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Souhrn

Chinolony predstavuji skupinu synteticky pFipravenych latek znamych zejména
svymi baktericidnimi G¢€inky a do soucasné doby pouzivanych predevsim jako
antibiotika. Jsou odvozeny od chinolinu, jehoZz modifikaci vznikla cela fada novych
latek. Diky svému neobvyklému mechanismu u¢inku — inhibici topoizomeraz — zaCinaji
byt v poslednich letech intenzivné studovany take jako potencialni protinadorova léCiva.

Moderni metodou, ktera je v medicing a farmakologii pfi studiu G¢ink( léCiv
hojné pouzivana,je pritokova cytometrie. Moznosti jejiho vyuziti jsou Siroké, v ramci
mé bakalarské prace byla vyuZita pro analyzu alteraci bunééného cyklu a apoptozy
bunék nadorové linie CEM, které byly oSetfeny nové syntetizovanymi chinolonovymi

derivaty.



Summary

The quinolines represent the group of synthetically made substances known and
used especially for their antibacterial effects until now. They are derived from the
quinoline, which when modified creates a whole new range of substances. Thanks to
their unique mechanism of action - an inhibition of topoisomerases - quinolines have
been intensively studied as potential antitumour drugs.

My thesis is in this context focused on the cell cycle and apoptosis analysis of
the CEM cancer cell line treated by newly synthesised quinoline derivatives. For this

type of analysis I've used well established flow cytometry method.
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1 Uvod

s ~

Zhoubnd nadorova onemocnéni predstavuji zavazny celospoleCensky problém.

Patfi mezi jednu z nejCastéjSich pFiCin Gmrtnosti u nas i ve svété. Tato skuteCnost
podnitila mnohé lékafe k badani po priindch vzniku téchto onemocnéni, po
mechanismech vedoucich k transformaci normalni bunky v buriku naddorovou a dalSich
problémech souvisejicich s kancerogenezi. Do poprfedi zajmu se dostaly i léCebné
postupy protinadorové terapie. Do 20. let 20. stoleti byly moZnosti tehdejSich lékari
omezené pouze na chirurgickou IéCbu, k niz se pozdéji pridala i radioterapie. Ve 40.
letech minulého stoleti zaznamendvdme prvni zminky o onkologické chemoterapii.
PrestoZze se v soucasné dobé diky novym poznatkdim v oblasti genetiky, molekularni
biologie, nanotechnologie a dalSich védnich disciplin jevi jako nejvice perspektivni
discipliny zejména cilena terapie, genova terapie a biologicka Ié€ba, ma onkologicka
chemoterapie mezi ostatnimi disciplinami stéle své nezastupitelné misto. Jsou hledany
nové slouceniny s protinadorovym Gcinkem, jehoZ studium mdZze vést k identifikaci
novych protinddorovych cild a vyuziti v cilené terapii.

Zajimavou skupinu chemoterapeutik reprezentuji chinolony, pouZivané do
dnesni doby diky svym antimikrobialnim G¢inkim jako antibiotika. Diky své vyhodné
farmakokinetice, relativné nizké toxicité, baktericidnim G¢inkdim a v neposledni Fadé
neobvyklému mechanismu G€inku byla nasyntetizovana od 70. let aZ do dneSni doby
fada dalSich derivatd, jejichz potencialnim cilem je zasahnout proti DNA virlim,
houbam, ale i rezistentnim mikrobdm. Dalsi potencial chinolonl spociva ve schopnosti
specificky se vazat na DNA nadorovych bunék, coz chinolony zaradilo mezi potencialni

protinddorova IéCiva (Pfiborsky, J., 2000).



2 Soucasny stav resené problematiky

Chinolony, do soucasné doby zndmé a v klinické praxi pouzivané pfedevsim
pro své antibakterialni GCinky, by mohly teoreticky vykazovat protinadorové Gc¢inky
diky svému neobvyklému mechanismu Gc¢inku a schopnosti vazat se k DNA n&dorovych
bunék. Kazdy rok jsou po celém svété syntetizovany stovky novych derivatl, z nichz
jen velmi malé procento se ukaze byt vyznamnym ve vztahu k |éCbé nadorovych
onemocnéni. PrestoZze je souCasna terapie nadorovych onemocnéni soustfedéna
pfedeviim na moZnosti cilené a biologické terapie, vyzkum at jiz dfive Ci nové
syntetizovanych IéCiv by rozhodné nemeél byt opomijen. Dle Fady klinickych studii se
totiZ jako pro pacienta pfinosny ukazal tzv. multimodalni pfistup vyuZivajici kombinace
nékolika rdiznych metod a cilll protinadorové lécby (napf. radioterapie, chemoterapie,

imunoterapie aj.)

2.1 Nadorovéa onemocnéni a jejich vyskyt v CR

Podle Statniho zdravotniho Ustavu pFedstavuji nadorova onemocnéni v Ceské
republice druhou nejCastéjsi pFiCinu amrtnosti (nejcastéjsi priCinou umrtnosti jsou
choroby kardiovaskularniho systému). PrestoZe se v poslednich letech vyrazné zlepSila
informovanost obyvatelstva o vyznamu prevence a v€asné detekce nadorového
onemocnéni a existuji vyrazné lepsi moznosti lécby pres veskerou snahu Iékarl ro¢né
umird na nadorova onemocnéni v CR vice neZ 27 tisic osob a incidence tohoto
onemocnéni narlistd kazdym rokem o 2 — 2,5 %. Bohuzel, Ceska republika zaujima
predni pricky v celoevropskych statistikach jak v incidenci rakoviny obecng, tak také ve
vyskytu kolorektalniho karcinomu u muzl. Rovnéz u Zen, které jsou nejCastéji
postihovany nadory prsu, statistiky poukazuji na vzestupny trend v incidenci tohoto
onemocnéni po 45. roce Zivota. Pfes zvysujici se incidenci se diky novym IéCebnym a
véasnym diagnostickym postupdm dafi sniZzovat Umrtnost pacient(i (vysoka amrtnost je
dana predevsim diagnostikou v pokrocilém stadiu nemoci).

U déti jsou nadorova onemocnéni méné Castd nez u dospélé populace.
Nejcastéji se vyskytujicim nadorem u déti jsou leukemie, predstavujici az 30%
zhoubnych nadorovych onemocnéni ve véku do 15 let. Leukemie jsou nemoci

krvetvorby, zapfi¢inéné maligni transformaci krvetvornych bunék v raném stadiu jejich
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diferenciace. U pacienta pak vedle sebe existuji 2 populace bunék — jedna vychazejici
z normalni kmenové bunky a druha z leukemické (Navratil, L. a kol., 2008). Podstatou
vzniku leukemie je opakované poSkozeni genetické vybavy buriky, dle nékterych teorii
zahajené jiz v prlbéhu nitrodélozniho vyvoje (Stary, J. Leukemie). V dUsledku
opakovanych genetickych zmén vznika nadorové zménéna kmenova leukemicka burika,
ktera proliferuje a dava tak zaklad nediferencovanym burikdm (blastdim) v kostni dieni a
lymfatické tkéni. Tyto posléze utlaCuji vSechny normalné se vyskytujici bunéné
elementy v kostni dfeni a jsou vyplavovany do periferni krve.

Pfesné priciny onemocnéni nejsou v rfadé pripadd znamy, existuje vSak
nékolik faktord, u nichz se predpoklada, Ze podporuji iniciaci tohoto onemocnéni. Jsou
to zejména genetické faktory, karcinogenni latky (fyzikdIni — nadmérnid dévka
ionizujiciho zafeni, chemické — benzen, alkylacni Cinidla), sniZzena obranyschopnost
organismu (infekce, stres, nezdravy Zivotni styl) a nékteré virové infekce (Slezakova a
kol., 2007).

Dle rychlosti pribéhu mlzeme leukemie zjednodu$ené rozdélit na akutni a
chronické. Akutni leukemie u déti prevazuji — az 80 % détskych leukemii tvofi akutni
lymfoblastickd leukemie (ALL), 15 % tvofi akutni myeloidni leukemie (AML), 5 %
tvofi myelodysplasticky syndrom (MDS) a 2-3 % chronickd myeloidni leukemie (CML)
(Stary, J.: 2007?). Akutni leukemie mizeme dale rozdélit na 10 typd dle klasifikace
FAB (francouzsko — americko — britské): 3 typy akutni lymfoblastické leukemie L1 —
L3 a 6 typl akutni myeloidni leukemie M1 — M6, k nimZ se pfifazuje jako M7 tzv.
megakaryoblastickd leukemie (megakaryoblasty davaji zaklad pro vznik krevnich
desticek). Podrobngjsi ¢lenéni jednotlivych typl leukemie by bylo pFilis$ slozité, nebot’ i
nadorove zvrhla pluripotentni burka, ze které vznika leukemicky klon, mé schopnost se
diferencovat (byt chorobné), a dat tak zaklad kterékoli linii krvetvornych bunék (Skala,
E.: 2001?). Podrobngji bych se tedy chtéla zminit pouze o ALL, ktera ma Gzky vztah

k této bakalarske praci.

2.1.1 Akutni lymfoblasticka leukemie (ALL)

ALL se vyskytuje nejCastéji u déti ve véku mezi 2.-5. rokem Zivota, v puberté
nebo u starSich pacientl po 80. roce Zivota. ALL méa velmi rychly pribéh, od vypuknuti

prvnich pfiznakdl mize nemocného zahubit v fadu nékolika dnl az tydnl. Mezi prvni
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pfiznaky ALL patfi horeCka Ci zvySena teplota, bledost, Unava, zvétSeni bricha (zejména
jater a sleziny), krvacivost sliznic, zvétSeni miznich uzlin a bolest koncetin. Zradnost
tohoto onemocnéni spociva ve zpocatku nespecifickych pfFiznacich, které mohou byt
prisuzovany béznému respiranimu onemocnéni, jenZ ¢asto mlze vypuknuti nemoci
provazet. Pacient vSak na podavanou lé¢bu nereaguje, respiraCni onemocnéni se vraci
nebo neustupuje.

Pro spravnou diagnostiku ALL je nezbytny pfedevsim rozbor krve a kostni
drené. Kromé mikroskopického vysetieni je dlleZitou soucasti diagnostiky také uréeni
povrchovych znakl bunék a genetické vysetieni chromozomalnich zmén, které mohou
mit znacny prognosticky vyznam. Mezi vyznamné prognostické markery mlzeme
zafadit napf. pfitomnost tzv. filadelfského chromozomu, ktery vznika translokaci
genetického materialu mezi chromozomy 9 a 22 a vede ke vzniku fuzniho BCR/ABL
genu. V tomto pfipadé je progndza neprizniva a lécba musi byt ¢asto doplnéna o Iék,
ktery cilené likviduje nadorové bunky — Glivec. Mezi dalSi prognostické markery patfi
trizomie chromozomu 21, polyzomie (napf. chromozomy X, 18, 10, 6, 17, 4 a 14),
delece chromatinu v oblastech 9p, 12p, 13q, 6q, 7p, X a mnoho dalSich. Existuje fada

pfiznivych a nepfiznivych translokaci napf. pacienti s translokaci t(12;21) (p12;q22)

souvisejici s geny TEL-AML1 maji dobrou progndzu, jsou totiz citlivi na 1éCbu L-
asparaginazou (Hajduch a kol., 2003)

Standardni lé¢ba pacientd je vedena podle jednotnych protokold a spociva
pfedevsim v podani vhodné kombinace protinadorovych chemoterapeutik. Tato 1é¢ba
mize byt doplnéna i o radioterapii (ozareni mozku), v problematickych pfipadech i o
transplantaci kostni dfené. VyléCit se dnes dafi pFiblizné 80 % nemocnych ALL,
zbylych 20 % déti prodélavé relaps (navrat) nemoci, ktery je nejcastéjsi v prvnich péti
letech od ukonceni IéCby (Stary, J.: 2007?).

2.2 Priciny maligni transformace

Aby bylo moZné objevovat a aplikovat nové léCebné postupy vV boji
s nddorovymi onemocnénimi, naprostou nutnosti se ukézalo pochopeni pficin,
mechanismi a disledk(l maligni transformace buiky. V souc¢asné dobé je akceptovan

nazor, Ze za maligni transformaci stoji genetické zmény majici nejCastéji charakter
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bodové mutace, delece, translokace ¢i genové amplifikace, pficemz nestaci pouze jedina
zména v DNA, ale akumulace nékolika (obvykle se uvadi 4 — 6) navaznych udalosti.

Mutace vznikaji v genomu spontanné, avsak s pFiliS malou pravdépodobnosti,
nez aby se staly vyznamnymi ve spojitosti s maligni transformaci. Velkou roli zde hraji
nejriznéjsi mutageny (UV zéreni, ionizujici zareni, nékteré chemické slouceniny —
akridinova barviva, alkylacni latky, aromatické latky aj., virové infekce aj.), které
zvySuji rychlost tvorby mutaci a pravdépodobnost jejich vzniku v Case. PFispét ke
vzniku spontannich mutaci mohou také latky podporujici proliferacni aktivitu bunék
(nuti buriku, aby replikovala svoji DNA, vétsi pocCet replikaci znamena moznost
akumulace vétsiho poCtu spontannich mutaci).

Obecné mlizeme Fici, Zze hlavnim cilem mutaci jsou dvé skupiny gend bézné
pritomnych v burice — onkogend, které jsou mutaci aktivovany a tumor — supresorovych
gend, u kterych dochazi k jejich inaktivaci. Mutace mohou postihnout také geny
odpovédné za fizeni bunécného cyklu (viz. kapitola 2.2.1) a indukci apoptdzy (viz.
kapitola 2.2.2). Pokud dojde k chybé pfi replikaci DNA, normalni buika pomoci
opravného aparatu vyhleda chybné zkopirované baze pfi replikaci a odstrani je. Pokud
je poskozeni buriky jiz natolik rozsahlé, Ze neni schopna je opravit, dojde k indukci
apoptozy. PFi maligni transformaci ale dojde k selhani procesu reparace a inaktivaci
genl, které by za normalnich podminek spustily apoptézu. Timto si nadorové burky
zajist'uji relativni nesmrtelnost (ve spojitosti s nesmrtelnosti maji nddorové buriky také
aktivované geny pro telomerdzu, které jsou béhem zérodecného vyvoje v mnoha
normélnich buné&nych liniich potlaceny).

Maligni transformace je charakterizovana ztratou genetické rozmanitosti neboli
heterozygotnosti. Zhoubny rist bunék nastava po ztraté obou alel supresorovych gen.
Buriky vSak pasivné neCekaji na druhou nahodnou somatickou mutaci, ale jsou schopny
sefadit oba chromozomy daného paru paralelné vedle sebe, ¢imz je umoznéna vyména
genetické informace procesem homologni rekombinace DNA. Tento jev je pfekvapivé
pomérné Casty (nastava s pravdépodobnosti 1/1000 déleni). Beéhem maligni
transformace také dochazi ke ztraté integrity genetické informace. Za normaélnich
podminek burika chrani svoji DNA pfirozenymi antioxidanty a také celou fadou enzymd
(napf. N — acetyltransferaza), neutralizujicich a detoxikujicich Skodlivé molekuly dfive
neZ mohou zpdsobit genetické poskozeni.

Mohlo by se zdat, Ze maligné transformovana burka a normalni burka jsou

geneticky odlisné, avSak rozdily mezi nimi predstavuji méné nez 0,01 procenta genomu,
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pfesto jsou schopny v téle vyvolat rozvrat a v krajnim pFipadé organismus zahubit

(Weinberg, R. A., 1998; Kovar, J., 2005). Vzhledem k stale neuspokojivym vysledkdm

souCasné protinadorové terapie je nutnost hledani novych protinadorovych léCebnych

pristupll nasnadé.

2.2.1 Bunécny cyklus

Posloupnost vzajemné koordinovanych procesti zahrnujicich duplikaci a
déleni bunky oznaujeme jako bunécny cyklus. Sestava z pomérné dlouhého obdobi
relativniho klidu oznaCovaneho jako interfaze a obdobi déleni genetické informace
(mitézy) a déleni burniky (cytokineze) oznaCovaného souhrnné jako M — faze. Interfaze
zahrnuje tfi faze — G4, S a Go.

G; — faze je obdobim intenzivniho rlistu buriky. Probihd syntéza bilkovin, DNA
polymerazy, RNA a tubulinu. Nachazi se zde také prvni kontrolni bod bunécného cyklu
— ,,G1 — checkpoint”, kdy burika kontroluje, zda probéhla pfedchozi M — faze spravng,
zda nedoslo k mutacim v DNA. V pfipadé poskozeni DNA mutacemi hraji dllezitou
roli kindzy ATM a ATR, které se vdZzou na mutovanou DNA, a ,,checkpoint* kindzy
CHK1 a CHK2, které predavaji signdl na BRCA (oprava DNA), p2l (zéastava
bunétného cyklu) Ci p53 (apoptdza). V tomto kontrolnim bodé se burka rozhoduje
podle nékolika kritérii, jaka bude jeji dalSi cesta buné¢nym cyklem — zda vstoupi do S -
faze, pozastavi bunéfny cyklus, prejde do klidové faze Gy, nebo zvoli Fizenou
sebedestrukci v podobé apoptdzy. Témito kritérii mohou byt dostateCna velikost,
pohostinné podminky, poSkozeni DNA apod. Tento kontrolni bod buika pfekona
fosforylaci proteinu Rb a uvolnénim transkripénich faktorl. Prdchod burky G; —
kontrolnim bodem je zavisly také na signdlech od okoli — tzv. mitogennich faktorech
(rGstové faktory, hormony apod.). Tyto aktivuji specifické povrchové bunécné
receptory, dochdazi k aktivaci proteinu RAS a k pfenosu mitogenniho signdlu do nitra
buiiky. Prenos téchto signald uskuteCruji mitogenem aktivované proteinkinazy
(MAPK).  Konecnym mediatorem signalu jsou transkripcni faktory. Mutaci Ci
overexpresi kterékoli soucasti této kaskady (at’ uz receptord, proteinu RAS, MAPK ¢i
transkripcnich faktor(i) mdze byt dany bunécny klon stimulovén k proliferaci vedouci az

k maligni transformaci.

-14 -



S — faze dostala svllj nazev podle déje, ktery je pro ni charakteristicky, a to je
syntéza DNA zahrnujici replikaci DNA a histon( s naslednym zdvojenim chromozomd
(u Zivocisnych bunék také duplikaci centriol).

Nasleduje dalSi klidova faze - G, typickd svoji metabolickou aktivitou a
rGstem bunky. V této fazi se nachazi dalSi kontrolni bod umoziujici zastaveni cyklu
pfed vstupem do mitézy. Buika reviduje, zda je dostatecné velkd a zda je vSechna
DNA replikovana. Posledni kontrolni bod, metafazicky, se nachazi na prechodu
metafaze do anafaze a v pFipadé nenapojeni vsech chromozomd na mitotické vieténko
navozuje zablokovani priichodu buriky do dalsi faze. Kontrolni body jsou tedy velmi

dalezitymi soucastmi bunééného cyklu, nebot’ prisné kontroluji prechody mezi
jednotlivymi fazemi (Alberts a kol., 1998; Klener a kol., 2010; Hynie, S., 2003; Kovar,

J., 2003).

Bunécny cyklus je pFisné regulovany proces. Mezi hlavni pozitivni regulétory patfi
cyklin — dependentni kindzy (CDK) zprostfedkovavajici fosforylaci klicovych
bunécnych proteinl. Aby mohly vykonavat svoji funkci, museji byt samy aktivovany, a
to vazbou s prislusnym cyklinem, jehoZ koncentrace v burice v priibéhu bunééného
cyklu periodicky klesa a narlistd. Hlavnimi negativnimi regulatory jsou pak proteiny
znamé jako inhibitory CDK, u sav€ich bunék jsou to napf. p16, p21 (jeho transkripci
indukuje protein p53, ktery je aktivovan na zadkladé poSkozeni DNA) nebo p27
(predpoklada se, Ze je modelovym pFikladem regulace progrese na zakladé exogennich
signal(l) (Kovar, J., 2003).

2.2.2 Apoptdza

Apoptéza je typem programované bunécné smrti, kdy burika v zajmu
zachovani ochrany a integrity svého okoli ,,spacha” sebevrazdu. Jeji mechanismus neni
zatim zcela zndmy, vime vSak, Ze na rozdil od nekrdzy je apopt6za charakteristicka
¢asnou degradaci DNA, tedy za podminek, kdy plazmatickd membrana buriky z(stava
intaktni. Pro apoptozu je typickych hned nékolik morfologickych a funk&nich zmén —
ztrata funkce mitochondrii a zvySena permeabilita mitochondridlni membrény, swelling,
pokles mitochondridlniho potencilu, zmény v bunéfném jadre (dochazi ke kondenzaci

chromatinu u vnitfni jaderné membréany), zména tvaru bufky (burika se zmenSuje,
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»Scvrkava“). Pokud tedy burika obdrZi signaly pro svoji vlastni sebedestrukci, zahdji
kaskadu procesd, na jejichz konci dojde k aktivaci protedz ICE a nasledné destrukci
bunky aZz do rozpadu v apoptoticka téliska.

Signaly, které mohou vyvolat indukci apoptézy, mohou byt endogenniho €i
exogenniho plvodu. Hlavnim exogennim signalem mdZe byt aktivace proteinu p53
v disledku poskozeni DNA. Aktivovany p53 indukuje expresi proteinu p21, ktery
inhibuje CDK, tudiz burika nem(iZze pokracovat v zapocatém bunécném cyklu, neni ji
dovolen vstup do S - faze, dochazi k aktivaci kaspaz a destrukci buniky. Burka je
vybavena také mechanismy, které mohou zabokovat aktivaci ICE protedz a neni pak
navozena indukce apoptozy — napf. zvysena exprese proteinu Bcl — 2.

Apoptotickd téliska vznikaji z cytoplazmy v dlsledku destrukce buriky
aktivovanymi protézami. Jsou tvorfena Casto intaktnimi nebo poSkozenzymi organelami,
rozporcovanym jadernym materidlem a jsou ohraniCena vlastni plazmatickou
membranou. Maji na svém povrchu antigenni determinanty, podle nichz je apoptoticka
bunka rozpoznana napf. makrofagy a eliminovéna fagocytozou.

Apoptdza je nesmirné dlilezitym procesem nebot’ se Gi¢astni na embryogenezi,
je dalezitym morfogenetickym Cinitelem (napf. oddélovani prstd na koncetinach béhem
ontogenetického vyvoje), podili na eliminaci potencialné nebezpecnych bunék a také na
udrZeni tkanové homeostdzy. Pocet bunék nové vzniklych délenim by mél v pfipadé
dospélého organismu priblizné odpovidat poCtu bunék eliminovanych (apoptézou).
Vyznamnou Ulohu hraje apopt6za v imunitnim systému (napf. negativni selekce B i T
bunék). Indukce apoptozy jak primymi nebo nepfimymi aktivatory je v soucasné dobé
povaZovana za perspektivni pFistup v protinddorové terapii (Kovar, J., 2005).

2.3 Prehled soucasnych protinadorovych lééebnych pristup(

Jak jiz bylo uvedeno dfive, v soucasné dobé existuje Siroké spektrum pristupl
k Ié€bé nadorovych onemocnéni, a to zejména diky novym poznatkm o lidském
genomu a znalostech pficin vzniku nadorovych onemocnéni (Hynie, S., 2003). Podle
Klenera a kol., 2010 patfi mezi soucasné terapeutické postupy tyto:

e chirurgicka lécha

e radioterapie
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e konven¢ni chemoterapie
e hormondlni l1écba
e imunoterapie
e transplantace kostni dfené
e genova terapie
e cilena lécba
- inhibice angiogeneze
- inhibice metastaz
- indukce diferenciace
- inhibice mikroprostfedi

K tomuto prehledu je vhodné poznamenat, Ze z dosavadnich zkuSenosti
s léCbou nadorovych onemocnéni nelze tyto pristupy separovat, ale naopak je Zadouci
zvolit jejich vhodnou kombinaci a zahdjit tzv. multimodalni 1é¢bu. Velky vyznam
v [éCbé mé také chemoprevence, spocCivajici v pouZiti pfirozenych nebo syntetickych
latek za UCelem zabranéni vzniku nadoru a/nebo zpomaleni, zastaveni Ci zvratu jiZ
zapocCatého kancerogenniho procesu (tyto G€inky maji napf. néktera antirevmatika,
retinoly, vakciny, pfirodni latky — ¢ajové polyfenoly, resveratrol, lykopen aj.). Dilezita
se ukazuje byt i podplrna lécba, kterd je jednou z pFicin snizujici se mortality pacient(
(Klener a kol., 2010). Podrobngji se zminim pouze o konvencni chemoterapii, nebot’ je
jedinym lé¢ebnym pfFistupem souvisejicim s touto bakalarskou praci.

2.3.1 Konven¢ni chemoterapie

Princip  konvenéni chemoterapie spoCiva v  podavani vhodnych
protinadorovych chemoterapeutik — cytostatik, jejichZ cilem je zastavit rist nadoru a
jeho progresi tim, Ze u nadorovych bunék vyvolava defekty DNA, zéstavu
proliferace a nasledné apoptézu nebo jinou formu bunécné smrti (nekrézu Ci
mitotickou katastrofu). Nevyhodou podavani cytostatik vSak zUstava fakt, ze kvdli
svym neselektivnim mechanismdm a¢inku postihuji i zdravou tkan s vysokou
proliferacni aktivitou jako jsou sliznice GIT, kostni dfen, epitel, vlasové folikuly
atp. Presto cytostatika postihuji z Fady pFicin nadorové bunky Castéji (napf. vyssi

v

energetické naroky, akumulace mutaci, vy3si citlivost k oxidativnimu stresu,
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vyCerpané kompenzatorni mechanismy atp.) Cytostatika ovliviuji Casto kliCova

mista nutna pro bunécnou replikaci a mezi zakladni mechanismy jejich ucinku patfi:

a) inhibice biosyntézy nukleovych kyselin (NK) a jejich prekurzord

b) poSkozeni struktury a funkce jiz pfitomnych NK (alkylace, interkalace,
rozstépeni DNA)

¢) inhibice mikrotubulli a zabrana bunéénému déleni

d) dalsi mechanismy ucinku (ovlivnéni diferenciace nadorovych bunék, stimulace

imunologickych procesl, stimulace apoptdzy)

Ad a) Do této skupiny patfi jednak latky blokujici enzymy, které se Gcastni syntézy
NK nebo jejich komponent, ale takeé latky strukturné podobné nékterym
soucastem nukleotidd — dochazi pak k jejich vmezefeni mezi nukleové baze
a NK se tak stavaji nefunkénimi. Tyto latky pak souhrnné oznaujeme jako
antimetabolity. Antimetabolity zahrnuji:

- antifolika (analogy kyseliny listové, napf. metotrexat, pemetrexed)
- analogy purinC (antipuriny, napf. merkaptopurin, thioguanin)
- analogy pirimidin( (antipyrimidiny, napt. 5-fluorouracil, cytarabin)

- inhibitory ribonukleotidreduktazy

Ad b) Do této skupiny patfi:

- alkylagni latky (tvofi kovalentni vazbu s DNA, ¢imZ dojde k denaturaci a
naslednému znemoznéni transkripce, napf. cyklofosfamid, derivaty platiny)

- interkalaCni latky (nekovalentni vazba sDNA a nasledné znemoZnéni
transkripce)

- inhibitory topoizomeraz (znemoZnéni spravneho prostorového usporadani
dvousroubovice DNA, indukce tvorby zlom(l v DNA a poruseni jeji funkce,
napf. etoposid, topotekan a také chinolonové derivaty)

- radiomimetika (napf. bleomycin)

Ad c) Do této skupiny patfi latky obecné oznaCované jako antimitotika, nebot’
inhibuji priichod buriky bunéénym cyklem a plsobi nejéastéji jako:

- latky poskozujici cytoskelet - inhibitory polymerace mikrotubulli (inhibuji

pfeménu tubulinu v mikrotubuly a tim brani tvorbé déliciho vreténka, napf.

Vinca — alkaloidy)
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- inhibitory depolymerace mikrotubull (brani desintegraci déliciho vieténka na
mikrotubuly, napf. taxany)

- inhibitory aurora kindz (aurora kindzy jsou dilezité pfi separaci chromozomi
béhem mitozy)

- inhibitory cyklin - dependentnich kindz (CDK - zajistuji plynuly priichod
bunénym cyklem)

Ad d) Latky s jinymi mechanismy Gc¢inku, napr.:
- inhibice proteosyntézy (L — asparaginaza)
- inhibice degradacnich protein(

- poskozeni bunéénych membran aj. (Hynie, S., 2003; Klener a kol., 2010)

2.4 Chinolony

Chinolony patfi mezi Sirokospektrd baktericidni chemoterapeutika vylu¢né
syntetického plvodu. Prvni chinolony byly nasyntetizovany jiz v 60. letech minulého
stoleti, ale do SirSiho povédomi se dostaly az v roce 1976, kdy byla do lé¢by zavedena
kyselina nalidixova (Nalidixin), objevena jiz v roce 1962 G. Y. Lesherem. Dalsi latka,
kyselina oxolinova (Desurol), byla pFipravena v 70. letech 20. stoleti. Prvni chinolonové
derivaty (nefluorované) mély lipofilni charakter - mohly volné difundovat pres
plazmatickou membranu do cytoplazmy. Byly pouzivany hlavné jako systémova
antibiotika, zejména pri zanétech mocovych cest. Postupem Casu ziskavaly tyto derivaty
na oblibé a jejich vyvoj stale pokracoval. Priilom nastal v 2. poloviné 80. let zavedenim
molekuly fluoru do polohy 6, coZz umoZnilo rozsifit spektrum jejich vyuZiti jako
antiinfektiva dychacich cest. Komer€né nejuspésnéjSimi flurochinolony se staly
ciprofloxacin a ofloxacin. Vyhodna farmakokinetika, relativné nizk& toxicita a
antibakterialni ucinky spojené s neobvyklym mechanismem ucinku se staly v 2. pol. 90.
let podnétem pro syntézu dalSich derivatl — fluorochinolonl ¢&tvrté generace

(fluorochinolonl s rozsifenym spektrem Gcinku) (PFiborsky, J., 2000).

-19-



2.4.1 Chemické struktura chinolont

VSechny derivaty chinolonovych chemoterapeutik  jsou odvozeny od
chinolinu (obr. 1a), pfedstavujiciho zakladni model jejich struktury. Dnes se vSak
prakticky viechna tato chemoterapeutika odvozuji od nejjednodussiho typu molekuly,
kterym je 4 — chinolin (obr. 1b).

(a) (b) 0
5 4 K
07 3
l‘ I/W chinolin (\\IJ/ J 4-chinolon
/ '\8/ \N/Q \\\/ \
F'a

Obrézek 1 — Strukturni vzorce chinolinu a 4 - chinolonu (PFiborsky, J. 2000.)

Ke zvyseni G¢innosti chinolon( je dilezita pritomnost substituentti na C6, C7,
C8 a na N1. Na atom uhliku C6 byva témér vylucné navéazan fluor, ktery vyznamné
zvySuje Ucinnost téchto latek na Siroké spektrum bakterialnich druh( (v dlsledku
zvySeni intenzity vazby molekuly chinolonu na komplex DNA s gyrdzou, jakoZ i
zvySeni intenzity pronik&ni chinolonu do bunék — stejné ucinky mé i piperazinovy
kruh). Na C7 pak byva navdzana methylskupina (v pfipadé kyseliny nalidixové),
aminoskupina (pfispiva ke zvyseni hydrofility téchto léCiv — neschopnost dané latky
prostupovat fosfolipidovymi dvojvrstvymi membréan), nebo piperazinovy kruh jak je
tomu napf. u kyseliny pipemidové, norfloxacinu, ciprofloxacinu aj. Piperazinovy kruh
je odpovédny za zvySeni hydrofility, soucasné zvySeni antimikrobialni aktivity a
moZnost dosdhnout vysokych koncentraci IéCiva v krevni plazmé, tudizZ i za sniZeni jeho
vyluéovani mo€i. Na atom N1 byva v optimalnich pfipadech vazéana cyklopropylova
skupina (ciprofloxacin), ethylova skupina (norfloxacin) nebo methylaminova skupina
(amifloxacin). Molekula chinolonu ma tedy optimalni antibakterialni aktivitu za téchto
podminek:

- N1 je substituovan
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- je zachovana dvojna vazba mezi C2 a C3

- na C3 je vazéna karboxylova skupina

- na C4 je vazéna ketoskupina
Tyto podminky spliiuje 4-chinolon-3-karboxylova kyselina, mize byt proto povazovana
za molekularni zéklad chinolonovych chemoterapeutik (PFiborsky, J., 2000).

2.4.2 Mechanismus G¢inku chinolon(

Mezi jeden z popsanych mechanismid UGcinku chinolond patfi inhibice
topoizomeraz. Topoizomerazy jsou nuklearni enzymy, které maji zasadni vyznam pro
hladky prdbéh replikace (Klener a kol.,2010). Topoizomerazy docasné oteviraji a opét
spojuji fosfodiesterové vazby v dvousroubovici DNA (Pfiborsky, J., 2000). Jsou
pritomny ve vSech buiikach a zjednodusené je mdzeme rozdélit do 3 skupin: savéi
topoizomeraza |, sav€i topoizomeraza Il a bakterialni gyraza (odpovida topoizomeraze
1) (Holy, A., 2004).

Podrobnégji ¢lenéni zahrnuje 3 skupiny: typ I, typ Il a zvI&Stni topoizomerazy.
Typ | zahrnuje topoizomerazu | kédovanou genem topA (jejiz funkci je doCasné prerusit
jedno dvojité vldkno dvouSroubovice, rusit negativni previjeni DNA a nésledné
preruseny fetézec opét spojit, coZz umozni kontinuitu replikatniho procesu), a také
topoizomerazu 111 kédovanou genem topB (ta provadi dekatenaci, tj. oddélovani DNA).
Typ Il zahrnuje topoizomerazu 1l (DNA gyrdzu) kodovanou geny gyrA a gyrB
(pFeruSuje doCasné obé vlakna dvojité Sroubovice DNA a opét je spoji, tvofi a uvolfiuje
uzly v DNA) a topoizomerazu IV kodovanou geny parC a parE (ktera dekatenuje

molekuly DNA a umoziiuje oddéleni dcefinych chromozomd) (PFiborsky, J., 2000;

Klener a kol., 2010). Mistem zasahu chinolon(l jsou topoizomerazy Il. typu (DNA
gyraza a topoizomeraza V). Pravdépodobné se vazi nejen na molekuly enzymu DNA

gyrazy, ale také na 5' konce jednovlaknové DNA. V pripadé vazby s DNA gyrazou
dojde ke spojeni gyrazy se zlomy v DNA. Toto spojeni plsobi jako bariéra proti
volnému pohybu replikaéni vidlice. V pFipadé vazby s 5' koncem jednovlaknové DNA

chinolony brani rozdéleni chromozomu ve dva dcefinné (P¥iborsky, J., 2000). Souhrnné
je mozné konstatovat, Ze pfi blokddé funkce topoizomeraz nedojde k opétnému spojeni
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fetézcl a vzniklé zlomy v DNA maji pro osud buriky letalni G¢inek (Klener a kol.,
2010).

2.4.3 Vyuziti chinolon( v Kklinické praxi

Diky svym farmakokinetickym vlastnostem, zejména schopnosti kompletné se
vstiebat z GIT, dobré distribuci do tkani vCetné Zluce, slin a kosti a schopnosti jejich
vyluéovani do moci, kde dosahuji mnohonasobné vysSi koncentrace ve srovnani
splazmou, nalezly nefluorované chinolony své uplatnéni predevSim v léché
gramnegativnich infekci mocovych cest (Martinkova a kol., 2007).

Uplatnéni  fluorovanych chinolini je S§irsi, kromé gramnegativnich
mikroorganism( pokryva i stafylokoky, mykoplasmata a intracelularné lokalizované
patogeny — legionely, chlamydie a néktera mykobakteria. Neplisobi vSak na anaeroby a
jejich Gcinnost vici grampozitivnim mikroorganismim je rovnéz slabsi. Nékteré
fluorochinolony v kombinaci s jinymi antibiotiky mohou byt pouZity i k léCbé
tuberkulézy.

Fluorochinolony s roz8ifenym spektrem byvaji nékdy oznaCovany jako
respiracni fluorochinolony, nebot’ se uplatiiuji zejména pfi l1écbé infekci dychacich cest.
Plisobi na grampozitivni i gramnegativni bakterie, dale potom na pneumokoky
rezistentni na penicilin, na mnohé enterokoky a anaeroby. Ostatni indikace jsou shodné
s pfedchozi skupinou.

2.4.4 Nezadouci Gcinky chinolon(

Mezi nezadouci Gcinky chinolond patfi:
- gastrointestindlni obtize jako je nauzea, zvraceni, bolesti bficha,
nechutenstvi
- bolest hlavy, halucinace, kieCe
- koZni projevy
- fotosenzibilizace aj. (Martinkova a kol., 2007)
Ve vyjimecnych pfipadech mohou nékteré chinolony vyvolat akutni intersticialni
nefritidu (akutni poSkozeni a selhani ledvin) (Teplan a kol., 2010), dale myopatii
indukovanou Iéky (degenerace a odumirani svalovych vlaken) (Rovensky a kol., 2006),
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cholestazu (akutni poskozeni drobnych ZluGovod( souvisejici vétSinou az s plisobenim

metabolitl daného preparatu) (Lukas a kol., 2007) aj.

2.4.5 Perspektivy dalsiho vyvoje

Stejné jako u jinych protinadorovych léCiv je také u chinolond studovéan
zejména vztah mezi strukturou dané latky a jejimi biologickymi GCinky. Ty jsou
ovlivnény typem substituentu navazanym na zékladni skelet, ale také na poctu
substituentl (pfipadné jejich vétveni). Je znamo, Ze napf. kmeny Pseudomonas
aeruginosa jsou mimoradné citlivé na velikost substituentu vazaného na atom N4
piperazinového kruhu (piperazin je obvykle zavadén do polohy C7). Se zvétSovanim
substituentu se Ucinnost takoveho léCiva snizuje (PFiborsky, J., 2000).

V poslednich letech byl zaznamenan vzestupny trend ve spotfebé
chinolonovych derivatl, coz mize mit zpétné negativni dopad zejména v podobé vzniku
rezistence bakterii na tato antibiotika. Jsou proto hledany ucinngjsi latky s nizsi
frekvenci vzniku rezistence, vySSi antibakterialni aktivitou, s jesté lepSimi
farmakokinetickymi vlastnostmi a soucasné s nizsi toxicitou. Dal$i potencial chinolond
vyjma znamé baktericidni G¢inky spociva ve vyvoji latek s vyssi specifitou vici DNA
bunék malignich nador(l, které by bylo mozné pouzivat v protinddorové terapii
(PFiborsky, J., 2000).

V jedné ze studii provedené na Katedie organické chemie Univerzity
Palackého v Olomouci ve spolupraci s Vyzkumnym institutem pro organické syntézy v
Pardubicich bylo zjisténo, Ze nékteré derivaty 3-hydroxy-2-phenyl-4(1H)-chinolonu
vykazuji isosterii s pfirodnimi flavonoidy. Princip isosterie spoCiva v nahrazeni atomu
nebo skupiny atom( jinym, prfiéemZz odvozenad slouc¢enina ma podobné biologické
vlastnosti jako vychozi latka (pokud zlstane zachovano rozloZeni elektronové hustoty).
Pfirodni flavonoidy jsou znadmy svymi cytostatickymi a antileukemickymi G€inky
(Hradil a kol., 2004).

V dnedni dobé existuje cela Skala metod vhodnych pro testovani biologickych
ucinkl potencialnich protinadorovych léCiv. Vysoce perspektivni metodou pro
screening vlivu potencialnich 1éCiv na regulaci bunééného cyklu a indukci apopt6zy je

priitokova cytometrie, které je v tomto sméru vénovana velka pozornost.
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2.5 Pratokova cytometrie

Prltokova cytometrie je moderni, vysoce citlivda metoda umoziujici sledovani
fady vlastnosti bunék (popf. jinych korpuskularnich objekt(l) v suspenzi s rychlosti
detekce aZz nékolik set bunék za vtefinu (Toman a kol., 2009). Zaklady této metody
polozil v roce 1950 W.Coulter. V 60. — 70. letech se zacalo mluvit o imunofanotypizaci
bunék, v roce 1975 byla Kéhlerem a Milsteinem objevena hybridomova biotechnologie
umoznujici tvorbu monoklonalnich protilatek. VSechny tyto udalosti predchazely
objevu prvnich prdtokovych cytometrl, jejichZ historie spada do 70. — 80. let 20.stol.
ZaCala se postupné rozvijet imunologickd charakterizace povrchovych a
cytoplazmatickych antigenli jak normalnich, tak i patologickych hematopoetickych
bunék a imunologicka identifikace bunéénych podskupin, které nebylo mozno rozlisit
klasickou morfologii. V roce 1982 byla v PafiZi zalozena CD nomenklatura, ktera je
stale doplfiovana a aktualizovana (CD molekuly - cluster of differentiation - tvofi
skupinu protilatek, které rozpoznavaji specificky epitop daného antigenu). Diky
pokroku v oblasti pocitatovych a laserovych
technologii jsou dnedni cytometry citlivymi modernimi pfistroji nachazejicimi sve
uplatnéni v mnoha odvétvich predevSim medicinského a biologického vyzkumu
(Marinov, 1., 2008).

2.5.1 Princip metody

Burnky, znaCené protildtkami s fluorescencni koncovkou nebo obarvené
rlznymi fluorochromy, jsou nasavany trubickou pro nasavani vzorku (tryskou) a
unaseny laminarnim proudem nosné kapaliny (tzv. sheat fluid) do prdtokové mérici
kyvety. Laminarni proud nosné tekutiny v kyveté zajiStuje tzv. hydrodynamickou
fokusaci proudu bunék v jedné Fadé za sebou do stfedu kyvety umoZiujici snimani
signalll z kazdé castice zvlast. V pritokové kyveté jsou proudici ¢astice zachycovany
laserovym paprskem (opticky systém pritokového cytometru je zndzornén nize, viz.
Obr.2). U soucasnych cytometr( je nejéastéji pouzivan modry laser o vinové délce 488
nm a Cerveny laser o vinové délce 635 nm, ktery pred dopadem na Castice prochazi pres
zaostfovaci ¢oCku. Signal vznikajici interakci bunék s laserovym paprskem (rozptylené
svétlo a emitovana fluorescence) je zachycen bud' diodou dopfedniho rozptylu (signal
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dopfedniho rozptylu — viz. kap. 2.5.2), nebo shérnou Cockou fluorescence (signal
bocniho rozptylu a fluorescence — viz. kap. 2.5.2). Poté je rozdélen systémem hranold,
optickych filtrd a zrcadel podle vinové délky (barvy) emitované fluorescence.
Jednotlivé svételné signély jsou prevedeny na elektrické impulzy a zesileny (linearné Ci
logaritmicky) fotonasobi¢em, poté snimany detektory a pomoci pocitacového systému
digitalizovany a graficky znazornény. Zjednodusené mulzeme tedy konstatovat, Ze
zékladnimi komponentami pritokového cytometru jsou fluidni systém, opticky systém a
pocitaovy systém (Marinov, I., 2008, Eckschlager a kol., 1999).
Pozn.: Dllezitymi prvky optického systému pritokovych cytometrl jsou 3 typy filtr:
- long pass filtry, které propoustéji svétlo od urcité vinové délky, to
s niZsi vinovou délkou zachyti
- short pass filtry, které propoustéji svétlo do urcité vinové délky
- band pass filtry, které propoustéji svétlo v urCitém rozsahu vinovych
délek (Eckschlager a kol., 1999) .

FL1

|| 53030

90/10 déli¢ paprsku

X | DM 560SP

| sbérna ¢ocka
| flurescence

FL3 zaostfovaci N

dioda
slu¢ovac Cocka dopfedniho
paprskil & 488/10

rozptylu

Bl .k

modry laser
o vinové
délce 488 nm

laser s ¢ervenou
diodou a vinovou
délkou 635 nm

Obréazek 2 — Opticky systém pritkového citometru BD FACS Calibur (Marinov,
1., 2008)
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2.5.2 ZA&kladni parametry flow cytometricke analyzy

Mezi zékladni parametry flow cytometrické analyzy milzeme zaradit
nasledujici:
e Dopftedni rozptyl (forward scatter channel — FCS)
- intenzita FCS signélu poskytuje informaci o velikosti ¢astic
- pomoci FCS jsou odliSeny viabilni buriky od bunéc¢né drté,
e bocni rozptyl (side scatter channel — SSC)
jeho intenzita poskytuje informaci o vnitfni struktufe (granularité)
bunék
o fluorescence

- znamen4 vyzarovani svételné energie o dané vinové délce

- poskytuje kvantitativni a kvalitativni informaci 0 membranovych
nebo cytoplazmatickych  receptorech  znaCenych protilatkou
s fluorochromem nebo fluorochromem slouZicim jako fyzikalni
chemicka sonda (fluorochromy jsou barviva schopna absorbovat
svételnou energii o urcité vinové délce a nésledné ji vyzarovat v jiné
vinové délce, napf. akridinova oranZz nebo propidium iodid —
interkalace do DNA/RNA)

- intenzita flourescence se odviji od typu pouzitého fluorochromu,
vazebné kapacité konjugatu flourochrom — monoklonalni protilatka a
od mnozstvi epitopd, znakl, ¢i zmén fyzikalnich chemickych
parametr( na/v burice

e kompenzace fluorescencniho presvitu (spectral-overlap)

- je nutnd pfi pouZziti vice fluorochromd, jejichz emisni spektra se
prekryvaji (ze signalu z daného fotonasobice pro dany fluorochrom
odeCitame procento vyjadfujici fluorescencni presvit  jiného
fluorochromu)

o faktory ovliviujici flow cytometrické analyzy

- patfi sem napf. relativni intenzita fluorochromd, nespecificka vazba
flourochromd, stabilita tandemovych konjugatl, stericka zabrana a
interakce protilatek (Marinov, 1., 2008)
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2.5.3 Vystupni data flow cytometrického méreni

Vystupem méfeni na pritokovém cytometru jsou vysledky v grafické a
Ciselné formé (tabulky s pFislusnymi statistikami). Grafické vystupy mohou byt
jednoparametrové, kde na ose x je znazornéna intenzita signdlu a na ose y mnozstvi
bunék/Castic (viz. Obr.3) nebo dvouparametrové, kde na ose X je vynesena relativni
intenzita jednoho a na ose y druhého signdlu. MnozZstvi bunék (tfeti rozmér) je u
dvouparametrového histogramu znazornéno hustotou bodl (tzv. dot-plot histogram)
nebo Carami pfipominajicimi vrstevnice (tzv. contour-plot histogram) (Eckschlager a
kol., 1999). Tretim typem dvourozmérného histogramu je hustotni graf (density plot),
(viz. Obr. 4).

n GO/G1

G2/M

pocet bunék

»,
y

intenzita fluorescence (obsah DNA)

Obréazek 3 — Schéma jednotlivych fazi bunétného cyklu
podle obsahu DNA (Eckschlager a kol., 1999)
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Obréazek 4 — A — bodovy graf (dot plot), B — vrstevnicovy graf (contour plot), C -
hustotni graf (density plot)
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2.5.4 Vyhody a nevyhody pritokové cytometrie

| pfes nékteré nevyhody, jakymi mlZe byt hlu¢nost pristroje, prostorova ¢i
finanéni narocnost, zlstava prdtokova cytometrie vysoce perspektivni metodou ve
vyzkumu i Klinické praxi. Jejimi nespornymi prednostmi jsou zejména aplikovatelnost
v mnoha védeckych disciplindch, moznost méfeni fady fyzikalnich, chemickych,
biologickych parametr(i na velkém mnoZzstvi ¢astic v relativné kratkém case, méreni bez
pfedchozi separace bunék, moznost kvantitativni a kvalitativni analyzy (u nékterych
pristrojd je jednim z parametr(i i ¢as, coZ umoZriuje provadét kinetické studie) a
v neposledni fadé také moznost selektivni analyzy a zobrazovani konkrétni cilové
populace prostfednictvim elektronického ohrani¢eni (gating) (Murinov, 1., 2008,
Eckschlager a kol., 1999).

2.5.5 Vyuziti priitokové cytometrie v praxi

Jak jiz bylo predeslano, pritokova cytometrie nachazi Siroké uplatnéni ve
vyzkumu i v klinické praxi. Pomoci této metody jsou provadéna vySetfeni povrchovych
a intracelularnich antigend (imunofenotypizace), protilatek, nékterych bunécnych funkci
(napf. fagocytdzy), aktivity enzymd, vnitfniho prostredi bunék , prinik 1€kl do bunék a
mnoho dalSich. V SirSim Ghlu pohledu poskytuje pritokova cytometrie moZnost
aplikace ve vysetfeni solidnich nador(, v diagnostice defektll imunity, diagnostice a
monitorovani aktivity autoimunitnich chorob, u transplantaci, v hematoonkologii a
v neposledni fadé pfi DNA-analyze (Eckschlager a kol. 1999), kterd souvisi s touto
bakalaFskou praci.

2.5.5.1 Cytometricka DNA-analyza

V diagnostice a prognosovani zhoubnych nadord jsou popisovany dva dllezité
parametry souvisejici s obsahem DNA:
e DNA-ploidie
- udava, kolikrat vice obsahuji naddorové bunky ve fazi GO/G1 vice
DNA nezZ - li buiky normalni ve stejné fazi bunécného cyklu (DNA-
index)
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parametry Kinetiky buné€ného cyklu

tento parametr byva udavan jako procento bunék v populaci v
jednotlivych fazich bunécného cyklu

podle relativniho obsahu DNA jsme schopni v priitokové cytometrii
rozlisit tfi faze: GO/G1, S a G2/M

vysetfeni kinetiky bunéfného cyklu je zaloZeno na stechiometrické
vazbé nékterych fluorochrom(i (napf. propidium iodid) k DNA/RNA
po predchozi aplikaci RNA-azy a nasledném hodnoceni intenzity
fluorescence inkorporovaného fluorochromu, kterd je pfimo Gmérna
obsahu DNA v bunice (viz. Obr.4) (Eckschlager a kol., 1999).
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3 Cile prace
Cile prace je mozné shrnout do nasledujicich bodd:

1. Vypracovani reSerSe na téma molekularni metody vhodné pro studium
cytotoxickych a bunéény cyklus modulujicich G¢inkl u potencialnich
cytotoxickych IéCiv.

2. Cytotoxicka analyza chinolonovych derivatd na nadorovych bunéénych liniich.

3. Analyza alteraci bunécného cyklu po oSetfeni chinolonovymi derivaty.
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4 Material a metodika

4.1 Material

4.1.1 Bunécné kultury

Jako biologicky material byla pouZita nadorova bunécné linie CEM odvozena od
lidské akutni lymfoblasticka leukemie. ZamraZzené alikvoty této linie byly uchovéavany
v prostfedi tekutého dusiku pfi — 180°C. Po rychlém rozmraZzeni ve vodni lazni pfi 37°C
a nasledné centrifugaci pfi 1400 g po dobu 7 minut jim bylo vyménéno zamraZovaci
médium za médium kultivacni. Pro danou bunécnou linii bylo pouzito médium RPMI
1640 s pfidavkem 20% fetalniho bovinniho séra (FBS), 5 ml streptomycinu (STM) na 1
litr média a 0,5 ml penicilinu (PNC) na 1 litr média. Po rozplnéni do kultivacnich lahvi
byla bunétnd suspenze kultivovana v inkubatoru pfi 37°C s5% obsahem CO; a

pasdZzovana trikrat za tyden.

4.1.2 Testovana cytostatika
Mezi testovand cytostatika byly zafazeny vybrané chinolonové derivaty (viz Tabulka

I.), které byly otestovany cytotoxickym MTT testem (princip popsan nize) a vykazovaly
hodnotu 1C50 nizsi neZz 2 umol/l. Hodnota IC50 udava koncentraci latky - cytostatika,
ktera je letalni pro 50 % nadorovych bunék.
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Tabulka | - Prehled testovanych derivatd

Nazev derivatu IC50 (umol/l)
MSHQ10 0,698
MSHQ6 0,69
MSHQ4 0,647
MSHQ9 0,898
MSHQ11 0,654
MSHQE 0,729
MSHQK 0,737
MSHON 0,608
04-0712 1,7
04-0713 1,7
07-1024 1,3
07-1025 0,602
04-0674 1,6
04-0706 1,7
05-0785 14
MSDS4 0,73
05-0759 1,8
05-0755 0,724
05-0789 0,647
05-0790 0,629
04-0711 14
04-0694 0,265
04-0697 0,244
04-0676 0,25
04-0714 15

4.1.2.1 Princip MTT testu

MTT test slouzi ke stanoveni viability bunék a cytotoxicity léCiv. Tato metoda je
zaloZzena na redukci Zlutého rozpustného 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl
tetrazolium bromidu (MTT) na nerozpustny formazan, ktery vytvari modré krystaly
hvézdicovitého tvaru. K této reakci dochazi na mitochondrialni membrané Zivych bunék
vlivem respirace. Formazan je nasledné rozpustén pomoci silného detergentu.
Vyhodnoceni se provéadi spektrofotometricky nejéast&ji pfi vinové délce 540 nm. Cim
intenzivnéjsi je zbarveni v dané jamce a tedy i vysSi absorbance, tim vyssi je procento
zivych bunék. Naopak, pokud bufiky nepfeZivaji, nedochadzi u nich k respiraci na
mitochondrialni membrané, modré krystaly formazanu se netvofi a jamky zdstavaji
Zluté. (Scudiero a kol., 1988)
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4.2 Metodika experimentalni ¢asti

4.2.1 Inkubace bunék, odetFeni chinolonovymi derivaty a fixace bunék

U bunék nadorové linie CEM, kultivovanych v inkubatoru pfi 37°C v atmosféfe 5%
CO; , byla pomoci Blrkerovy komdrky zjisténa jejich hustota a nasledné byla tato
suspenze nafedéna médiem RPMI 1640 na poZadovanou koncentraci 250 000 bunék na
jamku. Z této suspenze byly napipetovany 4 ml do kazdé z jamek Sesti jamkového
panelu a takto byly bunky kultivovany v inkubatoru pfi shora uvedenych podminkéach.
Po 24 hodinové inkubaci byla k burikdm pFidana cytostatika — chinolonové derivaty, a
to vzdy tak, aby vyslednd koncentrace cytostatika v kazdé jamce odpovidala hodnotam
1x 1C50 [umol/l] a 5x IC50 [umol/l] (hodnoty IC50 pro testovana cytostatika viz Tab.
). Po 24 hodinové inkubaci od pfidani léCiva byly bunky pfepipetovany z jednotlivych
jamek do pfedem oznaCenych zkumavek a zcentrifugovany pfi 1400 g po dobu 5 minut,
nasledovalo odsati supernatantu, promyti bunék 5 ml fyziologického roztoku
s opétovnou centrifugaci za stejnych podminek a fixace bunék, ktera byla provedena
pfidanim 2 ml ledové vychlazeného 70% ethanolu na mirném vortexu. Takto
zafixované buriky byly uchovavany v mrazéku pfi — 20 °C po dobu nékolika dnli pred

vlastni cytometrickou analyzou.

4.2.2 Priprava bunék pro méreni na pritokovém cytometru FACSCalibur

e bunky, které byly zafixovany v 70% ethanolu a uchovény pfi -20°C, byly
pfed samotnym méfenim zcentrifugovany p¥i 800g po dobu 5 minut

e nasledovalo odsati supernatantu a pfidani 1 ml citratového pufru 1x k peleté,
propipetovani, pfidani dalSich 3 ml citratového pufru 1x

e centrifugace pri 800g po dobu 5 minut

e supernatant byl odsat, k peleté bylo pfidano 600 ul pracovniho roztoku
propidium iodidu a buné¢na suspenze byla promichana na mirném vortexu

e nasledovala inkubace s propidium iodidem ve vodni l&zni pfi 37°C po dobu
15 minut, ve tmé

e poté bylo pfidano 500 pl pracovniho roztoku RNAsy a probéhla znovu

inkubace ve vodni lazni za stejnych podminek
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e po inkubaci byly vzorky na 1 hodinu ponechany v lednici z ddvodu
stabilizace

4.2.3 Meéreni na cytometru FACSCalibur, vyhodnoceni namérenych dat

Pro samotné méfeni vzork( na cytometru byl pouZit program CellQuest. Méreni
bunééného cyklu a apoptdzy s totoZznym nastavenim odpovidajicich méricich templatd a
dalsich parametr(i bylo provedeno ve tfech opakovénich. Jako kontrola byly pouzity
bunky tézZe linie, které nebyly oSetfeny chinolonovymi derivaty a byly inkubovany 48
hodin pfi vySe uvedenych podminkach a stejné zpracovany.

K vyhodnoceni naméfenych dat buné¢ného cyklu a apoptézy byl opét pouzit
software CellQuest a ziskané histogramy s odpovidajicimi statistikami byly ukladany do
programu ClarisWork ve formatu .rtf. Bunécny cyklus byl navic analyzovan pomoci
programu ModFit.
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5 Vysledky
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6 Diskuse
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7 Zaveéer

Tato prace byla zaméfena na studium biologickych Gc¢ink( chinolonovych derivatd,
kterymi byly oSetfeny bunky nadorové bunétné linie CEM odvozené od akutni
lymfoblastické leukémie. Moderni metodou, vhodnou pro studium bunécny cyklus
modulujicich a cytotoxickych Ggink(l testovanych derivatl, se stala pritokova
cytometrie. Pomoci této metody se podafilo identifikovat latky zasahujici do regulace
bunécného cyklu a navozujici inhibici ve vSech fazich bunééného cyklu- G1, S a G2/M.
Za zajimavé latky mlzZeme povaZovat ty, které inhibovaly buiiky vSa G2/M fazi,
nebot’ by teoreticky mohly vykazovat dostatecné cileny G€inek zasahujici kliCové
proteiny syntézy DNA nebo proteiny nezbytné pro regulaci mitézy. Dale byl sledovan
ucinek testovanych latek na indukci apoptdzy. Po 24 hodinové inkubaci vétSina latek
vyznamné indukovala tvorbu apoptotickych télisek. Zaroveri ale indukce apoptozy
nebyla u Zadné z testované slouceniny natolik vysoka, aby zkreslila analyzu bunécného
cyklu. Pritokova cytometrie nepatfi mezi metody, pomoci kterych bychom mohli
pfesng stanovit cile protinddorovych chemoterapeutik. Ktomuto Gcelu slouZi
molekularné — biologické metody jako napf. western — blotting, expresni profilovani na

Grovni mRNA, protein(i, znageni protilatkou vigi histonu H3P%*°

, znaceni pomoci BrU,
BrdU aj. Z(stava tedy velkou vyzvou dalsi syntéza a testovani dal$ich chinolonovych
derivatl, které by vbudoucnu mohly byt aplikovany v klinické praxi jako Gcinna

protinadorové IéCiva.
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8 Seznam pouzitych zkratek

DNA deoxyribonukleova kyselina

ALL akutni lymfoblasticka leukemie

MDS myelodysplasticky syndrom

CML chronickd myeloidni leukemie

BCR/ABL fuzni gen vznikajici translokaci genetického materialu

chromozom( 9 a 22

TEL-AML 1 fuzni gen vzikajici translokaci t (12;21)

ATM Kinazy ataxia teleangiestacia mutated (kindzy aktivovane
poskozenim DNA)

ATR kinazy ataxia teleangiestacia and Rad3 related (kindzy aktivované
poSkozenim DNA)

CHK1 a CHK2 checkpoint kindzy

Rb protein retinoblastomovy protein

RAS protoonkogen

MAPK mitogenem aktivované kinazy

ICE protézy interleukin | ménici protedzy podobné enzymim

Bcl-2 B-cell lymphoma geny souvisejici s apoptdzou

GIT gastrointestinalni trakt

NK nukleové kyseliny

GyrA a GyrB geny kodujici enzym DNA gyrazu

parC a parE geny kodujici topoizomerazu 1V

topA geny kodujici topoizomerazu |

topB geny kddujici topoizomerazu 111

CD molekuly ~cluster of differentiation” — skupina protilatek

rozpoznavajicich specificky epitop daného antigenu

FCS forward scatter chanel

SSC side scatter chanel

RNA-aza enzym Stépici ribonukleoveé kyseliny

PNC penicilin

STM streptomycin
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CEM nadorova bunécna linie odvozena od akutni lymfoblasticka

leukemie
MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid
BrU bromuridin
BrdU bromdeoxyuridin
MRNA mediatorovd RNA
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9 Pristroje, chemikalie, roztoky

Pristroje:
temperovand vodni lazefi (Techne), prltokovy cytometr FACS Calibur (Becton
Dickinson), vortex (Genie), centrifuga (Eppendorf), biohazard box (Forma Scientific),

svételny mikroskop, CO, inkubator (Jouan)

Chemikalie:

Propidium iodid (Sigma), dimethylsulfoxid (Sigma), fyziologicky roztok, Triton X-100
(Koch-light limited), citrat trisodny monohydrat (Aldrich), ethanol, ribonukleasa A
(Sigma), purifikovana voda (deionizovana €i destilovana), kultivatni médium RPMI-
1640 (Sigma), fetalni teleci sérum (Biocom, CR), streptomycin 100 pg/ml (Sigma
S 9137), penicilin 100 pg/ml (Biotika, Slovensko), NaCl, KH,PO,, Na,HPO, . 12 H,0,
HCI (Lachema), (chemikélie, u nichZ neni uveden nazev firmy byly zisk&ny

z nemocnicni l1ékarny)

Roztoky:

10x koncentrovany PBS
80 g NaCl, 32,1 g Na;HPO, . 12 H,0, 2 g KH,PO, se rozpusti v 700 ml destilované
vody, pH se upravi na 7,4 pomoci HCI, doplni se do 1 litru deionizovanou H,O a pH se

OVEFi a eventuelné znovu upravi

1x PBS
10 ml 10x koncentrovaného PBS se smicha s 90 ml neionizované vody

70% ethanol
70 ml 99% ethanolu se smicha s 29 ml H,0.

Pracovni roztok propidium jodidu (50 pg/ml)
Smichdme 2 mg propidium iodidu, 2 ml 2% z&sobniho roztoku Triton X-100 a
doplnime do 40 ml deionizovanou H,O
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2% z&sobni roztok Tritonu X-100

2 ml Triton X-100 se smicha s 100 ml 10x koncentrovaného citratového pufru

10 x koncentrovany citratovy pufr
5,68 g citratu trisodného monohydratu se doplni do 500 ml H,O

1x koncentrovany citratovy pufr

10 ml 10x koncentrovaného citratového pufru se smicha s 90 ml neionizované vody

Pracovni roztok RNA&zy (0,5 mg/ml)
10 mg RNAA&zy se rozpusti v 5 ml 1x koncentrovaného citratového pufru
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