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1. ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biologickych a lékaFskych véd

Studijni obor: Bioanalyticka laboratorni diagnostika ve zdravotnictvi
Autor: Bc. Katefina Hrabalova

Vedouci diplomové prace: PharmDr. Jana Urbankova Rathouska, Ph.D.
Konzultant: Mgr. Eva Peterova, Ph.D.

Nazev: Organokovové komplexy — cytotoxické ucinky na burky ovaridlnich karcinom{

Uvod a cil prace: Epitelidlni ovaridlni karcinomy, jakoZto nejbé&ingji se vyskytujici
malignita postihujici vajecniky, jsou v soucasnosti stale velkou terapeutickou vyzvou. Je
to dano nespecifickymi symptomy, pozdni diagnostikou, velmi vysokym procentem
mortality a Spatnou progndzou. Stav pacientek také negativné ovliviiuje casty vyskyt
rekurentnich forem onemocnéni, ktery provazi rezistence nddorovych bunék na
konvencni chemoterapii, jako je cisplatina. VSechny uvedené faktory spolu uzce
souviseji a je zfejmé, Ze ovarialni karcinomy predstavuji problém jak zdravotnicky, tak i
socidlni. Ztoho vyplyvad potieba zavddét nové mozZnosti terapie, které by vyreSily
problém rezistentnich rakovinovych bunék. Protinddorovy potencial vykazuji i
neplatinové komplexy prechodnych kovd, jejichz ucinky jsou aktivné zkoumany. Cilem
této prace bylo studium vlivu organokovovych komplexti na bazi osmia na bunécné

linie ovaridlnich karcinomu na cisplatinu senzitivnich i rezistentnich.

Metody: Pro nase ucely jsme pouZili bunééné linie lidského karcinomu ovaria, které
jsou charakteristické senzitivitou (A2780) a rezistenci (A2780cis) k cisplatiné. Stanovili
jsme hodnoty ICso pro komplex OsPB a jeho degradacni produkty OsABPT, OsSCH1 a
NaPB. Nasledné jsme vybrali vhodné komplexy k dalSim in vitro testim cytotoxicity —
stanoveni viability pomoci trypanové modfri, laktatdehydrogenasy a aktivity kaspas. Pro
srovnani efektu sledovanych komplex( jsme pro jednotlivé experimenty testovali

soucasné cisplatinu o stejné koncentraci.



Vysledky a zavér: Na zakladé nasich vysledkl jsme zjistili, Ze nejvétsi Ucinnosti na obé
bunécné linie vykazoval komplex OsPB. Zaroven jsme zaznamenali jeho vyssi
cytotoxicky efekt v porovnani scisplatinou o stejné koncentraci. Komplex OsSCH1
vykazoval mensi cytotoxické ucinky, kdezto OsABPT a NaPB byly neucinné. V souhrnu
tato prdce dokazuje, Ze v nadchdzejicich letech by mély byt organokovové komplexy na
bazi osmia dale zkoumany pro jejich slibnou protinddorovou aktivitu jako nastroj

k prekonani nevyhod chemoterapie na bazi platiny.

Klicova slova: ovarialni karcinomy, organokovové komplexy, cisplatina, rezistence



2. ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biological and Medical Sciences

Study program: Bioanalytical Laboratory Diagnostics in Healthcare
Author: Bc. Katefina Hrabalova

Supervisor: PharmDr. Jana Urbankova Rathouska, Ph.D.
Consultant: Mgr. Eva Peterova, Ph.D.

Title: Organometallic complexes — cytotoxic effects on ovarian carcinoma cells

Introduction and background: Epithelial ovarian carcinomas, as the most common
ovarian malignancy, are still a major therapeutic challenge today. It is due to non-
specific symptoms, late diagnosis, a very high mortality rate, and poor prognosis. The
condition of patients is also negatively affected by the frequent occurrence of
recurrent forms of the disease, which is accompanied by the resistance of cancer cells
to conventional chemotherapy such as cisplatin. All the mentioned factors are closely
related, and it is clear that ovarian cancers represent both a medical and a social
problem. This results in the need to introduce new therapy options to solve resistant
cancer cells. The anti-tumor potential is also shown by non-platinum complexes of
transition metals, the effects of which are being actively investigated. This work aimed
to study the impact of osmium-based organometallic complexes on cisplatin-sensitive

and resistant ovarian cancer cell lines.

Methods: For our purposes, we used human ovarian carcinoma cell lines characterized
by sensitivity (A2780) and resistance (A2780cis) to cisplatin. We determined the ICso
values for the OsPB complex and its degradation products OsABPT, OsSCH1, and NaPB.
Subsequently, we selected suitable complexes for further in vitro cytotoxicity tests -
determination of viability using trypan blue, lactate dehydrogenase, and caspase
activity. To compare the effect of the monitored complexes, we simultaneously tested

cisplatin at the same concentration for individual experiments.



Results and conclusion: Based on our results, we found that the OsPB complex
showed the greatest effectiveness on both cell lines. At the same time, we noted its
higher cytotoxic effect compared to cisplatin at the same concentration. The OsSCH1
complex showed minor cytotoxic effects, whereas OsABPT and NaPB were ineffective.
Overall, this work demonstrates that in the coming vyears, osmium-based
organometallic complexes should be further investigated for their promising anti-
tumor activity as a tool to overcome the disadvantages of platinum-based

chemotherapy.

Keywords: ovarian carcinomas, organometallic complexes, cisplatin, resistance
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3. POUZITE ZKRATKY

Zkratka Vyznam zkratky
A2780/A2780cis . Bunécne linie lidskeho
ovaridlniho karcinomu
A549 i Bunécna I|n.|e Ildskeho
adenokarcinomu plic
A f Diff .
ssessment'o . Terent Model pro hodnoceni
ADNEX Neoplasias in the . v oy
ultrazvukového vysetreni
Adnexa
ANOVA Analysis of variance Analyza rozptylu
Apoptotic protease S .
Apaf-1 activating factor 1 Proapopticky protein
ATPase copper T
ATP7A/ATP7B ATP
/ transporting alpha/beta asa, transportér medi
Bcl-2 B-cell lymphoma Antiapopticky protoonkogen
P K koduiiel -
BRAF B-Raf proto-oncogene rotookogen kédujici protein
B-Raf
Tumor-supresorové geny
BRCA1/2 Breast cancer genes spojené s ovarialnimi
karcinomy
BRCA1-i i i
BRIP1 ¢ mterfctlg protein BRCA1 interagujici protein 1
CA 125 Cancer antigen 125 Nadorovy antigen 125
CO: - Oxid uhlicity
Ccp Cisplatin Cisplatina
CcT Computed tomography Pocitacova tomografie
CTR1 Copper transporter 1 Transportér médi typu 1
DMSO - Dimethylsulfoxid
DNA Deoxyribonucleic acid Deoxyribonukleova kyselina
Eoitheli -
EOC pithelial ovarian EpitelidIni ovaridlni karcinom

carcinoma
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Membranovy protein

FasL Fas ligand iy . .
ucastnici se apoptozy
FBS Fetal bovine serum Fetalni bovinni sérum
Fe . Zelezo
HCT116 i Bu‘necna linie Illdskefjo
karcinomu tlustého stfeva
Human epididymis L o .
HE4 protein 4 Lidsky epididymalni protein 4
IC Inhibition concentration Inhibi¢ni koncentrace
Kirsten rat sarcoma virus (l)vnkog(,erj kos:lupu prot’em’
KRAS Ucastnici se intraceluldrni
oncogene homolog . .
signalizace
LDH - Laktatdehydrogenasa
MLH1 MutL homolog 1 Gen MMR systému
MMR Mismatch repair genes | Geny opravujici chyby v DNA
MSH2 MutS homolog 2 Gen MMR systému
NAD*/NADH Oxidovana a redukovanda forma NAD koenzymu
[ImH][trans-RuCls(DMSO)(Im)], kde Im=imidazol,
NAMI-A . .
DMSO=dimethylsulfoxid
NaPB 4-fenylbutyrat sodny
Nucleotide excision Proteiny opravujici chyby v
NER .
repair DNA
Os - Osmium
OsABPT [0s(n®-pcym)(ABPT)CI]PFe
OsPB [0s(n®-pcym)(SCH1)(PB)]PFe
OsSCH1 [Os(n®-pcym)(SCH1)CI]PFe
PALB2 Partner and localizer of | Gen kddujici protein, ktery je
BRCA2 soucasti komplexu BRCA2
Poly(adenosine . s
PARP diphosphate-ribose) Poly(adenosindifosfat-ribosa)

polymerase

polymerasa
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PBS

Phosphate-buffered
saline

Fosfatovy pufr

PC3

Bunécna linie lidského
karcinomu prostaty

PET/CT

Positron emission
tomography and
computed tomography

Pozitronova emisni
tomografie s pocitacovou
tomografii

PTCH1/2

PTCH genes encoding
protein patched
homologues

PTCH geny kddujici PTCH
proteiny

RAD51C/D

RAD51 genes encoding
RAD51 protein
homologues

RAD51 geny kédujici RAD51
proteiny

RPMI

Kultivaéni médium

Ru

Ruthenium

SD

Standard deviation

Smérodatna odchylka

SRB

Sulforhodamine B

Sulforhodamin B

STIC

Serous tubal
intraepithelial
carcinoma

Serdzni tubarni
intraepitelidlni karcinom

STK11

Serine/threonine kinase
11

Serin/threonin kinasa 11

SUFU

Gene encoding
suppressor of fused
homolog

Gen koduijici supresor
fuzovaného homologu

TP53

Tumor protein p53

Tumor-supresorovy gen
kdduijici protein p53

uv

Ultraviolet

Ultrafialové zareni

VEGF

Vascular endothelial
growth factor

Vaskularni endotelialni
rastovy faktor

WST-1

4-[3(4-jodfenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5tetrazolio]-1,3-
benzen disulfonat
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4. UVOD

EpitelidIni ovaridlni karcinom je nejcastéjSim malignim typem rakoviny vajecniku.
Jedna se o nejsmrtelnéjsi zhoubny gynekologicky nador u Zen. Velkym problémem
zUstava neudinny screening, ktery by pomohl odhalit nddor v raném, a tedy dobre
[éCitelném stadiu, a dale vagni symptomy pfipominajici nezhoubné stavy. Proto je
drtivd vétsina pripadl diagnostikovdna az ve stadiu lll nebo IV, kdy progndza neni

pfizniva (Roett a Evans, 2009; Stewart et al., 2019).

Platnaté komplexy, mezi které se fadi i velmi dobfe znama cisplatina, se béziné
pouzivaji v protinddorové terapii riznych nadorovych onemocnéni, véetné ovarialnich
karcinomu. Radikalni chirurgicka operace a kombinace platinového derivatu s taxanem
reprezentuji v rdmci chemoterapie standardni postup prvni volby pro |é¢bu ovaridlnich
karcinomu. V nékterych pfipadech je indikovdna i cilend |écba, jako je napfiklad
antiangiogenni Ié¢ba nebo inhibitory poly(adenosindifosfat-ribosa) polymerasy (PARP)

(Roztocil, 2024).

Citlivost na chemoterapeutika je klicovym parametrem |écebné Gcinnosti. | pres
to, Ze je klinicky Uspéch chemoterapeutik na bazi platiny nesporny, jednou z hlavnich
vyzev se stala Castd tendence onemocnéni k recidivam, kdy nadorové buriky prestavaji
byt chemosenzitivnimi (Chandra et al., 2019; Zavesky, 2011). Lékova rezistence se jako
obranna reakce nddorovych bunék béhem kancerogeneze a Iékové terapie vyviji a jeji
mechanismus je komplexni. Z toho dlvodu je snahou vyvinout terapeutické mozZnosti
s cilem prekonat rezistenci v{ci cisplatiné a zdroven snizit nezadouci ucinky, které jsou

spjaty s jejim podanim (Song et al., 2022).

Jednu ze strategii pro dosaZeni tohoto cile predstavuje vyzkum novych
organokovovych komplex( na bazi prechodnych kovi odlisnych od platiny. Tyto

komplexy maji potencial pro vyvoj novych protinddorovych Iékd (Anand et al., 2024).

V této praci jsme se vénovali srovnani ucinku organokovovych komplex( na bazi
osmia s cisplatinou na bunéénych liniich karcinomu ovaria citlivych a rezistentnich na

cisplatinu.
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5. ZADANI - CiL PRACE

Cilem predkladané diplomové prace je testovani cytotoxickych ucink
organokovovych komplexi na bazi osmia jako potencidlnich chemoterapeutik
v protinadorové |écbé. Jejich ucinnost je porovnana s klinicky bézné uZivanym
cytostatikem cisplatinou (CP) na bunécné linii karcinomu ovaria A2780 a na jeji
cisplatina-rezistentni verzi A2780cis. Tato prace rovnéZ obsahuje souhrn teoretickych

informaci pro pochopeni dané problematiky.
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6. TEORETICKA CAST

6.1 Ovarialni karcinomy

6.1.1 Zakladni charakteristika onemocnéni

Pod pojmem ovarialni karcinomy neboli rakovina vajecnikl se skryvaji zhoubné
(maligni) nadory zpovrchového epitelu vaje¢niku, které mohou vznikat nejen
v ovariich, ale analogicky i ve vejcovodech a na peritoneu, diky spole¢nému
vyvojovému zdkladu téchto tkani v milleridnskych duktech. Ovarialni karcinomy nelze
definovat jako jedno jediné onemocnéni, nybrz skupinu zahrnujici Siroké spektrum
zcela odlisSnych typU nadord (Roztocil, 2024). Podrobnéjsi klasifikace nador( ovarii

bude popsana v dalsi kapitole.

Ovaridlni karcinomy, byt nejsou malignitou s nejvyssi incidenci v populaci, patfi ke
gynekologickym nadorim s nejvyssi mortalitou a nepfiznivou progndzou. Epitelidlni
ovarialni karcinomy (EOC) zaujimaji nejvétsi pocet ze vSech malignich nadorU ovaria, a
jednd se proto o kli€ovou skupinu nador( z pohledu diagnostiky a terapie (Finek a
Zikan, 2023; Moukovd, 2023). Ve skutecnosti totiz neni velké procento ovaridlnich
karcinomu diagnostikovano dfive, nez onemocnéni postoupi do pokrocilych a obtizné
[écitelnych stadii 1l nebo IV, kdy je jiz nador rozsifen mimo malou panev (Stewart et

al., 2019; Spacek et al., 2018).

6.1.2 Histopatologicka klasifikace

Nadory ovarii, které charakterizujeme jako nadory pravé, lze v zakladu rozdélit dle
jejich biologického chovani na benigni, hrani¢ni (borderline nadory ¢i dfive nadory
s nizkym malignim potencidlem) a maligni (Rob et al., 2008; Roztocil, 2024). Existuje
také nékolik tzv. nepravych nadorl (pseudotumortl), napf. endometridza ¢i adnexitida,

které mohou tyto pravé nadory napodobovat (Rob et al., 2008).

Jedna se o velmi heterogenni skupinu nadora, které se od sebe rlizni patogenezi,
zménami na molekularni drovni, morfologii, odpovédi na lécbu, klinickych chovanim a

také progndzou. Tento fakt vychdzi ze skutecnosti, Ze ovarium predstavuje svoji

16



histologickou stavbou velmi komplexni organ. Dle histogeneze se primarni nadory

ovarii déli do tfi hlavnich skupin:
1. epitelové —90 %

2. sex-cord stromalni (ze specializovaného ovarialniho stromatu a ze zarodeénych

pruhl) -7 %

3. germindlni (ze zarodecnych bunék) — 3 % (Finek a Zikan, 2023; Miillerova et al.,

2016).

Buniky germindlnich nador(i pochazeji ze Zloutkového vacku a jejich prikladem je
teratom, nador ze Zloutkového vacku nebo embryondlni karcinom. Sex-cord stromalni
nadory obsahuji bunky granuldzy, théky, Sertoliho bunky, Leydigovy buriky a stromalni
buriky produkujici kolagen a radi se sem napf. androblastom (Kolafik et al., 2008;
Spacek et al., 2018). Kromé primarnich nador( ovarii existuji i sekundarni — metastazy
karcinomU pochazejici z primarnich lozZisek, jako je gastrointestindlni trakt (napft.
zaludek, Zlucové cesty, pankreas, tlusté stfevo), mlécéné Zldzy nebo vnitfni genitdl

(Finek a Zikan, 2023; Roztocil, 2024).

Mezi ovaridlnimi nadory jednozna¢né dominuji epitelové nadory. EOC
rozliSujeme na zdakladni histotypy odvozené od bunék rlznych organd, které jsou

uvedené v tabulce (Tabulka ¢. 1).

Tabulka ¢. 1 Histopatologicka klasifikace EOC (Kolafik et al., 2008) — prevzato z textu a
upraveno do tabulky

Typ EOC Bunky, ze kterych byl EOC odvozen
Serdzni Bunky sliznice vejcovodu
Mucindzni Bunky vystelky stfeva a délozniho hrdla
Endometroidni Buniky vystelky délozniho téla
Mezonefroidni (clear cell) Buriky ledvin
Maligni Brenner(v nador Bunky prechodného epitelu
Smisené
Nediferencovany karcinom
Neklasifikované
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Tzv. dualisticky model karcinom(l ovaria déli tyto karcinomy na dva typy — typ |
a ll. Tabulka (Tabulka €. 2) uvadi konkrétni karcinomy. Jedna se o rozdéleni malignich
epitelovych nddorl ovaria, tedy karcinom(, ale také benignich nador(i, jako napf.

adenomy a hrani¢ni borderline nadory (Finek a Zikan, 2023).

Tabulka é. 2 Dualisticky model karcinomu ovaria (Finek a Zikdn, 2023) — prevzato
z textu a upraveno do tabulky

Karcinomy typu | Karcinomy typu Il

Svétlobunécny karcinom (clear cell) High-grade serdzni karcinom

Karcinosarkom (maligni smiSeny

Endometroidni karcinom e o
miilleriansky nador)

Low-grade serdzni karcinom Nediferencovany karcinom

Mucindzni karcinom

Seromucindzni karcinom

Maligni Brennertv nador

Typ | md tendenci progredovat pomalu a velkou ¢ast se podafi diagnostikovat
v Casnych stadiich. Jedna se o nadory vétsich rozmérl, dobre diferencované, které
postihuji pouze jeden z vajecnikd (unilaterdlni), rostou lokdlné pfimo v ovariu, nebo
v oblasti malé panve. Jsou relativné geneticky stabilni, charakterizovany nékolika
rGznymi mutacemi (napr. KRAS a BRAF), pfiéemZ mutace v tumor-supresorovém genu
TP53 se vyskytuje pouze minoritné. Vyznacuji se nizkym stupném malignity a jedna se
tedy o nadory s relativné dobrou progndzou (Finek a Zikan, 2023; Kossai et al., 2018;

Roztocil, 2024).

Typ Il predstavuje ndadory s agresivnim chovdnim, Spatnou progndzou a
diagnostikuji se aZ v pokrocilych stadiich. Sii se rychle, diseminuji nejéastéji ve formé
peritonealnich metastaz. Nador je nejcastéji bilateralni a byva provazen pritomnosti
ascitu. Tyto nadory maji vysoky stupen malignity a ¢asto dochazi k relapsu onemocnéni
(Finek a Zikan, 2023; Roztodil, 2024). Typickym znakem je jejich geneticka nestabilita
s ¢astym vyskytem mutaci v genu TP53, jehoZ produktem je protein p53 zastavajici

v bunce funkci ,,strdZzce genomu’’ a reagujici na poskozeni DNA zastavou bunécéného
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cyklu v kontrolnich bodech. V pfipadé nevratného poskozeni protein p53 indukuje v
burice programovanou bunéénou smrt (apoptdzu). Naopak mutace v genech KRAS a

BRAF se vyskytuje jen velmi zfidka (Millerova et al., 2016; Kotala et al., 2002).

Nékteré zdroje vSak naznacuji, Ze tento dualisticky model by mohl byt pfilis
zjednoduseny a hare aplikovatelny na jiné podtypy nadord, nez jsou high-grade a low-
grade serdzni karcinom, a proto by v budoucnu mohlo dojit k nové kategorizaci nador(

(Finek a Zikan, 2023).

6.1.3 Etiopatogeneze

Za posledni dobu byly zaznamenany pokroky v chapani mechanismu vzniku a
procesu kancerogeneze ovaridlnich karcinoml, a to zejména diky navrzeni jiz
zminéného dualistického modelu (Kossai et al., 2018; Spacek et al., 2018). Tradiéni
pohled na problematiku etiopatogeneze reprezentuje tzv. metaplasticka teorie, ktera
pfisuzuje plvod ovarialnich karcinomu kortikalnim inkluznim cystdm na povrchu ovaria
— tedy abnormalitdam vytvorenym pfti invaginaci povrchového epitelu do ovaria. Tyto
cysty nasledné podléhaji transformaci do ruznych epitelidlnich tkani vnitfniho

Zzenského genitalu (Feranec a Moukova, 2013; Finek a Zikan, 2023).

Proces vzniku karcinom( I. a Il. typu probihd zcela odliSnym zplsobem, proto byva
zcela raritni ptrechod typu | do typu Il. V obou pfipadech se vSak predpoklada, Zze misto
jejich plvodu je mimo ovarium. Karcinomy typu | vznikaji z benignich epitelovych |ézi
(endometridza, epitel vejcovodu), po jejichz sekundarni implantaci do ovaria nasledné
dochazi k jejich pfeméné na odpovidajici karcinom skrze ndadory se zvySujicim se
stupném malignity (cystadenomy a borderline ndadory). NejcastéjSim prekurzorem
karcinomU typu Il je oblast fimbrii vejcovodu, kde dochazi ke vzniku serdzniho
tubdrniho intraepitelidlniho karcinomu (STIC), odkud se nasledné dostavaji maligni
buniky sekundadrné do ovaria. STIC predstavuje dle definici neinvazivni prekancerdzu,
ale jeho chovani se podobd spiSe agresivnim invazivnim karcinomidm (Bouda et al.,
2018; Feranec a Moukova, 2013; Finek a Zikan, 2023; Malander et al., 2015; Miillerova
et al., 2016). Na obrazku (Obrdazek €. 1) jsou schematicky zndzornény mechanismy

kancerogeneze pro jednotlivé histologické subtypy EOC.
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Obrdzek ¢. 1 Proces kancerogeneze EOC z prekurzorovych lézi (Miillerova et al., 2016) —
prevzato

A. Jako prekurzor mucindzniho karcinomu byla identifikovdna benigni forma Brennerova tumoru,
jehoZ primdrnim prekurzorem je prechodny epitel v oblasti tubo-peritonedlniho spojeni. Raritné se
muZe mucindzni karcinom vyvinout z teratomu. B. Low-grade serdzni karcinomy (LGSC) vznikaji
postupné z papildarni tubdrni hyperplazie (PTH), pres kortikdlIni inkluzni cysty prechdzi na ovarium a
vyviji se v atypicky proliferativni tumor (APST) neboli serdzni borderline tumor. Dalsi premaligni Iézi
miZe byt mikropapildrni serézni karcinom (niLGSC). C. Endometridza se podili na rozvoji clear cell,
endometroidnich a seromucindznich karcinomd. D. High-grade serdzni karcinom (HGSC) mad pavod
v epitelu fimbrii vejcovodu, kde se rozviji serézni tubdrni intraepitelidlni karcinom (STIC).

Mezi typické molekuldrni znaky jednotlivych karcinomi patfi aktivace riznych signdlnich drah
v disledku mutace (napr. ERBB2, KRAS, BRAF).

6.1.3.1 Dédicnost

Dominantni rizikovy faktor pro vznik ovaridlniho karcinomu predstavuje
dédicnost. Oproti ostatnim nadorovym onemocnénim je zde vyskyt dédi¢nych forem
neobvykle vysoky (cca 15-25 %), tedy zhruba u kazdé ¢tvrté Zeny s karcinomem ovaria.
Sporadické formy karcinomu ovaria byly zaznamenany ve vétsiné pripadl a riziko

vzniku v béZné populaci se pohybuje kolem 1,8 % (Presl et al., 2018; Soukupova, 2022).

Nejcastéji je davodem vzniku geneticky podminénych karcinom( ovaria
pfitomnost autozomalné dominantniho onemocnéni — naddorového syndromu prsu a
vajeCniku. Tento syndrom je zpuUsoben zdédénou zarodecnou mutaci vtumor-

supresorovych genech BRCA1l a BRCA2, které se podileji na rozpoznani a opravé
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dvouvldknovych zloml DNA procesem homologni rekombinace, dale na regulaci
transkripce a bunééného cyklu. Zeny stouto mutaci maji vysoké celoZivotni riziko
vzniku karcinomu ovarii, které ¢ini 39-65 % u mutace v BRCA1 a 10-37 % u BRCA2
mutace. Celkové tvofi potvrzené zarodecné mutace v BRCA genech cca 8-18 % vsech
nador( ovarii. Soucasné s mutaci v BRCA se zvysSuje i riziko vzniku dalSich malignit
(napf. prsu, tlustého stfeva, pankreatu atd.) oproti Zenam, které nejsou nositelkami
mutace (Soukupova, 2022; Stellmachova et al., 2022). Pfevazuji karcinomy serdzni,
endometroidni a clear cell. Riziko vzniku dédicné podminéného karcinomu ovarii
stoupad svékem, proto je po dokonceni reprodukéniho planu Zeny doporuceno
pristoupit k profylaktickym l1é¢ebnym vykonim, které pravdépodobnost vzniku snizuiji.
Provadi se oboustrannd adnexektomie laparoskopicky, tedy chirurgické odstranéni
rizikovych organd, s naslednym podavanim hormonalni substituce (Zikan et al., 2006).
Kromé zdrodecnych mutaci v BRCA genech podminénych dédi¢nosti od rodi¢li mlze
vzniknout i nahodild somatickd mutace v BRCA genech (Finek a Zikan, 2023; Roztodil,

2024).

Byly popsany i jiné zarode¢né mutace v genech, které maji spojitost se vznikem
ovarialniho karcinomu. Jednou z nich je mutace v genech tzv. mismatch repair systému
(MMR) zapfic¢inujici autozomalné dominantni onemocnéni dédi¢ny nepolypdzni
karcinom tlustého streva, tzv. Lynchlv syndrom. Tento syndrom podmiriuje celozZivotni
riziko nejen karcinomu ovaria, zejména neserdzniho (az 10 %), ale predevsim
kolorektalniho karcinomu a dalSich onkologickych onemocnéni. Riziko se odviji od
pricinného genu a v pfipadé ovarii se nejcastéji jedna o geny MSH2 a MLH1, jejich
mutace jsou pak spojeny s vysokou genomovou nestabilitou (Mogos et al.,, 2022;

Stellmachova et al., 2022).

Dalsi predispozi¢ni mutace mohou vznikat v genech TP53, STK11, PTCH1,
PTCH2, SUFU, RAD51C, RAD51D, BRIP1, PALB2 a vzacnéji i v nékterych dalSich
(Soukupova, 2022; Stellmachova et al., 2022).

6.1.3.2 Dalsi rizikové faktory

Endometridza predstavuje rizikovy faktor predevSim pro vznik clear cell a

endometroidniho karcinomu ovaria, ostatni faktory sehravaji spiSe minoritni roli (Finek
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a Zikan, 2023; Malander et al.,, 2015). Existuje teorie, dle které stoji za rozvojem
nadoru ovaria vysoky pocet ovulacnich cykl( a zanét, ktery doprovazi kazdou ovulaci —
tedy stavy jako nulliparita, ¢asné menarché, pozdni menopauza, prvni téhotenstvi ve
véku vyssSim 35 let a postmenopauzdlni hormonadlni (estrogenova) substitucni terapie
(Stellmachova et al., 2022). Tato teorie je vysvétlovana tim, e pfi kazdé ovulaci
dochazi k poskozeni a nasledné reparaci povrchového epitelu ovaria, ¢imz se vytvafi
prozanétlivé a prooxidacni mikroprostifedi s moznosti rozvoje maligni transformace.
EpitelidIni bunky vejcovodu jsou vystavovany folikularni tekutiné uvoliujici se béhem
ovulace, kterd obsahuje mnoizstvi volnych radikal(i a reaktivnich forem kysliku. Jind
teorie popisuje jako rizikové zvysené mnoizstvi gonadotropint (Adam et al., 2010;
Kolafik et al., 2008; Mogos et al., 2022; Sdnchez-Prieto et al., 2022; Shih et al., 2021).
Faktory tykajici se Zivotniho stylu, jako je koureni, konzumace alkoholu, obezita, i
karcinogeny v potraveé, plsobi rizikové obecné u viech nadorovych onemocnéni (Finek

a Zikan, 2023).

6.1.3.3 Protektivni faktory

Z vysledli nékterych studii vyplyva, Ze oralni hormonalni antikoncepce ma
protektivni vliv a s délkou uzivani klesa riziko karcinomu, ochranny vliv pretrvava i
nékolik let po vysazeni antikoncepce. S kazdym porodem a kojenim se riziko taktéz
snizuje, jelikoz vSechny uvedené faktory potlacuji ovulaci a sniZuji sekreci
gonadotropinl, a tim eliminuji traumatizaci povrchového epitelu (Adam et al., 2010;
Malander et al., 2015; Zikan et al., 2006). V nékterych publikacich se mizZeme setkat i
s protektivnimi faktory v podobé hysterektomie a podvazani vejcovodl (Roett a Evans,
2009; Vokurka a Tesarovd, 2018). Vzhledem k hypotézam, Ze zanét hraje roli ve vyvoji
ovarialniho karcinomu, by se dal predpokladat i pozitivni vliv dlouhodobého uzivani
aspirinu, ktery plsobi protizanétlivé inhibici enzymu cyklooxygenasy 1 a 2 (Minlikeeva

a Moysich, 2019).

6.1.4 Epidemiologie

Incidence i mortalita ovarialnich karcinom@ ma nejenom u nés v Ceské republice,

ale i v nékterych ostatnich zemich za poslednich par let mirné klesajici charakter (Graf
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¢. 1). | pres to se stale onemocnéni vyznacuje nejvyssi letalitou (tedy pomérem
mortalita/incidence) mezi vSsemi gynekologickymi nadory (Bichler, 2023). V roce 2021
zaujimaly zhoubné nadory vajecniku 16. pricku mezi nejcastéjSimi novotvary
vyskytujicimi se v Ceské republice. V témze roce bylo nové diagnostikovanych 925
pfipadl (17,4 na 100 000 Zen) a 618 Zen zemrelo (11,6 zemielych na 100 000 Zen).
Svého vrcholu dosdahla incidence ovaridlnich karcinom( v roce 2005, kdy pfipadalo 25
pfipadl na 100000 Zen. Mezi vSsemi onkologickymi onemocnénimi se jednd o 5.

nejéastéjsi priinu umrti u Zen (Krejéi et al., 2021; Spacek et al., 2018).

Z dostupnych dat je patrné, Ze se obecné nddorovda onemocnéni vajec¢niku
vyskytuji vice ve vyspélych ¢astech svéta, tedy ve stfedni a vychodni Evropé a Severni

Americe, o néco méneé v Jizni Americe a nejméné v Asii a Africe (Reid et al., 2017).
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Graf & 1 Vyvoj incidence a mortality zhoubnych nddorii vajeéniku v Ceské
republice v ¢ase (Krejéi et al., 2021) — prevzato

Na rozdil od neepitelovych nadoru ovaria, které se vyskytuji velmi ¢asto u mladych
Zen a divek, s EOC se setkavdme spiSe u Zen nad 40 let, nejvice pak kolem 65 let véku

(Graf ¢. 2) (Bichler, 2023; Vokurka a Tesarova, 2018).

V letech 2015-2019 se pohybovala hodnota pétiletého preziti pacientek, které byly
v tomto obdobi IéCeny, kolem 48,7 % u pokrocilejSich stadii onemocnéni a az 90 % u

stadia | (Krejci et al., 2021).
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Graf ¢. 2 Vékové sloZeni zhoubnych nddori vajecniku u Zen v letech 2017-2021
(Krejéi et al., 2021) — prevzato

6.1.5 Symptomy

Jednd se o onemocnéni ¢asto probihajici velmi dlouho asymptomaticky, proto
k zadchytu v ¢asnych stadiich dochazi spiSe nahodné pti vySetfeni nebo jiné operaci
(Kolatik et al., 2008). Ve vyjimecnych ptipadech se vlivem ruptury, torze ¢i subtorze
ovaria dostavi bolestivost v oblasti bficha a pritomnost krve v peritonealni dutiné.
Obecné byvaji prvotni pfiznaky nespecifické a zahrnuji gastrointestinalni obtize, casté
moceni, bolest v oblasti panve, bolest a zvétSovani bricha bud v dlsledku ascitu nebo
samotného nadoru, avsak v drtivé vétSiné pripad( znaci jiz stav, kdy onemocnéni
postoupilo do pokrocilych fazi (Goff, 2012; Rob et al., 2008; Spacek et al., 2018). Mezi
dalSi priznaky spojované skarcinomem ovaria se fadi hematurie, bolestiva a
nepravidelnd menstruace, dalsi gynekologické pfiznaky nebyvaji tak casté (Blchler,
2023; Goff, 2012). Pti zasaZzeni dalSich orgdn( metastdzemi se mohou pfidruzit i jiné

symptomy (Spacek et al., 2018).

Pokud se zminéné potize objevuji s vysokou frekvenci (vice nez 12 dni v mésici)
a maji neddvny ndastup, pak by mél byt ovaridlni karcinom povazovan za moznou

pficinu (Goff, 2012).
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6.1.6 Diagnostika

V soucasné dobé neexistuje systémovy celoplo$ny screening pro toto onemocnéni,
jelikoZz neni k dispozici metoda, kterd by umozZnovala realné vyuZiti screeningu pro
Siroku populaci a kterd by se vyznacovala dostatecnou specifitou, senzitivitou a
pozitivni prediktivni hodnotou (Chovanec, 2016; Soukupova, 2022; Spacek et al., 2018).

Tim padem neni zcela mozné nemoc vidy odhalit v¢as (Zavesky, 2011).

V pfipadé podezfeni na ovarialni karcinom je zdsadni osobni a rodinnd anamnéza
pacientky, posouzeni klinickych pfiznakl, gynekologické vySetfeni a také celkové

fyzikalni vy3etfeni (Fischerovad et al., 2012; Spacek et al., 2018).

V popredi diagnostiky stoji ultrazvukové vysetreni, nebot je v drtivé vétsiné zcela
dostaduji a zahrnuje transvaginalni, transabdominalni a pfipadné transrektdlni
sonografii. Pomoci sonografie Ize odhadnout, zda nador pochdzi z ovaria, stanovit jeho
typ a rozsah postizeni, odliSit benigni formu nadoru od maligni a posoudit moznost
operace. Pro hodnoceni ultrazvukového vysetreni byla vypracovana rfada modell —
naptf. model odhadu rizika malignity, jednoduchd ultrazvukova pravidla, ¢i ADNEX
model (Assessment of Different Neoplasias in the Adnexa). Pokud z néjakého dlivodu
nelze spolehlivé vyhodnotit ultrazvukové vysetfeni, lze vyuZit dalSich zobrazovacich
metod, jako magnetickou rezonanci, méné casto pak CT (pocitatovd tomografie) a
PET/CT (pozitronova emisni tomografie s pocitaCova tomografii) (Fischerova et al.,
2012; Finek a Zikan, 2023). Ke stanoveni presné diagndzy je zapotiebi provést
histologické vysetreni tkané odebrané pfi chirurgickém vykonu a u inoperabilnich stavu
biopsie ziskana samoreznou jehlou (tzv. tru-cut biopsie) pti sonografii (Roztocil, 2024;
Vokurka a Tesarovd, 2018). VyufZiti zobrazovacich metod pro diagnostiku ovarialniho

karcinomu je uvedeno v tabulce (Tabulka ¢. 3).
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Tabulka ¢. 3 VyuZiti zobrazovacich metod v diagnostice a stagingu ovaridlnich
malignit (Finek a Zikan, 2023) — prevzato a upraveno

Ultrazvuk
CT MR PET/CT
(TVS/TRS a TAS) /
Diferencialni Druha volba
diagnostika Prvni volba - (nejasné UZ -
ovarialnich malignit ndlezy)
Druha. vqlba Druha volba
Staging (stadium) i Prvnivolba | (KONtraindikace | = 4 jong
ging CT, zobrazeni B
. metastazy)
panve)

Vysvétlivky: TVS, TRS a TAS — transvagindlni, transrektdlni a transabdomindini ultrazvuk, CT —
pocitacovd tomografie, MR — magnetickd rezonance, UZ — ultrazvuk, PET — pozitronovd emisni
tomografie

Diagnostika byva doplnéna stanovenim sérovych hladin nadorovych markertd CA
125 (Cancer Antigen 125) a HE4 (Human Epididymis Protein 4). Jak jiz bylo zminéno,
pro screening jsou vsak nespolehlivé. Jejich koncentrace se zvysuji nejen u ovarialniho
karcinomu, ale i u dalSich malignich i nemalignich onemocnéni, pfipadné u
fyziologickych stav(. Pomoci markeru CA 125 se také monitoruje ucinek Iécby a
detekuji recidivy onemocnéni (Fischerova et al., 2012; Finek a Zikan, 2023; Roett a

Evans, 2009).
Kazdd pacientka s EOC podstupuje genetické vySetfeni. K vysSetfeni indikuje
pacientku klinicky genetik a lze takto odhalit genetické predispozice pro vznik

karcinomu ovaria v rodiné provedenim mutaéni analyzy rizikovych gent (Stellmachova

et al., 2022; Zikan et al., 2006).
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6.2 Lécha ovaridlnich karcinomu

Ackoli se jednd o nador vyznadlujici se velmi vysokou mortalitou, pfi spravné
volbé lécebnych postupl dochdzi k vyraznému prodlouZeni a také zlepSeni kvality
Zivota pacientek. Pro dosazeni maximalniho terapeutického Uspéchu se v zakladu
pfistupuje k chirurgické 1é¢bé v kombinaci se systémovou lé¢bou — chemoterapii a
v soucasné dobé i s cilenou |éCbou (Finek a Zikan, 2023; Lheureux et al., 2019). Soucasti
IéCby byva i paliativni péce, kterd se zaméruje na zmirnéni symptomud onemocnéni a
zajisténi kvalitniho Zivota pacientkdm potykajicim se s timto zdvaznym onemocnénim.
Po ukonceni lécby je kazdd pacientka sledovdna tak, Ze v danych intervalech

podstupuje vysetieni, ktera se voli individualné (Roztocil, 2024).

6.2.1 Chirurgicka lécba

Operacni vykon stoji v Ié¢bé EOC na prvnim misté. Diky radikdlni operaci ma
pacientka Sanci na uplné vyléceni (Lheureux et al.,, 2019). Cilem je dosdhnout
optimalniho debulkingu, tzn. kompletni odstranéni viditelného nadoru s nulovym
pooperacnim reziduem nebo odstranéni alespon maximdlniho moziného mnozstvi
nadorové tkané z dutiny bfisni (cytoredukce). Velikost zbytkového nadorového rezidua
jednoznacné koreluje s délkou preziti zejména u pacientek s pokrocilym stadiem EOC
(Finek a Zikdn, 2023; Klat, 2012; Spacek et al., 2018). B&hem operaéniho zékroku se
také urcuje rozsah onemocnéni (staging) véetné odbéru reprezentativniho vzorku pro

histopatologické vysetieni (Engbersen et al., 2021; Spacek et al., 2018).

Na zacatku Iécby se pfistupuje k laparotomicky provadéné primarni radikalni
operaci (primary debulking surgery), kterd zahrnuje hysterektomii s oboustrannou
adnexektomii, omentektomii, pdnevni a paraaortdlni lymfadenektomii a dale
apendektomii, je-li indikovana (Roett a Evans, 2009; Sambasivan, 2022). To znamenj3,
Ze dochazi k odstranéni vsech tkani, kde by mohl byt nador pfitomen nebo recidivovat.
Dle rozsahu nadoru se pfipadné pfipojuji jesté dalsi resekéni vykony postizenych
organll (Finek a Zikan, 2023; RoztocCil, 2024). Laparoskopické provedeni operace
nepatfi ke standardnim pristupim, jelikoZ se omezuje pouze na ¢asna stadia a musi byt

provedeno ve velmi specializovanych centrech (Chovanec et al., 2011; Roztocil, 2024).
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V pfipadé pokrocilych stadii onemocnéni, kdy se prokaze inoperabilita na
zakladé vysetfeni zobrazovacimi metodami, se jevi jako Uc¢innéjsi zahajit 1é¢bu pomoci
nékolika cykld chemoterapie (Sambasivan, 2022). Chemoterapii predchazi neradikalni
operace z dlvodu histologického ovéfeni typu nadoru. Cilem nasledné podavané
chemoterapie je zmensit nadorovou tkan, diky ¢emuz lze provést optimalni debulking
s Casovym odstupem jako tzv. intervalovou operaci (interval debulking surgery)
(Lheureux et al., 2019; Stewart et al., 2019). Rozsah operacniho vykonu je pak shodny
s rozsahem primarniho vykonu aZz na lymfadenektomii, ktera se nedoporucuje (Kostun

et al., 2018; Lheureux et al., 2019).

K sekundarni cytoredukéni operaci (secondary debulking surgery) jsou
indikovany pacientky, u nichz doslo k recidivé ¢i progresi onemocnéni. Pfedpokladem
pro zakrok vsak zlstava dosazeni nulového pooperaéniho rezidua (Lheureux et al.,

2019).

U premenopauzalnich Zen, které jesté planuji otéhotnét, lze za urcitych
okolnosti uvaZovat o konzervativnim operaénim vykonu se snahou o zachovani
plodnosti. Rozsah vykonu je identicky sradikalni operaci, avSak zahrnuje
pouze jednostrannou adnexetomii bez hysterektomie. Pfi nemoznosti zachovat adnexa
mlzZe byt Zena zafazena do programu asistované reprodukce. Podminkou pro
konzervativni typ vykonu je predevSim potvrzené casné stadium a dokonceni

radikalizujici operace po porodu (Kolatik et al., 2008; Rob et al., 2008).

Pfesny operacni plan se vzdy voli dle aktudlniho ndlezu, stadia onemocnéni a

také celkového stavu pacientky (Spacek et al., 2018).

6.2.2 Chemoterapie

Chemoterapii se rozumi lé¢ebnd metoda maligniho onemocnéni za pomoci Iéka
— cytostatik. Protinadorovy ucinek cytostatik spociva v jejich cytotoxickém plsobeni na
nadorové bunky scilem poskodit rGznymi mechanismy nadorovou DNA. To vede
v konecném dUsledku kinhibici bunécné proliferace zastavou bunécného cyklu.
Uspéch cytostatické Ié¢by je zaloZen na opakovaném podani v pravidelnych cyklech,
aby se dosahlo potifebné redukce malignich bunék. Nevyhodou latek pouzivanych jako

chemoterapeutika je jejich neselektivni mechanismus Gcinku, mohou totiz kromé
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proliferujicich nddorovych bunék plsobit také na zdravé proliferujici buriky. Z toho

vyplyva riziko nezadoucich ucinkl (Klener a Klener, 2013; Vorlicek et al., 2011).

Ovarialni karcinomy jsou ve vétsiné pripad( sice chemosenzitivni, tedy dobre
reaguji na chemoterapii, avSak v prlibéhu ¢asu se mohou ménit na rezistentni. Z toho
dlvodu se uziva kombinace lékd. Chemoterapie sama o sobé nador nevylédi, i tak ma
ale pfi |écbé ovaridlnich karcinomd svou nezastupitelnou roli (Finek a Zikan, 2023;

Chandra et al., 2019).

Po primarnim operacnim zadkroku nasleduje adjuvantni (pooperacni)
chemoterapie, kterd se zaméruje na pripadnou zbytkovou populaci malignich bunék se
snahou minimalizovat riziko recidivy. Chemoterapie by méla byt zahdjena vco
nejkratSim case od ukonceni operace kombinaci platinového derivatu (karboplatina
pfipadné cisplatina) s taxanem (paklitaxel) jako standardnim rezimem. Podava se 6-9

cykld s tiitydennimi intervaly (Roztoil, 2024; Sambasivan,2022; Spacek et al., 2018).

Neoadjuvantni (pfedoperacni) chemoterapie predstavuje inicialni fazi |écby
umoznujici operabilitu nadoru u stav(, kdy nelze v dobé diagndzy pristoupit k primarni
operaci. Voli se stejna kombinace cytostatik jako v pfipadé adjuvantni chemoterapie

v 3-4 cyklech a postup se opakuje i po intervalové operaci (Spacek et al., 2018).

Nejcastéji se chemoterapie aplikuje intravendzné (Rob et al., 2008). Existuje i
alternativni mozZnost aplikace intraperitonealné, ktera umoznuje ptrimé pulsobeni
vysSich davek cytostatik v peritonealni dutiné. Tato forma aplikace vsak nepfindsi
vyrazné lepsi vysledky oproti intravendznimu podani, které pacientky obecné Iépe
snaseji, a proto nepatfi k metodé prvni volby. Ve fazi vyzkumu se nachazi
hypertermickd intraperitonealni chemoterapie zaloZzend na lavadzi dutiny bfisni
zahfatym roztokem s cytostatikem, které diky zvySené teploté l|épe pronika do

nadorové tkané (Finek a Zikan, 2023; Sambasivan, 2022).

Pacientky s recidivujicim onemocnénim jsou v zdavislosti na intervalu od
ukonceni primarni chemoterapie indikovany k sekundarni chemoterapii. U zcela
inoperabilnich stavll ma chemoterapie vyznam paliativni (Adam et al., 2010; Kolafik et

al., 2008).
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6.2.3 Radioterapie

Radioterapie (lécba zarenim) se v Ié¢bé ovaridlniho karcinomu vyuziva jiz pouze
okrajové, zejména kvili uzndvanému uUspéchu chemoterapie. Diseminace malignich
bunék v peritonealni dutiné vyZaduje ozareni celé oblasti bficha s rizikem poskozeni
nékterych organu. | pres modifikace techniky provedeni se s radioterapii poji cetny
vyskyt nezddoucich ucink(. Nicméné neustald modernizace ozafovacich technik by

mohla byt do budoucna pfinosem (lorio et al., 2019).

6.2.4 Cilena lécba

Pro maligni buriky je typickd schopnost autonomni proliferace, kterou nelze
patficné kontrolovat a regulovat. Pfi cilené |é¢bé je snaha terapeuticky zasahnout do
konkrétnich nitrobunécnych procest, jez maji za nasledek maligni transformaci
zdravych bunék. Cil tohoto typu lécbu spociva v zastaveni rlstu a Sifeni nadorového
onemocnéni diky pusobeni na cilové struktury pouze v misté postizeni, ¢imzZ je

chranéna zdrava tkan (Chovanec et al., 2011).

V oblasti problematiky ovaridlnich karcinoml se prozatim vyznamné uplatiiuje
antiangiogenni |écba a inhibitory poly(adenosindifosfat-ribosa) polymerasy (PARP

inhibitory) (Finek a Zikan, 2023).

6.2.4.1 Antiangiogenni lécba

Angiogeneze je proces novotvorby cév a predstavuje jeden z dllezitych
mechanismu pro rust a preziti nadorovych bunék. Do velikosti zhruba 1-2 milimetr( si
nador vystaci se stavajicimi okolnimi cévami, které mu zajisti zdsobeni kyslikem.
S narustajici velikosti nddoru musi jiz zahajit tvorbu vlastni cévni sité zvySenou produkci
proangiogenniho mediatoru — vaskularniho endotelidlniho ridstového faktoru (VEGF),
ktery se nasledné navaze na receptory na povrchu endotelovych bunék. Na rozdil od
fyziologické tvorby cév ve zdravych tkanich, kde podléhd regulaci, nadorova
novotvorba cév umoziuje dalsi rist nddorovych bunék a metastazovani (Novy, 2012;

Seveik, 2015).
V ramci antiangiogenni lé¢by je tfeba sniZit permeabilitu a normalizovat cévni
fecCisté a zajistit lepsi prunik soucasné podavanych chemoterapeutik u pokrocilych
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stadii a rekurentnich forem nemoci. K tomuto Ucelu se uzivd monoklonalni protilatka
bevacizumab, ktera cili na VEGF a zabraruje tak jeho vazbé na receptory endotelovych

bunék, ¢imz inhibuje nadorovou angiogenezi (Jelovac a Armstrong, 2011; Novy, 2012).

Dalsi antiangiogenni latky zamérené na receptory VEGF jsou v nékterych ¢astech

svéta soucasti klinickych studii (Jin et al., 2022).

6.2.4.2 PARP inhibitory

Tento typ terapie se soustifedi na mechanismy, kterymi burka opravuje DNA
posSkozenou vlivem chemoterapie (Stewart et al., 2019). Proteiny zrodiny PARP
(predevsim PARP-1) se vyznamné uplatiiuji pfi reparaci jednovldaknovych zlom( DNA
vyménou pfrislusnych bazi. Pti inhibici PARP se tyto zlomy méni béhem replikace na
dvouvldknové zlomy a dochazi kjejich hromadéni. Dvouvldknové zlomy jsou za
béZnych okolnosti velmi pfesné opraveny mechanismem homologni rekombinace, na
kterém maji podil geny BRCA1/2 (Lheureux et al., 2019). Pfi defektu homologni
vzniku maligni transformace a reparace DNA je zavisla hlavné na PARP. Z toho vyplyva,
Ze pfi sou¢asném poutziti inhibitorl PARP neni nadorova burnka schopna opravovat

chyby v DNA, coz vede k jeji smrti (Jelovac a Armstrong, 2011).

Olaparib byl schvalen jako udrZovaci terapie u pacientek se zarodecnou i
somatickou mutaci v BRCA genech odpovidajicich alespon ¢asteéné na
chemoterapeutickou lé¢bu platinovym derivaitem (O’Malley, 2019; Sevéik, 2017).

Mechanismus ucinku olaparibu znadzornuje obrazek (Obrazek €. 2).
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Olaparib vychytava PARP,
Olaparib a tim znemoZiuje opravy
jednovlaknovych zlomi DNA

. Kombinace s poskozovanim
Rephk‘.ace DNA pfi chemoterapii
bunek L icnilaehe

Nadorova burika s defektem
Normalni buiika homologni rekombinace
pFi mutaci BRCA1/2

Oprava homologni
rekombinaci

funkénimi BRCA1/2

BUNECNA

PREZITI SMRT

Obrazek ¢. 2 Mechanismus ucinku PARP inhibitoru — olaparib
(Sev¢ik, 2017) — prevzato

Vysvétlivky: PARP — poly(adenosindifosfat-ribosa) polymerasa, DNA —
deoxyribonukleovd kyselina, BRCA — breast cancer geny

6.2.4.3 Imunoterapie

Imunoterapie se jevi jako slibnda moinost pro zlepseni lé¢ebnych vysledki
ovarialniho karcinomu do budoucna. Imunoterapie stimuluje imunitni systém a jeho
slozky tak, aby byla zvySena aktivita imunitni odpovédi a zaroven i schopnost rozpoznat
nadorové bunky s cilem je znicit (NaleZzinskd et al., 2011). Perspektivni strategii se zdaji
byt blokatory kontrolnich bod( tzv. checkpoint inhibitory. Imunitni kontrolni body
ovliviuji imunitni odpovéd' efektorovych T-lymfocytl a zpUsobuji imunitni rezistenci
nadorovych bunék. Inhibice téchto kontrolnich bodl na povrchu T-lymfocytl ¢i na
povrchu nadorovych bunék obnovi funkci cytotoxickych T-lymfocyt(. DalSi moZnosti
prestavuji terapeutické vakciny a adoptivni prenos bunék infiltrujicich nador (Finek a

Zikan, 2023).
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6.2.4.4 Hormonalni lécba

Hormonalni 1é¢ba nachdazi uplatnéni u pacientek, které nesnesou chemoterapii
nebo u kterych byly vSechny moZnosti systémové |éCby jiz vyCerpany. Nékteré typy
nadord charakteristicky exprimuji receptory pro hormony. Lze podat antiestrogeny,
gestageny nebo inhibitory aromatasy ve snaze utlumit pdsobeni estrogentl. Uspésnost
[éCby neni vysoka a vyuziva se spiSe paliativné (Jelovac a Armstrong, 2011; Vlasak et al.,

2018).
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6.3 Rezistence ndadorovych bunék na cisplatinu

6.3.1 Cisplatina

Cisplatina (CP) neboli cis-diamino-dichloro-platnaty komplex se v protinddorové
terapii pouziva jiz od 60. let 19. stoleti. V soucasnosti predstavuje jedno z nejcastéji
pouzivanych chemoterapeutik pfi |é¢bé nddor( vajecnikd, varlat, mocového méchyre,
délozniho cipku, plic, hlavy, krku a dalSich (Lucaciu et al., 2022). CP brani rlstu nadoru
tim, Ze inhibuje syntézu DNA v nddorovych burkach (Song et al., 2022). Mezi
nejcastéjsi nezddouci ucinky pfi podavani CP patfi nevolnost a zvraceni (az v 90 %),

nefrotoxicita, ototoxicita a svalové zaskuby (Finek a Zikan, 2023).

CP je aplikovana do téla intravendézné a vzhledem krelativné vysoké
koncentraci chloridovych iontli v krevnim fecisti z(istava v nezménéné formé. Cast
podané CP muZe byt vdzdna na plazmatické proteiny a inaktivovana (Ghosh, 2019).
Molekula CP vstupuje do bunék pasivni difuzi skrze plazmatickou membranu nebo
aktivnim transportem zprostfedkovanym membranovymi proteiny (napf. CTR1).
Nasledné se uvnitf buriky aktivuje diky vyméné chloridovych ligandl za vodu a navaze
se na DNA (preferenéné na mista obsahujici guanin) a narusuje jeji strukturu
mechanismem alkylace. To znamena, Ze mezi CP a bazi se vytvareji pevné kovalentni
vazby. To méa za nasledek vznik rGznych aduktl - vnitrofetézcovych nebo
mezifetézcovych vazeb uvnitt DNA (Obrdzek €. 3) a inhibici replikace a transkripce.
Takto poskozena DNA znemoznuje déleni buniky a pokud ji nelze opravit reparacnimi
mechanismy, dochazi k indukci apoptdzy (Klener a Klener, 2013; Lucaciu et al., 2022;

Song et al., 2022).

Mimo to vSak CP vyvolava tvorbu reaktivnich forem kysliku, které ovliviuji
zejména normalni funkci mitochondrii, coz podporuje jeji cytotoxicky ucinek (Ghosh,
2019). V neposledni radé CP prispiva k aktivaci vnéjsi drahy apoptézy prostfednictvim
zvySené exprese membranovych receptorli smrti (zejména Fas), které jsou aktivovany

vazbou pfrislusnych ligandl (FasL) (Klener a Klener, 2013).
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NHs NH; NH

NH; 3 NH
1,2-vnitrofeté;covy adukt (~60-65 %) 1,3-vnitroFetézcovy adukt 1,2-vnitrofetézcovy aduke (~20-25 %)
G - guanin
A - adenin
NH; NH;
/NH3 H;N-—Fl‘t—-OHw H;N —pt—{Protein)
NH
p % Pt /9 qS
1,3-mezifetézeovy aduke (~2 %) Monoadukt (~2 %) DNA-protein adukt

Obrazek ¢. 3 Tvorba DNA adukti s cisplatinou (Ghosh, 2019) — prevzato a upraveno

Kombinovana chemoterapie CP s dalSim cytostatikem je zakladem lécby u
mnoha nddorovych onemocnéni. Citlivost na CP je primarné vétSinou vysoka, ale
v mnoha pfipadech dojde nakonec k relapsu onemocnéni rezistentniho na CP, coZ ma
za nasledek selhdni terapie a zvySeni mortality (Dasari a Tchounwou, 2015; Song et al.,
2022). Vnitfni nebo téZz vrozend rezistence se projevuje jiz pfi prvnim podani

cytostatika, u ziskané rezistence zacina lé¢ba selhdvat az po ¢ase (Ghosh, 2019).

6.3.2 Mechanismy rezistence

Rezistence nadorovych bunék k CP je dana fadou mechanismu, mezi které nélezi
snizend akumulace CP v nadorovych burikdch (snizeni vychytavani, zmény v efluxu),
inaktivace CP reakci sthioly, rychlejsi oprava DNA a podpora antiapoptickych
mechanismd (Ghosh, 2019). Predpoklada se, Ze jeden z mozinych mechanismu
rezistence by také mohl spocivat v deaktivaci velkého mnoZstvi CP (cca 65-95 %)
v krevnim fecisti, které nastava zpravidla do jednoho dne od podani. Nejéastéji se CP

vaze na thiolové funkéni skupiny v albuminu (Ferraro et al., 2015).

Aby mohla byt CP ucinng, je tfeba jeji akumulace v misté plsobeni. Procesy,

které snizuji prlnik CP skrze plazmatickou membranu nebo naopak které zvysuji jeji
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eflux ven zbunky, napomadhaji nddorovym bunkdm vyhnout se cytotoxickému
plsobeni CP. Zaroven CP samotna zpUsobuje sniZzeni koncentrace transportniho
proteinu CTR1 pro vstup CP do buriky. ZvySend exprese nékolika dalSich proteinu
(ATP7A, ATP7B, P-glykoprotein) zajistuje zvysené vypuzovani CP z buriky. To vSe vede
k ndsledné rezistenci (Ghosh, 2019; Song et al., 2022).

Jednou z nejdUlezitéjSich moZnosti vzniku rezistence na CP je jeji zvySena
reaktivita s thiolovymi funkénimi skupinami glutathionu a metalothioneinu (Ghosh,
2019). Glutathion predstavuje jeden z nejucinnéjsich antioxidantli a ma velky podil na
odstranovani reaktivnich forem kysliku, které jsou klicové k vyvolani oxida¢niho stresu
a tim i k zajisténi acinnosti CP. ZvySena koncentrace glutathionu znamena i jeho
zvySenou schopnost detoxikovat CP. To se déje spontanné nebo za pomoci enzymu
glutathion-S-transferasy, ktery katalyzuje konjugaci glutathionu s xenobiotiky.
Nadmérna exprese tohoto enzymu muZe souviset s nizsi citlivosti na CP (Song et al.,

2022).

Nadorové bunky se snaZi v Uvodni fazi opravit DNA poskozenou uUcinkem CP
pomoci reparacnich mechanisma. Pfi téchto opravdach se nejvice uplatriuji proteiny tzv.
nucleotide excision repair systému (NER) a mismatch repair systému (MMR). NER
rozpoznavaji postizeny usek v DNA a vtomto misté nasledné vystfihnou nukleotidy.
MMR se podileji na opravach chybného parovani. Pokud se podafi DNA opravit, burika
se vyhne apoptéze a preziva. Nadmeérna exprese NER a také absence MMR v bunkach

se vyznacuje nizkou citlivosti na CP (Ghosh, 2019; Lucaciu et al., 2022).

Rezistence miZe byt spojena se zménami v signdlnich drahach ovliviujicich
apoptézu, které zprostfedkovavaji odpovéd bunék na CP. Zde hraje ustredni roli
tumor-supresorovy gen TP53. Z dostupnych studii vyplyva, Ze mutace v genu TP53 a
inaktivace proteinu p53 zajistuje vyssi odolnost vici CP. Dale prevaha antiapoptickych
signdl( (napf. X-vazany inhibitor apoptdzy, Bcl-2) nad proapoptickymi podporuje
zvySenou rezistenci (Balaji et al., 2021; Song et al., 2022).

Vyse zminéné mechanismy rezistence jsou ty stéZejni a dobie popsané. Existuje
vSak rfada dalSich, jako napf. epigenetické zmény, epitelialné-mezenchymalni tranzice,
imunitni faktory. Ty také maiji svlij podil na rozvoji rezistence nadorovych bunék k CP,
ktera je tedy multifaktoridlni (Marchetti et al., 2021; Pokhriyal et al., 2019).
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6.4 Karcinomy a organokovové komplexy

Organokovové komplexy jsou obecné latky, v jejichZ molekule se nachazi vazba
uhlik-kov. Vétsinou se jedna o relativné lipofilni slou¢eniny s variabilni strukturou bez
naboje. Jejich atom kovu je v nizkém oxidacnim stavu (Anand et al., 2024; Skoupilova a
Hrstka, 2019). Mezi organokovové slouceniny fadime i jiz osvédcené a v klinické praxi
bézné uZivané derivaty platiny — cisplatina, karboplatina, oxaliplatina (Obrazek ¢. 4).
V nékterych zemich bylo schvdleno pouziti dalSich platinovych derivatl, jako je

heptaplatina, nedaplatina a lobaplatina (Lucaciu et al., 2022).

0)
0

(:] NHg 0 NH} \-_0 :\:-ﬁu.
\Pt/ | \Pt/ " Pt

Pk
an 7N\ —0 N
(‘] NH_’_; 0 NH? O/ Hz
Cisplatin 0 Carboplatin Oxaliplatin

Obrazek ¢. 4 Strukturni vzorce cisplatiny, karboplatiny a oxaliplatiny (Lucaciu et al.,
2022) — prevzato a upraveno

| presto, Ze je |éCba rliznych nadorovych onemocnéni pomoci CP relativné
dobrfe ucinna, je stdle limitovana systémovou toxicitou a s ni spojenou fadou
nezadoucich ucinkd. Dalsi limitaci je vrozena Ci ziskana rezistence, kterou se zavedenim
dalSich 1ékl na bazi platiny podafilo odstranit pouze ¢aste¢né. Pravé tato skutecnost
vede v posledni dobé k syntéze a intenzivnimu testovani dalSich sloucenin na bazi
kovl, které by mohly vykazovat vyssi terapeuticky potencial v protinadorové |écbé a
zaroven nizsi cytotoxické ucinky na zdravé tkané (Lucaciu et al., 2022; Skoupilova a

Hrstka, 2019).

Slibné protinadorové vlastnosti jsou studovany zejména u komplexd
obsahujicich atom Zeleza, zlata, ruthenia, osmia, rhenia, iridia a nékterych dalsich
prechodnych prvkd (Anand et al.,, 2024; Parveen et al., 2019). Tyto organokovové
komplexy prochazeji preklinickymi a klinickymi studiemi a jejich potencidlné odlisné
mechanismy ucinku ve srovnani s klinickymi platinovymi cytostatiky mohou vyznamné

prispét pri reseni problému s rezistenci vici CP a jejim derivatim. Na organokovové
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latky se stejnym mechanismem ucinku se totiz mlZe vyvinout zkfiZzena rezistence

(Anand et al., 2024; Song et al., 2022).

6.4.1 Ruthenium

Rutheniové komplexy jsou predmétem zdjmu jiz néjakou dobu, zvlasté pro
jejich silné protinddorové ucinky za soucasné schopnosti si zachovat nizkou toxicitu
(Skoupilova a Hrstka, 2019). Ruthenium muzZe existovat v oxidacnich stavech +lI, +lll,
+1V, které jsou dostupné za fyziologickych podminek. Komplexy vytvareji oktaedrickou
geometrii, kdy je kolem centralniho atomu ruthenia usporaddno Sest ligandu. Diky této
orientaci dochazi prednostné k tvorbé mezifetézcovych vazeb mezi témito komplexy a

bazemi v DNA (Lucaciu et al., 2022).

Pro zvySeni selektivity proti nadorovym bunkam a sniZeni toxicity na bunky
zdravé lze komplexy poddvat ve formé relativné inertnich proléciv Ru(lll), kterd se
nasledné redoxnimi procesy aktivuji na Ru(ll) az uvnitf nadorovych bunék. Aktivaci

podporuje kyselé pH a hypoxie v nddorovych burkach (Lucaciu et al., 2022)

Dalsi vyjimecnou vlastnosti Ru(lll) je jeho schopnost nahradit Fe(lll) ionty
v transferinu, vzhledem k jejich strukturni podobnosti. Fyziologicky mechanismus
transportu Zeleza by tak mohl byt vyuzit pro vstup rutheniovych komplex(i do
nadorovych bunék pravé proto, Ze u rychle proliferujicich bunék se zvySuje mnozstvi
transferinovych receptori na jejich povrchu. Navic bylo zjiSténo, Zze se ruthenium
akumuluje lépe v nadorovych bunkach nez platina a vykazuje Ucinnost i u nador(

rezistentnich na CP (Lucaciu et al., 2022; Parveen et al., 2019).

Nékteré komplexy napf. NAMI-A (Obrazek €. 5) vykazuji spiSe antimetastatické
a antiangiogenni ucinky neZ pfimou cytotoxicitu na primarni nddor (Skoupilova a

Hrstka, 2019).

38



(A :

Clag iu cl / \

o 11 '/”//Cl )
S

/', O
3
2
2
C Z
Z

“CH;

Iz

Hj

Obrdzek ¢. 5 Strukturni vzorec NAMI-A (Lucaciu et al., 2022) — prevzato

NAMI-A = [ImH][trans-RuCls(DMSO)(Im)], kde Im=imidazol,
DMSO=dimethylsulfoxid

6.4.2 Osmium

Zprvu se terapeutickému potencidlu osmia nevénovala pfili§ pozornost. Pozdéji
na zakladé poznatkl o polosendvicovych arenovych komplexech Ru(ll) byly vytvoreny
analogy obsahujici osmium (Obrazek €. 6). Komplexy Os(ll) se od Ru(ll) lisi chemickou
reaktivitou — maji pomalejsi kinetiku vymény ligandl. Naopak interakce s DNA probiha
obdobné u obou typld komplext. Prokdzalo se, Ze vyvoldvaji produkci reaktivnich forem
kysliku, zejména superoxidu, s ndslednym poskozenim DNA (Hearn et al., 2015; van Rijt

a Sadler, 2009).

Komplexy osmia pUsobi v mnoha ptipadech ucinnéji nez CP nebo komplexy

ruthenia, a staly se proto perspektivni skupinou z hlediska protinadorového vyzkumu

(Hanif et al., 2014).

Obradzek ¢. 6 Priklad Os(ll) polosendvicového komplexu
(Anand et al., 2024) — prevzato a upraveno
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7. EXPERIMENTALNI CAST

7.1 Testované organokovové komplexy

Tabulka ¢. 4 Prehled testovanych sloucenin véetné jejich oznaceni

OsPB [Os(n®-pcym)(SCH1)(PB)]PFs
OsABPT [Os(n®-pcym)(ABPT)CI]PFe
OsSCH1 [Os(n®-pcym)(SCH1)CI]PFe

NaPB 4-fenylbutyrat sodny

Uvedené komplexy byly ptipraveny de novo a zaslany z Pfirodovédecké fakulty
Univerzity Palackého v Olomouci panem doc. Mgr. Pavlem Starhou, Ph.D. Zakladem
studovanych sloucenin je osmiovy komplex OsPB, ktery se mulzie v zavislosti na
podminkach prostfedi rozpadat prostrednictvim rlznych degradacnich procesl na tfi
hlavni produkty — OsSCH1, OsABPT a NaPB. Tyto degradacni produkty mohou
vykazovat jiné biologické vlastnosti a mit odliSny vliv na Zivotaschopnost bunék. Cilem
této prace bylo posoudit nejen cytotoxické ucinky zakladniho komplexu OsPB, ale také
urcit, jak se cytotoxicita jednotlivych degradacnich produktt lisi od pavodni slouceniny.
Porovnanim ucink( jednotlivych komplexu Ize ziskat komplexnéjsi obraz o mechanismu
ucinku OsPB a jeho pfipadném terapeutickém potencidlu. V jednotlivych
experimentech pak byly sledované latky vzdy testovany soucasné s cisplatinou (CP),

aby se nasledné mohla srovnat jejich Ucéinnost.

Chemicka struktura a podrobny postup syntézy studovanych komplex( nejsou
hlavnim predmétem této prace, jelikoz se zaméruje predevsim na biologické ucinky
téchto latek. Tim je umoznéno soustiedit se v hlavni ¢asti prace na experimentalni

hodnoceni cytotoxickych ucinku a jejich interpretaci.
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7.2 Bunécné linie

7.2.1 A2780

A2780 (Sigma-Aldrich, katalogové cCislo: 93112519) je bunécna linie lidského
karcinomu vajeéniku epitelialniho typu, ktera byla odvozena z nadorové tkané

nelécené pacientky. Tato linie je citliva k CP.

7.2.2 A2780cis

A2780cis (Sigma-Aldrich, katalogové cCislo: 93112517) reprezentuje bunécnou
linii rezistentni na CP. Tato rezistence byla vytvorena opakovanym plsobenim
zvySujicich se koncentraci CP na matefskou bunécnou linii A2780. Pro zachovani
rezistence je tfeba priddvat CP (Sigma-Aldrich) do kultivaéniho média s vyslednou

koncentraci 1 uM kazdé 2-3 pasaze.

7.2.3 Kultivace

Prace s bunéénymi liniemi probihala za dodrZeni sterilnich podminek v prostredi
laminarniho boxu, ktery byl vidy pred zacatkem prace vysvicen UV svétlem (30 minut).
Buniky byly kultivovany v kultivacnim médiu, jehoz sloZeni uvadi tabulka (Tabulka €. 5),

a uchovavany v inkubdtoru, kde se udrzovala teplota 37 °C a 5% CO, atmosféra.

Tabulka ¢. 5 SloZeni kultivacniho média pro bunécné linie A2780 a A2780cis

KomponentY k'ultlvacmho Vyrobce Katalogové cislo
média
RPMI-1640 médium (+ 2mM Sigma-Aldrich R8758-6X500ML
glutamin)
10% fetalni bovinni sérum (FBS) LindCare CZ s.r.o. $1810-500
Gentamicin sulfat Sigma-Aldrich G1914-250MG
Penicilin G draselna sul BioTech a.s. Serva 31749.04
Roztok pyruvatu sodného Sigma-Aldrich S$8636-100ML
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7.2.4 Pasazovani

Pasazovani predstavuje proces, kdy je cast bunék odebrdna do nového
kultivacniho média a prenesena do dalsi kultivaéni misky. Provadi se z divodu vysoké
koncentrace bunék, kterd brani jejich dalSimu mnozeni, a z dGvodu vycerpani Zivin
z média. Tento proces se vyuZiva pro udrzeni bunék ve stavu exponencialniho ristu

(Masters a Stacey, 2007).

Pasazovani probihalo pravidelné a na zacatku byly vidy burky a jejich
konfluence zkontrolovany pod mikroskopem. Z plvodni misky bylo odstranéno staré
médium a bunky byly oplachnuty dvakrat 2 ml fosfatového pufru (PBS; pH 7,34).
Nasledné byly pfiddny 4 ml PBS a 100 ul 1% trypsinu, ktery se nechal na burnky pasobit
po dobu 3 minut vinkubdtoru pfi 37 °C a 5% CO;. Po uplynuti této doby bylo
pozorovano oddéleni bunék pod mikroskopem, ke kterému doSlo diky pUsobeni
trypsinu. Poté byl obsah kultivaéni misky preveden do centrifugacni zkumavky (15 ml).
Misky byly oplachnuty 2 ml kultivaéniho média a obsah opét prenesen do zkumavky,
¢imz doslo kinaktivaci trypsinu. Po centrifugaci (10 minut, 450 g, 20 °C) byl odsat
supernatant, bufiky byly resuspendovény v 10 ml kultivaéniho média a spoéitany. Cast
bunék byla vysazena na nové kultivacni misky (TPP, Sigma-Aldrich, katalogové (islo:

93100, 100 x 20 mm), doplnéna médiem a vloZzena do inkubatoru.

7.2.5 Pocitani bunék

Do mikrozkumavky bylo napipetovano 20 pl bunééné suspenze a 20 ul
trypanové modfti (1:1). Po promichani bylo naneseno 10 pl suspenze do obou poli
Blrkerovy komarky a Zivé bunky byly spocitany pod mikroskopem. Trypanova modf do
zivych (Zivotaschopnych) bunék nepronika, ale do mrtvych ano kvdli jejich porusené
membrané. Pocet bunék byl zaznamenan vidy trikrat v 25 ctvercich s dodrZzenim
zasady dvou pfilehlych stran. Primér byl nasledné vyndsoben dvéma a takto ziskany

vysledek pak odpovidad poétu x 10* bunék v 1 ml zakladni suspenze.

Dle objemu kultivaéniho média a poctu Zivych bunék mohly byt ndasledné

nasazeny pozadované pocty bunék na jednotlivé experimenty.
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7.2.6 Mikroskopie

Snimky jednotlivych bunék byly pofizeny pfimo v kultivaénich miskach pomoci
inverzniho mikroskopu Nikon TMS a digitalniho fotoaparatu Canon Eos 350D. Bylo

pouzito zvétSeni 400x.

7.3 Stanoveni viability a proliferace bunék pomoci WST-1 testu

7.3.1 Princip WST-1 testu

WST-1 test je spektrofotometrickd metoda, kterd slouzi pro stanoveni viability a
proliferace bunék na zakladé méreni metabolické aktivity. Test je zaloZen na Stépeni
stabilni tetrazoliové soli WST-1 na rozpustny formazan (Obrazek ¢. 7). Tato reakce
probihd pouze na povrchu metabolicky aktivnich bunék a taktéz je z&3asti zavisla na
produkci NADPH v Zivotaschopnych burikdch. MnoiZstvi vytvofeného formazanu pak

pfimo koreluje s mnozstvim metabolicky aktivnich bunék (Roche, 2021).

NO, NO;
N
'I\ | 1
—~ ~
@\ _N NAD" ¢—————— NADH @ N—H
N N |
I N Il N

| — O]
N Sukcinat-tetrazolium reduktasa N
S0:Na S0OsNa
WSF1 Formazan
svétle Cervena tmaveé fervend

Obrazek ¢. 7 Princip WST-1 testu (Roche, 2021) — pfevzato a upraveno

7.3.2 Pracovni postup pro WST-1 test

Na cirou 96-jamkovou mikrotitracni desticku s plochym dnem (TPP, BioTech
a.s., katalogové cislo: 92096) bylo vysazeno 100 pl bunééné suspenze o koncentraci 10
tisic bunék A2780 na jamku. Stejnym zpUsobem byla pfipravena druhd desticka o
koncentraci 20 tisic bunék A2780cis na jamku. Desticky byly kultivovany 24 hodin pfi
37 °Ca 5% COy v inkubatoru.
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Poté byly obé bunécné linie ovlivnény testovanymi komplexy a CP v rliznych
koncentracich uvedenych v tabulce (Tabulka ¢. 6). Nejprve byly pfipraveny roztoky
testovanych komplex(i a CP v zdsobnich koncentracich a z téchto zasobnich roztoku
byla do mikrozkumavek vytvorena koncentrac¢ni fada. Pro fedéni bylo pouZito
kultivaéni médium a postupovalo se metodou dvojkového fedéni. Pfipravené roztoky
byly promichany na vortexu a napipetovany po 100 pl na jamku. Do jamek pro kontrolu
pozadi bylo namisto toho pfidano 100 pl kultivaéniho média. Taktéz byly vyclenény
jamky pro kontrolu vlivu rozpoustédla dimethylsulfoxidu (DMSO) pouzitého pro
pfipravu zasobnich roztok( testovanych komplex(. Roztok DMSO byl pfipraven z 10 pl
DMSO a 1 000 pl kultivatniho média (viz Tabulka €. 6). Destic¢ky byly takto inkubovany
po dobu 48 hodin pfi 37 °Ca 5% CO,.

Tabulka ¢. 6 Schéma rozloZeni mikrotitracni desticky pro WST-1 test na pfikladu OsPB
a OsABPT

'{(5:;] 25 | 12,5 | 6,25 | 3,125 | 1,563 | 0,781 | 0,391 | 0,195
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A RO R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 kontrola | kontrola | kantrola | kontrola

OsPB B RO R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 kontrola | kontrola | kontrola | kontrola

C RO R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 DMSO DMSO medium | médium

OSAB D RO R1 R2 R3 R4 RS R6 R7 DMSO DMSO | médium | médium
PT E RO R1 R2 R3 R4 RS R6 R7
F RO R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7

100 | 50 | 25 | 12,5 | 6,25 | 3,125 | 1,563 | 0,781

Kontrola = neosetrené buriky

Médium = kontrola pozadi (bez bunék)

DMSO = buriky + roztok DMSO

RO = 14 ul zésobniho roztoku (5mM) + 1 400 ul média; R1 = 800 ul RO + 800 ul média atd.

CPO= 120 ul zésobniho roztoku (1,6666mM) + 880 ul média; CP1 = 500 ul CPO + 500 ul média
atd.

Pozndmka: Analogicky postup byl proveden pro obé bunécné linie i pro zbylé dvé Idtky (OsSCH1,
NaPB).

Ke stanoveni ucinku komplext a CP bylo pouzito WST-1 cinidlo (Sigma-Aldrich,
katalogové cislo: 11644807001). Do kazdé jamky bylo ptidano 50 ul roztoku WST, ktery
byl ziskdan naredénim 1 ml WST-1 c¢inidla do 4 ml PBS. Po 3 hodinach inkubace pfi 37 °C

a 5% CO; vinkubatoru byla zmérena absorbance pfi 440 nm a pfi referencni vinové
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délce 690 nm pomoci pfistroje Tecan Spark Multimode Microplate Reader (Tecan,

Svycarsko).

7.3.3 Statisticka analyza WST-1 testu

Vysledky méreni byly prevedeny do programu Microsoft Office Excel.
Z namérenych hodnot absorbanci (v triplikdtech nebo duplikatech) byla pro kazdou
koncentraci jednotlivych latek vypocitdana priimérnd hodnota absorbance, od které
byla odectena prlimérnd hodnota absorbance pozadi. Nasledné byly tyto hodnoty
pfevedeny na procenta, kdy absorbance kontrolnich bunék (neoSetfenych Zadnou

l[atkou) byla nastavena jako 100 %.

Pro vytvoreni grafli a stanoveni hodnot ICso byl pouZzit program GraphPad Prism
verze 9.3.0 (GraphPad Software, USA). IC neboli inhibi¢ni koncentrace znaci takovou
koncentraci testované latky, pfi které dochdzi kinhibici rdstu takového procenta

bunék, které je uvedeno v indexu u zkratky.

Ziskana procenta Zivotnosti i absolutni hodnoty absorbanci (osa y) byly
spolecné s jednotlivymi koncentracemi vuM (osa x) vloZeny do programu. Pro
stanoveni hodnot ICso byla pouZita nelinearni regrese a jeSté predtim bylo nutné
prevést koncentrace na logaritmické vyjadreni. Na zdkladé ziskanych hodnot ICso bylo

posléze rozhodnuto, se kterymi komplexy se bude pokracovat v dalSich experimentech.

7.4 Stanoveni viability a proliferace bunék mikroskopicky

7.4.1 Princip stanoveni viability (mikroskopicky)

Pro stanoveni poctu zivych a mrtvych bunék byla pouZita Blirkerova komurka a
barveni trypanovou modfi. Buriky obou bunéénych linii byly vidy nasazeny v duplikatu

pro kazdy z testovanych komplexd, CP a kontrolu a nasledné pocitany separatné.

7.4.2 Pracovni postup pro stanoveni viability (mikroskopicky)

Bunky A2780 i A2780cis byly vysazeny na malé kultivacni misky (Sarstedt,
katalogové dislo: 83.3900, 35 x 10 mm) v poctu 0,3 milionu na misku a byly k nim

pridany 2 ml kultivaéniho média. Po 24 hodinach inkubace pfi 37 °C a 5% CO; byly
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pfipraveny roztoky testovanych komplext a CP v zdsobnich koncentracich a buriky byly

ovlivnény dle rozpisu (Tabulka €. 7).

Tabulka ¢. 7 Ovlivnéni bunék A2780 a A2780cis testovanymi komplexy a CP pro
stanoveni viability

Bunky Ovlivnéni zasobnimi roztoky Vysledna koncentrace
2x A2780 2 ml RPMI (kontrola) -
2x A2780 2 ml RPMI + 1 ul OsPB 2,5 uM
2x A2780 2 ml RPMI + 1 ul OsSCH1 2,5 uM
2x A2780 2 ml RPMI + 3 pl CP 2,5uM
2x A2780cis 2 ml RPMI (kontrola) -
2x A2780cis 2 ml RPMI + 2 ul OsPB 5uM
2x A2780cis 2 ml RPMI + 2 ul OsSCH1 5uM
2x A2780cis 2 ml RPMI + 6 pl CP 5uM

Zasobni roztoky: OsPB (5mM), OsSCH1 (5mM), CP (1,6666mM)

Za dalSich 48 hodin inkubace za stejnych podminek bylo médium z kultivacnich
misek prfeneseno do centrifugacnich zkumavek (15 ml). Nasledovalo oplachnuti 1 ml
PBS 2x po sobé a oplachové PBS bylo vidy taktéZz preneseno do centrifugacnich
zkumavek. Po pridani dalSiho 1 ml PBS a 25 ul 1% trypsinu byly buriky inkubovany po
dobu 3 minut pfi 37 °C a 5% CO;. Po uplynuti této doby bylo k burikdm priddano 500 pl
kultivaéniho média, aby se zastavila reakce trypsinu, a lehkym poklepanim na misky ze
strany bylo docileno oddéleni bunék. Pomoci pipety byly ze vSech stran kultivacnich
misek oplachnuty pfitomnym obsahem ulpivajici buriky a vSe bylo poté preneseno do
centrifugacnich zkumavek. Nakonec byly kultivaéni misky opét opladchnuty 1 ml PBS,
které bylo také preneseno do zkumavek. Po centrifugaci (10 minut, 450 g, 20 °C) byl

odsat supernatant a peleta byla resuspendovana v 1 ml kultivaéniho média.

Stanoveni poctu Zivych (svétlé) a mrtvych (tmavé modré) bunék bylo provedeno
analogicky jako v bodé 7.2.5. Viabilita bunék byla vypocitana jako pomér celkového
poctu Zivych bunék ku celkovému poctu bunék (Zivych i mrtvych), vysledné hodnoty

byly vyjaddfeny v procentech a jako priimér z kazdych dvou stanoveni.
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7.4.3 Vypocet doubling time bunék

Doubling time (doba zdvojeni bunék) predstavuje ¢as potrebny k zdvojndsobeni
populace bunék. Tento parametr hraje klicovou roli pfi hodnoceni ucinkl cytotoxickych
latek, jako je cisplatina, protoze ovliviiuje citlivost bunék na chemoterapii (Daukste et
al., 2012). Na zékladé poctu bunék v kontrolnich skupinach byl vypocitan doubling time

pro obé bunécné linie. K vypoctu byl pouzit vzorec:

doba kultivace x In(2)
finalni pocet bunék
pocatetni pocet bunék

Doubling time =

Obrdzek ¢. 8 Vzorec pro vypocet doubling time

7.5 Stanoveni aktivity laktatdehydrogenasy

7.5.1 Princip stanoveni aktivity laktatdehydrogenasy

Laktdatdehydrogenasa (LDH) je cytoplazmaticky enzym pfitomny ve vsech
burikach. Uvoliuje se z poSkozenych bunék pfi naruseni jejich plazmatické membrany
jako znamka bunécéné smrti a mérenim aktivity LDH lze kvantifikovat cytotoxicky
potencial testovanych komplext. Substraty pro LDH jsou laktat a NAD* a jejich
preménou vznika pyruvat a NADH + H*. Katalyzator z pouzité soupravy prenasi 2H
z NADH + H* na tetrazoliovou sll, kterd se redukuje na formazan (Obrazek ¢. 9).
Absorpéni maximum vytvoreného formazanového barviva se pohybuje kolem 500 nm,
zatimco tetrazoliova sul nevykazuje pti téchto vinovych délkach Zadnou vyznamnou
absorpci. ZvySeni enzymatické aktivity LDH a tedy i mnozZstvi lyzovanych bunék pfimo

koreluje s mnozZstvim vytvoreného formazanu (Roche, 2020).
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Obradzek €. 9 Princip stanoveni aktivity LDH (Roche, 2020) — pfevzato a upraveno

7.5.2 Pracovni postup pro stanoveni aktivity laktatdehydrogenasy

Buriky byly pfevedeny do kultivaéniho média s obsahem nizké koncentrace séra
(1% FBS), jelikoz séra obsahuji rliznd mnozZstvi LDH, kterd by mohla zvySovat absorbanci
pozadi. Na Cirou 96-jamkovou mikrotitracni desticku s plochym dnem (TPP, BioTech
a.s., katalogové Cislo: 92096) bylo nasazeno 4 tisice bunék A2780 a 6 tisic bunék
A2780cis v 50 ul kultivaéniho média (1% FBS) na jamku. Kontroly tvofilo pouze 50 pl
kultivaéniho média bez bunék (viz Tabulka ¢. 8). Desti¢ka byla umisténa na 24 hodin do
inkubdtoru (37 °C a 5% CO.). Poté bylo do mikrotitracni desti¢ky pfidano 50 pl roztokd
testovanych komplext a CP v kultivacnim médiu (1% FBS) na jamku dle rozpisu

(Tabulka €. 9) a nasledna inkubace probihala 24 nebo 48 hodin (37 °C a 5% CO.).
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Tabulka ¢. 8 Schéma rozloZeni mikrotitracni desticky pro stanoveni aktivity LDH
(pipetovdno v triplikatech)

LC = negativni kontrola, spontdnni uvolnéni LDH z neosetrenych bunék

HC = pozitivni kontrola, maximdlni uvolnitelnd LDH

BC = kontrola pozadi (bez bunék), odectena od vSech ostatnich hodnot

Sedd (kromé BC) = kontrola aktivity LDH v testovanych Idtkdch

Tabulka ¢. 9 Ovlivnéni testovanymi komplexy a CP pro stanoveni aktivity LDH

LC HC OsPB OsSCH1 CP BC BC BC
(5uM) (5uM) (5uM)
LC HC OsPB | OsSCH1 CpP OsPB OsPB OsPB
(5uM) (5uM) (5uM) (5uM) (5uM) (5uM)
LC Hc | OsPB | OsSCH1 CP OsSCH1 | OsCH1 | OsSCH1
(5uM) (5uM) (5uM) (5uM) (5uM) (5uM)
OsPB | OsPB | OsPB
(2,5uM) (2,5uM) (2,5uM)
OsCH1 | OsSCH1 | OsCH1
(2,5uM) (2,5uM) (2,5uM)
LC HC OsPB OsSCH1 CP CP CP CP
(2,5uM) (2,5uM) (2,5uM) (5uM) (5uM) (5uM)
LC HC OsPB | OsSCH1 CpP CP CP CP
(2,5uM) (2,5uM) (2,5uM) (2,5uM) (2,5uM) (2,5uM)
LC HC OsPB OsSCH1 CP
(2,5uM) (2,5uM) (2,5uM)
A2780cis
A2780
50 pl média

Komplex Zasobni roztok 50 pl/jamka Vysledna koncentrace
OsPB a OsSCH1 (5uM) 1 ml média + 2 pl komplexu 5 uM
OsPB a OsSCH1 (2,5uM) | 0> M roztoku SuM T+ 0,5 ml 2,5 UM
média
CP (5uM) 1 ml média + 6 ul CP 5 uM
CP (2,5uM) 0,5 ml roztoku,5|'1M T™+0,5 ml 2.5 UM
média
LC, HC, BC Pouze médium -

Zdsobni roztoky: OsPB (5mM), OsSCH1 (5mM), CP (1,6666mM)

Uvolfiovani LDH bylo stanoveno soupravou pro detekci cytotoxicity LDH

(Cytotoxicity Detection Kit LDH, Roche). Veskeré reagencie byly skladovany v lednici pfi

2-8 °C a pred poutzitim lehce promichany. Do kazdé jamky s pozitivni kontrolou (HC)

bylo pfidano 5 ul lyza¢niho roztoku a inkubovdno 15 minut pfi laboratorni teploté.
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Mezitim byl pfipraven poZadovany objem reakéni smési, ktery byl namichan vidy
Cerstvé pred pouzitim do centrifugacni zkumavky. Reakéni smés obsahovala 120 ul
katalyzatoru a 5,380 ml barviciho roztoku. Katalyzator je doddvan ve formé lyofilizatu,
ktery byl rozpustén v 10 ml destilované vody a po 10 minutdch ddkladné protfepan.
Reakéni smés byla priddna po 100 ul do kazdé jamky a desticka byla inkubovana 30
minut ve tmé pfi laboratorni teploté. Nakonec byla reakce ve viech jamkdach ukoncena

50 pl stop roztoku.

Desticka byla vlozena do pfristroje Tecan Spark Multimode Microplate Reader
(Tecan, Svycarsko) a po 10 sekunddch tfepani byla prométena absorbance pfi 492 nm a

pfi referencni vinové délce 650 nm.

7.6 Stanoveni aktivity kaspas 3/7, 8 a 9

7.6.1 Apoptoza a kaspasy

Apoptdza nebo také programovana bunéénd smrt predstavuje jednu z forem
regulované bunécné smrti. Jednd se o fyziologicky proces nebytny pro udrZeni
homeostdzy zdravych bunécnych populaci a slouzi k eliminaci poSkozenych a
nepotfebnych bunék. Existuji dvé odliSné apoptotické drahy (vnéjsi a vnitini), které
aktivuji kaspasy ke zprostfedkovani bunécné smrti komplexni kaskadou udalosti. Jedna
se o cysteinové proteasy a déli se na dva zakladni typy — iniciacni (kaspasa 2, 8, 9, 10) a
efektorové (kaspasa 3, 6, 7). Regulace apoptdzy zahrnuje fadu proapoptickych a
antiapoptickych faktord, které jsou za normalnich okolnosti v rovnovaze (Balaji et al.,

2021; Elmore, 2007).

Vnitfni (mitochondridlni) draha je spusténa na zakladé intracelularnich podnétl
(napf. poskozeni DNA, zvySena produkce reaktivnich forem kysliku atd.). Dojde ke
zvyseni permeability vnéjSi mitochondridlni membrany, z mitochondrii se uvoliuje
cytochrom c, ktery spoleéné s proteinem Apaf-1 a prokaspasou 9 tvofi apoptozom. To
vede ke vzniku aktivované kaspasy 9. Vnéjsi (receptorovd) dridha je zapocata
navazanim extracelularnich ligandi na membranové receptory smrti. Pfenosem signalu

dovnitf buriky se aktivuji prokaspasa 8 a 10. Obé apoptotické drahy se v tento okamzik
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zpUsobi v bunice zmény, které vyvrcholi apoptézou (Elmore, 2007).

7.6.2 Princip stanoveni aktivity kaspas

Metoda vyuziva principu chemiluminiscence, kdy emise zafeni je vyvolana
chemickou reakci. Pfidani ¢inidla ma za nasledek lyzu bunék a aktivované kaspasy pak
rozpoznavaji a ndsledné odstépi specifickou sekvenci z luminogenniho substratu.
Substrat dale podléhd luciferdzové reakci za vzniku luminiscencéniho signalu, ktery je

umérny aktivité pritomnych kaspas (Obrazek ¢. 10) (Promega, 2023).

H

L-N S: /: Nj/ COOH
N/ S

Kaspasa r.) L-
H,N \C(S’ /:Nj/ COCH
N S

Luciferasa

e | FATP+0,
Ig

Emise
zafeni

kde L= specificka sekvence pro jednotlivé kaspasy

Obrazek ¢. 10 Princip stanoveni aktivity kaspas
(Promega, 2023) — prevzato a upraveno

7.6.3 Pracovni postup pro stanoveni aktivity kaspas

Prvni den byly buriiky obou linii vysazeny na ctyfi malé kultivaéni misky
(Sarstedt, katalogové cislo: 83.3900, 35 x 10 mm) v poctu 0,4 milionu pro A2780 a 0,6
milionu pro A2780cis. Po 24 hodinach kultivace v inkubatoru pti 37 °C a 5% CO; byly
buriky ovlivnény roztoky testovanych komplex(i a CP v zasobnich koncentracich, jak je

uvedeno vtabulce (Tabulka ¢. 10). Poté byly vlozeny do inkubatoru na dalSich 24

hodin.
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Tabulka ¢. 10 Ovlivnéni bunék A2780 a A2780cis testovanymi komplexy a CP pro
stanoveni aktivity kaspas

Bunky Ovlivnéni zasobnimi roztoky Vysledna koncentrace
1x A2780, 1x A2780cis 2 ml RPMI (kontrola) -

1x A2780 2 ml RPMI + 1 ul OsPB 2,5 uM

1x A2780 2 ml RPMI + 1 pl OsSCH1 2,5 uM

1x A2780 2 ml RPMI + 3 pl CP 2,5um
1x A2780cis 2 ml RPMI + 2 pl OsPB 5uM
1x A2780cis 2 ml RPMI + 2 pl OsSCH1 5uM
1x A2780cis 2 ml PRMI + 6 pl CP 5uM

Zasobni roztoky: OsPB (5mM), OsSCH1 (5mM), CP (1,6666mM)

Po uplynuti inkubacéni doby byly burky sklizeny a spocitany. Z bunécné
suspenze bylo odebrano a nasazeno 10 tisic bunék do kazdé jamky bilé 96-jamkové
mikrotitracni desticky (SPL, BioTech a.s., katalogové cislo: 30196). Objem v kazidé
jamce byl doplnén do 50 ul kultivaénim médiem a do jamek blank bylo napipetovano

pouze médium.

Ke stanoveni aktivity kaspas byly pouzity testovaci soupravy Caspase-Glo®
Assays (Promega) obsahujici lyofilizovany substrat a 2,5 ml pufru, které byly v ¢ase
potfeby smichdny. Do kazdé jamky bylo ptfiddno 50 ul takto pripraveného cinidla pro

jednotlivé kaspasy (viz Tabulka €. 11).

Tabulka ¢. 11 Schéma rozloZeni mikrotitracni desticky pro stanoveni aktivity kaspas
(pipetovdno v triplikdtech)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Kontrola [Kontrola |Kontrola |OsPB OsPB OsPB 0OsSCH1 [OsSCH1 |OsSCH1 |CP CP CP
B Kontrola [Kontrola |Kontrola[OsPB OsPB OsPB OsSCH1 |OsSCH1 [OsSCH1 [CP CcP CP
C Kontrola [Kontrola |Kontrola|OsPB OsPB OsPB 0OsSCH1 |OsSCH1 |0sSCH1 |CP CP CP
D blank blank blank blank blank blank
E blank blank blank
F Kontrola [Kontrola |Kontrola |OsPB OsPB OsPB 0OsSCH1 [OsSCH1 |OsSCH1 |CP CP CP
G Kontrola[Kontrola [Kontrola |OsPB OsPB OsPB 0OsSCH1 |OsSCH1 |OsSCH1 |CP CcP cP
H Kontrola[Kontrola [Kontrola |OsPB OsPB OsPB 0OsSCH1 |OsSCH1 |OsSCH1 |CP CcP CP

A2780cis|Cas3/7

A2780 |[Cas8

Cas9

Kontrola = neosetrené buriky

Blank = kontrola pozadi (bez bunék), pro zohlednéni signdlu generovaného samotnym médiem
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Nasledné byla desticka vloZzena do pfistroje Tecan Spark Multimode Microplate
Reader (Tecan, Svycarsko) a po 30 sekundach tfepani nasledovala 30minutova
inkubace pfi 25 °C, po které byla proméfena luminiscence (integration 1 000, time 100

ms).

7.7 Statistické vyhodnoceni dat

Vysledky ziskané v experimentech uvedenych v kapitolach 7.4-7.6 byly
prevedeny do programu Microsoft Office Excel a zpracovany. Pro ndslednou
statistickou analyzu byl pouzit program GraphPad Prism verze 9.3.0 (GraphPad
Software, USA), konkrétné jednofaktorova analyza rozptylu (one-way ANOVA). Hladina

vyznamnosti odpovida hodnoté p < 0,05.
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8. VYSLEDKY

V této praci jsme se vénovali studiu cytotoxickych uc¢inkl komplex(i osmia na
bunécné linie ovarialnich karcinom( A2780 a cisplatina-rezistentni A2780cis. Nejprve
jsme stanovili hladinu ICso u komplexu OsPB a jeho degradacnich produktl OsABPT,
OsSCH1 a NaPB. Na zakladé vysledkl jsme vybrali komplexy OsPB a OsSCH1 k dalsim
analyzam. K dlikazu cytotoxicity jsme pouZili stanoveni laktatdehydrogenasy, stanoveni
viability pomoci trypanové modfi a stanoveni aktivity kaspas. Efekt vybranych

komplex( byl srovnavan s efektem cisplatiny (CP) o stejné koncentraci.

8.1 Mikroskopie bunék A2780 a A2780cis

Pfi mikroskopii jsme porovnavali, jak vypadaji obé bunécné linie A2780 a
A2780cis. Zaroven jsme sledovali, zda lze jiz pouhym okem zaznamenat vliv
testovanych komplext OsPB, OsSCH1 a CP na bunécnou proliferaci a také na morfologii
bunék. Z pofizenych snimk( (Obrazek €. 10) je patrné, Zze buniky A2780 (A) jsou mensi,
maji prevainé zaobleny tvar s malym procentem podlouhlych bunék a vyskytuji se
v tésnych shlucich. Naproti tomu bunky A2780cis (E) maji o néco vétsi, protahlejsi tvar
a vyznacuji se podstatné nizs$i bunécnou soudrinosti. Po ovlivnéni testovanymi
komplexy a CP doslo u bunécné linie A2780 (B, C, D) k viditelné redukci poctu bunék. U
bunék A2780cis byly po ovlivnéni (F, G, H) patrné morfologické zmény v podobé

vietenovitych tvard.
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Obrazek ¢. 11 Snimky z mikroskopu zachycujici bunécné linie A2780 a A2780cis, zvétseni 400x
Buriky A2780 — kontrola (A), po ovlivnéni OsPB (B), OsSCH1 (C) a CP (D)

Buriky A2780cis — kontrola (E), po ovlivnéni OsPB (F), OsSCH1 (G) a CP (H)

8.2 Stanoveni ICsp

Pomoci WST-1 testu jsme testovali antiproliferacni ucinky ¢tyf slouéenin — OsPB,
OsABPT, OsSCH1, NaPB a CP na bunécnych liniich A2780 a A2780cis 48 hodin po
ovlivnéni. Vysledky byly ziskany jako prlmér (+ SD) z péti nezdvisle provedenych
méreni pro kazdy z uvedenych komplex a CP u obou bunéénych linii. Grafy (Graf ¢. 3,
4 a 5) jsou vyjadreny jako zavislost viability bunék v procentech na pfislusnych
koncentracich testovanych latek v uM (v logaritmickém vyjadfeni). Viabilita je vztazena
ke kontrole (neoSetfené bunky), kterd odpovidd 100 %. Zvyslednych grafi byly

odecteny hodnoty ICso, které jsou u graf(i uvedeny.

evvs

bunécnou linii A2780 (ICso = 2,34 uM), tak pro bunécénou linii A2780cis (ICso = 5,25 uM).
Komplex OsSCH1 byl taktéz ucinny pro bunécénou linii A2780 (ICso = 4,25 uM), tak pro
bunécnou linii A2780cis (ICso = 7,99 uM). Oba komplexy inhibovaly metabolickou

aktivitu o néco vice u bunék citlivych na CP (A2780) — ICso cca 2x niZsi.
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V pfipadé CP (Graf ¢&. 5) vyZaduji rezistentni burky A2780cis cca 3x vyssi
koncentraci CP (ICso = 30,86 uM) pro dosazeni srovnatelné inhibice nez buriky A2780
(IC50 = 9,05 uM).

Naopak neucinnymi se ukazaly byt latky OsABPT a NaPB, a to pro obé bunécné
linie, a hodnoty ICso nebylo mozné stanovit. Ztoho dlvodu nebyly do dalSich

experimentl zahrnuty.
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Graf ¢. 3 WST-1 test — ucinek testovanych komplexii OsPB, OsABPT, OsSCH1 a NaPB
na bunécnou linii A2780 s vyobrazenymi ICsp
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Graf ¢. 4 WST-1 test — ucinek testovanych komplexi OsPB, OsABPT, OsSCH1 a NaPB
na bunécnou linii A2780cis s vyobrazenymi ICso
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Graf ¢. 5 WST-1 test — ucinek CP na bunécnou linii A2780 (modrd) a A2780cis (Cervend)
s vyobrazenymi ICsp

8.3 Viabilita (mikroskopicky)

Pomoci metody vyuzivajici barveni trypanovou modfi a pocitani Zzivych a mrtvych
bunék pod mikroskopem jsme stanovili cytotoxicitu ucinnych komplex( OsPB a OsSCH1
v koncentracich, které se blizi dfive stanovené ICso 2,5 uM pro linii A2780 a 5 uM pro
linii A2780cis. Tyto koncentrace byly odvozeny od ICso komplexu OsPB, jelikoz komplex
OsSCH1 je jeho degradacni produkt. CP byla pouZita ve stejnych koncentracich jako
sledované komplexy. Komplexy plsobily na bunécéné linie A2780 a A2780cis po dobu
48 hodin. Vysledky byly ziskany jako pramér (+ SD) ze tfi nezavisle provedenych méreni
pro kazdy z uvedenych komplex a CP u obou bunéénych linii. Data v grafu (Graf €. 6)
jsou vyjadrena jako procento viability bunék vztazené ke kontrole (neosetfené buriky),

ktera odpovida 100 %.

Pro vSechny testované komplexy véetné CP byl shledan statisticky signifikantni
rozdil ve viabilité bunék oproti kontrole u obou bunéénych linii (****p < 0,0001).
Nicméné je zfejmé, Ze nejvyrazné;jsi cytotoxicky ucinek vykazoval komplex OsPB, ktery
snizil pocet Zivotaschopnych bunék na zanedbatelné hodnoty u A2780 (6,0 + 1,4 %) i
A2780cis (5,3 + 2,8 %). Pfi pouziti komplexu OsSCH1 zlstala tfetina aZz cCtvrtina
populace bunék A2780 a A2780cis Zivotaschopna (25,0 + 11,1 % a 29,3 + 10,8 %).
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Ucinek komplexd na butiky A2780 byl relativné podobny jako Géinek CP (14,0 + 8,2 %),
avsak u bunék rezistentnich A2780cis byly komplexy G¢innéjsi nez CP (50,7 £ 12,7 %).

Na zdkladé poctu bunék v kontrolnich skupinach byl vypocéitan doubling time pro
A2780 (23 £ 1 h) a A2780cis (31 £ 3 h). Rychle se délici buriky mivajici tento ¢as kratsi, a

tim byvaji i citlivéjsi na ucinky cytotoxickych latek.
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Graf & 6 Ucinek komplexti OsPB, OsSCH1 a CP na bunécéné linie A2780 a A2780cis —
stanoveno mikroskopicky

8.4 Aktivita laktatdehydrogenasy

LDH se uvolnuje z bunék do kultivaéniho média skrze poSkozenou plazmatickou
membranu jako zndmka bunécné smrti. Cytotoxicitu jsme stanovili mérenim LDH za 24
a 48 hodin po ovlivnéni bunéénych linii A2780 a A2780cis komplexy OsPB, OsSCH1 a CP
ve stejnych koncentracich jako v predchozi kapitole. Vysledky byly ziskany jako pramér
(£ SD) ze tfi nezavisle provedenych méreni pro kazdy z uvedenych komplext a CP u
obou bunécénych linii. Data v grafu (Graf ¢. 7) jsou vyjadiena jako cytotoxicita (aktivita

LDH) v procentech vztazena ke kontrole (neoSetfené buriky), kterd odpovida 100 %.
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Z grafu vyplyva, Ze komplex OsPB byl schopny vyvolat signifikantni zvyseni
aktivity LDH, a tedy signifikantni cytotoxicky ucinek na buriky A2780 i A2780cis (vyjma
bunék A2780 48 hodin po ovlivnéni), kdy **p < 0,01 a ****p < 0,0001. Hodnoty
odpovidaly 377,0 £ 146,7 % (za 24 hodin) a 156,3 + 20,1 % (za 48 hodin) u bunék A2780
a 347,3 + 125,2 % (za 24 hodin) a 357,0 * 69,2 % (za 48 hodin) u bunék A2780cis.
V pfipadé komplexu OsSCH1 byl cytotoxicky ucinek u obou linii témér polovicni. CP
indukovala nejnizsi uvolnéni LDH z bunék A2780 po 24 hodinach (146,7 + 29,1 %) i
z bunék A2780cis po 24 hodinach (122,0 + 20,1 %) a po 48 hodinach (144,8 + 35,1 %).

V pfipadé bunék A2780 48 hodin po ovlivnéni jsme nezaznamenali Zadny

vyrazny narust aktivity LDH ani u jednoho z komplexa.
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Graf ¢. 7 Stanoveni aktivity LDH — ucinek komplexi OsPB, OsSCH1 a CP na bunécné
linie A2780 a A2780cis 24 a 48 hodin po ovlivnéni
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8.5 Aktivita kaspas 3/7, 8a 9

Stanovenim aktivity kaspas jsme chtéli zjistit schopnost bunék A2780 a A2780cis
reagovat na ucinky komplexd OsPB, OsSCH1 a CP (ve shodnych koncentracich
s predesSlymi kapitolami) indukci apoptdzy. Ktomuto ucelu jsme vyuzili iniciacni
kaspasy 3/7 a efektorové kaspasy 8 a 9. Komplexy plsobili na bunééné linie 24 hodin.
Vysledky byly ziskany jako pramér (£ SD) ze tfi nezavisle provedenych méreni pro kazdy
z uvedenych komplext a CP u obou bunécénych linii. Data v grafech (Graf ¢. 8 a 9) jsou
vyjadiena jako intenzita luminiscence odpovidajici aktivité jednotlivych kaspas.

Kontrola reprezentuje neosSetfené buriky.

Na grafech je vidét, Ze ani u jedné z bunécnych linii nedoslo k statisticky
signifikantnimu zvySeni aktivity iniciacnich kaspas 8 a 9 oproti kontrole (plati pro oba
komplexy i CP). Aktivita efektorovych kaspas 3/7 signifikantné vzrostla pro OsPB a CP u
A2780 a pro OsPB a OsSCH1 u A2780cis (*p < 0,05; **p < 0,01; ****p < 0,0001). U

rezistentnich bunék A2780cis jsme nezaznamenali U¢inek CP.
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Graf ¢. 8 Stanoveni aktivity iniciacnich kaspas 8 a 9 v bunécnych liniich A2780 a A2780cis
po ovlivnéni komplexy OsPB, OsSCH1 a CP
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Graf ¢. 9 Stanoveni aktivity efektorovych kaspas 3/7 v bunéénych liniich A2780 a A2780cis
po ovlivnéni komplexy OsPB, OsSCH1 a CP
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9. DISKUSE

Navzdory pozoruhodnym  pokrokim  vchapani molekuldrni  podstaty
kancerogeneze se ovaridlni karcinomy stale fadi na prvni misto v Umrtnosti mezi vSemi
gynekologickymi nadory. Zakladnim kamenem lécby zUstava chirurgicka operace se
snahou o ponechdni nulového nadorového rezidua, po niz ndasleduje chemoterapie
platinovym derivatem v kombinaci staxanem jako standardni rezim. Pridani cilené
Ié¢by k chemoterapii vedlo k jistému zlepSeni v oblasti terapie, zejména pak inhibitory
PARP maji velmi dobré uplatnéni u pacientek nesoucich mutaci v BRCA genech. U
vyznamné ¢asti pacientek (az 80 %) vsak dojde k recidivé s ndslednou rezistenci na
platinu a snizenim odpovédi na platinova, ale mnohdy i dalsi dostupnd cytostatika

(Miras et al., 2024).

Cisplatina je celosvétové jednim z nejrozsifenéjsich antineoplastickych [ékd prvni
linie, které zaznamenaly obecny uUspéch pti lécbé urcitych typl ndadorovych
onemocnéni, véetné ovaridlniho karcinomu (Habala a Valentovd, 2020; Jiang et al.,
2024). Nicméné i presto, Ze je na pocatku odpovéd na chemoterapii platinovymi
cytostatiky vysoka, pacientky v pokrocilych stadiich onemocnéni umiraji v dasledku
relapsu a ziskané lékové rezistence. Mechanismus rezistence nddorovych bunék je
slozity a zahrnuje fadu proces(, jako napf. zmény ve vychytavani platiny, aktivni
opravu poskozené DNA, zmény v apoptotickych drahach, reakce vedouci k jeji
deaktivaci a nékolik dalSich. Chemoterapeuticka rezistence vici cisplatiné a jejim
derivatim proto predstavuje urcitou vyzvu pfi [éCbé ovaridlnich karcinom( (Miras et
al., 2024). Kromé toho zpuUsobuje cisplatina systémovou toxicitu a casty rozvoj
vedlejsich nezadoucich ucink(l. Mezi organy nejcastéji zasazené toxickymi ucinky
cisplatiny patfi ledviny, sluchové Ustroji, periferni nervovy systém, jatra a srdce

(Romani, 2022).

Pravé kvali vySe zminénym limitacim cisplatiny v boji proti nadorovym
onemocnénim se zacaly hledat moznosti vytvoreni jejich analogu, které by disponovaly
lepsimi farmakologickymi vlastnostmi. Zaména platiny za jiny z prechodnych kovd, a
tim ziskani novych struktur organokovovych komplext, se stalo perspektivni oblasti
vyzkumu protinadorové terapie poslednich let (Habala a Valentova, 2020). V této praci

jsme se zaméfili na organokovové komplexy na bazi osmia. Tém se zacala vénovat vétsi
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pozornost poté, co byla zjiSténa slibnd protinddorova aktivita (i na rezistentni buriky) u
polosendvicovych arenovych komplexd ruthenia s cilem vytvofit jejich alternativy
s osmiem. Navzdory tomu, Ze komplexy osmia nejsou prozkoumany v takové mire,
jejich stabilita za fyziologickych podminek a také kinetickd inertnost by mohly hrat ve
prospéch jejich protinddorového Uucinku. Nejraznéjsi studie naznacuji, Ze design
organokovovych sloucenin a volba ligandl koordinovanych na centralni atom osmia

ma vliv na mechanismus ucinku komplext (Hanif et al., 2014).

Vliv ndmi testovanych organokovovych komplext jsme sledovali na bunécénych
liniich karcinomu ovaria A2780 a A2780cis (linie rezistentni k cisplatiné). Po ovlivnéni
téchto bunék vybranymi komplexy byly pfi mikroskopii viditelné rozdily v jejich poctu
oproti kontrole zejména u linie A2780, z cehoZ Ize usuzovat na mozny vliv komplexU na

bunécnou proliferaci.

Pomoci WST-1 testu jsme stanovili hodnoty ICso pro ndmi testovany komplex OsPB
a jeho degradacni produkty OsABPT, OsSCH1 a NaPB a dale také pro cisplatinu. Jako
l[atku s nejvysSim Gcinkem jsme vyhodnotili OsPB pro A2780 (ICso = 2,34 uM) i pro
A2780cis (ICso = 5,25 puM). U komplexu OsSCH1 jsme také pozorovali ucinnost
s hodnotami ICsp asi 2x vy$Simi nez u OsPB. Nicméné totéz nebylo prokdzano u zbylych
dvou latek (OsABPT, NaPB), u kterych nebylo mozné ICso korektné stanovit, jelikoz
v danych koncentracich nevykazovaly zadny efekt na snizeni metabolické aktivity
bunék. Nutno také podotknout, Ze nejvétsi rozdil v hodnotach ICso je patrny u
rezistentni linie A2780cis pfi pouziti OsPB (ICso = 5,25 uM) a cisplatiny (ICso = 30,86
uM), na zdkladé cehoZz lze konstatovat znatelny uclinek komplexu v rezistentnich

burikach ve srovnani s cisplatinou.

Jiz v minulosti se nékolik autorl vénovalo studiu rlznych organokovovych
komplex( na bazi osmia s povzbudivymi vysledky. Napriklad van Rijt et al. (2010)
pouzili pro testovani tutéz bunécnou linii A2780 jako v naSich experimentech. Po 24
hodinach od ovlivnéni nékolika arenovymi komplexy s ligandem 4-methyl-pikolinatem
stanovili hodnoty ICso. Ty se pohybovaly v rozmezi 3-33 uM (u latek s nejvyssi potenci
3-7,6 uM), coz je relativné ve shodé s nami ziskanymi hodnotami. Také zjistili

morfologické zmény v bunkach, coz poukazuje na indukci apoptdzy.
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Gatti et al. (2018) ve své studii zkoumali mimo jiné i antiproliferacni aktivitu
arenovych polosendvicovych komplexd ruthenia a osmia obsahujicich ve své strukture
thiosemikarbazonovy ligand. Za pouZiti identickych bunécénych linii jako v nasem
pfipadé (A2780 a A2780cis) a dale bunécné linie A549 (lidsky adenokarcinom plic),
HCT116 (lidsky karcinom tlustého stfeva) a PC3 (lidsky karcinom prostaty) dospéli
k zavéru, Ze tyto komplexy obecné vykazuji aktivitu vici vSem liniim a zaroven jsou
aktivnéjsi nez volny thiosemikarbazonovy ligand. Hodnoty ICso byly stanoveny pomoci
SRB testu (Sulforhodamine B cytotoxicity assay) s mirné lepSimi vysledky pro komplexy
na bazi ruthenia. Nicméné stejné jako v nasSich experimentech, i zde byla na zdkladé
hodnot ICso prokazana lepsi ucinnost komplext na bunécéné linie ovarialnich karcinom

(A2780 i A2780cis) v porovnani s cisplatinou, ktera byla pouZita jako pozitivni kontrola.

DalSim cilem této prace bylo zhodnotit cytotoxické ucinky dvou vySe zminénych
ucinnych komplex(i (OsPB, OsSCH1) a rovnéZ cisplatiny ve stejnych koncentracich,
které jsme zvolili dle hodnoty ICso komplexu OsPB (2,5 uM pro A2780; 5 uM pro
A2780cis). Stanovili jsme viabilitu pomoci barveni trypanovou modfti, aktivitu
laktatdehydrogenasy a kaspas. U komplexu OsPB byla ve vSech tfech analyzach na
obou bunécnych liniich zaznamendna statisticky signifikantni zména oproti kontrole
s neosSetfenymi bunkami. To znamend, Ze pfi jeho pouziti se snizil pocet
Zivotaschopnych bunék na zanedbatelné mnozstvi (pro A2780 6,0 + 1,4 %; pro
A2780cis 5,3 £ 2,8 %). Rovnéz bylo detekovdno znacné mnoiZstvi uvolnéné LDH jako
nasledek poskozeni bunék a zvySena aktivita efektorovych kaspas 3/7 v dusledku
aktivace apoptdzy. Nase experimenty tedy prokdzaly cytotoxické plisobeni OsPB vUci
nadorovym burikdm, véetné téch na cisplatinu rezistentnich, a také lepsi ucinek nez
soucasné testovana cisplatina v stejnych koncentracich. Degradaéni produkt OsSCH1
nepfinesl obecné tak dobré vysledky jako komplex OsPB. Pocet Zivotaschopnych bunék
byl redukovan na asi ¢tvrtinu u A2780 (25,0 + 11,1 %) a na tfetinu u A2780cis (29,3 +
10,8 %). Signifikantni zvySeni aktivity LDH jsme nezaznamenali ani u jedné bunécné

linie a k nardstu aktivity efektovych kaspas 3/7 doslo pouze u A2780cis.

Pro srovnani, Hearn et al. (2015) se ve své studii zaméfili na organokovovy
komplex [Os(n®-pcym)(4-(2-pyridylazo)-N,N-dimethylanilin)I]PFs a sou¢asné také na vliv

tohoto komplexu na indukci apoptdzy v bunkach karcinomu ovaria A2780. Zjistili
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down-regulaci kaspas 2, 6 a 9 po 12 hodinach a kaspasy 7 po 48 hodinach. Hladiny
efektorové kaspasy 3 se zvysili po 24-48 hodinach a po 72 hodinach opét klesaly.
RovnéZ v nasem pripadé jsme u komplexu OsPB zaznamenali zvyseni aktivity pouze u
efektorovych kaspas 3/7, které jsme méfili po 24 hodinach. Prace autorli Romero-
Caneldn et al. (2013) se v jedné ze svych casti zabyva studiem efektu chloridovych a
jodidovych komplexd na bazi osmia a ruthenia na aktivitu kaspasy 3. U vsech
testovanych komplexu prokazali po 24 hodinach aktivaci kaspasy 3 v burikach A2780, a
tim i vyskyt pozdni faze apoptdzy. Vysledky byly témér srovnatelné pro komplexy

osmia i ruthenia.

Bylo prokdazano, Ze rychleji proliferujici buriky vykazuji vyssi metabolickou aktivitu,
kterda mQZe ovliviiovat absorpci a intraceluldrni distribuci latek, jako je cisplatina.
Zvysena metabolickd aktivita by mohla vést k vétsi akumulaci [é€iva uvnitf bunék a tim
ke zvySené cytotoxicité. Jak bylo zminéno dfive, cisplatina primarné poskozuje DNA
tim, zZe vytvari intra- a intermolekuldrni zkfizené vazby, které narusuji jeji replikaci a
transkripci. Tento mechanismus plsobeni ovliviiuje pfedevsim buriky nachazejici se v
S-fazi, kdy dochazi k replikaci DNA, a v G2-fazi buné¢ného cyklu, kterd predchazi
mitoze. Rychleji se délici buriky se nachazeji v téchto fazich ¢astéji nez bunky s delsim
doubling time, coZ je ¢ini nachylnéjsimi k poskozeni DNA vyvolanému cisplatinou. V
dlsledku toho mize byt cytotoxicky tGcinek IéCiva v téchto bunkach vyraznéjsi. Naproti
tomu, pomaleji se délici buriky maji delSi ¢asové intervaly mezi jednotlivymi fazemi
bunécéného cyklu, coZ jim umoznuje efektivnéjsi aktivaci reparacnich mechanisma a tim
i sniZzeni uc¢inkd léciva. Tato souvislost potvrzuje, Ze rychlost bunécného cyklu je
vyznamnym faktorem ovliviujicim ucinnost protinddorové terapie zaloZené na
cisplating (Aldossary, 2019; Galluzzi et al., 2012). Z naSich vysledkl vyplyva, Ze
testované komplexy vykazovaly vyssi Ucinnost na rychleji proliferujici bunécné linii
A2780 ve srovnani s pomaleji se délici linii A2780cis. Toto zjisténi je v souladu

s efektem cisplatiny na bunky s rlznym doubling time.

V souhrnu tato prace potvrzuje, Ze komplexy na bazi osmia by mohly byt slibnymi
protirakovinnymi latkami, pficemz volbou ligand(l Ize ovlivnit jejich reaktivitu a vnést
do molekul pozadované vlastnosti, jak popsal i Hanif et al. (2014). V kontextu vyse

zminénych publikaci je patrné, Ze jejich dalSi zkoumani a pochopeni mechanismu
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ucinku by mohlo do budoucna vyznamné pfispét k prekonani nevyhod klasické

chemoterapie na bazi platiny.
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10. ZAVER

V oblasti problematiky nejen ovaridlnich karcinomd, ale i nddorovych onemocnéni
obecné, je stdle diskutovanym tématem rezistence nadorovych bunék, kterd nasledné
zplUsobi selhani chemoterapeutické 1éc¢by. Vyvoj a vyzkum inovativnich
organokovovych komplext na bazi jinych prechodnych kovl nez platina se stal jednou

z moznych strategii, jez by mohla tento problém vyresit.

V rdmci této diplomové prace jsme testovali nékolik organokovovych komplex( na
bazi osmia pomoci in vitro experimentld na bunécnych liniich ovaridlnich karcinomu
A2780 a A2780cis (rezistentni na cisplatinu). K pfiznivym vysledkim jsme dospéli
zejména u komplexu OsPB, ktery vykazoval vyssi cytotoxické ucinky ve srovnani
s cisplatinou. Z prace tedy vyplyva, Ze organokovové komplexy na bdzi osmia by mohly

byt v oblasti protinadorové terapie do budoucna uzite¢né.
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