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SOUHRN

Klinicky vyuzivand platinova cytostatika maji mnohad uskali, kterda vedla
K vyzkumu novych metalofarmak s lepsimi farmakologickymi vlastnostmi, pfedevsim
vy$8i selektivitou pro nadorové buiky. Jednou z moznosti zvySeni selektivity je
fotoaktivace ¢i fotopotenciace platinovych ¢i rutheniovych 1éciv. Fotoaktivace zajistuje

cilené zaméteni na nadorovou tkan a zajist'uje tak mensi poskozeni okolni tkang.

V této diplomové praci jsme se zamé&fili na studium ucinku protinadorové ti¢inného
komplexu ruthenia [Ru(tol)flavonol]Cl a jeho vlivu na DNA pii kombinaci s UVA
zafenim. Zjistili jsme, ze kombinace 1éCiva a zafeni umociiuje tvorbu cytotoxickych
jednofetézcovych zlomi v DNA. A to jak v bezbunééném tak i bunééném médiu.
Studovali jsme i fotofyzikalni vlastnosti tohoto komplexu a zjistili jsme, ze tento komplex
je schopen generovat singletni kyslik 1O, ktery se podili na §t&peni DNA. Nakonec jsme
studovali cytotoxicitu v nadorovych bunikach A2780 a zjistili jsme, Ze Zivotaschopnost
nadorovych bunék byla po ozdfeni mnohem niz8i nez v neptitomnosti zateni. Z téchto
vysledku 1ze usoudit, ze komplex [Ru(tol)flavonol]Cl vykazuje dobrou fotodynamickou
aktivitu v nadorovych buikach a lze jej povazovat za vhodného kandidata pro dalsi

vyzkum fotocitlivych l1é€iv.



ABSTRACT

The clinical use of conventional antitumor platinum drugs is associated with a
number of drawbacks, which led to the search for new metal-based drugs with improved
pharmacological properties, especially with higher selectivity for tumor cells. One
possibility of increasing the selectivity is photoactivation or photopotentiation of
platinum or ruthenium drugs. The photoactivation provides a targeting to tumor tissues

and ensures a lesser damage to surrounding tissue.

In this diploma work, we studied the effect of antitumor ruthenium complex
[Ru(tol)flavonol]Cl and its effect on DNA in combination with UVA radiation. We found
that the combination of drugs and radiation enhanced the formation of cytotoxic single-
strand breaks in DNA in both cell-free and cell culture media. We studied photophysical
properties of this complex as well, and found that this complex was able to generate
singlet oxygen O, which is involved in DNA cleavage. Finally, we studied the
cytotoxicity in A2780 cancer cells and found that the viability of cancer cells after
irradiation was much lower than in the absence of radiation. It can be concluded from
these results that the complex [Ru(tol)flavonol]Cl exhibits a good photodynamic activity
in tumor cells and can be identified as a suitable candidate for further research of

photosensitive drugs.
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Lidé bez odborného vzdeélani v chemii a mediciné si mozZnd
neuvedomuji, jak obtizny problém lécba rakoviny ve skutecnosti
predstavuje. Je to skoro tak tézké — ne zcela, ale téemer — jako nalezt
latku, kterda by, reknéme, dokdzala levé ucho rozpustit a pravé
neposkodit. Tak maly je rozdil mezi rakovinnou bunkou a jeji normalni,

puvodni variantou.

— William Woglom —
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rostlinnych tak zivociSnych. Mutace pusobi nejen na nukleové kyseliny, ale také na
mitochondrie €i na chloroplasty u rostlin. Jiz roku 1943 americti védci Salvador Luria a
Max Delbriick prokazali, Ze¢ mutace jsou hlavni pfi¢inou genetickych zmén (Veverka
2014). K takovymto genetickym zménam dochazi béhem celého obdobi Zivota jedince.
Dochazi k nim vlivem nepfesnosti nepfetrzitych prepisi genetické informace i vlivem
vnéjSiho prostfedi, kam mitizeme zafadit tabakovy koui, UV, RTG radioaktivni a
ionizaéni zafeni, azbest, aldehydy, volné radikaly a dalsi latky, se kterymi jsme takika
denn¢ v kontaktu, a souhrnné¢ se nazyvaji kancerogeny. Identifikace téchto Ciniteli ma
zasadni vyznam pro primarni prevenci proti nddorovym onemocnénim, nebot’ zevni
faktory jsou hlavni pti¢inou onemocnéni (Doll et Peto 1981). Zevni vlivy se podili na
vzniku 75-95 % vSech nadoru a hlavnimi ¢initeli jsou koufeni a strava, dale pak obezita,

nadvaha, nedostatek pohybu, piti alkoholu a ur¢ité infekce (Adam et al. 2011).

K mutacim dochazi v nasem téle nepfetrzité a bez opravnych mechanism by byly
s zivotem neslucitelné. Nicméné i pies dimyslné opravné mechanismy mohou nektera
poskozeni bunce uniknout a pii nashromazdéni vice mutaci se muze builka zaclit
nekontrolovatelné délit. O rakoving vime, Ze je zptsobena proliferaci jedné jediné buriky.
V normalnich buniké4ch je proces déleni dokonale regulovan, ale u nadorovych bunék neni
rist omezen a vytvari se jedna generace za druhou. Nejedna se o pouhé klonovani, nebot’
rakovina je klonalné se vyvijejici nemoc. Tyto buniky jsou dokonalejsi nez buniky zdravé,
protoze rostou rychleji, dokéazi se 1épe ptizplsobovat a ptezivat. Nadorové buiiky ztraci
schopnost apoptdzy, mnozi se a tvoii nadorovou tkan - rakovinu. Jednoduse feceno,

rakovina zaplni télo nadmérnym poctem bunck.

Kdybychom si o rakoving mysleli, Ze je to moderni nemoc, byli bychom na omylu.
Prvni dolozené zminky o rakoviné pochazi jiz ze starovéku (Capasso 2005), kdy egyptsky
Iekat Imhotep (2625 pt. n. 1) popsal jako prvni pfiznaky nadoru prsu (Strouhal et
Némeckova 2008). Dalsi zminka o nadoru pak pochézi az z roku 440 pt. n. 1., kdy si
perska kralovna Atosa nechala provést excizi krvavé bulky v prsu. Archeology a
paleontology byla nadorova onemocnéni nalezena napiiklad na Celistni kosti staré dva

miliony let. U mumie staré dva tisice let nalezli nador napadajici panevni kost a nejstarsi
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dochovanou maligni tkani je bfiSni nddor datovany kolem roku 400 n. 1. (Mukherjee

2015).

oy ee

vvvvvv

dozivali mnohem niz$iho v€ku nez nyni. Za posledni stoleti se totiz doba doziti zvysila o
dvacet Sest let. Dalsi ptic¢inou je, Ze rakovina byla skryta mezi mnoha jinymi smrtelnymi
nemocemi, jako byl tyfus, mor, tuberkul6za, nestovice, zapal plic a dalsi. S objevem 1€ka
a vymycenim téchto chorob se rakovina projevovala stale Castéji. A v neposledni fad¢ je

rakovina Castéjsi i diky pokroku. S rozvojem techniky se zdokonalily metody biopsie a

autopsie a celkové schopnost diagnostiky. Paradoxné se zavedenim mamografic se

vvvvvv

Nadorové onemocnéni lze charakterizovat jako patologickou hyperplazii (tj.
nekontrolovatelny rist) bunék a organismus jako celek =ztraci kontrolu nad
rozmnozovanim téchto bunck. Nadorové buiky zacinaji naruSovat normdlni funkci
postizené tkané a jsou schopné se Sifit krevnim fecistém a lymfatickym ob&hem a
usazovat se Vv jinych c¢astech téla. Predevsim v kostech, mozku ¢i plicich (Mukherjee
2015). Takto vzniklé nové dcefiné nadory se oznacuji jako metastaze. V dnesni dobé je
znamo okolo sto padesati druhli zhoubnych nadort. Jiz samotné slovo rakovina je

odvozeno od plisobeni onemocnéni, tedy od postupného rozlézani do okolnich tkani.

Prvnimi lécebnymi postupy byla hruba chirurgie. V 16. stoleti byli lékafi
vynalézavéjsi a k 1é€bé nadord vyuzivali zihani pajkou, leptani kyselinami ¢i stlaceni
nadoru pomoci olovénych desticek (Mukherjee 2015). Od téchto dob vSak uplynulo
nékolik stoleti a v 1é¢bé, diagnostice a vyzkumu doslo k velkym objeviim a pokrokiim. A
to i pfesto, ze doposud nebyl zcela jasn€ popsan mechanismus vzniku nddorového bujent.
Uspé&sny boj s rakovinou spo&iva bud’ v ochrang bungk pred mutacemi &i v odstranéni jiz
nadorovych bunck. NejvétSim problémem 1éCby je Uzké genetické propojeni ristu

zdravych a nadorovych bunék.

V soucasnosti jsou jiz béznymi lécebnymi postupy chirurgie, ktera byla v dnesni
podobé zavedena do praxe v 90. letech 19. stoleti chirurgem Halstedem (Mukherjee
2015). S objevem RTG pocatkem 20. stoleti se k 1é€bé zacalo pouzivat ozafovani -

radioterapie. Rozvoj pokracoval chemoterapii a modernéj$imi piistupy v 1é¢b¢ rakoviny,

-2-
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které se uzivaji v klinické praxi, jako jsou imunoterapie, hormonalni 1é¢ba a biologicka
lécba. Dalsim moznym piistupem by mohla byt 1écba zalozend na cileném transportu
1é¢iv. V souvislosti s rakovinou se téZ mluvi o symptomatické ¢i paliativni 1é¢bé. To
znamena, ze samotné nadorové onemocnéni je jiz v takovém stadiu, ze ho nelze 1éCit, a

tak se pfistupuje pouze k tiSeni bolesti a udrzeni piijatelné kvality zivota pacienta.

Chemoterapie je 1écba zalozena na periodickém podavani 1éCiv - cytostatik. Tyto
latky jsou nejcastéji metalofarmaka, tedy latky obsahujici pfechodny kov. Bézn¢ jim je
platina, v soucasnosti se vSak jiz pouzivaji i jiné kovy jako ruthenium, osmium a dalsi.
Tyto latky se po podani pacientovi dostavaji do krevniho fecisté a zde jsou roznaseny po
celém téle s cilem zasahnout vSechny nadorové bunky v organismu. V idealnim piipadé
by takovéto preparaty mély zasahnout pouze rakovinné buiiky a zastavit tak jejich délent,
ovSem jejich plisobeni je nespecifické a antiproliferaéni. To znamend, Ze zastavuji jak
déleni nemocnych, tak i zdravych bunék. Tento efekt je nezddouci a patii mezi hlavni
vedlej§i ucinky chemoterapie. K dalSim zndmym vedlejsim G€inkim chemoterapie
fadime nevolnost, zvraceni, vypadavani vlasi a mnohé dals$i. Mezi dal$i nevyhody této
1é¢by patii ziskana rezistence na 1é¢ivo, uzké spektrum ptisobnosti daného cytostatika a

mnohdy i farmakologické aspekty (napt. zplisob podani 1éciva).

Pro tyto a mnohé dal§i diivody je nanejvy$ nutné, aby pokracoval vyzkum
mechanismu U¢inku vzniku nddorovych onemocnéni a s tim spojeny vyvoj novych Ié€iv.
Léciv, které by byly u¢inné i na doposud rezistentni nadory, mély minimum vedlejsich

ucinkt a pisobily selektivné pouze v nadorovych burkach.
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2 PREHLED PROBLEMATIKY

2.1 CYTOSTATIKA

Cilem téchto 1éCiv je zajistit optimalni farmakologicky ucinek pii minimalni
toxicité latek a pfitom zajistit prevenci vzniku rezistence. JSou to cytotoxické latky,
Z nichz nékteré poskozuji nadorovou DNA. Netadime mezi n¢ pouze slouceniny platiny,
jejichz nejznamé;jsim a nejucinnéjSim zastupcem je cisplatina, ale dale zde patii alkylujici
latky (napt. cyklofosfamid, busulfandakarbazin, chlorambucil, melfalan, ifosfamid,
chlormethin, mitolactol a mitobronitol), antimetabolity (napf. 5-fluorouracil, metotrexat),
vieténkové jedy (napf. vinkristin), inhibitory topoizomerdazy I (napf. topotecan),

antibiotika (napf. doxorubicin ¢i mitomycin) a dale lze jmenovat 1 hormonalni latky.

Cytostatika jsou charakteristicka svou malou terapeutickou $ifi (Adam et al. 2011)
a vyznacuji se Sirokym spektrem nezadoucich ucinkti — zabiji vSechny rychle se délici
buiky, tedy nejen nadorové buiky, ale i buiky vlasovych folikuld, bunky
gastrointestinalniho traktu, zpisobuji Gtlum kostni diené, anemii ¢i leukopenii. Mnoha
z cytostatik jsou nefro-, oto-, hepatotoxické. Kontraindikaci pii 1é€bé cytostatiky je

téhotenstvi. A mnohdy mtize byt nevyhodou i intraven6zni podani 1€¢iv.

V soucasnosti jsou v praxi nejpouzivanéj$imi platnata cytostatika, tedy cisplatina a

druha generace platnatych cytostatik, ktera jsou odvozena od cisplatiny.

2.1.1 CISPLATINA

Cisplatina (cis-diammindichloridoplatnaty komplex, cDDP, strukturni vzorec na
obr. 1) je anorganicky metalicky komplex vyuzivany v lékafstvi jako protinadorové
1éCivo. Syntetizovana byla jiz v poloviné 19. stoleti italskym chemikem Michele

Peyronem pod nazvem Peyronuv chlorid (Kelland 2007).

Cl ;ffiﬂ.«, 1\\\“ NH 3

L ‘.‘l

i

CI/ \NH3

Obr. 1: strukturni vzorec cisplatiny.
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V té dobé se o jejich protinddorovych ucincich nevédélo a trvalo zhruba 120 let,
nez tyto vlastnosti objevil americky biofyzik Barnett Rosenberg (Brabec 1998).
Rosenberg zkoumal vliv elektrického pole na rist bun¢k bakterie rodu Escherichia coli.
Experiment provadél jako elektrolyzu za pouziti platinovych elektrod a roztoku, ktery
obsahoval chlorid amonny a bakterie E. coli. Po zapnuti elektrického pole doslo
k zastaveni déleni bakterialnich bun¢k, nicméné tyto bunky stale rostly a prodluzovaly se
(Rosenberg et al. 1965). Nasledné Rosenberg vysvétlil efekt tim, Ze pii probihajici
elektrolyze vznikaji v roztoku slou¢eniny podobné cisplatin€. Rosenberg a jeho kolegové
poté vyrkli domnénku, Ze tyto slouceniny na bazi platiny by mohly zastavovat rist

nadoru.

Tato domnénka byla pozdéji dikladné zkoumana a v roce 1968 byla potvrzena pii
pozitivnich experimentech na mySich (Kelland 2007). Prvni pacienti byli cisplatinou
1é¢eni v roce 1971, tedy pouhé tfi roky od potvrzeni protinadorovych ucinki této latky.
To je v dnesni dobé, kdy se nova 1é¢iva podrobuji minimalné n¢kolikaletému vyzkumu a
testovani, naprosto nemyslitelné a je pravdépodobné, ze by v dnes$ni dobé cDDP ani
nebyla schvalena do klinické praxe. Poté v roce 1978 byla cDDP oficialné schvalena FDA
(Food and Drug Administration, Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv) pro klinickou praxi

v USA.

V osmdesatych letech minulého stoleti se cDDP zacala vyrabét v Brné firmou
Lachema a.s. Stala se tak schvalenym cytostatikem i pro Ceskou republiku a v sou¢asné
dobé¢ se stale hojn¢ pouziva. Nejvétsich ucinkd dosahuje v 16€be nadori varlat, prostaty a
vajecnikll (Brabec 1990). U téchto nadort je v 85 % ptipadd dosazeno uplné remise.
Pouziva se 1 k 1é€b&é nddori mocového méchyte, malobunééného nadoru plic, travici
trubice, u n€kterych nadort hlavy a krku (Brabec 1998) a délozniho ¢ipku (Lovejoy et
Lippard 2009). Nevyhodou cDDP zustava jeji neucinnost na nejbéznéji se vyskytujici

nadory prsu a tlustého stfeva (Kelland 2007).

| ptes pomérné velkou uspeSnost v 1écbé nadort se pouziti cDDP potyka s fadou
omezeni. Jedna se o jiz zminény problém malého spektra ptisobnosti. Mezi dalsi omezeni
muzeme zafadit mnohé vedlejsi Gc€inky 1é¢iv — nefrotoxicita, nevolnosti a zvraceni,
prujmy, stomatitida, neurotoxicita, nekrozy kiuze a podkozi (Adam et al. 2011). Témé&f
fatalni nefrotoxicitu Ize eliminovat hyperhydrataci a naslednou forsirovanou diurézou

(Klener et Klener jr. 2010). V neposledni fadé se jedna o problém s rezistenci, at’ uz

-5-
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pfirozenou ¢&i ziskanou (Kelland 2007). Uskalim ¢cDDP jsou i jeji pfirozené mutagenni a

kancerogenni vlastnosti (Brabec 1998).

V uc¢innosti ¢cDDP hraje dilezitou roli i pribéh a komplexnost 1écebné terapie.
V ramci komplexnosti terapie hraje dilezitou roli eskalace davek Ié¢iva, kombinace vice
druht cytostatik (tzv. kombinovana 1é¢ba), kombinace vice 1é¢ebnych postupt (napi.
chemoterapie spolu s chirurgickym zakrokem ¢i s radioterapii) a nelze opomenout
dilezitost cirkadialnich rytmt. CDDP patii mezi fdzové nespecifickd cytostatika a Ize ji
tedy pouzit jak k 1é¢bé rychle proliferujicich nadord, tak u solidnich nadord s pomalou
proliferaci. Samotna 1écba probiha vzdy intraven6zné formou infize a 1écebny proces

probiha opakované v 3-4 tydennich cyklech (Passeto et al. 2006).

Neopomenutelnym faktem je, ze trans izomer cDDP nevykazuje stejné
protinadorové vlastnosti. Pfestoze se transplatina (trans-diammindichloridoplatnaty
komplex, strukturni vzorec na obr. 2) li§i od cDDP jen nepatrné, ma pomérné rozdilné
chemické, fyzikalni a biologické vlastnosti (Brabec 1990). Transplatina sama o sobé
vyvolava zmény v konformaci DNA, ale tyto zmény jsou natolik slabé, ze nedokazi
vyvolat smrt nadorovych bun¢k. V posledni dobé vSak vyzkumy ukazaly, ze po aplikaci
UV zafenim dosahuje cytotoxicita transplatiny podobnych téinkt jako cDDP (Heringova
et al. 2006) — viz kapitola 2.4 Fotodynamicka terapie.

Clu,, — wNH;

Pt:
H3N/ \CI

Obr. 2: strukturni vzorec transplatiny.

2.1.2 PLATNATA CYTOSTATIKA DRUHE GENERACE

Nevyhody spojené s toxicitou, piedev§im vysokou nefrotoxicitou, a rezistenci
cDDP vedly k vyvoji 1é¢iv s lep$imi farmakologickymi vlastnostmi, §irS§im spektrem
protinadorové aktivity a menSim mnozstvi neZadoucich ucinkl. Tyto latky se vyviji
modifikaci cDDP tak, ze se nahradi odstupujici chloridové ligandy (napi. karboplatina).
Ptipadné je mozné modifikovat i neodstupujici amonné skupiny jinymi funkénimi
skupinami (napt. oxaliplatina). U téchto cytostatik druhé generace je vzdy centralnim

atomem platina v oxida¢nim stupni II.
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KARBOPLATINA

Karboplatina (cis-diammincyklobutandikarboxylplatnaty komplex, strukturni
vzorec na obr. 3) je prvnim analogem odvozenym od cDDP. Karboplatina vznika

nahrazenim odstupujicich chloridovych ligandii za cyklobutandikarboxylatovy ligand.

0
HN_ 0
Pt
HN© 0
0

Obr. 3: strukturni vzorec karboplatiny.

Jeji mechanismus ucinku se shoduje s pisobenim cDDP, nicméné v porovnani
s cDDP ma méné vedlejSich t€inkt. K tém hlavnim vSak stale fadime myelosupresi,
zvraceni, vypadavani vlasi a ochlupeni, stomatitidu a neurotoxicitu (Adam et al. 2011).
Stejné jako u cDDP je podani striktné nitrozilni, ale bez nutnosti hydratace, jako je tomu
u cDDP a je mozné ji poddvat ve vySSich davkach. Bohuzel mé stejné spektrum

pusobnosti jako cDDP a pii opakovaném podani se vytvari rezistence (Kelland 2007).

OXALIPLATINA

Oxaliplatina ((1R,2R-diammincyklohexan)oxalatoplatnaty komplex, strukturni
vzorec na obr. 4) je cytostatikem tieti generace (Boulikas et al. 2007), které je vyuzivané
ve standardni 1é¢bé. Poprvé byla syntetizovana v roce 1978 Kidanim et al. (Pizzaro,
Sadler 2010). Tento analog se od cDDP lisi nahrazenim odstupujicich chloridovych
ligandd za molekulu oxalatu a neodstupujici amonné ligandy byly nahrazeny ligandem

RR-dach (dach = diaminocyklohexan).

H, 0
N_ 0
/Pt\
V!
H, o)

Obr. 4: strukturni vzorec oxaliplatiny.

-7-



PREHLED PROBLEMATIKY

Oxaliplatina se nejcastéji vyuziva k 1écbé kolorektalniho karcinomu (rakovina
tlustého stfeva) v kombinaci s 5-fluorouracilem (tzv. kombinovana 1é¢ba) vici kterému
je cDDP neucinnd. Oproti predchozim dvéma cytostatikiim ma nejméné vedlejSich
ucinki, presto se vyznacuje periferni senzorickou neuropatii, nevolnosti a zvracenim
(Adam et al. 2011). Nizsi toxicita je zpusobena pomalejsi hydrolyzou, béhem niz
disociuje oxalatovy ligand (Brabec et Kasparkova 2005a).

NEDAPLATINA

Nedaplatina (cis-diammin-glykolatoplatnaty komplex, strukturni vzorec na obr. 5)
je tietim analogem cDDP a byla vyvinuta v Japonsku a pouze zde je registrovana k pouZiti
(Kelland 2007). Je schvalena pro 1é¢bu rakoviny hlavy a krku, plic, jicnu, vaje¢nika,
délozniho ¢ipku a varlat (Boulikas et al. 2007). Oproti cDDP ma sice méné nezadoucich
ucinktl, celkové vSak nejsou pozorovany vyznamngj$i vyhody ve srovnani s cDDP
(Brabec et Kasparkova 2005a). A stejné jako u ¢cDDP je nutna hydratace 1é¢iva pied
pouzitim (Boulikas et al. 2007).

0
HN_ O

Pt
Vs
H:.N. O

Obr. 5: strukturni vzorec nedaplatiny.

Z dalSich zastupci lze jmenovat ormaplatinu, pikoplatinu, loboplatinu,
heptaplatinu, satraplatinu a dalsi (Pizzaro et Sadler 2009). Satraplatina byla jako prvni
z platinovych 1é¢iv podana oralné a je pouzivana u pacientti s rakovinou prostaty (Kelland
2007).
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2.1.3 MECHANISMUS UCINKU CISPLATINY

CDDP je elektrofilni neutralni sloucenina, jejimz centralnim atomem je platina a na
ni jsou v Cis konformaci navazany dvé amonné skupiny a dva atomy chloru (viz. obr. 1).
Amonné ligandy jsou K platiné pfipojeny silnou koordinac¢ni vazbou, pficemz atomy
chloru jsou navazany slabé a ve vodném prostiedi snadno hydrolyzuji. Proto atomy chloru

oznacujeme jako odstupujici skupiny.

Stejné¢ jako vétSina platnatych cytostatik je i ¢cDDP pacientim podavana
intravendzné, tedy piimo do krevniho feCisté (Adam et al. 2011). A jesté pied tim, nez
pronikne nadorovou bunikou k jadru, reaguje v krvi s riznymi chemickymi latkami.
Predevsim se slou¢eninami, které obsahuji molekuly siry — thioly a thioetery, jako napft.
glutation (Brabec et Kasparkova 2005b). Ty bohuzel pii reakci s cDDP jeji protinadorové
ucinky inaktivuji. Obecn¢ se vSak cDDP nachazi v krvi ve stabilni dichloroformé
z dtvodu vysoké koncentrace chloridovych iontt, ktera se uvadi okolo 100 mM (Jung et
Lippard 2007, Kelland 2007).

Pred vstupem do vnitrobunécného prostoru nadorové buiky, reaguje cDDP
Vv bunééné membrané s fosfolipidy a fosfatidylserinem (Passeto et al. 2006). V
cytoplazmé pak opét miiZze reagovat se slouceninami siry, s RNA ¢i proteiny. Do buniky
cDDP vstupuje dvéma riiznymi zplsoby — pasivni difuzi ¢i aktivnim transportem
(Kelland 2007). Aktivni transport je zprostiedkovan proteinovymi pienasSeci, jimz jsou
napt. komplexy Ctrl, které pfes membranu pifenasSi 1 médnaté ionty (Brabec et
Kasparkova 2005b, Kelland 2007). Tyto dva mozné zpusoby transportu jsou schematicky

znazornéné na obr. 6.
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NH3, 5 €l Hydrolyza NH;,,
NH” V¢

'o.... o0 o"..‘ \VX\\)@
..'oo. ..."Ou-o-oo.oooooo"'...
".."°'0--uoo... 000...."‘...
Obr. 6: schématické zndzornéni priichodu cDDP cytoplazmatickou membranou bunky pomoci
aktivniho transportu (influx) i pasivni difuzi. Zndazornéni hydrolyzy cDDP na monoaqua formu.

Reakce hydratované formy ¢cDDP se slouceninami siry, priichod jadernou membrdnou do jadra

bunky, aktivni export z buriky (prevzato z Kelland 2007 a upraveno).

Jakmile se cDDP ocitne v bunééné cytoplazmé, tak dochazi k hydrolyze, nebot
uvnitf bunky je koncentrace chloridovych iontil nizs§i a pohybuje se v rozmezi 3-20 mM
(Jung et Lippard 2007, Kelland 2007). K hydrolyze ¢cDDP dochazi ve dvou krocich,
pfi¢emZ nejprve dochazi k vyméné jednoho chloridového ligandu za molekulu vody a
vznika tzv. monoaqua forma, ktera se jiz oznacuje jako aktivni slou¢enina. A ve druhém
kroku se nahrazuje druhy chloridovy ligand a vznika diaqua forma (Jung et Lippard 2007)
a z cDDP se stava kationt. Prib¢h hydrolyzy cDDP je schematicky zndzornén na obr. 7.
Hydratovand forma cDDP je elektrofilni a v cytoplazmé opét muize reagovat se
slouceninami siry, s RNA ¢i proteiny (Passeto et al. 2006), coz je patrné z obr. 7.
Disledkem téchto reakci se protinddorovy ucinek cDDP ¢astené snizuje, nebot’ se urcité
mnozstvi 1é¢iva inaktivuje. Ke snizeni mnozstvi cDDP pfispiva 1 aktivni export (eflux)
cDDP z buniky. Aktivni export je opét zprostiedkovan proteinovymi prenaseci médi
(ATP7A, ATP7B) ¢i pomoci MRP2 pumpy (Kelland 2007). Tyto exportni déje jsou

znazornény na obr. 6.
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Obr. 7: schématické znazornéni dvou krokové hydrolyzy ¢DDP. A zndzornéni potencionalnich
reaktantii reagujicich v bunécné cytoplazmé s cDDP (prevzato z Jung et Lippard 2007 a

upraveno).

Cilovym mistem piisobeni cDDP v buiice je jaderna DNA (Brabec 1990). Ackoliv
cDDP v bunce reaguje s mnoha makromolekulami, jak jiz bylo zminéno vySe, piesto
pouze reakce s DNA ma pozadované farmakologické ucinky. To bylo prokazano i
experimentalné pomoci inkorporace radioaktivné znacenych prekurzoru (Popoff et al.
1987). Testy téz prokazaly, ze pouze 10 % z celkového mnozstvi podané cDDP se vaze
k DNA a na jednu molekulu DNA se vaze 22 molekul platnatého komplexu (Brabec
1990). Pro srovnani na jednu molekulu mRNA se véZe jedna molekula platnatého

komplexu a na 1500 molekul proteinu piipada jeden platnaty komplex.

Aby méla cDDP pozadovany farmakologicky ucinek, je potieba, aby se navazala
na DNA. To se déje ve dvou krocich. Nejprve dochézi k hydrolyze jednoho chloridového
ligandu a vznika aktivni monoaqua forma, ktera se vaze kovalentné do velkého zlabku
DNA Kk purinovym bazim. Ptfi¢emz se preferencné vaze na guanin (piipadné adenin)
v poloze dusiku N’ (Brabec et Kasparkova 2005b, Jung et Lippard 2007). Tento proces
je schematicky zndzornén na obr. 8. Takovymto zplsobem se na DNA vytvofi

monofunkéni adukt. V nésledujicim kroku dochazi k hydrolyze druhého chloridového
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ligandu a jeho vazbé k reaktivnimu mistu na DNA. Po navazani vznika bifunkéni adukt,
ktery je nejcastéji vnitrofetézcovy piipadné mezitetézcovy (obr. 8). V malém mnozstvi

piipadit dochazi k tvorbé i jinych typh adukti.

Pozice N7 guaninu NH NH,

b " "
" | -
| Cl
" - C N | G N -
W YH0 {
a { !
|

Vnitrofastézcovy Meazifetizcovy
bifunkéni adukt bifunkéni adukt

Obr. 8: schematické znazornéni vazby monoaqua komplexu do preferencni pozice dusiku N7
guaninu. Schéma vnitroretézcového a meziretézcového bifunkéniho aduktu (prevzato z Kelland

2007 a upraveno).

Jak jiz bylo zminéno, tak nejcastéjsi formou aduktli jsou vnitrofetézcové mistky,
které se nejhojnéji tvoii mezi dvéma sousednimi guaniny (1,2-GG). Tento typ aduktu se
vyskytuje az v 65 % pripadt (Brabec 1990, Jung et Lippard 2007). Druhym nejéast&jsim
aduktem je 1,2-AG, ktery se vyskytuje piiblizné v 25 % piipadd. Dal$im
vnitrofetézcovym aduktem je 1,3-GXG, kde X predstavuje A, C ¢i T a tento typ aduktu
je zastoupen 5-10 % piipadi. Méné Castymi adukty jsou mezifetézcové mustky a

monofunkéni adukty (Jung et Lippard 2007).

Po vytvofeni aduktu dochéazi k tvorb& strukturnich zmén na DNA. Nejcastéji
dochazi ke konforma¢nim zménam diky ohybu, zkraceni ¢i odvijeni DNA, Zlabky DNA
se mohou rozvinout ¢&i zplostit (Brabec et Kasparkova 2005b), ¢imz dochazi
k destabilizaci DNA. Tyto strukturni zmény jsou zobrazeny na obr. 9. Je znamo, ze
struktura DNA je nejvice naruSena pii tvorbé mezifetézcovych mustki. Adukt 1,2-GG
zpiisobuje v misté reakce rozvinuti DNA o pfiblizné 13° a ohyba osu duplexu DNA o 35-
40° smérem k velkému zlabku (Jung et Lippard 2007). Z obr. 9 je vSak patrné, ze
k velkym konformaénim zménam dochazi i pii tvorbé mezifetézcovych adukta. Ty
vyvolavaji rozvinuti DNA az o 79°, vlivem cehoz se narusuji ,,Stacking” interakce
v molekule DNA. V oblasti mezifetézcovych mustkii dochazi k pfechodu DNA na

levotocivou formu, coz je zptisobeno ohybem dvousroubovice o 47° (Coste et al. 1999).
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Obr. 9: konformacni zmény DNA zpiisobené tvorbou adukti. (A) nejhojnéji zastoupeny
vuitroretezcovy adukt 1,2-GG. (B) vnitroretézcovy adukt 1,3-GXG. (C) meziretézcovy adukt 1,3-
GXG. Struktura konformacnich zmén DNA byla vytvorena programem PyMol (prevzato z Jung
et Lippard 2007).

Veskeré tyto konformacni zmény DNA maji za nasledek ovlivnéni bunééného
metabolismu. Nejcastéji se jedna o inhibici ¢i naruSeni replikace, transkripce Ci
opravnych mechanismiit DNA (Brabec et Kasparkova 2005b, Jung et Lippard 2007).
V disledku inhibice téchto dlleZitych bunécnych mechanismi dochdzi k poskozeni celé
bunky. Vlivem strukturnich zmén dochazi i k ovlivnéni mnoha riznych signalnich drah
Vv buiice, napi. p53, cyklin-dependentni kindza, cykliny, kaspazy, protein kindza C, pRb
a mnoho dalsich (Passeto et al. 2006). Narusenim vsSech téchto nezbytnych bunéénych

procest dochazi k fizené bunééné smrti — apoptdze.
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2.2 NOVA LECIVA

2.2.1 LECIVA NA BAZI PLATINY (IV)

Platicita 1é¢iva obsahuji jako centralni atom platinu v oxida¢nim stupni IV. Tyto
komplexy maji oktaedralni strukturu, ktera je kineticky vice inertni nez komplexy Pt(II),
a proto podléhaji substituci pomaleji (Bednarski et al. 2006). Dale jsou metabolicky vice
stabilni, diky ¢emuz jsou mén¢ toxické a maji uzsi spektrum vedlejSich G¢inkt. Dalsi

vyhodou je i jejich vys$si rozpustnost ve vodé (Pizzaro et Sadler 2009).

Tato skupina Ié¢iv je ve své pivodni podobé neaktivni a musi dojit k jejich aktivaci.
Ta je zptsobena vlivem reduk¢nich Cinidel obsazenych v organismu. Dochézi k odtrzeni
axialnich ligandd a komplex piechazi na oxidac¢ni stupen II (Hall et Hambley 2002). Tato
forma slouceniny je jiz reaktivni a hydrolyza a reakce s DNA jiz probiha stejnym

zpusobem jako u cDDP.

Do této skupiny 1é¢iv fadime tetraplatinu, iproplatinu a oxoplatinu (Hall et Hambley
2002) a jejich strukturni vzorce jsou na obr. 10. Tyto komplexy jsou stale ve fazi
Klinického testovani. DalSim zastupcem je satraplatina, ktera byla schvalena ke
klinickému pouzivani v roce 2007 a jeji velkou vyhodou je peroralni podani (Kelland
2007). Vyuzivana je pfedevsim k 1é¢bé nadorii prostaty.

O

H, Cl H, OH OH 0
O:le,m Q—NH | _Cl HyN_| _cCl HsN__ | _Cl

Pt Pt
N” | ~Cl N | ~Cl  HsN" | ~Cl QN’ | ~Cl
Hz CI “T W, oH OH H2 0
O
tetraplatina iproplatina oxoplatina satraplatina

Obr. 10: strukturni vzorce platicitych komplexii — tetraplatiny, iproplatiny, oxoplatiny a

satraplatiny (prevzato z Xu et al. 2015 a upraveno).

Velkou vyhodou této skupiny 1éCiv je jejich mozné specifické plisobeni, diky
fotoaktivaci v cilovém misté ptsobeni (Pizzaro et Sadler 2009). Tato aktivace svétlem
zajisti ptrechod komplexu z neaktivniho Pt(IV) na aktivni Pt(Il) pouze v nddorové oblasti.

Tyto moZnosti cilené terapie budou vice rozebrany v kapitole 2.4 Fotodynamicka terapie.
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2.2.2 LECIVA NA BAZI TITANU

Do této skupiny 1éciv fadime latky, jejichz centralnim atomem je titan v oxidacnim
stupni IV. Hlavnimi zastupci jsou dvé 1é¢iva — budotitan a titanocen (Gielen et Tiekink
2005). U obou latek byla popsédna interakce s jadernou DNA, a proto byly dale zkoumany
jako potencionalni protinadorova léciva. Tyto latky maji stejné¢ jako cDDP dva
odstupujici ligandy v poloze cis, nicméné jejich spektrum ptisobnosti se od cDDP znaéné

1.

Budotitan je prvnim neplatnatym 1éCivem, které bylo klinicky testovano.
V experimentech na mySich se prokazal jako vhodné terapeutikum pro 1écbu pomalu
rostoucich nadort (Gielen et Tiekink 2005). A to pfedevSim v gastrointestinalni oblasti.

Ovsem z diivodu nizké stability, byly klinické testy ukonceny.

2.2.3 LECIVA NA BAZI ZLATA

Dalsim potencidlnim kovem, ktery by se mohl uplatnit jako potencialni
cytostatikum je zlato. Mozné protinadorové ucinky byly experimentalné potvrzeny,
nicméné doposud nebyly zadné komplexy zlata klinicky testovany (Gielen et Tiekink
2005). Ovsem lécivo Auranofin, které je pouzivano k 1é¢bé artritidy, je cytotoxické vuci
HeLa bunkam a leukémii P388. Tato latka a jeji analogy obsahujici siru a fosfor jsou nyni
hojné studovany. Obecné se vSak slouceniny zlata vyuzivaji prevazné k 1é¢bé artritidy,

HIV, malarie a bronchialniho astmatu (Allardyce et Dyson 2001).

2.2.4 LECIVA NA BAZI ZELEZA

Organokovové slouceniny jsou vSeobecné vhodnymi kandidaty na protinadorova
1é¢iva. Dlivodem jsou jejich koordinaéni a redoxni vlastnosti a kationty kovil zajist'uji
mozné navazani na zaporn¢ nabité biomakromolekuly (Gielen et Tiekink 2005). | atom
zeleza se jevi jako mozny kandidat pro centralni atom komplexti protinddorovych 1é€iv.
Nevyhodou komplext s atomem Zeleza je jejich hromadéni v organismu a nésledna
toxicita. Nicméné 1 pies tyto skute¢nosti se molekuldrni modelovani 1é¢iv (drug design)
zabyva ferrocenem a jeho derivaty jako potencionalnimi cytostatiky. Nedavné dikazy

ukazaly, Ze ferroceny mohou pulsobit jako stimuldtory imunitniho systému ¢&i jako
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inhibitory topoizomerdzy II. Vyhodou ferrocenu je stabilita ve vodném prostiedi a
lipofilni charakter, diky ¢emuz snadno prochazi bunécnou membranou (Dive et Biot

2008). Soucasné¢ se tato latka testuje jako mozné antimalarikum.

2.2.5 DALSI ORGANOKOVOVA LECIVA

Cin jakoZzto centrdlni atom v komplexech se jevi jako velmi dobry kandidat na
cytostatikum. Komplex di-n-butyltin diterebat byl v experimentech uc¢innéjsi nez cDDP
a jeho cytotoxicita byla srovnatelna s doxorubicinem (Dive et Biot 2008). | proto jsou
dalsi organické slouceniny cinu s karboxylovymi a dikarboxylovymi kyselinami

syntetizovany a testovany na protinddorovou aktivitu.

Komplexy palladia Pd(Il) obsahujici siru maji téz dobré protinddorové ucinky.
V mnoho ptipadech prokazaly vyssi cytotoxické ucinky nez cDDP a jsou aktivni i na
nadorové linie, které jsou rezistentni vii¢i cDDP (Dive et Biot 2008). U téchto komplext
byla prokdzana vyssi i€innost pii 1é¢be rakoviny vajecnikil v porovnani s cDDP, zaroven
se vSak projevila vysoka nefrotoxicita. Pfesto jsou komplexy palladia intenzivné
zkoumany a nékteré z nich by se daly vyuzit v kombinované 1€¢bé s jiz zavedenymi
cytostatiky. Palladium se vyuziva k 1é¢bé HIV a k vyrobé dentalnich slitin (Allardyce et
Dyson 2001).

U vapniku byla prokdzana souvislost mezi piijmem mlécnych vyrobkl a niZ§im
rizikem rozvoje rakoviny tlustého stteva (Dive et Biot 2008). Ekvivalentni vysledky

nebyly pozorovéany u dopliikii stravy v podobé¢ uhlicitanu vapenatého.

Dilezité je i studium zinku, u kterého byla prokazana souvislost mezi nedostatkem
zinku Vv organismu a vy$§im rizikem vzniku nadorového onemocnéni, predevSim

rakoviny prostaty (Dive et Biot 2008). Zinek ma také dtlezitou roli pii ochrané DNA pted

-----

Velmi slibnymi kandidaty jsou komplexy rhodia a to pfedev§im Rh(I), Rh(II) a
Rh(I11). Rhodium se mimo jiné vyuziva jako radiosensitizér, k 16cbé bakterialnich infekei,
malarie, leishmaniozy a k vyrobé dentalnich slitin (Allardyce et Dyson 2001). Dal§imi

vhodnymi kandidaty jsou mangan, iridium ¢i osmium (Dive et Biot 2008).
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2.3 LECIVA NA BAZI RUTHENIA

Prvek ruthenia byl objeven roku 1844 Karlem Karlovitchem Klausem. Je to tvrdy
bily kov, ktery ma uplatnéni ptredevS§im v metalurgii (Gielen et Tiekink 2005).
V poslednich dvaceti letech vSak ruthenium naSlo své uplatnéni i v medicing, napf.
v radiodiagnostice, komplexy ruthenia se vyuzivaji jako imunosupresiva, antibiotika,
antimalarika ¢i chemoterapeutika (Allardyce et Dyson 2001). Takové komplexy jsou
vybirany bud’ na zékladé analogie s jinymi protinadorovymi 1é¢ivy, nebo na zakladé

studia vlastnosti konkrétnich komplext (Gielen et Tiekink 2005).

2.3.1 CHEMICKE VLASTNOSTI KOMPLEXU RUTHENIA

Ruthenium se diky svym vlastnostem velmi dobfe hodi k lécebnym aplikacim.
Mezi tyto vlastnosti 1ze zatradit rychlou vyménu ligandi, Siroky rozsah oxida¢nich stavii
ruthenia a schopnost ruthenia napodobit zelezo ve vazbé na biologické molekuly
(Allardyce et Dyson 2001). Oproti ¢cDDP ma ruthenium Sest koordina¢nich mist a
nejCastéji se syntetizuje saminovymi a iminovymi ligandy, které poskytuji mnoho
inovac¢nich metalofarmak (Clarke 2002). Dale jsou znamé thiolové komplexy Ru a

komplexy s flavonoidy, ale z divodu jejich nestability se nevyuzivaji.

Ruthenium se vyskytuje ve vSech oxidaénich stavech od 0 do VIII (Gielen et
Tiekink 2005), nejcastéjsimi jsou vSak stupné Ru(Il), Ru(Ill) a Ru(IV), které maji ve
vodném roztoku obvykle oktaedrickou geometrii (Allardyce et Dyson 2001, Clarke
2002). Nejstabilngjsim stupném je Ru(IIl), pfi¢emz elektronovy piechod z Ru(lll) na
Ru(ll) je v nadorovych bunikach velice snadny, jelikoz v nich panuje redukéni prostiedi
(Allardyce et Dyson 2001). V ptipadé, ze Ru(Il) opusti misto s nizkou koncentraci
kysliku, miize snadno pomoci oxidantt piejit na Ru(Ill), jak je schematicky znazornéno

na obr. 11.
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Obr. 11: ménici se oxidacni stav ruthenia ve zdravé a nadorové tkani. Redukcni prostredi
rakovinné bunky uprednostiiuje Ru(ll), které je biologicky aktivnejsi nez Ru(lll). Ru(lll) funguji
tedy jako proléciva, kterd se aktivuji redukci pri dosazeni nddorové bunky (prevzato z Allardyce

et Dyson 2001 a upraveno).

Vzhledem k tomu, Ze rychle se délici buiiky maji vys$si pozadavky na piisun Zeleza,
je vyhodou rutheniovym komplexi, ze se vazi k transferinu a albuminu. Bylo totiz
prokézano, ze po aplikaci je ruthenia 2-12 krat vice v rakovinnych buiikach, nez ve
zdravych (Allardyce et Dyson 2001). A to diky tomu, ze nddorové bunky maji na
membrané mnohondsobn¢ vétsi pocet transferinovych receptord. I diky tomuto faktu je

toxicita pro zdravé buiiky sniZzena a rutheniové komplexy maji mén¢ vedlejsich ucink.

T (>
MNadorova Fdrava |

bufilca @ bunla /
I °

Q@ retheniwm vasici s2 k transfeninu

—= transferinovy receptor
Obr. 12: schematické zndazornéni selektivniho vychytavani transferinu u nadorovych bunék.
Vetsina rakovinnych bunék md vyssi pocet transferinovych receptorii (vlevo) ve srovnadni se
zdravymi buntkami (vpravo). Ruthenium se tedy zaméiuje na ndadorové buiiky (prevzato z

Allardyce et Dyson 2001 a upraveno).
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2.3.2 MECHANISMUS UCINKU

Vzhledem k osmiboké struktuie komplexti Ru(Il) a Ru(Ill), oproti Etvercové
rovinné struktufe cDDP, pisobi rutheniové komplexy pravdépodobné jinym
mechanismem (Clarke 2002). Jak bylo jiz nazna¢eno vyse, nejprve musi dojit K pfenosu
komplexu do nadorové tkan¢€. Mnohé ze studovanych rutheniovych komplexi se v Krvi
snadno vazou k transferinu a albuminu. Transferin pak usnadiuje jejich prichod do
nadorovych bunék. Bohuzel v butice maji komplexy vétsi preferenci k vazbé k imidazolu
na proteinech, nez ke guaninu na DNA (Clarke 2002). Uvolnéni Ru(III) z transferinu se

indukuje nizkym pH, které se v nddorovych buiikach nachazi.

Dale dochazi k redukci Ru(l11) na Ru(ll). K té dochazi piednostné v nadorovych
bunikach, jelikoz v nich je niz8i koncentrace kysliku (tzv. hypoxie) a z tohoto divodu je
Vv buiikach uptednostiovana glykolyza. Pii ni se vSak uvoliiuje kyselina mlé¢nd, ktera
snizuje hodnotu pH v rakovinnych bunkach. Dale je znamo, ze Ru(Il) je reaktivnéjsi a

zvySuje se tak selektivni toxicita pro nador (Clarke 2002).

Dalsim krokem je aktivace Ru(II) komplexu. Stejn¢ jako u ¢cDDP musi dojit
K hydrolyze, tedy nahrazeni ligand molekulou vody. Jednotlivé ligandy mohou diky
svym rozmanitym geometrickym efektim usnadnit ¢i inhibovat vazbu komplexu

K nukleovym kyselinam.

v

Posléze se hydrolyzovany komplex ruthenia vaze kovalentné k DNA. Nejcastéjsi je

vazba k puriniim v poloze dusiku N’ (Clarke 2002), jak je znazornéno na obr. 13.

Obr. 13: vazba komplexu [(Hypx”)(NHs)sRul** k preferencnimu dusiku N’ na adeninu pripadné
na guaninu (prevzato z Clarke 2002 a upraveno).
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Zda dochazi k tvorbé monofunkéniho aduktu, ktery je znazornén na obr. 13, ¢i
bifunkéniho aduktu zalezi na konkrétnim typu rutheniového komplexu. Jednotlivé
komplexy pak zplisobuji rizné poskozeni DNA. MiiZe jimi byt napf. mutagenni aktivita,
inhibice replikace DNA, indukce SOS oprav, vazba na jadernou DNA a snizeni syntézy
RNA (Brabec et Novakova 2006, Clarke 2002). Cilem nékterych komplexd jsou i
mitochondrie ¢i povrch nadorovych bunék. Ackoliv se predpokladd, ze protinddorové
komplexy ruthenia maji jiny mechanismus uc¢inku nez cDDP, jejich molekularni

mechanismus neni doposud zcela prozkouman.

2.3.3 PROTINADOROVE SLOUCENINY RUTHENIA

Potencialni protinddorova aktivita rutheniovych sloucenin byla nejprve zkoumana
skupinou védct kolem Clarka, ktefi studovali chlor-amino derivaty (Gielen et Tiekink
2005). Tyto slouceniny byly vybrany piedevsim kvuli jejich podobnosti s cDDP. Ac¢koliv
se tyto komplexy s DNA interaguji pomérné rychle, nejsou v protinadorové 1é¢bé piilis
Gginné. Nejslibnéjsim zastupcem této skupiny byl komplex fac-[Ru''(NH3)sCls],
nicméné i ten byl zamitnut z dlivodu malé rozpustnosti ve vod¢. Strukturni vzorec tohoto

komplexu je na obr. 14 a).

Rozpustnost komplexil 1ze zlepsit nahrazenim amino ligandl za dimethylsulfoxid
(DMSO). Pocate¢ni studie byly provedeny Mestronim, Alessiem a spolupracovniky
(Gielen et Tiekink 2005). Na zakladé téchto komplexii byla vytvofena i sloucenina
NAMI-A ((Hz2Im)[trans-Ru(DMSO)Cl4(Im)]), jejiz strukturni vzorec je na obr. 14 b).
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Obr. 14: a) strukturni vzorec komplexu fac-[RU"'(NH3)sCls], b) strukturni vzorec komplexu
(HzIm)[trans-Ru(DMSO)Cl4(Im)], NAMI-A (prevzato z Alessio et al. 2004 a upraveno).
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Nejprve dojde k hydrolyze dvou chloridovych ligandd a vytvoii se aktivni aqua
forma (Brabec et Novakova 2006). NAMI-A se na DNA vaze mnohem rychleji nez cDDP
ana DNA vytvafi bifunk¢éni vnitrofetézcové adukty a tim zastavuje syntézu RNA in vitro.
Pisobi na proliferaci bunék, zastavuji bunécny cyklus v G2-M fazi, kromé toho 1

modifikuji morfologii bunécné membrany (Alessio et al. 2004).

Komplex NAMI-A jako jeden ze dvou rutheniovych komplexi dosahl klinickych
studii a uspésné dokondil 1. fazi studia, kdy byl testovan na 24 pacientech (Alessio et al.
2004, Bergamo et al. 2012). Toto 1é¢ivo ma protinddorové a antimetastazové vlastnosti a
in vivo prokazuje vysokou efektivitu proti plicnim metastazim (Brabec et Novakova
2006). Je tedy ztejmé, Ze spektrum protinadorovych ucinka se lisi od ¢cDDP. Ve studii
bylo téz prokazano, ze NAMI-A je v priméru 1053 krat méné cytotoxicka nez cDDP.
Coz lze vysvétlit sniZzenou reaktivitou s DNA. Navic piisobi synergicky pii pouZiti
v kombinaci s dal$im cytostatikem (Bergamo et al. 2012). Dalsi vyhodou je i zachovani
uc¢innosti pii opakovaném podani. Mezi vedlejsi G¢inky patii celkova malatnost, tvorba

koznich puchyit a po injekénim podani se v misté vpichu mtize objevit zanét zil.

Druhym komplexem, ktery prosel 1. fazi klinického testovani na 8 pacientech je
KP1019 ((HInd)[Ru(l1)Cl4(Ind)2]), jehoz strukturni vzorec je na obr. 15. Byl vyvinut
skupinou profesora Kepplera a nyni se Castéji oznacuje jako FFC14a (Bergamo et al.
2012). Jeho ptednosti jsou pozitivni vysledky pii 1é€beé kolorektalniho karcinomu a stejné
jako komplex NAMI-A ma zna¢né antimetastazové vlastnosti. Dale se vyznacuje
minimem vedlej$ich uc¢inkti (Brabec et Novakova 2006). Jako vétSina rutheniovych
komplexli se vaze na transferin a v nddorovych buiikach zpisobuje apoptozu, kterd je

vyvolana depolarizaci mitochondrialni membrany (Bergamo et al. 2012).
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Obr. 15: chemicka struktura komplexu ((HInd)[Ru(111)Cl4(Ind)2/), KP1019 (prevzato z Bergamo
et al. 2012).
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2.4 FOTODYNAMICKA TERAPIE

Fotodynamicka terapie (PDT) je metoda, ktera vyuziva neionizujici zafeni
k aktivaci ur¢itych chemickych latek, které po ozareni konkrétni vinovou délkou nabyvaji
vysoké biologické aktivity (Klener et Klener jr. 2010). Diky této mimotadné aktivité pak
mohou zastavit nadorové bujeni. U¢inkem zafeni se v buiice uvoliiuji kyslikové radikaly
(singletni kyslik, superoxidovy kyslikovy radikal, hydroxylovy radikal aj.), které jsou
schopné vyvolat takové poskozeni bunéénych struktur, které vedou k apoptdze c¢i
nekroze. UrCité druhy fotosenzibilizacnich latek pisobi pfimo na endotelie nové
vytvofenych cév nadoru, diky ¢emuz se porusi krevni zasobeni nadoru a ten postupné

odumira.

Fotodynamicka terapie je druh fotochemoterapie a se oznacuje jako specificka
1écebna metoda (Klener et Klener jr. 2010). Jednak proto, Ze vyuzivané chemické latky
se vychytavaji preferen¢né v rakovinnych bunkéach a bunkéch jaternich a koznich a
jednak proto, ze Gcinek terapie se projevi v oblasti, ktera byla selektivné ozéatrena. Aby
byla tato metoda jesté vice selektivni, Ize fotosenzitivni latky navazat na nosice, kterymi

mohou byt monoklonalni protilatky, polymery ¢i nanocastice.

2.4.1 VYVOJ FOTODYNAMICKE TERAPIE

Fotodynamicka terapie ma své koteny jiz ve staroveéku, ackoliv se nejednalo o
fotodynamickou terapii v takovém smyslu, jak ji chapeme dnes. Jiz po nekolik staleti se
vyuzivalo samotného uc€inku svétla ¢i ulinku svétla v kombinaci s chemickymi
slou¢eninami (Pervaiz et Olivo 2006). K 1é¢bé kozniho onemocnéni vitiligo se ve
starovéké Indii, Ciné a Egypté vyuZzivala chemick4 latka psoralen v kombinaci se svétlem
a k 1é¢bé psoridzy se vyuzivalo samotnych ucinkl svételného zafeni. Latky na bazi
psolarent se v 1ékafstvi vyuzivaji do ted’ v tzv. PUVA terapii k 1é¢bé psoridzy, vitiliga a
v imunoterapii (Ackroyd et al. 2001). Svétlo se dale vyuzivalo k 1é¢bé lupénky, rakoviny

a dokonce i psychozy.

V 18. a 19. stoleti se ve Francii vyuzivalo slune¢ni zafeni k 1écbé tuberkulozy,
kiivice, kurd€ji, revmatismu a dal$im onemocnénim (Ackroyd et al. 2001). Dansky lékai
Finsen pomoci Cerveného svétla 1€¢il neStovice a s pomoci ultrafialového zéfeni a

uhlikové fototerapie 1€¢il tuberkuldzu, za coz v roce 1903 obdrzel Nobelovu cenu.

-22 -



PREHLED PROBLEMATIKY

Velkym pokrokem ve fotodynamické terapii byl objev Oscara Raaba, ktery
pracoval s profesorem von Tappeinerem v Mnichove, ktefi zjistili, Ze kombinace
akridinové Cervené a svétla ma smrtici u¢inky na prvoky rodu Paramecium (Ackroyd et
al. 2001, Pervaiz et Olivo 2006). Von Tappeiner se Gcastnil i prvniho 1ékaiského vyuziti
této aplikace. Spolu s dermatologem Jesionekem aplikovali pacientovi na kizi eosin
(fluorescentni Cervené barvivo) v kombinaci s bilym svétlem k 1é€bé kozniho nadoru
(Ackroyd et al. 2001). Von Tappeiner i dale pokracoval v prokazani nutnosti pfitomnosti

kysliku pii fotosenzitivni reakci a roku 1907 zavedl termin fotodynamicky efekt.

Hlavnim milnikem fotodynamické terapie je rok 1975, kdy Dougherty a jeho
spolupracovnici uspésné¢ vylécili nddor u mysi pii kombinaci hematoporfyrinového

derivatu (HpD) a ¢erveného svétla (Ackroyd et al. 2001).

2.4.2 MECHANISMUS FOTODYNAMICKE TERAPIE

Fotodynamickad terapie je metoda kombinujici ucinek viditelného zéfeni,
fotosenzitivni latky (PS) a molekularniho kysliku Oz (Juarranz et al. 2008). Fotosenzitivni
latky se vyznacuji tim, ze se selektivné hromadi v nadorové tkéani a cytotoxicky efekt
téchto latek se projevi po aktivaci svétlem o konkrétni vinové délce (Juarranz et al. 2008,
Pervaiz et Olivo 2006). Vinova délka se nejcastéji voli z Cervené spektralni oblasti, tedy
vétsi neZ 600 nm, z divodu hlubSiho priniku zafeni tkani. Nésledné je energie
z excitovaného fotosenzitizéru prenesena na molekularni kyslik, ktery pfechazi na
singletni kyslik a dal$i reaktivni formy kysliku (ROS). Ty jsou vysoce reaktivni a spousti
kaskadu biochemickych procest v burice, které vedou k poskozeni a smrti nadorovych

bunék (Juarranz et al. 2008). Mechanismus je zachycen na obr. 16.

Hlavnimi vyhodami fotodynamické terapie je velmi nizka systémova toxicita, diky
PS, které jsou aktivni pouze po ozateni (Juarranz et al. 2008). Dale pak selektivni
pusobeni a moznost samostatné aplikace ¢i aplikace v kombinaci s ostatnimi 1é¢ebnymi
technikami (tj. chemoterapie, chirurgie a dalsi). PS se mohou podavat bud’to systémové
nebo topicky v zavislosti na typu nadoru a jeho lokalizace. Hlavnimi pozadavky na PS
jsou nereaktivita ve tmé&, sim o sob& musi byt netoxicky a mél by mit vlastni fluorescenci,

¢ehoz se da vyuzit i v diagnostice nadoru (Pervaiz et Olivo 2006).
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Obr. 16: mechanismus fotodynamickée terapie, ktera vyzaduje cervené svétlo, fotosenzitivni latku
a molekularni kyslik. PS se ze zakladniho singletniho stavu So svétlem aktivuje na excitovany stav
S1 a dale nasleduje mezisystémovy prechod na excitovany tripletni stav Ti. Ze stavu T, se prendsi
energie do biologickych substratii a molekularniho kysliku reakcemi typu I a II a tim jsou
generovany ROS. Ty vyvolavaji poskozeni buiiky, které miize byt bud opraveno, nebo vede

k bunécné smrti (prevzato z Juarranz et al. 2008 a upraveno).

S rozvojem techniky neni nutné zaméfeni pouze na nadory kize a jiné snadno
pfistupné tumory. K 1é€bé a k co nejptesnéjSimu zaméteni na nddor se v dnesni dobé
vyuzivaji lasery, LED, luminiscenéni diody ¢i opticka vlakna v kombinaci s endoskopii.
Diky tomu se tato metoda stala pfistupnd pro nadory mocového méchyie,
gastrointestinalniho traktu, gynekologické nadory, nadory plic a jicnu (Bednarski et al.
2006). Vseobecné je velkou vyhodou, pokud je nador snadno piistupny zafeni, jelikoz
¢ervené svétlo pronika tkani do hloubky pouhych 5 mm (Berners-Price 2011). V ptipadé
UVA zifeni o vlnové délce 365 nm je to pouhy 1 mm. Jednou z hlavnich nevyhod této

metody je malé mnozstvi kysliku v nadorové tkani, ktery je ovSem pro reakci nezbytny.

Pro PDT bylo schvéleno pouze nékolik malo fotosenzitizéri, které prosly klinickym
testovanim. Jedna se o Photofrin, Visudyne (verteporfin) a Levulan (Ackroyd et al. 2001).
Photofrin byl schvalen v roce 1994 k 1é¢bé karcinomu jicnu, Foscan v roce 2001 k 1é¢bé
nadort hlavy a krku (Juarranz et al. 2008). Pro topické pouziti se vyuziva Levulan a

Metvix.
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2.4.3 FOTOAKTIVACE PLATICITYCH A PLATNATYCH
KOMPLEXU

Komplexy platiny (IV) jsou obecné¢ méné reaktivni nez komplexy platiny (II),
¢ehoz vyuzil profesor Sadler k vytvotreni neaktivnich prolé¢iv (Berners-Price 2011). Ty
po ozareni prechazi z oxidac¢niho stupné IV na aktivni oxidacni stupen II. Prvnich pokust
o vyvoj plati¢itych proléciv se zhostil profesor Bednarski a jeho kolegové, kteti vytvofili
dijodoplatic¢ité komplexy. Ty se vSak ukazaly jako ne pfili§ vhodné, nebot’ nebyly ve tmé
stabilni a v organismu reagovaly pfili$ brzy s glutationem a ptechdzely na aktivni formu

v oxida¢nim stupni II (Bednarski et al. 2006, Bednarski et al. 2013, Berners-Price 2011).

Vyznamnéj§imi  zastupci fotoaktivovatelnych plati¢itych komplexti  jsou
diazidoplati¢it¢ komplexy. Na jejich vyvoji se podilel profesor Sadler a jeho
spolupracovnici. Oproti dijodoplati¢itym komplexiim se tyto komplexy vyznacuji
stabilitou ve tmé a zna¢nou cytotoxicitou po aktivaci UV zafenim (Bednarski et al. 2013).
Tato skupina latek obsahuje mnoho aktivnich komplexl, nicméné nejvyznamnéjSim
znich je trans, trans, trans-[Pt(Ns)2(OH)2(pyridin).] (FM190) a jeho struktura je
zobrazena na obr. 17. Vyhodou tohoto komplexu je, Ze se aktivuje za pouziti UVA nebo
viditelného zatreni (Pracharova et al. 2012). Tento komplex po fotoaktivaci zpisobuje na
DNA odlisné poskozeni a je schopen zastavit RNA polymerazu II u¢innéji nez cDDP.
Obrovskym kladem komplexu FM190 je, Ze pii aktivaci UVA zafenim nevyZzaduje
pfitomnost kysliku v nddorovych bunkach, nicméné v bunice produkuji reaktivni formy
dusiku RNS (Bednarski et al. 2013). Proto je FM190 vhodnym kandidatem pro
preklinické testovani (Bednarski et al. 2006).
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Obr. 17: strukturni vzorec komplexu trans, trans, trans-[Pt(Nz)(OH)2(pyridin);] (FM190).

g

Stejny piistup fotoaktivace je mozné vyuzit i u platnatych komplext. Pfi svételné
aktivaci cDDP se neprokazala jeji zvySena cytotoxicita, nicméné pii aktivaci UV zafenim
se neaktivni transplatina stala stejn¢ cytotoxickou jako cDDP (Heringova et al. 2006). A

takto aktivovand transplatina tvotila mezifetézcové adukty na DNA. U cDDP se zjistilo,
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zZe tvofi vetsi mnozstvi konformacnich zmén pii kombinaci s ionizujicim zéfenim na DNA

in vitro (Vrana et Brabec 1986).

Vliv zéfeni byl testovan i na dalSich platnatych komplexech. Jednim z nich je napft.
karboplatina. U tohoto komplexu byl experimentalné prokazan pozitivni vliv UV zafeni
pii vazbé karboplatiny na DNA (Mlcouskova et al. 2012). Fotoaktivaci se zvySuje
reaktivita tohoto komplexu. Stejné jako byl studovan vliv zafeni na karboplatinu, byla
testovana i1 oxaliplatina, u niz vSak vlivem zafeni nedoSlo ke zvySeni reaktivity a

cytotoxicity (Vaverkova 2013).

2.4.4 FOTOAKTIVACE RUTHENIOVYCH KOMPLEXU

U fotoaktivovatelnych komplext ruthenia plati stejné zasady, jako u pfedchozich
latek. Komplex musi byt v zakladnim stavu stabilni a netoxicky, mél by mit dobie
popsany fotofyzikalni vlastnosti, efektivni fotochemickou konverzi na aktivni formu a

mél by siln¢ absorbovat v oblasti dlouhych vinovych délek 640-850 nm (Clarke 2002).

Ukazalo se, ze k témto G¢elim jsou vhodné rizné struktury komplexd. Jednou ze
dvou hlavnich skupin jsou aren-rutheniové komplexy vézici se na tetrafenylporfyrinové
jadro (TPP, 5,10,15,20-tetra(4-pyridin)porfyrin). Arenem miiZze byt benzen CsHs, toluen
CsHsCHa, p-'PrCsHsMe, CeMes ¢&i 1,4-CeHa(COOEL), (Schmitt et al. 2008). Syntéza a

struktura komplexu [Rua(;5-aren)s(TPP)Cls] je zobrazena na obr. 18.

Obr. 18: Syntéza komplexu [Rus(n®-aren)s(TPP)Clg], kde arenem je CeHs (1), CeHsCHs (2),
p-'PrCsHsMe (3), CsMes (4) a 1,4-CeHa(COOEL), (5, prevzato z Schmitt et al. 2008).
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Tyto komplexy ucinné kombinuji fotosenzitivni vlastnosti porfyrini a
chemoterapeutické vlastnosti ruthenia (Schmitt et al. 2008). Dalsi vyhodou vazby
ruthenia na porfyrin je zvySeni hydrofility komplexu, ktery se stava rozpustnym i
V polérnich rozpoustédlech. Fluorescencni mikroskopii bylo prokazano, ze se tyto
komplexy zaclenuji do lidskych melanomovych bunék a koncentruji se v cytoplazmé a
organelach, ale ne Vjadru, jako je tomu u Ru(Ill) komplexti. VSech pét téchto

rutheniovych komplexit mélo srovnatelné cytotoxické a fototoxické vlastnosti.

Uginek téchto péti komplexti byl zkouman na buikach lidského melanomu Me300
(Schmitt et al. 2008). Tyto buiiky byly po dobu 24 hodin inkubovany s jednotlivymi
komplexy o koncentraci 10 uM a po této dobé byly ozaieny svétlem o vinové délce
652 nm. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci MTT testu a prokazalo se, ze po expozici
svétlem vzrostla cytotoxicita komplext o 60 — 80 %. Je tedy patrné, Ze tyto komplexy

jsou vhodnymi kandidéty pro fotodynamickou terapii.

Druhou skupinou je komplex odvozeny od struktury trojfetézcovych helikati zeleza
[FesLs]**, kde bylo namisto Zeleza vlozeno ruthenium (Malina et al. 2008). Tento
komplex [RuzL3]*, jehoz struktura a struktura ligandu L je na obr. 19, se vaze k DNA
nekovalentné a je pomémé hodné stabilni. Komplex [RuzLs]* vykazuje cytotoxickou
aktivitu vic¢i nddorovym liniim HBL-100 a T47D. Po navazani na DNA ji negativné
odviji o 13° a pfednostné se vaze k pravidelné se stfidajicim purino-pyrimidinovym
sekvencim. Je mozné jej aktivovat viditelnym a UVA zafenim, pfic¢emz zplsobuje na
DNA zlomy a §t€pi DNA pifevazné na zbytcich guaninu pomoci singletniho kysliku, ktery

generuje. Proto je i tento komplex vhodny pro fotodynamickou terapii a dal§i vyzkum.

’
\N NF i S
N =

Obr. 19: a) struktura ligandu L, b) struktura valcového komplexu [RuzLs]** stanovend pomoci

rentgenové krystalografie (prevzato z Malina et al. 2008 a upraveno).
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Vypracovat piehled problematiky na téma interakce DNA s protinadorove
ucinnymi komplexy tézkych kovi, se zamétenim na komplexy ruthenia. Popsat
dosud znamé informace o moznosti aktivace sloucenin tézkych kovii, predevsim
ruthenia, ultrafialovym a viditelnym zaienim.

Provést experimenty zaméfené na stanoveni u¢inku UVA (popft. viditelného)
zateni na DNA modifikovanou komplexem ruthenia.

Diskutovat ziskané vysledky. Zaméfit se predevSim na srovnani ziskanych
vysledkl s udaji zndmymi z odborné literatury, diskutovat ziskané vysledky
z hlediska biologické aktivity studovaného komplexu a potencialu pro ptipadné

terapeutické vyuziti.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 POUZITE CHEMIKALIE
Vsechny chemikalie byly p. a. Cistoty.
Ve viech experimentech byla pouzita deionizovana voda (k = 0,005 uS-cm™).

e Komplex [Ru(tol)flavonol]Cl o molekulové hmotnosti 465,89 g-mol~,
jehoz strukturni vzorec je na obr. 20. Tento komplex je v textu oznacovan

jako komplex Ru1l.

Obr. 20: strukturni vzorec komplexu [Ru(tol)flavonol]CI.

e Plazmidova DNA pUC19 o koncentraci 2,48:10° mol-I"* (New England
Biolabs, Velka Britanie)
e Chloristan sodny NaClO4 (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika)
e TRIS-acetatovy (TAE) pufr 50x
o 0,04 mol-It Tris-acetat (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Némecko)
o 0,002 mol-I! ethylendiamintetraoctova kyselina EDTA (Serva
Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Némecko)
e Agaréza (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Némecko)
e Bromfenolova modi (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Némecko)
e Ethidium bromid EtBr (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,

Némecko)
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Dimethylformamid DMF (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Némecko)
Mannitol (Sigma Aldrich, Praha, Cesk4 republika)
Dimethylsulfoxid DMSO (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika)
Superoxid dismutaza SOD (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika)
Azid sodny NaNs; (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan TRIS (Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Némecko)
Acetéat sodny CHsCOONa (Sigma Aldrich, Praha, CR)
Kultivaéni médium RPMI 1640 a trypsin (Sigma Aldrich, Praha, Ceské
republika)
Fetalni hovézi (bovinni) sérum FBS (Biosera, Boussens, Francie)
Fosfatovy pufr PBS pufr 10x
o 1,37 mol-I* chlorid sodny NaCl (Sigma Aldrich, Praha, Ceska
republika)
o 0,027 mol-I"* chlorid draselny KCI (Sigma Aldrich, Praha, Ceska
republika)
o 0,101 mol-I'* hydrogenfosfore¢nan sodny Na,HPO4 (Sigma Aldrich,
Praha, Ceska republika)
o 0,018 mol-I* dihydrogenfosfore¢nan draselny KH,PO: (Sigma
Aldrich, Praha, Ceské republika)
Bunééna linie A2780 (lidsky ovarialni karcinom) byla poskytnuta prof. B.
Kepplerem z Univesity of Vienna
Neutralni Serveii (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika)
Hydroxid sodny NaOH (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika)
Triton X-100 (Sigma Aldrich, Praha, Ceské republika)
Nizkotuhnouci agaréza (LMP) v PBS (Sigma Aldrich, Praha, Ceska
republika)
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4.2 PRISTROJE

e Major science UV transluminator Gel Logic 112

e Fotoreaktor Luzchem LZC-ICH2 s regulatorem teploty

e Flow box Biohazard, SafeFAST Classic

e Absorbané¢ni reader Synergy MX (Biotek, VT, USA)

e CO; inkubator MCO-18ACUV-PE, Panasonic

e Chladici box friulinox

e Fluorescen¢niho mikroskop CellR (Olympus)

e Dalsi bézné laboratorni pfistroje: vortex, centrifuga, tfepacka, digestof,

zdroje pro elektroforézu

4.3 METODY

4.3.1 PRIPRAVA A OZAROVANI VZORKU

Vzorky byly pfipraveny vzdy v celkovém objemu 10 pl a obsahovaly 0,6 pg DNA
pUC19, komplex Rul o riznych koncentracich tak, ze ri bylo v rozmezi 0 - 0,2 NaClO4
o koncentraci 0,01 mol-1t. Hodnoty ri vyjadiuji pocet molekul komplexu pfipadajicich na
jeden nukleotid. Konkrétni hodnoty ri jsou vzdy uvedeny u piislusnych experimentt
Vv kapitole 5 Vysledky a diskuze. Vzorky byly pfipraveny vzdy ve dvou sadéch, ptfi¢emz
kontrolni vzorky byly uchovavany ve tmé¢ a druhé sada vzorkt byla ozafovana pomoci
UV nebo viditelného zafeni ve fotoreaktoru. Vzorky byly pfipraveny vzdy ve dvou
sadach, pficemZ kontrolni vzorky byly uchovavany ve tmé a druha sada vzorku byla
ozafovana pomoci UV nebo viditelného zafeni ve fotoreaktoru. Pfipravené vzorky byly
ozafovany pomoci piistroje Luzchem LZC-ICH2 s regulatorem teploty, pficemz teplota
byla nastavena na 37 °C. Tento fotoreaktor obsahuje 16 lamp generujicich UV zéfeni
(Amax = 365 nm; 4,3 mW-cm™2) nebo 16 lamp emitujicich viditelné zafeni (Amax = 420 nm;
65 mW-cm™). Doba ozafovani vzorkil se odviji od typu experimentu a v kapitole 5
Vysledky a diskuze je tato doba u jednotlivych pokusti uvedena. Pied nanesenim vzorku
na gel byl ke kazdému vzorku ptidan roztok bromfenolové modie (BMF) v 1/6 objemu

vzorku.
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4.3.2 STUDIUM MECHANISMU STEPENI DNA

Vzorky byly pfipraveny, jak je popsano v kapitole 4.3.1. K 0,6 ug DNA pUCI19
v NaClO4 0 koncentraci 0,01 mol1 byl pfiddn komplex Rul tak, Ze ri = 0,03 v ptipadé
ozafovani UVA nebo ri = 0,06 v pfipad¢ ozafovani viditelnym zafenim. K takto
piipravenym vzorkiim byly pfidany vychytavace radikali: dimethylsulfoxid (DMSO) o
vysledné koncentraci 200 mmol-1, manitol o vysledné koncentraci 100 mmol-1?,
superoxid dismutasa o vysledné koncentraci 1000 U-ml™* a azid sodny (NaN3) o vysledné
koncentraci 10mmol-I. Celkovy objem vzorkti byl 10 ul. Byly také p¥ipraveny kontrolni
vzorky bez ptitomnosti komplexu Rul a nebo bez pritomnosti jakéhokoli vychytavace.
Vzorky byly poté ozafovany, jak je popsano v kapitole 4.3.1. UVA zafenim pod dobu 30
min nebo viditelnym zafenim po dobu 180 min. Poté byl ke kazdému vzorku ptidan
roztok bromfenolové modie (BMF) v 1/6 objemu vzorku a vzorky byly analyzovany

pomoci gelove elektroforézy.

4.3.3 ELEKTROFOREZA V NATIVNIM AGAROZOVEM GELU

Nejprve byl pfipraven agardzovy gel pro elektroforézu, smichanim 1 % agardzy
v pufru TAE 1x. Smés byla nasledné vafena v erlenmeyerové bance po dobu piiblizné 8
minut v mikrovinné troubé. Nasledné byl gel v barice schlazen pod proudem studené vody
na teplotu pfiblizné¢ 40 - 60 °C a nalit do vanicky na elektroforézu s ptipravenym
hiebinkem, ktery je nezbytny pro vytvofeni jamek, do kterych se po ztuhnuti nanasi
vzorky. Gel tuhnul po dobu 30 minut a po ztuhnuti se cely pielil pufrem TAE 1x, ktery
slouzi jako elektrolyt.

Pied nanesenim vzorkid na gel se ke kazdému vzorku pfidal roztok bromfenolové
modie (BMF, 1/6 objemu vzorku), ktery je nutny pro zviditelnéni Cela elektroforézy.
Elektroforéza probihala vzdy za konstantniho napéti a po takovou dobu, aby barevné celo
doputovalo minimalné do poloviny délky gelu. Po skonceni elektroforézy byl gel obarven
pomalym tfepanim ve vodném roztoku EtBr (0,75 mg:ml™?) po dobu 20 minut, ktery se
interkaluje mezi pary bazi DNA a diky fluorescenci fragmenty DNA vizualizuje.
Nasledné bylo kviili snizeni pozadi fluorescence piebyte¢né mnozstvi EtBr odstranéno

pomalym tfepanim V deionizovand vod¢ opét po dobu 20 minut. Vysledek
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elektroforetické separace byl vizualizovan a zachycen pomoci pfistroje Major science UV

transluminétoru.

To jakou rychlosti se molekuly DNA v agarézovém gelu pohybuji, zavisi na jejich
superhelikalni hustoté, kterd se oznacuje jako elektroforeticka mobilita. Plazmidova
DNA, ktera ma pozitivni ¢i negativni nadSroubovicové vinuti, se oznacuje jako SC forma
a v gelu putuje vzdy nejrychleji. V piipadé€, ze dojde ke snizeni superhelikalni hustoty, k
uvolnéni nadSroubovicového vinuti, zpisobeného napt. zlomem v jednom z fetézct (OC
forma DNA), ¢i k linearizaci plazmidové DNA, tak se tyto formy DNA pohybuji v gelu
vzdy pomaleji nez SC forma. A to z divodu, Ze dojde ke snizeni elektroforetické

pohyblivosti téchto forem DNA.

Intenzity jednotlivych elektroforetickych prouzkit na gelu byly vyhodnoceny
pomoci AIDA image analyzer software (Raytest, Némecko) a nasledné vyjadreny jako
procentudlni piiristek OC formy DNA v jednotlivych vzorcich v porovnani s kontrolnim

vzorkem, ktery neobsahuje komplex Rul.

4.3.4 TESTOVANI FRAGMENTACE DNA VZIVYCH
BUNKACH (COMET TEST)

Protokol, ktery byl pouzit pro hodnoceni poskozeni DNA v naddorovych bunikach
A2780, byl vsouladu s Ersson et Moller (2011) s urcitymi upravami. Nejprve byla
pfipravena mikroskopicka sklicka, pfedem vyvarena v 6% peroxidu vodiku po dobu 30

min. Sklicka byla potazena dvéma vrstvami 1 % agardzy v PBS.

Bunky lidského karcinomu vajecnikit A2780 byly intoxikovany studovanym
komplexem Rul o koncentraci 5 uM po dobu 1 hodiny. Vzorky byly poté ozafeny UVA
(Amax = 365 nm) po dobu 10 minut. Po skon¢eni ozafovani byly buniky sbirany trypsinizaci
(1x trypsin/EDTA) a pro zastaveni trypsinizace bylo pouzito 150 pul fetalniho séra. Bunky
byly resuspendovany v 1000 pl PBS a centrifugujeme (5 min, 2 000 rpm). Pelet byl poté
resuspendovan v 1000 pl PBS. Na podlozni sklicka potazena HMP agardzou bylo
naneseno 100 pl bunécné suspenze smichané s 1 % nizkotuhnouci agarézou (LPM)
v PBS. Timto postupem byla ziskana hustota pfiblizn¢ 10 000 jader na preparat. Podlozni
skla se vzorky byla pfikryta krycim skli¢kem, polozena na vychlazenou desticku a

ponechana v lednici po dobu 30 minut (do zatuhnuti agardzy). Nasledné byla kryci
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sklicka odstranéna a podlozni skla s fixovanymi bunikami byla inkubovana v ledovém
lyza¢nim pufru (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1 % Triton X-100, 10 %
DMSO, pH = 10) pii teploté¢ 4 °C po dobu 16 hodin. Po lyze byla sklicka promyta
Vv deionizované vodé, umisténa do elektroforetické vany a ponofena v chladném pufru
(300 mM NaOH, 1 mM EDTA) po dobu 40 minut, aby doslo k rozvolnéni Sroubovice
DNA. Vzorky byly poté podrobeny elektroforetické separaci DNA (30 min, 21 V, 4 °C).
Nakonec byla skli¢ka 3krat omyta neutraliza¢nim pufrem (0,4 M Tris, pH = 7,5) a

ususena.

Pro vyhodnoceni byly vzorky obarveny pomoci EtBr (2 pg'ml™?, excitace Amax= 285
nm, emise Amax = 605 nm). Poskozeni DNA (vzniklé kometky) bylo pozorovano
mikroskopicky pomoci fluorescenc¢niho mikroskopu CellR (Olympus), ktery je vybaveny
DSU (Disk Scanning Unit) a Cernobilou digitdlni CCD kamerou CCD-ORCA/ER.
Poskozeni bylo vyhodnocovano na 100 ndhodnych jadrech/sklicko. Buiiky byly vizudlné
rozdéleny do péti skupin, podle intenzity fragmentace DNA od 0 (neposkozené) do 4
(maximalné poskozené) dle Kobayashi et al. (1995). Kazda kometka byla zafazena do
konkrétni skupiny dle klasifikace a pro kazdé sklicko bylo spocitano celkové poskozeni
v rozmezi od 0 - 200 arbitraZznich jednotek (Li et al. 2004). Celkové poskozeni pak bylo

vypo¢itano z rovnice

celkové poskozeni = (0 - No) + (1 - N1) +(2 - N2) + (3 - N3) + (4 - Ny),

kde No, N1, N2, N3 a N4 je konkrétni mnozstvi jader v jednotlivych skupinach O - 4.

4.3.5 STANOVENI CYTOTOXICITY (NRA TEST, VYPOCET
|C50)

Vliv rutheniového komplexu Rul a UV zéfeni na zivotaschopnost nadorovych
bungk byl testovan kolorimetrickym NRA (neutral red uptake assay) testem. Kationtové
barvivo neutrdlni ¢erveil snadno prochazi skrz bunéénou membranu a v buiice se hromadi
V lysozomech. Vitalni barvivo pii vstupu do lysozomu ziskdva naboj a vdze se na
aniontova vazebna mista v matrix lysozoma (Repetto et al. 2008). Diky ziskanému naboji
neutralni ¢erven neprochazi zpét do cytoplazmy. Buiiky, které jsou poSkozené ¢i mrtvé,

ztraci gradient pH a dochazi ke zvySeni propustnosti membrany, ¢imz buiiky pfichazeji o
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schopnost zadrzovat toto barvivo a béhem promyvaci procedury je barvivo vymyto. Tedy

pouze viabilni buiiky zlstavaji cervené obarvené.

Prvnim krokem NRA testu je pasdzovani bunck. K tomu byly pouzity buiky
lidského ovaridlniho karcinomu A2780, které byly péstovany v kultivaénim médiu RPMI
1640 doplnéném o penicilin-streptomycin (1 %) a FBS (fetalni bovinni sérum, 10 %).
Takto pfipravené buiniky byly nasazeny do 96jamkové tkanové kultivacni desticky
V hustoté¢ 10 000 bunék/jamka v 100 pl rastového média a po dobu 24 hodin byly

inkubovany ve stalém prostfedi 37 °C a 5 % CO; atmosféte.

Dalsim krokem je ovliviiovani nadorovych buné¢k pomoci naseho testovaného
komplexu Rul. Komplex byl testovan v sérii koncentraci 0,1 - 50 pM Vv rstovém médiu
v celkovém objemu 100 pl na jamku a buniky byly déle kultivovany za stejnych podminek

po dobu 24 hodin.

Po ukonceni inkubace jsme z desticky odstranili kultivacni médium s komplexem
Rul a nahradili ho 100 pl média bez antibiotik, aby se nam pfi ozafovani UV zafenim
nerozkladalo. Takto pfipravenou desticku jsme nechali ozafovat po dobu 30 minut ve
fotoreaktoru a kontrolni desticku jsme vratili do inkubatoru. Po ukonceni ozafovéani jsme
v obou destickach vyménili médium za médium s antibiotiky a desti¢ky inkubovali za

stejnych podminek opét po dobu 24 hodin.

Po uplynuti této doby jsme z desti¢ek odstranili kultivacni médium a nahradili ho
100 pl roztoku neutralni &ervend (40 pgml™) vristovém médiu RPMI 1640 bez
antibiotik a buiky jsme inkubovali po dobu 2 hodin v inkubatoru. Poté jsme roztok
neutralni ¢ervené z desticek odstranili a nadorové bunky promyli 100 pl pufru PBS 1x.
Jelikoz se neutralni Cerven metabolizuje v lysozomech, tak jsme K uvolnéni barviva
z lysozomi pouzili 100 pl odbarvovaciho roztoku. Vyslednou intenzitu zabarveni, tedy
zivotaschopnost buné€k, jsme detekovali méfenim absorbance na readeru Synergy MX pfi

vlnové délce 540 nm.

Hodnoty ICso (koncentrace, ktera zptsobi 50 % inhibici metabolické aktivity
bunék) byly vypocitany z grafické zéavislosti prezivani bunc¢k (%) na koncentraci

studovaného komplexu Rul (uM).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

51 VLIV KOMBINACE UV ZARENI A KOMPLEXU
RUTHENIA NA DNA IN VITRO

Jiz diive bylo ukazano, ze komplex Rul ([Ru(tol)(flavonol)ClI]; struktura komplexu
viz obr. 20 v kapitole 4 Material a metody), vykazuje cytotoxicitu vic¢i nadorovym
bunkam, a také, ze toto jeho biologické pisobeni mlize souviset s jeho interakci s DNA
(Folvarska 2015). V odborné literatute je popsana fada ptipadt, kdy komplexy ruthenia
vykazovaly citlivost vici zareni a jejich biologické ucinky byly zvyseny, pokud byly
bunky ozateny soucasné nebo nasledné po podani daného komplexu ruthenia (Brabec et
al. 2016, Malina et al. 2008, Schmitt et al. 2007). Abychom zjistili, zda také ucinek
komplexu Rul mize byt ovlivnén zafenim, studovali jsme interakci komplexu Rul

s DNA, a to nejprve v bezbunééném prostiedi.

V tomto experimentu byly testované vzorky piipraveny tak, Ze pomér koncentraci
Rul a DNA (ri) se lisil v rozmezi 0 - 0,2. Tyto vzorky byly rozdéleny na dvé poloviny,
jedna ¢ast vzorkl byla umisténa do fotoreaktoru Luzchem a ozatfovana UV A zéafenim po
dobu 30 min tak, jak je uvedeno v kapitole 4 Material a metody. Druha ¢ast vzorka byla
ponechana ve tmé bez ozafeni po stejnou dobu, tj. 30 min. Po uplynuti tohoto ¢asového

intervalu byly vzorky analyzovany elektroforézou v 1% agarozovém gelu.

Vysledky experimentu jsou znazornény na obr. 21. Panel A ukazuje fotografii gelu
obarveného ethidium bromidem. Z obrazku gelu a také z kvantitativniho vyhodnoceni
(obr. 21 B) je patrné, ze s rostoucim pomérem koncentraci Rul a DNA (rostoucim ri)
roste zastoupeni OC formy DNA a soucasné klesd mnozstvi SC formy DNA. Tento efekt
je vsak pozorovatelny jen u vzork, které byly ozarovany UV A zatenim. U vzorkda, které
byly ponechany ve tmé¢, se zastoupeni obou forem DNA neméni v celém rozsahu
pouzitych koncentraci komplexu Rul. Také kontrolni vzorek DNA bez pfitomnosti
komplexu Rul (ri = 0) nevykazoval po ozateni zadné vyznamné zmény v zastoupeni OC
a SC forem DNA ve srovnani s toutéZ neozarenou DNA. Z toho je zfejmé, Ze pozorovany
efekt je vyvolan kombinaci komplexu Rul a UVA zafeni. Samotny komplex Rul ani

samotné UVA zafeni za nami pozitych podminek pfirtstek OC formy nevyvolava.
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Obr. 21: A) obrazek typického gelu po elektroforéze vzorkit DNA modifikované komplexem Rul
a ozdarené UVA zdrenim. Drahy: 1 - DNA ve tmé, neozarend, 2 - DNA + Rul (ri = 0,2) neozdrend;
3-DNA(ri = 0) ozdrend, 4 - DNA + Rul (vi = 0,01) ozdaiend,; 5 - DNA + Rul (ri = 0,02) ozdrend,
6 - DNA + Rul (ri = 0,03) ozdrend; 7 - DNA + Rul (ri = 0,06) ozarend; 8 - DNA + Rul (ri=0,1)
ozarena,; 9 - DNA + Rul (vi = 0,2) ozdrend. 10 - DNA + Rul (r; = 0,01) ve tmé; 11 - DNA + Rul
(ri = 0,02) ve tme; 12 - DNA + Rul (ri = 0,03) ve tmé; 13 - DNA + Rul (r; = 0,08) ve tmé; 14 -
DNA + Rul (ri = 0,1) ve tme; 15 - DNA + Rul (ri = 0,25) ve tmé. Vzorky byly ozarovany po dobu
30 min pri 37°C zarenim UVA (vzorky 3-9) nebo drzeny ve tmé po dobu 30 min pvi 37°C (vzorky
1,2a10-15).

B) Kvantitativni vyhodnoceni experimentii - zavislost procentudlniho zastoupeni OC formy ve
vzorku ozarované DNA na v Body predstavuji priiomérnou hodnotu a usecky smérodatnou

odchylku ze dvou nezavislych experimentii.
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Ptirastek OC formy v DNA je indikatorem toho, ze doslo ke $tépeni cukr-fosfatové
kostry DNA a tim k pferuseni jednoho fetézce, coz vede k uvolnéni superhelikdlniho
vinuti. Tato interpretace je v souladu s diive uvefejnénymi literarnimi udaji (Brabec et al.
2016, Du et al. 2011, Chen et al. 2013). Vzhledem k tomu, ze jsme na gelu nepozorovali
vznik linearni formy DNA, coz by svédc¢ilo o vzniku dvouretézcovych zlomt v DNA, lze
usoudit, Ze za ndmi testovanych podminek vznikaji v DNA spole¢nym ptsobenim Rul a

UVA prednostné pouze jednotetézcové zlomy.

V nasledujicim experimentu jsme testovali, zda intenzita Stépeni DNA a tedy 1
prirastek OC formy zéavisi na dob& ozatfovani. Byly pfipraveny dvé sady vzorkl o
rozdilném r; (r; = 0,03 a 0,06) a tyto vzorky byly ozafovany po dobu 1, 5, 10, 15, 20, 25
a 30 min. Jako kontroly byly ptipraveny také vzorky, které byly inkubovany 30 min ve
tm¢ a také vzorky samotné DNA bez ptfitomnosti komplexu Rul, které byly ozatfovany
UVA zéfenim. Po ozéfeni byly vzorky opét analyzovany elektroforézou v agarozovém

gelu.

Vysledky tohoto experimentu jsou shrnuty na obr. 22. Z fotografie obarveného gelu
a také z denzitometrického vyhodnoceni vyslednych gell je zfejmé, ze mnozstvi OC
formy v jednotlivych vzorcich nartsta s rostouci dobou ozafovani, pti¢emz tento nartst

je strmé&j$i u vzorki, kde byla koncentrace komplexu Ru 1 vyssi (ri = 0,06).

Tyto vysledky potvrdily zavéry ucinéné z ptedchozich experimentl, tj. Ze
kombinovanym u¢inkem komplexu Rul a UVA zéfeni dochazi ke $tépeni jednoho
fetézce DNA a ze tento efekt zavisi jak na koncentraci komplexu Rul, tak na dobé¢

ozarovani.
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Obr. 22: A) a B) obrazky typickych gelit po elektroforéze vzorkit DNA modifikované komplexem
Rul (ri= 0,03 (A) ari = 0,06 (B)) ozdrené zdarenim UVA po riizné dlouhou dobu. Drdhy: 1 - DNA
ve tmé, neozarend (t = 30 min); 2 - DNA ozarend (t = 30 min); 3 - DNA + Rul neozarend (t = 0
min); 4 - DNA + Rul ozdiend (t = 1 min); 5 - DNA + Rul ozdiend (t = 5 min); 6 - DNA + Rul
ozarena (t = 10 min); 7 - DNA + Rul ozarena (t = 15 min); 8§ - DNA + Rul ozarena (t = 20 min);
9 - DNA + Rul ozarena (t = 25 min); 10 - DNA + Rul ozdrend (t = 30 min). Vzorky byly
ozarovany po uvedenou dobu pri 37 °C UVA zarenim (vzorky 2 a 4 - 9) nebo drzeny ve tmé po

uvedenou dobu pri 37°C (vzorky la 3).

C) Kvantitativni vyhodnoceni experimentii - zavislost procentudlniho zastoupeni OC formy ve
vzorku ozarované DNA na dobé ozarovani. Body predstavuji priimérnou hodnotu a usecky

smerodatnou odchylku ze tri nezavislych experimentii.

52 VLIV KOMBINACE VIDITELNEHO ZARENI A
KOMPLEXU RUTHENIA NA DNA IN VITRO

V dalsim kroku jsme fesili otazku, zda efekt, pozorovany pro UVA zafeni, muze
byt vyvolan také zarenim ve viditelné oblasti spektra. Podobné jako Vv pfedchozich
experimentech jsme K plazmidové DNA pUCI19 ptidali komplex Rul o zvolené
koncentraci a vzorky ponechali ve tm¢ (kontrolni vzorky) nebo jsme je ozafili viditelnym

svétlem. Po ozafeni byly vzorky DNA opét analyzovany pomoci gelové elektroforézy.
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Obr. 23 a 24 ukazuji fotografie vysledného gelu po obarveni ethidium bromidem.
Z obrazku je patrné, ze také pii ptisobeni viditelného zafeni (Amax = 420 nm) dochdzi ve
vzorcich obsahujicich studovany komplex Rul k §tépeni fetézce DNA, coz je patrné z
narastu mnozstvi OC formy DNA. Intenzita Sté€peni je, podobné jako v ptipadé¢ UVA

zateni, iméernd jak koncentraci Rul, tak i délce doby ozafovani vzorku.

A s{ B

el J— oC

% OC formy

+ 1 2 3 4 5 6 7 8

Obr. 23: A) obrdzek typického gelu po elektroforéze vzorkit DNA modifikované komplexem Rul
a ozarené viditelnym zarenim. Drahy: 1 - DNA ve tmé, neozdrend, 2 - DNA + Rul (ri=0,12) ve
tmé, neozarend, 3 - DNA (ri= 0) ozdrend, 4 - DNA + Rul (ri= 0,01) ozdrend, 5 - DNA + Rul (ri
= 0,02) ozarend, 6 - DNA + Rul (ri = 0,03) ozdiend; 7 - DNA + Rul (ri = 0,06) ozdrena,; 8 -
DNA + Rul (ri = 0,12) ozdrend. Vzorky byly ozarovany po dobu 180 min pri 37 °C viditelnym
zarenim (vzorky 3-8) nebo drzeny ve tmé po dobu 180 min pri 37°C (vzorky la 2).

B) Kvantitativni vyhodnoceni experimentii - zavislost procentudlniho zastoupeni OC formy ve
vzorku ozarované DNA na ri. Body predstavuji primérnou hodnotu a usecky smeérodatnou

odchylku ze tii nezavislych experimentii.
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Obr. 24: A) a B) obrazky typickych gelit po elektroforéze vzorkit DNA modifikované komplexem
Rul (ri = 0,03 (A) a ri = 0,06 (B)) ozdrené viditelnym zdrenim po rizné dlouhou dobu. Drahy: 1
- DNA ve tmé (t = 2 h), neozarend, 2 - DNA ozarend (t = 2 h); 3 - DNA + Rul neozarena (t = 0
min); 4 - DNA + Rul ozdrend (t = 30 min),; 5 - DNA + Rul ozdrend (t = 60 min); 6 - DNA + Rul
ozarend (t = 90 min); 7 - DNA + Rul ozarena (t = 120 min); 8 - DNA + Rul ozarena (t = 150
min); 9 - DNA + Rul ozdrend (t = 180 min). Vzorky byly ozarovany po uvedenou dobu pri 37 °C
viditelnym zdrenim (vzorky 2 a 4 - 9) nebo drzeny ve tmé po uvedenou dobu pvi 37°C (vzorky la

3).

C) Kvantitativni vvhodnoceni experimentii - zavislost procentudlniho zastoupeni OC formy ve
vzorku ozarované DNA na dobé ozarovani. Body predstavuji primérnou hodnotu a usecky

smerodatnou odchylku ze tri nezavislych experimentil.

Ze srovnani vysledkl ziskanych pro UVA a viditelné zareni je zfejmé, Ze 1 kdyz
V obou pfipadech dochézi ke Stépeni DNA, UVA zéfeni je vyrazné ucinnéjsi a pro
dosaZeni stejného efektu postaci ozafovat vyrazné krats$i dobu nez v ptipad¢ viditelného

zafeni.
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5.3 MECHANISMUS STEPENI DNA

K objasnéni mechanismu, kterym ke $§tépeni cukr-fosfatové kostry DNA dochazi,
jsme vyuzili experiment, ktery byl jiz dfive k obdobnému ucelu pouzit (Malina et al.
2008, Brabec et al. 2016). V tomto experimentu jsme sledovali Gi¢innost $t€peni DNA
vyvolané¢ho kombinaci komplexu ruthenia a zafeni za ptitomnosti riznych ,vychytavaca’
radikali (,,radical scavengers), které prednostné reaguji s urcitymi radikaly a tim snizuji
jejich uc¢inek na DNA. Pokud tedy dojde za pfitomnosti urcitého ,vychytavace
specifického pro dany typ radikala k inhibici $tépeni, 1ze predpokladat, ze tyto radikaly

hraji v mechanismu stépeni DNA podstatnou roli.

Vysledky tohoto experimentu jsou patrné z obr. 25 a 26, kde panel A obr. 25
ukazuje vysledek pii pouziti UVA zateni a panel B vysledek pro viditelné zatreni. Obr. 26

pak shrnuje kvantitativni vyhodnoceni experiment.

} — e Gy G OC
[___ — — —— e ey SC
102 3 4 5 6 7 8
B“‘ xxxxxxxxx " — ocC
J__......... — — —_— —— SO
1 2 3 4 5 6 7 8

Obr. 25: typicky elektroforeogram ukazujici stépeni pUC19 DNA modifikované komplexem Rul
za pritomnosti riuznych vychytavaci radikalii po ozareni UVA (A) nebo viditelnym (B) zarenim.
Drahy: 1 - DNA ve tmé; 2 - DNA + Rul ve tme; 3 - DNA + UVA/VIS; 4 - DNA + Rul + UVANVIS;
5 - DNA + Rul + DMSO + UVA/NIS; 6 - DNA + Rul + manitol + UVA/VIS; 7 - DNA + Rul +
SOD + UVA/VIS; 8 - DNA + Rul + NaNsz + UVA/VIS.
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Obr. 26: sloupcovy graf zndzornujici kvantitativai vyhodnoceni efektu riiznych vychytavacii na
Stepici aktivitu komplexu Rul vyvolanou UVA (A) nebo viditelnym zarenim (B). Sloupce

predstavuji primeér + smérodatnou odchylku z vvhodnoceni ctyr nezavislych experimentil.

Z vysledkl je ziejmé, ze nejvetsi vliv na vyslednou ucinnost stépeni mél azid sodny
(NaN3) a také superoxid dismutaza (SOD). NaN3 je znam jako zhasec singletniho kysliku
(*0) a SOD reaguje s O;" - (Malina et al. 2008, Brabec et al. 2016). Ze zjisténi, ze
pfitomnost téchto dvou latek vedla k vyznamnému sniZeni $tépeni DNA ozéafenym
komplexem Rul Ize tedy usoudit, Ze v mechanismu Stépeni hraji superoxidovy anion a
singletni kyslik dtlezitou roli. Naproti tomu pfitomnost DMSO a manitolu, které zhasi
hydroxylové radikaly (OH"), méla na vysledné $tépeni jen maly a vzhledem k uvedené
smérodatné odchylce statisticky nevyznamny vliv. Z toho mtizeme usoudit, ze OH" se na
Stépeni DNA vyvolaném komplexem Rul po ozéafeni vyznamné nepodili. Tyto zavéry
mohou byt navrzeny jak pro aktivaci komplexu Rul UVA zatfenim, tak i pro aktivaci

zafenim ve viditelné oblasti.
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5.4 UCINKY KOMBINACE ZARENI A KOMPLEXU
RUTHENIA NA DNA V ZIVYCH BUNKACH

Abychom zjistili, zda nami studovany komplex ruthenia je v kombinaci se zafenim
schopen vyvolat §tépeni DNA nejen in vitro, jak bylo popsano vyse, ale také in cellulo,

tj. v zivych buikach, sledovali jsme poskozeni DNA pomoci kometového testu.

K tomuto experimentu byly vyuzity bunky lidského karcinomu vaje¢nika A2780.
Buiiky byly osetfeny komplexem Rul o vysledné koncentraci 1-10° mol-I* po dobu 1 h
a poté ozafeny UVA po dobu 10 min. Experiment byl proveden tak, jak je popsano
v kapitole 4 Material a metody.

Obr. 27 ukazuje fotografie zornych poli pozorovanych v mikroskopu po provedeni
experimentu. Zatimco v kontrolnich neozarenych i ozafenych bunkach zistava DNA
kompaktni v jadrech (panely A, B a C na obr. 27), fotoreakce komplexu Rul v ozafenych
buiikach vedla k tvorbé zlom v DNA, coz se projevilo vyrazné zvysenou migraci DNA
Z jadra a tvorbou tzv. komet (panely D na obr. 27). Tento vysledek je také patrny

zZ kvantitativniho vyhodnoceni toho experimentu, které¢ je uvedeno na obr. 28.

Ziskané vysledky jsou tedy v souladu s daty naméfenymi in vitro a ukazuji, Ze
komplex Rul je po aktivaci zafenim schopen vyvolat zlomy v DNA, a to i v zivych
bunkach.

-44 -



VYSLEDKY A DISKUZE

kontrola
ve tmé

kontrola
UVA

Ru1
ve tmé

Ru1
UVA

Obr. 27: viiv komplexu Rul na poskozeni DNA v lidskych nadorovych bunkach A2780. Panely:
A - kontrolni, neozarené bunky bez pritomnosti Rul; B - kontrolni busiky ozarené UVA po dobu
10 min bez pritomnosti RuUl; C - buriky osetiené komplexem Rul, neozarené; D - buriky oSetrené
Rul, ozarené UVA po dobu 10 min. Obrazek zachycuje fotografie vidy tri nahodné vybranych

zornych poli.
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Obr. 28: kvantitativni vyhodnoceni kometového testu. Graf zndazornuje priumérné hodnoty a
smerodatné odchylky dat ze dvou mikroskopickych sklicek. Poskozeni bylo vyhodnocovano vidy
ze 100 nahodné vybranych jader/sklicko.

55 VLIV ZARENI NA CYTOTOXICITU KOMPLEXU
RUTHENIA

Vliv UVA zafeni na cytotoxicitu komplexu [Ru(tol)(flavonol)CI] viuéi buikam
lidského karcinomu vaje¢nikli byl testovan pomoci neutralni ¢ervené tak, jak je popsano
v kapitole 4 Materidl a metody. Naméfené hodnoty absorbance byly pifevedeny na
procenta zivotnosti (viability) bun¢k vzhledem Kk ptislusné kontrole, tj. zZivotnost bun¢k
Vv kontrolnich jamkach bez pfitomnosti Rul ve tmé nebo ozarenych UVA byla brana jako
100%. Hodnoty ICso (koncentrace slouceniny, pfi niz je pravé 50 % bunék zivych) byly
vypocitany z grafické zavislosti pfezivani bunék na koncentraci daného komplexu — obr.

29 a jsou uvedeny v tab. 1.
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Obr. 29: Cytotoxicita komplexu Rul pri inkubaci ve tmé nebo pri ozareni UVA. Body v grafu
predstavuji priimer + smerodatnou odchylku ze Sesti méreni provedenych soucasné (vzdy na jedné

desticce).

Tab. 1: Hodnoty ICsy stanovené pro komplex Rul ve tmé nebo po ozdareni UVA zdrenim u
bunek A2780. Uvedené hodnoty predstavuji primér + smerodatnou odchylku ze Sesti méreni

provedenych soucasné (vidy na jedné desticce).

tma UVA

ICso [umol-I7] 98+2 16 +1

Z vysledki je patrné, Ze UVA zéafeni vyrazné zesiluje cytotoxické plsobeni
komplexu Rul na studované nadorové bunky, takZe po ozafeni je komplex Rul pfiblizné
6-krat u€inngjsi nez pii inkubaci ve tmé. Tento efekt miize souviset s tim, co bylo ukazano
v pfedchozich experimentech, tj. Ze komplex Rul po ozéifeni UVA vyvolava
jednotetézcové zlomy v DNA. ProtoZe preruseni cukrfosfatové kostry predstavuje vazné
poskozeni genetického materidlu a pokud neni opraveno, je pro buiku letilni, lze
predpokladat, ze prave vznik téchto zlomil je zodpovédny za zvySenou toxicitu ozatené¢ho

Rul v nadorovych bunkéch.
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6 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo provést experimenty zaméfené na stanoveni
ucinku UVA a viditelného zafeni na DNA modifikovanou rutheniovym komplexem.
Ziskané vysledky poté srovnat s udaji z odborné literatury tykajici se rutheniovych
komplext a vlivu vyuziti UVA zéafeni. A dale diskutovat vysledky z hlediska biologické

aktivity studovaného komplexu Rul a potencialu pro pfipadné terapeutické vyuziti.

Vliv kombinace UVA zafeni a viditelného zafeni a komplexu ruthenia na DNA
jsme testovali nejprve in vitro pomoci gelové elektroforézy. Z vysledki experimentd je
ziejmé, ze s rostoucim pomérem koncentraci komplexu Rul a DNA (rostouci ri) roste
mnozstvi OC formy DNA. Déle jsme studovali vliv doby ozatovani vzorkl a z vysledkt
vyplyva, ze mnozstvi OC formy DNA nartista s délkou doby ozafovani. Tyto experimenty

prokézaly, ze v DNA vznikaji pouze jednotetézcové zlomy.

Obdobné experimenty jsme provedli i sviditelnym =zafenim. Pii téchto
experimentech jsme dosli ke stejnym zavértim, jako u experimentd s UVA zéfenim, tj. Ze
kombinovanym ucinkem komplexu Rul a viditelného zafeni dochazi ke $tépeni jednoho
fetézce DNA (vznik OC formy) a Ze tento efekt zavisi jak na koncentraci komplexu Rul,
tak na dob& ozatrovani. Nicméné po srovnani téchto dvou experimentl je patrné, ze UVA
zéateni je vyrazné UCinngj$i a pro dosazeni stejné¢ho efektu postaci vzorky ozafovat
vyrazné krat§i dobu. Tyto zjisténé vysledky koresponduji s tidaji uvetejnénymi v odborné

literatufe pro jiné komplexy ruthenia ¢i jinych kovi.

Mechanismus S$tépeni DNA jsme studovali pomoci ,,vychytavact® radikalt
(,,radical scavengers®). Z vysledki je ziejmé, Ze nejveétsi vliv na ucinnost st€peni mél azid
sodny (NaN3) a superoxid dismutaza (SOD). Azid sodny je zhase¢em singletniho kysliku
a superoxid dismutiza reaguje se superoxidovym aniontem, pfi¢emz tyto radikaly hraji
vyznamnou roli v mechanismu §t€peni DNA. Naproti tomu hydroxylovy radikal se
Vv mechanismu §tépeni DNA podili minimalné. V obou experimentech, s UVA a

viditelnym zafenim, jsme dosli ke stejnym zavéram.

Vliv kombinace UVA zéfeni a komplexu ruthenia na DNA Vv lidskych nadorovych
bunkach A2780 jsme testovali i in cellulo pomoci kometového testu. Z vysledkt je patrny
ucinek kombinace komplexu Rul a UVA zafeni na DNA, ktery zapfi¢inil vznik zlomi

na DNA a projevil se zvysenou migraci DNA z jadra a tvorbou tzv. komet. Tyto vysledky
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jsou v souladu se zavéry experimentt in vitro, tedy ze komplex Rul zptsobuje na DNA

jednotetézcové zlomy.

Vznik jednotetézcovych zlomu se také projevil vyraznym zvySenim cytotoxické
ucinnosti komplexu Rul po ozatfeni oproti situaci ve tm¢e. Diky t€émto vlastnostem by
komplex Rul mohl byt vhodnym kandidatem pro dalsi vyzkum jako potencialni 1é¢ivo

pro fotodynamickou terapii.

Jak je zminéno v teoretické Casti diplomové prace, v soucasné dobé je vyzkum
fotoaktivace nebo fotopotenciace 1é¢iv na bazi komplexti kovii velmi aktudlni. Aktivace
nebo zesileni ucinku zafenim je jednim ze zpiisobt, jak piekonat problémy spojené s
nizkou selektivitou téchto latek, protoze aplikace zafeni mize byt cilena vyhradné na
nadorovou tkan, takze vysledné toxické plisobeni mize byt omezeno jen na bunky
nadoru. Vysledky, ziskané v ramci této diplomové prace, tak mohou ptispét k rozsireni

poznatku potiebnych pro vyvoj téchto novych svétlocitlivych 1€¢iv.
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