3. JiZ mimo ramec
této prace bylo Stépeni LC3 detekovano po a¢inku nékterych dalSich nové
syntetizovanych derivatii ferrocenu. Toto zjisténi podporuje hypotézu o alternativnim
zpiisobu bunééné smrti po plisobeni derivatu ferrocenu JP-582-2.

Stabilita derivatia ferrocenu a titanocenu

V pribéhu prace byl zaznamenan postupny pokles Gi€innosti zkoumanych latek, ktery
ziejmée souvisi s jejich nizkou stabilitou. Nizka stabilita derivatu titanocenu (latky JP-
596-1) miize souviset s jeho strukturni podobnosti s titanocenem dichloridem, o kterém
je znamo, ze snadno podléha hydrolyze. ®

Postupné snizovani G¢inku derivatu ferrocenu bylo zaznamenano pii kontrole bunék
pod mikroskopem. Predpokladame, ze jeho degradace mohla ovlivnit vysledky méteni
oxida¢niho stresu, které bylo provadéno jako posledni. V ramci této prace byla také
zavedena dal§Si metoda méfeni oxidacniho stresu s vyuZitim latky DHE
(dihydroethidium) a pritokové cytometrie. Jeji pouzitelnost byla ovéfena na bunkach
ovlivnénych cisplatinou, derivat ferrocenu vSak uz bohuZzel nevykazoval témét zadné
cytotoxické ucinky. Tato metoda proto nemohla byt do prace zahrnuta.
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Nizka stabilita organokovovych sloucenin je jednim z limitujicich faktort pro jejich
pouziti v protinadorové 1écbé. ZvySeni stability zménou chemické struktury je proto
vyzvou pro dal$i generaci novée syntetizovanych sloucenin.

DalSi smérovani vyzkumné prace

Pro potvrzeni mechanismu uc¢inku testovanych latek vyvolanim oxidacniho stresu
a naslednou indukci autofagie bude vyuzita fluorescencni latka DHE (dihydroethidium)
v kombinaci s pratokovou cytometrii a detekce Stépeni proteinu LC3. Autofagie
a apoptdza bude studovana pomoci dalsich specifickych protilatek po delsim pisobeni
latek (48 a 72 hodin), aby tak byl potvrzen mechanismus bunééné smrti. Pomoci
elektrochemickych metod bude ovéieno, zda se latky vazou ¢i nevazou na DNA.

Vsechny tyto experimenty budou provedeny s vyuzitim nové syntetizovanych
organokovovych sloucenin v co nejkrat§im Case, aby byl eliminovén vliv nizké stability
téchto latek. Bude pokracovano v testovani vlastnosti dalSich generaci organokovovych
slou€enin s potencidlnim protinddorovym ucinkem. Ty budou syntetizovany na zékladé
dosud ziskanych vysledki. Uz nyni je k dispozici soubor 30 novych latek, opét z Ustavu
chemickych procesi AV CR, se kterym byla v této oblasti navazidna tspéina
spoluprace.
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6 Souhrn

Cilem této prace bylo ovéfit cytotoxicitu nove syntetizovanych derivati ferrocenu
a titanocenu a pokusit se odhalit mechanismus jejich ptsobeni. Byl zjistén vyrazny
cytotoxicky tc¢inek derivatu na nadorové bunécné linie odvozené od karcinomu ovaria
ato vcetné linii rezistentnich k cisplatiné. Pfic¢inou pfekonani rezistence je patrné
odlisSny mechanismus ucinku této latky. Na zaklad¢ vysledkl provedenych experimenti
predpokladadm, ze je zaloZen na indukci oxida¢niho stresu a ndsledné autofagie nebo
alternativni cesty apoptdzy nezavislé na p53, tato hypotéza vSak musi byt potvrzena
dalSimi metodami. Latky s podobnym mechanismem uc¢inku by jednou mohly byt
vyuzity pro 1€¢bu nadort rezistentnich k cisplating.

Velkym problémem se ukazala byt stabilita testovanych latek, kterd ovlivnila nékteré
experimenty. Nizka stabilita organokovovych sloucenin je jednim z limitujicich faktort
pro jejich vyuziti v klinické praxi a predstavuje vyzvu pro dalsi vyzkum jejich struktury
a pfipravy stabilnich roztoku.

Hlavnim pfinosem této prace jsou nové podnéty pro dalsi vyzkum organokovovych
sloucenin jako potencialnich protinadorovych 1é¢iv. Na zaklad¢ ziskanych poznatkd
0 testovanych latkach budou v Ustavu chemickych procesi AV CR syntetizovany dalsi
generace téchto sloucenin s vysSim protinddorovym ucinkem. Metody uspésné
zavedené v této praci budou vyuzity pro testovani jejich cytotoxicity a mechanismu
pusobeni.
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6 Summary

The aim of this study was to confirm the cytotoxicity of newly synthesized
titanocene and ferrocene derivatives and an attempt to clarify their mechanisms of
action. It was observed, that the ferrocene derivative has a significant cytotoxic effect
on cancer cell lines derived from ovarian carcinoma including cell lines resistant to
cisplatin. The reason of overcoming the resistance is apparently a different mechanism
of action of this compound. Based on the results of previous experiments | assume that
it is based on the induction of oxidative stress and subsequent autophagy or an
alternative apoptosis pathway independent of p53. However this hypothesis must be
confirmed by other methods. Compounds with similar mechanism of action could one
day be used in the treatment of cisplatin resistant tumors.

The major problem turned out to be the stability of tested compounds, which affected
some experiments. A low stability of organometallic compounds is one of the limiting
factors for their use in clinical practice and presents a challenge for further research on
their structure and the preparation of stable solutions.

The main contributions of this study are new impulses to further research of
organometallic compounds as potential anticancer drugs. Based on the acquired
knowledge of tested compounds, the next generation of these compounds will be
synthesised in the Institute of Chemical Process Fundamentals of the ASCR, with
higher antitumor effects. Methods successfully introduced in this work will be used for
testing their cytotoxicity and mechanism of action.
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8 Priloha 1: SlozZeni pouzitych Cinidel

sterilni PBS lyzaéni (NET) pufr
8¢ NaCl 3ml 5M NaCl
0,2¢g KCI 1mi nonidetenylfenyl-PEG
0,29 KH,PO,4 bezvody 5ml 1M Tris
2,31g NaHPO,- 12 H,0 0,21g NaF
-------------------------------------- 1ml 0,5MEDTA
doplnit do 1 L H,O, sterilni filtrace ve 100ml  H,0
flow boxu
0,5% EGTA v PBS MOPS Running buffer 20X
59 EGTA 104,6 g MOPS
1L sterilniho PBS 60,6 g  Tris base
-------------------- - 10g SDS
pH upravit pomoci NaOH na 7.0 39 EDTA acid
sterilni filtrace ve flow boxu, @ | | = seeemmmmmmem e
uchovavani pti 4 °C doplnit do 500 ml H,O
pracovni roztok trypsinu Blotting buffer 1X
25ml  trypsinu (Gibco® 1L methanol
LifeTechnologies, USA) 500 ml 10X Blotting Buffer
75 ml 0,5% EGTA (15 g Tris base, 72,5 g glycinu,
doplnit do 500 ml H,O )
doplnit do 5 L H,O

1x stabilizaéni roztok
10x koncentrovany stabiliza¢ni roztok byl ziedén v poméru 1:10 s vodou
uchovavan pii 4 °C

1x katalyzator (vzdy pouze pro okamzité pouZiti)
250x koncentrovany roztok katalyzatoru byla zfedén v poméru 1:250 s PBS

roztok DCFH (vzdy pouze pro okamzité pouziti)
byl smichan roztok DCF-DiOxyQ a zékladni (,,priming*) roztok v poméru 1:4
inkubace 30 minut/RT

tato smés byla poté smichdna v poméru 1:40 se stabilizaénim roztokem, vortexovana
a uchovavana ve tmé
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9 Priloha 2: Seznam pouzitych protilatek

protilatka oznaceni a firma
PARP 1 C2-10, Santa Cruz Biotechnology (USA)
p73 IHC-00197, Bethyl Laboratories (USA)

p-Chk 2 (Thr 68)

#2661, Cell Signaling (USA)

p-Chk 1 (Ser 345)

#2348, Cell Signaling (USA)

p53 (supernatant)

DO-1, Santa Cruz Biotechnology (USA)

aktin Sigma Aldrich (USA)
caspase 3 (Asp 175) #9664, Cell Signaling (USA)
Bid C-20, Santa Cruz Biotechnology (USA)

p21 (supernatant)

ab118, Abcam (UK)

cytochrome c

#4272, Cell Signaling (USA)
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