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Seznam pouzitych zkratek

AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome, syndrom ziskaného selhani
imunity

ATP Adenosine Monophosphate, adenosintrifosfat

BCA Protein Assay Kit, Pierce testovaci fada proteinu

BSA Bovine serum albumine, hovézi serum albuminu

BT Bikarbonatovy transportér

CA IX Carbonic anhydrase, anhydraza uhli€itanu vapenatého

CB Carboran, oznaceni latky

CD44 Marker

CDK Cyklin dependentni kynaza

CNS Centralni nervova soustava

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Mediu

DNA Deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid, kyselina ethylendiamintetraoctova

EPO Erytropoetin

FCS Foetal Calf Serum, fetalni hovézi sérum

GLUT Glukoézové transportéry

HIF Hypoxia-induced factor, transkrip&ni faktor indukovany hypoxii

HIV Human Immunodeficiency Virus, virus lidské imunitni nedostateCnosti

HRE Hypoxia resonse element



HT 29 Bunédna linie ziskana z lidské tkané tlustého streva

IC50 Half maximal inhibitory concentration

MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
PBS Phosphate Buffered Saline, fosfatovy pufr

PHD Propyl — 4 — hydrogenaza

pHe Extracelularni pH

pHi Intracelularni pH

RIPA Radioimmunoprecipitation Assay Buffer

SDS Dodecylsulfat sodny

TBS 10x Tris Buffered Saline

TEMED Tetramethylethylendiamin

TGS 10x Tris/glycine/SDS running buffer

Triple Cinidlo slouzici k disociaci bun&nych linii

TRIS Tris base, Tris[hydroxymethyllaminomethane
VEGF Vaskularni endotelialni rustovy faktor

VHL Von Hippler — Lindau protein, supresurovy protein



1 Uvod

Teoreticka Cast bakalarské prace je zaméfena na studium proteinu anhydrazy
uhli¢itanu vapenatého IX (CA 1X) exprimovaného v riznych typech pevnych nadort
s hypoxickymi centry. CA IX je transmembranova izoforma anhydraz uhli¢itanu
vapenatého zajistujici preziti nadorovych bunék za hypoxickych podminek regulaci
vnitrobunécného pH. CA IX je studovana jeko markr hypoxie, prognosticky indikator

a potencialni terapeuticky cil.

Rada odbornych praci je zaméfena na studium inhibice aktivity CA IX, zatim
vSak selektivni inhibitor CAIX nebyl popsan. Jednou ze studovanych skupiny latek

jsou sulfonamidy, které se podileji na inhibici anhydraz uhli¢itanu vapenatého.

V teoretické Casti prace jsou popsany karborany a sulfonamidy. V chemické
knihovné UMTM jsou uloZeny karborany se sulfonamidovym zbytkem inhibujici CA X
na enzymatické urovni. Pfedmétem praktické Casti bakalarské prace je stanovit zda

vybrané IéCiva inhibuji CA IX i na urovni bunécné.
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2 Cile bakalarské prace

Cilem bakalarské prace je zjistit, zda vybrané IéCiva s inhibi¢nim ucinkem vuci
CA IX na enzymatické urovni, inhibuji aktivitu CA IX a také na urovni bunécné. Za
timto ucelem budou na vybrané bunécné linii optimalizovany podminky pro detekci
zvySené exprese CA IX a nasledné sledovan vliv inhibitor na okyseleni
extracelularnihno pH za hypoxickych podminek. Koncentrace IéCiv v experimentu

bude zvolena na zakladé testu cytotoxicity.
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3 TEORETICKA CAST
3.1 Hypoxie solidnich nadoru

Nasledkem hypoxie, oblasti s nizkym parcialnim tlakem Kkysliku, dochazi
k nedostateCnému okysliceni bunék a vyvolavajici jejich zakladni metabolické zmény.
Hypoxie hraje kliCovou roli v nadorovych burikach a podili se jak na projevu fenotypu,
tak na progresi rakoviny. Mezi jedny z nejCastéjSich metabolickych zmén
zpusobenych hypoxii jsou procesy zmény v metabolismu glykolyzy, sniZzeni bunécéné

proliferace a adheze bunék, zvyseni migrace a invaze (Sediakova 0. et al. 2014).

Exprese hypoxii indukovanych genu je zajisténa HIF-1 transkrip&nim faktorem.
HIF-1 je heterodimer sloZzeny z neustale exprimované podjednotky B a na kyslikem
regulované podjednotce a (Obr. 1). HIFa je podjednotka citliva na kyslik a vyskytuje
se pfirozené v dobfe okysliCenych burikach. Za normalni hladiny kysliku se v burice
na HIFa vaze prolyl-4-hydrogenaza (PHD) a poté na takto hydroxylovany protein se
vaze von Hippler-Lindau (VHL), pfi€emz dochazi k degradaci ubiquitin-proteazového
systému. Za hypoxickych podminek vSak k navazani VHL proteinu nedochazi,
didvodem je nefunkénost PHD, ktera je potfebna k jeho navazani. HIFa neni tedy
rozeznavan VHL proteinem, dochazi ke stabilizaci a hromadéni HIFa. Za téchto
podminek HIFa muze prochazet do jadra, kde se dimerizuje s podjednotkou HIF-(.
Tato reakce dvou podjednotek vede k tvorbé aktivniho transkripéniho komplexu. HIF
transkripCni faktor se vaze na specifickou oblast v promotoru (HRE, hypoxia resonse
element) cilenych genl a aktivuje jejich transkripci. Ovlivnény jsou geny pro
glukézové transportéry (GLUT1 a GLUT3), které jsou zahrnuty v metabolismu
glukoézy, vaskularni endotelialni rastovy faktor (VEGF), ktery spousti neoangiogenezi,
erythropoietin  (EPO1), zahrnuty pfi tvorbé erytrocytd a anhydraza uhlicitanu
vapenatého IX (CA IX) zajiStujici regulaci pH a tvorbu novych nadord. Dale dochazi
k expresi gent zajiStujicich bunécné preziti, proliferaci, metabolismus a dalSi
procesy. Proteiny exprimované z HIF aktivnich genl jako je glukdza, laktatové
transportéry, iontové transportery, glykolytické enzymy nebo angiogenetické faktory a
receptory, se adaptuji na hypoxické prostfedi, a proto hraji kli€ovou roli v progresi

. o (Supuran CT. et. al. 2011, Mario Perez-Sayans et. al. 2012
nadoru
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Obr. 1: Schéma role CA IX v hypoxii (Pfrevzato a jazykové upraveno dle Supuran CT., 2011)

Adaptace bunék na hypoxické prostfedi, predstavuji dramaticky posun
metabolismu glukézy. V normalnich burnkach je glukéza pfevedena na glukézu-6-
fosfat a poté na pyruvat, ktery se oxiduje v mitochondriich na oxid uhliity a vodu,
¢imz se uvolni 38 molekul adenosintrifosfatu (ATP). Ve srovnani s normalnimi
bunkami nadorové buriky redukuji pyruvat ziskany v prvnim kroku procesu na laktat,
pfitom se uvolni pouze 2 molekul ATP. Tento zpusob metabolismu glukézy
u nadorovych bunék pretrvava i po reoxygenaci. Uvolnény laktat a pyruvat muze byt
pouzit pro biosyntézu aminokyselin, nukleotidt, lipidd a poskytnout pfiznivé

podml'nky pro proIiferaci bunék (Gatenby, R. A. et. al. 2004; Ebbesen, P. et al. 2009)
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Onkogenni metabolismus vede ke zvySené produkci kyselych metabolit
laktatu, protont a oxidu uhli¢itého. Akumulace téchto kyselych metabolitd vede
k intracelularni acidoze, ktera je nesluCitelna s prezitim a naslednym mnozenim
bunék. Nadorové bunky proto aktivuji iontové transportéry a Cerpadla, tim vytvori
a udrzuji slabé alkalické intracelularni pH (pHi), které je optimalni pro nadorové
preziti a nasledné mnozeni bunék. Transport H" vede ke snizeni extracelularniho pH

(pHe) aZ na hodnoty 6,0. DtlleZitou tlohu v této pH regulaci hraje CA IX. (Gaenby.R-A et
al. 2004; Ebbesen, P. et al. 2009).

3.1.1 Zména pH a podpora riistu nadoru

Zmény pH jsou vétSinou zplsobeny né&jakym signalem pro proliferaci bunék

(Pouysségur et. al. 1985) - 7yySeni pHi, podporuje preZiti bunék, které se nachazeji ve fazi

apoptdzy, ta je spojena s intracelularnim okyselenim buriky (-agadic-Gossmann, D. et. al. 2004)
Z tohoto divodu vysoké pHi dodava nadorovym burikam dva charakteristické znaky,
a to dalSi moznost mnozeni a uniku z apoptozy. pHi > 7,2 urychluje vstup bunky
do S- faze, kdy dochazi k replikaci deoxyribonukleové kyseliny (DNA), a nasledny
postup do G2/ M faze (Puney L K-et.al. 2003) 'Naopak pHi < 7,2 sniZuje rychlost postupu
buriky do faze G2/ M, a to zpusobuje omezeni aktivity mitotického regulaéniho

komplexu a omezeni cyklin dependentni kindzy 1 (CDK1) — cyclin B1 Harada K. et al.
2003)

VyS8Si pHi také potlaCuje proces mitdzy, ktera se spousti aktivaci DNA
v poskozené kontrolni &asti “hao R-eta. 2000 5 nroto predstavuje specialni formu
vstupu buriky do mitotické faze. Timto se dostavame k dalSi pfednosti nadorovych
bunék a tim je vynechani kontrolniho bodu v bunéfném cyklu. ZvySené pHi

podporuje nejen neomezenou proliferaci, ale také genetickou nestabilitu (Harouindey S. et
al. 2005)

V normalné se délicich burikach je pHi obvykle ~7,2 a niz8i nez pHe (~7,4).
Zatimco nadorové buriky maji vy$si pHi 27,4 a nizsi pHe ~6,7-7,1 (Gilies et al. 2000)
Tento obraceny pH gradient podporuje tvorbu metastaz (Obr. 2a). Zvasené pHi
souvisi se zvasenou proliferaci, unikem z apoptozy, remodelaci cytoskeletu spojenou

s fizenim bunécéné invaze. Okyseleni extracelularniho prostoru podporuje bunéénou
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invazi a rozptyl, remodeluje bunéCnou matrici a stimuluje proteazy aktivované

v kyslém prostiedi (Webb BA. et. al. 2011)

Zvaseni pHi nadorovych bunék je paradoxné zodpovédné za vysSSi proliferaci
a rychlejsi glykolyzu, coz vede k rychlejsi produkci kyselych metabolitld. Avsak zmény
v expresi a v aktivaci iontovych pump a transportért usnadnuje eflux H+ a zachovava
vy$8i pHi a nizsi pHe (Obr. 2b) (WebBA- et.al. 2011)
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Normaini epitel Transformaéni dysplazie Metastaza

* ZvySeni bunécné proliferace ’ * Podpora bunééné invaze
* Unik z apoptozy * Remodelace bunécné matrice
* Remodelace cytoskeletu * ZvySeni aktivity kyselych
pro fizeni buné&né migrace aktivacnich proteaz
b
MCT1 CAIX

NHE1 H*-ATPase @ MCT4  CAXI

H* ATP H* ADP H* Laktat
+ P,
=
Kyselé extrudery

l

TpH,

Obr. 2: Schéma role pH na progresi rakoviny. a: Rakovinové buriky maji obraceny pH
gradient v porovnani s normalné diferencovanymi burikami. Vykazuji vy$Si intracelularni pH
(pH)) a nizSiho extraceluldrni pH (pHe). b: ZvySena exprese a aktivita membranovych
transportért v plazmé, predevSim transportéry H+ a anhydrazy uhli¢itand vapenatého (CA

IX, CA XII), udrzuji vy&si pH: a nizsi pHe u nadorovych bungk (Prevzato ajazykové upraveno die Webb
BA et. al. 2011)
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3.2 Anhydraza uhli¢itanu vapenatého IX

CA IX je jedna z patnacti lidskych izoforem anhydraz uhli€itanu vapenatého
(Pastorek J. et. al. 1994) ' které jsou zastoupeny ve vSech burikach a tkanich lidského téla
a ucastni fyziologickych procesu pro transport vody a iontl a zajiSténi acido-bazické
rovnovahy. Tyto metaloenzymy katalyzuji hydrataci oxidu uhli¢itého na bikarbonatove
ionty a protony a jejich aktivni pfesun do oblasti s nizSi koncentraci (Obr. 3)
(Pastorekova S. et. al. 2004) 'Dyjlezité je, Ze CA IX neni exprimova ve vét§iné normalnich
tkani, jen v Zaludku a epiteliu Zlugniku (Pastorekovas.et.al 1997 'Na druhou stanu je velmi

asto a silné exprimovana v nadorech, predevéim ve velmi agresivnich typech V@™
S. et. al. 2001; Tafreshi NK. et. al. 2012)

CA IX, isoforma anhydrazy uhli€itanu vapenatého, vazana na membranu
buriky, je pro svuj vysoky vyskyt v nadorovych burikach ¢asto spojovana s rakovinou.
Exprese CA IX je regulovana HIF transkripénim faktorem, ktery se objevuje
v burikach za hypoxickych podminek. Vzajemna souvislost tohoto faktoru a CA IX
vede ke snizeni citlivosti organismu na klasickou formu chemoterapie nebo
radioterapie. CA |X pfispiva k okyseleni v prostfedi nadoru a ucinné katalyzuje
hydrataci oxidu uhliitého na bikarbonat a protony, coZz vede k chemorezistenci
metastaz na slabé bazické protinadorové léky. Jelikoz CA IX mohou poskytovat
H* nebo HCOj; ionty, Uc¢astni se mnoha fyziologickych procest, jako je buné&tné
dychani acidobazicka regulace, kalcifikace nebo sekrece rtizné fady elektrolitd. Bylo
také prokazano, ze CA IX se podili na regulaci pH a buné&nych adheznich procesl

zptisobenych metabolismem nadorg (T A- et al. 2006; Supuran C.T. 2004)

Exprese CA IX se zvySuje diky HIF aktivacni kaskadé v hypoxickych bunkach
a je regulovana von Hippel-Lindau nadorovym proteinem. CA IX se zcela pfirozené
vyskytuje v nékterych Castech lidského téla. Nejvyssi hladina CA IX byla v zaludku.
Je velmi znepokojivé, pokud se CA IX vyskytuje i vjinych Castech téla ve vySsi
koncentraci. U vétSiny pfipadu zvy$ena koncentrace této isoformy CA znaci zarodek
zhoubnych nadorl. K nejCastéjSi expresi CA IX dochazi u karcinom( vzniklych

z tkani, jako jsou napfiklad karcinom délozniho Cipku, plic, jicnu nebo mozku.
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Védci tedy pfichazeji s myslenkou, Zze pokud se podafi inhibovat proces CA

IX, dojde ke snizeni intracelularniho pH a tak ke snizeni proliferace bunék a indukci
bunék (Thiry A. et. al. 2006; Supuran, C.T. 2004)

Extracelularni oblast

CAIX

CO+H,0 «— H+HCO,

Obr. 3: Schématické znazornujici katalytickou roli CA IX v regulaci pH u nadorovych bunék.
CA IX Kkatalyzuje hydrataci CO, vokoli bunky na bikarbonatové ionty
a protony. Protony zuUstavaji na extracelularni strané plazmatické membrany
a pfispivaji k acidifikaci vnéjsiho prostfedi. Zatimco bikarbonatové ionty jsou pievadény
pomoci bikarbonatovych transportért (BT) do intracelularni oblasti, dochazi tak k neutralizaci
pH uvnitf buriky. Bikarbonatové ionty reaguji s protony za tvorby CO,. Nasledné dojde k
difuzi CO, do vnéjSiho prostfedi buriky, kde muze byt hydratovano prostfednictvim CA IX

(Prevzato a jazykové upraveno dle Sedlakova O.et. al. 2014).
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3.2.1 Struktura CA IX

Mg wivs

CA IX je multidoménovy, transmembranovy protein se sloZitéjSim
uspofadanim. Forma CA IX se sklada zintracitosolické c¢asti, kde probiha
fosforylace, dale pak kratkého transmembranového useku a extracelularni katalytické
domény (Pastorekova S. et. al. 2004; Pastorekova, S. et al. 1992). Jedineéna doména pro CA IX je
proteoglykan. Proteoglykan v CA IX je rozpoznavan monoklonalni protilatkou M75.
Ta umoznuje pocateCni identifikaci a klonovani CA IX a je vyuzivana pro detekci
nadorové tkang (Sediakova O. et. al. 2014; Pastorek J. et. al. 1994) ' protein proteoglykan hraje také

zasadni roli v procesu bunééné adheze u nadorovych bungk (Pastorekova S. et al. 2004
Svastova E. et al. 2003).

3.2.2 Role CAIX

Spravna kontrola pH je dulezita i pro buné€nou migraci a invazi. Na tomto
procesu se podileji oblasti bunék zvané lamellipodia a invadopodia, které jsou

charakteristické svou absenci mitochondrii, glykolytické vyroby energie, intenzivnim

o (Stock C. et. al. 2009
u

transportem iont . Tyto transportery umoznuji pohyb, a to tim

zpusobem, ze vytlacuji laktat, protony a CO, a importuji CO,. To vytvafi kyselé pH na

vnéjsi strané membrany a mirné alkalické prosttedi uvniti buriky Stk €. et al. 2009)

ZvySena exprese CA IX podporuje migraci/ invazi bunék. Potlaceni CA IX nebo

delece jeho katalytické aktivity vede ke snizeni téchto procesu, které jsou prvnimi

e (Svastova E, et. al. 2012)

kroky Sifeni metastaz v tél . Tato myslenka nabizi slibnou

animetastatickou strategii. Exprese CA IX koreluje s expresi kmenovych bunék

markeru CD44, Fuwara D, et al. 2013) “nald tedy dojde k inhibici CA IX, nasleduje i

(Lock FE, et. al. 2013)

inhibice rakoviny . To v8e je vsouladu s preklinickymi ddkazy.

Vy&erpani nebo farmakologicka inhibice CA IX, zptisobuje Gtlum nadoru *oU Y et ak

2011)
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3.2.3 Inhibice CA IX

PotlaCeni, delece katalytické domény nebo farmakologicka inhibice CA IX ma
uginky extracelularni acidézy za hypoxickych podminek o1 Y: @20t "CA X rovnéz
pfispiva k odolnosti na radioterapii a chemoterapii. Nadory exprimujici vysoké hladiny
CA IX jsou méneé citlivé na experimentalni IéCbu, a inhibice CA IX katalytické aktivity

vyrazné snizuje jejich rezistenci k chemoterapii nebo radioterapii (°u°°'s - et al. 2011)

3.3 Sulfonamidy

Ukazalo se, Ze vazba sulfonamidd na aktivni misto zinkového iontu ma
jedine€nou vlastnost inhibovat CA. Zaporné nabity dusik, je navazan na iont zinku a

vytvafi tak silnou afinitu sulfonamidové skupiny na zinkovy prvek CA (Obr. 4) AbrateF.
et. al. 2002)

S
"HN - \\D
.

zn
e S \ His 119
S His 96

Tetrahedral adduct
(sulfonamide)

Obr. 4: Pripojeni sulfonamidd na zinkovy atom CA zpUsobujici inhibici funkce CA

(Pfevzato a upraveno dle Supuran CT. et. al. 2003)

3.3.1 Acetazolamid

Acetazolamid je Iék znamy také pod komerénim nazvem Diamox nebo
Atenezol. Jedna se o inhibitor enzymu, ktery ma specificky ucinek na
karboanhydrazy. Latka se jevi jako bila, az nazloutlda a ma krystalickou formu.
Chemicky nazev této slouceniny je N-(5-sulfamoyl-1,3,4—thiadiazol-2-yl) (Obr. 5).
Acetazolamid je mozné podavat intraven6zné nebo v podobé potahovanych tablet

(Dollery C. 1999)
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Obr. 5: Strukturni vzorec Acetazolamidu (CsHeN,O,S,) Fevzate a upraveno z knihy Dollery C. 1999)

Acetazolamid ve farmakologii

Acetazolamid ucinné tlumi sekreci tekutiny v pfipadé onemocnéni zelenym zakalem,
snizuje totiz rychlost tvorby komorové vody, ¢€imz se snizuje nitrooCni tlak
(Friedland BR,et. al. 1977) " poyziva se také pii 16Ebé nékterych poruch centralniho
nervového systému (CNS), jako je napfiklad epilepsie nebo pfi poruse vyluCovani
moci. Acetazolamid ovliviuje reakci hydratace oxidu uhli¢itého a dehydrataci kyseliny
uhli¢ité. Vysledkem je ztrata HCOj3 iontd v ledvinovych tubulech, a to ma za nasledek

zvy$eni diurézy primarni mogi (0l €199,

Farmakokinetika acetazolamidu

Nejvice vyuzZivanou metodou analyzy krevni plazmy na pfitomnost

acetazolamidu je kapalinova chromatografie (Chambers DM. et al. 1981)

a plynova
chromatografie (Walace SM.et.al. 1977) ‘Tantg |6k je vyluSovan v nezménéné formé v modi
a nebyla dosud zjisténa jeho afinita k jakymkoliv tkanim. Acetazolamid je zcela
netoxicky, ojedinélé nezadouci UCinky byly potvrzeny pouze u pacientl s alergickou
reakci nebo precitlivélosti na sulfonamidy. ZvySené opatrnosti davkovani je tfeba
dbat u kojicich matek a starSich lidi. Jelikoz neni acetazolamid metabolizovany

v jatrech, muze dojit pfi podani vétsi davky Iéku k ospalosti az dezorientaci pacienta
(Dollery C. 1999)
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3.4 Karborany

Jedna se o unikatni latky, které se skladaji ze slou€enin boru, uhliku a vodiku.
Modifikace téchto karborand a metallakarborand mohou byt pouZity jako inhibitory
k potencialnim terapeutickym ucellm v oblasti lidskych a virovych enzym(. Pravé
tyto slouceniny, jsou v posledni dobé Casto vyuzivany pfi vyvoji nového Iéku proti
syndromu ziskaného selhani imunity (AIDS). Jedna se o latky, které by dokazaly
blokovat vyvojovy cyklus viru lidské imunitni nedostateCnosti (HIV) tim, Ze zastavi
( Kozisek M. et. al. 2008; Rezacova P. et. al. 2009)

¢innost HIV-proteazy

studovany jako inhibitory CA |x (Bynda ). et al. 2012)

. Karborany jsou také

3.5 Obecna struktura karboranu

Karborany maji polyhedralni strukturu, tedy strukturu podobnou diamantu. Diky
této strukture jsou karborany a jejich derivaty isoelektricky podobné. Pfi Cislovani
poctem vazeb a po sméru hodinovych ruc€i¢ek. Jako u boranli se v nomenklature
pouzivaji sekundarni pfedpony closo-, nido-, arachno-, hypho-, ortho-, atd.
NejpouzivanéjSim karboranem je C,B1oH12 (Obr. 6). Vznika reakci acetylenu

s dekarboranem za pfitomnosti diethyl-sulfidu (¢¢°'9¢ B- Kauffmamn, Carborane, Encyclopedia
Britannica, 2015)

1,12-C,BH»

(Pfevzato a upraveno dle Eluvathingal D.

Obr. 6: Struktura hyperkarboranu v polyhedralni strukture.
Jemmis, et. al. 2006)
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Testované derivaty

Testované derivaty CB-30, CB-31, CB-33 jsou odvozené od karboranu
1,2-C,B1oH12, a obsahuji sulfonamidovy zbytek. U latek byla potvrzena inhibice CA IX

na enzymatické urovni.

4.2 Chemikalie

Methanol (Lach-Ner), 2-merkaptoethanol 98% (Sigma-Aldrich), Triple (Life
Technologies), McCoy medium (Sigma Aldrich), Sodium Bicarbonate (Sigma
Aldrich), Deoxycholat sodny (Sigma aldrich), Tween 20 (Sigma Aldrich), TRIS (Sigma
Aldrich), EDTA (Sigma Aldrich), TGS (Bio-Rad), SDS (Sigma Aldrich), MTT (Sigma
Aldrich), BSA (Sigma Aldrich), Pierce (Thermo Scientific), DMSO (Sigma Aldrich),
DMEM (Sigma Aldrich), TEMED (Sigma Aldrich), MARKER 26634 (Life
Technologies), TBS (Bio-Rad), Akrylamid (Bio-Rad), Amonium Persulfat (Sigma
Aldrich)

4.3 Slozeni roztoku

e Médium McCoy: 500mlI McCoy média, 55ml 10% FCS (Foetal Calf Serum),
smés Streptomicin + Penicilin 5 ml, L-Glutamin (200mmol/l);

e DMEM pro méreni extracelularniho pH: 11 H,O, DMEM médium v praskoveé
formé (Sigma Aldrich) rozpustit v pfislusném mnozstvi vody, NaHCOg3 upravit
na 11mM 10% FCS;

e RIPA pufr: 150 mmol/l NaCl, 1% Tween x-100, 0,5% deoxycholat sodny, 1%
SDS, 50mmol/l TRIS pH 8, Immol/l kyselina ethylendiaminteraoctova (EDTA),
Rosche proteazovy inhibitor, Rosche fosfatovy inhibitor;

e Pierce roztok: 20ml Pierce roztoku + lonic Detergent (Thermo Scientific,

22663) ve formé prasku;
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PBS pufr: 8 g NaCl + 800 ml H,O, 0,2 g KCI, 1,44 g Na;HPO,, 0,24 g
KH,POy4; pH upraveno na 7,4 a doplnéno do 1 | H,0;

10x TGS, pufr na elektroforézu: 100ml 10x TGS (25 mM Tris, 192 mM
glycine, 0.1% SDS, pH 8.3), 900ml H,0;

1x TBS/T: 100ml 10x TBS (20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7.4), 900 ml H;0, 1
ml Tween 20;

Blokovaci pufr 5% mléko: 2 g suSeného mléka, 40 ml H,O;

MTT pufr: 5 mg/ml 3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid,;

1x SDS pufr: 500 ml 2% dodecylsulfatu sodného, 500 ml H,O;

Katodovy pufr: 25 mM TRIS (1,5 g na 500 ml deionizované vody),
pH upraveno na 9,4,

Anodovy pufr I.: 0,3 M TRIS (18,15 g na 500 ml deionizované vody),
pH upraveno na 10,4;

Anodovy pufr Il.: 25 mM TRIS (1.5 g na 500 ml deionizoivané vody),
pH upraveno na 10,4;

Separaéni gel: 4,95 ml H,O, 6 ml 30% akrylamidu, 3,75 ml 1,5 M TRIS
(pH 8,8), 0,15 ml 10% SDS, 0,15 ml 10% amonium persulfatu, 6 pl
tetramethylethylendiaminu (TEMED);

Zaostrovaci gel: 7 ml H,O, 1,65 ml 30% akrylamidu, 1,25 ml 1M TRIS
(pH 6,8), 0,1 ml 10% SDS, 0,1 ml 10% amonium persulfatu, 20 pl TEMED;
Primary Antibody Dilution Buffer: 1xTBS, 0,1% Tween 20, 1,25 g BSA,
20 ml Hx0;

4.4 Protilatky

Byly pouzity primarni protilatky anti CA IX (Santa Cruz Biotechnology)

a anti B-Tubulin (Sigma Aldrich). Obé tyto protilatky jsme fedili v poméru 1 : 80 000

v 5% mléce.

Ze skupiny sekunadrnich protilatek byly pouzity anti-Rabbit (Alexa Fluor 488

Sigma Aldrich), kterou jsme aplikovali na primarni protilatku CA a anti-Mouse (F2 883

Sigma Aldrich), kterou jsme stejné jako v pfedchozim pfipadé aplikovali tentokrat na

druhou zvolenou primarni protilatku B-Tubulin.
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45 Bunécéna linie HT 29

Bunécna linie HT 29 je ziskavana z lidské tkané tlustého stfeva. Pouziva

se zejména pfi |éEbé kolorektalniho adenokarcinomu.

Bunécna linie byla kultivovana v McCoy médiu s 10% fetalnim hovézim sérem
(FCS), streptomycinem a 200 mmol/l L- Glicinem. Linie byla uchovavana pfi -80°C
v hladicim boxu nebo inkubatoru pfi 37°C a 5% CO,. Prace s HT 29 byla provadéna

ve flowboxu s laminarnim proudénim vzduchu.

4.6 Pristroje a vybaveni pouzité pri praci na experimentalni ¢asti

Sada automatickych pipet (Eppendorf), mikroskop 1X51 (Olympus), mikroskop
Primo Vert (Zeiss), laboratorni vaha KO003 (AND), magneticka michatka RTC Basic
(IKA), vortex Genie 2 (Scientific Industries), elektroforeticky zdroj PowerPac™ HC
Power Supply (Bio-Rad), aparatura pro elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell
(BioRad), blotovaci zafizeni Trans-Blot Turbo (Bio-Rad), proteinovy detekéni systém
a zaroven pfistroj na promyvani a blokovani membran SNAP i.d. 2.0 Systém (Select
Science), pfistroj na méfeni pH (SDR Sensor Dish Reader, PreSens), automaticky
Cita¢ bunék ViCell XR (Beckmann Coulter), flowbox s laminarnim proudénim
vzduchu MSC Advantage (Thermo Scientific), inkubator na normoxické podinky
(Thermo Scientific), inkubator na hypoxické podminky (Thermo Scientific), pfistroj na
méfeni absorbance (EnVision Multimode Plate Reader, PerkinElmer), centrifuga

(Hettich), termostat (Memmert)
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4.7 Metodika

4.7.1 Pasazovani bunék

Buné&¢né linie HT-29 nasazené na stfednim flasku (75 cm?) ponechany ristu
v inkubatoru (5% CO2, 17% 02, 37°C) do 90% konfluence byly pasazovany 2x
tydné. Z flasku bylo odstranéno médium, buriky byly promyty fosfatovym pufrem
(PBS) pufrem (37°C) a pfidani 1 ml disocia¢niho cCinidla (Triple). Flask byl opét
vloZen do inkubatoru na 5 minut. Po uvolnéni bunék bylo na deaktivaci Triplu pouzito
McCoy médium a buné&cna suspenze byla pfevedena do 50 ml falkony. Burky byly
spocitany pomoci automatického analyzatoru ViCell. Do nového flasku byly bunky

nasazeny v koncentraci 1,5x10° bunék na flask v objemu 20 ml McCoy média.

4.7.2 Priprava bunééného lyzatu

Adherentni bunécné linie HT-29 kultivované na Petriho miskach do
pozadované konfluence nebo po dokon&eni treatmentu byly promyty ledovym PBS a
plastovou Skrabkou odstranény z misky do 15 ml zkumavky. Burnky byly spocitany
pomoci automatického analyzatoru ViCell, dale centrifugovany 5 min pfi 4°C pfi 400
g, supernatant byl odsat a buriky rozsuspendovany ve 3 ml ledového PBS. Po
opakované centrifugaci a promyti bunék ledovym PBS byl k buné¢nému sedimentu
pfidan RIPA pufr (Radioimmunoprecipitation Assay Buffer - 5 mil. bunék 100 pyl RIPA
pufru). Po pfevedeni do 1,5 ml zkumavek byly burky 15 min lyzovany na ledu
a nasledné centrifugovan 30 min 1600 g pfi 4 °C. Supernatant byl odpipetovan a

zamrazen na -80°C.

26



4.7.3 Méreni koncentrace proteinu v bunéénych lyzatech

Pro vytvoreni kalibracni kfivky byly pouzity standardy firmy Thermo Scientific
v koncentraci 125, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000. Bunécny lyzat byl nafedén 5x
10x a 20x do RIPA pufru. Do 96 jamkového panelu bylo naneseno 10 pl od kazdého
nafedéného vzorku, nakonec bylo pfidano 150 pl Pierce BCA Protein Assay Kit
(Thermo Scientific). Panel byl inkubovan 30 minut pfi 37°C. Pomoci pfistroje
EnVision Multimode Plate Reader byla snimana absorbance standardu, blanku
a nafedénych bunécnych lyzatd o neznamé koncentraci. Z vysledkd absorbanci
standardd byla stanovena kalibraéni kfivka pro odvozeni hladiny protein(

ve studovanych vzorcich.

4.7.4 Metoda Western blot

Priprava vzorkii

Zamrazené vzorky HT29 byly vyjmuty z -80 °C a uloZeny na led. Méfenim
koncentrace vzorku metodou BCA jsme stanovli mnozstvi proteinu pro naneseni na

polyakrylamidovy gel.

Priprava geld a elektroforéza

K nasemu experimentu jsme zvolili separacni a zaostfovaci gel o tloustce
1 mm. Do zatuhlych jamek v gelu bylo naneseno 20ug proteinu s nanasecim pufrem
a také zvoleny marker molekulové hmotnosti (26634 - Life Technologies). Sestavena
elektoforéza byla zalita elektroforetickym pufrem. Separaéni ¢ast probihala pfi 100 V
po dobu 40 minut. Jakmile pfesSly vzorky do déliciho gelu, napéti bylo zvySeno na

120 V a ponechano dalSich 60 minut.
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Western blot

Po dokoncéeni separace byl gel pfenesen na pfipravené Whatman filtraéni
papiry, které byly pfedem pufrovany. Tfi filtracni papiry pufrovany v katodovém pufru
byly pfeneseny na gel, nasledné na né byla pfenesena nitrocelulozova membrana s
velikosti pért 0,45 um, ktera byla prekryta dvéma filtraCnimi papiry pufrovanymi
v anodovém pufru |l a dale tfi filtraCni papiry pufrované v anodovém pufu I. Takto
pfipravené vzorky byly vioZzeny do blotovaciho pfistroje Trans-Blot Turbo (Biorad) na
dobu 30 minut 300V.

Blokovani membrany

Pfipravené membrany byly promyty 1x TBS/T a nasledné barveny barvou
Ponceau-S po dobu 5 minut. Obarvené membrany jsou opét promyvany v 1x TBS/T.
Poté byly blokovany 0,5% roztokem suseného mléka a promyvany 1x TBS/T na
pFistroji SNAP i.d. 2.0 (Milipore).

Imunodetekce na membrané

Na dno petriho misky byl poloZzen navihCeny filtraCni papir, pro zachovani
vlhkosti, a na ného parafim o menSich rozmérech. Na parafil byla umisténa
memrana a na ni naneseny primarni protilatky CA IX a B-Tubulin. Membrany byly

inkubovany pfed noc v chladici mistnosti.

Pfipraveny 5% roztok suSeného mléka byl rozdélen dvakrat po 10ml. Do jedné
z falkonek byla pfidana sekundarni protilatka anti-Mouse (F2 883) a do druhé
sekundarni protilatka anti-Rabbit (AF 488), obé fedény 1:1000. Membrana, ktera
nesla primarni protilatku CA IX byla vloZzena do misky s roztokem a protilatkou anti-
Rabbit, do roztoku se sekundarni protilatkou anti-Mouse byla vloZzena membrana s (3-
Tubulinem. VSe bylo inkubovano 1 hodinu na tfepaCce v pokojové teploté. Po

uplynulé dobé byly membrany 3x promyty 1x TBS/T.
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4.7.5 MTT test

Pro stanoveni citlivosti buné€nych linii k testovanym derivatim byl zvolen tzv.
MTT test. Jedna se o Kkolorimetrické vyhodnoceni metabolické aktivity bunék.
Principem metody je redukce 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium
bromidu (MTT) na nerozpustny formazan, ktery tvofi fialové krystaly. K redukci
fialovych krystalti dochazi na membrané mitochondrii Zivych bungk (Mesmam. 1983) Ng
rozpusténi vzniklych krystall se pouziva roztok dodecylsulfat sodny (SDS).
Vyhodnoceni se provadi pomoci méfeni absorbance na spektrofotometru.

Absorbance je pfimo umérna poctu zivych bunék.

Bunky byly naneseny na 96 jamkové mikrotitracni destiCky v koncentraci
10* bunék na jamku. Po 24 hodinach byla do kultivaéniho média k burikam pfidana
testovana léCiva v koncentracni fradé od 0,5 — 300 pM. Latky byly nafedény ze 100
mM zasobnich roztokl v DMSO, zamrafenych v alikvotech na -80 °C. Inkubace
probihala 3 dny pfi 37°C, 5% CO,. Nasledné bylo do jamek pfidano MTT na
vyslednou koncentraci 0,12 mg/ml. Po 4 hodinové inkubaci byl k burikam pfidan 1:1
10% SDS pro rozpusténi formazanovych krystalld. Vysledné zbarveni roztoku
v jamkach bylo vyhodnoceno spektrofotometrem EnVision Multimode Plate Reader,

PerkinElmer.

4.7.6 Méreni pH bunék pomoci pristroje SDR SensorDish Reader

SDR SensorDish Reader je maly 24 jamkovy snimac pro neinvazivni detekci
kysliku a pH v multititracni destiCce. Ta obsahuje senzory na dné kazdé jamky.
Signal je ze senzorl odecitan neinvazivné prez pruhledné dno. Sensor Dish Reader
byl umistén v inkubarotu s hypoxickym prostfedim a pH bylo odecitano béhem
kultivace bunék v pribéhu 48 h kazdych 5 minut. PFistroj méfi pH na 4 desetinné

mista.
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5 VYSLEDKY

5.1 Vysledky Western blot

K ovéfeni exprese CA IX v bunéénych liniich HT-29 byla zvolena metoda
Western blot. Bunécné linie byly inkubovany za hypoxickych (1% Oy)
a normoxickych podminek po dobu 25, 35 a 45 hodin (Obr. 7). Pfitomnost proteinu
CA IX v bunkach byla prokazana po 35 a 45 hodinach inkubaci v hypoxickych
podminkach. Za normoxickych podminek exprese proteinu CA IX nebyla detekovana.
Optimalni podminky pro zvySenou hladinu exprese proteinu CA [IX byly zvoleny pro

45 hodinovou inkubaci bunécénych linii HT-29 za hypoxickych podminek.

CAIX (50 kDa)
B-actin (42 kDa)

Obr. 7: Exprese proteinu CA IX. Byly pouzity lyzaty bunécéné linie HT-29. Podminky
inkubace buné&nych linii HT-29 pred lyzi: (H45) hypoxie 45 h; (N45) normoxie 45 h; (H35)
hypoxie 35 h, (N35) normoxie 35 h; (H25) hypoxie 25 h; (N25) normoxie 25 h; (M) marker

molekulové hmotnosti Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Life Technologies).
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5.2 Vysledky MMT testu

Mira toxicity testovanych latek acetazolamidu, CB-30, CB-31 a CB-33 byla
stanovena MTT testem. Latky byly testovany na buné&cnych liniich HT-29 ve dvou

opakovanich ze dvou riznych pasazi.

Hodnota absorbanci byla méfena pfi 540 nm. Hodnoty byly pfevedeny
na procenta a pomoci programu GraphPad (SigmaPlot 11.0) byl stanovena hodnota
IC50 (Half maximal inhibitory concentration), tj. koncentrace latky zpusobuijici

zastavu metabolismu u 50% bunék. Smérodatna odchylka je uvedena v tabulce.
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Obr. 8: Krivka preziti bunécnych linii HT-29 v zavislosti na koncentraci latek CB-30 za

normoxickych a hypoxickych podminek.
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Obr. 9: Krivka preziti bunécnych linii HT-29 v zavislosti na koncentraci latek CB-31 za

normoxickych a hypoxickych podminek.
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Obr. 10: Krivka preziti bunécnych linii HT-29 v zavislosti na koncentraci latek CB-33 za
normoxickych a hypoxickych podminek.
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Obr. 11: Kfivka preziti bunécnych linii HT-29 v zavislosti na koncentraci latky acetazolamid
za normoxickych a hypoxickych podminek.
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Tab. 1: Vysledky méfeni IC50 koncentraci jednotlivych latek za normoxickych

a hypoxickych podminek. Hodnoty IC50 jsou uvedeny v uM koncentraci.

Testovana latka Podminky inkubace Pramer hodnot IC50 + smérodatna

odchylka

Normoxie 64,3+ 5,70
CB-30

Hypoxie 71,4 £10,07

Normoxie 1515 + 24,24
CB-31

Hypoxie 147,4 £ 6,43

Normoxie 50,4 + 3,08
CB-33 .

Hypoxie 92,6 + 2,55

Az Normoxie 203,0 £ 13,26
Hypoxie 330,0 + 3,41

5.3 Vysledky méreni hodnot pH

K ovéfeni inhibice proteinu CAIX byla zvolena metoda detekce extracelularniho pH
pomoci SDR pfistroje od firmy PreSens. Bunky byly nasazeny
do 12 jamek 24 jamkového panelu v koncentraci 2,2*10° bunék/jamku v McCoy
médiu, do jedné jamky byl nanesen PBS pufr o upraveném pH na hodnotu 6,9 pro
kontrolu spravnosti méfeni SDR systému, do zbyvajicich jamek bylo naneseno
McCoy médium. Buriky byly ponechany pfes noc v inkubatoru za normoxickych
podminek, aby pfisedly na dno jamky. DalSi den bylo McCoy médium vyménéno za
médium DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Mediu) s 22 mM HCO3" s pfisluSnym
léCivem nebo bez né&j. Lécivo bylo pfidano i do samotného DMEM média. 24 jamkovy
panel byl pfenesen na SDR snimaci zafizeni umisténé v inkubatoru s hypoxickymi
podminkami. Po dobu tfi dni po péti minutach byl z jednotlivych jamek sniman
fluorescenéni signal, ktery byl automaticky pfepocitan na hodnoty pH.

34



Hodnota pH PBS pufru po celou dobu méfeni odpovida jeho skutecné
hodnoté pH 6,9. (Obr. 12, zelena kfivka), ¢imz jsme potvrdili spravnost méfeni SDR

systému.

Hodnota pH DMEM média mirné se mirné zvysila béhem dvou dnd méfeni od
hodnoty 7,61 po hodnotu 7,89. Hodnota extracelularniho pH bunécnych linii HT-29
se prudce snizila béhem prvnich 20 hodin méfeni, dale mirné klesala a po 48
hodinach byla naméfena hodnota pH 5,36 (Obr. 12).

Bunécné linie HT-29 kultivovany v pfritomnosti karboranu 40 uM CB-30 udrzuji
hodnotu extracelularnino pH na stejnych hodnotach jako u bunék HT-29 bez
pfitomnosti karboranu (Obr. 13). Pokud byl 40 uyM CB-30 pfidan do samotného
DMEM média, jeho hodnota se za 48h snizila z pH 7,78 na pH 7,28. U karboran
CB-31 v 40 uM koncenraci nebyla pozorovana zména pH bunécné kultury v prabéhu
méfeni. Buné&né médium vSak bylo okyseleno za 48 h 0 0,53 jednotky (Obr. 14). 40
MM kabrobran CB-33 neovliviiuje v pribéhu dvou dnd méfeni ani pH média ani
bunécéné kultury (Obr. 15).

40 uyM CB-30 a CB31 nemaiji vliv na extracelularni pH buné&nych linii HT-29.
Pokud dochazi ke alkalizaci extracelularniho pH bunécénych linii HT-29 vlivem

inhibice CAIX, efekt je prekryt kyselym pH téchto karborana.

8,5

8
7,5 \\
7
z \ + HT-29
6,5

\ = DMEM
6 PBS pufr
5,5

5 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

cas (h)

Obr. 12: Graf zavislosti pH na ¢ase pufru PBS, pH 6,9 (zelena kfivka), DMEM média

(Cervena kfivka) a bunééné kultury HT-29 (modra kfivka).
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Obr. 13: Graf zavislosti pH na ¢ase DMEM média (Cervena kfivka), DMEM média s 40
MM CB-30 (svétle modra kfivka) bunécné kultury HT-29 (tmavé modra kfivka), HT-29 s
40 uM CB-30 (fialova kfivka).
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Obr. 14: Graf zavislosti pH na ¢ase DMEM média (Cervena kfivka), DMEM média s 40
MM CB-31 (svétle modra kfivka) bunécéné kultury HT-29 (tmavé modra kfivka), HT-29 s
40 pM CB-31 (fialova kfivka)
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Obr. 15: Graf zavislosti pH na ¢ase DMEM média (Cervena kfivka), DMEM média s 40
UM CB-33 (fialova kfivka) buné&éné kultury HT-29 (tmavé modra kfivka), HT-29 s 40 uM
CB-33 (fialova kfivka).
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6 Diskuze

Jednim ze znakl nadorovych tkani je vyskyt hypoxickych center a nasledné
exprese CA IX. Bylo zjiSténo, ze pfritomnost CA IX v nadoroveé tkani souvisi s tvorbou
metastaz a horsi prognézou. Inhibici CAIX dochazi ke snizeni vnitrobunécného pH
a omezeni invazivity bungk Svastova et al 2004 - 7qiimavou skupinou latek se jevi byt
vtomto ohledu sulfonamidy, latky odvozené od acetazolamidu, ktery

je nespecifickym inhibitorem CAIX (Supuran 2011)

Ustav molekularni a translaéni mediciny ziskal skupinu 28 latek, odvozenych od
karborani se sulfonamidovym zbytkem, u kterych bylo na enzymatické uarovni
potvrzeno, Ze inhibuji extracelularni protein CAIX ve vy$8i mife nez intracelularni CA
II, ktery je bézné pfitomny ve zdravé tkani. Pfedmétem této bakalarské prace bylo
zjistit, zda tfi vybrané karborany CB-30, CB-31 a CB-33 budou inhibovat CA IX také
na bunécné urovni. Za timto ucelem byly optimalizovany podminky pro zvySenou
expresi CAIX u bunéénych linii adenakarcinomu tlustého stfeva HT-29. Linie byly
inkubovany za normoxickych a hypoxickych podminek po dobu 25, 35 a 45 h.
Pomoci metody western blot bylo uréeno, Zze 45 h inkubace za hypoxickych

podminek je vhodna pro bunénou kultivaci.

Pomoci MTT testu byly zvoleny hodnoty IC50 testovanych derivatl. Nejucinngjsi
je latka CB-33 s IC50 (50,5 * 3,05) uM, dale latka CB-30 (64,3 + 5,70) uM a nejnizsi
ucinnosti bylo dosazeno u latky CB-31(147,5 + 6,43) uM. Hodnoty IC50 jsou pro latky
CB-30 a CB-31 za normoxickych i hypoxickych latek srovnatelné. VysSich hodnot
IC50 bylo dosazeno pro hypoxické podminky ve srovnani s normoxickymi u derivat
CB-33 a acetazolamidu. Uginnost acetazolamidu jako kontrolniho Ié&iva by méla byt
mirné zvySena za hypoxickych podminek. Vhodné&jSi metodou pro stanoveni u¢nnosti
derivatl by mohla byt Clonogenic assay, kde se projevi efekt na vznik novych kolonii.
Negativné mlze pusobit kyselé prostfedi média na spravnou funkénost MTT a tvorbu

formazanu.
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Extracelularni pH bylo méfeno SDR pfistrojem po dobu 48 h za hypoxickych
podminek. Hodnota pH DMEM média stoupla béhem dvou dnd méfeni o
0,28 jednotek. Latky CB-30 a CB-31 po pfidani do média v pribéhu Casu stale vice
okyseluji médium, v pfitomnosti bunécné kultury se vSak pH pohybovalo jako
u kontroly. Okyseleni média pravdépodobné ovliviiuje efekt IéCiv na zménu pH
v bunécné kulture. Latka CB-33 ve 20 uM nezplsobuje zménu pH média ani

bunécné kultury.
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7 Zaveér

V praci byly testovany nové karborany se sulfonamidovym zbytkem s cilem urc€it
jejich uc€innost na inhibici CA IX na bunétné urovni. Latky byly porovnavany
s acetazolamidem, nespecifickym inhibitorem CA, v klinické praxi vyuzivanym jako

diuretikum.

V prvni Casti prace byly optimalizovany podminky pro ziskani zvySené exprese
CA IX za hypoxickych podminek na bunécnych liniich HT-29. Nasledné byla
stanovena cytotoxicita studovanych latek za normoxickych a hypoxickych podminek.
Hodnoty cytotoxicit latek byly pouZity jako vstupni hodnoty pro experiment méreni
extracelularnihno pH. Sledoval se vliv studovanych inhibitor6 CAIX na snizeni

extracelularniho pH za hypoxickych podminek.
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