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Souhrn

Vysokokapacitni testovani je prvnim krokem v hledani novych 1éciv. Jedna se o
metodu testovani velkého poctu latek za ucelem jejich pouziti ve farmaceutickém primyslu.
Poznatky z tohoto testovani vedou k vybéru aktivnich latek, které se posouvaji do dalSich
testh. Velkou vyhodou této metody je jeji ucinnost, rychlost a cena. K dosazeni téch
nejlepsich vysledkl je zapotiebi automatizovaného robotického systému, citlivych detektorti a

vykonného softwaru.

V praci bylo otestovano 268 latek pomoci MTS testu a rozdéleno na aktivni a
neaktivni. Aktivita latek byla testovana v 384- jamkovych destickdch na bunéénych liniich

nadorovych i nenddorovych. Data byla vyhodnocena pomoci softwaru Dotmatics.

Ze souboru aktivnich latek byly vybrany 3 latky, u nichz byl otestovan bunécny
cyklus, syntéza DNA a RNA a fosforylace histonu H3. Analyza byla provedena pomoci

cytometru FACS Calibur a data byla vyhodnocena v softwaru CellQuest.



Summary

Bioactive molecules are evaluated using high throughput screening. It is a way of
testing large number of compounds in the purpose of using them in pharmaceutical industry.
High- throughput screening is the first step in finding new drugs. Findings from the test lead
to selection of active compounds. A great advantage of this method is its efficiency, speed
and cost. The method needs automated robotic system, sensitive detectors and efficient
software to achieve the best results.

In this thesis 268 compounds were tested via MTS test and sorted as active or inactive.
The activity of the compounds was tested in 384- well plates on tumor and non-tumor cell

lines. The data were validated via the Dotmatics software.

Three compounds were selected from the set of active compounds and cell cycle,
DNA and RNA synthesis and histone H3 phosphorylation of the three compounds was
analyzed. Analysis was done on cytometer FACS Calibur and the data were validated via the

CellQuest software.
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Seznam pouzitych zkratek

%I procento inhibice

ATP adenosintrifosfat

BrdU 5-bromo-2°‘-deoxyuridin

BrU 5-bromouridin

BSA bovinni sérovy albumin

cAMP cyklicky adenosin-3°¢, 5°-monofosfat

DMEM Dublecco’s Modified Eagle’s Medium

EMEM Eagle’s Minimum Essential Medium

FRET Forsteriiv resonancni pfenos energie

GF-AFC glycyl-fenyl-amino-fluorocoumerin

GFP green fluorescent protein

GPCR receptory spiazené s G proteinem

HTS high-throughput screening

InsP inositol fosfat

MTS 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2(4-sulfonyl)-2H
tetrazolium

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid

Pl propidium jodid

PMS fenazin methosulfatu

TTC trifenyl tetrazolium chlorid

UHTS micro high throughput screening
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1. Uvod

Systematicky vyzkum 1éCiv zacal zhruba pied 100 lety, kdyz chemie byla natolik
vyspéla, ze se jeji zasady a metody daly aplikovat na problémy mimo jeji obor. V té dobé
se farmakologie stala jasn¢ definovanou disciplinou. Prvni 1é¢ivo objeveno pomoci
farmaceutického testovani byl Salvarsan v roce 1907 (Ehrlich et Bertheim, 1912). Az do 40.
let 20. stoleti byl Salvarsan bezkonkuren¢né nejlepsSim Iékem syfilidy, 1 ptes jeho vedlejsi
ucinky na lidsky organismus (Alt, 1909). Az po druhé svétové valce byl Salvarsan nahrazen

vvvvv

fenotypovych hodnotach (Ehrlich et Bertheim, 1912).

Pozdgji ve 20. stoleti bylo testovani molekul ovlivnéno biochemii. Hlavnimi cili 1é¢iv
se staly enzymy a receptory. Princip jejich klasifikace byl zakladem pro objev 1éCiv jako
napiiklad agonisty a antagonisty [p-adrenoreceptorli, benzodiazepiny, antagonisty
angiotensinového receptoru a monoklondlni protilatky. Léciva prodavand v soucasnosti maji
za cil rizné biomolekuly od enzymii a transportérii po receptory spfazené s G-proteinem ci

iontové kanaly (Kroeze et al., 2003).

Velky technologicky pokrok byl zaznamenan u vysokokapacitniho skriningu (high-
throughput screening, HTS) a bunéénych testd v poslednich 20 letech. HTS testovani vedlo
k novému konceptu objevovani 1é¢iv. V HTS je vyuzivano bunécnych nebo biochemickych
testll, které obsahuji cile s terapeutickym potencidlem. Tyto cile jsou vystaveny velkému
poétu slou¢enin (Mann, 2002). Ukolem je tedy z testovanych sloucenin vyselektovat aktivni
latky, které se mohou stat kandidaty pro klinické testovani. Tyto latky jsou nalézany jen
ziidka a Castéji spiSe slouzi jako vychozi body, u kterych se modifikuje struktura a tiibi se

biologické vlastnosti pted tim, nez se kone¢né 1é¢ivo vyvine (Hoelder et al, 2012).



2. Cil prace

Cilem této bakalafské prace bylo vypracovani literarni reSerSe zabyvajici se
vysokokapacitnim testovanim, metodami spojenymi s touto platformou a pfistroji
zajistujicimi praci v tomto odvétvi.

Experimentalni ¢ast byla zaméiena na chod laboratote tkanovych kultur a praci

s nddorovymi a nenddorovymi liniemi. Hlavnim cilem prace bylo otestovani latek na jejich

cytotoxicitu u riznych bunéénych linii a stanoveni hodnot I1Cso



3. Literarni prehled

3.1.Vysokokapacitni skrining — High-throughput screening

Vysokokapacitni skrining (High-throughput screening, HTS) je strategie vyuzivana pfi
objevovani novych potencialnich 1é¢iv (hity), které ovlivituji biologickou aktivitu vybranych
cili nebo bunécné fenotypy. Nalézani hiti je ve farmaceutickém vyzkumu prvnim krokem
V hledani latek, které se mohou stat budoucimi 1é¢ivy na zakladé hodnot z rtiznych testh
(Shun et al., 2011). Prvni skriningové programy se zacaly pouzivat v 70. letech. Takto byly
objeveny latky jako cyclosporin A, imunosupresivum (White, 1982) nebo lovastatin, inhibitor
HMGA-Co reduktazy (Alberts, 1988). V 80. az 90. letech byly metody testujici latky tlaCeny
poptavkou k vys$§i rychlosti a vétSimu mnozstvi otestovanych chemickych knihoven
(Macarron, 2006). To vedlo ke vzniku HTS, discipliny specializované k testovani velkého
mnozstvi latek v kratkém case. S tim se objevilo nékolik stézejnich technologii, jako
mikrotitraéni desticky, vysokovykonné pipetovaci zafizeni, homogenni testovani a
automatizace (Carnero, 2006). Osekvencovani celého lidského genomu v roce 2005
(International HapMap Consortium, 2005) a genomu mnoha patogeni, jako mikrobi, bakterii
a vir, nabidlo tisice potenciadlnich biologickych cilii k testovani. Velké pocty cili a latek
vedly jesté k rychlej$imu procesu testovani, miniaturizaci desticek a automatizaci HTS. Dnes
je HTS schopna otestovat 10 000 — 100 000 sloucenin denné a ultra-HTS (uHTS) vice nez
100 000 sloucenin denné (Mayr et Bojanic, 2009) a je povaZovana za hlavni pilif
farmaceutického rozvoje (Inglese et al., 2006). Hlavnimi znaky HTS a uHTS jsou

miniaturizace, automatizace a citlivé metody detekce (Mayr et Bojanic, 2009).

3.1.1. Miniaturizace

Zvyseni poctu chemikalii a molekularnich cilt vedlo k miniaturizaci HTS (Mayr et
Bojanic, 2009). Prvni mikrotitraéni systém vyrobil madarsky lékai a mikrobiolog Gyula
Takatsy (Kensy et al., 2005). Jednalo se 0 96- jamkové desticky a tyto desticky byly pouzity
k sérologickym studiim (Duetz, 2007). 96- jamkové mikrotitraéni destiCky se pouzivaly
do poloviny 90. let. Ov§em béhem dalSich deseti let se zacaly vyvijet desticky s vétsi hustotou
jamek na stejné ploSe. Nova desticka méla Ctytikrat vice jamek nez desticka 96- jamkova,
tedy 384. Objemy, se kterymi se pracuje v 96- jamkovych destickach se pohybuji v rozmezi
100 - 200 pl. U 384- jamkovych desti¢ek tento objem ¢ini maximalné 50 pl. 384- jamkové
desticky jsou zavedenym standardnim formatem u vétSiny farmaceutickych a

biotechnologickych firem (Mayr et Bojanic, 2009).
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Snastupem uHTS se pocet jamek na desticku jesté¢ zvysil. HTS se vyvinula
do podoby, kdy bylo testovani provadéno na 1536- jamkovych desti¢kach s objemy mensimi
nez 2 ul. To markantné zrychlilo a snizilo cenu testovani. Extrémné malé objemy vyzaduji
urcité vlastnosti desticky. Tvar i hloubka jamky maji pfimy vliv na test. Hluboké desticky

minimalizuji vypafovani. Cim strm&jsi je sténa jamky, tim lépe se latka fokusuje v jejim

stiedu, coz snizuje riziko tvorby vzduchovych bublinek (Carnero, 2006).

V UHTS se v nékterych laboratofich bézné pracuje i s 2080- az 9600- jamkovymi
destickami. 2080- jamkova desticka napiiklad umoziuje distribuci 1536 sloucenin, 4 tfady
jamek obsahujici kontroly a okrajové jamky svodou, které slouzi jako ochrana
pred vyparovanim (Wdlcke et Ullmann, 2001). Vyhody téchto desticek jsou jeste vétsi snizeni
ceny za pouzité slouceniny diky malym pipetovanym objemim a moZnosti testovat
Vv duplikatech a triplikatech na rozdil od tradi¢nich testl, které testuji singlety. Nakonec tyto
vysokokapacitni desticky dovoluji otestovat i ty nejvétsi chemické knihovny na méné
nez 100400 destickach (Oldenburg et al., 1998). V ptipadé¢ bunéénych testi je mira
miniaturizace limitovana. Se sniZujicim objemem se sniZuje i pocet bunék v jamce, coz ndm
umoziuje studovat jednotlivé buiiky. V takovych ptipadech se praveé individualita bunék stava
problémem, jelikoz buiniky neddvaji vyrovnané vysledky a znehodnocuji namétend data
(Smith, 2002). Tento problém piedstavuje technologickou vyzvu, kterd se obtizné piekonava

(Wdlcke et Ullmann, 2001).

3.1.2. Automatizace

Miniaturizované testy provadéné v 2ul objemech vyzaduji vybaveni schopné
spolehlivé pracovat v téchto objemovych jednotkach (Carnero, 2006). Vyuzivame k tomu
pokrocilé skriningové technologie jako robotické manipulatory s desti¢kami, nizko-objemové
dispenzery, citlivé detektory (Inglese et al., 2006) a software pro kontrolu a zpracovani dat
(Hong et al., 2009).

Robotické manipulatory jsou robotickd automatizovand ramena, ktera piesné
aprecizné zachazeji s destiCkami. Kazdé rameno se muze pohybovat aZ v Sesti osach
a na koncich obsahuje tuchyt a ¢tecku Sarovych kédia. Uchyty jsou uzptisobeny tak, aby z nich
desti¢ka nevypadla. Ctecka skenuje &arovy kod na strand kazdé desticky zajistujici jeji

spravny vybér (Michael et al., 2008).



Dulezitym prvkem automatizace je i zachazeni s kapalinami
(Hertzberg et Pope, 2000). Proces pipetovani do desticek potiebuje flexibilni systém, ktery je
schopen prevadét kapaliny do malych jamek desticek (Carnero, 2006). To ndm umoziuji

davkovace. Davkovace rozdelujeme na kontaktni a bezkontaktni (Dunn et Feygin, 2000).

Kontaktni dévkovace jsou nejstarSi a plné¢ vyvinuté. Vyuzivaji jehly, Spicky,
peristaltické pumpy nebo piezoeletrické sily. Jehlové davkovace vyzaduji CciSténi

a vymenovani Spicek, diky ¢emuz jsou velmi pomalé (Dunn et Feygin, 2000).

Proto bezkontaktni davkovace nabyvaji na dulezitosti (Koltay et Zengerle, 2007).
Vyhody bezkontaktnich davkovactu jsou jejich rychlost, minimalni kontaminace, snizeni
odpafovani kapaliny a odstranéni potieby ¢iSténi zafizeni mezi pienosy riznych kapalin.
Funguji na mechanismu tvofeni kapi¢ek plsobenim vnéjsi sily na pipetovanou kapalinu.

v

Vngjsi sila mize byt bud’ sila akusticka, nebo tlakova (Dunn et Feygin, 2000).

Pro vyhodnoceni testd potiebuje proces citlivé detektory. K takovym detektoriim patii
naptiklad EnVision, ViewLux, Acumen Explorer (Michael et al., 2008) nebo FLIPR
(Hertzberg et Pope, 2000). ViewLux dokaze rychle detekovat luminiscenci, fluorescenci,
absorbanci, Forsteriiv resonan¢ni ptenos energie (FRET) a fluorescen¢ni polarizovany signal.
EnVision k tomu vSemu dokaze &ist desticky ze spodu, coz je vyuzivano napiiklad pii B-
laktamazovych reportérovych testech. Acumen Explorer je cytometr, ktery pouziva laser
k detekci fluorescencnich signali jednotlivych bunék (Michael et al., 2008). Posledni
zminény detektor, FLIPR, je fluorescencni detektor s vestavénym manipuldtorem kapalin,
ktery umoZiiuje intraceluldrni mobilizaci vapniku v realném Case (Hertzberg et Pope, 2000).
Doba detekce trva néco okolo 30 sekund i s transportem desticky vné a dovniti detektoru
(Michael et al., 2008).

3.1.3. Testy vHTS

Cil automatizace, miniaturizace a zvySené kapacity klade diiraz na vyvoj homogennich
testovacich formatl a vyuZziti vysoce citlivych detekénich metod. Homogenni testy jsou
pro HTS ideélni, jelikoz se vyhybaji filtracim, separacim a promyvanim, coz byva casové
naro¢né a tézko se automatizuje (Sundberg, 2000). Testovani v HTS se da rozd¢lit do dvou

kategorii: biochemické testy a bunécné testy (Frank An et Tolliday, 2010).



3.1.3.1. Biochemické testy

Biochemické testy jsou testy zaméteny na urcity cil. Takové testy zahrnuji stanoveni
enzymovych aktivit (kinazy, proteazy, transferazy atd.), vazbu ligand-receptor, ligand-iontovy
kanal nebo interakce protein-protein (Frank An et Tolliday, 2010). Principy jednotlivych
metod shrnuje tabulka 1 (Gonzélez et al., 1999; Szymanski et al., 2011; Spencer, 1998; Du,
2015).

Tabulka 1: Principy jednotlivych biochemickych testt

Test Princip

Mg¢éfeni inhibice enzymové aktivity po pfidani
Testy enzymové aktivity enzymového inhibitoru

elektrochemickymi/optickymi metodami

) Mg¢feni interakce ligand-protein
Ligand-receptor vazebny test o o . .
radioaktivnimi/optickymi metodami

) ‘ Meéfteni proudu/napéti bunééné membrany po
Ligand-iontovy kanal vazebny test ‘ ‘
navazani ligandu na iontovy kanal

Mg¢feni fluorescence malych znacenych
Interakce protein-protein fluorescenéné molekul po navazani na molekuly

proteinu

3.1.3.2. Bunécné testy

Bunééné testy jsou zavedenou metodou testovani ve farmaceutickém pramyslu.
Tyto testy umoziuji hodnoceni potencidlnich cilti 1é¢iva charakterizovanim jejich efektu
Vv bunice. DokaZi poskytnout informaci o povaze 1é¢iva na specifickém receptoru, iontovém
kanalu nebo vnitrobunééném cili (Szymanski et al., 2011). Bunécné testy se daji rozdélit
do tii kategorii: testy druhych posli, testy reportérovych gend a testy bunécéné proliferace
(Sundberg, 2000). Bunky uzivané v téchto testech by mély divéryhodné napodobovat
bunécny systém (Zang et al., 2012).

Primarni bunky poskytuji reprezentativni odpovédi, ale maji limitovanou zivotnost
a neni jednoduché je mnozit. Lidské nadorové buiiky representuji ptivodni nador a jsou Siroce
roz§itené v protirakovinném testovani. Nékdy ovSem obsahuji mutace, coz muize ovlivnit

vysledky experimentalnich testd (Zang et al., 2012).




3.1.3.2.1. Druzi poslové

Intracelularni druzi poslové jsou vyuzivani buiikkou ke spojovani extracelularnich
stimulll s jejich charakteristickymi intraceluldrnimi odpovéd’'mi. Interakce extracelularniho
stimulu s receptorem spusti kaskadu udalosti, ktera vede ke zméné (vétSinou zvySeni)
koncentrace jiné molekuly v cytosolu (Webb et al., 1996). Testy druhych posli monitoruji
vedeni signalu, kterému predchazi aktivace receptori na povrchu buiky (Sundberg, 2000).
Jedny z nejdulezitéjSich receptort jsou tzv. receptory spiazené s G proteinem (GPCR). GPCR
jsou nejvétsi skupinou farmaceutickych cilii 1€¢iv a jsou spojeny s raznymi fyziologickymi
poruchami. Testy métici GPCR se daji rozdélit do 2 kategorii. Bud’ se pfimo méii druzi
poslové jako cyklicky adenosin-3¢, 5‘-monofosfat (CAMP), inositol fosfat (InsP) a vapenaté

kationty (Ca2*) nebo se méii pomoci reportérovych genii. (Kanapuli et al., 2003).

Méfeni Ca?* jako druhého posla se provadi pomoci fluorescenénich barviv. Takovym
barvivem je napf. fotoprotein aequorin. Je to protein izolovany z mediazy Aequorea victoria,
ktery vytvaii bioluminiscencni komplex po navazéni na coelenterazin. Kdyz se na tento
komplex navaze Ca®*, probéhne oxida¢ni reakce a vytvaii se apoaequorin, coelenteramid,

CO; a svétlo s absorpénim maximem pii 469 nm (Fichna et al., 2006).

Kméfeni cAMP muzou byt vyuzity ruzné technologie, jako napiiklad
radioimunoanalyza, enzymoimunoanalyza (EIA) nebo fluorescenéni polarizace.
VétSinou se jedna o kompetitivni eseje, které vyuzivaji cAMP-protilatku a monitoruji ztratu

signalu pfidaného cAMP-konjugéatu a cAMP vytvateného v buitkach (Weber et al., 2004).

3.1.3.2.2. Reportérové geny

Testy reportérovych  geni  monitoruji  bunééné odpovédi na  arovni
transkripce/translace (Sundberg, 2000). Technika reportérovych genli zahrnuje spojeni genu
pro enzym nebo zeleny fluorescenéni protein (green fluorescent protein — GFP)
se sledovanym genem v cilové bunéné linii tak, Ze aktivace sledovaného genu povede
k expresi produktu reportérového genu. Tento produkt se poté detekuje kolorimetricky,
fluorimetricky nebo luminiscenéné (Sundberg, 2000). Reportérové geny koduji enzymy
jako alkohol dehydrogenazu, alkalickou fosfatazu, svétluskovou luciferazu, galaktokinazu, f3-

galaktosidazu, bakterialni luciferazu nebo Renilla luciferazu.



Luminiscen¢ni enzymy reportérovych gent funguji dvéma zplsoby. Bud’to gen piimo
produkuje  bioluminiscen¢ni  produkt (luciferdza), nebo produkuje enzym bez
bioluminiscen¢nich vlastnosti, ke kterému se poté pfida specifické chemiluminiscenci-
zvysujici Cinidlo napt. poly(benzylmethylvinylbenzyl)-chlorid amonny (Bronstein et al.,
1994).

3.1.3.2.3. Buné¢na proliferace

Testy bunécné proliferace sleduji celkovy rast bunék jako odpovéd na vnéjsi stimul
(Sundberg, 2000). Spousta biologickych testi vyzaduje méfeni zivotaschopnosti a proliferace
savCich bun¢k. Toho se d& docilit nckolika metodami napiiklad pocitdnim bunck
obsahujicich/neobsahujicich barvivo, méfeni °'Cr-znageného proteinu uvolnéného po lyzi
buiitky nebo  méfeni  inkorporace  radioaktivnich  nukleotidd  [*H]thymidinu

nebo [*?°I]jododeoxiuridinu (Mosmann, 1983).

Obecné se uvazuje, ze indikator zivotaschopnosti bun¢k je aktivita mitochondriadlniho
dychaciho fetézce (Galluzzi et al., 2009). Zivotaschopnost bundk se dia méfit pomoci
barvicich metod. Ktomu mohou byt pouZity spektrofotometry skenujici vicejamkové
desticky. Dokazi méfit velké mnozstvi vzorkl s vysokou preciznosti. Idealné by takova
metoda méla pracovat s bezbarvym substratem, ktery je v zivé bunice metabolizovan na
barevny produkt, ale v mrtvé buiice uz nikoliv. Nejlepsimi kandidaty pro tyto ucely jsou
tetrazoliové soli (Mosmann, 1983). Vyhodou téchto kolorimetrickych test nad znac¢enim
radioizotopy je cena za ¢inidla a vybaveni a vyhnuti se problému s nebezpeCnym

radioaktivnim odpadem (Roehm et al., 1991).

3.1.3.2.3.1. Testy pomoci tetrazoliovych soli

Tetrazoliové soli jsou dnes jedny z nejpouzivanéjich nastroji k méfeni metabolické
aktivity bun¢k riiznych piivoda od savéich po mikrobidlni. Principem téchto testli je redukce
zluté tetrazoliové soli pomoci dehydrogendzy na fialovy produkt, zndmy jako formazan
(Berridge et al.,, 2005). Tato redukce probiha v mitochondrialnim dychacim fetézci
(Galluzzi et al., 2009). Prvni prototypni molekula, trifenyl tetrazolium chlorid (TTC),
byla syntetizovana uz pted vice nez sto lety, a od té doby byla modifikovana pfidavanim nitro,
jodo nebo methoxy skupin. Naprosta vétSina vyuziti tetrazoliovych soli zahrnuje testy

Vv mikrotitra¢nich destickach, které méii proliferaci.



Ptedpoklada se, ze mnozstvi redukovaného barevného produktu bude pifimo umérné mnozstvi
zivotaschopnych bunék (Berridge et al., 2005). Cim déle se buiiky inkubuji s tetrazoliovou
soli, tim vice se V nich hromadi formazan. Proto mnozstvi naméfeného formazanu nemusi
nutné vypovidat o mnozstvi Zivotaschopnych buné€k, ale spiSe o dehydrogenazové aktivité

v kazdé jamce desticky (Griebe et al., 1997).

Tetrazoliové soli délime do dvou skupin. Prvni skupinu tvoii MTT a NBT, jejichz
formazany jsou nerozpustné ve vod¢. Do druhé skupiny patii MTS, XTT nebo WST-1,

ze kterych se tvoii ve vod¢ rozpustné formazany (Berridge et al., 2005).

3.1.3.23.1.1. MTS

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2(4-sulfonyl)-2H tetrazolium
(MTS) je ménén dehydrogenazou v mitochondriich metabolicky aktivnich bunék na ve vodé
rozpustny barevny formazan. Tento produkt je kvantifikovan spektrofotometricky. Maximalni
absorbance je méfena kolem 490 nm a je pfimo umérnd poctu zivych bunék v kultuie
(Mosmann, 1983). Bioredukce MTS bézné potiebuje ptfidani elektronového akceptoru,
fenazin methosulfatu (PMS) (Goodwin et al., 1995) nebo fenazin ethylsulfatu (PES) (Berridge
et al., 2005). Reakce je znazornéna na obrazku 1.

Obr. 1: Reakce MTS na formazan za pfitomnosti PMS v mitochondriich zivotaschopnych
bun¢k (ptevzato od Riss et al., 2013).
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Hlavni vyhodou MTS je fakt, ze jeho formazan je rozpustny ve vod¢. Diky tomu
mizeme okamzit¢ meéfit absorbanci jednotlivych jamek, kde se formazan vytvoril.
Tim se MTS zasadn¢é 1isi od MTT, jehoz formazan je ve vodé nerozpustny krystal.
Cely proces kvantifikace MTT zahrnuje jesté mezikrok, ktery obnasi rozpusténi formazanu

v SDS pies noc. To zpomaluje cely test.

3.1.3.2.3.2. Resazurin

Zivotaschopnost bunék miize byt méfena i za pomoci redoxniho indikatoru resazurinu.
Resazurin je latka rozpustna ve fyziologickych pufrech a mize byt pfidana do rostoucich
bunéénych kultur v jediném kroku. Resazurin je v burikach, stejné jako tetrazoliové soli,
také redukovan. Produktem této reakce je resorufin a da se méfit fluorescencné za pouziti

560nm excita¢niho a 590nm emisniho filtru (Niles et al., 2009).

Resorufin se v buiikach akumuluje s piibyvajicim ¢asem. Cas inkubace, postadujici
k vytvoteni adekvatniho signalu, se pohybuje kolem 2—4 hodin. Toto ¢islo se muZze ménit
U rznych bunéénych linii. Resazurinové testy byly adaptovany na 1536- jamkovou desticku,

ale typicky jsou vhodné&jsi pro 384- nebo 96- jamkové desticky (Niles et al., 2009).

Hlavnimi vyhodami resazurinovych testl jsou stabilita ¢inidel a jednoduchost pouziti.
Nevyhodou resazurinu je jeho interference s pfirozené¢ redukujicimi  latkami

nebo s fluorescen¢nimi latkami (Niles et al., 2009).

3.1.3.2.3.3.  Aminopeptidazy

Eukaryotické bunky obsahuji mnohé komponenty s proteolytickou aktivitou,
které se snazi zachovat homeostazu. Jednim z takovych komponentt je glycyl-fenyl-amino-
fluorocoumerin (GF-AFC). Tento membranou propustny protedzovy substrat se da vyuzit
V testovani zivotaschopnosti bun¢k. GF-AFC muizZe byt zpracovan aminopeptiddzami
Vv cytoplazm¢é bunék. Mnozstvi takto vzniklého produktu je pfimo Umérné poctu
zivotaschopnych buné€k. Signal se poté méfi na fluorometru s 380-400nm excitacnim filtrem a

505nm emisnim filtrem (Niles et al., 2009).

Meéieni touto metodou je mozné, protoze proteolytické aktivity se ztraci béhem sekund
od cytotoxického déje, takze nezivotaschopné bunky se nepodileji na tvorbé fluorescencniho

signalu. Bézné se GF-AFC inkubuje v bunkach po 30 minut pti 37 °C (Niles et al., 2009).
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3.1.3.2.3.4. Kvantifikace adenosintrifosfatu (ATP)

ATP kvantifikace je metoda hodnotici Zivotaschopnost bunék, protoze zdravé buiky
obsahuji regulované mnozstvi ATP. NejenZe nezivotaschopné buiiky nemaji schopnost
syntetizovat ATP, ale obsahuji i endogenni ATPazy, které rychle spotiebovavaji zbylé ATP.
Kvantifikace ATP se provadi pomoci luciferdzové reakce generovanim luminiscencniho

signalu, ktery je pfimo imérny poctu zivotaschopnych bunék (Niles et al., 2009)

Vsechna komeréné vyrabéna cCinidla pro ATP kvantifikaci obsahuji luciferazovy
enzym, luciferdzovy substrat a lyticky pufr. Lyze bunék je nezbytna k ziskdni ATP z buriky.
Hlavni vyhodou ATP kvantifikace je fakt, Ze patfi k nejrychlejSim a nejcitlivéjSim metoddm
v HTS pro stanoveni zivotaschopnosti bun¢k. Navzdory vsem vyhodam ATP kvantifikace
nese i nevyhody. Jelikoz ATP-dependentni luciferaza je nachylna k zménam teplot,
je zapotiebi vyrovnana teplota mistnosti a minimalizace termalniho gradientu vytvofeného

riznou pozici jamek na desti¢ce. (Niles et al., 2009).

3.1.4. Procento inhibice, ICso a Z¢ faktor

Cilem HTS je odlisit aktivni latky od latek neaktivnich. V idedlnim HTS testu
se aktivni latka chova naprosto odliSné neZ neaktivni latka. V praxi jsou vSechny testy HTS
zatizeny statistickou variabilitou. Obecné se v HTS snazime o maximalizaci detekovaného
signalu, minimalizaci variability testli a ur€eni prahové hodnoty pro odliseni aktivnich latek
od téch méné aktivnich nebo neaktivnich latek. K selekci aktivnich latek vyuzivame hodnotu

procenta inhibice.

Procento inhibice je procentualni mnoZstvi buné€k, které po ovlivnéni latkou nebyly
zivotaschopné. Hodnota se méfi v primarnim testovani HTS, kde je pouzita latka jen v jedné

koncentraci. Vzorec pro procento inhibice vypada nasledovné:

Pl =100 - 275 100
B C,—C

+ =

Ai je mé&feni latky, C. je primér negativnich kontrol a C+ je primér pozitivnich kontrol.
Je vypocitano procento inhibice a uréi se jeho prahova hodnota, napt. 50 %. Latky, které
piekrocily tuto hodnotu se vyhodnoti jako aktivni a ty, které ji neptekrocily, jako neaktivni

(Shun et al., 2011).
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Aktivni latky pokracuji do sekundarniho testovani, kde jsou buiky ovliviiovany
kazdou aktivni latkou pii riznych koncentracich. Z namétenych hodnot se vytvori graf, kde je
na vodorovné ose koncentrace latky a na svislé ose procentudlni hodnota Zivotaschopnosti
bunék. Z kiivky se poté odecte hodnota ICso, ktera odpovida koncentraci latky, pii niz byla

zivotaschopnost logaritmus bunék rovna 50 % (Shun et al., 2011).

Kvalita celého testu je vyznamny faktor pro kazdé testovani, jak primarni,

tak sekundarni. K hodnoceni kvality HTS testu slouzi Z* faktor. Je vypocitan z tohoto vzorce:

(3ocy +30¢-)

Z'=1
|C,—C_]

Kde C- je pramér pozitivnich kontrol, C. primér negativnich kontrol, oc+ standardni odchylka
pozitivnich kontrol a oc. standardni odchylka negativnich kontrol. Z‘ faktor je parametr
kvality testu bez zasahu testovanych latek. Pokud je Z° faktor nizky, neni optimalizovana
konfigurace testu a test neni vhodny pro ziskani pouzitelnych dat. V HTS musi byt Z* faktor
vys§$i nez 0,5 (Zhang et al., 1999).

12



4. Material a Metody

4.1. Material

4.1.1. Pouzité chemikalie

5-bromo-2¢-deoxyuridin, BrdU (125H0932, Sigma-Aldrich, USA)
5-bromouridin, BrU (850187, Sigma-Aldrich, USA)
Aktinomycin D (Merck & Co. Inc., USA)

Bovinni sérovy albumin (A 7906, Sigma-Aldrich, USA)
Destilovana voda

Dublecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma-Aldrich, USA)
Ethanol bezvody p.a. (605458, Dr Kulich Pharma s.r.o., CR)
Eagle’s Minimum Essential Medium (Sigma-Aldrich, USA)
Fetalni bovinni sérum 10%, FCSI (PAN-BiotechGmbH, Némecko)
Formaldehyd 35% (20120625, Dr Kulich Pharma s.r.o0., CR)
Glycin (14864, Serva, Némecko)

HCI (A150273/01, Lachema, CR)

Iscove’s modified dublecco’s Medium (Sigma-Aldrich. USA)
KCI (APO-30076, Sigma-Aldrich, USA)

KH2PO4 (APO-30016, Lach-Ner, s.r.o., CR)

L-glutamin (Sigma-Aldrich, USA)

McCoy’s 5A médium (Sigma-Aldrich, USA)

Mitomycin C (NORDIC Pharma, CR)

MTS reakéni pudr, G1111, Promega, USA)

Na2B407.10H-0 (30870, Lach-Ner, s.r.0., CR)
NazHPO4.2H20 (Lach-Ner, s.r.o., CR)

NaCl (A131428, mikroChem, Slovensko)

Nonidet P 40 (NP-40, 74385, Sigma-Aldrich, USA)
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Penicilin a streptomycin (Sigma-Aldrich, USA)
Propidium jodid (PI, SLBH8362V, Sigma-Aldrich, USA)
RPMI-1640 médium (Sigma-Aldrich, USA)

Tris-HCI (Sigma-Aldrich, USA)

Triton X-100 (1000009002931, Sigma-Aldrich, USA)

Tween-20 (37470, Serva, Némecko)

4.1.2. Pouzité roztoky

10x PBS

80 g NaCl, 2 g KCI, 14,4 g Na2HPO4.2H,0, 2 g KH2PO4 bylo rozpusténo v 800 ml
destilované vody. Poté bylo doplnéno na objem 1 1. Bylo upraveno pH na hodnotu 6,8 pomoci

0,1mol/l HCI nebo 0,Imol/l NaOH. Roztok byl autoklavovan a skladovan pfi laboratorni
teplot¢.

1x PBS

100 ml 10x PBS bylo smichano s 900 ml H20. Bylo upraveno pH na hodnotu 7,4 pomoci
0,1mol/lI HCI nebo 0,1mol/l NaOH.

1x PBS + 1% glycinem

1x PBS + 0,1% BSA + 0,1% NP-40

1x PBS + 1% formaldehyd + 0,05% NP-40
1x PBS + 1% FbS

1x PBS + 0,25% Triton X-100

70% ethanol

Lyzaéni pufr

7,88 g 1M TRIS-HCI bylo rozpusténo v 40 ml destilované vody. pH roztoku bylo upraveno
na hodnotu 8,3 pomoci 1 mol/l HCI. Roztok byl doplnén do 50 ml.

18, 64 g SM KCl bylo rozpusténo v 40 ml destilované vody a doplnéno do 50 ml.

1 ml TRIS-HCI, 1 ml KCI a 1 ml TRITON X-100 bylo pfidano do sklenéné lahve a bylo

destilovanou vodou doplnéno do 100 ml. Roztok byl uchovavan v lednici.
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Roztok MTS

2 mg/ml 2 g MTS rozpustit v 1 litru 1x PBS. pH roztoku bylo upraveno na hodnotu 6 — 6,5
pomoci 1 mol/l HCL. Litr roztoku byl ptefiltrovan ptes filtr a byl rozddvkovan do sklenénych
lahvi po 100 ml a obalen alobalem. Poté byl uchovavan pii - 80 °C.

Roztok PMS

0,1 g PMS bylo rozpusténo v 20 ml 1x PBS, rozdavkovano po 1 ml do mikrozkumavek

a uchovavano pii -14 °C.
2 mol/l HCI + 0,5 Triton x-100 v H20
Borax (pH 8,5)

3,82 g 0,1mol/l Na2B4+07.10H,0 bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody. Bylo upraveno
pH na hodnotu 8,5 pomoci 1mol/l HCL

PBS/tween/BSA

1x PBS s 0,5% tween a 0,1% BSA.

RNasa 1 pro BrdU analyzu

10 mg/ml RNase v 1x PBS

RNasa 2 pro BrU analyzu

10 mg/ml RNase v 1x PBS + 0,1% BSA + 0,1% NP-40
RNasa 3 pro analyzu fosforylace histonu

0,5 mg/ml RNase v 1x PBS + 1% FbS

Roztok Propidium jodid (P1) 1 pro BrdU analyzu
50ug/ml PI v 1x PBS

Roztok PI1 2 pro BrU analyzu

50pg/ml PIv 1x PBS + 0,1% BSA + 0,1% NP-40
Roztok PI1 3 pro analyzu fosforylace histonu

50pg/ml PIv 1x PBS + 1% FbS
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4.1.3. Pouzita kultiva¢ni média

Vsechna média byla pfipravena i bez antibiotik pro testovani pfitomnosti mykoplazmat.
Dublecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

Do 450 ml DMEM-Eagle s L-glutaminem bylo pfidano 50 ml 10% fetalniho bovinniho séra
(FCSI) a 5 ml penicilinu a streptomycinu. Roztok byl ptefiltrovan ptes filtr do sklenéné lahve

a uchovan v lednici.
Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM)

Do 450 ml MEM-Eagle bylo ptidano 50 ml 10% FCSI, 5 ml pyruvatu sodného, 500 ul
neesencidlnich aminokyselin a 5 ml penicilinu a streptomycinu. Roztok byl pfefiltrovan pres

filtr do sklenéné lahve a uchovan v lednici.
Iscové médium

Do 450 ml Iscove’s modified dublecco’s média bylo pfiddno 50 ml 10% FCSI a 5 ml
penicilinu a streptomycinu. Roztok byl piefiltrovan ptes filtr do sklenéné lahve a uchovan

v lednici.
McCoy médium

Do 450 ml McCoy’s 5A média bylo pfidano 50 ml 10% FCSI, 7,5 ml 200mmol/l L-glutaminu
a 5 ml penicilinu a streptomycinu. Roztok byl piefiltrovan pies filtr do sklenéné lahve a
uchovan v lednici.

RPMI-1640 médium

Do 450 ml RPMI-1640 média bylo pfidano 50 ml 10% FCSI a 5 ml penicilinu a

streptomycinu. Roztok byl prefiltrovan ptes filtr do sklenéné lahve a uchovan v lednici.
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4.1.4. Pristroje

Analytické vahy (Scaltech, USA)

Biotek EL406 Washer Dispenser (BioTek Instruments, USA)
Centrifuga 5810R (Eppendorf, Némecko)

CO2 Inkubator HeraCell 150 (ThermoScientific, USA)

Echo 550 (LabCyte, USA)

Echo 555 (LabCyte, USA)

EnSpire Multimode Plate Reader (Perkin Elmer, USA)

EnVision Multimode Plate Reader (Perkin Elmer, USA)

FlowBox HeraSafe (Thermo Scientific, USA)

Industrial Robot (Denso, Japonsko)

Michacka MR Hei — Tec (Heidolph Instruments GmbH, Némecko)
pH metr Ultra Basic (P-LAB, CR)

PlateLoc Thermal Microplate Sealer (Agilent Technologies, USA)
Priatokovy cytometr FACS Calibur (BD, USA)

SteriStore Self-Sterilizing Automated Incubator (HighResBiosolutions, USA)
Svételny mikroskop (Olympus, Japonsko)

Tecan Freedom EVO (Tecan, Svycarsko)

Temperovand vodni lazen (Memmert, Némecko)

Tundra Store Automated Low Temperature Freezer (HighResBiosolutions, USA)
Vaha pétimistnd XA (RadWag, CR)

Vi-Cell XR (BeckmanCoulter, USA)

Vodni lazenn Sub Aqua 12 plus (Grant, Velka Britanie)

Vortex IKA Genius 3 (P-LAB, CR)

X-Peel Automated Microplate Seal Removal (Brooks Life Science System, USA)
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4.1.5. Bunééné linie

BJ (ATCC, USA)

MRC-5 (American Tissue and Cultures Collection- ATCC, USA)

A549 (ATCC, USA)

HCT116 (Horizon, UK)

HCT116 p53 -/- (Horizon, UK)

U20S (Dr. Martin Mistrik, Ustav molekularni a translaéni mediciny UP Olomouc, CR)

CCRF CEM (ATCC, USA)

CEM DNR (Laboratof tkafiovych kultur, Ustav molekularni a translaéni mediciny UP Olomouc,
CR)

K562 (ATCC, USA)

K562-TAX (Laboratorf tkanovych kultur, Ustav molekularni a translaéni mediciny UP Olomouc,
CR)

Tab. 2: Pouzité bunééné linie, jejich vlastnosti, ptivod a pouzité médium ke kultivaci

Nazev linie Fenotyp Puavod Médium Rezistence
Nenadorové linie
BJ Adherentni | Fibroblasty lidské predkozky EMEM /
MRC-5 Adherentni Fibroblasty plicni tkané EMEM /
Nadorové linie
A549 Adherentni Karcinom plic DMEM /
HCT116 Adherentni Karcinom tlustého stfeva McCoy /
HCT116 p53 -/- | Adherentni Karcinom tlustého stfeva McCoy /
U20S Adherentni Sarkom kosti McCoy /
Akutni lymfoblasticka
CCRF CEM Suspenzni RPMI-1640 /
leukémie
Akutni lymfoblasticka o
CEM DNR Suspenzni RPMI-1640 | Daunorubicin
leukémie
Chronickd myeloidni Iscové
K562 Suspenzni /
leukémie médium
Chronickd myeloidni Iscové .
K562-TAX Suspenzni Paclitaxel
leukémie médium
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4.2.Metodika
4.2.1. Pasazovani bunéénych linii

Vsechny bunééné linie jsou kultivované v plastovych kultiva¢nich lahvich.
Plastové kultivacni lahve jsou uchovavany v inkubdtoru pii 37 °C, 5% CO.. Buiiky se d¢li
a spotiebovavaji ziviny v zivném médiu. Po spotfebovani zZivin a zaplnéni vétSiny kultivacni

lahve buniky umiraji. Proto se buné¢né linie musi pasazovat.

Adherentni bunky byly zkontrolovany pod mikroskopem. Obsah lahve byl vylit a
vymyt 1x PBS od zbylého média. Byl pfidan 1 ml trypsinu a buiiky byly inkubovény 3
minuty pti 37 °C, aby se odlepily ode dna lahve. Poté bylo do lahve pfidano 10 ml média
odpovidajici dané¢ bunééné linii. Postupnym nasavanim a vypousténim média pipetou byly
buniky splachnuty ze stény lahve. Obsah lahve byl pielit do 50ml falkony. Byla spocitana
koncentrace a zivotaschopnost bunék na pfistroji Vi-Cell. Poté byl obsah falkony
zcentrifugovan (1200 rpm, 20 °C, 5 minut). Obsah falkony byl vylit do odpadu a pelet bun¢k
byl resuspendovéan v zivném médiu. Do kultivaéni lahve bylo napipetovano 10 ml média a
z50ml falkony byl pfenesen do kultiva¢ni lahve objem, ktery obsahoval pozadované

mnozstvi bunék.

Suspenzni bunécné linie se pfi pasdZovani nemusi trypsinizovat, jelikoz buiiky byly
voln¢ rozptylené v celém objemu média. Obsah kultivacni lahve byl ve flow-boxu pfelit
do 50ml falkony. Byla spocitana koncentrace a zivotaschopnost bun¢k na pfistroji Vi-Cell.
Do kultivacni lahve bylo napipetovano 10 ml média a z 50ml falkony byl pfenesen

do kultiva¢ni lahve objem, ktery obsahoval pozadované mnozstvi bunék.

4.2.2. Testovani mykoplazmat

Bunééné linie byly testovany na piitomnost mykoplazmat. Mykoplazmata jsou
prokaryota majici na bun&tné linie negativni vliv. V bunéénych liniich mize ménit miru
syntézy nukleovych kyselin a proteinli. Zasahuje do bunééného metabolismu, méni morfologii
buiiky a miize zplsobovat i chromozomdlni aberace. Mykoplazmata celkové zplsobuji
degradaci aztratu bunécné linie. Experimenty sbunénymi liniemi napadenymi

mykoplazmaty produkuji zkreslené vysledky (Drexler, 2002).
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Testovany byly linie inkubované v bezantibiotikovém médiu. Testovani bylo
provedeno zaroven s pasazovanim. U adherentnich bunécnych linii byla ze dna lahve za
pomoci stérky seSkrabana plocha asi 2x2 cm. Médium se seSkrabanymi buiikami bylo pielito

do 50ml falkony. Z falkony byl odebran 1 ml do kyvety.

Kyveta byla pfenesena do pfistroje Vi-Cell. Poté byl obsah falkony zcentrifugovan (2500
rpm, 20 °C, 5 minut). Obsah falkony byl vylit do odpadu a pelet bun¢k byl resuspendovan
v zivném médiu. Z tohoto roztoku byl do 15ml falkony odebran objem, ktery obsahoval
0,25x10° bunék. 15ml falkona byla centrifugovana (2500 rpm, 20 °C, 7 min). Supernatant byl
vylit do odpadu a bunécny pelet byl resuspendovan v 50 pl lyzaéniho pufru. Cely objem byl
prenesen do mikrozkumavky. Do mikrozkumavky bylo ptidano 0,5 pl proteinazy K.
Mikrozkumavka byla inkubovéna 24 hod pii 37 °C a poslednich 10 minut pii 95 °C.

Ptitomnost mykoplazmat byla zjisténa polymerazovou fetézovou reakci.

4.2.3. Priprava bunécnych linii

Bunééné linie byly zpasazovany a byl zjistén jejich pocet v 1 ml bunééné suspenze
pomoci ptistroje Vi-Cell. Pro experiment bylo pro rtizné bunécné linie potieba jiného poctu
bun¢k, kvili riznym bunéénym cyklim kazdé linie. Bunééné suspenze o rtizné koncentraci
byly ptipraveny do 50ml falkony. Koncentrace pro vSechny bunééné linie jsou zaznamenany
v tabulce 3. Bunéc¢né linie byly poté napipetovany do 384- jamkovych desticek pomoci
pfistroje MultiDrop. Do 1. a 24. sloupce 384- jamkové desticky bylo napipetovano 30 pl
¢istého média. Do sloupcli 2-23 bylo napipetovano 30 pl bunééné suspenze. Desticky byly
vloZeny do inkubatoru SteriStore, kde byly ponechany 24 hod pii 37 °C, vlhkosti 95 %,
obsahu 5 % CO; a 20% obsahu Oo.
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Tab. 3: Koncentrace bunék bunéénych linii

Pocet bunék na jamku
Poéet bunék v 50 ml | Poéet bunék v 1 ml
Nazev linie desticky
bunéc¢né suspenze [buniky/ml]
[buiiky/jamka] (30 ul)
MRC5 3,5 x 108 7 x 10% 2,1 x10°
BJ 3,5 x 108 7 x 10% 2,1x10°
HCT116 1,35 x 108 2,7 x10% 8 x 102
HCT116 p53-/- 1,35 x 108 2,7 x10% 8 x 102
u20s 1,35 x 108 2,7 x10% 8 x 102
A549 1,35 x 108 2,7 x10% 8 x 102
K562 1,35 x 108 2,7 x10% 8 x 102
K562-TAX 0,8 x 10° 1,6 x 10* 5 x 102
CCRF-CEM 2 x 106 4 x 10* 1,2 x 10°
CEM-DNR 0,8 x 10° 1,6 x 10* 5 x 102

4.2.4. Priprava latek pro test
4.2.4.1. Primarni testovani

Latky byly skladovany v 96- jamkovych panelech ve vialkach o koncentraci 10
mmol/l v DMSO pi#i -20°C. Pomoci pipetovaci stanice Tecan bylo 11 ul kazdé latky
pieneseno ze Ctyt 96- jamkovych desti¢ek do jedné 384- jamkové zdrojové desticky. Takto
pfipravend desticka byla poté zapeceténa hlinikovou folii pii 157 °C pomoci pfistroje

PlateLock a uloZena v TundraStore pii 16 °C a 20% vlhkosti.

4.2.4.2. Sekundarni testovani (dose-response, stanoveni hodnoty 1Csp)

Latky, které méli procento inhibice nad 50 % pii 50 pumol/l, byly vybrany
do dose-response testovani. Kazda vybrana latka o koncentraci 10 mmol/l byla pienesena
do nové 384- jamkové zdrojové desticky pomoci pipetovaci stanice Tecan a nafedéna na 2
dalsi koncentrace - 1 mmol/l a 0,1 mmol/l. Do prvni jamky bylo napipetovano 11 ul a dalsi
jamky byly pfipraveny pienesenim 1 pl z jamky predchozi a zfedény 10x. Takto pfipravena
desticka byla poté zapeceténa hlinikovou folii pii 157 °C pomoci piistroje PlateLock a

ulozena v TundraStore pii 16 °C a 20% vlhkosti.
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4.2.5. Ovliviiovani bunék

V jednotlivych krocich byl pohyb desticek mezi jednotlivymi pfistroji zabezpecen

robotickym ramenem, kontrolovanym softwarem Cellario (HRB).

4.25.1. Primarni testovani

Po 24 hod inkubaci bylo do 384- jamkové desti¢ky pfeneseno 150 nl kazdé latky
ze zdrojové desticky pomoci pfistroje Echo 550. Zdrojova desticka byla pfed tim
centrifugovana (1000 rpm, 2 minuty, laboratorni teplota). Koncentrace latky v kazdé jamce
desticky byla 50 umol/l a test byl provadén v triplikatech. Byly provedeny dva biologické
experimenty. Do kazdé desticky byly pipetovany pozitivni a negativni kontroly. Jako
pozitivni kontroly slouzily jamky s bunikami ovlivnéné aktinomycinem D a mitomycinem C.
Aktinomycin D byl uchovavan pfi -18 °C a mitomycin C pii -80 °C. Jako negativni kontrola
byl pouzit DMSO. Po ovlivnéni byly 384- jamkové desticky inkubovany v SteriStore pii 37
°C, 95% vlhkosti, 5% CO2, 20% O po 72 hodin.

4.2.5.2. Sekundarni testovani (dose-response, stanoveni hodnot ICxo)

Latky, které mely procento inhibice nad 50 % pii 50 pmol/l, byly vybrany
do dose-response testovani. Po 24 hod inkubaci byly do 384- jamkové destiCky pieneseny
latky ze zdrojové desticky pomoci pftistroje Echo 550. Zdrojova desticka byla pted tim
centrifugovana (1000 rpm, 2 minuty, laboratorni teplota). Kazda latka byla do 384- jamkové
desticky pipetovana v 7 koncentracich (tabulka 4) a v duplikdtech. Byly provedeny
tf1 biologické experimenty. Do desticky byly pipetovany pozitivni a negativni kontroly.
Jako pozitivni  kontroly slouzily jamky s buikami ovlivnéné aktinomycinem D a
mitomycinem C. Aktinomycin D byl uchovavan pii -18 °C a mitomycin C pfi -80 °C. Jako
negativni kontrola byl pouzit DMSO. Po ovlivnéni byly 384- jamkové desticky inkubovany
v SteriStore pii 37 °C, 95% vlhkosti, 5% CO2, 20% O po 72 hodin.
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Tab. 4: Objemy a vysledné koncentrace cytostatik pipetovanych ze zdrojové desticky do 384-
jamkové desticky pomoci Echo 550

Koncentrace zasobniho roztoku Pipetovany objem Vysledna koncentrace
10 150 50
10 37,5 12,5
10 10 3,125
1 22,5 0,781
1 5 0,195
0,1 15 0,048
0,1 5 0,012

4.2.6. MTS test

Pracovni roztok MTS, skladovan v mrazicim boxu pii -18 °C, byl vlozen do vodni
lazné. K 100 ml roztoku MTS byl pfidan 1 ml roztoku PMS. Do kazdé jamky 384- jamkovych
desticek, uchovavanych v SteriStore, byly napipetovany 4 ul roztoku MTS pomoci pipetovaci
stanice BioTek. Desticky byly uloZeny zpét do SteriStore, kde byly inkubovany 2—4 hodiny.
Cas inkubace se lisi u riiznych bun&nych linii. Po zabarveni byla zméfena absorbance viech
jamek pfi vlnové délce 490 nm pomoci EnVision Multimode Plate Reader a data byla
analyzovdna pomoci programu Dotmatics. Po primdrnim testovani bylo zjiSt€éno procento
inhibice kazdé latky a Z° faktor a po sekundarnim testovani byla zjiSt€éna hodnota ICsg

a Z° faktor.

4.2.7. Analyza bunécného cyklu a méreni relativni bunééné DNA

Bunéény cyklus byl stanoven pomoci pritokového cytometru. Jednotlivé faze cyklu
se 1isi obsahem DNA v jadre, ktery byl detekovatelny po obarveni buiiky PI. RozliSuji se
GO0/G1 faze, S faze a G2/M faze. Pii této analyze byla stanovena subGo populace, ktera je
spojena s apoptozou.

Do 6- jamkovych desticek byly nasazeny buinky CCRF-CEM o0 koncentraci
250 000 bun¢k/ml ve 4 ml média. Ve tiech opakovanich byly buiiky vystaveny cytostatikiim
0 koncentraci 1Cso nebo 5xICso po dobu 24 hodin pti 37 °C. Po 24 hodinové inkubaci byly
buniky pfeneseny do cytometrickych zkumavek, zcentrifugovany (500 g, 5 min, 4 °C),
promyty 1xPBS, centrifugovany (500 g, 5 min, 4 °C) a fixovany 2 ml 70% ledového ethanolu.

Zkumavky byly poté uchovany v mrazicim boxu do dalsiho dne pfi -20 °C.
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Poté byly zkumavky centrifugovany (500 g, 5 min, pokojova teplota). Buiiky byly promyty
PBS, centrifugovany (500 g, 5 min) a resuspendovany v 1 ml citratového pufru. Bunky byly
centrifugovany (500 g, 5 min) a bylo ptfidano 500 pul PI 1. Bunky byly inkubovéany ve vodni
lazni 15 min pti 37 °C ve tm¢. Bylo piidano 200 pl roztoku ribonukleazy A a opét byly bunky
inkubovany ve vodni lazni 15 min pti 37 °C ve tmé. Vzorky byly uchovany 1 hodinu pfti 4 °C.
Analyza byla provedena pomoci pritokového cytometru FACS Calibur (argonovy laser,

excitace pii 488 nm) a softwaru CellQuest.

4.2.8. Analyza DNA syntézy

Princip analyzy syntézy DNA je zaloZzen na detekci DNA se zabudovanym
5-bromo-2’-deoxyuridinem (BrdU) uvnitf molekuly. BrdU je pyrimidinovy analog,
ktery v molekule DNA nahrazuje thymin. Mnozstvi BrdU, které odpovidd mnozstvi bunck
Vv S-fazi bunééného cyklu, je vizualizovano pomoci fluorescenéné znafené protilatky
konjugované s BrdU.

Do 6- jamkovych desticek byly nasazeny buinky CCRF-CEM o koncentraci
250 000 bunék/ml ve 4 ml média. Ve tfech opakovanich byly bunky vystaveny cytostatikim
0 koncentraci 1Cso nebo 5xICso po dobu 24 hodin pii 37 °C. Do kazdé jamky bylo ptidano
40 pul Immol/l BrdU a desticky byly inkubovany 30 min. Buiniky byly z desticek pteneseny
do cytometrickych zkumavek, centrifugovany (500 g, 5 min, 4 °C) promyty Ix PBS,
centrifugovany (500 g, 5 min, 4 °C) a nakonec k nim bylo pfidano 2 ml 70% ledového
ethanolu. Zkumavky byly uchovany pii -20 °C do dalSiho dne. Bunky byly centrifugovany
(500 g, 5 min, pokojova teplota), resuspendovany 2 ml 2mol/l HCl/Triton X-100 a
promichdny na michac¢ce. Zkumavky byly inkubovany 30 min pii pokojové teploté. Po
inkubaci byly zkumavky centrifugovany (500 g, 5 min, pokojova teplota), bylo k nim ptidano
2 ml roztoku Borax a znovu centrifugovany (500 g, 5 min, pokojova teplota). Zkumavky byly
promyty PBS-T a centrifugovany (500 g, 5 min, pokojova teplota). Po odsati PBS-T bylo
k burikam ptidano 200 pl primarni anti-BrdU protilatky a zkumavky byly inkubovany 30 min
ve tmé piilaboratorni teploté. Poté byly zkumavky promyty PBS/Tween20/BSA a
centrifugovany (500 g, 5 min, pokojova teplota). Supernatant byl odsat a k buiikkam bylo
pfidano 200 ul Anti-mouse-19G-FITC. Zkumavky byly inkubovany 30 min ve tmé pfi
laboratorni teploté. Po promyti PBS/Tween20/BSA, centrifugaci (500 g, 5 min, pokojova
teplota) a odsati supernatantu, bylo k buikam pfidano 100 ul RNasy 1 a zkumavky byly
inkubovany 15 min ve vodni ldzni pti 37 °C ve tmé¢. Pak bylo do zkumavek ptidano 400 pl

Pl 1 a ponechéano dalSich 15 min ve vodni 14zni ve tmé¢.
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Zkumavky byly ulozeny do lednice na 30 min pii 4 °C. Analyza byla provedena pomoci
pratokového cytometru FACS Calibur (argonovy laser, excitace pfi 488 nm) a softwaru

CellQuest.

4.2.9. Analyza RNA syntézy

Princip analyzy syntézy RNA je zaloZzen na detekci RNA se zabudovanym
nukleotidem bromouridin (BrU) uvniti molekuly. Mnozstvi BrU, které odpovidda mnozstvi
RNA, je vizualizovano imunochemicky pomoci fluorescenéné znacenych anti-BrU protilatek.

Do 6- jamkovych desticek byly nasazeny buinky CCRF-CEM o koncentraci
250 000 bun¢k/ml ve 4 ml média. Ve tiech opakovanich byly bunky vystaveny cytostatikiim
0 koncentraci 1Cso nebo 5xICsp po dobu 24 hodin pti 37 °C. Do kazdé jamky bylo ptidano
40 pl 100mmol/l BrU a desticky byly inkubovany 30 min. Buniky byly z desti¢ek pfeneseny
do cytometrickych zkumavek, centrifugovany (500 g, 5 min, 4 °C), promyty 1x PBS,
centrifugovany (500 g, 5 min, 4 °C) a byly k nim pfidany 2 ml PBS s 1% formaldehydem
a0,05% NP-40. Takto pfipravené builkky byly uchovany pifi 4 °C do dal$iho dne.
Nasledovala centrifugace (500 g, 5 min, 4 °C). Po odsati supernatantu byly zkumavky
promyty 0,5 ml 1xPBS + 1% glycin, centrifugovany (500 g, 5 min, 4 °C) a supernatant byl
znovu odsat. K bunkkdm bylo pfiddno 100 pl primdrni Anti-mouse BrdU protilatky a
zkumavky byly inkubovany 45 min p#i laboratorni teploté. Pak bylo ptidano 0,5 ml 1x PBS +
0,1% BSA + 0,1% NP-40 a zkumavky byly centrifugovany (500 g, 5 min, 4 °C). Supernatant
byl odsat a k bunkam bylo ptidano 100 ul sekundarni Anti-mouse IgG FITC protilatky a
zkumavky se inkubovaly pfi laboratorni teploté ve tme po 30 min. Bylo pfidano 0,5 ml 1x
PBS + 0,1% BSA + 0,1% NP-40 a zkumavky byly centrifugovany (500 g, 5 min, 4 °C).

Po odsati supernatantu byl pelet fixovan 1 ml 1x PBS + 1% formaldehyd + 0,05% NP-40.
Zkumavky byly inkubovany 1 hodinu pii 4 °C a poté centrifugovany (500g, 5 min, 4 °C).
Supernatant byl odsat a pelet byl resuspendovan 0,5 ml 1x PBS + 1% glycin. Zkumavky byly
centrifugovany (500 g, 5 min, 4 °C) a supernatant byl odsat. K bunikdm bylo pfidano 100 pl
RNasy 2 a zkumavky byly inkubovany 15 min ve tm¢ pfi laboratorni teploté. Do zkumavek
bylo ptidano 600 pl PI 2 a zkumavky byly inkubovany 15 min ve tmé pii laboratorni teploté.
Analyza byla provedena pomoci pratokového cytometru FACS Calibur (argonovy laser,

excitace pii 488 nm) a softwaru CellQuest.
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4.2.10. Detekce fosforylace histonu H3

Fosforylace histonu H3 se detekuje pomoci pritokového cytometru. Ten zachycuje
fluorescencni signal vysilany vysoce specifickymi protilatkami navazanymi na serinu 10 H3
histonu. Mira fosforylace histonu ukazuje, kolik bun¢k vstupuje do M faze bunécného cyklu.

Do 6- jamkovych desticek byly nasazeny buinky CCRF-CEM o koncentraci
250 000 bunék/ml ve 4 ml média. Ve tfech opakovanich byly bunky vystaveny cytostatikim
0 koncentraci ICso nebo 5xICso po dobu 24 hodin pti 37 °C. Buiiky byly z desti¢ek pteneseny
do cytometrickych zkumavek, centrifugovany (500 g, 5 min, 4 °C) a promyty 1x PBS.
Po odsati supernatantu  byly buiky fixovany 1 ml 70% ledového ethanolu.
Zkumavky byly inkubovany 1 hodinu na ledu. Poté byly zkumavky promyty 1x PBS + 1%
FbS, centrifugovany (500 g, 5 min, laboratorni teplota) a supernatant byl odsat. Do zkumavek
byl pfidan 1 ml vychlazeného PBS + 0,25% Triton X-100. Zkumavky byly inkubovany 15
min na ledu. Po promyti 2 ml PBS + 1% FbS, centrifugaci (500 g, 5 min, laboratorni teplota)
a odsati supernatantu bylo pifidano 100 upl primarni Anti-phospho-Histone protilatky.
Zkumavky byly inkubovany 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Po promyti 2 ml PBS + 1% FbS,
centrifugaci (500 g, 5 min, laboratorni teplota) a odsati supernatantu bylo ptidano 100 pl
sekundarni Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG protilatky. Zkumavky byly inkubovéany 30
min ve tm¢ pii laboratorni teploté. Po promyti 2 ml PBS + 1% FbS, centrifugaci (500 g, 5
min, laboratorni teplota) a odsati supernatantu bylo pfiddno 600 pul PI 3 s RNasy 3.
Zkumavky byly inkubovany 30 min ve tmé& pii 37 °C. Analyza byla provedena pomoci
pritokového cytometru FACS Calibur (argonovy laser, excitace pii 488 nm) a softwaru

CellQuest.
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5. Vysledky

5.1.Primarni testovani

Pfi prvnim testovani bylo vSech 10 bunécnych linii ovlivnéno 268 latkami
pti koncentraci 50 umol/l po 72 hodin. Pro kazdou latku byla vypocitana hodnota procenta
inhibice (%) pomoci programu Dotmatics. Pfiklad takového vyhodnoceni je na obrazku 2.
Latka byla vyhodnocena jako aktivni, pokud po MTS testu m¢la alesponi u jedné bunééné linie
%I nad 50. Pokud bylo %] latky u vSech bunécnych linii mensi nez 50, latka byla oznacena
jako neaktivni. Hodnoty %l jsou primérem 6 méfeni. Celkové rozdé€leni latek na aktivni

a neaktivni je zaznamenano v tabulce 5.

Obr. 2: Priklad zpracovani vysledkti z primarniho testovani vyhodnocené v programu
Dotmatics pro 11 latek u bunécné linie CEM-DNR.

1 (Plate 1)| B3 |LEMOO011240| 60.027 . 50.0uM

1 (Plate 1)| B4 |LEMODO11240| 57.545
1 (Plate 1)| BS |LEMODD11240| 52.963
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Distribuce aktivnich a neaktivnich latek pro jednotlivé bunééné linie je zaznamenana
v tabulce 5. Nejvice latek bylo vyhodnoceno jako aktivni u linii CCRF-CEM a CEM-DNR,
nejméné pak u A549, BJ a MRC-5.

Tab. 5: Pocet aktivnich a neaktivnich latek u vSech testovanych bunécnych linii pfi

primarnim testovani.

Bunécné linie Aktivni | Neaktivni
A549 64 204
BJ 52 216
CCRF-CEM 149 119
CEM-DNR 130 138
HCT116 103 165
HCT116p53-/- 105 163
K562 122 146
K562-TAX 121 147
MRC-5 64 204
U20S 92 176

Aktivita vSech testovanych latek 170 98

5.2.Sekundarni testovani

V sekundarnim testovani byla méfena hodnota 1Cso pro kazdou bunéénou linii
u aktivnich latek z primarniho testovani. Vysledné hodnoty ICso byly primérem 6 méfeni.
Obrazek 3 je ptikladem vyhodnoceni sekundéarniho testovani. Podle hodnot ICsp U kazdé
bunééné linie byly latky rozdéleny do 4 skupin- <1 umol/l (velmi aktivni), 1-10 pumol/l
(aktivni), 10-50 pmol/l (latky se slabou cytotoxickou aktivitou) a >50 pumol/l (neaktivni).
Do skupiny neaktivnich latek byly zafazeny 1 latky, které vySly v primarnim testovani jako

neaktivni. Vysledky jsou uvedené v tabulce 6 a obrazku 4.
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Obr. 3: Piiklad zpracovani vysledkti sekundarniho testovani vyhodnocené v programu

Dotmatics pro latku LEM 11 465 u bunécéné linie CCRF-CEM.

LEMO0011465 10.28 0.01221uM 0.3330 + 150
LEMO0011465 11.78 0.04883uM 0.8710 + { 125
LEMO0011465 8.03 0.19531uM 0.9010 + 5 oo
LEMO0011465 46.69 0.78125uM 0.5910 + s - "
LEMO0011465 91.71 3.125uM 0.2300 + =
LEMO0011465 9445 12.5uM 0.2080 + % =
LEMO0011465 98.07 50.0uM 0.1790 + % 25
£ o
=)
-
o
-5
3§ 3 - cooveas
Conczntration (M)
B 1C50: 0.8225 (0.8053 - 1.0568) Mpass
slope=2.289 min=8.379 max=100.000 er=52 532 R*=0.9942
LEMO0011465 8.28 0.01221uM 0.8990 + 150
LEMO0011465 6.54 0.04883uM 0.9130 + gf 128
LEMO0011465 13.15 0.19531uM 0.3600 + 5 oo
LEMO0011465 46.07 0.78125uM 0.5960 + = -
LEMO0011465 91.59 3.125uM 0.2310 + £
LEMO0011465 94.83 12.5uM 0.2050 + % =
LEMO0011465 98.20 50.0uM 0.1780 + % 25
= o
]
2
T 25
i
=]
E § 5 g — o1 o 'D_ H 8

Conczntration (M)

B 1C50: 0.8251 (0.8385 - 1.0206) Mpass
slope=1.860 min=7.533 max=100.000 err=26.173 R*=0.9976

Tab. 6: Rozdé€leni latek podle ICso pro kazdou testovanou buné¢nou linii do 4 skupin.

ICso

Bunééné linie <1 umol/I 1-10 pmol/I 10-50 umol/I >50 umol/I
A549 6 8 50 204
BJ 5 8 39 216
CCRF-CEM 21 31 97 119
CEM-DNR 11 24 95 138
HCT116 16 12 75 165
HCT116p53-/- 13 12 80 163
K562 17 14 91 146
K562-TAX 8 23 90 147
MRC-5 3 10 51 204
U20S 11 17 64 176
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Obr. 4: Znazornéni poctu latek podle hodnot ICsp u testovanych bunéénych linii
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Suspenzni linie CCRF-CEM byla nejcitlivéjsi k pasobeni latek. Vice nez polovina

latek se u ni ukazala jako aktivni. VSechny latky, které maji ICso pod 10 pmol/l pro tuto linii

postupuji do dalsiho testovani, tj. analyza bunééného cyklu. V mém ptipad¢ to je 52 latek, tj.

19 % z 268 latek, viz tabulka 6. Ze skupiny 52 aktivnich latek byly v mém ptipad¢ vybrany 3
latky (LEM 11 372, LEM 11 465, LEM 11 473) s rGznou chemickou strukturou na analyzu

bunééného cyklu. Hodnoty ICsp pro vSechny bunééné linie u téchto latek jsou uvedeny

v tabulce 7.

Tab. 7: Hodnoty ICso 3 latek pro vSechny testované bunécné linie ziskané pomoci MTS testu

vybrané pro dalsi analyzy.

ICso [umol/I]

Bunécné linie LEM 11 372 LEM 11 465 LEM 11 473
A549 30,61 1,76 0,72
B) 29,04 3,41 >50
CCRF-CEM 4,58 0,7 0,09
CEM-DNR >50 2,25 0,08
HCT116 23,96 0,5 0,15
HCT116p53-/- 22,15 0,47 0,51
K562 27,56 0,88 0,03
K562-TAX >50 3,59 0,1
MRC-5 27,8 >50 0,36
U20S 24,65 0,61 >50
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5.3.Analyza bunéc¢ného cyklu

Analyza bunécného cyklu byla provedena se 3 latkami: LEM 11 372, LEM 11 465 a LEM
11 473 na bunécné linii CCRF-CEM. Buné¢na linie byla témito latkami ovliviiovana 24 hodin
v koncentracich 1x ICsp a 5x 1Csg (pozdé&ji jen jako 1x a 5x). Analyza byla provedena ve tfech
nezavislych opakovanich a vysledky jsou reprezentativnim vzorkem jednoho opakovani

(obrazek 6), hodnoty jsou vyobrazené v tabulce 8 a obrazku 5.

V porovnani s kontrolou doslo ke snizeni poctu bunék v Go/Gi fazi u latek
LEM 11 372 (5x), LEM 11 465 (1x i 5x) a LEM 11 473 (5x). ZvySeni po¢tu bunék v S fazi doslo
u latek LEM 372 (5x) a LEM 11 465 (1x i 5x). Ke snizeni po¢tu bun¢k v S fazi doslo u latek
LEM 11 372 (1x) a LEM 11 473 (1x i 5x). NarGst po¢tu bunék v Go/M fazi byl zaznamenan u
latek LEM 11 372 (5x) a LEM 11 473 (1x i 5x).

Tab. 8: Procentualni zastoupeni bun€k linie CCRF-CEM vV jednotlivych fazich buné¢ného cyklu
po 24 hodinovém pisobeni latek LEM 11 372, LEM 11 465, LEM 11 473 v koncentraci 1x ICsqo a

5X ICsp. Zaznamenané hodnoty jsou prumérem hodnot ze tii nezavislych opakovani.

Latky Go/G1 [%0] S [%] G2/M [%0]

Kontrola 4428 +£3,53 44,21 £ 1,43 13,18 +0,89
LEM 11372 1x 46,91+ 1.71 36.89 + 148 1620+ 2.12
LEM 11 372 5x 2045+5.11 54,00+ 4.99 2545+ 132
LEM 11 465 1x 32,97 +£0,61 52,77 £ 1,56 14,27 £ 0,94
LEM 11 465 5x 11,71 £2,27 76,61 + 2,81 11,67 +£0,77
LEM 11 473 1x 38,65+ 1,55 38,10 + 1,82 2325 +3,21
LEM 11 473 5x 2,20+ 0,40 11,53 £ 8,18 86,27 + 7,78

Obr. 5: Zmény v poctu bun€k linie CCRF-CEM vV jednotlivych fazich buné&tného cyklu po
24 hodinovém pusobeni latek LEM 11 372, LEM 11 465, LEM 11 473 v koncentraci 1x ICspa 5x

ICs0 V porovnani s kontrolou. Zaznamenané hodnoty jsou primérem hodnot ze tii nezavislych

opakovani.
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Obr. 6: Histogramy ukazujici po¢ty bunék linie
CCRF-CEM vV riznych fazich bunééného cyklu po
24 hodinovém putsobeni latek LEM 11 372, LEM
11 465, LEM 11 473 v koncentraci 1x ICspa 5x
ICso. a)

a) Kontrola

b) LEM 11 372 ICso (vlevo), 5x ICso (vpravo)
c) LEM 11 465 ICsp (vlevo), 5x ICsp (vpravo)
d) LEM 11 473 ICsp (vlevo), 5x ICsp (vpravo)
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5.4.Analyza apoptozy

U bunék byla také analyzovdna subG: populace po 24 hodinovém piisobeni stejnych
latek, jako u analyzy bunééného cyklu. V porovnani s kontrolou narostl poéet buné¢k v subG
populaci u latek LEM 11 372 (5x) a LEM 11 473 (5x). Po ovlivnéni ostatnimi latkami bunky
nevykazovaly vyrazny nartst subG: populace. Analyza byla provedena ve tfech nezavislych
opakovanich a obrdzek 7 je reprezentativnim vzorkem jednoho opakovéani. Hodnoty jsou

uvedené v tabulce 9.

Tab. 9: Procentualni zastoupeni bunék linie CCRF-CEM v subG: po 24 hodinovém pusobeni
latek LEM 11 372, LEM 11 465, LEM 11 473 v koncentraci 1x ICsp a 5x 1Csp. Zaznamenané

hodnoty jsou primérem hodnot ze tfi nezavislych opakovani.

Latky subGa1 [%0] +SD
Kontrola 1,92 0,14
LEM 11 372 1x 3,92 0,69
LEM 11 372 5x 24,09 1,33
LEM 11 465 1x 2,75 0,39
LEM 11 465 5x 4,60 1,06
LEM 11 473 1x 4,75 0,18
LEM 11 473 5x 12,64 0,56
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Obr. 7: Histogramy ukazujici pocty bunék linie
CCRF-CEM v subGj po 24 hodinovém ptisobeni
latek LEM 11 372, LEM 11 465, LEM 11 473

v koncentraci 1x 1Csoa 5X ICso. a)

b)

d)

a) Kontrola

b) LEM 11 372 ICso (vlevo), 5x ICso (vpravo)
c) LEM 11 465 ICsp (vlevo), 5x ICso (vpravo)
d) LEM 11 473 ICsp (vlevo), 5x ICsp (vpravo)
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5.5.Analyza syntézy DNA

V porovnani s kontrolou byl zaznamenany vyrazny pokles intenzity DNA syntézy
ve vzorcich ovlivnénych koncentraci 5x ICso latek LEM 11 372 a LEM 11 473. U ostatnich
latek se bunky vyrazné neliSily od kontroly. Analyza byla provedena ve tiech nezavislych
opakovanich a obrazek 8 je reprezentativnim vzorkem jednoho opakovéani. Hodnoty jsou

uvedené v tabulce 10.

Tab. 10: Procentualni zastoupeni bunék linie CCRF-CEM syntetizujicich DNA
po 24 hodinovém pusobeni latek LEM 11 372, LEM 11 465, LEM 11 473 v koncentraci 1x

ICs0a 5% ICs0. Zaznamenané hodnoty jsou primérem hodnot ze tii nezavislych opakovani.

Latky Syntéza DNA [%0] +SD
Kontrola 38,24 4,64
LEM 11 372 1x 40,79 0,88
LEM 11 372 5x 0,21 0,02
LEM 11 465 1x 41,45 6,69
LEM 11 465 5x 39,49 8,45
LEM 11 473 1x 32,50 8,95
LEM 11 473 5x 6,30 0,41
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Obr. 8: Bodové grafy ukazujici pocty bunék linie
CCRF-CEM syntetizujici DNA po 24 hodinovém
pusobeni latek LEM 11 372, LEM 11 465, LEM 11 473
v koncentraci 1x ICspa 5x ICso.

a) Kontrola a)
b) LEM 11 372 ICsp (vlevo), 5x ICso (vpravo)
c) LEM 11 465 ICsq (vlevo), 5x ICso (vpravo)
d) LEM 11 473 ICsp (vlevo), 5x ICsp (vpravo)
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5.6.Analyza syntézy RNA

V porovnani s kontrolou pocet bunck schopnych syntetizovat RNA klesl
po 24 hodinovém ovlivnéni latkou LEM 11 372 (5x), LEM 11 465 (1x i 5x) a LEM 473 (5x).
U latek LEM 11 372 (1x) a LEM 11 473 (1x) doslo ke zvySeni poc¢tu bunék syntetizujicich
RNA. Analyza byla provedena ve tfech nezavislych opakovanich a obrazek 9

je reprezentativnim vzorkem jednoho opakovani. Hodnoty jsou uvedené v tabulce 11.

Tab. 11: Procentualni zastoupeni bunék linie CCRF-CEM syntetizujicich RNA pusobeni
latek LEM 11 372, LEM 11 465, LEM 11 473 v koncentraci 1X ICsp a 5x ICso. Zaznamenané

hodnoty jsou primérem hodnot ze tif nezavislych opakovani.

Latky Syntéza RNA [%] +SD
Kontrola 38,24 4,64
LEM 11 372 1x 55,97 4,55
LEM 11 372 5x 0,22 0,07
LEM 11 465 1x 16,43 2,07
LEM 11 465 5x 5,80 2,67
LEM 11 473 1x 45,33 4,83
LEM 11 473 5x 11,19 0,49
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Obr. 9: Bodové grafy ukazujici pocty bunék linie
CCRF-CEM syntetizujici RNA po 24 hodinovém

pusobeni latek LEM 11 372, LEM 11 465, LEM 11 473

v koncentraci 1x I1Cspa 5x 1Csp.

a) Kontrola

b) LEM 11 372 ICsp (vlevo), 5x ICso (vpravo)
c) LEM 11 465 ICsq (vlevo), 5x ICso (vpravo)
d) LEM 11 473 ICsp (vlevo), 5x ICsp (vpravo)
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5.7.Analyza fosforylace histonu H3

V porovnani s kontrolou byla zaznamenéana zvySena hladina fosforylovaného histonu
H3 na Serl0 jen u latky LEM 473. V koncentraci 1x doSlo k mirnému zvySeni a pii
koncentraci 5x doSlo k velkému zvySeni. Analyza byla provedena ve tiech nezavislych
opakovanich a obrazek 10 je reprezentativnim vzorkem jednoho opakovani. Hodnoty jsou

uvedené v tabulce 12.

Tab. 12: Procentualni zastoupeni bun¢k linie CCRF-CEM, u kterych byla detekovana
fosforylace histonu H3%"° po 24 hodinovém puisobeni latek LEM 11 372, LEM 11 465, LEM
11 473 v koncentraci 1x ICso a 5x 1Cso. Zaznamenané hodnoty jsou primérem hodnot ze tii

nezévislych opakovani.

Latky pH3%¢10 [90] + SD
Kontrola 1,45 0,19
LEM 11 372 1x 1,23 0,18
LEM 11 372 5x 1,28 0,05
LEM 11 465 1x 1,37 0,05
LEM 11 465 5x 1,11 0,14
LEM 11 473 1x 6,10 0,19
LEM 11 473 5x 53,14 4,27
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Obr. 10: Bodové grafy ukazujici pocty bungk linie
CCRF-CEM pozitivné Anti-H3P*¢"® — FITC znagenych
po 24 hodinovém piisobeni latek LEM 11 372, LEM
11 465, LEM 11 473 v koncentraci 1x ICspa 5x ICso.

b)

d)

a) Kontrola

a)

b) LEM 11 372 ICs (vlevo), 5x 1Cso (vpravo)
c) LEM 11 465 ICs (vlevo), 5x ICso (vpravo)
d) LEM 11 473 ICsp (vlevo), 5x ICsp (vpravo)
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6. Diskuze

Ve farmaceutickém vyzkumu ptedstavuje HTS prvni fazi vyvoje novych 1éciv. Je to
proces testovani velkého poctu chemikalii proti riznym bunéénym cilim. VSeobecné testy
cytotoxicity nepfindsi informace o mechanismu Ucinku latky, ale spi§ nam pomahaji tridit
latky, které na cile v buice maji néjaky vliv (Fox et al., 2006). Takové latky pokracuji do
dalsich testi, které presné urc¢i mechanismus ucinku latky v bufice a poté mohou byt pouzity

jako kandidati v klinickém vyzkumu (Frearson et Collie, 2009).

Cilem této bakalaiské prace bylo otestovat cytotoxické ucinky nové syntetizovanych

latek u 10 nadorovych i nenddorovych linii ve formatu HTS.

Pfi primarnim testovani byly bunky ovlivnény latkou pouze pfi jedné koncentraci.
Na zdklad€ zjisténého procenta inhibice (PI) byly latky rozdéleny do dvou skupin: aktivni
a neaktivni. Z celkového poctu 268 testovanych latek bylo vyselektovano 170 aktivnich latek,

pro které se v sekundarnim testovani stanovila hodnota ICsq.

Z hodnot I1Cso byly znatelné rtizné trendy. Nékteré bunééné linie byly vuci latkam
citlivéjsi nez ostatni. Nejvice latek s nizkymi hodnotami ICso se objevilo u suspenzni linie
CCRF-CEM, izolované od pacienta s lymfoblastickou leukémii, a u jejiho klonu,
rezistentniho na daunorubicin, semiadherentni linie CEM-DNR. Nejméné takovych latek bylo
pak u nenadorovych linii BJ (fibroblast lidské piedkozky), MRC-5 (fibroblast plicni tkang)

(Xia et al., 2008) a piekvapivé i u nadorové linie A549 odvozené od karcinomu plic.

Na zaklad¢ hodnot ICso ziskanych ze sekundarniho testovani se urcuji latky (hity),
které postupuji na dal§i analyzy. Z testovanych 268 latek bylo 149 litek u CCRF-CEM
vyhodnoceno jako aktivni. 52 latek mélo hodnotu ICso niz8i nez 10 umol/l. U téchto latek se
déla analyza bunécného cyklu. Jako ptiklad byly z této skupiny vybrany 3 latky s rGznou
chemickou strukturou: LEM 11 372, LEM 11 465 a LEM 11 473. U linie CCRF-CEM jsem
sledoval c¢inek téchto latek na bun&ény cyklus, syntézu DNA a RNA a fosforylaci histonu
H3.

Latka LEM 11372 méla u vétSiny testovanych liniich pouze mirny cytotoxicky
ucinek, v rezistentnich liniich se dokonce projevovala jako netucinna. V butkaich CCRF-CEM
indukovala apoptézu. Pozorovali jsme mirné zvySeni populace bun¢k v S fazi a soucasné

vyraznou inhibici DNA a RNA syntézy.
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Cytotoxické testy odhalily silny cytotoxicky ucinek latky LEM 11 465. Na zaklad¢
struktury latky (jde o nukleosidovy analog) a vysledkl analyzy bunééného cyklu (vyrazna
akumulace bun¢k v S fazi a redukce RNA syntézy), mizeme tuto latku efektem ptirovnat
k Actinomycinu D, ktery se vaze na DNA a inhibuje transkripci a syntézu DNA (Hurwitz,
1962).

Latka LEM 11 473 méla silné cytotoxické u¢inky u nddorovych linii pii porovnani
s nenadorovymi. Analyza bunécného cyklu odhalila mirné zvySeni poctu bunék v apoptdze,
velké zvySeni poctu bun¢k v G2 fazi a také zvySeny pocet bunék s fosforylovanym histonem
H3. Podobné ovlivituji bunéény cyklus mitotické inhibitory jako paclitaxel, kolchicin nebo

vinkristin (Horwitz, 1994).

Tyto vysledky ukazuji, Ze rizné latky pisobi na bunky odlisné. Diky nim mizeme fict,
ze latky LEM 11372, LEM 11465 a LEM 11473 ovliviiuji buniky linie CCRF-CEM

zménami v bunééném cyklu, spusténim apoptozy nebo zésahy do syntézy nukleovych kyselin.

Po identifikaci aktivnich latek se tyto latky dostavaji do dalsi faze objevovani 1€Civ.
Dulezité¢ pro zjisténi biologické aktivity latky je studium vztahu struktury a ucinku. Tyto
vztahy objevuji spojitost mezi biologickou aktivitou latky a jeji tfidimenzionalni strukturou.
Zkoumani vztahl struktury a G¢inku zahrnuje syntézu riznych variant aktivni latky. K latce
jsou ptidavany nebo odebirany funkéni skupiny, coz vede ke zménam ucinku dané latky a tim
se lépe identifikuji dilezité funkéni skupiny. Zmény ve funkcénich skupindch mohou posilit
afinitu k receptoru nebo také redukovat vedlejsi nezadouci efekty latky. Tyto poznatky jsou

vyuzivany pro zlepSeni vlastnosti daného 1éciva.
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7. Zavér

Cilem experimentalni Casti této bakalaiské prace bylo otestovat noveé syntetizované
latky pomoci vysokokapacitniho skriningu a vyselektovat latky s budoucim potencidlem
Vv 1é¢beé nadorovych onemocnéni. V primarnim testovani bylo otestovano 268 latek, z ¢ehoz
170 latek bylo aktivnich. V sekundarnim testovani byla u téchto aktivnich latek stanovena
hodnota ICsp pro kazdou z deseti pouzitych bunéénych linii. Hodnoty ICso ukazaly, Ze nékteré
bunécné linie jsou citlivéjsi nez jiné. Nejcitlivéjsi viuci testovanym latkdm byly nadorové linie
CCRF-CEM a CEM-DNR. Nejméné citlivé byly nenddorové linie BJ a MRC-5 a nadorova
linie A549.

Na zaklad€ hodnot ICso byly vybrany 3 latky, se kterymi byl otestovan buné¢ény cyklus
na linit CCRF-CEM. Vsechny tii latky mély na bunky odlisny t¢inek. Latka LEM 11 372
indukovala apoptozu, latka LEM 11 465 blokovala transkripci a latka LEM 11 473
nedovolovala bunkdm dokoncit mitozu. Piesny mechanismus jejich pisobeni by odhalilo az

dalsi testovani.
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