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1 Uvod

V soucasné dobé€ je na svéteé syntetizovano velké mnozstvi novych chemickych
predpokladd moznost protinadorové aktivity. V pfipadé chemoterapie se tyto latky
nazyvaji cytostatika a jejich cytotoxicky ucinek je vlastné¢ jakymsi potencidlem
¢i schopnosti  zabijet bunky. Tato schopnost je testovana specifickymi postupy
na nadorovych bunéénych liniich pomoci nejriznéjsich testl cytotoxicity, kterymi jsou
napiiklad MTT test, SRB test, LDH test a dalSi. Cely proces vyvoje a zjistovani t¢inku
novych aktivnich latek byl vyvinut proto, ze rakovina se stava pro lidstvo ¢im dal vétsi
hrozbou, které je i v dnesni vyspélé dobé tézké celit. VSude kolem nas se objevuji
faktory, které mohou ke vzniku rakoviny pfispivat. Nékteré nezadouci podminky si vSak
vytvaiime sami. Spatnd vyziva, malo pohybu, koufeni a jiné $kodlivé navyky.
Kolorektalni karcinom, o kterém je psano v nasledujici kapitole, obecné patii k jednomu
Z nejcastéjSich zhoubnych onemocnéni. U chelatorti je predpokladana biologicka
protinadorova aktivita. Proto byly pravé jejich derivaty vybrany pro testovani v této

bakalarskeé praci.



2 Cile prace

Cilem této bakalaiské prace bylo vypracovani literarni reSerSe tykajici se
problematiky kolorektalniho karcinomu se zaméfenim na terapii, zvlasté chemoterapii,
dale reSerSe na téma testovani cytotoxicity a biologicky aktivnich chelatort.

V experimentalni Casti prace bylo mym Ukolem sezndmit se schodem
laboratofe tkanovych kultur, testovani cytotoxicity (MTT test) a zjistovani
protinadorového ucinku nové syntetizovanych latek na nadorovych bunéénych liniich
(U20S, C6, UB7TMG, klony HCT116, CCRF-CEM). Nakonec probihalo zjistovani
kumulace latek v bunkach fluorescenéni mikroskopii a hledani mechanismu ucinku

pomoci prutokové cytometrie.
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 Kolorektalni karcinom

Timto dvouslovnym terminem oznacujeme zhoubné onemocnéni, které vznika
maligni transformaci cylindrického epitelu tlustého stieva a rekta. Obvyklou predzvésti
kolorektalniho karcinomu je vznik polypt (Adam et Vorli¢ek et Vanicek et al., 2004).
K hodnoceni karcinomu se pouZzivd tzv. TNM Kklasifikace, kde T informuje
o vlastnostech priméarniho nadoru, N se tyka regionéalnich miznich uzlin a M vzdalenych
metastdz (Novotny et Vitek et al., 2012). Tato Kklasifikace je znazornéna na Obr. 1.
Pro kolorektalni karcinogenezi je dulezity onkogen K-ras a protein p53, ktery slouZi
jako tumor-supresorovy gen, a logicky je proto u mnoha nadoru zji$tén jako zmutovany
(Jablonska et al., 2000). Kolorektalni karcinom cCasto metastazuje do jater (Adam
et Krejci et Vorlicek et al., 2010).

TNM Stadium Rozsah nadoru 5 let pieziva
Tis NO MO 0 Karcinom in situ 100 %

T1 NO MO | Invaze submukdzy 93,2 %
T2 NO MO I Invaze muscularis propria 90 %

T3 NO MO A Invaze do subserdzy nebo perikolické tkané 84,7%

T4 NO MO 1B Perforace visceralniho peritonea nebo pfima invaze do prilehlych organa & tkanf 72,2 %
T1-2 N1 MO A T1-2 a metastdzy v 1-3 regionalnich lymfatickjch uzlindch 83,4 %
T34 N1 MO ne T34 a metastazy v 1-3 regionalnich lymfatickych uzlindch 64,1 %
Jakékoliv T N2 MO nc Metastazy ve 4 nebo vice regiondlnich lymfatickych uzlinach 443 %
Jakekoliv T, jakékoliv N M1 N Vzdalené metastazy 8,1%

Obr.1: TNM Kklasifikace stadii kolorektalniho karcinomu.

(Ptevzato a upraveno: Biichler, 2009)

3.1.1 Epidemiologie a etiologie

Toto onemocnéni je celosvétové rozSifené a patii mezi vice Casté. Nejvice
se objevuje u lidi kolem 70 — 74 let (Adam et Krejéi et Vorli¢ek et al., 2010). V Ceské
republice se drzi na piednich mistech Cetnosti rozsifeni. V poslednich letech vSak
umrtnost na tento karcinom klesa. Divodem je nejspiSe doporuCovany pravidelny

screening obyvatel uréitych vékovych kategorii (Novotny et Vitek et al., 2012).
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Co se tyka moznych pficin vzniku karcinomu, existuji studie, které se zaméfily
na vliv potravy. Kombinace potravy s vysokym obsahem cerveného masa (Egeberg
etal., 2013; Chao et al., 2005; McCullough et al., 2013), Zivo¢isného tuku a zaroven
nizkého obsahu vlakniny zvySuje riziko tohoto onemocnéni. Naopak vysoky obsah
vlakniny, dostatek vapniku a selenu, vitaminu C a D (vit. D: Espié et al., 2013)
a aminokyseliny methioninu pfispiva k ochrané pfed vznikem tohoto nadoru. Nutny je
také t€lesny pohyb (Adam et Vorli¢ek et Vanicek et al., 2004).

Geneticky je podminéno minimum téchto tumort. Radime mezi né ty, u kterych
je diagnostikovatelna geneticka abnormalita vedouci ke vzniku tumoru. Tuto skupinu
nazyvame hereditarnimi karcinomy tlustého stieva a patii sem napiiklad Lynchuv
syndrom (nepolyp6zni karcinom) ¢i syndrom familiarni polypozy tlustého stieva. Piimi
piibuzni nemocnych maji zvySenou pravdépodobnost vyskytu onemocnéni, a to 3 — 4x,
i kdyz nejde o familiarni polypézu ¢i Lynchiiv syndrom. Tuto skupinu nazyvame
Sfamiliarni vyskyt karcinomu tlustého streva (Adam et Krej¢i et Vorlicek et al., 2010;
Adam et Vorli¢ek et Vanicek et al., 2004).

3.1.2 Diagndza

VSe zéavisi na pifesné lokalizaci nadoru, jeho rozsahu a stadiu onemocnéni
(Obr. 1). Mezi hlavni symptomy patii krvaceni do stolice o rizné intenzité, které je vSak
nepravidelné u nadoru stieva. Casté jsou bolesti v biise, slabost, inava, vahovy Ubytek
a anemizace (Adam et Vorlicek et Vanicek et al., 2004). Tyto ptiznaky vSak mize
perforace stieva (Adam et Vorlicek et Vanicek et al., 2004). Mensi nadory jsou
zpravidla bezpiiznakové (Novotny et Vitek et al., 2012).

Existuje nékolik hlavnich metod pro diagnostikovani kolorektalniho karcinomu.
Pti jejich pozitivnich vysledcich se vyuzivaji doplitujici metody, zjiStujici naptiklad

pritomnost metastaz v téle a jejich lokalizaci.

3.1.2.1 VySetifovaci metody

K zékladnim vysetfovacim metoddm patii endoskopie tlustého stteva, kdy jsou
odebrané vzorky nasledné zasilany na histologii a dale rentgenologicky vySetfovany
aplikaci kontrastni latky a vzduchu, tj. metoda dvojiho kontrastu. Prvni metoda je vSak

vyuzivangj$i. Nadory rekta Ize diagnostikovat pohmatem, endosonograficky
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¢i magnetickou rezonanci panve. Druhy zpusob zjistuje rozsah nemoci a patii
K nejcitlivéjsim postuptim vysetieni (Adam et Krejéi et Vorlicek et al., 2010).

Kolonoskopie a jeji varianty (endoskopické vysetieni stieva) se provadi
pii zjisténych symptomech. Negativni vysledek vSak pfitomnost nadoru nevylucuje, jen
oznamuje, ze nador nebyl nalezen. Pii pretrvavani pfiznaki je nutné vysetfeni s urcitym
Casovym odstupem opakovat (Adam et Krejéi et Vorlicek et al., 2010).

Pokud je podezieni na dédicny typ rakoviny, mél by se pacient podrobit
genetickému vySetfeni. Testovani mikrosatelitové nestability by se mélo provadét
u vSech lidi s timto karcinomem vzniklym do 50 let véku. Timto pfistupem mohou byt
odhaleny dédi¢né formy rakoviny, u kterych jsou vyvinuty jiné zptsoby nasledné 1écby
(Novotny et Vitek et al., 2012).

K dal§im vySetfovacim metodam patii vySetieni na okultni krvaceni. Existuji
dva typy testli a jsou zalozené na odebirani vzorka stolice. Jeden z nich je zalozen
na pseudoperoxidazové aktivité tetrapyrolu hemu. Zde je prokazovana tetracyklicka
struktura hemu poskytujici pseudoperoxidazovou rekaci, ktera zpusobuje zbarveni.
U tetrapyrolové struktury hemu vSak miize dojit k jejimu rozstépeni a faleSné negativité
testu. Tento test je rozsifeny v Ceské republice. Druhym typem testu, vyuzivanym
hlavné¢ v zahranici, je imunotest zalozeny na reakci globinu a protilatky (Adam et Krejci
et Vorlicek et al., 2010).

Dals§i moznosti je monitorovani nddorovych markert. U nemocnych se hlida
hladina karcinoembryonélniho antigenu (CEA), kterd je pfi onemocnéni kolorektalnim
karcinomem zvySena. VySetfeni tohoto markeru se vyuZiva k monitorovani pacientl
po operaci. Kdyz koncentrace CEA roste, znaci to bud’ metastaze anebo recidivu nadoru
(Adam et Krej¢i et Vorlicek et al., 2010; Adam et Vorli¢ek et Vanicek et al., 2004).

Pti néalezu polypi v tlustém stfevé je automatické jej oznacit za potencialné
maligni, nasledné¢ jej endokospicky odstranit a ptfedat na histologii. VéEtSina
kolorektalnich karcinomu totiz vznika z adenomovych polypt v pribéhu az 15 let. Jen
malo karcinomii vznika kancerogeneticky de novo (Adam et Krej¢i et Vorlicek et al.,
2010; Adam et Vorli¢ek et Vanicek et al., 2004).

3.1.3 Terapie karcinomu tlustého stieva

K terapiim kolorektalniho karcinomu patii chirurgicka 1écba, radioterapie

a chemoterapie. Vhodna terapie se voli dle ruznych klasifikaci nadori a stadia
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onemocnéni. Progndzy jsou zde pouze orienta¢ni a individualni. Udava se az pétileté
preziti po terapeutickém zasahu. Doba se lisi dle stadia onemocnéni a plati, Ze ¢im vyssi
stadium nemoci, tim méné lidi na pétiletou hranici dosahne (Adam et Krej¢i et Vorlicek
et al., 2010). Detailngjsi procentualni rozpis je uveden v Obr. 1.

Chirurgicka 1écba se déli na kurativni a paliativni 1é¢bu. U prvni z nich,
kurativni 1é¢by, se klade dlraz na dokonalé odstranéni nddoru. Provadi se i mistni
odstranéni uzlin z ditvodu pfedchazeni metastazim a také z diivodu histologického, kdy
se vySetfenim téchto uzlin stanovi stadium nemoci a miize se zvolit odpovidajici terapie.
Druhy typ — paliativni 1é¢ba by méla vést ke zlepSeni efektu nésledné terapie, napiiklad
chemoterapeutické. Tento typ 1éCby se déli na onemocnéni lokalizované a metastatické
(Adam et Krej¢i et Vorlicek et al., 2010; Adam et Vorlic¢ek et Vanicek et al., 2004).

Radioterapie je u kolorektalniho karcinomu provadéna jen vyjimec¢né, a to
voblasti rekta. VyuZivana je vkombinaci schemoterapii - konkomitantni
chemoradioterapie (Adam et Krej¢i et Vorlicek et al., 2010). Pii pfedoperacnim
ozafovani se aplikuji niz§i davky a ucelem je cytoredukce. V piipad¢ ozatovani
neoperovatelného nadoru je mimo jiné ucelem dosazeni jeho operability (Novotny

et Vitek et al., 2012).

3.1.3.1 Chemoterapie

Chemoterapie ma v této praci svou dulezitost, proto je ji vénovana vlastni
podkapitola. Existuje vice typi chemoterapeutickych piistupi. Prvnim znich je
chemoterapie adjuvantni (pooperacni), jejimz cilem je ni€it mikrometastazy
po chirurgické kurativni terapii. Standardné¢ je zde doporuCovano cytostatikum
5-fluorouracil (5-FU; struktura na Obr. 2) v modulaci leukovorinem, tzv. FUFA (Adam
et Krej¢i et Vorlicek et al., 2010). 5-fluorouracil pusobi na bunky v S-fazi bunééného
cyklu (Jablonska et al., 2000; Martinkova et al., 2011). Tato chemoterapie je provadéna
optimalné¢ po dobu Sesti mésicti a jeji vysledky se odraZeji v prodlouzeném pieZiti
nemocnych (pozn.: ptesnéjsi vysledky zavisi na konkrétnim stadiu onemocnéni; Obr. 1).
Misto standardné pouzivanych latek jsou i jiné, napiiklad kapecitabin (CAP, struktura
na Obr. 2), ktery metabolizuje na 5-fluorouracil a téinnosti je srovnatelny s FUFA. Ma
vSak mirnéj$i nezddouci ucinky a je 1épe pfijiman pacienty diky tomu, Ze se podava per
0s, tj. usty. KdalSim latkam, které byly zkouSeny v adjuvantni chemoterapii, patii

tzv. cytostatika nové generace, jako je irinotecan a oxaliplatina, kombinované s FUFA
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(Adam et Krejci et Vorlicek et al., 2010). Irinotecan se ale kvili pievaze nezadoucich
Oxaliplatina zpisobila sniZeni relapst onemocnéni o 26 % (Adam et Krejci et Vorlicek
et al., 2010). Jeji kombinovani s 5-fluorouracilem je tedy 0¢innéj$i formou nez Cisté
fluoropyrimidinové rezimy. Adjuvantni chemoterapie nevykazuje zdvislost na veéku
pacienta, prospéch z 1é¢by i toxicita je u mladsich a starSich lidi srovnatelna (Novotny
et Vitek et al., 2012).

0
HN)kO/\/\/
F
B
o /g
. | N~ o
| NH HsC O
N o}
H HO OH
5-FU CAP

Obr. 2:  Chemicka struktura 5-fluorouracilu (5-FU) a kapecitabinu (CAP).

(Ptevzato a upraveno: Wisniewska-Jarosinska et al., 2011)

DalSim typem je chemoterapie paliativni (pro inoperabilni nadory). Je
predepisovana pfi zjisténi recidivy (Adam et Vorlicek et Vanicek et al., 2004). Hojné je
také vyuzivan 5-fluorouracil a to jiz od roku 1957. Je relativné dobie snaen. Skala
nezadoucich ucinku se 1isi dle zpisobu aplikace — bolusova a kontinuélni, a s raiznym
mechanismem ucinku. Bolusova aplikace zpiisobuje nezddouci ucinky tykajici se
pfedevsim krve. U kontinudlni aplikace je pozorovana kozni a slizni¢ni toxicita (Adam
et Krej¢i et Vorlicek et al., 2010). Mezi daldi vyuZivané latky patii, stejné jako
v chemoterapii adjuvantni, irinotecan, oxaliplatina, kapecitabin, dale gemcitabin
a raltitrexed (Adam et Vorlicek et Vanicek et al., 2004).

Své misto zde maji i monoklonalni protilatky. U metastazujiciho kolorektalniho
karcinomu (MmCRC) je standardni chemoterapii kombinace irinotecanu (eventualné
oxaliplatiny) a bevacizumabu. Posledni zminény je pravé tou monoklonalni protilatkou

proti n¢kterym variantdm rastového faktoru (vaskularni endotelialni, VEGF-A), ktery
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ma svij vyznam v regulaci angiogeneze. Toto cileni na konkrétni receptory rustovych
faktorti 1ze oznacit jako cilena, biologickd 1écba (Adam et Krej¢i et Vorlicek et al.,
2010). Bevacizumab v kombinaci s 5-fluorouracilem zvysil procento pieziti pacienti
s MCRC (Hurwitz et al., 2004). Dalsi monoklonalni protilatkou mize byt cetuximab,
ktery inhibuje receptor epidermalniho rstového faktoru (EGFR), jehoz nadprodukce je
pifi onemocnéni kolorektdlnim karcinomem velice casto zjiSténa. Cetuximab
ve vysledku indukuje apoptdzu. K nejéastéj$im nezadoucim ucinkim a zaroven
faktorem 1é¢ebné odpovédi cetuximabu patii kozni toxicita. Cim vétsi intenzita koZni
toxicity, tim lep$i UCinnost terapie. Predikatorem odolnosti na terapii touto
monoklonalni protilatkou je pfitomnost mutace K-ras (Adam et Krej¢i et Vorlicek et al.,
2010). Proti EGFR ptsobi i monoklonalni protilatka panitumumab. Cetuximab
I panitumumab jsou Vv klinické praxi vyuzivany pro 1ébu mCRC (Novotny et Vitek
etal.,, 2012). Obchodni nézev protildtky bevacizumabu je Avastin, protilatky
cetuximabu Erbitux a u panitumumabu je to Vectibix (Klener et Klener, 2010).

Utinnost chemoterapie se razantné zvysuje pravé pii kombinaci s biologickou,
cilenou 1é¢bou (Adam et Krej¢i et Vorlicek et al., 2010; Martinez-Cardus et al., 2009).
AvSak vzajemné kombinovani protilatek anti-VEGF a anti-EGFR zhorSuje vysledky
terapie mMCRC. Duavodem je vysoka toxicita (Novotny et Vitek et al., 2012).
Intravendzné lze cytostatika pouzit pro paliativni terapii neoperovatelného nadoru
(Adam et Vorlicek et Vanicek et al., 2004). Pokrokova je vtomto oboru kineticky
fizena chemoterapie, zaloZzend na sledovani farmakokinetiky 5-fluorouracilu. Jejim
cilem je individualni davkovani cytostatika. Dlikaz Gi€innosti spocivajici v niz§i toxicité
a zaroven vysSim u¢inku vychazi z rozsahlych studii (Gamelin et al., 2008; Gamelin
etal., 1996). Svou dilezitost maji v chemoterapii kolorektalniho karcinomu takeé
chelatory, o nichz je psano v jedné z nasledujicich kapitol a které byly testovany

v rdmci této prace.

3.1.3.2 Terapie relapsu

Terapie navratu onemocnéni je zavisla na jeho rozsahu. Vhodné je operacni
feSeni, chemoterapie jen u pacientu v dobrém stavu. Pro relaps v jatrech je pouZivana
intraarteridlni ¢i intravendzni chemoterapie. U pacientl v hor$i kondici je 1é€ba pouze
symptomaticka, jejimz cilem je tlumeni bolesti (Adam et Krej¢i et Vorlicek et al., 2010;

Adam et Vorli¢ek et Vanicek et al., 2004). Lécebny algoritmus je znazornén na Obr. 3.
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Diagnostikovany karcinom tlustého stieva a piedoperaéné stanovené klinické stadium podle RTG plic,
sonografie £i CT jater a dalSich vySetfeni

maoinost kurativni 1é¢by
(MO nebo operabiinf
metastaza)

kurativni operace neni moZna
{pro velikost tumoru nebo M1)

1 totalnf resekee nadoru a astednd tymfadenektomie,
nebo metastazektomie operabilnich metastaz

paliativni operace zajistujici
\ prichodnost stieva

A

3

adjuvantni chemoterapie u klin. stadia Dukes C
a popfipadé Dukes B

chemoterapie systémova nebo intraarterialni a podie jejtho udinky
ZvaZit, zda se inoperabiini nador nezménil v operabilni. Pokud ano, je

A

na misté kurativni operace, pokud ne, dale nekurativni 1écba

'

sledovani, biochemie, endoskopické, sonograficke,
popfipadé radicizotopové

jen symptomaticka lécba pfi progresi béhem
paliativni chemoterapie

) J

pfi recidivé radikélni operace nebo
jen paliativni{écba

Obr. 3: Lécebny algoritmus karcinomu tlustého stieva.

(Ptevzato a upraveno: Adam et Krej¢i et Vorlicek et al., 2010)
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3.2 Testovani cytotoxicity

Stale vice novych latek, at’ uz nové syntetizovanych ¢i izolovanych z pfirodnin,
je testovdno na in vitro cytotoxicitu. Vysledky téchto testli jsou poté vyuzivany
ve zdravotnictvi a farmaceutickém pramyslu. Latky jsou ¢asto testovany na nadorovych
bunéénych liniich, protoze tyto buiiky rychle proliferuji a z tohoto diivodu jsou pro testy
cytotoxicity vhodné. Na nésledujicich stranach jsou uvedeny nejrozsifenéjsi testy.

Hlavnim problémem velké vétSiny protinddorovych 1é¢iv je skuteCnost, Ze
nedovedou rozliSovat mezi nddorovymi a normalnimi, zdravymi bufikami, coz vede
k mnoha neZadoucim vedlejsim G¢inkim. Proto je podavana davka 1éCiv,
resp. chemoterapeutik, hlidana. Problémem mize byt i vznikla rezistence na tato 1é¢iva
(Wang et al., 2013).

Pfi vyhodnocovani testli cytotoxicity se obvykle pracuje s hodnotou 1C50, cozZ je
hodnota polovi¢ni maximalni inhibi¢ni koncentrace latky, kterd snizuje bunécné preziti
na 50 % (Shafiee et al., 2012). Ve farmacii se tato hodnota vyuziva pro zjisténi

uéinnosti in vitro 1é¢iva.

3.2.1 MTT test

Jedna se o kolorimetrickou metodu, ve které je hlavnim principem selektivni
redukce Zlutého rozpustneho MTT neboli  3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
difenyltetrazolium bromidu na nerozpustny formazan (redukce na Obr. 4). Formazan
tvoti krystaly modré barvy a hvézdicovitého tvaru. Cely tento proces redukce zptisobuji
enzymy dychaciho fetézce mitochondridlni membrany zivych bunck. Krystaly
formazanu se poté rozpusti v prostiedi detergentu, jakym je napiiklad dodecylsiran
sodny (SDS). K tomuto kroku lIze vyuZit i dimethylsulfoxid (DMSO). Vzniklé zbarveni
(Obr. 5) se nasledné vyhodnocuje pomoci spektrofotometru pii vinové délce 540 nm
(zelena viditelnd oblast). Vyslednd naméfend hodnota absorbance roztoku je linedrné
umérna mnozstvi bunék, které v roztoku piezily. Pro kontrolu Ize dany vzorek zhodnotit
i pouhym pohledem — ¢im je roztok tmavsi, tim je naméfena vyss§i absorbance a tim vice
je vném zivych bunék (Berridge et Tan, 1993; Scudiero et al., 1988; Shafiee et al.,
2012). MTT test je diky zavislosti na aktivité mitochondrii velice vhodnou metodou

pro rozliSeni zivych a mrtvych bunék (Ho et al., 2012).
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Poprvé byl cely tento princip popsdn M. M. Blackem a F. D. Speerem v roce
1954. V laboratofi byla metoda vyuzita az roku 1983 T. Mosmannem (Mosmann,
1983). MTT test je citliva, Siroce rozSifena metoda, Ktera ma sve hlavni vyuziti
pii testovani chemosenzitivity bun¢k k 1é¢ivam (Ho et al., 2012; Xiao et al., 2007).

Variantou MTT testu je XTT test, ktery je svou podstatou stejny jako MTT.
2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid ~ (XTT) je
tetrazoliové Cinidlo, jehoZ pisobenim se ziska barevny, netoxicky a ve vodé rozpustny
formazan (pfeména na Obr. 4). A pravé v posledni zminéné vlastnosti, rozpustnosti ve
vodé, spociva vyhoda XTT testu nad MTT testem. VySe popsany proces je pii pouZziti
XTT kratsi z divodu eliminace posledniho solubiliza¢niho kroku a jelikoz neni nutny
detergent, jako napiiklad DMSO, je XTT testovani i méné Skodlivé pro zdravi
laboranti. Pfi XTT testu proto rovnou prechazime ke spektrofotometrickému méteni

absorbance. Pro zlepseni procesu redukce XTT Ize ptidat PMS, tzv. fenazin methosulfat

(Scudiero et al., 1988).

Tetrazolium Formazan

MTT Q
N— Q Q //N—NH
- = ¢
\N:N
—N
S

-

CHy

<

H5C

XTT NO,
NO R
H3C0ﬁ 2 H3C04©7503
C e/ N < > N/
// /|1|+ //C_C\
o N~ SOz 9 N=N

Obr. 4: Chemicka struktura tetrazoliové soli a jeji pfemény na formazan pti MTT
a XTT testu.

(Ptevzato a upraveno: Scudiero et al., 1988)
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Obr.5: 96-jamkovy panel po MTT testu pfipraveny pro méfeni na spektrofotometru.

3.2.2 SRB test

Tato citliva a rychla metoda je zaloZena na schopnosti sulforhodaminu B (SRB)
vazat se na proteinové slozky bunck, nasledné kvantifikaci bunécnych proteina
a vysledném stanovovani hustoty bun¢k. Sulforhodamin B (Obr. 6) je jasné ruzové,
aminoxanthenové barvivo se dvémi sulfonovymi skupinami vazajicimi se na bazické
zbytky aminokyselin za slabé kyselych podminek a disociujicimi za bazickych
podminek (Vichai et Kirtikara, 2006). Testovani probiha na adherentnich i suspenznich
buné&nych liniich v 96-jamkovych panelech. Bunky jsou nejprve fixovany na panel
10% kyselinou trichloroctovou a poté barveny 0,4% sulforhodaminem B rozpusténym
v 1% kyseliné octové. Barvivo nenavdzané na proteiny je odmyto opakovanym
promyvanim Kkyselinou octovou. Navadzané barvivo je extrahovano pomoci
nepufrovaného bazickeho 10mmol/l Tris (2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol).
Na konci SRB testu je ziskan stabilni kolorimetricky bod, viditelny pouhym okem
(Skehan et al., 1990). JelikoZ je vazba SRB na proteiny stechiometricka, je mnozstvi
navazaného barviva pifimo umérné buné¢né hmoté (Vichai et Kirtikara, 2006).

SRB test je jednou znejvice pouzivanych metod pro in vitro testovani
cytotoxicity, K jejimz vyhodam patii potieba pouze jednoduchého zafizeni a relativné
levnych cinidel. Test je vyuzivan pro testovani cytotoxicity lé¢iv na rdznych

nadorovych, ale i nenadorovych bunécnych liniich. Pomoci této metody lze také urcovat
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citlivost rakovinnych bunék na zafeni a studovat interakce mezi radioterapii
a chemoterapii (Vichai et Kirtikara, 2006).

Na rozdil od MTT testu, SRB test nevyZzaduje metabolickou aktivitu bunék,
proto nerozliSuje mezi zivotaschopnymi a mrtvymi buitkami. Tato skute¢nost v3ak nijak
vysledky testu neovlivituje. Obecné jsou vysledky ze SRB a MTT testu v dobré
korelaci, jen u SRB byvaji zjistény mirné vyssi hodnoty IC50 (Vichai et Kirtikara,
2006).

Obr. 6: Chemicka struktura sulforhodaminu B (SRB).
(Ptevzato a upraveno: Polat et al., 2011)

3.2.3 LDH test

PoSkozeni ¢i ztrita bunécéné integrity zplsobuje uvolnéni enzyml bunky
do okolniho prostiedi (Sumantran, 2011). LDH neboli laktatdehydrogenazovy test je
zpusob zjistovani cytotoxicity, ktery detekuje laktatdehydrogendzu uvolnénou
Z bunéné membrany v prubéhu lyze cilovych bunck. Pro LDH testovani se vyuzivaji
96-jamkové panely, do kterych se napipetuje médium a testované buné&né lyzaty.
Inkubace takto naplnéného panelu probihd v inkubdtoru pifi 37 °C a v 5% atmosféte
CO2 po dobu 45 min. DalSim krokem je centrifugace a vznikly supernatant je pfenesen
do nového 96-jamkoveho panelu. Do kazdé jamky je pfidan tzv. Substrate Mix, ktery je
v dané studii zakoupen od vyrobce. Nasledné je panel piekryt folii pro ochranu pred
svétlem a je inkubovan po dobu 30 min pii pokojové teploté. Nakonec je pfidan dany
objem tzv. Stop Solution a po cca 1 h je méfena absorbance jednotlivych roztoku
v kazdé jamce pii vinové délce 490 nm (Shin et al., 2000). Méfen je unik
laktatdehydrogenazy do kultivaéniho média (Ho et al., 2012).
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Pfi srovnavani testu LDH s testem MTT ve studiich bylo prokazéno, ze LDH
testy vykazuji mensi citlivost (Fotakis et Timbrell, 2006; Li et al., 2013). Citlivost MTT
testu roste s dobou piisobeni a citlivost testu LDH se s dobou pusobeni neméni (Li
et al., 2013). Dalsi studie dokazuje, ze bunécna smrt je zavisla na koncentraci testovane
latky (Wang et al., 2013). LDH test je Casto vyuZivan pro testovani cytotoxicity
mikroorganismt (Shin et al., 2000). Dostupné komeréni kity zvysuji citlivost testu

(Sumantran, 2011).
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3.3 Chelatory v protinadorové terapii

Zelezo, méd’ a dalsi kovy maji sviij vyznam v biologii rakoviny. Konkrétng
Zelezo je dulezité pii bunééném déleni a méd’ je vyznamnym kofaktorem angiogeneze
(Yu et al., 2006). U nadorovych bun¢k je pozorovana zvySena potieba Zeleza, coz
dokazuje narGst receptoru transferinu na povrchu bunék (Turner et al., 2005). Léatka
desferrioxamin (DFO; Obr. 7), produkovand bakterii Streptomyces pilosus, byla
prokédzéana jako protinadorové aktivni, jelikoz u ni byla objevena schopnost vychytavat
Zelezo (Blatt et Stitely, 1987; Donfrancesco et al., 1990). Latka penicilamin, trientin
a tetrathiomolybdenan (Obr. 8), chelatory urcené naopak k 1é¢bé pretizeni medi, se také
jevily jako aktivni v nddorove terapii. Proto se zacalo vice premyslet nad chelétory, jako

nad protinadorovymi ¢inidly (Buss et al., 2004; Yu et al., 2006).

3.3.1 Chelatory zeleza

Zelezo je pro Zzivot nutnosti. V ribonukleotidreduktaze je dilezité pii konverzi
ribonukleotidiit do deoxyribonukleotidi. Nedostatek Zeleza vede k zastavé ptrechodu
mezi fazemi bunécného cyklu G1 a S a k apoptoze (Le et Richardson, 2002; Richardson
et Milnes, 1997; Whitnall et al., 2006). Mnoho Zeleza vyzaduji neoplastické bunky, a to
pravé z divodu jejich rychlé proliferace (Yu et al., 2006). Pokud je zeleza v téle
piebytek, je pro organismus toxické (Shen et al., 2005).

Desferrioxamin (DFO), 1é¢ivo pro pietizeni organismu Zelezem, byl prvni
komercné dostupny chelator, ktery se dostal do spojitosti s protinddorovym ucinkem.
Tato latka je vSak vysoce hydrofilni, oralné inaktivni a jeji vyroba je draha (Olivieri
et Brittenham, 1997). DFO kvuli své hydrofilni povaze $patné prostupuje membranou
a tudiz nemuze vazat intracelularni zelezo (Lovejoy et Richardson, 2003). Ne ve vSech
testech byl vSak protinadorovy ucéinek desferrioxaminu potvrzen (Blatt, 1994; Selig
etal.,, 1998). Je nutno udrzovat uéinnost a toxicitu alespoii v rovnovaze (Olivieri
et Brittenham, 1997).

Triapin aneb 3-aminopyridin-2-karboxaldehyd thiosemikarbazon (3-AP; Obr. 7)
je chelator Zeleza, ktery inhibuje ribonukleotidreduktazu a ma protileukemickou (Yee
etal., 2006) a protinaddorovou aktivitu (Yu et al., 2006). V klinickych testech bylo
zjisténo, ze triapin zvySuje cytotoxicitu gemcitabinu na nddorovych buné¢nych liniich

(Yenetal., 2004).
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K dal$im chelatorim Zeleza patii pyridoxal isonikotinoyl hydrozonové analogy,
které maji vyhodu ordlniho podéani, vysokou propustnost membrany a relativné
jednoduché syntézy. U téchto latek byla prokazana vyssi ucinnost nez u DFO
(Richardson et Milnes, 1997).

Déle jsou na pomyslném seznamu di-2-pyridylketon thiosemikarbazonové série
chelatori. Jednim znich je di-2-pyridylketon-4,4-dimethyl-3-thiosemikarbazon
(Dp44mT; Obr. 7), ktery zcelé série prokazal nejvyssSi aktivitu proti naddorovym
bunéénym liniim a zéaroven selektivitu v plisobeni proti nddorovym a normalnim
bunkam (Whitnall et al., 2006; Yuan et al., 2004).

Latka tachpyridin (Obr. 7) zastavuje buné¢éné déleni v G2 fazi a k jeho lepSimu
pusobeni piispiva zafeni (Turner et al., 2005). Nevaze jen zelezo, ale i zinek a méd’.
Od vyse zminénych se li§i strukturné a vlastnostmi. Jeho toxicita byla prokazana
u proliferujicich bun¢k rakoviny mocového méchyte (Torti et al., 1998). Tachpyridin
vykazuje niz8i hodnoty IC50 nez DFO a také je u néj zaznamenano ptrednostni ptsobeni
na nadorové bunky. Zastaveni bunééného déleni v G2 fazi bylo prokazano i u bunék
kolorektalniho karcinomu HCT116 (Turner et al., 2005). V buinkach I[éCenych
tachpyridinem byla zjisténa kumulace proteinu p53 (Abeysinghe et al., 2001).
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Obr. 7:  Chemicke struktury vybranych chelatort zeleza.

(Ptevzato a upraveno: Yu et al., 2006)
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3.3.2 Chelatory médi

M¢d je fesena pro svou dilezitou roli v angiogenezi (Brewer et al., 2000; Harris,
2004; Hu, 1998), ktera se poji s proliferaci nadorovych bunék, konkrétné s nddorovymi
metastazemi (Pan et al., 2002). Chelatace médi potlac¢uje rizné angiogenni prenasece,
naptiklad vaskularni endotelidlni rtstovy faktor-1, fibroblastovy rastovy faktor-1,
interleukiny IL-1, IL-6, IL-8 a jaderny faktor kB (Pan et al., 2002; Yu et al., 2006).

Penicilamin je chelator médi vyuZivany pii 1é€bé Wilsonovy choroby, pii které
dochazi k abnormalnimu ukladani médi v jatrech. Studie srovnavajici invazivitu
karcinomu u kralikd s norméalnim obsahem médi a nedostatkem médi v téle diky dieté
chudé na méd’ a podavani penicilaminu zjistila, ze u kraliki s normélnim podilem médi
byly vyvinuty velké vaskularizované karcinomy a u jedincu S nedostatkem médi v téle
naopak zjistény malé a relativné avaskularni karcinomy (Yu et al., 2006). V jiné studii
bylo zjisténo, ze i pfi vySe zmifované diet¢ a podavani penicilaminu pacientim
s glioblastomem nebyl celkovy pozitivni vliv pozorovan (Brem et al., 2005).

Trientin je dalsi latkou vyuZivanou pro 1é¢bu Wilsonovy choroby. Existuje také
studie dokladajici potlaceni rozvoje nadoru pii podavani trientinu. Pfi inhibici rlstu
xenotransplantatu hepatoceluldrniho karcinomu u mysi byl trientin U¢inngj$i nez
penicilamin. Hepatocelularni karcinomy jsou ¢asto hypervaskularizované, proto je
spravnou cestou 1é¢by potlatovani angiogeneze (Yoshii et al.,, 2001). Trientin
v kombinaci s methotrexatem pusobi pozitivné na xenotransplantaty lidského
kolorektalniho karcinomu u mysi a vede k obdobi zpomaleného vyvoje ¢i zastaveni
vyvoje karcinomu (Yoshiji et al., 2005). Dale bylo také dokazano, Ze nizka davka
trientinu byla vice 1é¢ebn¢ uspésna nez vysoka davka penicilaminu (Yoshii et al., 2001).

Tetrathiomolybdenan je dalSi z fady chelatordt médi a oralné dostupna latka
urend k 1é¢bé Wilsonovy choroby. Inhibice angiogeneze a slabsi rist nadoru patii
i Vv tomto pripadé k nezanedbatelnym ucinkum. Tetrathiomolybdenan sniZzuje mnozstvi
médi v téle, ¢imz potlacuje rast a prokrveni spinoceluldrniho karcinomu hlavy a krku
(Cox et al., 2003; Cox et al., 2001) a rakoviny prsu (Pan et al., 2002) na in vivo mysich
modelech. V kombinaci s doxorubicinem byly pozorovany vyrazngjsi apoptotické
ucinky u bunék rakoviny prsu (Pan et al., 2003). Dalsi klinické studie, zabyvajici se
kombinaci tetrathiomolybdenanu s jinymi latkami, probihaji (Yu et al., 2006). Pozitivni

vysledky na zmirnéni rlstu spinocelularniho karcinomu hlavy a krku na mySich
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modelech jsou pozorovany i pfi varianté tetrathiomolybdenanu s radioterapii (Khan
et al., 2006). Latka je dobte snasena (Redman et al., 2003).
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Obr. 8: Chemicke struktury vybranych chelatort médi.

(Ptevzato a upraveno: Yu et al., 2006)
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3.3.3 Ostatni chelatory

Existuji i dalSi latky, které maji své primarni zaméfeni do jinych oblasti nez
do protinddoroveé terapie, avsak i zde jsou ucinné. Antibiotikum Kliochinol (5-chlor-7-
jod-8-hydroxychinolin) je chelator zeleza, médi a zinku. Poprvé byl pfipraven
v Némecku jiz v pocatecnich letech minulého stoleti. Jeho hlavni pouziti bylo jako
antibiotikum vyuzivané pro 1é€bu prijmu a koznich infekci (Ding et al., 2005).
Kliochinol byl testovan na Alzheimerovu chorobu na mysich modelech. Vysledky testl
byly pozitivni, proto byl Iék navrZen pro dalSi testovani v souvislosti s touto chorobou
(Cherny et al., 2001). Na zvifecim modelu byla zji$téna i Géinnost na Parkinsonovu
chorobu (Kaur et al., 2003). Kliochinol pii testech na mysSich modelech sniZoval take
rist nadoru. Bylo prokazéano, Ze ma protinadorové ucéinky in vitro i in vivo, aviak tyto
pravdépodobné nejsou zpusobeny diky jeho chelataénim schopnostem a nésledné
eliminaci kovu z karcinomu, pro ktery je dany kov dulezity. Pokud tento 1ék vstoupi
do bunky, vaze na sebe kovy, které se vlivem této vazby kumuluji v intracelularnim
prostoru. Nasledkem muze byt spusténi apoptotické kaskady praveé z davodu kumulace
kovu vbuice a jim zpusobené poskozeni néckteré dulezité organely, napiiklad
mitochondrie (Ding et al., 2005). Tento mechanismus byl prokazan u lidskych
prostatickych bunék. Ve studiich bylo zjiSténo, Ze hromadéni zinku v téchto buiikach

indukuje mitochondrialni apoptogenezi (Feng et al., 2002; Feng et al., 2000).
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Material a metodika

Pro testovani cytotoxicity, fluorescen¢ni mikroskopii a pratokovou cytometrii
bylo vyuzito tfinact nové syntetizovanych latek. Testovani probihalo na sedmi
adherentnich a jedné suspenzni nadorové bunééné linii. Dané linie byly kultivovany
v uréenych kultivaénich médiich, ktera byla pfipravovana dle pokyni firmy, od jaké
byla zakoupena. Seznam pouZitych medii, roztoki a jejich ptiprava je uvedena
na nasledujicich stranach.

VétSina experimentd, prace s bunénymi liniemi i testovanymi latkami probihala
v 96-jamkovych panelech od firmy TPP (Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Svycarsko) ve flowboxu Herasafe (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

ve sterilnich podminkéach.

4.1.1 Seznam a piiprava pouzitych kultiva¢nich médii

RPMI-1640
o RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
o0 FCSI (PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Némecko)
o0 STM (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
0 PNC (Biotika, Slovenska LCupca, Slovenska republika)

Kultivatni médium bylo pfipravovano steriln¢ ve flowboxu tak, ze nejprve byl
pfipraven roztok smichanim 450 ml RPMI-1640, 50 ml fetdlniho séra, 2,5 ml
streptomycinu a 250 pl penicilinu. Tento roztok byl zfiltrovan pies filtr od firmy TPP
(Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Svycarsko) do sterilni sklenéné lahve,

sterilné uzavien a uchovavan v lednici.
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McCOY

McCOY (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

o0 FCSI (PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Némecko)

o0 200mmol/l L-glutamin (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
o0 STM (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

0 PNC (Biotika, Slovenska LCupca, Slovenska republika)

(@]

Kultiva¢ni médium bylo piipravovano steriln¢ ve flowboxu tak, ze nejprve byl
piipraven roztok smichanim 450 ml McCOY, 50 ml fetalniho séra, 7,5 ml 200mmol/Il
L-glutaminu, 2,5 ml streptomycinu a 250 pl penicilinu. Tento roztok byl zfiltrovan
pres filtr od firmy TPP (Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Svycarsko)

do sterilni sklenéné 1dhve, sterilné uzavien a uchovavan v lednici.

MEM-Eagle (EMEM)
0 MEM-Eagle s L-glutaminem (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
0 PYNA (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
o0 FCSI (PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Némecko)
o Neesencialni aminokyseliny (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
o0 STM (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
0 PNC (Biotika, Slovenska LCupca, Slovenska republika)

Kultivatni médium bylo pfipravovano steriln¢ ve flowboxu tak, ze nejprve byl
piipraven roztok smichanim 450 ml MEM-Eagle, 5 ml pyruvatu sodného, 50 ml
fetalniho séra, 500 ul neesencialnich aminokyselin, 2,5 ml streptomycinu a 250 pl
penicilinu. Tento roztok byl zfiltrovan pfes filtr od firmy TPP (Techno Plastic Products
AG, Trasadingen, Svycarsko) do sterilni sklenéné lahve, sterilng uzavien a uchovéavan

v lednici.
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4.1.2 Seznam a priprava pouzitych roztoki

10x PBS
0 KH2PO4 (Lach-Ner, s.r.0., Neratovice, Ceska republika)
0 NazHPO4-12H,0 (Lach-Ner, s.r.o0., Neratovice, Ceské republika)
o NaCl (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
o KCI (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
o destilovana voda
V 800 ml destilované vody bylo rozpusténo 2 g KH2PO4, 32,1 g NaHPO4-12H0, 80 g
NaCl a 2 g KCI. pH bylo upraveno na 7,4 pomoci 0,1mol/l HCI nebo 0,1mol/l NaOH.
Roztok byl v odmérném valci doplnén do 1 . Pufr byl poté autoklavovan a uchovavan

pfi laboratorni teploté.

1x PBS
o 10x PBS
o sterilni TK H.O

100 ml pufru 10x PBS bylo v odmérném valci doplnéno do 1 | sterilni TK H20. Hotovy

pufr byl uchovavan v lednici.

1x PBS + 1% FCSI
o 1xPBS
o0 FCSI (PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Némecko)

Do 990 ml 1x PBS bylo ptidano 10 ml FCSI.
1xPBS + 0,25% Triton X-100

0 1xPBS
o Triton X-100 (Koch-Light Laboratories, Buckinghamshire, UK)

Ze 100 ml pufru 1x PBS bylo odpipetovano do odpadu 250 ul a pfidano 250 pl Tritonu
X-100.
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1x PBS-T (1x PBS + 0,5% Tween 20 + 0,1% BSA)
o 1xPBS
0 BSA (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
o Tween 20 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

100 mg BSA bylo rozpusténo v 0,5 ml Tween 20 a do 100 ml doplnéno 1x PBS.

1x PBS + 1% glycin
0 1xPBS
o glycin (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

1 g glycinu byl rozpustén v 99 ml 1x PBS.

1x PBS + 0,1% BSA + 0,1% NP-40
0 1x PBS
0 BSA (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
0 NP-40 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

100 mg BSA bylo rozpusténo ve 100 ul NP-40 a do 100 ml doplnéno 1x PBS.
1x PBS + 1% formaldehyd + 0,05% NP-40
0 1x PBS

o formaldehyd (Fagron, Rotterdam, Nizozemsko)
0 NP-40 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

1 ml formaldehydu a 50 pl NP-40 bylo do 100 ml doplnéno 1x PBS.
Sterilni TK H20
o destilovana voda
Autoklavovana destilovana voda uchovavana v lednici.
Roztok MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid)

0 MTT (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
o fyziologicky roztok — 0,9% vodny roztok NaCl

3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium  bromid (MTT) byl

fedén

do sterilniho fyziologického roztoku na vyslednou koncentraci 5 mg/ml. Poté byl roztok

zfiltrovan, rozplnén do 50ml falkon (Techno Plastic Products AG, Trasadingen,

Svycarsko) a zamrazen.
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Roztok 10% SDS (dodecylsiran sodny)
o SDS (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

0 destilovana voda

50 g dodecylsiranu sodného bylo doplnéno do 500 ml destilovanou vodou. pH bylo

upraveno na hodnotu 5. Roztok byl uchovavan ve tmavém zabrusovém skle.

1 mmol/l roztok 5-brom-2’-deoxyuridinu (BrdU)
0 99% 5-brom-2’-deoxyuridin (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
o RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

0,3071 mg 99% 5-brom-2’-deoxyuridinu bylo doplnéno do 1 ml médiem
RPMI-1640.

100 mmol/I roztok 5-bromuridinu (BrU)
0 98% 5-bromuridin (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
o RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

32,3 mg 98% 5-bromuridinu bylo doplnéno do 1 ml médiem RPMI-1640.

RNéaza A + Pl
0 RNaza A (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
o PI (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
o 1xPBS

50 mg RNazy A a 5 mg PI bylo rozpusténo ve 100 ml 1x PBS.
RNaza A
0 RNaza A (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

o 1xPBS
o 1xPBS +0,1% BSA + 0,1% NP-40

50 mg RNazy A bylo rozpusténo v 5 ml 1x PBS (pro metodu BrdU); 50 mg RNazy A
bylo rozpusténo v 5 ml 1x PBS + 0,1% BSA + 0,1% NP-40 (pro metodu BrU).
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Pl
o PI (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
o 1xPBS
o 1x PBS +0,1% BSA + 0,1% NP-40

250 pg PI bylo rozpusténo v5 ml 1x PBS (pro metodu BrdU); 250 pg Pl bylo
rozpusténo v 5 ml 1x PBS + 0,1% BSA + 0,1% NP-40 (pro metodu BrU).

2N HCI/0,5% Triton X-100
0 2N HCI (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska republika)
o0 Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

995 ml 2N HCI bylo doplnéno 5 ml Tritonu X-100.
70% ethanol

0 99% ethanol (Dr. Kulich Pharma, Hradec Kralové, Ceska republika)
o TKHO

70 ml 99% ethanolu bylo smichéano s 29 ml TK H20.
0,1 mol/l roztok boraxu (tetraboritan disodny)

0 Na»B407-10H20 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
o TKH0

3,82 g Na2B4O7:10H,0 bylo doplnéno do 100 ml TK H>O.

33



4.1.3 Testované latky

Testované latky byly oznaCeny internimi koédy Laboratoie experimentalni
mediciny (LEM, Ustav molekularni a transla¢ni mediciny, LF UP a FN Olomouc). Tyto
kody jsou: LEM 525, LEM 526, LEM 527, LEM 529, LEM 530, LEM 531, LEM 532,
LEM 533, LEM 534, LEM 573, LEM 574, LEM 575 a LEM 576. Latky patii
do skupiny chelatort, o nichZ je pojednano v kapitole 3.3 Chelatory v protinadorove
terapii v teoretické ¢asti prace. Chemicka struktura testovanych latek je chranéna, proto
nemtize byt v této praci zvefejnéna. Redéni LEM latek je uvedeno v nasledujici Tab. I,

Tab. Il a Tab. IlI.

Tab. I: Vzor 96-jamkového panelu (ohraniceno dvojitou carou) a sestupné fedici
fady testovanych latek LEM 525, LEM 526, LEM 527, LEM 529,

LEM 530. Koncentrace zde uvadéna je v umol/I.

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

50 50 50 50 50 50 50 50 50 50

1251125 125|125 | 125|125 | 125 | 125|125 | 125
3,12513,125|3,125 3,125 3,125 3,125 | 3,125 | 3,125 | 3,125 | 3,125
0,781/0,781|0,781|0,781|0,781|0,781|0,781|0,781|0,781|0,781
0,195/0,195|0,195|0,195|0,195|0,195|0,195|0,195|0,195|0,195
0,049|0,049|0,049|0,049|0,049|0,049| 0,049 0,049 0,049 0,049

BLANK
KONTROLA

I Oo(mm OlO|®m|>

LEM 525 LEM 526 LEM 527 LEM 529 LEM 530

34



Tab. II:  Vzor 96-jamkového panelu (ohrani¢eno dvojitou Carou) a sestupné fedici
fady testovanych latek LEM 531, LEM 532, LEM 533, LEM 534.
Koncentrace zde uvadéna je v umol/l.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A - - - - - - - - - - - -
B 50 50 50 50 50 50 50 50 - -
C < 1251125 | 125|125 | 125|125 | 125 | 125 - -
D % gl 3,125|3,125|3,125|3,125|3,125|3,125|3,125|3,125| - -
E é % 0,781|0,781|0,781|0,781|0,781/0,781|0,781|0,781| - -
F X 0,195|0,195|0,195|0,195|0,195(0,195|0,195|0,195| - -
G 0,049|0,049|0,049|0,049|0,049(0,049|0,049|0,049| - -
H - - - - - - - - - - - -

LEM 531 LEM 532 LEM 533 LEM 534

Tab. I1I:  Vzor 96-jamkového panelu (ohrani¢eno dvojitou Carou) a sestupné tedici
fady testovanych latek LEM 573, LEM 574, LEM 575, LEM 576.
Koncentrace zde uvadéna je v umol/l.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A - - - - - - - - - - - -
B 50 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 & - | -
C < 125125|125 125 125 125 125|125 - | -
D é é 3,125|3,125|3,125|3,125|3,125|3,125|3,125|3,125| - -
E C_QI % 0,781/0,781|0,7810,781|0,781/0,781|0,781|0,781| - -
F X 0,195/0,195|0,195|0,195|0,195|0,195/0,195|0,195| - -
G 0,049 0,049 /0,049 |0,049|0,049|0,049|0,049/0,049 | - -
H - - - - - - - - - - - -

LEM 573 LEM 574 LEM 575 LEM 576
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4.1.4 Biologicky material

Bunécéné linie, pouzivané pro experimenty pro tuto bakaldiskou praci, byly
zakoupeny od ruznych firem. U20S, C6, U87TMG, CCRF-CEM (vSechny od firmy
ATCC, Manassas, Virginia, USA), HCT116 Parental, HCT116 p53 (-/-), HCT116
K-Ras (+/-) a HCT116 p53 (R248W/-). VSechny HCT linie byly zakoupeny od firmy
Horizon (Cambridge, UK). Linie jsou adherentni (mimo CCRF-CEM - suspenzni linie)

a vétsina je izolovana z lidskych tkani, viz rozdéleni v nésledujici tabulce (Tab. IV).

Tab. IV: Seznam pouzitych linii, jejich ptivodu, typi rakoviny, ze kterych byly

izolovany a jejich ptislusné kultiva¢ni média.

lidsky puvod krysi pivod

nézev linie U20S US7TMG HCT116 | CCRF-CEM C6
typ rakoviny| kostni tkai | mozkové tkafi | tlusté stievo | perifernf krev moﬂz(‘;g"é
McCOY EMEM McCOY | RPMI-1640 | RPMI-1640

10% FCSI 10% FCSI 10% FCSI | 10% FCSI | 10% FCSI
oY, PNC, STM PNC, STM PNC, STM | PNC,STM | PNC, STM
k“,ltl.vacm L-glutamin | L-glutamin | L-glutamin
médium PYNA
neesencialni
aminokyseliny

4.1.5 Priprava bunék pro experiment

Na zacatku byly bunécné nadorové linie rozmraZeny. Standardné jsou
uchovavany v kapalném dusiku. Po rozmrazeni bunék bylo dal§im krokem jejich prvni
nasazeni na lahev. K tomu byly pouzivany plastové lahve tfi riznych objemu — 25 ml,

50 ml a 75 ml (Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Svycarsko).

4.1.5.1 Kultivace a pasazovani bunék

Bunky, které byly vyuzivany k experimentim, bylo nutno pro tyto pokusy
pripravit. K témto ukonim patiila kultivace a pasazovani buné€k. VeSkera prace
s bunkami probihala ve sterilnich podminkach — ve flowboxu Herasafe (Thermo
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).

Kultivace byla zahajena na nejmensi plastové lahvi o objemu 25 ml. K buiikam

bylo pfidano cca 5 ml média, které slouzi jako jejich zivny roztok, a byly vlozeny
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do inkubatoru Heracell™ 150i (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).
V inkubétoru byla udrzovana teplota okolo 37 °C a 5% prostfedi CO2. Po uplynuti asi
dvou dnil — po rozmnozeni bunék a jejich kontrole pod mikroskopem Primo Vert (Carl
Zeiss, Oberkochen, Némecko), bylo potfeba bufiky zpasazovat. Mikroskopicky byl
zhodnocen rist bunééné linie od posledni pasdze a byla vyloucena kontaminace.

Pro pasazovani adherentnich bunécnych lini byl zvolen nasledujici postup.
Obsah lahve byl slit do odpadu, ¢imz je odstranéno staré, nutricné vypotiecbované
kultivaéni médium. Pfi tomto kroku je nutno dbat zvySené opatrnosti a dodrzovat
sterilni podminky, napt. aby se hrdlo plastové lahve nedotklo odpadové nadoby.
Nésledovalo promyti. Do lahve bylo pfidano pfiblizné 5 ml (objem dle potieby
a velikosti lahve) 1x PBS pufru, ¢imz doSlo k vymyti poslednich zbytki buné&tné
suspenze, a tekutina byla znovu slita do odpadu. Tento krok byl zopakovan jesté jednou
z dvodu vysSi efektivnosti. Dale bylo do lahve napipetovano 1 ml trypsinu nebo
TrypLE™ (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, California, USA). Latka TrypLE™
funguje na stejném principu jako travici enzym trypsin a muze byt proto vyuzivana jako
jeho nahrada. Lahev byla uzaviena vickem a probihala tzv. trypsinizace. Zde se doba
pusobeni lisila dle jednotlivych bun&nych linii, orientaéni doba vSak byla asi 8 minut.
Pod mikroskopem bylo mozno pribézné kontrolovat, jestli se buiky jiz uvolnuji.
Trypsin i TrypLE™ jsou standardné &iré roztoky, s obsahem uvolnénych bunék doslo
k jejich zakaleni. Dle tohoto jevu se proto bylo mozno orientovat. Poté byla trypsinizace
ukoncena piidanim kultivacniho média. Pokud bylo pasdZovani soucasti experimentu,
trypsinizace byla zastavena asi 10 ml ptislusného kultiva¢niho média. V piipadech, kdy
pasazovani nebylo soucasti experimentu, ale bylo jen rutinnim krokem pii mnoZeni
linii, pouzivalo se k zastaveni trypsinizace kultivaéni médium pro danou bunéénou linii.
Tekutina s bunkami byla skoro celd slita, v lahvi byla nechana jen tzv. nasada, coz je
odhadnuty objem, ¢i mnozstvi bunék, které bylo potieba v l&hvi ponechat, aby bylo
mozné dalsi mnoZeni bunék. K této nasadé byl pfidan potiebny objem daného
kultivaéniho média. Takto byla lahev pfichystana pro dals$i kultivaci a uchovana
v inkubatoru. Po cca dvou dnech, ¢i dle potieby a rychlosti mnozeni bunék,
se pasazovani opakovalo stejnym postupem. Pasazovani suspenzni bunééné linie

probihalo bez promyvacich krok — pouze bylo k nasadé bun¢k pfidano nové médium.
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4.1.6 Priprava testovanych latek

Nové organické latky, které byly pro mou experimentalni praci nasyntetizovany,
byly zamraZzeny v zésobnim roztoku o koncentraci 10 mmol/l v DMSO
v kryozkumavkach zakoupenych od firmy TPP (Techno Plastic Products AG,
Trasadingen, Svycarsko). Od viech poZzadovanych latek bylo po rozmrazeni odebrano
alikvotni mnozstvi do 1,5ml mikrozkumavek typu Eppendorf (Eppendorf AG,
Hamburg, Némecko). S témito alikvoty se pracovalo po celou dobu experimentu. Zbylé

objemy byly v ptivodnich kryozkumavkach opét zamrazeny.

4.1.7 Testovani cytotoxicity — MTT test

4.1.7.1 Priprava zasobnich paneli

Zasobni panely byly nezbytnou soucasti jiz od pocatku experimentu. Jelikoz
tfinact testovanych latek odpovidalo tfem 96-jamkovym paneliim, byl tento pocet
panell pfichystan a byly oznaceny jako panely zasobni.

Ze zéasobniku ve flowboxu bylo nachystano tfindct 1,5ml mikrozkumavek
(Eppendorf AG, Hamburg, Némecko) a do vSech napipetovano 487,5 ul RPMI-1640
média. Do kazdé této mikrozkumavky s médiem bylo napipetovano 12,5 ul testované
LEM latky. Cely objem byl propipetovan a dle rozpisu (Tab. I, II, Ill) ptiblizné rozdélen
do dvou jamek 96-jamkového panelu. Dale bylo do jamek C, D, E, F, G pouze
do sloupcu 3, 5, 7, 9, eventualn¢ i 11 napipetovano po 180 pul RPMI-1640 media.
Pro vytvoteni fedici fady bylo mikropipetou sestupné z hornich fad pfenaseno po 60 pl
z jamek B sestupné az k jamkdm G, pouze ve vyse uvadénych lichych sloupcich. Kazdy
objemovy pienos byl v jamce propipetovan, ¢imz doslo k promichani roztoku. V jamce
G bylo 60 ul ponechano. Takovym zpusobem byly pfipraveny pro dalsi praci vSechny

tf1 zasobni panely.

4.1.7.2 Priprava pracovnich paneli

Byl nachystan potfebny pocet pracovnich panelt. V tomto kroku se jiz pracovalo
s kazdou latkou ve trojim opakovani. Panely byly popsany pro pozdé&jsi lepsi orientaci
a piipadné dohledavani. VSechny panely (Vv této ¢asti experimentu se pracovalo s deviti
panely) byly rozdéleny do tiéi oddild po tiech. Do kaZdého bylo napipetovano
multikanadlovou mikropipetou (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko) po 100 pl
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RPMI-1640 média do sloupce 1, fady B az G — blank a 20 pul RPMI-1640 média
do sloupce 2, fady B a7z G — kontrola. Rada A a H neni v panelu zpravidla vyuZivéna,
protoZe by v ni mohlo dochazet k nechténnému odpatovani.

Do sloupcti 3 az 10 (resp. 3 az 12 v piipadé€, ze byl panel zaplnén cely) bylo
Vv dubletech pteneseno multikandlovou mikropipetou po 20 pl fedici fady latky predem
ptipravené v zasobnich panelech. Po tomto kroku jiz nebyly zasobni panely potiebné.
V pracovnich panelech byly okrajové nevyuzité jamky zakapany pomoci injekéni
stiikacky autoklavovanou destilovanou vodou, pfipravovanou V misté pracovisté,
tzv. TK H20 (sterilni voda pro ucely laboratote tkanovych kultur). Funguje jako ochrana
proti odpafovani z jamek nejblizsich okrajim panelu. Nakonec byly pracovni panely
pieskladany tak, aby v kazdé sérii byly zastoupeny vSechny testované latky.

Pokracovanim bylo pasdzovani bunck, které byly napéstovany na trech
plastovych lahvich stfedni velikosti — 75 ml, zdavodu trojiho opakovani
pii experimentu. Postup pasaZzovani byl uveden v kapitole 4.1.5.1 Kultivace
a pasdzovani bunek. Médium RPMI-1640 bylo vyuZivano pro vSechny experimenty
testujici cytotoxicitu na 96-jamkovych panelech.

JelikoZ testovani probihalo v trojim opakovéni, byl objem kazdé zpasaZzované
lahve slit do samostatné falkony (Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Svycarsko). Falkony byly stoeny v centrifuze Hettich Rotina 420R (DJB Labcare Ltd,
Buckinghamshire, UK) nastavené na 1 500 otacek a 5 min. Po centrifugaci byl obsah
falkon slit do odpadu. Pelety bunék na dné falkon byly rozklepnuty a bylo k nim
ptidano po 15 ml RPMI-1640 media. Obsah falkon byl promichén a cca 600 pl bylo
odebrano do specialni mikronadobky a vlozeno do pfistroje Vi-CELL XR2.03
(Beckman Coulter, Brea, Kalifornie, USA), ktery slouZil na poc¢itani bun¢k v 1 ml
bunééné suspenze aurCovani viability bunék. Dle vysledku ztohoto analyzéru byl
pfepocitan potiebny objem bunék pro experiment. Pro jeden panel bylo zapotiebi
437 500 bunék/7 ml bunééné suspenze. Na tii panely bylo proto zapotiebi 1,3125 - 10°
bunék/21 ml bunécné suspenze. Tento vysledny pocet bunék byl vydélen poctem zivych
bungk, které zjistil v 1 ml vzorku software Vi-CELL. Vysledek ur¢oval objem bunécné
suspenze v mililitrech, které bylo nutno odebrat z dané falkony do Petriho misky
a doplnit jej ¢istym RPMI-1640 médiem do objemu 21 ml. Petriho miska s témito
dvémi slozkami byla promichana. Tento postup byl opakovan i sdvéma zbylymi

falkonami.
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Vika panelii byla popsana ndzvem bunécné linie, datem vyseti buné¢k a datem
ukoncéeni experimentu. Multikandlovou mikropipetou bylo napipetovano po 80 pl
piipravené buné¢né suspenze do Sloupci 2 az 10 (resp. 2 az 12) fady B aZ G. Poslednim

krokem bylo ulozeni pracovnich panelii do inkubatoru.

4.1.7.3 Ukonéeni MTT testu

Po tfidenni inkubaci pracovnich paneli byly tyto vyjmuty z inkubatoru. Roztok
MTT neboli 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA), jehoz pfiprava je uvedena v kapitole
4.1.2 Seznam a priprava pouZitych roztoki, uchovavan v -18 °C, byl rozmrazen.
Multikanalovou mikropipetou bylo do vSech vyuZitych jamek 96-jamkového panelu
piidano po 10 pl tohoto MTT roztoku. Panely byly vraceny do inkubatoru a v prubéhu
jedné aZz dvou hodin byly mikroskopicky kontrolovany, zda se jiz tvoii v jamkéch
modré krystaly nerozpustného formazanu. Jakmile byla tvorba téchto krystalt
dostatecna a jasn¢ viditelna, byly panely vytazeny z inkubatoru a multikanalovou
mikropipetou byly vSechny vyuZivané jamky zakapany po 100 pl roztokem SDS neboli
dodecylsiranu sodného (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA). Pfidanim SDS
dosSlo k rozpusténi krystali formazanu. Takto byly panely pfipraveny pro meéfeni
na spektrofotometru, které se provadeélo po 24 hodinach od pridani SDS.

4.1.7.4 Spektrofotometrie a analyza vysledku

V8echny pracovni panely byly prométeny na spektrofotometru IEMS Reader
MF od firmy Labsystems (Helsinki, Finsko) pii vinové délce 540 nm, nastavitelné
v software Genesis v. 3.05, dodavaného ke spektrofotometru. Vysledky byly uloZeny
v programu MS Office Excel 2007 (Microsoft, Redmond, Washington, USA) a v ném
také upraveny pro pouziti v software CytoRezist v. 3.3.3 (L. Li¢man, software
pro BIOMEDREG). V tomto programu byly vytvofeny tzv. masky paneli, pfes néz byla
vyhodnocena veskera spektrofotometricka data tykajici se hlavné hodnot 1C50.
Vysledky byly protokolovany a zpracovany do tabulek v programu MS Office Excel
2007. Byly vyhodnoceny pruméry dat a smérodatné odchylky.
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4.1.8 Fluorescen¢ni mikroskopie

Pro tento ukol byla pouzita buné¢na linie lidského osteosarkomu U20S,
z diivodu obecného doporuceni této linie pro mikroskopii, a popisované testované latky
skody LEM. Piiprava vzorkt pro mikroskopii probihala ve flowboxu, ve sterilnich
podminkach.

Bunécna suspenze byla natedéna médiem McCOY tak, aby bylo ziskano 60 000
bunék/1 ml. Do specialniho 96-jamkového panelu ViewPlate-96 Black (PerkinElmer,
Massachusetts, USA) bylo napipetovano mikropipetou po 100 pl této bunécné
suspenze, a to do jamek prvnich Sesti sloupct a fad A az H. Panel byl vlozZen pies noc
do inkubatoru, aby bunky adherovaly na vnitini plochu jamek. Do jedné sady 1,5ml
mikrozkumavek bylo napipetovano po 1 pl kazdé testované latky LEM o koncentraci
10 mmol/l a po 9 ul DMSO neboli dimethylsulfoxidu (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, USA). Timto vznikly roztoky o koncentraci 1 mmol/l. Do druhé sady 1,5ml
mikrozkumavek bylo napipetovano po 1 ul kazdé testované latky LEM o koncentraci
10 mmol/l a po 99 ul DMSO. Timto vznikly roztoky o koncentraci 100 pumol/Il. Takto
ptipravené roztoky byly do dalSiho dne zamraZeny.

Nasledujici den bylo po 1 ul pfipravenych roztokd pipetovano v dubletech
k adherovanym bunkam v panelu, diky ¢emuz bylo v jamkéach dosazeno koncentraci
1a10 pmol/l. Poté byla pozorovana fluorescence v jednotlivych jamkéach panelu
pod fluorescenénim mikroskopem Zeiss Axio Observer.D1 (Carl Zeiss, Oberkochen,
Némecko) s pouzitim zeleného, modrého a cerveného filtru. Pro pofizeni a editaci

snimki byl pouzit software ZEN 2012 (Carl Zeiss, Oberkochen, Némecko).

41



4.1.9 Pritokova cytometrie

4.1.9.1 Fosforylace histonu H3-P

Nadorové bunééné linie CCRF-CEM (odvozené od akutni lymfoblastické
leukémie) s testovanymi latkami byly inkubovany v inkubatoru Heracell™ 150i
(Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) v 6-jamkovych panelech (Techno
Plastic Products AG, Trasadingen, Svycarsko) po dobu 24 h. Po této dobé byly buiky
piepipetovany do 10ml zkumavek (GAMA GROUP, Ceské Budgjovice, Ceska
republika). Centrifuga Hettich Rotina 420R (DJB Labcare Ltd, Buckinghamshire, UK)
byla nastavena na 2000 rpm, 5 min a laboratorni teplotu (24 °C). Pro dalsi Ukony
se nastaveni centrifugy nemeénilo. Builkky ve zkumavkach byly stoCeny a nasledné byl
odsat supernatant. K peletdim bylo napipetovdno po 1 ml 1x PBS + 1% FCSI.
Zkumavky byly opét stoCeny a supernatant byl odsat. Na vortexu Genie 2T (Scientific
Industries, New York, USA) bylo do kazde zkumavky pfidano po 1 ml vychlazeného
1x PBS + 0,25% Triton X-100 a vloZeno na 15 min do ledu. Po této dobé bylo
do zkumavek pfidano po 5 ml PBS + 1% FCSI, nasledné stoceno a odsato. Déle bylo
K peletam ptidano po 100 pl ziedéné (1 : 500, fedéno v 1x PBS + 1% FCSI) primarni
protilatky  Anti-phospho-Histone H3 (Merck Millipore, Massachusetts, USA)
a promichano pipetou. Inkubace probihala 1 h pii laboratorni teploté. Po 30 min znovu
promichano. Po uplynuti celkové doby bylo pfidano po 5 ml 1x PBS + 1% FCSI,
nasledné stoceno a odsato. Dale bylo k peletam pfidano po 100 pl zfedéné (1 : 500,
fedéno v 1x PBS + 1% FCSI) sekundarni protilatky Alexy Fluor 488 goat anti-rabbit
IgG (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, Kalifornie, USA) a promichano pipetou.
Inkubace probihala 30 min ve tmé pii laboratorni teploté. Bylo ptidano po 5 ml 1x PBS
+ 1% FCSI, nasledné stoceno a odsato. Nakonec bylo pfidano 700 pul RNazy A + PI
a inkubace probihala ve vodni l1azni SUB Aqua 12 Plus (Grant Instruments, Royston,
UK) po dobu 30 min ve tmé pii 37 °C. Konecna suspenze byla piepipetovana
do cytometrickych zkumavek (Becton Dickinson, New Jersey, USA) a byla provedena
analyza bunééného cyklu, histonu a apoptdzy na pratokovém cytometru FACSCalibur
(Becton Dickinson, New Jersey, USA).
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4.1.9.2 BrdU - analyza syntézy DNA

Fixace:  Nadorové bunétné linie CCRF-CEM (odvozené od akutni
lymfoblastické leukémie) s testovanymi latkami byly inkubovany v inkubatoru
Heracel™  150i (Thermo  Scientific, Waltham,  Massachusetts, USA)
v 6-jamkovych panelech (Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Svycarsko)
po dobu 23,5 h. Po uplynuti této doby bylo do jednotlivych jamek ptidano po 40 ul
zasobniho roztoku 5-bromo-2’-deoxyuridinu o koncentraci 1 mmol/l a inkubace
probihala dalSich 30 min. Buné¢na suspenze byla prepipetovana do 10ml zkumavek
(GAMA GROUP, Ceské Budgjovice, Ceské republika) a stoéena na centrifuze Hettich
Rotina 420R (DJB Labcare Ltd, Buckinghamshire, UK) pii 500 g, 4 min a 4 °C.
Supernatant byl odsat. Do kazdé zkumavky bylo piidano po 3 ml 1x PBS, nasledné
sto¢eno a odsato. Pii slabych otackach vortexu Genie 2T (Scientific Industries, New
York, USA) bylo po kapkach pridano po 2 ml 70% ledového ethanolu. Zkumavky byly
v tomto kroku pies noc zamrazeny.

Analyza: Centrifuga byla nastavena na 500 g, 5 min a laboratorni teplotu
(24 °C). Pro dalsi ukony se nastaveni centrifugy neménilo. Po 1 ml fixovanych
bunéénych suspenzi bylo pfepipetovano do cytometrickych zkumavek (Becton
Dickinson, New Jersey, USA), sto¢eno, odsato. Pfi slabych otackach vortexu bylo
po kapkach piidano po 2 ml 2N HCl/Triton X-100 a inkubovdno 30 min ve tmé
pii laboratorni teploté. Zkumavky byly stoCeny, supernatant odsat, do kazdé ptidano
po 2 ml boraxu o koncentraci 0,1 mol/l a opét stoceno, odsato. Dale bylo pridano
po 2 ml 1x PBS-T, nasledn¢ stoCeno, odsato a ptidano po 200 ul ziedéné (1 : 250,
fedéno v 1x PBS) primarni protilatky Anti-BrdU (EXBIO, Praha, Ceska republika).
Zkumavky byly inkubovany 30 min ve tmé pii laboratorni teploté. Ke kazdé bylo
ptipipetovano po 2 ml PBS-T, nasledné stoceno, odsato a ptidano po 200 pl zfedéné
(1:250, fedéno v 1x PBS) sekundarni protilatky Anti-Mouse-IgG-FITC (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA). Zkumavky byly inkubovany 30 min ve tmé¢
pii laboratorni teploté. Ke kazdé bylo dale ptipipetovano po 2 ml PBS-T, stoceno,
odsato a ptidano po 100 pl RNazy A. Zkumavky byly inkubovany 15 min ve tmé
pii laboratorni teploté. Nakonec bylo pfidaino po 600 pl propidium jodidu (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) a inkubovano 15 min ve vodni lazni SUB Aqua

12 Plus (Grant Instruments, Royston, UK) pii 37 °C. Po naslednych 30 min v lednici
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byla provedena BrdU - analyza syntézy DNA na prutokovém cytometru FACSCalibur
(Becton Dickinson, New Jersey, USA).

4.1.9.3 BrU -analyza syntézy RNA

Fixace:  Nadorové bunééné linie CCRF-CEM (odvozené od akutni
lymfoblastické leukémie) s testovanymi latkami byly inkubovany v inkubétoru
Heracel™  150i (Thermo  Scientific, Waltham,  Massachusetts, USA)
v 6-jamkovych panelech (Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Svycarsko)
po dobu 23,5 h. Po uplynuti této doby bylo do jednotlivych jamek piidano po 40 pl
zasobniho roztoku 5-bromuridinu o koncentraci 100 mmol/l a inkubace probihala
dalSich 30 min. Buné¢na suspenze byla piepipetovana do 10ml zkumavek (GAMA
GROUP, Ceské Budgjovice, Ceska republika) a sto¢ena na centrifuze Hettich Rotina
420R (DJB Labcare Ltd, Buckinghamshire, UK) pti 500 g, 4 min a 4 °C. Supernatant
byl odsat. Do kazdé zkumavky bylo pfidano po 3 ml 1x PBS, nasledné stoceno
a odsato. Pii slabych otackach vortexu Genie 2T (Scientific Industries, New York,
USA) bylo po kapkach piidano po 2 ml 1x PBS + 1% formaldehyd + 0,05% NP-40.
Zkumavky byly promichavany po dobu 15 min na rotatoru Multi RS-60 (Biosan, Riga,
Lotyssko) pfi laboratorni teploté.

Analyza: Centrifuga byla nastavena na 500 g, 5 min a 4 °C. Pro dalsi ukony
se nastaveni centrifugy neménilo. Zkumavky s fixovanymi buiikami byly stoéeny,
supernatant byl odsat a ke kazdé zkumavce bylo pfidano po 3 ml 1x PBS + 1% glycin
a znovu stoc¢eno, odsato. Dale bylo pfidano po 100 pl ztedéné (1 : 250, fedéno v 1x PBS
+ 0,1% BSA + 0,1% NP-40) primarni protilatky Anti-BrdU (EXBIO, Praha, Ceska
republika). Zkumavky byly inkubovany 45 min ve tm¢ pii laboratorni teploté. Ke kazdé
bylo pfipipetovano po 3 ml 1x PBS + 0,1% BSA + 0,1% NP-40, nésledné stoceno,
odsato a ptidano po 100 pl ziedéné (1 : 250, fedéno v 1x PBS + 0,1% BSA + 0,1%
NP-40) sekundarni protilatky Anti-Mouse-1gG-FITC (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, USA). Zkumavky byly inkubovany 30 min ve tmé pii laboratorni teploté.
Ke kazdé bylo pfipipetovano po 3 ml 1x PBS + 0,1% BSA + 0,1% NP-40, nasledné
stoeno, odsato a na vortexu pii nejvyssich otackach po kapkach piidino po 1 ml
1x PBS + 1% formaldehyd + 0,05% NP-40. Zkumavky byly promichavany po dobu
15 min ve tm¢ na rotatoru Multi RS-60 pfi laboratorni teploté. Po uplynuti této doby

byly inkubovany v lednici pii 4 °C po dobu 1 h a nasledn¢ stoceny, odsaty. Ke kazde
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bylo ptidano po 100 pl RNéazy A a inkubovano 15 min ve tmé pfi laboratorni teploté.
Nakonec bylo pfiddno po 600 pl propidium jodidu (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, USA) a inkubovano ve tm¢ pii laboratorni teploté dal$ich 15 min. Kone¢na
suspenze byla pfepipetovana do cytometrickych zkumavek (Becton Dickinson, New
Jersey, USA) a byla provedena BrU — analyza syntézy RNA na prutokovém cytometru
FACSCalibur (Becton Dickinson, New Jersey, USA).
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5 Vysledky

5.1 Testovani cytotoxicity — MTT test

Po tfidennich kultivacich bunéénych linii U20S, C6, U87MG, HCT116

Parental, HCT116 p53 (-/-), HCT116 K-Ras (+/-) a HCT116 p53 (R248W/-)
s testovanymi latkami LEM 525, LEM 526, LEM 527, LEM 529, LEM 530, LEM 531,
LEM 532, LEM 533, LEM 534, LEM 573, LEM 574, LEM 575 a LEM 576 pomoci
MTT testu byla hodnocena mira cytotoxicity. Jednotlivé koncentrace byly testovany
Vv dubletech. Ctyinasobna fedici fada testovanych latek zadinala na koncentraci
50 umol/l a koncila na koncentraci 0,049 pumol/l. Vysledné primérné hodnoty 1C50
a smérodatnych odchylek byly sestaveny do tabulky (Tab. V).
LEM 526 a naopak nejvyssi latka LEM 574 a LEM 525. U linie US7MG byly nejnizsi
hodnoty zjistény u latky LEM 534 a nejvyssi u latky LEM 574 a 576. U linie C6 byly
nejnizsi hodnoty u LEM 526 a nejvyssi u LEM 574. U linii HCT116 Parental a HCT116
p53 (-/-) byly nejnizsi hodnoty IC50 zjistény u latky LEM 573 a nejvyssi u LEM 576.
U linie HCT116 K-Ras (+/-) byly nejniZsi hodnoty u LEM 573 a nejvyssi u LEM 525.
A u posledni testované linie — HCT116 p53 (R248W/-) byly zjistény nejniz$i hodnoty
IC50 u latky LEM 526 a nejvyssi hodnoty u LEM 574,

Latka LEM 573 pro své omezené mnozstvi a naslednou nedostupnost nemohla
byt testovana na linii HCT116 p53 (R248W/-), ani dale testovana pii nizSich
koncentracich na liniich HCT116 Parental, HCT116 p53 (-/-) a HCT116 K-Ras (+/-).

V rdmci tohoto Ukolu byl u nejvyznamnéjSich latek z priméri hodnot IC50
nenadorovych fibroblastickych bunéénych linii BJ a MRC-5 (zdrojem bylo méfeni
LEM) a zhodnot IC50 nadorovych bunéénych linii (vlastni méfeni) vypocitan
terapeuticky index (TI). Tento index byl stanoven jako pomér hodnot IC50
nenadorovych linii Kk liniim nadorovym. Cim vyssi je vysledna hodnota TI, tim lepsi
selektivivni pisobeni na bunécné linie testovana latka vykazuje. VSechny hodnoty jsou

uvedeny v tabulce (Tab. VI).
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Tab. V:

(NA - nedostupnost testovane latky). Hodnoty jsou uvedeny v pmol/I.

Vysledné hodnoty ze tii méfeni (pramér hodnot IC50 + smérodatna odchylka) ziskané pti vyhodnocovani jednotlivych MTT testd

bunééné linie

LEM kod U20S USTMG C6 o HCT(l}? Be HCTl(}r?_)K'RaS H(gjésv'?g?’
LEM 525 37,754+3,390 | 16,004+2630 | 298640322 | 5373+1365 | 6543+0,735 | 7,731+4994 | 7,419+ 4,755
LEM 526 0.955+0307 | 1758+0322 | 0527+0056 | 1,024+0407 | 0771+0222 | 1469+0877 | 0,607+ 0,157
LEM 527 4144+3087 | 6110+1663 | 1749+0084 | 2383+0334 | 2488+0331 | 6375+t4956 | 38270884
LEM 529 7822+2876 | 80781776 | 1651+0205 | 3144+0377 | 35010864 | 4484+1841 | 3.976+0,731
LEM 530 315842758 | 36752664 | 1508+0123 | 182040165 | 2289+0276 | 1002+0690 | 6,808+ 6767
LEM 531 1863+0856 | 51041113 | 182140707 | 1639+0716 | 2014+0194 | 3194+0728 | 2.173+0,780
LEM 532 361243360 | 6305+1189 | 0985+0358 | 6,668+3584 | 3675+1510 | 3317+0966 | 3,760+ 0,608
LEM 533 852345535 | 5809+2700 | 2653+1,085 | 9259+1390 | 6565+0714 | 7.556+4636 | 7,313+ 2,617
LEM 534 1136+0454 | 1144+0345 | 075640508 | 1877+0459 | 12361+0337 | 0967+0112 | 0,903+ 0,134
LEM 573 1866+0,177 | 1555+0389 | 8790+0233 | 0123+ 0,055 0,049 + 0 0,044 + 0,012 NA
LEM 574 50+ 0 50+ 0 147140600 | 2411+0153 | 2.363+0095 | 3.924+0,233 20+ 0
LEM 575 1481+0355 | 2606+0258 | 074540162 | 1419+0187 | 07200168 | 1,160+0236 | 1,152+ 0,059
LEM 576 10,750+ 0,982 | 39.958+8259 | 2.258+0162 | 10,048+1526 | 8,300%0953 | 4889+0190 | 13,090 % 2,203
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Tab. VI:  Vybrané pramémé hodnoty

IC50

nenadorovych

fibroblastickych

bunéénych linii BJ a MRC-5, nadorovych bunéénych linii U20S

a vypoctené hodnoty terapeutického indexu (TI). Hodnoty jsou uvedeny

v umol/l.
LEM 526 LEM 534 LEM 573

BJ a MRC-5 (nen&dorova linie) 16,278 17,037 7,059
U20S (n&dorova l.) 0,955 - -

TI 17,045 - -
UB7MG (nadorova l.) - 1,144 -

TI - 14,893 -

C6 (nadoroval.) 0,527 - -

Tl 30,888 - -
HCT116 Parental (nadorova l.) - - 0,123
TI - - 57,390
HCT116 p53 (-/-) (nadorova l.) - - 0,049
TI - - 144,061
HCT116 K-Ras (+/-) (nadorova l.) - - 0,044
TI - - 160,432
HCT116 p53 (R248W/-) (nadorova I.) 0,607 - -

TI 26,817 - -
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5.2 Fluorescencni mikroskopie

Fluorescen¢nim mikroskopem Zeiss Axio Observer.D1 (Carl Zeiss, Oberkochen,
Némecko) byla pozorovana fluorescence testovanych latek s pouzitim filtri — zeleného
(520 nm), modrého (480 nm) a ¢erveného (580 nm) na nadorové buné¢né linii U20S,
ato v jednotlivych jamkach 96-jamkového panelu ViewPlate-96 Black (PerkinElmer,
Massachusetts, USA), kde byly buinky adherovany. Pokud bunky vykazovaly
fluorescenci v nékterém ze tii barevnych kanalti, byl nasniman jejich mikroskopicky
obraz pomoci software ZEN 2012 (Carl Zeiss, Oberkochen, Némecko). Snimky jsou
prezentovany na néasledujicich stranach (Obr. 9, 10). Fluorescence byla zptisobena
kumulaci testovanych latek v bunkach.

Pii koncentraci latky 10 pmol/l byla zjisténa vyznamnéjsi fluorescence pouze
u latky LEM 576, a to pii pozorovani pod zelenym filtrem.

Pti koncentraci latky 1 pmol/l byla zjisténa vyznamna fluorescence u latky
LEM 574, ktera byla pozorovana pod zelenym filtrem. O néco slabsi fluorescence byla
detekovana u latky LEM 575, ve stejné koncentraci a s pouzitim stejného barevného
filtru. Déle spouzitim stejné koncentrace, ale Cerveného filtru byla pozorovana
fluorescence taktéz u latky LEM 574.

Ze snimku bylo zjisténo, Ze fluoreskuje cytoplazma buriky, ne jadro, v jehoz
oblasti byly viditeIn¢ tmavsi mista. Tento jev je doloZen na Obr. 11. Pod modrym
filtrem nebyla v Zadném piipadé pozorovana zietelna fluorescence.

Z praméra hodnot 1C50 nenéddorovych fibroblastickych bunéénych linii BJ
a MRC-5 (zdrojem bylo méfeni LEM) a z hodnot IC50 nadorové bunécné linie U20S
(vlastni méfeni) byl vypocitan terapeuticky index (TI). VSechny hodnoty jsou uvedeny
v tabulce (Tab. VII).
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Fluorescence Fazovy kontrast

2

W)

LEM 576 (10 umol/l), zeleny filtr (520 nm)

LEM 574 (1 pumol/l), zeleny filtr (520 nm)

LEM 575 (1 pumol/l), zeleny filtr (520 nm)

Obr.9: Vlevo snimky fluorescence vybranych latek suvedenou koncentraci
na nadorové bunécné linii U20S pozorované pod zelenym filtrem. Vpravo
kontrolni snimky fazového kontrastu. Latky sefazeny dle koncentrace a dle

pouzitych filtra.
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Fluorescence

LEM 574 (1 umol/l), Cerveny filtr (580 nm)

LEM 574 (1 umol/l), Cerveny filtr (580 nm)

LEM 574 (1 pmol/l), €erveny filtr (580 nm)

Obr. 10: Vlevo snimky fluorescence vybranych

Fazovy kontrast
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na nadorové bunécné linii U20S pozorované pod ¢ervenym filtrem. Vpravo

kontrolni snimky fazového kontrastu.
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nefluoreskujici
jadra

nefluoreskujici
jadra

Obr. 11: Vybrané snimky znazoriujici nefluoreskujici — tmavou oblast jadra
a fluorescenci cytoplazmy. Nahote (zeleny filtr) fluorescence latky LEM 575
(1 pmol/l) adole (Cerveny filtr) fluorescence latky LEM 574 (1 pmol/l)

testované na nadorové bunééné linii U20S.
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Tab. VII: Pramérné hodnoty 1IC50 nenadorovych fibroblastickych bunéénych linii BJ
a MRC-5, nadorové bunécné linie U20S a vypoctené hodnoty

terapeutického indexu (TI). Hodnoty jsou uvedeny v umol/I.

LEM kéd Pr‘;‘;‘irl\l/ﬁ:g_g“ﬁ IC50 linie U20S TI

LEM 525 32,407 37,754 0,858
LEM 526 16,278 0,955 17,045
LEM 527 14,775 4,144 3,566
LEM 529 28,019 7,822 3,607
LEM 530 29,171 3,158 9,237
LEM 531 29,531 1,863 15,854
LEM 532 17,903 3,612 4,956
LEM 533 39,138 8,523 4,592
LEM 534 17,037 1,136 15,004
LEM 573 7,059 1,866 3,783
LEM 574 20,245 50,000 0,405
LEM 575 8,963 1,481 6,052
LEM 576 90,000 10,750 8,372
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5.3 Pritokova cytometrie

Pomoci pratokového cytometru FACSCalibur (Becton Dickinson, New Jersey,
USA) bylo naméteno velké mnozstvi hodnot, které byly nésledné seskupeny do tabulky
(Tab. VIII). Testovani zahrnovalo dvé kontroly a kazdou testovanou latku v koncentraci
1x 1C50 a 5x IC50. Pii vyhodnoceni bunééného cyklu byly jako vyznamné latky ureny
ty, které spliiovaly tyto podminky: GO/G1 faze — jako nizké byly uréeny hodnoty
pod 30 % celkové bunécéné populace a jako vysoké hodnoty nad 55 %; S faze — hodnoty
pod 30 % a nad 45 % (analogicky); G2/M faze — hodnoty pod 10 % a nad 20 %.
U histonu to byly hodnoty pod 1 % a nad 3 %.; u apoptozy hodnoty nad 20 %; u syntézy
DNA a RNA hodnoty pod 40 % a nad 55 %. V Tab. VIII jsou nizké hodnoty znaceny
zelenym a vysoké cervenym podbarvenim. Z praméri hodnot IC50 nenadorovych
fibroblastickych buné¢nych linii BJ a MRC-5 (zdrojem bylo méfeni LEM) a z hodnot
IC50 nadorové bunééné linie CCRF-CEM (vlastni méfeni pro tento tkol) byl vypocten
terapeuticky index (T1). V8echny hodnoty jsou uvedeny v tabulce (Tab. 1X).

5.3.1 Fosforylace histonu H3-P

Metoda fosforylace histonu byla vyuzita pro nasledné analyzovani bunétného
cyklu, histonu a apoptozy.

V GO0/G1 fazi bunécného cyklu byly s nizkymi hodnotami vyhodnoceny latky
LEM 529 (koncentrace 1x IC50) a LEM 525, 527, 530, 531, 533 (koncentrace
5% IC50). Vysoké hodnoty byly zjistény u latek LEM 573 (koncentrace 1x IC50)
a LEM 529, 573, 576 (koncentrace 5x IC50). Pti porovnéni s kontrolou byla LEM 527
(koncentrace 5% 1C50) vyhodnocena jako latka s nejvétsim inhibi¢nim ucinkem
na GO/G1 fazi, a to az o 23,97 %. Nejvétsi akumulaci bunék v této fazi zplisobovala
latka LEM 529 (koncentrace 5x IC50), a to az 0 26,93 %. Tyto procentualni hodnoty
byly zjistény vzajemnym odectenim jednotlivych namétenych hodnot s kontrolou.

V S fazi bunééného cyklu byly s nizkymi hodnotami vyhodnoceny latky
LEM 573 (koncentrace 1x IC50) a LEM 529, 573, 574 (koncentrace 5x IC50). Vysoké
hodnoty byly zjistény u latek LEM 529 (koncentrace 1x IC50) a LEM 525, 526, 527,
530, 531, 532, 533 (koncentrace 5x IC50). Pti porovnéni s kontrolou byla LEM 529

(koncentrace 5% 1C50) vyhodnocena jako latka s nejvétsim inhibi¢nim ucinkem
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na S fazi, a to az o 21,15 %. Nejvétsi akumulaci bunék v této fazi zpusobovala latka
LEM 527 (koncentrace 5x IC50), a to az 0 25,26 %.

V G2/M fazi bunééného cyklu byla s nizkou hodnotou vyhodnocena latka
LEM 576 (koncentrace 5x IC50). Vysoké hodnoty byly zjistény u latek LEM 525, 526,
527 (koncentrace 1x IC50) a LEM 534, 575 (koncentrace 5x IC50). Pti porovnani
s kontrolou byla LEM 576 (koncentrace 5x IC50) vyhodnocena jako latka s nejvétsim
inhibi¢nim ucinkem na G2/M fazi, a to az o 7,22 %. Nejvétsi akumulaci bunék v této
fazi zpusobovala latka LEM 575 (koncentrace 5x 1C50), a to az 0 6,96 %.

Pii hodnoceni fosforylace histonu byly s nizkymi hodnotami vyhodnoceny latky
LEM 529, 573 (koncentrace 1x IC50) a LEM 525, 527, 529, 530, 531, 533, 573, 575
(koncentrace 5x IC50). Vysoké hodnoty nebyly zjistény u zadnych latek. Pti porovnani
s kontrolou byla LEM 529 (koncentrace 5x IC50) vyhodnocena jako latka nejvice
snizujici fosforylaci histonu, a to az o 1,71 %. Celkové vétSina testovanych latek
fosforylaci histonu inhibovala. Zadna z latek nebyla vyznamné stimulujici.

Pti hodnoceni miry apoptozy nebyly s nizkymi hodnotami vyhodnoceny zadné
latky. Vysoké hodnoty byly zjistény u latek LEM 529, 573, 574, 576 (koncentrace
5% IC50). Pti porovnani s kontrolou byla LEM 529 (koncentrace 5% IC50) vyhodnocena
jako latka s nejvétsim cytotoxickym ucinkem, a to 34,62 %. V obecném srovnani
koncentraci 1x IC50 a 5x IC50 byla vét§i mira cytotoxicity pozorovdna u vyssi

koncentrace (5x 1C50).

5.3.2 BrdU - analyza syntézy DNA

V ramci metody BrdU byly s nizkymi hodnotami vyhodnoceny latky LEM 530,
573 (koncentrace 1x IC50) a LEM 529, 573, 574, 575, 576 (koncentrace 5x 1C50).
Vysoké hodnoty byly zjistény u latek LEM 529 (koncentrace 1x IC50) a LEM 525, 526,
527, 530, 531 (koncentrace 5x IC50). Syntézu DNA nejvice inhibovala latka LEM 573
(koncentrace 5x IC50), a to 0 40,34 % v porovnani s kontrolou. Naopak nejvice syntézu
DNA stimulovala LEM 530 (koncentrace 5x 1C50), a to o0 28,57 %.

5.3.3 BrU —analyza syntézy RNA

V ramci metody BrU byly s nizkymi hodnotami vyhodnoceny latky LEM 527,
530, 532, 573, 575, 576 (koncentrace 1x IC50) a LEM 527, 530, 573, 574, 575, 576
(koncentrace 5x IC50). Vysoké hodnoty byly zjistény u latek LEM 525, 529, 531, 533,
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534 (koncentrace 1x 1C50) a LEM 525, 531, 533, 534 (koncentrace 5% IC50). Syntézu
RNA nejvice inhibovala latka LEM 530 (koncentrace 5x IC50), a to o 58,18 %
v porovnani s kontrolou. Naopak nejvice syntézu RNA stimulovala LEM 529
(koncentrace 1x 1C50), a to 0 21,52 %.
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Tab. VIII: Shrnuti apoptdzy (sub-G1), buné&éného cyklu (GO/G1, S, G2/M), histonu (pH3%¢%+), analyzy syntézy DNA (BrdU+) a RNA (BrU+).

% celkové bunécné populace

apoptéza bunéény cyklus histon syntéza DNA syntéza RNA
LEM kod sub-G1 G0/G1 S G2/M pH35erio+ BrdU+ BrU+
kontrola 5,47 45,10 38,05 16,86 1,92 50,59 71,37
LEM 525 1x 5,36 42,50 37,19 20,31 1,78 50,78 73,91
LEM 525 5x 9,92 27,08 58,62 14,30 0,81 74,60 87,04
LEM 526 1x 5,62 45,66 33,32 21,02 2,23 46,76 47,24
LEM 526 5x 7,22 36,38 47,36 16,26 1,22 55,94 40,14
LEM 527 1x 6,96 43,99 35,53 20,48 2,25 42,66 37,68
LEM 527 5x 9,13 21,13 63,30 15,57 0,83 65,70 15,58
LEM 529 1x 5,99 28,18 57,47 14,35 0,79 57,36 92,89
LEM 529 5x 40,09 72,02 16,90 11,08 0,21 37,64 54,12
LEM 530 1x 6,24 42,19 39,66 18,16 1,91 23,28 37,12
LEM 530 5x 8,84 25,64 58,81 15,55 0,79 79,15 13,19
LEM 531 1x 6,74 40,14 43,16 16,69 1,74 50,33 85,98
LEM 531 5x 10,78 28,74 58,03 13,23 0,83 59,28 87,84
LEM 532 1x 5,22 48,04 35,02 16,94 2,03 50,87 30,04
LEM 532 5x 12,84 30,72 56,09 13,18 1,09 51,99 46,97
LEM 533 1x 6,43 42,62 38,33 19,05 2,10 46,51 71,55
LEM 533 5x 5,89 27,82 57,42 14,76 0,96 47,61 72,35
LEM 534 1x 7,49 47,85 33,69 18,47 2,47 42,55 70,80
LEM 534 5x 5,21 34,70 44,46 20,84 1,41 48,58 81,01
LEM 573 1x 19,90 59,66 28,91 11,43 0,87 15,79 18,66
LEM 573 5x 30,53 59,91 24,65 15,44 0,82 10,25 26,70
LEM 574 1x 11,45 46,33 39,08 14,59 1,17 47,68 40,09
LEM 574 5x 22,64 53,23 29,39 17,38 1,55 16,56 24,95
LEM 575 1x 8,22 43,53 43,47 12,99 1,37 48,10 28,37
LEM 575 5x 9,49 37,42 38,75 23,82 0,54 38,56 23,72
LEM 576 1x 9,17 46,71 37,90 15,39 1,75 46,40 21,83
LEM 576 5x 21,30 57,42 32,94 9,64 1,12 18,79 34,91
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Tab. IX: Vybrané pramémé hodnoty IC50 nenadorovych fibroblastickych
bunéénych linii BJ a MRC-5, nddorovych bunéénych linii CCRF-CEM

a vypoctené hodnoty terapeutického indexu (TI). Hodnoty jsou uvedeny

v umol/l.

ewss | pimeicwmi | jcnie |

LEM 525 32,407 0,691 46,899
LEM 526 16,278 0,113 144,049
LEM 527 14,775 0,430 34,360
LEM 529 28,919 1,181 24,487
LEM 530 29,171 0,282 103,442
LEM 531 29,531 0,450 65,624
LEM 532 17,903 0,283 63,260
LEM 533 39,138 1,477 26,499
LEM 534 17,037 0,098 173,844
LEM 573 7,059 0,115 61,386
LEM 574 20,245 1514 13,372
LEM 575 8,963 0,501 17,891
LEM 576 90,000 6,230 14,446
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6 Diskuze

Vysledky experimentalni ¢asti této bakalaiské prace nemohou byt optimalné
porovnény s diive publikovanymi, protoZe pouZité testované latky (skupina chelatort)
byly nové syntetizovany pro Ustav molekularni a translaéni mediciny Olomouc a jejich
struktura je po dobu vyzkumu chranéna. V Zadnych publikacich je proto nelze nalézt,
nebot’ na jinych pracovistich nebyly testovany. V této praci byly podrobeny MTT testu,
zkoumany pomoci fluorescencni mikroskopie a pritokové cytometrie. U vétSiny z nich
byl stanoven terapeuticky index (TI), udavajici selektivitu ptsobeni testovanych latek
na nadorové a nenadorové bunééné linie.

Testovani cytotoxicity pomoci MTT testu zahrnovalo latky s kody
LEM a nadorové bunécné linie odvozené od riiznych typu karcinomut. Do diskuze byly
vybrany latky, u kterych byly naméfeny nejnizsi hodnoty IC50, tudiZ ty, které by byly
pro dalsi vyzkum nejpiinosnéjsi. Latka LEM 526 vykazovala tyto hodnoty IC50 u linie
U20S, coz je linie odvozena od lidského osteosarkomu. Terapeuticky index byl
stanoven na 17,045, coZ je, v porovnani s ostatnimi hodnotami TI, spiSe niZsi hodnota.
Latka LEM 526 vykazovala nizkou hodnotu IC50 u dalSich dvou nadorovych
bunéénych linii. Prvni z nich byla linie C6 odvozena od krysiho karcinomu mozkové
tkané. Terapeuticky index byl vypocten na hodnotu 30,888, coz je jedna ze stfednich
hodnot. Druhou byla linie odvozena od kolorektalniho karcinomu, HCT116 p53
(R248W/-). V tomto piipadé byla nizka hodnota IC50 doplnéna terapeutickym indexem
26,817. Tento udaj také spada do pomysiné kategorie stiednich aZ nizSich hodnot. Latka
LEM 526 proto vykazuje nejvétsi selektivni ptisobeni na nadorovou bunéénou linii C6.
odvozené od lidské mozkové tkané — UB7MG. Terapeuticky index byl stanoven
na 14,893, coz je hodnota relativné nizké a ze vSech ostatnich vypoctenych TI pro tento
pfi pusobeni na nadorové a nenddorové — zdravé bunky. U latky LEM 573 byly zjistény
velmi nizké hodnoty IC50 u linii odvozenych od kolorektalniho karcinomu, konkrétné
u linie HCT116 Parental, HCT116 p53 (-/-) a HCT116 K-Ras (+/-). Zda by latka
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uspésné pusobila i na ¢tvrtou testovanou linii této série — HCT116 p53 (R248W/-)
nemohlo byt zjisténo, protoze této latky bylo nedostatecné mnozstvi a nadale byla
nedostupna. U linie HCTI116 Parental byla vypoétena mirné vyssi hodnota
terapeutického indexu 57,390, u linie HCT116 p53 (-/-) byla hodnota TT je$t¢ mnohem
vys3Si, a to 144,061. Tuto latku lze proto fadit mezi selektivni. Celkové nejnizsi hodnota
IC50 a zaroven nejvyssi hodnota terapeutického indexu byla zjisténa pii ptisobeni latky
LEM 573 nanadorovou bunéc¢nou linii HCT116 K-Ras (+/-). Tl dosahl hodnoty
160,432, a z tohoto diivodu byla tato latka vyhodnocena jako nejselektivnéji ptisobici
latkou z téch, které byly v této bakalaiské praci testovany. Tato latka by, podle mého
nazoru, méla byt dosyntetizovana a testovana na dal$ich nadorovych bunéénych liniich
odvozenych od kolorektalniho karcinomu. Diky vysoké selektivité a schopnosti
destrukce primarné nadorovych bunék se souasnym zachovanim bunék zdravych, je
zde vysoka pravdépodobnost, ze by latka mohla byt uspéSné testovanou i pozdéji
v klinickych testech.

Pro fluorescen¢ni mikroskopovani na nadorové bunécéné linii U20S a zjistovani
miry fluorescence testovanych latek byly zvoleny dvé rozdilné koncentrace latek.
Pii vy38i koncentraci, tj. 10 umol/l, bylo pozorovano viditeln¢ méné fluoreskujicich
bunék. Tento jev mohl byt zplsoben silngjsi cytotoxicitou latek na buniky a nejspise
doslo Kk jejich odumirani. Latka LEM 576, ktera vykazovala vyznamnéjsi fluorescenci,
by proto byla GspéSna pii pouziti jako cytostatikum ¢i 1é€ivo, ale zalezelo by na jeji
selektivni schopnosti rozliSovat nddorové a normalni zdravé buiiky. Jelikoz u této latky
byla vysledna hodnota terapeutického indexu 8,372, coz je fazeno spiSe k niz§im
hodnotam, lze usoudit, Ze LEM 576 by nebyla zrovna nejoptimalngjsi latkou pro
klinickou aplikaci. Niz$i hodnoty terapeutického indexu totiz znaci neselektivni zabijeni
nadorovych a nenadorovych bunék. Jeji pouzivani by proto mohlo mit pro organismus
jedince spiSe destruktivni G¢inky. V niz8i koncentraci, tj. 1 umol/l, byl vétsi podil
fluoreskujicich bun€k, z ¢ehoz lze usuzovat schopnost vybranych latek kumulovat se
v bunkdch a moznou vys§i cytotoxicitu pii dlouhodobém plisobeni. Vyznamna
fluorescence byla zjisténa u latky LEM 574, ke které byl ale vypocitan nizky
terapeuticky index 0,405, ktery timto fadi latku mezi nedoporucované z divodu jejiho
zanedbatelného selektivniho ptisobeni.

Testovani pomoci pritokového cytometru probihalo na nadorové bunééné linii
CCRF-CEM, coz je bunéénd linie odvozend od akutni lymfoblastické leukémie,

a zahrnovalo tfinact testovanych latek — kazdou ve dvoji koncentraci (1x IC50
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a5x 1C50). Pro vsechny latky byl vypoéten terapeuticky index. Do diskuze byly
vybrany, dle vyslednych hodnot, ty nejzajimavéjSi z nich. Pii koncentraci 1x IC50 byla
vyznamna pouze jedind latka — LEM 529, ktera nejvice stimulovala syntézu RNA.
Pti koncentraci 5x IC50 uz bylo vyznamnych latek vice. Latka LEM 527 méla inhibi¢ni
ucinek na bunky v GO/G1 fazi a zaroven akumulaéni Gcinek na buiky v S fazi
bunééného cyklu, coz si navzdjem neodporuje. Latka LEM 529 naopak inhibovala
bunky v Sfazi a akumulovala je v GO/G1l fazi. Byla také latkou, kterd nejvice
inhibovala fosforylaci histonu a zaroven meéla nejvétsi cytotoxicky ucinek na tuto
nadorovou linii CCRF-CEM. Jeji terapeuticky index (24,487) nepatiil k nejvysSim
zjisténym hodnotam, z ¢ehoz vyplyva, Ze tato latka neni selektivni a zabiji i nenddorové
bunky. Latka LEM 530 pusobila silné¢ negativné na syntézu RNA a slabé pozitivné
na syntézu DNA. Latka LEM 573 nejvice inhibovala syntézu DNA. Nejvétsi akumulaci
bunék v G2/M fazi bunééného cyklu zpusobila latka LEM 575. LEM 576 naopak
na buiiky v G2/M fazi piisobila inhibién&. Zadna ze viech testovanych latek nezpiisobila
vyznamné snizeni apoptozy, ani zajimave zvySeni fosforylace histonu. Nejvyssi
hodnoty terapeutickeho indexu a tudiZz nejlepsi selektivni plsobeni na nadorovou
buné¢nou linii CCRF-CEM vykazovaly latky LEM 534 s hodnotou terapeutického
indexu 173,844 a LEM 526 s Tl 144,049. Tyto latky se vSak nedostaly do uzsiho vybéru
nejzajimavéjSich latek pti vyhodnocovani méfeni na pratokovém cytometru, proto tato
vysoka selektivita nemohla byt v této diskuzi vyuZzita.

VSechny vysledky byly ptehledné zpracovany. VySe zminéné nejaktivnéjsi latky
by byly vhodné pro dalSi testovani. Mohly by se v nasledujicich letech stét

pro chemoterapii pfinosem.
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Teoreticka Cast této bakalaiské prace se zabyvala problematikou kolorektalniho
karcinomu, zvlasté pak jeho chemoterapeutickych piistupt. DalSi kapitoly popisovaly
moznosti testovani cytotoxicity a chelatory v protinadorove terapii.

Prakticky byl proveden MTT test cytotoxicity testovanych latek (chelatort)
na nadorovych bunéénych liniich U20S, C6, U87MG a klonech HCT116. Pozornost
byla vénovana hlavné buiikam odvozenych od kolorektalniho karcinomu. MTT test je
obecn¢ v praxi Siroce pouzivan. DalSim ukolem byla fluorescenéni mikroskopie
na testovanych latkach a linii U20S. Poslednim bodem byla pritokova cytometrie,
konkrétné analyza bunétného cyklu, histonu, apoptozy, syntézy DNA a RNA.

V rdmci experimentalni ¢asti prace bylo zjisténo, Ze ne vSechny testované latky
jsou vhodné pro klinické pouziti. Ze ziskanych vysledkli testovani cytotoxicity
vyplynulo, Ze celkové nejvyznamnéjsi latkou byla LEM 573, a to pii vysoce
selektivnim ptisobeni na nadorovou bunéfnou linii odvozenou od kolorektalniho
karcinomu — HCT116 K-Ras (+/-). Velmi podobny efekt méla i na pfibuznou linii, a to
na HCT116 p53 (-/-). P#i vyhodnoceni fluorescenéni mikroskopie, ktera probihala
na bunécné linii odvozené od lidskeho osteosarkomu — U20S, byla jako nejzajimavéjsi
vyhodnocena latka LEM 576, kterd ale svym nizkym terapeutickym indexem neni
nejvhodnéjsi pro dalsi testovani. Z vysledki hodnot naméfenych na pratokovém
cytometru bylo mimo jiné zjisténo, ze nejvétsi procentualni rozdil hodnot v porovnani
s kontrolou u vSech testovanych latek dosahla latka LEM 530, ktera inhibovala syntézu
RNA az o0 58,18 %. Pomoci prutokové cytometrie 1ze analyzovat mechanizmy ptsobeni
jednotlivych testovanych latek, zvlasté pak pti analyze bunééného cyklu.

Nalezeni takové latky, ktera by v nizké koncentraci usmrtila co nejvétsi pocet
nadorovych bun¢k, je vzajmu celé populace, protoze rakovina je globalnim
onemocnénim s tolika variantami, na které se zatim stale nepodafilo nalézt adekvatni
1é¢ivo ¢i cytostatikum, které by spliiovalo podminky Gspésné terapie. Vysoky stupent
selektivniho plisobeni a s tim spojena nizkd mira cytotoxicity na zdravé bunky je jisté

cilem mnoha bunéénych biologu.
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9 Prilohy

9.1 Seznam pouzitych zkratek

BrdU
BrU
BSA
DMSO
DNA
FCSI
MTT
NP-40
PBS
PNC

Pl
PYNA
RNA
RNaza A
SDS
STM
TK H20

5-brom-2’-deoxyuridin
5-bromuridin

hové€zi sérovy albumin
dimethylsulfoxid
deoxyribonukleova kyselina

fetalni sérum
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
Nonidet™ P 40 Substitute, detergent
fosfatovy pufr

penicilin, antibiotikum

propidium jodid

pyruvat sodny

ribonukleovéa kyselina

ribonukleaza A

dodecylsiran sodny

streptomycin, antibiotikum

sterilni voda pro ucely laboratote tkatiovych kultur

71



	1 Úvod
	2 Cíle práce
	3 Teoretická část
	3.1 Kolorektální karcinom
	3.1.1 Epidemiologie a etiologie
	3.1.2 Diagnóza
	3.1.2.1 Vyšetřovací metody

	3.1.3 Terapie karcinomu tlustého střeva
	3.1.3.1 Chemoterapie
	3.1.3.2 Terapie relapsu


	3.2 Testování cytotoxicity
	3.2.1 MTT test
	3.2.2 SRB test
	3.2.3 LDH test

	3.3 Chelátory v protinádorové terapii
	3.3.1 Chelátory železa
	3.3.2 Chelátory mědi
	3.3.3 Ostatní chelátory


	4 Experimentální část
	4.1 Materiál a metodika
	4.1.1 Seznam a příprava použitých kultivačních médií
	4.1.2 Seznam a příprava použitých roztoků
	4.1.3 Testované látky
	4.1.4 Biologický materiál
	4.1.5 Příprava buněk pro experiment
	4.1.5.1 Kultivace a pasážování buněk

	4.1.6 Příprava testovaných látek
	4.1.7 Testování cytotoxicity – MTT test
	4.1.7.1 Příprava zásobních panelů
	4.1.7.2 Příprava pracovních panelů
	4.1.7.3 Ukončení MTT testu
	4.1.7.4 Spektrofotometrie a analýza výsledků

	4.1.8 Fluorescenční mikroskopie
	4.1.9 Průtoková cytometrie
	4.1.9.1 Fosforylace histonu H3-P
	4.1.9.2 BrdU – analýza syntézy DNA
	4.1.9.3 BrU – analýza syntézy RNA



	5 Výsledky
	5.1 Testování cytotoxicity – MTT test
	5.2 Fluorescenční mikroskopie
	5.3 Průtoková cytometrie
	5.3.1 Fosforylace histonu H3-P
	5.3.2 BrdU – analýza syntézy DNA
	5.3.3 BrU – analýza syntézy RNA


	6 Diskuze
	7 Závěr
	8 Literatura
	9 Přílohy
	9.1 Seznam použitých zkratek


