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Abstrakt
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cis-[PtCI2(NH3)(1M7AI)] (IM7AIl = 1-methyl-7-azaindol), jehoz biologicky efekt by
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SEZNAM ZKRATEK

1IM7AI 1-methyl-7-azaindol

ATB antibiotikum

cDDP cisplatina, cis-[Pt(NH3)2Cl2]

CIS cis-[PtCl2(NHs)(1M7AI)]

DMSO dimethylsulfoxid

EBSS Earle’s Balanced Salt Solution

EDTA ethylendiamintetreaoctova kyselina

EtBr ethidium bromid

FBS fetalni hovézi sérum

LMP low melting point agarose

oC open-circular

PBS fosfatovy pufr

PS fotosenzitizér

o pocet molekul komplexu skute¢né navazanych na jednom nukleotidu
fi pocet molekul komplexu teoreticky navazanych na jednom nukleotidu
ROS reaktivni formy kysliku

SC supercoiled

TAE tris-acetat/EDTA pufr



1 UvoD

Protinadorové ucinky cisplatiny jsou znamy jiz fadu let a diky nim se tato latka
stala nejucinnéjSim cytostatikem vabec. | pfes velky uspéch cisplatiny vyuzivané
k IéCbé nadord moCového méchyie, vajecnikl, varlat a nékterych dalSich nadorq,
vykazuje cisplatina nezadouci vedlejSi ucinky, které se staly impulzem pro vyvoj
novych protinadorovych IéCiv na bazi platiny.

Urcitou nadeéji v [éCbé nadorovych onemocnéni predstavuji
fotoaktivovatelna proléCiva na bazi platiny(IV), ktera jsou testovana pro vyuziti ve
fotodynamické terapii. Tato proléCiva mohou byt aktivovana lokalné v oblasti
nadoru az po ozareni, coz minimalizuje posSkozeni zdravé okolni tkané
a predstavuje menS$i zatéZz na organismus pacienta. V poslednich letech se
vyzkum zaméfil na tyto platiCité komplexy. Bylo také zjisténo, ze zafeni muize
zvysit ucinek nékterych platnatych komplexd. Bylo tedy syntetizovano a testovano
nékolik analog cisplatiny, ktera by mohla po ozafeni vykazovat zvySeny
cytotoxicky uc€inek na nadorové buriky. Pro tuto praci byl zvolen derivat platiny
cis-[PtCI2(NH3)(IM7AI)](IM7AIl = 1-methyl-7-azaindol), u kterého je pfedpokladana
vazba na stejny biologicky cil, na ktery se vaze cisplatina, a to DNA. Vazba tohoto
komplexu byla prokazana v experimentalni ¢asti této prace. Také bylo zjisténo, Ze
dana latka pUsobi zfejmé& mechanismem odliSnym od konvencni cisplatiny, i kdyz
oba komplexy maji stejny biologicky cil. BEéhem testu provedenych v predkladané
praci bylo potvrzeno, Ze uvedeny analog cisplatiny vykazuje po ozareni UVA
zvySenou cytotoxicitu v nadorové linii lidského adenokarcinomu délozniho Cipku.
Tento ucinek je zifejmé spojen se Stépenim DNA, které bylo prokazano na
plazmidové DNA v bezbunétném médiu, ale i pfimo v zminénych nadorovych

bunkach.
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. Na zakladé studia pfipravenych literarnich zdroju sepsat reSerSi na uvedené
téma.

. Studovat vliv zafeni na aktivitu nového platinového komplexu v lidskych
nadorovych bunkach.

. Ziskané vysledky srovnat s daty dostupnymi v odborné literatufe pro dalSi
fotocitlivé kovové komplexy se zaméfenim na jejich biologickou aktivitu

v nadorovych bunécnych liniich.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Cisplatina a jeji analoga

Cisplatina neboli cis-diammindichloroplatnaty komplex je nejznaméjsi a prvni
klinicky pouzivané cytostatikum na bazi platiny. Dle chemické struktury je
cisplatina jednoducha anorganicka molekula slozena z 11 atomd. Na centralni
atom platiny, ktera se nachazi v oxida¢nim stupni Il, jsou navazany dvé aminoveé
skupiny a dva atomy chléru. PFi hydrolyze dochazi k vyméné chloridovych iontu
v molekule cisplatiny za vodu a vznikaji pozitivné nabité reaktivni mono- ¢i di-aqua
formy cisplatiny schopné interagovat s bunéénymi komponentami. Trans izomer
cisplatiny, transplatina, je i pfes shodné chemické slozeni protinadorové neudcinny
(Brabec, 1998).

Objev unikatnich vlastnosti cisplatiny byl u€inén v 60. letech minulého
stoleti a je spojen spraci prof. Barnetta Rosenberga, ktery zkoumal vliv
elektrického pole na rust bakterii Escherichia coli (Rosenberg et al, 1965).
Do nadobky s bakteriemi v Zivné pudé, ktera obsahovala amonné soli, ponofil dvé
platinové elektrody a mezi né viloZil elektrické napéti. Vysledkem experimentu bylo
zastaveni déleni bakterialnich bunék vzniklé v dusledku elektrolytickych déju na
platinovych elektrodach, béhem kterych vznikaly slouceniny platiny podobné
cisplatiné. Pravé tyto slouCeniny platiny ovlivnily déleni bakterialnich bunék bez
omezeni jejich rastu, kdy bakterialni buriky rostly v dlouhych filamentech.

Cisplatina byla dale zkoumana a pozdéji byly také objeveny jeji
protinadorové ucCinky. Poté se tato latka dostala do klinické praxe a stala se
nejucinnéjSim cytostatikem vibec. V sou€asné dobé se cisplatina vyuziva k Ié¢bé
rakoviny varlat, vaje¢nikd, moCového méchyre, plic, nékterych nadoru hlavy a krku
a mnoha dalSich malignit (Dasari et al, 2014). | pfes Ié¢bu velkého spektra
riznych typd nadorl vykazuje toto cytostatikum znacné nezadouci ucinky na
organismus pacienta. Mezi tyto ucinky se fadi napf. nefrotoxicita, ototoxicita,
nevolnost a dalSi. Velkou prekazku v IéEbé cisplatinou pfedstavuje také ziskana
rezistence, kdy dochazi ke snizeni citlivosti nadoru vuUci cisplating, pokud je
podavana opakované.

Uvedené nedostatky se staly impulzem pro vyvoj novych léCiv na bazi
platiny idalSich tézkych kovl a pro hledani postupl vedoucich k zvySeni
biologické ucinnosti novych i stavajicich latek (kombinace chemoterapie
a hypertermie, fotodynamicka terapie, smérovani |éCiv do nadorové tkané pomoci
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magnetd, terapie s vyuzitim latek obsahujicich skupiny cilici na specifické
determinanty na povrchu nadorovych bunék, atd.; (Ghosh, 2019). Vysledkem
tohoto vyzkumu a vyvoje by pak méla byt efektivni IéCiva méné toxicka pro
organismus pacienta, jez by nezpusobovala rezistenci nadorovych bunék k lécbé
danou latkou pfi opakovaném podani. Byla testovana cela fada analog cisplatiny
a dalsich latek, z nichZ jsou dnes v klinické praxi v Ceské republice pouzivany

karboplatina a oxaliplatina. DalSi komplexy kovu jsou pak ve fazi testovani.

3.1.1 Mechanismus u€inku cisplatiny

Po objeveni protinadorovych vlastnosti cisplatiny nasledoval vyzkum mechanismu
ucinku této latky a pozdéji také dalSich slouCenin na bazi platiny. Pfes velké
mnozstvi bunénych slozek, se kterymi cisplatina reaguje, se studie zaméfily
zejména na vazbu cisplatiny a jejich analog na DNA, ktera je farmakologickym
cilem téchto I&Civ (Jamieson et Lippard, 1999).

Cisplatina, karboplatina a oxaliplatina pfedstavuji komplexy ¢&tvercove
planarni Pt(ll) nesouci dva inertni ligandy ,neodstépitelné skupiny“ a dva labilni
ligandy ,odstupujici skupiny® (Johnstone et al, 2015). Navzdory uspéchu, kterého
tato léCiva dosahla, stale vedou problémy s rezistenci a toxicitou spojenou
s podanim téchto latek k vyvoji novych farmak a léCebnych postupu. Obecny
mechanismus ucinku téchto tfi latek zahrnuje Ctyfi kliCové kroky. Jedna se
o prinik do buriky, aktivaci, vazbu na DNA a ,zpracovani“ lézi, tzv. aduktd,
vytvofenych danymi latkami na DNA bunénymi mechanismy vedoucimi
v dusledku poskozeni DNA k bunécné smrti nadorovych bunék nebo k opravé
tohoto posSkozeni.

Pacientim je cisplatina podavana intraven6zné formou infuze ve
fyziologickém roztoku a krevnim fecistém se dostava do cilové tkané. Molekula
cisplatiny miuze do bunék pronikat pasivni difuzi pfes plazmatickou membranu
nebo aktivnim transportem zprostfedkovanym membranovymi transportéry
(Johnstone et al, 2016). Bylo zjisténo, Ze cisplatina je do buniky pfenasena pomoci
transportérl médi Ctrl (copper transporter 1) a Ctr2 (copper transporter 2).
V intracelularnim prostoru nastava hydrolyza Pt-Cl vazeb vedouci k substituci
chloro ligandu cisplatiny molekulami vody nebo ionty OH- (Starha et Travnicek,
2018). U cisplatiny je tato substituce ligandl spousténa vyrazné nizsi koncentraci

iontd cytosolického chloridu (pfiblizné 4 mmol * I'Y) ve srovnani s extracelularni
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matrici (pfiblizné 100 mmol * I'') (Johnstone et al, 2015). Vysledkem je aktivovana
akvatovana forma, cis-[Pt(NHs)2CI(OH2)]+, kterda mize reagovat s bunécnymi cili.
Mimo DNA cisplatina také muize reagovat s RNA, proteiny a membranovymi
fosfolipidy (Jamieson et Lippard, 1999).

Cisplatina v akvatované formé vstupuje do jadra bunék a podstupuje
substituci vodniho ligandu za heterocyklickou DNA bazi. Nejvice nukleofilni pozici
na DNA predstavuji N’ mista deoxyguanosinovych zbytkd. Nejdfive cisplatina
vytvafi monofunkéni adukty na DNA, které se mohou nasledné uzavirat.
Pak vznikaji adukty bifunkéni zpUsobujici tzv. zesitovani (mustky) na DNA.
Takovéto zesitovani muze nastat mezi deoxyguanosiny na stejném i na riznych
fetézcich (Obrazek 2; Johnstone et al, 2016). Nejvétsi zmény v struktufe DNA
zpusobuji  1,2-vnitrofetézcové muUstky mezi purinovymi bazemi a cisplatinou,
nejCastéji mezi sousednimi guaniny nebo adeninem a guaninem (Dasari et al,
2014). Vzniklé adukty DNA deformuji jeji strukturu, pfiCemz studie prokazaly

ohybani a odvijeni dvojité Sroubovice (Johnstone et al, 2016).

NH;

4 NH;

Obrazek 2: Adukty na DNA tvofené cisplatinou; 1: mezifetézcovy mustek mezi
dvéma guaniny, 2: vnitrofetézcovy mustek mezi dvéma guaniny oddélenymi
jednou bazi (1,3-GXG), 3: vnitrofetézcovy mustek mezi dvéma sousednimi
guaniny (1,2-GG), 4: vnitrofetézcovy mustek mezi guaninem a adeninem (1,2-AG;

pfevzato z Gémez-Ruiz et al, 2012)

3.1.2 Karboplatina
Brzy po schvaleni cisplatiny a objevu nezadoucich u€inkd spojenych s jejim
pouzitim bylo prioritou identifikovat méné toxicky analog, ktery by si ale zachoval

protinadorovou ucinnost cisplatiny. Karboplatina je Siroce pouZivanym
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protinadorovym |éCivem druhé generace a pfimym analogem cisplatiny. Velky
prilom v identifikaci karboplatiny pfinesl Johnson Matthey ve spolupraci
s Institutem pro vyzkum rakoviny ve Velké Britanii. Potvrdilo se, Ze
cyklobutandikarboxylatova skupina karboplatiny je stabilnéjSi nez chloridové
ligandy cisplatiny, pomaleji podléha hydrolyze a mize tak poskytnout niz§i toxicitu
(Muggia et al, 2015). Cytotoxicita obou léCiv je zpusobena adukty platiny, které
tyto latky vytvari na DNA, jez je jejich farmakologickym cilem. Ackoliv jsou tyto
adukty tvofené na DNA cisplatinou i karboplatinou identické, tvorba aduktu
karboplatiny je pomalej§i, coz ma za nasledek nizSi toxicitu ve srovnani

s cisplatinou (MIcouskova et al, 2012).

3.1.3 Oxaliplatina

Posledni platinové cytostatikum schvalené v Ceské republice pro pouziti
v protinadorové chemoterapii pfedstavuje oxaliplatina. Tento Iék tfeti generace byl
poprvé syntetizovan v Japonsku, ale nasledné byl povolen pro klinické vyuZiti
napf. ve Francii nebo Spojenych statech (Johnstone et al, 2016). Jedine¢nou
indikaci jevi oxaliplatina v Iécbé kolorektalniho karcinomu v kombinaci napf.
s 5-fluorouracilem a leukovorinem. Tato kombinace znama pod nazvem FOLFOX
rezim je vsouCasné dobé zakladem adjuvantni chemoterapie u pacientl

s kolorektalnim karcinomem (Zhang et al, 2014).

3.1.4 DalSi lIé€iva na bazi platiny

Pro klinické vyuziti mimo celosvétové schvalenou cisplatinu, karboplatinu
a oxaliplatinu byla také schvalena dalsi tfi IéCiva, a to nedaplatina, lobaplatina
a heptaplatina (Obrazek 1). Tato ffi légiva byla v8ak schvalena pouze v Cing,
Japonsku a Jizni Koreji (Johnstone et al, 2016). DalSi latky na bazi platiny jsou ve
fazi testovani.

Cisplatina, karboplatina a nedaplatina maji obdobné spektrum Iécitelnych
nadoru v dusledku podobného slozeni téchto latek (dva nosné aminové ligandy).
Vyhodou karboplatiny a nedaplatiny jsou jejich méné zavazné negativni vedlejsi
ucinky na organismus pacienta v porovnani s cisplatinou. Naopak oxaliplatina,
lobaplatina a heptaplatina obsahuji jiné nosné ligandy a hydrolyzou téchto
komplexu pak v intracelularnim prostoru vznikaji jiné typy Pt-komplexnich &astic

zpusobuijicich odlisné zmény v cilové molekule DNA (Starha et Travnicek, 2018).
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Tyty latky interaguji s DNA, nicméné tvofi na DNA jiné spektrum aduktu
ve srovnani s cisplatinou. Adukty u téchto latek zplisobuji odliSnou biologickou
odpoveéd.

Obecné je pro vyvoj novych protinadorové aktivnich latek podstatné, aby
latka obsahovala alesporn nékteré z uvedenych vlastnosti — aktivitu srovnatelnou
nebo vySSi v porovnani s konvencnimi chemoterapeutiky; aplikaci jez neni spojena
s vyraznymi negativnimi vedlejSimi ucinky; schopnost pfekonavat rezistenci
nékterych typd nadord a mechanismus uc€inku odlisny od konvencnich [éCiv
(Starha et Travnigek, 2018).

o) H,
H3N\Pt/CI H3N\Pt/0 N\Pt/C
H3N/ el H3N/ ~o neN"

o Hz

cisplatina karboplatina oxaliplatina

st i\ﬁ

nedaplatina heptaplatma

H,

* N
N /0
/Pt\
* N o

H, o

lobaplatina

Obrazek 1: Protinadorova IéCiva na bazi platiny (pfevzato z Johnstone et al, 2016)

3.2 Fotochemoterapie v Ié€bé nadorovych onemocnéni
Kromé protinadorové chemoterapie s vyuzitim vySe uvedenych slouCenin se
v |[éCbé nadorovych onemocnéni v souCasné dobé uplatiuje nebo je testovano
hned nékolik dalSich metod a jejich kombinaci, napf. chirurgicka IéCba,
chemoterapie, radioterapie, imunoterapie nebo fotodynamicka terapie. Zejména
posledni zminéna metoda umozriuje cilené plsobeni pouzitého léCiva v urCeném
misté, coz ma za nasledek zni¢eni nadorovych bunék pfi minimalnim poskozeni
okolni zdravé tkané.

Fotodynamicka terapie (photodynamic therapy, PDT) je moderni
a neinvazivni terapie vyuzivana pro lé¢bu malignich i benignich nadoru.

NejCastéjsi indikaci PDT je |éCba koznich nadorl, ale své uplatnéni nachazi

i v dermatologii, gynekologii a urologii (Kwiatkowski et al, 2018).
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PDT je zaloZzena na interakci tfi slozek — svétla o vhodné vinové délce,
fotosenzitizéru (fotosenzibilizatoru, PS) a kysliku. Diky interakci téchto faktort
vznikaji v cilovém misté reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species, ROS),
které reaguji s bunénymi komponentami, coz v kone€ném dulsledku muze vést
k bunécné smrti — apoptoze nebo nekroze (Rkein et Ozog, 2014). Po aplikaci PDT
dochazi k aktivaci PS svétlem pfimo v ozafené tkani. PS pusobi s vysokou
selektivitou, kdy dochazi k destrukci nadorovych bunék a to témér bez poskozeni
okolni zdravé tkané. Vyhodou PDT je také opakovatelnost terapie v kratkém Case,
oproti chemo- a radioterapii, jelikoz aplikovana fotosenzitivni latka vykazuje bez
pfistupu svétla témér nulovou toxicitu. Dale je léEba nadord pomoci PDT
neinvazni — neni potfeba zadny chirurgicky zasah (Yoon et al, 2013).

Jistym omezenim vySe popsané terapie je svétlo aktivujici fotosenzitivni
latku. Nejhloubégji do tkané pronika Cervené svétlo a je tedy idealnim pro vyuZiti
v PDT. Cervené svétlo véak neni vzdy vhodné pro aktivaci daného fotosenzitizéru.
PDT se tedy vyuziva k I1éEbé nadorl na povrchu téla nebo na organech, které jsou
endoskopicky dostupné. V soucasné dobé je PDT pouzivana k |éEbé rakoviny plic,
povrchové rakoviny Zaludku, délozniho €ipku, moCového méchyfe, hlavy a krku
(Bednarski et al, 2007).

3.2.1 Historie
Jiz ve starovékém Egypté, Indii a Ciné& se vyuzivalo kombinace uginnych latek
z riznych rostlin se slune¢nim svétlem k Ié¢bé koznich nadorl, psoriazy a také
vitiliga (Daniell et Hill, 1991). Starovéké civilizace vyuZzivaly napf. k 1éEbé vitiliga,
coz je kozni porucha, kdy dochazi ke ztraté melanocytl neboli bunék tvoficich
pigment, pfirodni fotosensibilizatory psoraleny. Pfi této I1éEbé byl zrostliny
obsahujici psoralen vytvoren prasek, ktery byl aplikovan na depigmentované kozni
léze a po vystaveni slune¢nim paprskim doslo k aktivaci fotocitlivé latky.
Fototerapie byla dale rozvinuta danskym lékafem Nielsem Finsenem, ktery
popsal IéCbu nestovic pomoci Cerveného svétla, které zabranilo praskani
nestovicovych postul. Finsen dale pokracoval ve vyzkumu ultrafialového svétla pro
léCbu kozni formy tuberkuléozy a za objev fototerapie obdrzel vroce 1903
Nobelovu cenu. Na pocatku 20. stoleti student mediciny Oscar Raab zjistil, Ze
pusobeni svétla na akridinové barvivo ma letalni Gc¢inky na prvoky rodu
Paramecium. Nasledujici experimenty potvrdily, ze svétlo v kombinaci s akridinem
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bylo zodpovédné za uvedenou toxicitu, zatimco samotny akridin, svétlo nebo
akridin vystaveny svétlu a poté pfidany k Paramecium nebyly toxické (Hamblin,
2019).

K vyuziti PDT také velmi pfispél profesor Herman von Tappeiner, ktery
vroce 1907 zavedl termin “fotodynamicky efekt® pro popis oxygendependentni
reakce po fotosenzibilizaci. Tappeiner také zkoumal vliv zafeni na barviva
akridinové povahy a doplnil, Ze v nepfitomnosti kysliku akridinové barvivo ani
svétlo nezplsobuje bunécnou smrt. Dale pokracoval ve vyvoji PDT a jako prvni
popsal vyuziti této terapie u lidi, kde bylo vyuZito Cervené fluorescencni barvivo
eosin jako fotosenzitizér k 1é€bé riznych stavu kize a condylomata lata (Ozog et
al, 2016).

3.2.2 Fotosenzitizéry pro PDT

Vyznamny podil na spravném fungovani PDT maji vhodné zvolené fotosenzitizéry
(PS), které muzeme definovat jako latky, jez generuji ROS po ozafeni a mohou
byt tedy pouzity k usmrceni bunék vyvolanému svétlem nebo k inaktivaci
vybranych proteina. Idealni PS by mél splfiovat nékolik nasledujicich kritérii. Mél
by byt dobfe rozpustny ve vodé a stabilni pfi prichodu organismem, kde by se mél
kumulovat v nadorové tkani a naopak rychle vyplavovat ze zdravé tkané. Idealni
PS by mél mit také prfesné chemické sloZzeni umoznujici snadnou vyrobu
s nizkymi vyrobnimi naklady a dale by mél byt stabilni pfi skladovani (Abrahamse
et Hamblin, 2016). Klicové je také vysoké absorp&ni maximum v oblasti 600 — 800
nm, tedy v oblasti Cerveného svétla, které dobfe pronika do tkani (Kwiatkowski et
al, 2018).

PS mulzeme klasifikovat dle chemické struktury, Cdistoty nebo také
mechanismu ucinku. Prvni generaci PS pFedstavuji smési slou€enin s porfyrinovou
strukturou, a to hematoporfyrin a jeho derivaty komplexné oznacované jako HpD.
Do druhé generace, ktera byla vyvinuta na zakladé nedostatkll prvni generace,
spada kyselina 5-aminolevulova a slouceniny odvozené od porfyrinové struktury.
Posledni generace ma stejny mechanismus ucinku jako dvé pfechozi generace,

ale je obohacena o specifické nosiCe umozniujici dodani PS do cilové tkané.
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Fotosenzitizéry |. generace
Prvni aplikace fotosenzitivni latky v kombinaci se svétlem se pfipisuje Oscaru
Raabovi, jenz popsal svétlem zprostfedkovanou cytotoxicitu akridinové Cerveni
u prvokd rodu Paramecium, jak jiz bylo popsano vySe. AvSak prvnim klinicky
vyuzivanym PS pro nadorovou terapii byla ve vodé rozpustna smés porfyrinu
(HpD). Nejcastéj$im a nejdéle pouzivany PS v klinické praxi je Photofrin®.
Komeréni produkt Photofrin® je znamy i pod nazvem porfymer sodny.
Navzdory Sirokému spektru aplikaci v protinadorové 1é€bé ma tento pripravek také
fadu omezeni, ktera vyplyvaji napf. z nizké chemické Cistoty (jedna se o smés
vice nez 60 latek; Kwiatkowski et al, 2018). Rizikova je také vysoka kozni
fotocitlivost, ktera maze pretrvavat az nékolik tydnd po aplikaci tohoto PS. Od roku
1993 se Photofrin® zacal pouzivat v klinické praxi napf. v USA, Velké Britanii,
Kanadé a Francii a nej¢astéji se vyuziva k terapii nadoru plic, jicnu, mocového

méchyre &i Zaludku.

Fotosenzitizéry Il. generace

Druha generace PS byla vyvinuta na zakladé negativ generace predeslé. PS Il
generace se vyznacuji vy8Si chemickou Cistotou, efektivnéjsi tvorbou singletniho
kysliku po ozareni a lepSim pronikanim PS do hloubé&ji umisténych tkani diky jejich
maximalni absorpci pfi 650 — 800 nm (Kwiatkowski et al, 2018). Pfikladem této
generace PS je kyselina 5-aminolevulova (ALA) a dale slou¢eniny odvozené od
porfyrinové struktury, jako napf. chloriny, ftalocyaniny, naftalocyaniny,
bakteriochloriny a dalSi. Urcitou nevyhodu PS Il. generace pfedstavuje jejich
Spatna rozpustnost ve vodé, ktera je znacné omezuijici pfi intravenéznim podani
PS a je tedy nutné hledat efektivnéjSi metody dodani IéCiva do nadorové tkané
(Nowak-Stepniowska et al, 2013).

Kyselina 5-aminolevulova je pfirozené se vyskytujici aminokyselinou, ktera
je prekurzorem hemu a protoporfyrinu IX (PpIX). ALA je druhem proléciva, které
se stava aktivnim az po transformaci na PplX, ktery je po ozareni viditelnym
svétlem schopen Cervené fluoreskovat a dochazi k tvorbé ROS (Fujino, 2016).
Mimo nadorovou terapii nachazi ALA své uplatnéni vlécbé zanétlivych
onemocnéni, autoimunitnich onemocnéni a v dermatologii. V klinické praxi se také
pouzivaji jeji estery, napf. methylaminolevulat pod nazvem Metvix®

a hexaminolevulat na trhu vedeny s nazvem Hexvix®.
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Za zminku také stoji temoporfin patfici do skupiny chlorind, ktery je na trhu
uvadén jako komeréni pripravek Foscan®. Agenturou EMA (Evropska agentura
pro |éCivé pfipravky) byl schvalen kterapii nadort hlavy a krku. Vyhodou
Foscanu® je vysoky absorpéni pik pfi 652 nm. JelikoZ se jedna o silny PS, bohuzel
muze poskodit zdravou tkan v okoli nadoru a fotocitlivost kiize muze pretrvavat
I dva tydny po aplikaci tohoto PS (Hamblin, 2019).

Fotosenzitizéry lll. generace

Znamy jsou také fotosenzitizéry Ill. generace, které jsou v soucasnosti dale
vyvijeny a zkoumany pro efektivnéj§i PDT zejména diky pokrokim v oblasti
nanotechnologii a genového inzenyrstvi. Mechanismus ucinku u této generace PS
se nijak neliSi od pfedchozich generaci. Rozdilny je vSak zpusob transportu latky
do nadorové tkané. Zatimco u fotosenzitizéra prfedchozich generaci nebylo vyuZito
aktivniho cileni téchto latek do mista nadoru, PS Ill. generace jsou obohaceny
o specifické nosiCe, které umoznuji dodani PS do specifické nadorové tkané (Kou
et al, 2017).

Pro zvySeni selektivity a zvySeni akumulace PS v nadorové oblasti Ize
vyuzit rlznych modifikaci. Napf. kombinaci PS druhé generace s molekulami
zamérenymi na cilovy receptor nebo konjugaci s monoklonalni protilatkou cilenou
na specificky antigen rakovinné buriky. V praxi je cileno zejména na povrchové
markery nadoru, napf. receptory rlstového faktoru nebo receptory transferinu
(Kwiatkovski et al, 2018). Do mista nadoru, kde jsou tyto receptory pfitomny ve
vétSim mnozstvi, se tedy dostane vice fotosenzitivni latky. Latka se do tkané
dostava v neaktivni formé a jeji aktivace je stejna jako u PS prvni a druhé

generace.
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3.2.3 Mechanismus u€inku PDT

Zakladni mechanismus klasické PDT je zalozen na interakci tfi slozek:
fotosenzitizéru, svétla odpovidajici vinové délky a molekularniho kysliku.
Pravé molekularni kyslik se béhem PDT vyuziva ktvorbé ROS, které maji
cytotoxicky uc€inek na buriky neoplastické tkané. Prvnim krokem pfi PDT je
aplikace PS do téla pacienta a jeho distribuce do celého organismu nebo lokalné
pouze do vybrané nadorové tkané. Nasleduje ozafeni svétlem vhodné vinové
délky, které se shoduje s absorpénim maximem PS. Po vystaveni zvolenym
vinovym délkdm PS prechazi ze zakladniho energetického stavu S°
do excitovaného singletového stavu S!. Singletovy excitovany stav PS neni
stabilni a doba jeho trvani se pohybuje pouze vfadu nékolika nanosekund.
Dochazi tak ke ztraté energie formou svételné emise nebo vnitfni konverzi ve
formé tepla. Cast energie je vyuzita k prechodu molekuly PS do tripletového stavu
T!. Pfechod PS ztohoto stavu zpét na stav zakladni muze probihat dvéma
zpusoby, které budou popsany nasledovné (Sorbellini et al, 2018; Kwiatkovski et
al 2018).

V prvnim typu fotoreakce PS reaguje pfimo se substratem, kterym jsou
komponenty nadorové tkané. Mezi PS v excitovaném tripletovém stavu
a substratem dochazi k pfenosu elektrond nebo protonl, coz vede ke vzniku
radikalovych aniontd nebo kationtd (Obrazek 3). Reakci téchto radikalu
s kyslikem pak vznikaji ROS. Nejdfive vznikda ROS ve formé superoxidového
aniontového radikalu (Oz" ), ktery vytvafi dalSi generace ROS v burikach. Takto
zahajena kaskada reakci vede koxidaCnimu stresu a dale k destrukci
rakovinovych bunék (Kwiatkowski et al, 2018).

Fotoreakce druhého typu se vyznaCuje pfenosem energie srazkou PS
v excitovaném tripletovém stavu s molekularnim kyslikem (Obrazek 3). Tento
pfenos energie vede k tvorbé singletového kysliku. Obecné mizeme konstatovat,
Ze tento singletovy excitovany stav PS neni velmi stabilni, avSak mize podstoupit
proces oznacCovany jako ,kfizeni mezi systémy“, ktery vede ktvorbé daleko
stabiln&jsiho excitovaného tripletového stavu. Zivotnost stavu tripletu se pohybuje
v mikrosekundach a je tedy dlouhodobéjsi nez u stavu singletu. Pravé jeho dlouha
zivotnost umoznuje dostatek Casu ke zminénému pfenosu energie (Abrahamse,
2017).
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Typ |

excitovany singletni stav ’

krizeni

mezi s stem
RSSES excitovany tripletni stav

Typ 1

fluorescence

fosforescence biomolekula

neexcitovany singletni stav

Obrazek 3: Schematicky Jablonskiho diagram ukazujici mechanismus pUsobeni
fotosenzitizérl vyZadujicich kyslik pfi PDT. Po absorpci svétla dosahne PS
vzruseného singletového stavu. Po kfizeni mezi systémy muize PS reagovat
s biomolekulami prostfednictvim pfenosu atomu vodiku za vzniku ROS (reakce
typu 1); nebo PS muze reagovat pfimo s kyslikem za pfenosu energie (reakce typu

II; pfevzato z Calixto et al, 2016)

Generovani ROS prostfednictvim fotoreakce druhého typu je mechanisticky
jednodussi a vétSina PS vyuzivanych v protinadorové terapii je spojena s timto
mechanismem uclinku (Abrahamse, 2017). Oba typy fotoreakce vedou
v kone¢ném duasledku k buné&né smirti, a to k apoptéze, nekréze nebo autofagii.

Apoptdza, programovana bunécna smrt, vede k destrukci cilové bunky tak,
aby doslo k minimalnimu poskozeni okolnich zdravych bunék. Tento typ bunécéné
smrti vyuziva enzymatické regulacni kaskady burnky, ktera nastava po aktivaci
tzv. kaspaz. Patologicky typ bunééné smrti pfedstavuje nekroza, ktera je vyvolana
chemickymi, mechanickymi Ci biologickymi vlivy pusobicimi na bunku. Dochazi
k naruSeni integrity cytoplazmatické membrany a rovnovahy vnitfniho prostiedi
buriky. Vnitfni obsah bunky se tedy vylije do okoli a ¢asto nastava zanétliva
reakce. Autofagie je bunécna smrt primarné slouzici k udrZzeni homeostazy
v burikach, kdy zajisStuje zejména odstranéni nepotiebnych organel a proteina.
Bylo zjiSténo, Ze jednotlivé typy bunécné smrti do jisté miry zavisi na typu PS.
Napfiklad apoptdza je zprostiedkovana v pfipadé mitochondrialné lokalizovanych
PS, zatimco lyzosomalni lokalizace vede k nekréze &i autofagii (Oniszczuk et al,
2016).
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Dulezitou soucasti celého mechanismu PDT je mimo pouziti vhodného PS
a pritomnosti kysliku v nadorové tkani také vybér svétla urcité vinove délky.
Svétlo musi proniknout kuzi a tkani, aby dosahlo cilového mista a aktivovalo PS.
Pronikani svétla do tkané je slozity proces, ktery je zavisly na optickych
vlastnostech tkané pfi pouzité vinové délce (Straten et al, 2017). Mezi zdroje
svétla dostupné pro PDT patfi Zarovky poskytujici Sirokopasmoveé svétlo,
obloukové lampy a také diodoveé lasery (Chilakamarthi et Giribabu, 2017).

Jak jiz bylo zminéno, pro PDT je optimalni pouZziti svétla vinovych délek mezi
600 — 800 nm. KratSi vinové délky malo pronikaji do tkané a naopak vyssi vinové
délky nemaji dostate€nou energii k excitaci molekularniho kysliku do singletniho
stavu. Pravé dostateCné mnozstvi ROS je dullezité pro zajisténi dobré intenzity
uginku na nadorovou tkan. Uspé&snost PDT zavisi také na celkové davce svétla
pouzitého k ozafeni vybraného nadoru, dobé expozice a plynulosti ozafovani
(Chilakamarthi et Giribabu, 2017).

Siroce pouzivany zdroj svétla pro PDT predstavuji lasery, které poskytuji
pfesné davky svételného zareni (Ozog et al, 2016). Lasery jsou silné a lIze je
pripojit k optickym vlaknum, ktera se vyuzivaji k intersticialnimu osvétleni hluboce
lokalizovanych nadord (Straten et al, 2017). Cetné studie se zabyvaiji také vyuzitim
svételnych LED diod v PDT. Tyto diody emitujici svétlo jsou levné, snadno se
vyrabéji, maji vysoky vykon a lze je pouzit pro Sirokou Skalu vinovych délek.
(Straten et al, 2017). Aktivace PS je také ovlivnéna zplsobem aplikace zareni.
V souCasné dobé se vklinické praxi provadi povrchova, intersticialni
a intraoperativni PDT.

Patofyziologickou vlastnosti nador( je pfitomnost hypoxickych oblasti, které
jsou nedostate¢né zasobeny Kkyslikem. Vznik téchto oblasti je vysledkem
nepoméru mezi zasobenim nadoroveé tkané kyslikem a jeho spotfebou, ktera je
u nadoru v porovnani s normalni zdravou tkani vyssi. Jeho nedostatek tak béhem
ozareni vede ke zvySené rezistenci nadorové tkané a k tvorbé protein zavislych
na hladiné kysliku, které usnadnuji metastazovani nadord. Rust nadoru a tvorbu
metastdaz umozni také angiogeneze neboli proces novotvorby krevnich kapilar.
Diky siti krevnich kapilar je rostouci nador zasoben Zzivinami a kyslikem
(Vodvarka, 2001). V souCasné dobé jsou vyvijeny nove latky, které jsou schopny

ni€it nadorové bunky lokalné a v nepfitomnosti kysliku.
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3.2.4 Klinické vyuziti PDT

Kazda terapie aplikovana v oblasti mediciny ma své vyhody i nevyhody. Vyhodou
PDT je jeji neinvazivnost a zacileni na urCitou ¢ast organismu nebo tkané, diky
¢emuz neni zasazen cely organismus. PDT i chemoterapii Ize kombinovat s jinou
léCbou, ale PDT ma oproti chemoterapii mirnéjsi vedlej§i nezadouci ucinky.
Po operaci chemo- a radio— rezistentnich nadord mize byt PDT vyuzZita jako
metoda paliativni |éCby (Oniszczuk et al, 2016). Kratkodobé vedlejsi ucinky PDT
jsou obvykle mirné a dochazi k nim béhem IéCby nebo prvnich 24 hodin po léCbé.
Radi se mezi né napf. edémy, zarudnuti k(Ze, sv&déni, bolest, pfechodna
petechie a purpura. Naopak mezi dlouhodobéjsi vedlejsi ucinky patfi pigmentové
skvrny a katarakta neboli Sedy zakal. PDT muzZe byt pfirozené omezena
obrannymi  systémy, které napomahaji rakovinnym  bunkam  prezit
a vychytat vytvorené radikaly. Pfikladem je superoxiddismutaza a glutathion. Ten
pusobi proti negativnimu vlivu volnych radikald, kdy je schopen zabranit poskozeni
dulezitych bunécénych slozek zpusobenych reaktivnimi druhy kysliku (Oniszczuk et
al, 2016).

Tato moderni a neinvazivni metoda nachazi své vyuziti v dermatologii, a to
konkrétné v terapii nemelanomovych koznich nadora. Ty se vyskytuji zejména na
mistech vystavenych slune¢nimu zafeni, a to nejcastéji na obliCeji, hibetech ruky,
predlokti a muzské pleSi (dermanet.cz). Béhem poslednich 100 let se PDT
vyvinula v bezpe€nou a ucinnou dermatologickou IéEbu pro aktinickou keratézu,
povrchovou nemelanomovou rakovinu kuze a také akné, verrucae a rosacea
(Ozog et al, 2016). Mimo oblast dermatologie je PDT pouzivana jako adjuvantni
terapie klécbé nadorl plic, dychacich cest, nervovych a mocovych cest

a vitreoretinalnich onemocnéni (onemocnéni sitnice a sklivce).
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3.3 Fotocitlivé platinové komplexy

Ve snaze zvysit selektivitu a snizit systémovou toxicitu platinovych latek byla
vyvinuta fotoaktivovatelna prolécCiva na bazi platiny (Johnstone et al, 2016). Pouziti
tradi€nich protinadorovych slou€enin na bazi platiny je omezeno vedlejSimi ucinky
a také problémem ziskané rezistence nékterych nadorl. K pfekonani téchto
negativ je zkoumano pouziti inertnich a netoxickych komplext platiny, které
mohou byt aktivovany lokalné v rakovinnych bunkach az po samotném ozareni
(Mackay et al, 2007). Fotoaktivace proléciv nabizi moznost novych mechanism
pusobeni a také tvorbu novych aduktd s kone€nym biologickym cilem, napf. DNA,
RNA a proteiny. Nové mechanismy ucinku jsou dulezité k pfekonani inherentni
nebo ziskané rezistence na cisplatinu (Gandioso et al, 2015).

Mezi dvé doposud prozkoumané tfidy fotoaktivovatelnych platinovych
komplext patfi dijodo a diazidoplatiCité komplexy (Bednarski et al, 2007).
Tyto komplexy maji lepSi rozpustnost ve vodé v porovnani s cisplatinou a jsou
aktivni pouze tehdy, jsou-li ozafeny ur€itymi vinovymi délkami svétla.
Po fotoaktivaci interaguji tyto komplexy s DNA, kdy vyvolavaji biologickou
odpovéd odlisnou od cisplatiny, avSak tato odpovéd nakonec také vede k bunécné
smrti (Pizarro et Sadler, 2009).

Jako prvni generaci fotoaktivovatelnych PtV komplexi s obecnym vzorcem
trans,cis-[Pt(X)2l2(en)] uvedl Kratochvil et al. vroce 1996 dijodo-Pt(IV)-
ethylenediaminy nesouci rizné axialni ligandy. Prvni generace fotoaktivovatelnych
komplexh platiny(IV) byla zaloZzena na jodidu jako redukujicim ligandu
a ethylendiaminu jako neodstépujici se skupiné (Johnstone et al, 2016). Tyto
komplexy se vSak ukazaly jako nevhodné pro Kklinické aplikace, jelikoz byly
pfedCasné redukovany pomoci bunécnych thioll, zejména glutathionu, na
cytotoxické komplexy Pt(ll) (Bednarski et al, 2007; Bednarski et al, 2006).

Je znamo, ze nékolik azidovych komplexu pfechodnych kov je citlivych na
svétlo a podléhaji tak fotosubstitué¢nim a fotoredukénim reakcim (Johnstone et al,
2016). Proto byly jodidové ligandy nahrazeny azidovymi ligandy za ucCelem
pfipravy druhé generace fotoaktivovatelnych prekurzorl platiny(IV). Na rozdil od
komplextu dijodoplatiCitych jsou azidy obsahujici komplexy stabilngjSi vUci
hydrolyze a ve fyziologickém prostfedi po dobu az 90 dnu. Fotoaktivni
diazidoplati¢ité komplexy vykazuji vysokou stabilitu ve tmé&, slibnou fotocytotoxicitu
nezavislou na kysliku a nové mechanismy pulsobeni, které jim umoznuji jistym
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zpusobem obejit ziskanou rezistenci nadorovych bunék na cisplatinu. (Shi et al,

Trans, trans, trans-[Pt(N3)2(OH)2(NHs)(pyridin)] (FM165; Obrazek 3)
predstavuje vysoce uc€inny komplex, ktery je po fotoaktivaci az 80 krat vice
cytotoxicky nez cisplatina v ovarialni nadorové bunécné linii A2780. Dale je
stabilni vic&i biologickym redukénim latkdm ve tmé, reaguje s derivaty guaninu
a s DNA poskytuje neobvyklé adukty Pt', které se snadno netvori v nepfitomnosti
svétla (Mackay et al, 2007; Pizarro et Sadler, 2009).

Druhym  nejuspésnéjSim  komplexem je trans, trans, trans-
[Pt(N3)2(OH)2(NHs)(pyridin)2] (FM190; Obrazek 4; Farrer et al, 2010). Tento
komplex je vysoce stabilni ve fyziologickém prostifedi a dobfe rozpustny ve vodé.
Muze byt fotoaktivovan nizkymi davkami UVA zareni, ale také viditelnym svétlem.
Tento komplex je také tepelné stabilngjSi nez FM165. Po fotoaktivaci vykazuje
FM190 fototoxicitu vuci fadé lidskych buné&énych linii, napf. keranocytum (HaCaT),
parentalnimu (A2780) a kcisplatiné rezistentnimu (A2780CIS) ovarialnimu
karcinomu. Pro fotoredukci Pt(IV) na aktivni formu Pt(Il) jsou kliCové dva azidové
ligandy (Pizarro et Sadler, 2009). Po ozafeni azidové ligandy odstupuji za vzniku
azidovych radikal(, které jsou nestabilni ve vodném prostfedi a rychle se
rozkladaji na molekularni dusik (N2), ¢imz zabranuji reoxidaci platinového centra
(Obrazek 5; Ronconi et Sadler, 2007).

\\\\\

Obrazek 3: Diazidoplati€ity komplex trans, trans, trans-[Pt(N3)2(OH)2(NHzs)(pyridin)]
(FM165; pfevzato z Pizarro et Sadler, 2009)
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Obrazek 4:DiazidoplatiCity komplex trans, trans, trans-[Pt(N3)2(OH)2(NHs)(pyridin)z]
(FM190; pfevzato z Shi et al, 2019)
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Obrazek 5: Mozny mechanismus fotoredukce Pt(IV)-diazidovych komplexu

(pfevzato z Ronconi et Sadler, 2007)

Fotoaktivovatelné diazidoplaticité komplexy tedy predstavuji zajimavou tfidu
potencialnich protirakovinovych proléciv, kterd& mohou byt selektivné aktivovana
svétlem pfimo v cilovém misté a nic€it buriky mechanismem odliSnym od cisplatiny.
Toxicitu téchto komplext ovliviiuje také oxidacni stav platiny, kdy oktahedralni
struktura platiny(IV) je stabilng&jSi oproti planarnim komplexim dvojmocné platiny.
Oktahedralni komplexy platiny(IV) mohou byt vyhodné v Iékafské chemii, jelikoz
jsou méné citlivé na substitu¢ni reakce, a tak podléhaji méné reakcim také na
cesté k nadoru (Pizarro et Sadler, 2009; Bednarski et al, 2013). Bylo také zjisténo,
Ze i aktivita Pt(ll) latek mize byt zesilena pomoci ozafeni (napf. transplatina

a karboplatina).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material

4.1.1 Platinové komplexy

Pro experimentalni ¢ast byl zvolen derivat platiny cis-[PtCI2(NH3)(1M7AI)] (LM7AI
= 1-methyl-7-azaindol; CIS komplex). Tento komplex poskytl prof. Giovanni Natile
z University of Bari (Italie). CIS komplex se lisi od cDDP navazanymi ligandy, kdy
ligand -NHs je nahrazen 1-methyl-7-azaindolem. Pro kontrolu byly nékteré
experimenty provedeny také s cisplatinou (cis-[PtCl2(NHz3)2]; cDDP; Sigma-Aldrich;
Ceska republika). Je znamo, Ze biologickym cilem cDDP je DNA v jadie bunék,
proto jsme v experimentalni ¢asti pfedkladané prace zkoumaly, zda je DNA taktéz
biologickym cilem CIS komplexu. Zasobni roztoky platinovych komplexd (cDDP
a CIS; Obrazek 6) byly pfipravovany vzdy Cerstvé v koncentraci 50 mmol * I'1. Oba
komplexy byly rozpoustény v dimethylsulfoxidu (DMSO) a skladovany ve tmé.

—
N =
H3C/ \

HiNw_ N HiN.__NH3
Pt\ Pt
a” c o0 c
cis-[PtCl2(NH3)(1M7Al)] cisplatina

Obrazek 6: Strukturni vzorec CIS komplexu (cis-[PtCl2(NH3)(1M7AIl)]) a cisplatiny

(pfevzato z Pracharova et al, 2018).

4.1.2 Biologicky material a chemikalie
agardza (Serva, Némecko)
antibiotika (ATB):
Penicillin (10 U-ml%; (Sigma-Aldrich; Ceska republika)
Streptomycin (10 pg-mlt; (Sigma-Aldrich; Ceska republika)
bromthiazolova modi (MTT; 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium
bromid; Duchefa; Nizozemi)
bunécna linie lidského adenokarcinomu délozniho €ipku HeLa (ATCC — American
Type Culture Collection; USA)
dimethylsulfoxid (Penta; Ceska republika)
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Biosera; Francie)
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Earle’s balanced salt solution 10x (Sigma-Aldrich; Ceska republika)

ethidium bromid (Sigma-Aldrich; Ceské republika)

fetalni hovézi sérum (FBS; Biosera; Francie)

hydroxid sodny (Sigma-Aldrich; Ceska republika)

chloristan sodny (Sigma-Aldrich; Ceska republika)

nizkotuhnouci (LMP, Low Melting Point) agaréza (Promega; USA)

plasmidova DNA pUC19 (New England BioLabs; Velka Britanie)

trypanova modf (Sigma-Aldrich; Ceska republika)

trypsin/EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova; Sigma-Aldrich; Ceska republika)

K pFipravé vSech roztokl byla pouzita deionizovana voda (dH20)

Pouzité roztoky
Zasobni roztok fosfatového pufru (PBS) 10x pH 7,4:
e 150 mmol *I'* NaCl
e 2 mmol *I1KCI
e 10 mmol * It NazHPO4
e 2 mmol * It KH2PO4

pH fosfatového pufru bylo upraveno pomoci 5 mol * It NaOH na pH 7,4

TAE pufr 50x pro nativni agar6zovou elektroforézu
e 2mol*I1Tris
e 1mol*I*CH;COOH
e 50 mmol *I'1EDTA

Lyzacni roztok pH 10 pro comet assay
e 2,5mol*ItNaCl
e 100 mmol *I'* EDTA
e 10 mmol * I Tris
e 1% Triton X100
pH lyzaéniho roztoku bylo upraveno pomoci 5 mol * I'* NaOH na pH 10
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Neutralizaéni roztok pH 7,5 pro comet assay
e 0,4 mmol*I?t Tris
pH neutralizaCniho roztoku bylo upraveno pomoci koncentrované HCI na
pH 7,5

Roztok pro alkalickou elektroforézu pro comet assay
e 300 mmol *I'* NaOH
e 1 mmol*ItEDTA

Pfiprava MTT roztoku
e 0,5 g bromthiazolové modfi (MTT)
e 100 ml PBS 1x

4.1.3 Laboratorni vybaveni a software

automaticka pocitacka bunék TC-20 (Bio-Rad; USA)

automatické pipety (Eppendorf; Némecko)

COz2 inkubator, model MCO-18AC-PE (Panasonic; Japonsko)

digestof Forlab (Block; Ceska republika)

elektroforeticka souprava PowerPac Basic (Bio-Rad; USA)

invertovany fluorescenéni mikroskop 1X73 (Olympus; Ceska republika)
invertovany mikroskop NIB-100 (MIKRO; Ceska republika)

laminarni box SafeFAST Classic 212 (Faster; Italie)

magneticka michacka RCT basic (IKA®; Némecko)

multifunkéni modularni reader SPARK Tecan (Schoeller; Ceska republika)
ozarfovaC sfizenym osvitem Luzchem LZC-ICH2 (Luzchem Research Inc.;
Kanada)

pH metr (Boeco; Némecko)

stolni centrifuga Sigma 3-18K (Sartorius; Némecko)

tfepacka Universal Orbital Shaker OS-20 (BOECO; Némecko)

sestava transiluminatoru a vizualizacniho kamerového systému CareStream Gel
Logic (Carestream Molecular Imaging; USA)

vodni lazen SB-12L shaking water bath (Benchmark Scientific; USA)

vyrobnik dH20 Smart2Pure (Thermo Scientific™; USA)
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Pro vyhodnoceni dat byl pouzit software GraphPad Prism4 (GraphPadPrism
Software; USA) a Microsoft Excel (Microsoft, USA).

4.2 Metody
4.2.1 Kultivace bunék

Pro experimenty vramci bakalaiské prace byla vybrana bunécna linie Hela.
Tato bunéc¢na linie byla odvozena od maligniho adenokarcinomu délozniho Cipku
a jiz fadu let se ji dostava komeréniho vyuZziti. Jedna se o adherentni bunécnou
linii.

HeLa buriky byly kultivovany v inkubatoru pfi teploté 37°C a v 5% atmosféie
oxidu uhli¢itého dle standardniho protokolu. Konfluentni buriky byly pasazovany
dvakrat tydné& svyuzitim roztoku trypsin/EDTA (viz Biologicky material
a chemikalie) nasledovné:

1. Ve vodni lazni nastavené na teplotu 37°C bylo nahfivano PBS 1x
a médium DMEM s pfidavkem 10% FBS a ATB po dobu 30 minut.
Roztok trypsin/EDTA byl rozmrazen pfi laboratorni teploté.

2. Prace s bunkami byla provadéna za aseptickych podminek v laminarnim
boxu.

3. Pfed samotnym pasazovanim byly buriky zkontrolovany pod mikroskopem.

4. Do predem pfipravené falkony bylo odsato staré médium z kultivacni lahve
s burikami.

5. Buriky byly oplachnuty 2 ml PBS 1x.

6. Kburnkam byl pfidan 1 ml roztoku trypsin/EDTA a kultivacni lahev byla
ponechana v inkubatoru do oddéleni bunék od kultivaéniho povrchu (cca po
dobu 2 minut).

7. Po inkubaci byly bunky opét zkontrolovany pod mikroskopem. V kultivacni
lahvi byl ponechan cca 1 ml bunééné suspenze obsahuijici 1,5 * 108 bunék,
ke kterému bylo pfidano 10-12 ml média DMEM. Bunééna suspenze byla
pfenesena do nové kultivacni lahve a drzena za kultivaénich podminek pro

dalSi pouziti.
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4.2.2 Pocitani bunék

Pro nasazeni pfesného poc€tu bunék na kultivacni nadoby nebo desky bylo pfed
kazdym experimentem nezbytné bunky spocitat. Buriky oddélené od kultivaéniho
povrchu byly barveny pomoci trypanové modfi, coz je barvivo bézné pouzivané
pro stanoveni Zivotaschopnosti bun&k. Zivé bufiky maji neporusenou
cytoplazmatickou membranu a barvivo tak nepronika dovnitf buriky. V pfipadé
proniknuti barviva do intracelularniho prostoru je toto barvivo zivymi bunkami
ihned transportovano ven. Zivé buriky se tak pfi vizualizaci jevi jako bezbarvé,
naopak mrtvé buriky s porusenou integritou cytoplazmatické membrany jsou
zbarveny modfe (Kim et al, 2016). Obarvena bunétna suspenze byla
napipetovana na specialni sklicko, které bylo vloZzeno do automatické pocitacky
bunék. Tento pfistroj automaticky vyhodnotil celkovy pocet bunék a pocet Zivych

bunék v procentech na zakladé analyzy obrazu.

4.2.3 Osetreni bunék testovanymi komplexy

1. Pro test cytotoxické aktivity cDDP a CIS komplexu byly HelLa buriky sazeny
na 96 — jamkové desky v poc¢tu 10 000 bunék na jednu jamku v desce v 100
pl kompletniho média. Buriky byly drzeny za kultivaénich podminek po dobu
24 hodin.

2. Konfluentni bunky byly oSetfeny testovanymi komplexy. Vysledny rozsah
pouzitych koncentraci byl 0 — 100 ymol * It pro cDDP a 0 — 50 ymol * I pro
CIS komplex. Koncentrace DMSO v kultivatnim médiu nebyla vysSi nez
0,5 %, coz nijak neovlivhuje Zivotaschopnost pouZitych bunék. Bunky
oSetfené uvedenymi latkami byly inkubovany pfi 37°C a v 5% atmosféie
oxidu uhli¢itého po dobu 1 hodiny.

3. Po inkubaci bylo odstranéno kultivacni médium s komplexy a bunky byly
oplachnuty PBS 1x.

4. Nasledné bylo pfidano 100 ul/jamka EBSS a urCené 96 — jamkové desky
s burfikami byly ozafovany UVA (Amax = 365 nm) po dobu 30 minut.
Ozarovanym i neozafovanym bunkach bylo odstranéno EBSS, byly promyty
PBS 1x a bylo k nim pfidano 200 pl/jamka plnohodnotného média DMEM.

5. Cytotoxicita testovanych komplexd byla stanovena po 24 hodinach

(recovery) pomoci MTT testu.
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4.2.4 Stanoveni cytotoxicity komplexti pomoci MTT testu
Principem MTT testu je redukce Zlutého MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-

difenyltetrazolium bromidu) mitochondrialnimi enzymy ZzZivych bunék na tmavé

fialovy formazanovy derivat (Obrazek 7). Tento derivat je v burfikach uchovan ve

formé nerozpustnych krystalu, které jsou nasledné rozpustény v DMSO. Pocet

zivych bunék je pfimo umérny intenzité fialového zbarveni.
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Obrazek 7: Redukce 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromidu na

formazanovy derivat.

1.

3.

Po plsobeni testovanych komplexu (viz vySe) na bunky byl proveden test
MTT. Bunky byly oSetfeny 10 pl na jamku pfipraveného roztoku MTT
o koncentraci 5 5 pg * mlt. Buriky byly inkubovany za kultivacnich

podminek s roztokem MTT po dobu 4 hodin.

. Po inkubaci bunék s MTT roztokem bylo z desek odstranéno médium

a pfipipetovano 100 ul DMSO/jamka, které slouzilo k rozpusténi vzniklych
formazanovych krystald.

Vyhodnoceni Zivotaschopnosti bunék bylo provedeno pomoci absorpéniho
spektrometru zméfenim absorbance pfi 570 nm (referenéni vinova délka
630 nm).

Nasledné byly hodnoty namérfené spektrometrem zpracovany pomoci
programu Microsoft Excel a GraphPad a byly zjiStény hodnoty [Cso
(koncentrace slouceniny, pfi které prezije 50 % bunék). Hodnota ICso byla
stanovena z kfivek vynesené zavislosti preziti bunék (%) na koncentraci
cDDP ¢&i CIS komplexu (umol * I'1).
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4.2.5 Stépeni savéi DNA in vitro
Plasmidova DNA pUC19 byla modifikovana cDDP a CIS komplexem na stanovené
hodnoty ri (poet molekul komplexu teoreticky navazanych na jednom nukleotidu).
Pro tento experiment hodnota ri = r» (poCet molekul komplexu skuteéné
navazanych na jednom nukleotidu) €inila 0,02.
Byly pfipraveny reakéni smési s testovanymi komplexy a kontrola dle
tabulky 1. Zasobni roztoky byly o koncentraci 3,1 * 103 mol * I pro DNA,
5*10“ mol *I'* pro cDDP a CIS komplex.
Nasledné byly smési inkubovany pfi 37°C po dobu 24 hodin ve tmé.
Po inkubaci byly vzorky rozdéleny na dvé poloviny, kdy prvni ¢ast vzorku
nebyla ozafovana a druha &ast vzorkd byla ozafovana UVA zafenim
pomoci fotoreaktoru Luzchem (Amax = 365 nm) po ruzné dlouhou dobu
(0, 5, 10 a 20 minut).
Vzorky byly po ukon€eni inkubace smichany s bromfenolovou modfi
a napipetovany do gelu dle tabulky 2. Nasledné byly vzorky podrobeny
nativni agarézové elektroforéze (1% agardzovy gel v elektroforetickém
pufru TAE 1x) pfi laboratorni teploté a napéti 0,8 V/icm.
Po ukonceni elektroforézy byl agarézovy gel se vzorky obarven
fluorescencnim interkalacnim barvivem ethidium bromidem (EtBr). Vzorky

byly vizualizovany pomoci transiluminatoru a nasledné byl gel vyhodnocen.

Tabulka 1: Rozpis pripravy reakénich smési s testovanymi komplexy

10 mmol * I'1
DNA [ul] NaClOa4 [pl] komplex [ul]
K 23 577 -
cDDP 23 574 3
CIS komplex 23 575,4 1,6
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Tabulka 2: Rozpis jednotlivych vzorkl pipetovanych do elektroforetického gelu

Cislo vzorku délka ozafovani [minuty] komplex

20 -

5
10 cDDP
20

5
10 CIS komplex
20

Boo~Noobswnek

4.2.6 Comet assay

Comet assay, znama také pod nazvem gelova elektroforéza s jednotlivymi
burikami (jadry), je jednoducha a vSestranna metoda pro detekci poSkozeni DNA
pfimo v bunkach. Tato metoda byla popsana védci Ostlingem a Johnsonem v roce
1984, ktefi neuzivali termin ,kometa“, ale popsali ocas jako DNA uvolnénou
z nadSroubovicového vinuti. Pozdéji byla tato metoda upravena Singh et al v roce
1988 (Kumaravel, 2009; Beedanagari et al, 2014).

Comet assay umoznuje detekci prfedevsim jedno- &i dvouretézcovych zlomu
na DNA. Tento experiment spociva v rozdilné rychlosti migrace, kdy poskozena
DNA migruje béhem elektroforézy rychleji oproti nepoSkozené DNA. Pravé
neposkozena DNA zlstava zakotvena ve vrstvé agarézy a migrujici poSkozena

DNA tak pfipomina tvar komety (Obrazek 8).

Obrazek 8: Obrazek ukazujici ,kometu“ vzniklou poskozenim DNA zahrnujici
hlavu (neposkozenou DNA) a ocas (poSkozenou DNA; pfevzato z Beedanagari,
2014).
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1.

HeLa buriky byly nasazeny na 6 cm Petriho misky v po¢tu 106 bunék/miska
v 4 ml média DMEM a inkubovany po dobu 24 hodin. Nasledné byly bunky
oSetfeny testovanymi komplexy o koncentraci 30 ymol * I'1 dle tabulky 3

a inkubovany 24 hodin za kultivaénich podminek.

Tabulka 3: Rozpis pfipravy vzorku s testovanymi komplexy pro comet assay

Cislo vzorku komplex délka
ozarovani
UVA [minuty]

1 - -
2 - 30
3 CIS -
4 CIS 30
5 cDDP -
6 cDDP 30

vzorek €.1 a 2 byly pouzity jako negativni kontrola

Po dokonc€eni inkubace bylo bunkam odsato médium, byl proveden oplach pomoci
PBS 1x a byly pfidany 2 ml EBSS. Zvolené vzorky byly ozafeny UVA (Amax = 365

nm; 5 J/cm?) po dobu 30 min pomoci ozafovace Luzchem (viz Tabulka 3). Buriky

byly poté oplachnuty PBS 1x a inkubovany po dobu 1 hodiny v kompletnim

kultivadnim médiu.

2.

3.

Buriky byly sklizeny pomoci sterilni Skrabky a pfeneseny do falkony s 10 ml
PBS 1x.

Obsah falkon byl zcentrifugovan pfi 2500 otackach po dobu 3 minut. Buriky
byly resuspendovany v1 ml PBS 1x (timto byla ziskana suspenze
obsahujici 1,5 * 108 bunék/ml).

4. Alkalicka comet assay probihala na podloznich sklech potazenych dvéma

tenkymi vrstvami 1% nizko tuhnouci agarézy v PBS (Low Melting Point

agarose; LMP). Na podlozni sklo bylo napipetovano 100 pl 1% LMP

agarozy v PBS a rovnomérné roztazeno pomoci druhého podlozniho skla.

Tato vrstva tuhnula pfes noc za laboratorni teploty. Dale byla stejnym
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zplsobem nanesena druha vrstva, ktera tuhnula po dobu 1-2 hodin za
laboratorni teploty.

5. Do lyza¢niho roztoku byl pfed samotnou lyzi bunék pfidan viskézni
detergent 1% Triton X100 a spole¢né s roztokem pro elektroforézu byly
roztoky chlazeny v chladicim boxu.

6. 1% LMP agardza v PBS byla rozvafena v mikrovinné troubé a umisténa do
vodni lazné nastavené na 40°C . Dale bylo do pfipravenych mikrozkumavek
typu Eppendorf pfidano 140 pl této agarosy a 60 ul vzorku pfipravenych
v kroku ¢.4.

7. Z pfipraveného roztoku LMP agarosy v PBS smichaného s bunéénou
suspenzi bylo odebrano 100 ul, naneseno na podlozni sklo se dvéma
vrstvami 1% LMP agarosy v PBS a prekryto krycim sklem. VSe bylo
provedeno v duplikatu. Skla se inkubovala po dobu 30 minut na ledu. Po
ztuhnuti agardzy byla kryci skla odstranéna a podlozni skla se vzorky byla
ponofena do lyzacniho roztoku, ktery rozrusil membrany bunék. Vzorky byly
inkubovany pfi 4°C po dobu 16 hodin (pfes noc)

8. Po lyzi bunék byla podlozni skla promyta v dH20 a nasledné ponofena do
elektroforetické vany s vychlazenym elektroforetickym roztokem na dobu
1 hodiny, béhem které nastalo rozvolnéni DNA. Elektroforeticka vana byla
pfipojena ke zdroji stejnosmérného napéti a probéhla elektroforéza pfi 4°C,
0,4 V/cm po dobu 20 minut.

9. Po ukonceni elektroforézy byla podlozni skla proplachovana 3krat po dobu
5 minut v neutralizacnim pufru.

10.Jaderna DNA lokalizovana v agaréze na podloznim skle byla zviditelnéna
pomoci fluorescencéniho barviva EtBr (2 ug * ml2).

11.PoSkozeni DNA vlivem testovanych komplext bylo hodnoceno u padesati
nahodné vybranych jader pro kazdy vzorek pomoci invertovaného
fluorescenéniho mikroskopu Olympus. Toto poskozeni bylo nasledné
zafazeno do skupin intenzity poskozeni NO — N4 (NO znacéni nejmensi
poskozeni a N4 je nejvysSi stupen poskozeni DNA; Obrazek 9).

12.Celkové poskozeni DNA bylo vypocitano dle vzorce:

(NO.0) + (N1.1) + (N2.2) + (N3.3) + (N4.4); kde NO — N4 jsou stupné poskozeni
DNA (viz vySe)
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Obrazek 9: Vizualni klasifikace komet do tfid poskozeni dle Collinse (1995).

Na obrazcich jsou lymfocyty barvené DAPI (pfevzato z Kumaravel, 2007)
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Test cytotoxicity

Pomoci standartnino MTT testu byla stanovena cytotoxicita CIS komplexu se
zaméfenim na testovani vlivu UVA zafeni na cytotoxickou aktivitu tohoto
komplexu. Pro srovnani byl stejny experiment proveden také s cisplatinou.
Buriky byly oSetfeny testovanymi komplexy o fadé rlznych koncentraci
(viz Materidl a metody). Nejvyssi pouzitd koncentrace ¢inila 50 pmol * I1  pro
cDDP a 100 pymol * I pro CIS komplex. Jedna Cast bunék s komplexy byla
ozarena UVA zafenim (Amax = 365 nm) a druha cCast byla ponechana ve tmé.
Jak jiz bylo feCeno, pro stanoveni zivotaschopnosti bunék byl pouzit standardni
MTT test. Mitochondrialni enzymy zZivych bunék redukovaly Zluty MTT na fialovy
formazan. Tuto mitochondrialni metabolickou aktivitu vykazuji pouze zivé buriky,
a proto intenzita fialového zbarveni je pfimo umérna poctu zZivych bunék. Hodnoty
ICs0 testovanych komplext byly stanoveny pomoci programu GraphPad (Tabulka
4). V pripadé HelLa bunék oSetfenych cDDP ozafenych i neozafenych byly
hodnoty ICso vy8Si nez maximalni koncentrace této latky pouZita pro testy, tedy
50 umol * I, coz znac¢i 100% zivotaschopnost bunék v rozmezi koncentraci
0 — 50 ymol * IX. V porovnani s daty v publikaci (Starha et al, 2016) se hodnoty
ICso pro cDDP I[iSi. Ve zminéné publikaci hodnoty ICso pro cDDP ¢ini
30.4 + 11.0 ymol * . Rozdilnost v hodnotach je zplsobena dobou bunécéné
akumulace, po kterou byly buriky vystaveny pusobeni tohoto komplexu. V nasem
pfipadé doba bunécné akumulace trvala 1 hodinu. Za dany €asovy usek cDDP
pronikne do burnky a nasledné k svému biologickému cili, tedy DNA v jadfe HelLa
bunék, mnohem méné nez v pfipadé pouzité delSi doby inkubace, ktera Cinila ve
zminéné publikaci 24 hodin. BEhem experimentl v nasi laboratofi s pouzitou kratsi
dobou inkubace jsme tedy zaznamenali vySSi hodnotu ICso pro cDDP.
V tomto experimentu s cDDP nebyly voleny vy$Si koncentrace cDDP nez
50 umol * I, jelikoz zafeni nema vliv na cytotoxicitu této latky, ktera byla pouzita
jako kontrola.

Byl také vyhodnocen cytotoxicky uc€inek CIS komplexu. V pfipadé
neozarenych bunék byly hodnoty ICso opét vysSSi nez maximalni koncentrace CIS
komplexu, kterou byly buriky oSetfeny. V rozmezi koncentraci 0 - 50 ymol * I'* bez
ozafeni nemél CIS komplex zadny efekt na nadorové buriky a byl tedy netoxicky
ve tmé, coz je optimalni vlastnost pro praktické vyuziti. Komplex, ktery je ve tmé
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neaktivni nebo vykazuje pouze nizkou cytotoxicitu, nepusobi pfi prachodu
organismem na normalni zdravé burfiky a mize tak zpusobovat mensi nezadouci
vedlejSi ucinky v porovnani s konvenénimi cytostatiky. U bunék vystavenych UVA
zareni (Amax = 365 nm) byla hodnota ICso 5.197 £+ 0.9 pmol * I,
V pripadé CIS komplexu tedy UVA zafeni zpUsobilo cytotoxicky ucinek této latky
na nadorové bunky (Tabulka 4). Pomoci programu GraphPad byly také vytvoreny
prezivaci kfivky zavislosti HeLa bunék na koncentraci testovaného komplexu po
ozareni, kdy reprezentativni kfivka je uvedena nize (viz Graf 1). Cytotoxicka
aktivita CIS komplexu v ozafenych vzorcich byla zfejmé zplUsobena v dusledku
produkce ROS, které by mohly indukovat Stépeni DNA. Tato teorie byla tedy
nasledné ovéfovana v dalSich experimentech in vitro v bezbunééném médiu, kdy
bylo sledovano Stépeni plasmidové DNA, a dale pfimo v bunkach s vyuzitim
metody comet assay.

Za cytotoxickou aktivitu komplexu CIS po ozafeni vzorkd UVA mohlo byt
také zodpovédné preskupeni aduktd tvofenych danou latkou na DNA. Po tmé
vznika na DNA urdité spektrum aduktl pouzité latky, kdy po ozafeni muize
dochazet k preskupovani téchto aduktl na adukty zpusobujici vétSi poSkozeni
DNA a tedy vyvolavajici v kone¢ném disledku v burikach silng;jSi cytotoxicky efekt.

Cytotoxicky ucinek cDDP a CIS komplexu se tedy liSi z divodu rozdilného
mechanismu ucinku téchto komplexd. O cDDP je znamo, Ze ji nelze aktivovat
svétlem, a proto bychom ani v pfipadé oSetieni bunék vyssi koncentraci cDDP,
nez v nami pouzitim rozmezi koncentraci 0 — 50 ymol * I1, nedetekovali rozdil

mezi cDDP neozarenou a ozarenou UVA zarenim.

Tabulka 4: Hodnoty ICso pro cDDP a CIS komplex pfed a po ozafeni?

komplex ICso [umol * 1]

tma UVA
cDDP > 50 >50
CIS komplex >100 5.197 £ 0.9

aExperimenty byly provedeny v triplikatu.
Vysledky jsou vyjadfeny jako primér + SD tfi nezavislych méreni.
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Graf 1: Prezivaci kfivka zavislosti viability HeLa bunék na koncentraci CIS
komplexu (cis-[PtCl2(NHz)(1M7Al)]) po ozafeni UVA po dobu 30 min.

Stépeni savéi DNA

Jak jiz bylo fe€eno, biologickym cilem cDDP je DNA v jadfe bunék. Béhem
predbéznych experimentu bylo zjisténo, ze také testovany CIS komplex se vaze
na DNA. V dalSim experimentu bylo testovano, zda CIS komplex v kombinaci
s ozarenim UVA ma vliv na plasmidovou DNA v bezbuné&ném meédiu.

Pro experiment byl pouzit komeréné dodavany plasmid pUC19, ktery je ve
své zakladni formé tvofen uzavienou kruhovou (supercoiled, SC) DNA. Plasmid
byl modifikovan cDDP a CIS komplexem v prostiedi 10 mmol * I NaClOs
(optimalni pro vazbu téchto latek na DNA). Nasledné byly vzorky podrobeny
nativni agarézové elektroforéze. Ve vzorcich modifikovanych CIS komplexem
a ozarenych po dobu 5, 10 a 20 minut (Obrazek 10) bylo pozorovano $tépeni
plazmidové DNA. PUC19 v superhelikalni formé byla Stépena na otevienou
kruhovou formu (open-circular, OC) DNA. Tento efekt mohl byt zptsoben vlivem
tvoroy ROS béhem ozafovani CIS komplexu, pravdépodobné singletového
kysliku. Tento efekt Stépeni nebyl pozorovan v neozafenych vzorcich ani
ve vzorcich DNA modifikovanych cDDP (Obrazek 10).

Rozdil ve struktufre cDDP a CIS komplexu spoc€iva v nahrazeni jednoho
NH3 ligandu za 1-methyl-7azaindolovy ligand (1M7Al). Aby bylo prokazano
Stépeni DNA CIS komplexem, ktery obsahuje ligand 1M7Al na centralnim atomu
Pt, byl proveden experiment se samotnym ligandem 1M7Al a plasmidovou DNA
pUC19. Z vyhodnoceni elektroforetického gelu je zfejmé, Ze samotny ligand
plasmidovou DNA nikterak neovliviiuje (Obrazek 11). Nukleazovy efekt Stépeni
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plasmidové DNA ma tedy pouze 1M7AI ligand navazany na centralnim atomu Pt
ve strukture testovaného CIS komplexu.

Z obrazku 8 je patrné, Ze se zvysujici se délkou doby ozafovani ve vzorcich
modifikovanych CIS komplexem, klesa intenzita pasu odpovidajiciho SC DNA
(supercolied forma = uzaviena plasmidova DNA) a také klesa superhelikalni
hustota. Toto snizeni hustoty v dusledku odvijeni dvoijité Sroubovice zpUlsobuje
snizeni rychlosti migrace pfes agarézovy gel a umoznuje tak pozorovat efekt
Stépeni, pfi némz prechazi jedna forma DNA v druhou (Keck a Lippard, 1992).
Soucasné vzrlsta intenzita pasu odpovidajiciho OC formé DNA, coz znaci Stépeni
plasmidové DNA, které pozorujeme pouze v pripadé CIS komplexu. U kontrolnich
vzorku a vzorkd modifikovanych cDDP, neozafovanych ani ozafovanych, Stépeni

plasmidové DNA nebylo detekovano.

Obrazek 10: 1: K- neozareny vzorek (DNA); 2: K- DNA ozafena po dobu 20 min;
3: cDDP neozarena; 4-6: cDDP ozafeni UVA po raznou dobu (5, 10, 20 min);
7: CIS komplex neozafeny vzorek; 8-10: CIS komplex ozafeni UVA po rdznou
dobu (5, 10, 20 min).

Obrazek 11: Plasmidova DNA s 1M7AI ligandem; 1: K- neozafeny vzorek (DNA);
2. K- ozéfena po dobu 20 min; 3: 1M7AIl neozafeny vzorek; 4-7: 1M7Al ozareni
UVA po riiznou dobu (5,10,15 a 20 min).
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Comet assay
V predchozim experimentu bylo zjisténo, Zze CIS komplex vykazuje po ozafeni
UVA nukleazovou aktivitu na DNA, ktera muze byt zodpovédna za fototoxicitu
uvedeného komplexu. Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda tento efekt
probiha také v prostredi zivych bunék. Pro tento ucel byl zvolen kometovy test
(comet assay).

Béhem kometového testu nejprve dochazi plsobenim lyzacniho roztoku
s detergentem Tritonem X100 k naruSeni membrany bunék. V tomto roztoku jsou
ve vysokych koncentracich pfitomny soli, které odstranuji buné&né membrany,
objem bilkovin, cytoplazmu a naru$uji nukleosomy a histony (Shukla et al, 2018).
Nasledné se samotna DNA ovlivhéna testovanou latkou, v naSem pfipadé Stépena
CIS komplexem, pohybuje v agarézovém gelu vlivem elektrického pole ven z jadra
buriky a formuje se do specifického tvaru pfipominajiciho kometu. Metodou comet
assay bylo v naSi praci prokazano, ze vlivem plsobeni CIS komplexu na jadernou
DNA nastava fragmentace fetézcu této biomakromolekuly (Obrazek 12 a 13).

Celkové poskozeni DNA je zaznamenano v grafu 2, ze kterého muzeme
konstatovat, ze schopnost CIS komplexu $tépit jadernou DNA bunék po ozareni
UVA vyrazné vzrostla. V porovnani s hladinou fragmentace DNA u kontrolnich

vzorkU je hladina fragmentace DNA CIS komplexem az 2,5 krat vySsi.
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1

Obrazek 12: Comet assay; 1: kontrola neozarena; 2: CIS komplex neozareny

Obrazek 13: Comet assay; 1: kontrola ozafena; 2: CIS komplex ozafeny UVA

zarenim

Béhem jinych vyzkuma bylo zjisténo, Ze fragmentaci DNA zpusobuiji takeé
dalsi platinové komplexy obsahujici 7-azaindolovy ligand, a to cis-[PtCl2(3-Chloro-
7-azaindol)2] a cis-[PtCl2(3-lodo-7-azaindol)2]. Bylo vSak prokazano, Ze tyto
komplexy indukuji fragmentaci DNA napf. v bunkach A2780 v dusledku
apoptotickych procest (Muchova et al, 2013). Nejedna se tedy o latky, jejichz
ucinnost by byla spojena s tvorbou reaktivnich forem Kkysliku a ovlivnitelna

kombinaci se zarenim.
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Graf 2: Stépeni DNA v HelLa burkach oSetfenych CIS komplexem. K: kontrola
neozarena, K: UVA ozafena po dobu 30 min, CIS komplex neozafeny, CIS

komplex UVA ozafeni po dobu 30 min
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6 ZAVER

Teoreticka ¢ast této prace se vénuje prvnimu klinicky pouzivanému cytostatiku na
bazi platiny — cisplatingé, jejimu mechanismu u¢inku a dal§im analogim. Dale se
prace zabyva fotochemoterapii vIéCbé nadorovych onemocnéni, jeji historii,
samotnym mechanismem ucinku a také rozdélenim PS, které jsou kliCové pro
spravné fungovani této terapie. Na konci teoretické Casti jsou shrnuty poznatky
o fotoaktivovatelnych proléCivech na bazi platiny, ktera byla vyvinuta ve snaze
snizit nezadouci vedlejSi u€inky konvencnich platinovych cytostatik a jsou nyni
testovana pro vyuZiti v protinadorové terapii.

V experimentalni €asti byl pak studovan vliv nového derivatu cisplatiny,
konkrétné, cis-[PtCl2(NH3)(IM7AIl)] (IM7Al = 1-methyl-7-azaindol; CIS komplex)
na DNA a na bunéénou linii HeLa odvozenou od maligniho adenokarcinomu
délozniho Cipku. Konkrétné byla testovana cytotoxicita a schopnost uvedeného
komplexu Stépit DNA in vitro (v bezbunééném meédiu) a v HelLa bunkach pfed a po
ozareni UVA. U dané linie byl pomoci MTT testu prokazan zvySeny cytotoxicky
uCinek CIS komplexu po ozareni UVA zafenim. Pro srovnavaci ucely byl proveden
stejny experiment i s cisplatinou, jejiz uc€inek na nadorové buriky nebyl nijak
ovlivnén svétlem, coz je v souladu s experimentalnimi daty dalSich studii.
Dale byla prokazana schopnost CIS komplexu v kombinaci s UVA zafenim $tépit
DNA in vitro a také v nadorovych bunkach. Popsané ucinky CIS komplexu mohly
byt mimo jiné zpusobeny tvorbou ROS, coz bude potvrzeno béhem dalSi prace.
Na zakladé ziskanych vysledku se testovany platinovy CIS komplex jevi jako

slibny kandidat pro vyuziti v protinadorové terapii.
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