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Souhrn

Antracyklinova léCiva, ktera jsou zndma svoji protindadorovou aktivitou od roku
1960, byla poprvé izolovana ze Streptomycet (Streptomyces peucetius). Radi se
mezi nejcastéji pouzivané chemoterapeutické latky a za cil jejich G¢inku se povazuje
predev§im DNA v jadie bunky. Jejich schopnosti je interkalace mezi pary bazi DNA a
hlavnim mechanismem je blokace funkce jaderného enzymu topoizomerazy II.
Mezi nejvyznamnéjsi zastupce antracyklind patéi amrubicin, daunorubicin, doxorubicin,
epirubicin a idarubicin. Antracyklinova lé¢iva maji vyznamné spektralni vlastnosti,
kterych bylo vyuzito v experimentalni ¢asti prace. Prace se vénuje chemicko-fyzikalnim
charakteristikdm schvéalenych 1éCiv a vyuziti v identifikaci jejich molekuldrnich cilt.
V teoretické cCasti byl vypracovan piehled chemicko-fyzikalnich vlastnosti latek
vyplyvajicich ze struktury. Byla popsana skupina antracyklinovych 1é¢iv, mechanismu
jejich ucinku, publikovanych vedlejsich G¢inku a jejich chemicko-fyzikalnich vlastnosti.
Cilem experimentalni ¢asti bylo stanovit spektralni vlastnosti latek a jejich dalsi vyuziti
pti identifikaci molekularnich cili v bufice. Byla stanovena hodnota ICso u vybranych
antracyklinti na liniich U-2 OS a MDA-MB-231. Pro ob¢ linie byl nejvice cytotoxicky
idarubicin a naopak nejméné amrubicin. V dal$i ¢asti byla provedena fluorescencni
mikroskopie, jejiz pomoci byla detekovana lokalizace antracyklini v bunikach a vliv
na jejich morfologii. Dale byly pfipraveny lyzaty oSetfenych bunék, lyzaty byly
V posledni €asti prace separovany pomoci SDS-PAGE a na gelech byly detekovany
fluorescenéni bandy v oblastech 70 kDa a 70-140 kDa.



Summary

Anthracyclines are known for their antitumor activity since 1960. Firstly,
the anthracyline antibiotics were isolated from Streptomyces (Streptomyces peucetius)
and they were known for the antimicrobial effect. The major molecular target of
anthracyclines is nuclear DNA, which makes them one of the most commonly used
chemotherapeutics. Their ability is intercalation into pairs of DNA and thus they cause
an inhibition of the nuclear enzyme topoisomerase Il. The most significant
representatives of anthracyclines are amrubicin, daunorubicin, epirubicin and idarubicin.
The anthracyclines have significant spectral properties, which have been utilized in
the experimental part of this thesis. The thesis focuses on the physicochemical
characteristics of approved drugs and their use in identification of their molecular targets.
In the theoretical part, an overview of the physicochemical properties based on structures
was elaborated. The anthracyclines and mechanisms of their effects, their published side
effects and their physicochemical properties were described. The aim of the experimental
part was to determine the spectral properties and then use them for the identification of
their targets in the «cells. An ICso value was calculated for selected
anthracyclines in the U-2 OS and MDA-MB-231 cell lines. For both cell lines the most
cytotoxic agent was idarubicin where as amrubicin was the least. The following part of
this work was focused on the fluorescence microscopy of treated cells, localization
of anthracyclines and cell morphology affected by them. Lysates from treated cells were
prepared, the lysates from treated cells were separated with SDS-PAGE and we detected
fluorescent bands near 70 kDa and between 70 and 140 kDa.
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1 Uvod

Tématem prace byly chemicko-fyzikalni charakteristiky schvalenych 1éciv a
vyuziti v identifikaci jejich molekuldrnich cilii. Bakalaiska prace je rozdélena na Cast
literarni a ¢ast experimentalni. Cilem teoretické ¢asti bylo vypracovat ptehled chemicko-
fyzikélnich vlastnosti latek vyplyvajicich ze struktury, vypracovat piehled komercné
dostupnych kovalentné se vazajicich inhibitord, mechanismi jejich ucinku,
publikovanych  vedlejSich u¢inki a jejich chemicko-fyzikalnich  vlastnosti.
Mezi kovalentné se vazajici inhibitory patiéi skupina lé¢iv naleZicich do antracyklindg,
které jsou izolované ze Streptomycet (Streptomyces peucetius) a jsou znamé svoji
protiniddorovou aktivitou od roku 1960. Radi se mezi nejéastdji pouzivané
chemoterapeutické latky a za cil jejich uc¢inku se povazuje predevsim DNA v jadie buiky.
Jejich schopnosti je interkalace mezi pary bazi DNA a hlavnim mechanismem je blokace
funkce jaderného enzymu topoizomerazy II. Mezi nejvyznamnéjsi zastupce antracyklinti
patii amrubicin, daunorubicin, doxorubicin, epirubicin a idarubicin. Antracyklinova
1é¢iva maji vyznamné spektralni vlastnosti, kterych bylo vyuzito v experimentalni ¢asti

prace.

Cilem experimentalni ¢asti bylo stanovit spektralni vlastnosti latek, které byly
dale vyuzity pii identifikaci jejich cili v bunice. Byla stanovena hodnota ICsou vybranych
antracyklinli na buné¢énych liniich U-2 OS a MDA-MB-231. V dalsi ¢asti byla provedena
fluorescenéni mikroskopie bunc¢k oSetfenych latkami. Dale byly vytvofeny lyzaty
osetfenych buné¢nych linii. U vzorkt byla zmétfena koncentrace proteint a fluorescence.
Vzorky byly v posledni ¢asti prace separovany pomoci elektroforézy, na zaklade separace

a pomoci molekularniho markeru byla stanovena jejich pravdépodobna velikost.



2  Cile prace

1) Vypracovani piehledu chemicko-fyzikalnich vlastnosti latek vyplyvajicich
ze struktury.

2) Vypracovani prehledu komer¢né dostupnych kovalentné se vazajicich inhibitort,
mechanismt jejich uc¢inkt, publikovanych vedlejsich u¢inkt a jejich chemicko-
fyzikalnich vlastnosti.

3) Stanovit spektralni vlastnosti vybranych latek a pouzit je pro identifikaci jejich

molekularnich cila.



3  Literarni prehled

3.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti latek dané jejich strukturou

Mezi chemické vlastnosti latek jsou zahrnuty napiiklad rozpustnost, pH,
barevnost, toxicita, elektronegativita nebo vaznost. Mezi fyzikalni vlastnosti patii
elektrické, magnetické nebo spektroskopické vlastnosti latek. V textu budou dale

vysvétleny chemické a fyzikalni vlastnosti, které¢ udavaji optické vlastnosti latky.

Barevnost, ktera se fadi mezi chemické vlastnosti, je zpusobena ptechody
elektront mezi rozdilng energeticky bohatymi elektronovymi hladinami v atomech dané
latky. Tyto ptechody jsou spojeny s vyzéatfenim energie v podob¢ fotonil. Pokud spada
vlnova délka téchto fotont do viditelné oblasti spektra, mizeme ji vnimat jako barvu.
Barevné latky vétSinou obsahuji nasobné vazby. Energeticky ptechod je zpiisoben
prevazné excitaci w elektrond. Naopak latky obsahujici vyhradné jednoduché vazby jsou

bezbarvé.

Vyznamnymi fyzikdlnimi vlastnostmi jsou vlastnosti spektroskopické.
Spektroskopie je zalozend na vzajemném pilisobeni elektromagnetického zafeni se
zkoumanou latkou, pfi kterém dochazi k vyméné energie. Atom nebo molekula mohou
zatfeni pohltit, tento d& se nazyva absorpce. Zeslabeni intenzity svétla dané pomérem
svétla proslého a svétla dopadajiciho se nazyvéa transmitance. Pro zaporny dekadicky
logaritmus transmitance byla zavedena veli¢ina absorbance. Pii dané vinové délce je
podle Lambertova-Beerova zakona absorbance umérna molarni koncentraci roztoku a
tloust’ce absorbujici vrstvy. Tento vztah tedy lze vyuzit i pfi vypoctu molarni
koncentrace. Pfi prichodu svétla homogennim prostiedim dochazi k interakci, pii které
elektrony atomt absorbuji fotony vhodné vinové délky a piechazeji tedy do excitovaného
stavu. Dalsim dé&jem je tedy excitace, pfi které dochazi k prechodu energetického stavu
molekuly na vyssi energetickou hladinu. Atom nebo molekula poté mohou energii uvolnit
ve formé zareni, coz se nazyva emise. Vlnova délka vyzareného svétla je vyssi nez vinova

délka svétla dopadajiciho na latku.

Chromofor je ¢ast molekuly (funkéni skupina), ktera je odpovédna za absorpcCi
zareni a udéluje také molekule barvu. Mezi typické chromofory (Obr. 1) patii karbonyl,

azo skupina, aromaticka jadra nebo konjugované dieny.



Obr. 1: Chemické struktury typickych chromoforti — a) obecny vzorec karbonylové slou¢eniny,
b) obecny vzorec azoslouéeniny, ¢) aromatické jadro, d) konjugovany dien (izopren)

Luminiscence je emise svételného zaieni latky, které prevysuje jeji tepelné zareni.
Je to vyzafovani svétla latkou, aniz by byla zahtata. Muze byt vyvoldna riznymi zdroji,
pokud se jedna o chemickou reakci, nazyva se d¢j chemiluminiscence, jestlize jde
0 svétlo, pak fotoluminiscence. Luminiscence vyvolana svételnym zafenim z oblasti
viditelného svétla nebo pomoci ultrafialového zafeni se déli na fosforescenci a

fluorescenci.

Fosforescence je charakteristickd tim, Ze zafeni u ni pietrvava po urcitou dobu
od odstranéni zdroje ozatfeni. Naopak Kk fluorescenci dochazi, kdyz emise zafeni
z excitovaného elektronového stavu nastdvd jednim nebo 1 vicero spontannimi
energetickymi pfechody. Vyzéfeni svétla je u fluorescence po excitaci rychlé, v fadu

nanosekund. Pokud odstranime zdroj zateni, fluorescence vymizi.

Fluorochromy jsou latky, které jsou schopné po ozafeni svétlem urcité vinové
délky svétlo vyzarit zpatky. Absorpci svétla u nich dochazi k excitaci elektronti a po jejich
navratu do zakladniho stavu je jejich pfebytecna energie vyzarena formou svétla. Jestlize
vzorek sam 0 sob¢ vykazuje urcitou fluorescenci, nazyvame jej jako autofluorescencni.
Obsahuje tedy strukturu, kterd je zdrojem autofluorescence. Mezi tyto struktury patii
naptiklad proteiny s aromatickymi aminokyselinami (Obr. 2) tryptofanem, tyrosinem
nebo fenylalaninem. Autofluorescenéni jsou dale také hemoglobin, cytochromy nebo

vitamin A.
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Obr. 2: Chemické struktury aromatickych aminokyselin: a) tryptofan, b) tyrosin, ¢) fenylalanin
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Naopak existuji nevlastni, uméle zavadéné, fluorochromy vyuzivané naptiklad
pfi studiu proteind ¢i nukleovych kyselin, které se vazi na cilové struktury. Do této
skupiny patii naptiklad (Obr. 3) ethidium bromid nebo 4°,6-diamidin-2’-fenylindol
dihydrochlorid (DAPI).

Obr. 3: a) strukturni vzorec ethidium bromidu, b) strukturni vzorec DAPI

Spektroskopické vlastnosti latek 1ze vyuzit napiiklad k monitoringu distribuce
latky v burice, jako tomu je u Ramanovy spektroskopie nebo u laserové time-resolved
fluorescence, nebo Kk pozorovani interakce latky S DNA Vv bunice infracervenou
spektroskopii s Fourierovou transformaci, pii UV-vis spektroskopii nebo pii CD
spektroskopii (E. Szafraniec et al., 2016, V. Malatesta and A. Andreoni, 1989, S. Charak
et R. Mehrotra, 2013, C. Ozluer et H. E. S. Kara, 2014). Spektroskopickych vlastnosti se
vyuziva také v souvislosti s neurologickymi komplikacemi po kardiologické chirurgii,
pro sledovani cerebralni oxymetrie a umoZnéni pfiméfené obnovy cerebralni perfuze
metodou blizké infracervené spektroskopie (NIRS), kterd predstavuje nastroj
k monitorovani obsahu kysliku v mozkové tkani béhem kardiochirurgie (A. Nenna et al.,
2017). Fluorescen¢ni diagnostika je rychld a neinvazivni metoda pro zobrazovani
prekancer6znich a rakovinnych tkani. Mnoho aplikaci této metody bylo projednano
v sirokych oblastech onkologie, dermatologie, laryngologie, pulmonologie, gynekologie
a gastroenterologie (A. Sieron et al., 2013). Fluorescence a chemiluminiscence byly
vyuzity také k detekci peroxynitrilu, endogenné produkovaného oxidantu a nukleofilu,
ktery ma vyznam v procesu starnuti (C. Prolo et al., 2018). Fluorescenc¢nich vlastnosti se
vyuziva i pfi fluorescencni anizotropii, coz je jedna z hlavnich metod vyuzivana pii studiu
mechanismu 1é¢iv. Hraje dulezitou roli pfi objevovani a vyvoji novych generaci 1é¢iv a

diagnostickych latek (H. Zhang et al., 2016).
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3.2 Antracykliny

Antracykliny jsou izolované ze Streptomycet (Streptomyces peucetius). Jsou
znamé svoji protinddorovou aktivitou od roku 1960 (R. B. Weiss, 1992).
Radi se mezi nejéastéji pouzivané chemoterapeutické latky (P. Shaul et al., 2013).
Antracykliny patii mezi protinadorova léciva s velmi Sirokym spektrem UCinnosti
Vv lidskych nadorech, pouze nékolik nédorti (napiiklad rakovina tlustého stfeva a
koneéniku) je proti nim rezistentni (R. B. Weiss, 1992). Mezi vyznamna antracyklinova

1é¢iva se fadi daunorubicin, doxorubicin, epirubicin a idarubicin (SUKL, 2018).

Pro molekuly antracyklinti je charakteristicka glykosidické struktura, kterd je
tvofena plandrnim tetracyklickym aglykonem, kratkym postrannim fetézcem
s karbonylovou skupinou a glykosidicky vézanym aminocukrem, ktery se nazyva
daunosamin (Regev et al., 2005). Antracyklinova skupina (Obr. 4) slou¢enin ma planarni
antrachinonovy chromofor, ktery mize interkalovat mezi pary bazi DNA. Chromofor je
spojen s daunosaminovym cukernym fragmentem (D. M. Rayner et S. M.Cutts, 2014).
Antracykliny jsou lipofilni latky, ale za fyziologického pH maji spiSe amfifilni charakter a to
diky kladnému néaboji na primarnim aminu daunosaminu (Regev et al., 2005). Skupina
antracyklinovych 1é¢iv ma vyznamné spektralni vlastnosti vychazejici z jejich struktury
(E. Szafraniec et al., 2016, V. Malatesta et A. Andreoni, 1989, C. M. Camaggi et al.,
1992).
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Obr. 4: Obecna struktura antracyklint
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3.2.1 Spektralni vlastnosti antracyklini

Spektralni vlastnosti antracyklinli jsou vyuzivany k monitorovani in vitro
absorpce a distribuce 1é¢iv v bunikach za pouziti napiiklad Ramanovy spektroskopie. Tato
metoda je vhodna i k monitorovani mechanismt interakce S bunéénymi slozkami
na subcelularni trovni (E. Szafraniec et al., 2016). Dané vlastnosti jsou vyuzivané také
pfi vysokoucinné kapalinové chromatografii, pro stanoveni idarubicinu a metabolitli
(idarubicinolu) v biologickych tekutinach, plazmé a mo¢i (C. M. Camaggi et al., 1992).
Vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie se pouziva ke stejnému ucelu také
u epirubicinu a epirubicinolu (W. I. Dodde et al., 2003). Pfimé stanoveni doxorubicinu
v lidské plazmé bylo provedeno také na zakladé méfeni fluorescence excitaéni emisni
matrice a vicecestnych chemometrickych metod zaloZzenych na analyze paralelnich
faktori (M. G. Trevisan et R. J. Poppi, 2003). Spektroskopické vlastnosti byly také
vyuzity pii studiu interakce idarubicinu s DNA pii metodach infracervené spektroskopie
s Fourierovou transformaci, pti UV-vis spektroskopii nebo pii CD spektroskopii
(S. Charak et R. Mehrotra, 2013). Fluorescen¢ni vlastnosti antracyklint lze také vyuzit
pfi studiu mnohocetné lékové rezistence metodou kapilarni elektroforézy spojenou
s fluorescenci indukovanou laserem a pii metodé¢ micelarni elektrokinetické

chromatografie (J. Mbuna et T. Kaneta, 2015).

U antracyklinovych 1é¢iv byly proméfeny vinové délky pro excitaci a emisi. Jejich
hodnoty jsou shrnuty v tabulce ¢. 1. Excitaéni maximum daunorubicinu zobrazuje
obrazek 5 (Obr. 5) a emisni maximum idarubicinu obrazek 6 (Obr. 6).

Tab. 1: Excita¢ni a emisni vinové délky antracyklinovych 1é¢iv spoleéné s literarnimi
zdroji

Excitaéni vinova Emisni vinova
Lécivo Literarni zdroj
délka [nm] délka [nm]

Daunorubicin 470 560 A.Juarranz et al., 1999
Doxorubicin 480 560—590 J. H. de Lange et al., 1992

Idarubicin 482 571 C. Ozluer et H. E. S. Kara, 2014

Epirubicin 474 551 W. I. Dodde et al., 2003

Amrubicin 465 560 Noguchi T. et al., 1998
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Obr. 5: Excitaéni maximum (470 nm) daunorubicinu (daunomycinu — DNM) pfi emisni vinové

délce 560 nm (ptevzato z A. Juarranz et al., 1999)

400 ~
330 571w

300

150 j(

Fluorescence Intensity

Wavelength, nm

Obr. 6: Emisni maximum (571 nm) idarubicinu pii excitacni vinové délce 482 nm, piky
znazoriuji zavislost intenzity fluorescence na koncentraci navazané latky na DNA (pfevzato
z C. Ozluer et H. E. S. Kara, 2014)



3.3 Mechanismus ucinku antracyklina

Za cil uc¢inku antracyklini se povazuje predev§im DNA v jadie buiky. Jejich
schopnosti je interkalace, neboli vmezeteni se mezi pary bazi DNA, a blokace funkce
napiiklad jaderného enzymu topoizomerdzy II, coz je hlavnim mechanismem
antracyklint (F. Belloc et al., 1992, B. K. Sinha et P. M. Politi, 1990). Topoizomeraza II
zpusobuje pifechodné dvouietézcové zlomy a ptidava negativni nadSroubovicové otacky
nebo odstranuje pozitivni nadsroubovicové otacky. To provadi tak, ze $t€pi oba fetézce
DNA, pfevede neStépenou dvousroubovici mistem Stépeni a znovu ji uzavie.
Topoizomeraza II také oddé€luje propletené kruznicové molekuly DNA (D. P. Snustad et
M. J. Simmons, 2009). Pfi interakci s buiikou antracykliny plsobi stabilizaci reakéniho
meziproduktu, ve kterém jsou DNA fetézce stithany a kovalentné vazany na tyrosinové
zbytky topoizomerazy II, coz ptipadné¢ brani DNA znovu uzaviit. Po poskozeni DNA
zprostiedkované topoizomerazou Il nasleduje zastaveni rustu v G1 a G2 fazi bunééného
cyklu a nasleduje bunééna smrt (G. Minotti et al., 2004). Antracykliny také zptsobuji
jedno-fetézcové nebo dvou-tfetézcové zlomy v DNA. Dokazi modifikovat schopnost
jadernych helikaz, disociovat duplexni DNA do jednotlivych fetézct (N. R. Bachur et al.,
1992). Antracykliny mohou podstoupit jedno- a dvou-elektronové redukce, protoze jsou
¢leny chinonové rodiny produkujici reaktivni slou¢eniny, které poskozuji makromolekuly

a lipidové membrany (H. Mizutani et al., 2005).

3.3.1 Daunorubicin

Daunorubicin (DAU, Obr. 7), také pouzivan pod nazvem daunomycin nebo
rubidomycin, byl vyvinut v 60. letech minulého stoleti (R. B. Weiss, 1992). Byl izolovan
z bakterie kmenu Streptomyceta (J. Huk et M. Blumauerova, 1989). Daunorubicin se
pouziva k1écbé akutni lymfatické leukémie, chronické myeloidni leukémie nebo

Kaposiho sarkomu (X. Du et al., 2017, H. Yan et al., 2015, M. Bendle et al., 2014).



Obr. 7: Strukturni vzorec daunorubicinu

Daunorubicin se interkaluje do DNA, tim V bunkach inhibuje syntézu
makromolekul - proteini, RNA nebo DNA (M. R. Momparler et al., 1976). Toto 1é¢ivo
také zpusobuje poskozeni DNA, jako je napiiklad fragmentace (G. Aubel Sadron et al.,
1984). Dochazi k tvorbé volnych radikald, které rovnéz zptisobuji poskozeni DNA nebo
peroxidaci lipidi. Kovalentni vazba 1é¢iva na DNA a alkylace DAU ovliviiuje rozvijeni
jednovldknové DNA a separaci fetézcii helikazovou aktivitou. Daunorubicin zptisobuje

poskozeni DNA nddorové buiky prostiednictvim inhibice topoizomerazy II (D. A.

Gerwitz, 1999).

3.3.2 Doxorubicin

Doxorubicin (DOX, Obr. 8), dfive nazyvan jako adriamycin, byl stejné jako
daunorubicin vyvinut v 60. letech minulého stoleti. Od DAU se lisi pouze jednou
hydroxylovou skupinou (v obrazku 8 je oznaéena ¢ervené), je to jeho 14-hydroxy derivat.
Doxorubicin byl v roce 1974 v USA schvalen pro 1écebné ucely (R. B. Weiss, 1992).
Toto 1éCivo je pouzivano na celém svéteé pii 16Ebeé nékterych leukémii, rakoviny plic,
prsou, Zaludku, vaje¢nikli, mocového méchyie, $titné Zlazy, sarkomti mekkych tkani a
nebo Hodkinovy choroby (F. M. Muggia et M. D. Green, 1991). I pfes nékolikalety
vyzkum antracyklini zastdiva DOX pofad jednim z nejcastéji vyuzivanych
protinadorovych 1é¢iv. Doxorubicin je do té€la vpravovan intraven6zné ¢i intravezikalné

(SUKL, 2018).
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Obr. 8: Strukturni vzorec doxorubicinu s vyznac¢enou hydroxylovou skupinou na 14. uhliku

Pii interakci nadorové buiiky s DOX vykazuje 1ék své cytotoxické téinky tim, Ze
se vaze a interkaluje se do jeji DNA (F. A. Fornari et al., 1994). Stejn¢ jako u DAU
dochazi k tvorbé volnych radikald, které poskozuji DNA. Kovalentni vazba 1é¢iva
na DNA ovliviiuje rozvijeni DNA a jeji helikazovou aktivitu. RovnéZ dochazi k inhibici
topoizomerazy II (D. A. Gerwitz, 1999). U DOX navic dochazi k inhibici topoizomerazy
I (G. Minotti et al., 2004).

3.3.3 ldarubicin

Idarubicin (IDA, Obr. 9), znamy také pod nazvem idamycin, je analogem
daunorubicinu. Chemicky nazev IDA je 4 — demethoxydaunorubicin. Idarubicin nema
siln€j8i protinadorovou ucinnost nez dva diive zminéné antracykliny, ale existuji u ngj
urcité rozdily v toxicité (R. B. Weiss, 1992). Vykazuje vlastnosti, které ho ¢ini unikatnim
mezi antracykliny. Vyssi lipofilnost vede k rychlejsi akumulaci v jadrech, vyssi kapacité
vazby DNA a nasledné k vyssi cytotoxicité ve srovnani naptiklad s DAU. Jeho vyraznym
pozitivem je, ze se mize podavat peroralné, avSak podava se i nitrozilné. Idarubicin se
pouziva k lé€bé akutnich myeloidnich leukémii a akutnich lymfoblastickych leukémii

(SUKL, 2018).

11



NH,

Obr. 9: Strukturni vzorec idarubicinu

Idarubicin ma stejné jako ostatni antracyklinova lé¢iva silnou vazebnou kapacitu
vaci DNA (T. Fukushima, 1993). Pii interakci s nadorovou butikou se IDA vaze na hlavni
drédzku duplexu DNA pomoci guaninovych cytosinovych bazi. Bylo zjisténo, ze IDA se

interkaluje mezi baze DNA (S. Charak et R. Mehrotra, 2013).

3.3.4 Epirubicin

Epirubicin (EPI, Obr. 10) ma chemicky nazev 4’-epidoxorubicin. Prvni studie s
nim byly zahajeny v roce 1980. Epirubicin byl stejné jako diive zminény IDA odvozen
od DOX. Narozdil od DOX byl u EPI zaznamenan niz$i vyskyt zvraceni, stomatitidy,
alopecie a myelosuprese (V. Bonfante et al., 1980). Toto 1é¢ivo je pouzivano predevsim
k 1é¢bé rakoviny prsu a zaludku. Do téla je podavan intravendzné nebo intravezikalné

(SUKL, 2018).

Obr. 10: Strukturni vzorec epirubicinu
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Epirubicin vykazuje antimitotickou a cytotoxickou aktivitu, vaze se na DNA a
inhibuje jeji funkci a syntézu. RovnéZz inhibuje syntézu proteinii. Epirubicin tvofi
komplexy s DNA interkalaci mezi pary bazi a inhibuje aktivitu enzymu topoizomerazy
II. NarusSuje také replikaci a transkripci DNA tim, Ze inhibuje enzym DNA helikazu
(F. Ganzina, 1983).

3.3.5 Amrubicin

Amrubicin (AMR, Obr. 11), také pod chemickym nazvem 9-aminoantracyklin,
byl prvni antracyklinovy derivat vytvofeny syntézou de novo. Poprvé byl publikovan
Vv roce 1989 védci ze Sumitomo (S. Morisada et al., 1989). Amrubicin se pouziva K 1écbé
malobunééného a nemalobunécného karcinomu plic (Kurata et al., 2007). Studie
na zviratech u AMR prokazaly, ze nezptsobuje typickou antracyklinovou kardiotoxicitu
(Ettinger D. S. et al., 2010).

NH,

Obr. 11: Strukturni vzorec amrubicinu

Amrubicin v buiikdch inhibuje aktivitu enzymu topoizomerazy II a tvoti komplexy
SDNA tim, Ze se interkaluje mezi pary bazi. Amrubicin v bunikach indukuje
dvoufetézcové zlomy DNA, ¢imz je zpusobeny inhibi¢ni efekt rastu bunék (S. Gupta
etal.,, 2016, M. Hanada et al., 1998). Od ostatnich antracyklinii se odliSuje kratS§im
elimina¢nim poloCasem, jeZ je dlouhy 2 az 4 hodiny. Amrubicin je v téle redukovan
na sekundarni metabolit, alkoholovy amrubicinol, ktery je asi 100krat ucinnéjsi nez
samotny amrubicin a ma zvySenou inhibi¢ni aktivitu topoizomerazy II (Ettinger D. S.

et al., 2010).
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3.4 Kardiotoxicita antracyklina

Obdobn¢ jako 1 jind cytostatika zptisobuji antracykliny pfechodnou nauzeu,
zvraceni, mukozitidu a alopecii, které vSak neptedstavuji natolik zavazné komplikace

Vv protinadorové 1é¢b¢ (Chabner et al., 2006).

Kardiotoxicita je hlavnim limitujicim faktorem v protinadorové terapii (Singal et
Iliskovic, 1998; Yeh et al., 2004). Antracykliny indukovana kardiotoxicita miize existovat
bud’ jako akutni, nebo chronickd kardiomyopatie. Akutni kardiotoxicita je vzacna,
vyskytuje se po podani vysoké davky 1é¢iva a miiZze se objevit jako akutni tachyarytmie
nebo akutni srde¢ni selhdni. Naproti tomu chronicka kardiotoxicita zavisi na davce 1é¢iva.
V takovém ptipadé se muze u pacienta po dlouhé dobé od posledni 1é¢by vyvinout
dilatacni kardiomyopatie. V obou ptipadech kardiotoxicity mlze dochazet k srde¢ni
dysfunkci, kardiomyopatii, srde¢nimu selhani nebo dokonce k umrti (Wallace, 2003; Yeh
et al., 2004, Zhang et al., 2009).

Ackoliv byla kardiotoxicita v zajmu studii po mnoha let, nedoslo se k uplnému
objasnéni pfesného mechanismu, na kterém je kardiotoxicita vyvoland antracykliny
(doxorubicinem) zalozena. VétSina studii upiednostiiuje oxidativni stres zpisobeny
volnymi radikaly, jenz hraje klic¢ovou roli, protoze mize byt interpretovan chemickou
strukturou doxorubicinu, ktera ma tendenci K vytvareni reaktivnich forem kysliku (ROS)

bé&hem metabolismu 1é¢iva (larussi et al., 2001; Neilan et al., 2007; Wallace, 2003). Dalsi

poznatky ukazuji, ze endotelova oxidazova syntdza oxidu dusnatého reduktazové domény
pfeménuje doxorubicin na nestabilni semichinonovy meziprodukt, ktery podporuje
generaci ROS (Neilan et al., 2007). Také mitochondrialni DNA 1éze indukované ROS
nebo pfimo doxorubicinem vedou k selhani respiracniho fetézce a uvolnéni ROS
(Lebrecht et Walker, 2007). K dalsimu pfispévku ke kardiotoxicité patii disregulace
manipulace s vapnikem, andrenergni dysfunkce a selektivni inhibice genové exprese
kardiomyocyti (larussi et al., 2001; Takemura et Fujiwara, 2007). VétSina téchto piihod
pfispiva k apoptoze kardiomyocytl, coz je primarni mechanismus kardiomyopatie.
Studie in vitro i in vivo, které prob¢éhly béhem nékolika desetileti, naznacuji, Ze
kardiotoxicita vyvoldna doxorubicinem je spojena s apoptézou a nekrdzou
kardiomyocyti (Zhang et al., 2009). Potencionalni signalni drahy, které se ucastni smrti

kardiomyocytd vyvolané antracykliny, jsou znazornény ve schématu (Obr. 12).
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Obr. 12: Potencionalni signalni drahy, které se ucastni bunééné smrti kardiomyocyt vyvolané
antracykliny (upraveno podle Zhang et al., 2009)
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3.5 Bunécna rezistence proti antracykliniim

VétSina informaci o bunééné rezistenci proti antracyklinim pochazi z in vitro
modelid bunék, které podlehly expozici l1é¢iva v davce, jiz nemtize byt dosazeno klinicky.
Studie ukéazaly, Ze mechanismil rezistence existuje mnoho a je Casto multifaktoridlni.
Mezi hlavni mechanismy rezistence patii (1) klasicky MDR (mnohocetna 1ékova
rezistence) fenotyp, (2) MDR, ktera neni zprostiedkovana PGP (P-glykoprotein 1), (3)
zmény v intracelularni distribuci 1é¢iva, (4) zvySeny GST (glutathion S-transferaza)
obsah a detoxika¢ni mechanismy, (5) zmény v topoizomeraze Il a (6) zvySena reparace

DNA (Nielson et al., 1996).

Klasicky MDR fenotyp je dobie charakterizovany experimentalni fenomén
(Gottesmann et Pastan, 1993, Skvosgaard et al., 1994). Buiiky s mnohocetnou lékovou
rezistenci jsou rezistentni vic¢i n€kterym lé¢ivim (napiiklad vici antracyklinim, vinca
alkaloidiim nebo epipodofylotoxiniim) a jsou charakteristické snizenou akumulaci 1é¢iv
a expresi transmembranového 170-kDa glykoproteinu, ktery se nazyva PGP. Tento
protein ma 12 hydrofobnich domén a obsahuje dvé ATP-vazebna mista (Obr. 13).
Amplifikace nebo zvysena transkripce genu mdrl, ktery je umistén na chromozomu 7, ma
zanasledek zvysenou expresi PGP. Experimenty jednoznac¢né ukazaly, Ze zvySena
exprese genu mdrl je dostate¢na k tomu, aby zpisobila MDR. Exprese PGP je ziejmé
regulovana na mnoha rtiznych Grovnich. Kvuli rozmanitosti environmentalnich strest a
okolnosti, které ovliviiuji bunéény stav, bylo prokazano, ze diferenciace indukuje expresi
genu mrdl. P-glykoprotein je proto indukovatelny pomoci ptirodnich 1é¢ivych piipravki,

teplenym Sokem nebo nespecifickym stresem (Nielson et al., 1996).

extracelularni

n n.
wemrims | LT 1]

l
j U J coo
T

intracelulirni prostor ATP-vazebné misto  ATP-vazebné misto

Obr. 13: Schéma P-glykoproteinu prochazejiciho membranou s vyzna¢enymi ATP-vazebnymi
misty (pievzato z Nielson et al., 1996)
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Bylo odvozeno nékolik MDR bunéénych linii, které nevykazuji nadmérnou
expresi PGP. Nicméné tyto linie vykazuji typickou MDR rezistenci vuci 1é¢iviim. Dale
transportni studie prokazaly sniZzenou akumulaci a zvySeny, na energii zavisly, eflux

(Nielson et al., 1996).

V klasické 1 non-PGP MDR bylo u subcelularni distribuce antracyklinti
prokazano, ze prechazi ztypu bunky hlavné nuklearniho do typu buiky pfevazné
cytoplazmatické s vétsim mnozstvim volnych 1€¢iv obsazenych v kyselych vaccich nebo
vazajicich se na membrany vezikul (Coley et al., 1993, Shuurhuis et al., 1989).
Vezikularni kompartmentalizace 1é¢iv by tedy mohla byt dalsim mechanismem rezistence
v obou typech MDR (Nielson et al., 1996).

Izoenzymy glutathion S-transferazy pusobi pievazné pres nukleofilni thioether
nebo oxida¢né-redukéni reakce. Byla zjisténa nadmérnd exprese enzymil v nékolika
bunéénych liniich MDR, zejména v DOX-odolnych liniich. 1 kdyz je glutathion
povazovan za velmi dilezity mechanismus rezistence viuci alkylacnim ¢inidlam, dikazy
v roli rezistence proti antracyklinim jsou mén¢ piesvédcivé (Tew, 1994). Tim padem
glutathionovou depleci s buthionin sulfoximinem, blokatorem glutathionové syntézy, ma
ve vétsiné PGP-pozitivnich liniich se zvysenou GST transferazou bez uc¢inku nebo pouze
¢astené zvracenou rezistenci. To naznacuje, ze PGP je dominantnim mechanismem

v rezistenci (Nielson et al., 1996).

Zmény topoizomerazovée aktivity 1é¢iva lze rozdé€lit do dvou skupin. Kvantitativni
zmény, napiiklad sniZeni Urovné topoizomerazy II prostfednictvim downregulace
transkripce a kvalitativni zmény, napiiklad mutace, které mohou vést ke zméné interakce
1ék-DNA-protein, ke zméné vazby ATP, ke zméndm pomérti izoenzyml nebo ke zméné
enzymatickych funkci posttranslaéni modifikace. Topoizomeraza Il méa fosforylovana
mista dostupnd na serinovych zbytcich a posttransla¢ni modifikace fosforylovaného stavu
proteinu mize hrat vyznamnou roli pii regulaci (Sullivan et Ross, 1991, Nielson et al.,
1996).

Pti reparaci DNA dochazi nejcastéji k vystiihnuti, které je zodpovédné za mnoho
typl 1ézi. Postupné dochézi k rozpoznani 1éze, vystiihnuti a ndsledné opravé podle

rodicovského vlakna DNA, které zde slouzi jako templat (Skvosgaard et al., 1994). Poté

vvvvvv
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zlomy DNA, mize byt mezera vyplnéna postreplikacemi, které vyuzivaji informace

ze sesterského duplexu (Nielson et al., 1996).
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4  Material a metody

4.1 Biologicky material

V experimentech byly pouzity bunééné linie U-2 OS a MDA-MB-231. Obé¢

bunécné linie byly ziskany od spolecnosti American Tissue Culture Colection. Bunécna

linie U-2 OS je odvozena od osteosarkomu a buné¢na linie MDA-MB-231 je odvozena

od adenokarcinomu prsu. Mezi experimenty byly bunky kultivovany v kultivac¢nich
lahvich v inkubatoru pti 37 °C, 5% CO; atmosféte, v McCOY ‘s médiu v ptipadé U-2 OS
a RPMI médiu v ptipad¢ MDA-MB-231. Buiiky byly pasazovany 2-—3krat tydné

ve sterilnim flowboxu.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie

Aceton 100% (kat. ¢. 20001-ATO, LECH-NER)

Acetonitril (kat. ¢. 271004, SIGMA ALDRICH)

Akrylamid/Bis roztok (30%) 29:1 (kat. ¢. 161-0156, BIO-RAD)
Amrubicin hydrochlorid (kat. ¢. HY-B0067A, MEDCHEMEXPRESS)
Benzonaza (kat. ¢. 70746-3, MERCK)

-merkaptoethanol (kat. ¢. M3148, SIGMA ALDRICH)
Bromfenolova modf (kat. ¢. B0O126, SIGMA ALDRICH)

Butanol (kat. ¢. 281549, SIGMA ALDRICH)

Coomassie Brilliant Blue R (kat. ¢. B7920, SIGMA ALDRICH)
Daunorubicin hydrochlorid (kat. ¢. 1164700, SIGMA ALDRICH)
Deionizovana voda (dH20)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4) (kat. ¢. APO-30016, LECH-
NER)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (kat. ¢. D8418, SIGMA ALDRICH)
Dodecylsiran sodny (SDS) (kat. ¢. 71729, SIGMA ALDRICH)
Doxorubicin hydrochlorid (kat. ¢. 1225703 , SIGMA ALDRICH)
Epirubicin hydrochlorid (kat. ¢. 1237382, SIGMA ALDRICH)
Ethanol (kat. ¢. 437433T, VWR)

Fetalni bovinni sérum (FCSI) (kat. ¢. P110704, PAN-Biotech)
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Fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF) (kat. ¢. 20203, USB)

Fluorid sodny (NaF) (kat. ¢. 450022, SIGMA ALDRICH)

Glycerol (kat. ¢. G5516, SIGMA ALDRICH)

Hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (Na2HPO4:2H20)
(kat. ¢. 30388APO, LECH-NER)

Hydroxid sodny (NaOH) (kat. ¢. 757527, SIGMA ALDRICH)

Chlorid sodny (NaCl) (kat. ¢. A131428, MIKROCHEM)

Chlorid draselny (KCl) (kat. ¢. APO-30076, SIGMA ALDRICH)
Idarubicin (kat. ¢. 1335701, SIGMA ALDRICH)

Kapalny dusik (kat. ¢. 7727-37-9, SIAD)

McCOY s médium (kat. ¢. M8403, SIGMA ALDRICH)
Merkaptoethanol (kat. ¢. M6250, SIGMA ALDRICH)

Methanol (kat. ¢. 10202LP20-10000, MIKROCHEM)

Octova kyselina (kat. ¢. W200611, SIGMA ALDRICH)

Ortovanadi¢nan sodny (Na3VOs) (kat. ¢. S6508, SIGMA ALDRICH)
Peroxodisiran amonny (APS) (kat. ¢. A3678, SIGMA ALDRICH)
Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablety (kat. ¢. 05892970001, ROCHE)
Protease Inhibitor Cocktail Tablety (kat. ¢. 05892791001, ROCHE)
Pyrofosfat sodny (NazP.07) (kat. ¢. P8010, SIGMA ALDRICH)

RPMI médium (kat. ¢. R8758, SIGMA ALDRICH)

Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (kat. ¢. 26634,
THERMOFISHER SCIENTIFIC)

Sterilni deionizovana voda

Tetramethylethylendiamin (TEMED) (kat. ¢. 15524-010, INVITROGEN)
Trichloroctova kyselina (kat. ¢. BP80, CHEMAPOL)
Tris(hydroxymethyl)aminometan (Tris) (kat. ¢. TRIS-RO. SIGMA
ALDRICH)

TRYPLE Tryple express (kat. ¢. 12604, GIBCO)

Pouzité roztoky

1,5M Tris-HCIl separacni gel pufr, pH=8,8 (kat. ¢. 161-0798, BIO-RAD)
0,5M Tris-HCl zaostiovaci gel pufr, pH=6,8 (kat. ¢. 161-0799, BIO-RAD)
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2x SDS lyza¢ni pufr (10 ml glycerolu, 2 g SDS, 1 ml merkaptoethanolu,
0,5 mg bromfenolové modii, 20 ml H20, 40 ul 1 M NaOH na 1,5 ml,
doplnit vodou na objem 50 ml)

10x Tris-glycin-SDS (10x TGS) elektrodovy pufr (kat. ¢. 1610772, BIO-
RAD)

10% SDS

10% APS

Fixacni pufr (metanol, voda, kyselina octova v poméru 50:45:5)
Fosfatovy pufr (PBS) (8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na2HPO4.2H;0, 0,2 ¢
KH2PO4, 1000 ml dH20

Mc COY s médium (Mc COY s + 50 ml 100% FCSI)

PBS pufr s inhibitory (2,23 g Na2P>07, 183,9 mg NasVOs, 210 mg NaF,
174,19 mg PMSF rozpusténého v 1 ml 100% methanolu, 1000 ml 1x PBS,
pH =7,4)

Promyvaci pufr (metanol, deionizovana voda, 1:1)

RPMI médium (RPMI + 50 ml 10% FCSI)

TGS pufr (100 ml 10x TGS, 900 ml dH20)

Pouzité soupravy

Pierce™ BCA Protein Assay Kit (kat. ¢. 23225, THERMOFISHER
SCIENTIFIC)

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

Pouzité pristroje

Analytické vahy (SCALTECH)

Cell Voyager CV7000 (YOKOGAWA)

Centrifuga 5810 R (EPPENDORF)

Centrifuga Mini Spin (EPPENDORF)

Centrifuga 5430 (EPPENDORF)

Echo®550 liquid handler (LABCYTE)
Elektroforetické vybaveni (BIO-RAD)

Fluorimetr Cary eclipse (VARIAN)

Inkubator s CO2 atmosférou (THERMOSCIENTIFIC)
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Software

Inkubator s termostatem (MAJOR SCIENCE)

Kalibrovany Denzitometr GS-800 (BIO-RAD)

Laminarni box HeraSafe (THERMOSCIENTIFIC)

Laserovy skener pro biomolekularni zobrazovani FLA 9000 (TYPHOON)
Magnetickd michacka MSH3 (BIOSAN)

pH metr UltraBasic (DENVER INSTRUMENT)

Pocitadlo bunék Vi-Cell XR (BECKMAN COULTER)

Sonikator Sonoplus (BANDELIN)

Spektrofotometr Cary 300 uv/vis (AGILENT)

Spektrofotometr EnSpire Multimode Plate Reader (PERKIN ELMER)
Svételny inverzni mikroskop Olympus IX51 (OLYMPUS)
Termoblok Bio TDB-100 (BIOSAN)

Ttepacka Vortex Genie 2T (SCIENTIFIC INDUSTRIES)

Dotmatics

EnSpireManager

Image J

Microsoft Office Excel

Operacni program fluorimetru Cary eclipse
Quantity One

Operacni program skeneru Typhoon FLA 9000

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

441 Meéreni spektralnich vlastnosti 1é¢iv

Jednotlivd [éCiva byla rozpuStétna v DMSO na poZadovanou koncentraci

10 mmol/l. Poté byla 1éCiva promeétena na spektrofotometru Cary 300 uv/vis a

na fluorimetru Cary eclipse. Do kyvety bylo vzdy napipetovano 10 pul 10 mmol/l 1é¢iva

S vyjimkou amrubicinu, které¢ho se do kyvety kvili slabému signélu pipetovalo 30 pl.

K 1éc¢ivu se pridaly 3 ml vody. Jako slepy vzorek byl pouzit roztok 10 ul DMSO a 3 ml

vody. Data ze spektrofotometru byla pfevedena do MicrosofOffice Excel a byly

22



vytvofeny grafy. Grafy z fluorimetru byly stazeny a jsou vyobrazeny s grafy z Excelu

ve vysledcich.

4.4.2 Stanoveni inhibi¢ni konstanty ICso pomoci MTS testu

Tento test je zalozen na principu piemény 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
karboxymethoxyphenyl)-2(4-sulfonyl)-2H-tetrazolium (MTS) na ve vodé rozpustny
formazan, ke které dochazi pomoci mitochondrialnich dehydrogenaz v metabolicky
aktivnich bunkach pfi teploté 37 °C. Formazan se kvantifikuje pomoci spektrofotometrie
a ma maximalni absorbanci pii 490 nm. MnozZstvi pfeménéného formazanu je piimo

umérné poctu zivych bunék, které jsou pfitomny ve vzorku (A. H. Cory et al., 1991).

Pro testovani byly pfipraveny buiiky o koncentraci 2,7 x 10%ml (bun&na linie
U-2 OS) a 1,3 x 10%ml (bunééna linie MDA-MB-231) a byly napipetovany
na 384jamkovy panel. Panely byly na 24 hodin uloZeny v inkubatoru pii 37 °C, 95%
vlhkosti a 5% obsahu oxidu uhli¢itého. Po inkubaci byly k buikdm pfidany testované
latky o koncentraci 10—0,001 mmol/l a panel byl opét inkubovan, tentokrat 72 hodin.
Po inkubaci byl ke vzorkim piidan 1 pul MTS (8,5 mmol/l) a desticky byly 90 minut
inkubovany. Poté byla na pfistroji EnVision Multimode Plate Reader zmétena absorbance

pii vinové délce 490 nm. Vysledky byly nasledné vyhodnoceny v programu Dotmatics.

4.4.3 Fluorescenéni mikroskopie

Burniky byly vysazeny na 384jamkovy panel pro zobrazeni fluorescence Zivych
bunék. Na jamku bylo vysazeno 2500 bunék v objemu 30 ul. Panel se nechal inkubovat
24 hodin pfi 37 °C a 5% CO:2 atmosfére. Nasledné¢ byly builky osetieny objemy latek,
které odpovidaly danym koncentracim stanovenym na zéklad¢€ vysledku méteni hodnoty
ICso, (Tab. 2 a 3). Léciva byla pienesena piistrojem Echo®550 liquid handler. Po osetfeni
bungk byla desticka ulozena do inkubatoru pfistroje Cell Voyager CVV7000, ktery slouzi
k zobrazovani Zivych bundk. Zivé buiiky byly monitorovany 6 hodin 60x objektivem

s vodni imerzi. Snimky byly nasledné upraveny pomoci Image J programu.
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Tab. 2: Vysledné koncentrace jednotlivych 1é¢iv pro bunéénou linii U-2 OS stanovené

na zaklad¢ vysledkli méteni ICso

Légivo C1 C2 C3 C4 Cs
[pmol/l] [nmol/l] [pmol/1] [pmol/1] [pmol/l]
Amrubicin 50
Daunorubicin 0,83 3,65 7,47 11,78 50
Doxorubicin 4,15 22,41 44,82 50
Epirubicin 2,49 12,45 24,07 36,52 50
Idarubicin 0,83 1,66 3,65 4,15 50

Tab. 3: Vysledné koncentrace jednotlivych 1é¢iv pro bunécnou linii MDA-MB-
231stanovené na zaklad¢ vysledkt méfeni ICso

Lé&ivo C1 C2 C3 Ca Cs
[umol/l]  [pumol/l] [umol/l] [pumol/] [pumol/l]
Amrubicin 41,5 50 - - -
Daunorubicin 0,83 0,83 1,66 3,65 50
Doxorubicin 1,66 5,81 11,62 16,6 50
Epirubicin 0,83 3,65 7,47 11,78 50
Idarubicin 0,83 0,83 1,66 2,49 50

4.4.4 Priprava vzorki pro SDS-PAGE lyzaci bunék tekutym dusikem

Na kultiva¢ni misky byly nasazeny 3 miliony bunék v celkovém objemu 10 ml.
Misky byly ulozeny na 24 hodin do inkubatoru, kde doslo k jejich naadherovani.
Po 24 hodinach byly burky oSetieny 1éCivy tak, aby vysledna koncentrace 1é¢iva v misce
odpovidala vysledkiim ICsp jednotlivych 1é¢iv (Tab. 4). Misky byly po oSetfeni ulozeny
opét do inkubatoru na 60—180 minut v zavislosti na ase jejich apoptozy, ktery byl zjistén

fluorescenéni mikroskopii (Tab. 5).
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Tab. 4: Pipetované objemy 1é¢iv, po kterych vysledné koncentrace 1é¢iv v miskach
pfi ptipravé vzorki lyzaci tekutym dusikem pro SDS-PAGE odpovidaly vysledkiim
koncentraci ICsg

Lécivo Objem latky K oSetifeni ~ Objem latky k oSetieni bunééné
bunééné linie U-2 OS [ul] linie MDA-MB-231 [pl]
1 x ICso 10 x ICso 1 x ICso 10 x ICso

Amrubicin 41,35 - - -
Daunorubicin 0,19 1,9 0,71 7,1
Doxorubicin 1,12 11,2 4,51 45,1

Epirubicin 0,73 7,3 2,43 24,3

Idarubicin 0,14 1,4 0,29 2,9

Tab. 5: Casy inkubaci jednotlivych bunéénych linii po oSetieni 1é¢ivy pii piipravé vzorkt
lyzaci tekutym dusikem pro SDS-PAGE

Cas inkubace Cas inkubace u bun&éné
U bunééné linie U-2 OS linie MDA-MB-231
1 x ICso 3 hodiny 3 hodiny
10 x ICso 90 minut 60 minut

Po inkubaci bylo odpipetovano z misek médium, buniky ze dna misek byly
uvolnény roztokem TRYPLE, poté se k uvolnénym buiikdm ptidalo plivodni médium.
Bunécna suspenze se nechala 5 minut centrifugovat pfi 450 g. Poté byly bunky
proplachnuty 10 ml ledového PBS pufru a po centrifugaci byly resuspendovany do 1,2 ml
ledového PBS pufru sinhibitory. Objem byl pienesen do mikrozkumavek. Bunky
v mikrozkumavkach byly 7 minut centrifugovany pii 450 g a 4 °C. Poté byl odebran

supernatant tak, aby ho nad peletou zistalo 20 ul. Obsah mikrozkumavek byl zamrazen
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tekutym dusikem a nasledné rozmrazen pii 25 °C. Zamrazeni a rozmrazeni se poté
provedlo jesté dvakrat, mezi tim byly vzorky vzdy protfepany na tiepacce. Dale byly
vzorky pfeneseny na led, kde byly uchovavany po dobu sonifikace. Sonifikace probihala
po dobu 2 minut, 25% amplitud¢ a pulzem o intervalu 0,5 s. Poté byla u vzorkli zméfena
koncentrace proteini BCA metodou a zméfena fluorescence. Takto charakterizované

vzorky byly pouzity pro SDS-PAGE.

445 Meéreni koncentrace proteinii ve vzorcich
K méfeni koncentrace proteinit ve vzorcich byl pouzit Pierce™ BCA Protein
Assay Kit, coz je dvouslozkové, vysoce piesné detergentné kompatibilni testovaci ¢inidlo
uréené k métfeni celkové koncentrace proteinti pii vinové délce 562 nm ve srovnani
s proteinovym standardem. Principem testu je redukce Cu?* na Cul® proteinem
v alkalickém prostiedi s vysoce citlivou a selektivni kolorimetrickou detekci méd’natého
kationtu kyselinou bicinchoninovou.

Na 96jamkovy panel bylo napipetovano ve dvou opakovanich 25 ul vody jako
slepého vzorku, 25 pl standardnich roztokt (1-7), 25 ul PBS pufru s inhibitory a 1 pl
jednotlivych vzorkd, ke kterym bylo vzdy pfidano 24 ul PBS pufru s inhibitory. Poté bylo
do kazdé¢ jamky ptiddno 200 pl reakéni smési, ktera byla nafedéna ze dvou roztokl sady
(Pierce™ BCA Protein Assay Reagent A a B) v poméru 50:1. Poté byl panel ulozen
na 30 minut do inkubatoru s termostatem, kde byla nastavena teplota 37 °C. Po uplynuti
byla na spektrofotometru zméfena absorbance panelu pti 562 nm.

Z naméfenych hodnot byla vytvofena kalibra¢ni kiivka standardG proteind.
Do rovnice kalibraéni kiivky byly za hodnotu y dosazeny hodnoty absorbanci
jednotlivych vzorki. Po dosazeni hodnoty do rovnice a po provedeni piepoctu vysla
koncentrace proteinti v daném vzorku. Vzorky byly dale nafedény tak, aby bylo na gel

napipetovano 10 pg proteind.

4.4.6 Meéreni fluorescence vzorki pripravenych lyzaci tekutym dusikem

Na 384jamkovy panel bylo napipetovano 15 pl jednotlivych vzorkii a byla
zméfena jejich fluorescence na spektrofotometru EnSpire Multimode Plate Reader.
Na stejny panel byly napipetovany pomoci pftistroje Echo®550 liquid handler 1éciva
Vv koncentracni fad€ odpovidajici 1x ICsg, 5% ICsp, 10x ICsp, 15% ICspa 50 umol/l a byla
u nich také zmeéfena fluorescence. Vysledky byly zpracovany v programu

MicrosoftOffice Excel.
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4.4.7 Priprava vzorki pro SDS-PAGE lyzaci 2xSDS lyza¢nim pufrem

Na kultivacni misky byly nasazeny 2 miliony bunc¢k a objem na miskach byl
doplnén na 10 ml. Misky byly na 24 hodin ulozeny v inkubatoru, aby opét doslo
k naadherovani bunék k povrchu misky. Po 24 hodinach bylo z misek odpipetovano 5 ml
média. Poté byly buiiky osetfeny jednotlivymi 1é¢ivy. Do kazdé misky bylo ptidano 25 pl
10 mmol/I 1é¢iva. Vysledna koncentrace 1é¢iva v misce se tedy rovnala 50 umol/l. Misky

byly po osSetfeni ulozeny na 3 hodiny do inkubatoru.

Po 3 hodinach inkubace byly misky vytazeny z inkubatoru. Bylo odpipetované
médium s 1é¢ivem. Bunky byly dvakrat promyté PBS pufrem s inhibitory a dvakrat
samostatnym PBS pufrem. Dale byl v poméru 1:2 nafedén 2xSDS lyzac¢ni pufr s PBS
pufrem s inhibitory a byly pfidany Phosphatase Inhibitor Cocktail tablety a Protease
Inhibitor Cocktail tablety. Objem 300 ul tohoto roztoku byl pfidan do kazdé misky
s oSetfenymi bunkami. Po zlyzovani buné€k byl jejich obsah pienesen do mikrozkumavek.
Mikrozkumavky se povafily 10 minut pii95°C na termoblotu. Poté se nechaly
mikrozkumavky se vzorky vychladnout. Po vychladnuti byly do v§ech mikrozkumavek
napipetovany 2 pl benzonazy. Mikrozkumavky se vzorky se nechaly 1 hodinu

pii pokojové teploté. Takové vzorky byly pfipraveny pro dalsi postupy a byly zamrazeny.

448 SDS-PAGE (elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti

dodecylsiranu sodného)

Elektroforéza je biochemicka metoda, pfi které ionty migruji v elektrickém poli.
Je pouzivana pro separaci molekul (proteini, DNA nebo RNA). Elektroforéza probiha
na polykarylamidovém gelu. Polyakrylamidovy gel vznikd polymerizaci akrylamidu a
N,N'-methylenbisakrylamidu. Polymerizace je vyvolana volnymi radikaly vznikajicimi
pii chemickém rozkladu persiranu amonného (APS). Do roztoku je pifidavan takeé
N,N,N’,N -tetramethylethylendiamin (TEMED), coz je stabilizator volnych radikalf.
Dodecylsiran sodny (SDS), ktery je do roztoku rovnéz ptidavan, maskuje skute¢ny naboj
proteinu. Proteiny maji zdporny naboj ptimo umeérny jejich velikosti a maji také podobny
tvar. Proteiny se v priabéhu SDS-PAGE rozdéli na zaklad¢ své molekulové hmotnosti,
pfi¢emz mensi, leh¢i proteiny doputuji dale nez proteiny vétsi, t€zsi, které se nachazi blize

k pocatku.
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Vzorky pfipravené podle ptedchozich postupt se nechaly rozmrazit. Mezitim byla
ptipravena elektroforeticka aparatura a byly pfipraveny 1,5 mm polykarylamidové gely
podle tab. 6. Mezi elektroforeticka skla byl nejprve nalit separa¢ni gel, ktery byl
prevrstven tenkou vrstvou butanolu vytfepaného s vodou. Gel se nechal ztuhnout,
po ztuhnuti byl pfipraven zaostfovaci gel. Butanol byl vyplachnut vodou a zaostfovaci
gel byl napipetovan na separacni, do kterého byl zanofen hiebinek. Gel se opét nechal
ztuhnout. Ztuhly gel mezi skly byl pfemistén do aparatury pro elektroforézu. Byl nalit
1x TGS pufr a na gel byly naneseny vzorky a standard. Elektroforéza byla spusténa a
na zdroji stejnosmérného proudu byla nastavena hodnota 110 V. Jakmile vzorky
doputovaly na rozhrani zaostfovaciho a separa¢niho gelu, byla hodnota nap¢ti nastavena
na 130 V. Jakmile bromfenolovda modi dorazila ke spodnimu okraji gelu, byla
elektroforéza ukoncena. Skla byla vyjmuta z vany, odtlacena od sebe a gel byl pfenesen
do fixacniho pufru. Nasledné¢ byly gely skenovany na laserovém skeneru
pro biomolekularni zobrazovani FLA 9000. Poté byly gely obarveny barvivem
Coomassie Brilliant Blue R, po obarveni byly promyty promyvacim pufrem a skenovany
na kalibrovaném denzitometru GS-800.

Tab. 6: Pouzité roztoky a jejich objemy pro pfipravu separa¢niho a zaostiovaciho gelu
pro SDS-PAGE

Roztok Separacni gel (12%) [nl] Zaostiovaci gel [ul]
30% a_lkrylamld / 0,8% 3000 4125
bis-akrylamid
1,5M Tris-HCI (pH = -
8.8) 1875

1 M Tris-HCI (pH = 6,8) - 312,5
10% SDS 75 25
10% APS 75 25

Deionizovana voda 2475 1750
TEMED 3 5
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5 Vysledky

5.1 Namérené spektralni vlastnosti vybranych léciv

Dle popisu metodiky byla ziskana a vyhodnocena data, ktera urcuji absorbanci,
excitatni a emisni vlnové délky jednotlivych 1é¢iv. Nejdfive byla zméfena
na spektrofotometru Cary 300 uv/vis absorbance jednotlivych latek. Absorbance
pro amrubicin je rovna 485 nm, pro daunorubicin 474 nm, pro doxorubicin 475 nm,
pro epirubicin 482 nm a pro idarubicin 488 nm. Na zaklad¢ vysledkd absorbance se
zméfila emisni spektra latek na fluorimetru Cary eclipse. Emisni maximum u amrubicinu
se rovnalo 507 nm a 576 nm, udaunorubicinu 593 nm, u doxorubicinu 595 nm,
u epirubicinu 592 nm a u idarubicinu 571 nm. Pot¢é se na zaklad¢ téchto vysledkii zpétné
proméfila spektra excitacni. Excita¢ni maximum se u amrubicinu rovnalo 254 nm,
287 nm a 458 nm, u daunorubicinu 254 nm a 498 nm, u doxorubicinu rovnéz 498 nm,
u epirubicinu 235 a 493 nm a u idarubicinu bylo rovno 255 nm a 488 nm. Vysledky jsou
ukazany v obrazcich ¢. 14—28 a shrnuty v tab. 7. Grafy byly vytvofeny v programu
MicrosoftOffice Excel a v programu fluorimetru Cary eclipse.

Tab. 7: Souhrn absorbanci, excitacnich a emisnich vinovych délek jednotlivych 1éCiv

zméfenych na spektrofotometru Cary 300 uv/vis a na fluorimetru Cary eclipse, které
vyobrazuji obrazky ¢. 14-28

Absorbance Excitaéni vlnova Emisni vinova
Lécivo
[nm] délka [nm] délka [nm]
Amrubicin 485 254, 287, 458 507, 576
Daunorubicin 474 254, 498 593
Doxorubicin 475 498 595
Epirubicin 482 235, 493 592
Idarubicin 488 255, 488 571
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Obr. 14: UV-VIS absorpéni spektrum amrubicinu s maximem intenzity pii 485 nm, graf
zobrazuje zavislost absorbance amrubicinu na vinové délce
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Obr. 15 a 16: Excita¢ni (vlevo) a emisni (vpravo) spektra amrubicinu S maximy excitace
254 nm, 287 nm, 458 nm a emise pii 507 nm a 576 nm, graf zobrazuje zavislost intenzity
fluorescence amrubicinu na vinové délce
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Obr. 17: UV-VIS absorpéni spektrum daunorubicinu s maximem intenzity pii 474 nm, graf
zobrazuje zavislost absorbance daunorubicinu na vinové délce
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Obr. 18 a 19: Excita¢ni (vlevo) a emisni (vpravo) spektra daunorubicinu s maximy excitace
pii 254 nm 498 nm a emise pii 593 nm, graf zobrazuje zavislost intenzity fluorescence
daunorubicinu na vlnové délce
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Obr. 20: UV-VIS absorpéni spektrum doxorubicinu s maximem intenzity pti 475 nm, graf
zobrazuje zavislost absorbance doxorubicinu na vinové délce
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Obr. 21 a 22: Excitaéni (vlevo) a emisni (vpravo) spektra doxorubicinu s maximy excitace
pii 498 nm a emise pii 595 nm, graf zobrazuje zavislost intenzity fluorescence doxorubicinu
na vinové délce
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Obr. 23: UV-VIS absorp¢ni spektrum epirubicinu s maximem intenzity pii 482 nm, graf
zobrazuje zavislost absorbance epirubicinu na vinové délce
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Obr. 24 a 25: Excita¢ni (vlevo) a emisni (vpravo) spektra epirubicinu s maximy excitace
pii 235 nm a 493 nm a emise pii 592 nm, graf zobrazuje zavislost intenzity fluorescence
epirubicinu na vlnové délce
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Obr. 26: UV-VIS absorp¢ni spektrum idarubicinu s maximem intenzity pii 488 nm, graf
zobrazuje zavislost absorbance idarubicinu na vinové délce
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Obr. 27 a 28: Excita¢ni (vlevo) a emisni (vpravo) spektra idarubicinu s maximy excitace
pii 255 nm a 488 nm a emise pii 571 nm, graf zobrazuje zavislost intenzity fluorescence
idarubicinu na vinové délce

5.2 Stanovena hodnota ICso pomoci MTS testu u vybranych 1é¢iv

Byla stanovena hodnota ICsp, stfedni inhibi¢ni koncentrace, kterd udava
koncentraci latky, ktera vyvola 50 % maximalniho bunécného poskozeni nebo apoptozu.
Méfeni probéhlo na bunéénych liniich U-2 OS a MDA-MB-231. Testovala se 1éCiva
amrubicin, daunorubicin, doxorubicin, epirubicin a idarubicin. Testovani probéhlo
na trech technickych a na tfech biologickych replikatech za pomoci Ing. Soni Gurské,
Ph.D., stejn¢ tak vysledky, které byly zprimérovany, a byla stanovena smérodatna
odchylka. Vyhodnoceni ICso prob&hlo v programu Dotmatics.

Tab. 8: Stanovené hodnoty ICsp a jejich smérodatné odchylky pro antracyklinova lé¢iva
na buné¢énych liniich U-2 OS a MDA-MB-231

|Cso bunéeéné linie Smérodatna 1Cso bunécéné linie Smérodatna
Létivo >0 odchylka MDA-MB-231 odchylka
U-2 OS [pmol/l] S .
méreni [pmol/l] meéreni
Amrubicin 41,35 3,82 >30 0

Daunorubicin 0,19 0,03 0,71 0,19
Doxorubicin 1,12 0,03 4,51 0,39
Epirubicin 0,73 0,1 2,43 0,42
Idarubicin 0,14 0,07 0,29 0,02
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5.3 Vysledky fluorescenéni mikroskopie

Bunky po oSetieni 1é¢ivy byly monitorovany 6 hodin 60x objektivem s vodni
imerzi v mikroskopu Cell Voyager CVV7000, snimky byly nasledné upraveny pomoci
Image J programu. Snimky jsou sjednoceny do kumulativnich obrazka (obr. 29 a 30).

Amrubicin 50 pmol/l

. .
Daunorubicin 1x ICs, Daunorubicin 10x ICs,
Epirubicin 1x ICs Epirubicin 10x ICs
Idarubicin 1x ICs, Idarubicin 10x ICs,

Obr. 29: Buné&éna linie MDA-MB- 231 oSetifena 1é¢ivy V koncentracich 1x ICsp a 10x ICso
monitorovana 6 hodin, fotografie z prvniho a tietiho sloupce byly pofizeny na pocatku
monitorovani, fotografie ve druhém sloupci po 3 hodinach a fotografie ve ¢tvrtém sloupci
po 1 hoding, doxorubicin nebyl detekovan
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Amrubicin 1x ICy,

Daunorubicin 1x ICsg Daunorubicin 10x ICsq

Epirubicin 1x ICs Epirubicin 10x ICs,

Idarubicin 1x ICy, Idarubicin 10x ICy,

Obr. 30: Buné&ena linie U-2 OS oSetiena 1é¢ivy v koncentracich 1xICso a 10x1Cso monitorovana
6 hodin, fotografie z prvniho a tfetiho sloupce byly pofizeny na poc¢atku monitorovani, fotografie
ve druhém sloupci po 3 hodinach a fotografie ve ¢tvrtém sloupci po 1 hoding, doxorubicin nebyl
detekovan

Z fotografii byl odecten Casovy usek, kdy se 50 % pozorovanych bun¢k nachazelo
v apoptoze. Casové udaje byly shrnuty do tabulky (Tab. 9). Dale byly pouzity

pro inkubac¢ni dobu po oSetfeni bunék.
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Tab. 9: Tabulka casovych udaji, zjiSténych fluorescenéni mikroskopii, kdy byly
pozorovany apoptické a morfologické zmény bunck

Cas U bun&&né linie U-2 OS  Cas u buné&&né linie MDA-MB-231

1 x ICso 3 hodiny 3 hodiny

10 x ICso 90 minut 60 minut

5.4 Vysledky méreni fluorescence vzorki lyzovanych tekutym

dusikem

Byla zmétfena fluorescence vzork lyzovanych tekutym dusikem a 1éciv
v koncentra¢ni fad¢ odpovidajici 1x ICsp, 5% ICsg, 10% ICso, 15x ICso a 50 pmol/l
na spektrofotometru EnSpire Multimode Plate Reader. Vysledky (Tab. 10-12) byly
zpracovany v programu MicrosoftOffice Excel. Na obrazcich ¢. 31 a 32 jsou grafy, které
ve sloupcich zobrazuji naméfené hodnoty vzorkli bunéénych linii U-2 OS a
MDA-MB-231 oSetfené¢ koncentracemi 1é¢iv odpovidajici 1x ICso a 10x ICso a déle
naméfené hodnoty intenzity fluorescence samotnych 1é¢iv o koncentracich
odpovidajicich 1x ICspa 10x ICsp.
Tab. 10: Tabulka s naméfenymi intenzitami fluorescence vzorki spole¢né s vinovou
délkou jejich maxim u bunéc¢nych linii U-2 OS a MDA-MB-231 osetfenych 1é¢ivy (AMR

— amrubicin, DAU - daunorubicin, DOX — doxorubicin, EPI — epirubicin, IDA —
idarubicin) o koncentraci 1x a 10x ICso a jejich kontrol

Vzorek  Maximum intenzity fluorescence  Maximum intenzity fluorescence

u U-2 OS u MDA-MB-231

K10 48 77

AMR 10 3646 -
DAU 10 188 1754
DOX 10 17 1418
EPI 10 235 733
IDA 10 186 839
K1 11 81
DAU 1 86 882
DOX 1 77 365
EPI1 61 418
IDA1 164 332
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Tab. 11: Intenzita fluorescence 1é¢iv v koncentra¢ni fadé odpovidajici 1x ICso, 5% ICsp,
10x 1Csp, 15x% ICspa 50 umol/l u bunééné linie U-2 OS

Vzorek 1x ICsp 5x ICso 10x ICso 15x ICso 50 pmol/1
PBS
s inhibitory 0 - - - -
(kontrola)

AMR 453 749 - - -
DAU 98 88 139 175 3050
EPI 21 61 178 284 1167
IDA 97 100 179 206 2214

Tab. 12: Intenzita fluorescence 1é¢iv v koncentra¢ni fad¢é odpovidajici 1x ICsg, 5% ICsp,
10x 1Csp, 15% ICs0a 50 umol/l u buné&éné linie MDA-MB-231

Vzorek 1x ICso 5x ICso 10x ICso 15x ICso 50 pmol/l
PBS
s inhibitory 0 - - - -
(kontrola)

AMR 489 - - - -
DAU 181 183 1801 2340 7673
EPI 203 987 1806 2601 3362
IDA 107 185 267 465 7268

Intenzita fluorescence vzorka u bunéc¢né

linie U-2 OS
250
g 200 m 1xIC50
c
[<5)
[&)
S 150
S ® Intenzita fluorescence
é samotnych 1é¢iv odpovidajici
g 100 koncentraci 1x IC50
N
E 10x IC50
£ 5o
- | Intenzita fluorescence
0 samotnych 1é¢iv odpovidajici
K DAU DOX EPI IDA koncentraci 10x IC50

Lécivo

Obr. 31: Graf zobrazujici intenzity fluorescence vzorkt bunééné linie U-2 OS, které byly
osetieny 1écivy (K — kontrola, DAU - daunorubicin, DOX — doxorubicin, EPI — epirubicin, IDA
— idarubicn) o koncentracich 1x ICsp a 10x ICsp a intenzity samotnych 1é¢iv koncentracné
odpovidajici 1x ICspa 10x 1Csp
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Obr. 32: Graf zobrazujici intenzity fluorescence vzorki bunééné linie MDA-MB-231, které byly
oSetieny 1é¢ivy (K — kontrola, DAU - daunorubicin, DOX — doxorubicin, EPI — epirubicin, IDA
— idarubicn) o koncentracich 1x ICsp a 10x ICso a intenzity samotnych 1é¢iv koncentracné
odpovidajici 1x ICspa 10x ICsp

5.5 Vysledky SDS-PAGE vzorkii lyzovanych tekutym dusikem

Byla provedena SDS-PAGE na 1,5mm polyakrylamidovém gelu. Na gel bylo
pipetovano 15 pl vzorku (10 ug proteini) a 3 ul Spectra™ Multicolor Broad Range
Protein Ladderu, pomoci néhoz byla po separaci stanovena velikost molekulové
hmotnosti. Separace proteint probihala pii napéti 110—130 V. Vyhodnoceni geli bylo
provedeno na laserovém skeneru pro biomolekularni zobrazovani FLA 9000 za pouziti
LPG filtru. Dale byly gely barveny pomoci barviva Coomassie Brilliant Blue R.
Po promyti byly skenovany na kalibrovaném denzitometru GS-800. Pro vizualizaci gelu
byl pouzit operacni program skeneru Typhoon FLA 9000 a Quantity One.

Vysledky SDS-page elektroforézy vyobrazuji obrazky ¢. 33 a €. 34. Obarvené gely
barvivem Coomassie Brilliant Blue R vyobrazuji obrazky ¢. 35 a 36.
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Obr. 33: Elektroforetogram vzorki bunétné linie MDA-MB-231 oSetiené antracykliny
s koncentraci 1x ICsg a 10x ICso, S popiskem velikosti bandd ladderu, které byly urceny
podle Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladderu a s popiskem jednotlivych jamek —
kontrol (K) a 1é¢iv daunorubicin (DAU), doxorubicin (DOX), epirubicin (EPI) a idarubicin (IDA)
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Obr. 34: Barvivem Coomassie Brilliant Blue R obarveny elektroforetogram vzorkd bunééné linie
MDA-MB-231 osettené antracykliny s koncentraci 1x ICsp a 10x ICso, S popiskem velikosti
bandt ladderu, které byly uréeny podle Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladderu a
s popiskem jednotlivych jamek — kontrol (K) a lé¢iv daunorubicin (DAU), doxorubicin (DOX),
epirubicin (EPI) a idarubicin (IDA)
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Obr. 35: Elektroforetogram vzorkd buné¢né linie U-2 OS oSetiené antracykliny s koncentraci
1% 1Cs0 a 10x ICsp, S popiskem velikosti bandd ladderu, které byly urceny podle Spectra™
Multicolor Broad Range Protein Ladderu a s popiskem jednotlivych jamek — kontrol (K) a 1é¢iv
amrubicin (AMR), daunorubicin (DAU), doxorubicin (DOX), epirubicin (EPI) a idarubicin (IDA)
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Obr. 36: Barvivem Coomassie Brilliant Blue R obarveny elektroforetogram vzorkd bunééné linie
U-2 OS osettené antracykliny s koncentraci 1x ICsp a 10x ICsp, S popiskem velikosti bandt
ladderu, které byly uréeny podle Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladderu a
s popiskem jednotlivych jamek — kontrol (K) a 1é¢iv amrubicin (AMR), daunorubicin (DAU),
doxorubicin (DOX), epirubicin (EPI) a idarubicin (IDA)
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5.6 Vysledky SDS-PAGE vzorki lyzovanych 2x SDS lyza¢nim pufrem

Byla opét provedena SDS-PAGE jako Vv ptedchozi ¢asti vysledkti. Vyhodnoceni
geli bylo opét provedeno nalaserovém skeneru pro biomolekuldrni zobrazovani

FLA 9000 za pouziti LPG laseru. Vysledky SDS-PAGE vyobrazuji obrazky ¢. 37 a €. 38.

Ladder K AMR DAU DOX EPI IDA
260kDa — . e ey
140 kDa ___,, == -~
100 kDa—» g =
50kDa —» . : ;

40 kDa —> .

Obr. 37: Elektroforetogram vzorkd bunééné linie MDA-MB-231 osetfenych antracykliny
s popiskem velikosti bandti ladderu, které byly ur¢eny podle Spectra™ Multicolor Broad Range
Protein Ladderu a s popiskem jednotlivych jamek — kontrol (K) a 1é¢iv amrubicin (AMR),
daunorubicin (DAU), doxorubicin (DOX), epirubicin (EPI) a idarubicin (IDA)
Ladder K AME DAU DOX EFI DA
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Obr. 38: Elektroforetogram vzorkt bunééné linie U-2 OS osetienych antracykliny s popiskem
velikosti bandl ladderu, které byly urceny podle Spectra™ Multicolor Broad Range Protein
Ladderu a s popiskem jednotlivych jamek — kontrol (K) a 1é¢iv amrubicin (AMR), daunorubicin
(DAU), doxorubicin (DOX), epirubicin (EPI) a idarubicin (IDA)
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6 Diskuse

Tato prace se zabyva studiem a vyuzitim chemicko-fyzikalnich, v mém ptipadé
spektralnich, vlastnosti 1¢¢iv v identifikaci jejich molekularnich cilti. Pro Gcely prace byla
vyuzita 1éCiva patfici do skupiny antracyklinti. Lé¢iva z této skupiny jsou kovalentnimi
inhibitory, coZ jsou sloucCeniny navrzené tak, aby se kovalentn¢ navazaly na specificky
molekularni cil, kterym mutzou byt naptiklad DNA a proteiny, a potlacily tak jeho
biologickou aktivitu (T. A. Baillie, 2016).

Pti méteni spektralnich vlastnosti 1é¢iv byly naméfeny vinové délky, které se
témef vzdy shodovaly s vinovymi délkami uvedenymi v literatufe, ale také maximav UV
oblasti, ktera nejsou v publikacich zminéna. Podle (A. Juarranz et al., 1999) se vinové
délky daunorubicinu rovnaly 470 nm pro excitaci a 560 nm pro emisi. Vlnové délky
naméfeny v moji praci se u tohoto Ié¢iva rovnaly 254 nm a 498 nm pro excitaci a 593 nm
pro emisi. Dle (J. H. de Lange et al., 1992) byly vinové délky doxorubicinu rovny
u excitace 480 nm a pro emisi 560—590 nm. V moji praci se délky zminéného lé¢iva
rovnaly 498 nm a 595 nm. Clanek (C. Ozluer et H. E. S. Kara, 2014) uvadi vinové délky
idarubicinu pro excitaci 482 nm a pro emisi 571 nm. Vysledek v moji préaci u idarubicinu
byl rovny pro excitaci 255 nm a 488 nm a pro emisi se rovnal vysledku z literatury
571 nm. U epirubicinu uvadi (W. I. Dodde et al., 2003) naméfené vinové délky 474 nm
pro excitaci a 551 nm pro emisi. Vysledky v moji bakalaiské praci jsou rovny pro excitaci
235 nm a 493 nm, pro emisi 592 nm. Podle (Noguchi T. et al., 1998) byly vlnové délky
amrubicinu uvedené v literatufe rovny U excitace 465 nm a u emise 560 nm. Hodnoty
uvedené v praktické ¢asti mé prace udavaji 254 nm, 287 nm a 458 nm pro excitaci a
507 nm a 576 nm pro emisi. Pfi¢inou odliSnosti mych vysledkt oproti literatufe mize byt
vyuziti jiného méficiho pfistroje, kterym byly v mém piipadé fluorimetr Cary eclipse a
spektrofotometr Cary 300 uv/vis. Dalsi pfi¢inou mize vychazet z odliSnosti pouzitého
rozpoustédla, ponévadz mize dochazet k interakcim mezi rozpoustédlem a molekulami

rozpousténé latky (N. Mataga et al., 1956).

Hodnocené latky byly u linie MDA-MB-231 vice cytotoxické nez u linie U-2 OS.
U linie MDA-MB-231 mél nejvyssi cytotoxicitu idarubicin (0,29 pmol/l) a naopak

v

cv w7

Hodnota ICso pro doxorubicin u linie MDA-MB-231 je podle (Yang L. etal., 2011) rovna
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0,83869 umol/l, mnou naméfend hodnota je rovna 4,51 pmol/l. Hodnoty mohou byt
rozdilné v disledku pouziti jiného testu na méteni ICsg, kterym byl v mém piipadé MTS
test, v ¢lanku to byl MTT test a také v dasledku experimentalniho uspotadani, naptiklad
vV poétu pouzitych bun¢k, dale se také mohla lisit pasaZz bunék nebo jejich rozdilna
kultivace. Jak jiz bylo zminéno, linie U-2 OS je odvozena od osteosarkomu a linie MDA-
MB-231 od adenokarcinomu prsu. Pro 1é¢bu obou typt nadort se v klinické praxi pouziva
doxorubicin nebo epirubicin, ale ten viak jen pro 1é6¢bu karcinomu prsu (SUKL, 2018).
Doporucend davka pii monoterapii doxorubicinem se obecné¢ doporucuje v rozmezi
110-165 pmol/m? télesného povrchu intravendzni injekci jednou za tfi tydny, podobné
tomu je u daunorubicinu i epirubicinu, kdy je doporucend davka daunorubicinu
151 pmol/m? a epirubicinu 110-165 pmol/m?. U idarubicinu se davkovani lisi a to v tom,
z7e se doporugena davka 24 umol/m?/den podava intravendzné po dobu 3 dnii (SUKL,
2018). Z toho vyplyva, ze i nami zvolena koncentrace 1é¢iv pro osetieni bungk, ktera se

rovnala 50 umol/l, byla v souladu s davkami podavanymi pacientim pii 1é¢bé.

Fluorescen¢ni mikroskopie byla provedena na mikroskopu Cell Voyager CV7000.
Me¢teni se provadélo s koncentracemi latek, které odpovidaly hodnotdm 1x 1Csp a
10x ICs0. Na fotografiich je mozné pozorovat latky akumulované v cytoplazmé,
napiiklad u bunééné linie MDA-MB-231, u 1é¢iva amrubicinu, pii jeho koncentraci
50 umol/l na pocatku monitorovani. Déle jsou patrné latky akumulované v jadre bunky
napiiklad u bunééné linie MDA-MB-231, u lé¢iva daunorubicinu, pii jeho koncentraci
odpovidajici 1x ICsp, po tfech hodinach monitorovani. Na fotografiich lze také vidét, jak
u bun¢k dochazi k postupnému smrstovani napiiklad u bunééné linie MDA-MB-231,
u lé¢iva epirubicinu, pti jeho koncentraci odpovidajici 10x ICsp, po tfech hodinach
monitorovani. U bun&tné linie U-2 OS, u lé¢iva amrubicinu, pii jeho koncentraci
odpovidajici 1x ICso, po tfech hodinach monitorovani dochdzi dokonce k apoptoze.
V ¢lanku (T. Yamaoka et al., 1999) zminuji, ze amrubicin ma napiiklad ve srovnani
s doxorubicinem nizsi afinitu k DNA, coz tedy znamena, ze se 1é¢ivo akumuluje vice
Vv cytoplazmatické membrané. Vysledky stanovené v moji praci tedy odpovidaji

vysledkiim uvedenym v ¢lanku.

Bylo provedeno oSetfeni bunéénych linii koncentracemi 1éCiv vyplyvajicich
z méieni hodnoty ICso. Poté byla provedena lyzace bunék dvojim zptisobem. Prvnim byla

lyzace tekutym dusikem. Takto ptfipravené lyzaty byly pouzity k méfeni koncentrace
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proteinit a vzorky jsou takto pfipraveny i pro praci na kapalinové chromatografii
s hmotnostnim spektrometrem. U takto pfipravenych lyzatd dochazi k zachovani
struktury proteinti, kdezto pii piipraveé vzorki lyzaci 2x SDS lyza¢nim pufrem, ktera byla

pro porovnani také provedena, dochazi k jejich denaturaci.

U vzorki, které byly lyzovany tekutym dusikem, byla zméiena jejich intenzita
fluorescence. Intenzita fluorescence byla zméfena také u samostatnych IéCiv, které
koncentraci odpovidaly 1x ICsoa 10x ICso. Vysledky ukazuji, Ze a¢ nékteré ze vzorka
oSetfenych 1é¢ivy, napiiklad daunorubicin a epirubicin u linie MDA-MB-231 nebo
daunorubicin u linie U-2 OS, nebyly detekovany na gelu kvuli nizké intenzité
fluorescence, tak tyto vzorky, kdyz jsou méfeny samostatné bez piidani 2x SDS lyza¢niho
pufru, ktery se pfidava ke vzorkim pied nanesenim na gel, vykazuji pomé&rné vysokou
intenzitu fluorescence, ba dokonce vyssi, nez samostatné l1éCivo. Je tedy mozné, Ze
fluorescence téchto latek ve vzorcich lyzovanych dusikem je ovlivnéna kuptikladu
dodecylsiranem sodnym nebo jinou chemikalii, ktera je obsazena ve 2x SDS lyza¢nim

pufru nebo také kovalentnimi a nekovalentnimi interakcemi.

Vzorky byly separovany pomoci elektroforézy na polyakrylamidovém gelu.
Pomoci Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladderu byla stanovena velikost
separovanych proteint. U vzorki linie MDA-MB-231 lyzovanych tekutym dusikem jsou
viditelné proteiny, které maji velikost mezi 70—140 kDa a proteiny, jeZ maji velikost
ptiblizn¢ 70 kDa. U vzorki bunééné linie U-2 OS rovnéZz lyzovanych tekutym dusikem
jsou vysledky stejné az na doxorubicin, u kterého Ize vidét i proteiny, které maji velikost
mezi 40—50 kDa. Hodnota velikosti enzymu topoizomerazy I uvedena v databazi je rovna
90,726 kDa a hodnota velikosti topoizoemrazy Il je rovna 170,679 kDa (UniProt, 2018).
Tyto gely byly obarveny barvivem Coomassie Brilliant Blue R a byly tak vizualizovany
vSechny proteiny, na které se barvivo navdzalo, a které bylo diky jeho absorbanci
detekovano skenerem. U vzorki lyzovanych 2x SDS lyzaénim pufrem je pocet
separovanych viditelnych proteinti po detekci fluorescenénim skenerem podstatné vyssi.
Pravdépodobné v disledku vyssi koncentrace 1éciva, kterym byly bunky oSetiené.
Nejvyssi fluorescenci vykazuji 1é¢iva doxorubicin a epirubicin u bunécné linie U-2 OS.
U bunécné linie MDA-MB-231 vykazuji fluorescenci vSechna 1é¢iva kromé amrubicinu,

coz miize byt ve spojitosti s jeho nizkou cytotoxicitou.
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[ Zavér

V teoretické ¢asti byla vypracovana reSerSe o chemicko-fyzikalnich vlastnostech
latek vyplyvajicich z jejich struktury, dale byl zpracovan seznam komerc¢né dostupnych
kovalentné¢ se vazajicich inhibitord (antracyklini), mechanismii jejich Uc¢ink,
publikovanych vedlejsich ucinkd jako je kardiotoxicita a jejich chemicko-fyzikalnich

vlastnosti. V ramci prace tedy byly splnény stanovené cile.

V experimentalni Casti byly proméfeny spektralni vlastnosti 1éCiv, které byly
vyuzity pro jejich detekci v dal$ich experimentech. Déle byla stanovena hodnota ICsp,
ze které byl stanoven objem a koncentrace 1é¢iva k oSetfeni bun¢k. Nejvyssi cytotoxicitu
vykazoval u obou bunéénych linii idarubicin a naopak nejnizsi amrubicin. Celkové mély
hodnocené latky u bunécné linie MDA-MB-231 vyssi cytotoxicitu nez u bunééné linie
U-2 OS. Byla provedena fluorescen¢ni mikroskopie na piistroji Cell Voyager CV7000,
ktery slouzi k zobrazovani zivych bun¢k. Tim byly stanoveny casy inkubaci bunék, které
byly nésledné vyuzity pii oSetfeni bunék lécivy. Je dulezité zminit, ze v tomto
experimentu nebyl zméfen doxorubicin kvili Spatnym fluorescencnim vlastnostem. Dale
byla sledovana distribuce 1é¢iva v butice, zda se tedy nachazi v cytoplazmé nebo v jadie.
Dalsim ukolem bylo oSetfeni bun¢k a naslednd ptfiprava bunécnych lyzati. Ty byly
pripraveny dvojim zpusobem, tekutym dusikem a klasickou lyzaci 2x SDS-lyza¢nim
pufrem. U vzorkd lyzovanych tekutym dusikem byla zméfena koncentrace proteinti a
intenzita fluorescence. Tyto vzorky lze vyuzit i pro dalsi experimenty. Zavéreénou fazi
praice bylo provedeni SDS-PAGE, kdy byly pfipravené vzorky separovany
na polyakrylamidovych gelech, které byly nasledné skenovany na laserovém skeneru
pro biomolekularni zobrazovani. Pomoci Spectra™ Multicolor Broad Range Protein
Ladderu byla stanovena velikost separovanych proteinti, ktera se rovnala piiblizné
70 kDa, coz je velikost odpovidajici velikosti enzymu topoizomerazy I, ktera je jednim
z cilt 1é¢iv v buiice, avsak je nutné tuto skutenost ovéfit napiiklad Western blotem nebo

kapalinovou chromatografii s hmotnostnim spektrometrem.
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