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1 UVOD

Mikrotubuly st komponenty cytoskeletu, ktoré zohrdvaji vyznamni dlohu
pri proliferdcii buniek, o znich robi dodlezité ciele pri liecbe rakoviny. Jedna z najviac
pouzivanych skupin chemoterapeutik su latky, ktoré interagujui s mikrotubulmi a spdsobuji
naruSenie ich dynamiky. Tieto chemoterapeutikd sa nazyvaju mitotické jedy (d’alSie nazvy:
tubularne jedy, vretienkové jedy, anti-tubulinové latky alebo inhibitory polymerizacie
mikrotubulov). V anglickej terminoldgii st oznaCené ako microtubule-targeting agents
(MTA) alebo microtubule-binding agents (MBA). Tieto latky st na zdklade vyvolanej zmeny
na dynamiku mikrotubulov rozdelené do dvoch skupin, a to: destalizatory (ang. microtubule-
destabilasing agents, MDAs) a stabilizdtory (ang. microtubule-stabilising agents, MSAs).
V dnesnej dobe sa vyvijaja nové efektivnejsie MTA, ktoré by fungovali
aj u rakovinovych buniek, ktoré si vytvorili rezistenciu voci pouzivanym mitotickym jedom
ako je napriklad paklitaxel.

Zaujimavym Struktirnym motivom pre vyvoj novych protinddorovych lieiv sa stal
chinolinon a jeho derivaty, u ktorych boli zaznamenané sI'ubné terapeutické vlastnosti
ako inhibicia rastu zastavenim bunkového cyklu, vyvolanie apoptdzy, zastavenie angiogenézy
alebo narusenie bunkovej migracie. Prikladom analégu chinolinonu je ldtka LEM 389.

Dand bakaldrska priaca je zamerand na testovanie cytoxicity a uc¢inku anal6gu
chinolinu (LEM 389) v porovnani so zndmymi antitubulinovymi latkami, ako paklitaxel,
vinkristin a nokodazol. Dané latky boli testované na bunkovych liniach U2-OS, K562 a K562
Tax.
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3 LITERARNY PREHLAD

3.1 Bunkovy cyklus

Bunkovy cyklus je oznacenie pre vysoko regulovanu sériu udalosti, ktorych vysledkom
je vznik dcérskych buniek. Pri danom procese nastdva duplikdcia genetickej informécie chromozémov
a komponentov bunky, ktoré sa ndsledne dostdvaji do buniek dcérskych. Pri bunkovom cykle
je nutné, aby bola dodrzana postupnost” jednotlivych udalosti. Regulaciu a dodrzanie sledu udalosti
bunkového cyklu ma na starosti subor proteinov, ktoré su oznacované ako kontrolny bunkovy systém.
Bunkovy kontrolny systém spusta hlavné deje bunkového cyklu, ako su napriklad narast velkosti
bunky, replikdcia genému, vstup do mitézy, spustenie cytokinézy. Tieto deje musia byt spustené
v urcity ¢as a pracovat’ len v uréitom casovom intervale (Morgan a Morgan, 2007).

K hlavnym regula¢nym proteinom bunkového cyklu patria komplexy cyklin-dependentnych
kindz (Cdk) acyklinov (Malumbres a Barbacid, 2005). Cyklin-dependentné kindzy su skupina
serin/treoninovych kinaz, ktorych aktivacia nastava az pri naviazani cyklinu, ktory nesie katalyticka
doménu. Takto aktivovany komplex je schopny fosforylovat’, a Casto tak aktivovat d’alSie proteiny
(Weinberg, c2014).

Neaktivay
cielovy
protein

Aktivay
cielovy
protein
) / /
Cyklin ‘ ) _ . /
Cyklin Cyklin Cyklin

7

&8 ° »

Naviazanie cyklinu a aktivacia CDK CDK komplex fosforyluje protein pre reguliciu bunkového cyklu Cyklin je degradovany

Obr. 1: Mechanizmus cyklin-dependentnych kindz
(prevzaté  21.3.2023 z webovej strdnky https:/ib.bioninja.com.au/standard-level/topic-1-cell-
biology/16-cell-division/cyclins.html )

Vo vicsine pripadov cyklin-depenedentné kindzy interagujui iba s jednym typom, pripadne
skupinou cyklinov. Ndzov cykliny je spojeny s cyklickou degradaciou a syntézou danych latok pocas
bunkového cyklu.

K hlavnym spdsobom reguldcie nadmernej koncentricie cyklinov je reguldcia transkripcie
a proteolyzy. Kontrolny systém je schopny zastavenia bunkového cyklu pomocou, tzv. kontrolnych
bodov (tiez uzlov, prechodov). Ide o reparacné mechanizmy, ktorych ulohou je zaistit” bezchybny
bunkovy cyklus. Pri zaznamenani chyb su dané mechanizmy schopné zastavit' pokracovanie
bunkového cyklu do momentu, kedy nenastane oprava vzniknutej chyby.

V bunkovom cykle mézeme rozoznat’ urcité obdobia a fazy. K zédkladnym fazam patria
G,-faza, S-faza, Go-faza a M-faza (Howard,1953).

Gi-faza (prva pripravnd faza) sa zacina rozdelenim materskej bunky a konéi zaciatkom
syntézy DNA. V bunke pocas tejto fazy prebiehajui intenzivne syntetické procesy: opravy
poskodeného gendému z predchadzajuceho delenia, syntéza enzymov pre jadrovu replikaciu,
znasobenie poctu organel, tvorba zasoby nukleotidov. Nachadza sa tu hlavny kontrolny uzol
(G1/S prechod), ktory zavisi od ndrastu koncentracie G1-cyklinov, ¢o vedie k aktivacii ich Cdk
a pripravuje bunku k replikdci DNA, a tak vstupu do S-fazy. A-cykliny spolu s Cdk2 tvoria
S-fadzu-podporujuci faktor (SPF), ktory vstupuje do jadra a pripravuje replikdciu DNA.
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S-faza (syntetickd faza) nastupuje po Gi-fazy. Nastdva syntéza DNA a histénov.

V S/G; prechode nastava kontrola spravne nasyntetizovanej DNA a pripadné opravy jej poskodenia.
Po zacati syntézy DNA nastava degradacia S-fazovych cyklinov. Na konci S-fazy sa centrozom zdvoji
(zivocichy).

Pocas Gy-faze (druha pripravna faza) bunka rastie, dokoncuju sa pripravy na bunkové
delenie, nastdva narast koncentracie mitotickych cyklinov. Vyskytuje sa tu druhy kontrolny uzol:
B-cykliny spolu s Cdk1 tvoria M-fazu podporujuci faktor (MPF) a iniciuju vstup bunky do M-fazy.

M-faza (mitotickd faza) sa sklad4 s dvoch procesov: mitézy a cytokinézy.

Mitéza je delenie jadra somatickych buniek, pri ktorom vznikajd dve dcérske jadrd s identickym
poctom chromozomov ako povodne jadro. Mitoza sa sklada z piatich faz, a to: profaza, prometafaza,
metafdza, anafdza a telofdza. Profdza je prva fdza mitdzy. Nastdva pri nej kondenzicia a skracovanie
vlaknitych dvojchromatidovych chromozémov. Prometafaza je medzistupein medzi profazou
a prometafdzou. V niektorych literatirach sa neuddva. V tejto faze nastdva rozpad jadrovej membrany,
upinanie mitotického vretienka do oblasti kinetochdrov centroméry na plne Spiralizované
chromozémy. V metafdze sa dvojchromatidové chromozémy usporadiivaji do ekvatoridlnej roviny
svojimi centromérami. V anafize tah deliaceho vretienka sposobi rozdelenie dvojchromatidovych
chromozémov na jednochromatidové, tieto chromozémy smeruji k opaénym koncom bunky. Telofaza
je posledna faza mitdzy, nastava despiralizacia chromozomov, obnova jadrovej membrany a jadierka
(jadierok).

Cytokinéza je proces pri ktorom nastava priblizne rovnomerné rozdelenie cytoplazmy
a organel. ZacCina pocas anafazy. V pripade Zivoc¢isnych buniek prebicha centripedalne, to znamena,
7z po obvode bunky sa vytvori prstenec z aktinovych a myozinovych mikrofilamentov aich
kontrakciou vznika deliaca ryha, ktora sa prehlbuje, az nastane priskrtenie bunky a rozdeleniu na dve
dcérske (Alberts, 2002).

CDK2-cyklinA

CDK1-cyklin B

G2/M- prechod — kontrola poskodenej alebo nereplikovanej DNA
M | CDKi-cykling

- —

kontrola poskodenej alebo nereplikovanej DNA DNA syntéza Rozdelenie kontrola naviazania chromozémov
bunky Mitoticky kontrolny uzol aung na vretienko pocas metafazy
Restrikéng bod [ RaSE HURLY; [ ]
Y priprava pre DNA
Kontrola: gyntéz kfudové $tadium
o velkosti bunky,
o Zivin, el L|
* rastowych faktorov, ‘ mitogény - latky vyvolavajlice mitozu |

 poskodenia DNA. =
CDK4/6-cyklinD

Obréazok 2: Bunkovy cyklus, kontrolné uzly a komplexy cyklin-dependentnych kindz

(prevzaté 21.23.2023 z: Solomon Tadesse, Elizabeth C. Caldon, Wayne Tilley, and Shudong Wang
Journal of Medicinal Chemistry 2019 62 (9), 4233-4251, DOIL: 10.1021/acs.jmedchem.8b01469,
upravila Alexandra Oravcovd)



3.2 Mikrotubuly

Mikrotubuly sd jeden z troch hlavnych komponentov cytoskeletu eukaryot objavené 1953
v axoplazme nervovych vldkien (De Robertis a Franchi, 1953). Ide o nerozvetvené duté a pevné
vldkna s vonkajsim priemerom 25 nm, s vntitornym priemerom 11 — 15 nm, hribkou steny 5 nm
a s vysoko variabilnou dizkou. Variabilita dizky je spésobené neustdlou polymeriziciou
a depolymerizaciou (Cooper, 2000).

Zakladnou jednotkou mikrotubulov je heterodimér zloZzeny z blizko pribuznych globularnych
proteinov nazyvanych tubuliny — a-tubulin a B-tubulin. Obe tieto monomérne podjednotky majui
podobnt molekularnu hmotnost’ (okolo 55 kDa), priblizne 450 aminokyselinovych zvyskov
A aj tercidlnu Struktaru, ktora je zloZzena z dvoch PB-skladanych listov a obklopenych a-helixami
(Nogales et al., 1998). Tieto monoméry boli objavené pri analyze makromolekil, ktoré tvorili
reverzibilny komplex s radioaktivne znacenym kolchicinom. Vzorky s najvacSou aktivitou viazania
kolchicinu boli extrakty deliacich sa buniek, izolatov mitotického aparétu (Borisy, Taylor, 1967), cilif,
bicikov spermii (Shelanski a Taylor, 1967) a mozgového tkaniva.

Stabilny of-heterodiméru vznika nekovalentnou vidzbou medzi monomérny. Obe tubulinové
podjednotky viazu guanozintrifsfat GTP. Na o-tubuline sa nachddza N-oblast’ (vid’ Obr. 3), v ktorej
sa viaze iba GTP, naopak B-tubulin je aktivna GTP4za s E-oblast'ou, v ktorej sa viaze GTP alebo GDP
(Nogales, Wolf a Downing 1998).

of-heterodiméry sa za ucasti GTP polymerizuji do linearnych protofilamentov. Mikrotubuly

si in vivo najcastej§ic tvorené trindstimi protofilamentami (Chaaban et al., 2017). Priin vitro
polymerizacii sa vyskytuju aj mikrotubuly zloZzené zo Strnastich ¢i patnastich mikrotubulovych
protofilamentov (Pierson et al., 1978). Usporiadanie dimérov v protofilamentoch je vzdy tak,
aby po a-tubulinu nasledoval B-tubulin. Toto striedanie vytvara rozliSenie protofilamentov
na minusovy (-) a plusovy (+) koniec. Nové podjednotky dimérov sa prikladaji s desatnasobne va¢Sou
intenzitou na (+) koniec, na ktorom sa nachadza B-podjednotka tubulinového diméru. Naopak,
na (-) konci sa nachadza a-podjednotka. Minusovy koniec byva ¢asto ukotveny pomocou tretieho typu
tubulinu, y- tubulinu, ktory sa nachddza v prstencovitych Struktarach ako y-TuRC a y-TuSC (Kollman
et al., 2010). Rovnako ako o- af tubulin sa y-tubulin vyskytuje u vsSetkych volne Zijucich
(neparazitickych) eukaryotickych organizmoch, ktoré boli zatial’ preskimané. Ukotvenie mikrotubulu
umoziuje vytvarat’ spoje medzi miestami bunky, ale aj zaciatok mikrotubularne polymerizacie.
Ak nie je (-) koniec ukotveny, tak je rast na oboch koncoch je preruSovany nahodnymi fazami
skracovania, po ktorych nasleduje ,staticka“ alebo rastova fdza. Striedanie fiaz polymerizacia
a depolymerizdcie na koncoch mikrotubulov sa nazyva dynamickd nestabilita, ktord je typickou
vlastnostou mikrotubulov. Mikrotubuly organizujice centrum (MTOC) je miesto, kde prebieha rychla
polymerizdcia mikrotubulov. K tymto miestam patria napriklad centrozémy a kinetozémy (bazélne
telieska cilif).

Pocas polymerizacie musia byt diméry viazané na GTP. Ako Struktarny tubulin slazi
stabilnej§i a-tubulin viazany s GTP. Na rozdiel od neho, je B-tubulin viazany s GTP, sa moZe
hydrolyzovat’' na GDP kratko po zostaveni (vid” Obr. 3). GDP-tubulin je nachylnejsi
na depolymerizacie ako GTP-tubuliny. Ked” sa hydrolyza dostane az k Spicke mikrotubulu nastdva
rychla depolymerizécie a skriatenie mikrotubulu. Pri opa¢nom procese nastdva priddvanie dimérov na
Spicku GTP-viazanych tubulinov a pridanie ochrannej Ciapocky (vid’. Obr. 3). Adicia tubulinovych
heterodimérov nastdva na listoviti mriezku, ktord sa zvinie do valca, po€as toho ako mikrotubul
narastd. Predpoklada sa, ze zmena GTP-tubulinu na GDP-tubulin méze byt zodpovedna za zmenu
podoby listovitej mriezky do formy valca, alebo je dany prechod vyvolany hydrolyzou. V oboch
pripadoch rast mikrotubulov nie je helikdlny dej.
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Obr. 3: Stavba GTP tubulinu a GDP tubulinu
(prevzaté 26.10.2022 z internetovej strdnky Al-Bassam Lab, Laboratory of Microtubule Dynamics,
upravila Alexandra Oravcovd)
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Obr. 4: Dynamika mikrotubulov (prevzaté z ¢lanku doi:10.1016/j.tcb.2011.06.007 Trends in Cell
Biology, October 2011, Vol. 21, No. 10; upravila: Alexandra Oravcova)

Mikrotubuly maju Siroké uplatnenie v bunkovom cykle. K najvyznamnej$im twloham
mikrotubulov patri intraceluldrny transport organel (napr. vezikuly), morfogenéza, pohyb a polarizicia
buniek a separdcia chromozémov (Fojo, c2008).



3.3 Inhibitory mikrotubulov

Inhibitory mikrotubulov (microtubules-targeting agents MTAs, cytoskeletirne jedy,
mitotické inhibitory) su typ chemoterapeutik, ktoré menia dynamiku mikrotubulov (Zhou &
Giannakakou, 2005)

MTA sa najcastejSie viazu na B-podjednotku tubulinového diméru a vyvolavaji zmenu
konformécie. Na zdklade vysledného efektu sa inhibitory mikrotubulov rozdelujui do dvoch
podskupin, a to: stabilizatory mikrotubulov a destabilizdtory mikrotubulov.

Stabilizdtory mikrotubulov (ang. Microtubule-stabilizing agents MSA) sd chemicky
rozmanitd podskupina inhibitorov mikrotubulov, ktoré stimuluju polymerizdciu purifikovaného
tubulinu a zvySuju hustotu bunkovych mikrotubulov posunom rovnovahy tubulinovych polymérov
od rozpustnej formy k nerozpustnej polymerizovanej podobe. Molekuly MSA su izolované
zo §irokého spektra prirodnych zdrojov, ako su napriklad vyssie rastliny, mikroorganizmy a hubky.
Pokracuje sa v objavovani a izolacii novych stabilizator mikrotubulov, pri ktorych sa objavuji nové
mechanizmy pdsobenia a rozdiely medzi jednotlivymi stabilizatormi mikrotubulov st identifikované.
K najznamej$im stabilizatorom mikrotubulov patria taxany, taxanom podobné lie€iva a taxdnovo-
peptidové konjugity.

Paklitaxel (obchodny ndzov taxol) je stabilizdtor mikrotubulov, ktory patri do skupiny
taxanov (Arnst, 2020). Bol objaveny v tise kratkolistom (Taxus brevifolia). Na konci patdesiatich
rokov dvadsiateho storo¢ia Narodny onkologicky tdstav (National Cancer Institute NCI) inicioval
velkoplosny skriningovy program pre sledovanie cytotoxicity ndhodnych rastlinnych extraktov, medzi
ktorymi bol extrakt ztisu. V Sestdesiatych rokoch dvadsiateho storocia NCI uskutocnila sériu
experimentov, pri ktorych sa urcoval cytotoxicky efekt extraktu z kory tisu proti niekol'’kym mysSacim
nadorovym liniam vritane leukémie, karcinosarkomy, sarkému arakoviny pluc. Aktivna latka
v danom extrakte bola identifikovand v 1971. Jedinecné vlastnosti paklitaxelu v 1979 pozorovala Dr.
Susan Horwitzova. Paklitaxel sa selektivne viaze na [-tubulinovu podjednotku heterodiméru
v taxdnovom vidzobnom mieste. Mikrotubuly, ktoré sa polymerizuji v pritomnosti taxolu tvoria menej
protofilamentov ako mikrotubuly polymerizujice v nepritomnosti lieciva. Stabilizacia mikrotubulov
vyvolana taxanmi blokuje bunkové delenie potlaenim dynamiky mitotického vretienka, ktoré
nasledne zastavi delenie buniek v metafaze, ¢o nasledne vedie k apoptéze (Kamath et al., 2005).

Obr. 5: Strukturny vzorec paklitaxelu

(prevzaté 23.3.2023  z internetovej stranky Obr. 6: S,truktlimy VZO.I‘CC vinkrist.l’nu )
DailyMed) (prevzaté 23.3.2023 z internetovej strdnky MedChem

Express)

Destabilizatory mikrotubulov sd skupina chemoterapeutik, ktoré vyvoldvaji stratu
interfaznych mikrotubulov. K najznamej$im destabilizatorom mikrotubulov patria nokodazol a vinca
alkaloidy (vinkristin a vinblastin, (Agrawal, 2007).



Vinkristin je destabilizator mikrotubulov, ktory patri do skupiny Vinca alkaloidov izolovany
z rastliny katarantu ruzového (Catharanthus roseus, pdvodny nazov Vinca rosea). Vinkristin
(leurokristin) bol izolovany 1961 Svobodom. Viaze sa nevratne na f-podjednotku tubulinu a proteiny
mitotického vretienka v S faze bunkového cyklu anariSa vznik mitotického vretienka, a tak
zastavenie bunkového cyklu. Dalej interferuje s metabolizmom aminokyselin, cyklického AMP
a glutationu, bunkovou respirédciou, biosyntézou lipidov a nukleovych kyselin.

Nokodazol (tiez aj onkodazol) je benzidimidazolovy derivit, ktory bol vyvinuty za ucelom
liecby rakoviny. V dneSnej dobe ja stale pouzivany pri vyskume mikrotubulol dependentnych
procesov, pre jeho schopnost” rychlo a vratne depolymerizovat” mikrotubuly v in vivo systémoch pri
mikromolarnych koncentraciach. Pri kultivacii buniek s vysokou koncentraciou nokodazolu bolo
pozorovand rychla depolymerizicia mikrotubulov, priom je =zastaveny vstup do mitdzy
(DeBrabanderetal 1976). Dalsie §tudie demonstrovali kompeticiou nokodazolu a kolchicinu o vdzobné
miesto na tubuline. Nokodazol preukazal rychlejsie viazanie a disocidciu na a z tubulinu v porovnani
s kolchicinom (Hoe-beke, 1976; Leeetal,1980).
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Obr. 7: Strukturny vzorec nokodazolu
(prevzaté 23.3.2023 z internetovej strainky MedChem Express)

3.4 Chinolin, chinolinon a ich derivaty
Chinolin, (1-aza-naftalén, benzopyridin) je organicka dusikata heterocyklicka zlucenina
so sumdrnym vzorcom CoH7N. Ide o slabi tercidlnu bazu a pri reacii s kyselinami tvori soli a reakcie
st obdobné pyrimidinu a benzénu (S. Jain, 2018). Chinolin bol poprvé ziskany z uholn¢ho dechtu
v roku 1834 nemeckym analytickym chemikom menom Friedlieb Ferdinand Runge (Pogg. Ann., 1834,
31, p. 68). Nasledne francizky chemik menom Charles Frédéric Gerhardt izoloval chinolin destildciou
hydroxidom draselnym z cinchoninovych alkaloidov ako st cinchonin, chinin a d’alSie (Ann., 1842).
Chinolinony su ketény odvodené od chinolinu. Na zdklade polohy heteroatému
a ketoskupiny existuji chinolin-2(1H)-on a chinolin-4(1H)-on. Chinolinon-4(1H)-on tvori konstru
mnohych novo syntetizovanych derivatov, ktor¢ maju Siroku skalu biologickych vlastnosti (vid” Obr.
8). Jednou z vlastnosti je aj protinddorovy ucinok (vid’ Obr. 9).
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Obr. 8 Strukts hinoli Obr. 9: Vlastnosti derivatov chinolin-4(1H)-onu
T 6 Stiukiurny vzoree chinofiiu (prevzaté 5.4.2023 z ¢lanku: Quinolone: a versatile

(prevzaté  5.4.2023  zinternetovej  stranky therapeutic compound class, upravila Alexandra
PubChem) Oravcova)

LEM 389 je pouzivana v danej bakalarskej praci ma oznacenie LEM 389 a ide o fluorovany
derivat 2-fenyl-3-hydroxy-4(1H)-chinolinonu, ktory bol syntetiyovany spolu s d’al§imi derivatmi
(Rehulka, 2020). Dand litka sa v predchadzajucej $tudii mala v porovnan s ostatnimi derivétmi
vyrazne vyssiu cytotoxicku efektivitu.
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10: Experimentdlna ldtka LEM 389 (vzorec generovany programon KingDraw)

3.5 Kaultivacia bunkovych linii

3.5.1 Zakladné pojmy a definicie pri bunkovych kultirach

Bunkova kultira je oznaéenic pre bunky ziskané s materského organizmu a ndsledne
kultivované v laboratérnych podmienkach. Bunkové kultiry umoziiuju pracu len sjedinym typom
buniek, je jednoduchsia regulacia cielovych buniek a ich odpovede na externé vplyvy (napr. toxiny,
lieCiva, a pod.). Slizia ako vyznamny prostriedok pri vyskume, klinickej a farmakologickej praxi.
Bunkov¢ kultiry je mozné rozdelit’ na primarne a sekundérne kultiry (bunkové linie).

Primdrna bunkovd kultira su bunky izolované priamo z tkaniva mechanickymi alebo
enzymatickymi metédami. Takto ziskané bunky si nasledne umiestnené do kultiva¢nej nadoby
so $pecializovanym médiom s obsahom potrebnych latok.

Sekundarna bunkova kultira vznika po prvom pasazovani primarnej kultury. Pri dlhodobom
pasazovani ziskava dand kultira homogénne genotypové a fenotypové vlastnosti. PasaZovanie je
proces odstranenia povodného média a prenosu buniek do nového média. Tento krok je dolezity
z hl'adiska udrzovania idealnych podmienok pre rast bunkovej linie. Bunkové linie je d’alej mozné
rozdelit’ podl'a schopnosti proliferacie na bunky s koneénym poctom deleni arakovinové bunky.
Bunkové linie s konecnym poctom deleni (ang. finite cell lines) st bunky zdravych tkaniv, ktoré
po dosiahnuti svojho limitu bunkového delenia postupne starnti a umieraji. Pocet bunkovych deleni
zé4visi na druhu organizmu, z ktorého bunky pochddzaju, typu buniek a podmienok kultivicie. Takéto
bunkové linie su zivotaschopné zhruba 20 az 80 pasazi. Rakovinové bunky (ang. continous cell line)
maju v svojom gendme mutécie, ktoré im umoziiujii neobmedzené mnozstvo deleni.



Pri kultivacii buniek je nutné poskytnut’ bunkam vhodné podmienky. Médium, v ktorom
bunky rastu potrebuje obsahovat’ esencidlne ziviny (aminokyseliny, sacharidy, mineraly, vitaminy),
hormény a rastové faktory (pridanie fetdlneho bovinneho séra), idedlne pH, osmoticky tlak a Casto sa
priddavaju antibiotikd ako ochrana pred pripadnou kontamindciou. V pripade adherentnych bunkovych
linii je nutné poskytnut’ plochu, na ktoru sa bunky naadheruji. Teplota 37°C a atmosféra s 5% CO,
a zvySenou vlhkostou je dosiahnuta pouzitim inkubatora (Thermo Fisher Scientific, 2023)

3.5.2 Rozmrazovanie a zamrazovanie bunkovych kultir

Bunkové linie sa uchovdvaji v kryovialkdch pri teplote — 135°C vo vyparoch tekutého
dusika. Kryovialky obsahuji bunkovu liniu s kryoprotektivom (napr. glycerol, DMSO), ktoré chrédni
bunky pred nadmemym poskodenim vyvolanym mrazom. Pri rozmrazovani buniek je nutné odstranit’
kryoprotektivum pred kultiviaciou buniek. MnozZstvo buniek na vialku, pouzité¢ kryoprotektivum, ich
zamrazovanie a rozmrazovanie je definované v protokoloch pre jednotlivé bunkové kultiry.

3.5.3 Pasazovanie buniek

Pasazovanie buniek je proces nahrady rastového média a poskytnutie idealnych podmienok
pre rast buniek. Bunky sa najcastejSie pasazuju 2 — 3x do tyzdra pri dosiahnuti 70 — 80% konfluencie
(percento rastovej plochy pokryté bunkami).

Pasazovanie adherentnych buniek
Pri pasazovani adherentnych buniek sa odstrani (odsaje, odpipetuje) star¢ médium, ktor¢ho zbytky
sa odstrania pouzitim izotonického roztoku (napr. PBS). Narusenie interakcie adherentnych buniek so
stenou nadoby sa pouzije enzym trypsin. Bunky sa nasledne inkubuju 5 — 10 min. Inhibicia aktivity
trypsinu je vykonand pridanim média.

PasaZovanie suspenznych buniek
Pri pasazovani suspenznych buniek je moznost' odstranit” ¢ast’ suspenzie a doplnit’ nové médium,
alebo je moznost scentrifugovat’ bunky, odstranit’ supernatant a bunky resuspendovat’” v novom
kompletnom médiu.

3.6 Principy pouzitych metéd

3.6.1 MTS a MTT test

MTS aMTT test st kolorimetrické testy Zivotaschopnosti buniek zaloZené na zmene
sfarbenia tetrazéliového farbiva (konkrétne MTT alebo MTS) na fialovy formazan cinnost'ou
mitochondriélnej sukcindtdehydrogenazy.

MTT test pouziva ako tetrazoliové farbivo MTT, Cize 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyl
tetrazélium bromid, ktoré ma pozitivny naboj a I'ahko prenika cez bunkovi membranu. Enzymatickou
redukciou je produkovany formazan v podobe nerozpustnych krystalov po dobu 1 — 4 hodiny
v zavislosti na metabolizmu prislusnej bunkovej linie. Nerozpustny formazan, musi byt pred meranim
absorbancie rozpusteny pomocou napriklad SDS, DMSO, dimetylformamid, kombindcia detergentov
a organickych rozpustadiel, atd’. Nasledné hodnotenie najcastejSie prebicha v intervale 550 — 600 nm.

MTS test pouziva ako substrat MTS, ¢ize 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-5-(3-
karboxymetoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium, ktoré m4 kladny ndboj a prienik do bunky je
komplikovanejsi. Pri jeho enzymatickej premene vznikd rozpustny formazan, preto je nie je nutné lyza
arozpuStanie. Z daného hl'adiska sa MTS test oznacuje ako .jednokrokovy MTT test™. Nasledne
hodnotenie prebieha pri absorpénom maxime 490 nm. MTS metéda je v porovnani s MTT testom
¢asovo vyhodnejsia a vySSou presnostou. Z cenového hl'adiska je MTT metdda efektivnejsia.

Parametre, ktoré maju vplyv na vysledné hodnoty absorbancie su koncentrécia tetrazolového
farbiva, Casova doba inkubacie, bunkovej hustoty a ich metabolickej aktivity.
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3.6.2 Imunofluorescencia

Imunoflorescencia je metdda vizualizacie bunkovych antigénov pouzitim imunochémie
a mikroskopie. Slazi na oznacenie konkrétnych proteinov v uritych castiach bunky alebo
v organelach. Imunofluorescenciu mozno rozdelit na priamu imunofluorescenciu a nepriamu
fluorescenciu. Priama fluorescencia vyuziva primarnu protilatku, ktord interaguje so sledovanym
proteinom a nasledne poskytuje signal. Nepriama imunofluorescencia vyuziva dvoch protilatok.
Neznacena primdrna protilatka sa viaze na cieleny protein. Nasledne sa pouzije sekundarna protilatka,
znacena fluorescenénym farbivom. Pri danej praci bola pouzita nepriama imunoflorescencia, pri ktorej
bola pouzita neznacena primarna protilatka a sekundarnej protilatky znacenej fluoroférom.
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MATERIAL A METODY
Biologicky material

Pre experimenty boli pouzité bunkové linie U-2 OS (odherentné bunky Il'udského

osteosarkému), K562 (suspenzné bunky chronickej myelodnej leukémie) a K562 Tax (selektovand
linia z K562)

Pouzité chemikalie a sipravy

O 0 0O 0O O O O O O O O O 0 0 O°

O O

0O 0O 0O 0O O O 0O O O O O 0 0 O

Akrylamid/Bis 30% roztok 1:29 (Bio-Rad Laboratories, kat.¢. 1610156)

Alfa-tubulin mysia monoklonalna protilatka (ThermoFisher Scientific, kat.¢.)

Beta-aktin mysia monoklonalna protilatka (Sigma-Aldrich, kat. ¢. MAB8929-SP)

APS amonium persulfat (Serva, kat. ¢. 13376.01)

BSA Bovinny sérovy albumin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A7906-100G)

BSA predriedené Standarty pre proteinovy test (ThermoFisher Scientific, kat. ¢. 23208)
deionizovana voda

DMSO dimetylsulfoxid (Serva, kat. ¢. 20385.01)

DTT ditiotreitol (Thermo Scientific, kat. ¢. R0862)

EDTA kyselina etyléndiamintetraoctova (Serva, kat.¢. 11280.2)

EGTA kyselina ethylenglykol-di-(2-aminoethylether)-tetraoctova (Serva, kat.¢ 11290.02)

etanol 98% (Sigma-Aldrich)

FBS Fetdlne bovinne sérum (Sigma Aldrich, kat. ¢. 10270-106)

Fenazin metosulfat (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P9625)

hmotnostny proteinovy marker Spectra Broad Range protein marker (ThermoScientific, kat. €.
26634)

Hoechst 33342 -Trihydrochlorid (ThermoScientific, kat. ¢. H21492)

IMDM Iscovovo modifikované Dulbeccovo médium s pridanymHepes, L-Gln (Lonza, kat. ¢. 12-
722F)

LEM 389 fluorovany derivat chinolinonu

McCoyovo médium SA (modifikované) s L-glutaminom (BioWhittaker, kat. ¢. 12-722F)

metanol (PENTA Chemicals — kat. ¢. 21190-11000)

MgCl; chlorid horeénaty (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M8266)

MTS reagencia (Promega, kat. ¢.)

MTT Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromid (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M2128-10G)

NOC nokodazol (Sigma, kat. ¢. M1404-50MQG)

PBS 1x (50 ml 10xPBS + 450 ml deionizovanej vody)

PFA paraformaldehyd 4% (Sigma-Aldrich, kat.¢. HT501128)

Pierce BCA reagent A a B (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 23223)

PTX — Paclitaxel Mylan 6mg/ml

pufor elektroforeticky (10x Tris/Glycin/SDS pufor (Bio-Rad Laboratories, kat. ¢. 1610772))

pufor na blotovanie membran (Tris/Glycin (Bio-Rad Laboratories, kat. ¢. 1610771))

pufor na pripravu separa¢ného gélu: 1,5M Tris-HCl; pH = 8,8 (Bio-Rad Laboratories, kat. ¢.161-
0798)

pufor na pripravu zaostrovacieho gélu: 0,5M Tris-HCI, pH=6,8 (Bio-Rad Laboratories, kat. €.
1610799)

pufor nanasaci pre SDS-PAGE vzorky

SDS (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 71729-1KG)

sekunddrna protilatkou proti mysi konjugovana s AlexaFluor 488 (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢.
A-21202)

sekundérna protildtka proti kralikovi s chrenovou peroxiddzou (Sigma-Aldrich)

substrat pre chrenovi peroxidazu Immobilon Forte (Milipore, kat. ¢. WBLUF0500)

suSené odtucnené mlicko Laktino s obsahom tuku najviac 1,3%

12



o tablety fosfatazovych inhibitorov PhosSTOP EASYpack (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. PHOSS-
RO)

o tablety protedzovych inhibitorov cOmplete Tablets EASYpack (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢.
PHOSS-RO)

o transferova PVDF membrana Immobilon- PSQ (kat. ¢. ISEQ00010 )

o Tris (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 10708976001)

o Triton X — 100 (Sigma-Aldrich , kat. ¢. T8787-250ML.)

o Trizma — hydrochlorid (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T3253-1KG)

o TRYple (Gibco, kat. ¢. 12604-054)

o Tween 20 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P2287)

o VCR Vincristine TEVA (Img/ml injekény roztok vincristini sulfas, kat. ¢. 44/089/99-c)

Pouzité roztoky
1xPBS
50 ml 10xPBS + 450 ml deionizovanej vody

Priprava roztoku inhibitorov proteaz:
1 tabletu rozpustit’ v 200 ul sterilnej deionizovanej vody, zvortexovat’, rozdelit’ na 20 ul alikvoty
a uchovavat pri -80°C

Priprava roztoku inhibitorov fosfataz:
1 tabletu rozpustit’ v 200 ul sterilnej deionizovanej vody, zvortexovat, rozdelit’ na 20 ul alikvoty

a uchovavat pri -80°C

Hypotonicky pufor o pH 6,8:

Tabulka 1: Priprava hypotonického pufru pre lyzu buniek
. , , . | Mnozstvo latky Mnozstvo latky

Pridanie Latky Koncentracie 1na 100 ml 2 20 ml
MgCl, 1 mM 9,521 mg 1,9042 mg

Pred EGTA 2 mM 76,08 mg 15,216 mg

upravou pH
Tris-HCl 20 mM 315,2 mg 63,04 mg

Po  dprave | Nonidet P-40 | 0,5% 0,5 ml 0,1 ml

pH

Upravu pH vykonat' pouzitim HCl a TRIS na pH 6,8. Hypotonicky pufor po uprave pH mozno
uchovat pri — 20°C, pred pouzitim sa pridavaju roztoky inhibitorov proteinaz a fosfataz (20 ul roztoku
na 1 ml roztoku) a paklitaxel v DMSO o vyslednej koncentracii 1 pg/ml na uchovanie Struktury
mikrotubulov.
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RIPA pufor

Tabulka 2: Priprava RIPA pufru

Chemikalia Vysledna koncentacia Navazka pre objem 40 ml
NaCl 150 mM 350 mg

NP-40 1% 400 pl

SDS 0,1% 40 mg

Sodna sol’ kyseliny | 0,5% 200 mg
deoxycholovej

Tris-HCI (pH = 8,0) 50 mM 242 mg

EDTA 1 mM 11,6 mg

Pred pouzitim 800 ul a 800 pl
pridat’ inhibitory

proteaz a fosfataz

1xPBS s 0,05% Tween 20

Na 1 L nesterilného 1xPBS s obsahom 0,05% Tween-u 20: 899,5 ml deionizovana voda + 100 ml
10xPBS + 0,5ml Tween 20

Blokovaci roztok pre nespecifické miesta membrany pre a-tubulin

Na pripravu 40 ml 5% roztoku susen¢ho mlicka v 1x PBS s 0,05% Tween 20: 2 g suSené¢ho mlicka +
40 ml 1x PBS s 0,05% Tween 20

Blokovaci roztok pre neSpecifické miesta membrany pre fosforylovany histén H3:

Na pripravu 40 ml 5% roztoku BSA v 1x PBS s 0,05% Tween 20: 2 g suseného mlicka + 40 ml 1x
PBS s 0,05% Tween 20

Zoznam pouzitych pristrojov a zariadeni

O O O 0O 0 O

O O O O O O O 0 0 O

50ml centrifugac¢né skamavky (TPP)

automatické pipety (eppendorf Research plus)

automaticky analyzitor bunkovej viability Vi-Cell XR (Beckman coulter)
automaticky kvapalinovy manipuldtor ECHO 555 (Labcyte)

blotovacia membrdna PVDF Immobilon — PSQ

dosticka s prichladnym dnom CELLCARRIER-384 ULTRA JR00000381 TO
JR00000400 (Perkin Elmer cell carrier ultra 384)

centrifiiga eppendorf 5810

centrifiiga Hettich Rotina 420R

centrifugacné skumavky 15ml (avantor)

cetrifiga miniSpin (eppendorf)

CO; inkubator HERACELL 150i (Thermo Fisher SCIENTIFIC)

dosticka 96-jamkova (TPP)

Enspire nickol’komoddovy pristroj na Citanie dostic¢iek (PerkinElmer)
injekéné strickacky Omnican 50 (Braun)

invertovany mikroskop OLYMPUS IX51

kultivacné fl'ase T75 a T25 (TPP)
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lamindrny box MSC-ADVANTAGE

magneticka mieSacka MSH 300 (Biosan)

mikroskop automatizovany Cell Voyager

Multidrop Combi Reagent Dispenser (ThermoFisher Scientific)
odmerny vélec

Petriho miska s primerom 90 mm (Gama group)
Petriho miska s rastovym povrchom

pH meter Ph7110 (inoLab)

pipetovaci nadstavec Pipetus (Hirchmann)

sérologické pipety SPL Life Sciences

sonik4tor Sonoplus (Bandelin)

systém elektroforeticky PowerPac HC (Bio-Rad Laboratories)
termoblok Dry Block Termostat (Biosan Bio TDB-100)
transferovy systém Trans-Blot Turbo

trepacka Heidolph Titramax 100

trepacka Unimax 1010 (heidolph)

trepacka Vortex-genie 2

UV-transilumindtor Gel Doc (BIO-RAD)

véha presnd (KERN)

vahy analytické (Scaltek SBC 21)

vodna lazenn (Memmert WNB)

O 0O O 0O OO0 OO O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0

Pouzité experimentalne a vyhodnocovacie postupy

3.6.3 Pasazovanie adherentnych buniek

Pre experimenty bola pouzita adherentna bunkova linia U2-OS, suspenzné bunkové linie
K562 a K562 Tax, ktoré boli pasazované 2-3x tyzdenne. Na kultivaciu linif boli pouzit¢ médium
(McCOYovo pre U2-OS aIMDM pre K562 a K562 Tax) s 10% fetdlnym bovinnym sérom
a pridavkom antibiotik.

Postup pasazovania buniek pre U-2 OS:
1) Stav konfluencie a pripadnej kontaminacie v kultivacnej fl'asi stanovit’ pomocou inverzného
mikroskopu pri 40-nasobnom zvécseni.
2) Pri dosiahnuti 70 — 80 konfluencie bunky pasazovat’ za sterilnych podmienok v laminarnom boxe.
3) P6vodné médium odpipetovat’ z kultivacnej flase do odpadnej nadoby.
4) Povrch kultiva¢nej flase s bunkami premyt 8 ml 1x PBS, ktoré nasledne zliat.
5) Na bunky napipetovat’ 1,5 ml TRYple a rozliat’ po povrchu buniek.
6) Kultivacna fl'asu vlozit’ do inkubatoru na 5 min (37 °C, 5% CQO»).
7) Stav pril'nutia buniek k stene naddoby skontrolovat” pomocou inverzného mikroskopu pri zvacseni
40x.
8) Adherentné bunky, ktoré ostali v zhlukoch ana stenach kultivacnej fl'ase uvolnit' iderom dlane
o stenu fTase.
9) Do kultivaénej fl'ase bolo napipetovanych 8 ml McCoy média s obsahom FSCI a antibiotik (10%).
10) a) V kultivacnej nadobe ponechat” 2 ml bunkovej kultiry a doplnit’ 20 ml McCoy média
(riedenie 1:9). Kultivaéni fl'asu vlozit’ do inkubdtora (37 °C, 5% CO,).

b) Zbytok bunkovej kultiry (8 ml) odpipetovat’ do odpadu alebo pouzit’ na experimenty.
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Pasazovanie suspenznych buniek:

1) Médium IMDM s pridavkom antibiotik temperovat’ vo vodnej lazni pri 37°C priblizne 15 min.

2) Urcit konfluenciu buniek a pripadni kontamindciu pomocou inverzného mikroskopu.

3) V lamindrnom boxe prepipetovat’ bunkovi suspenziu do 50ml centrifugaénej skumavky.

4) Do kyvety pridat’ 0,5 ml bunkovej suspenzie a urcit” hustotu buniek pomocou Vi-Cell-u.

5) Pripravit 16 ml suspenzie o hustote buniek 15500 buniek/ml (250 000 bunick na flasu)
a napipetovat’ do kultivacnej fl'ase.

6) Zbytok suspenzie odstranit, zamrazit’ alebo pouzit’ na experimenty.

Selekcia suspenznych buniek K562 Tax:

1) Urcit hustotu buniek K562 a viabilitu pomocou Vi-Cell-u.

2) Pri viabilite nad 80% bunky pouzit’ na oSetrenie.

3) Scentrifugovat’ 5 min, 1500 RPM pri 21°C.

4) Vymenit IMDM médium a resuspendovat’.

5) Pripravit’ 15 ml bunkovej suspenzie o hustote buniek 1 000 000 viabilnych buniek/ml.

6) Pripravit’ 1,2 ml roztoku PTX v IMDM médiu o koncentracii 0,16 uM.

7) Pridat’ 1 ml roztoku PTX do suspenzie (vysledna koncentracia je 0,01 uM)

8) Pri kazdej nasledujicej selekcii zoskrabat” zvySovat” koncentraciu pouzitého lieciva, ak viabilita
buniek ostdva pri 85%.

9) Pri poklese viability pod 85% odstranit médium s obsahom PTX a bunky spasazovat’.

MTT a MTS test

Na MTS test pre bunkovi liniu U-2 OS bola pouzita 384-jamkova dosticka ViewPlate, kde
pracovny objem jamky bol 30 ul. Jednotlivé koncentrdcie latok boli v tetraplikdte. Na nasadenie
buniek U-2 OS pri pouzitych objemoch bola nariedend bunkova kulttira na objem 30 ml o vysledne;j
koncentricii 27 000 buniek/ml (800 buniek/jamka).

Postup nasadenia buniek bunkovej kultiry U-2 OS:

1) Bunkovi kultdru napipetovat’ do 50ml plastovej centrifugacnej skimavky.

2) Bunkovu kultdru centrifugovat’ 5 min na 1500 RPM.

3) Po scentrifugovani supernatant zliat” bez poskodenia peletu.

4) Do peletu pridat’ 15 ml média a pelet resuspentovat’.

5) Do kyvety pre Vi-Cell napipetovat’ 0,5 ml bunkovej suspenzie.

6) Po zmerani viabilnych buniek prepocitat” potrebny objem bunkovej suspenzie a média na pripravu
vyslednej suspenzie o koncentricii.

7) Pomocou Multidrop combi aplikovat’ 30 ul McCoyovho média do 384-bunkovej dosticky na okraje
dosticky.

8) Bunkovi suspenzia o koncentracii 27 000 buniek/ml aplikovat’ do zbytku dosti¢ky (30ul na jamku)
pomocou Multidropu combi.

9) Bunky nasledne scentrifugovat’ po dobu 1 min na 1000 RPM.

10) Usadenie buniek na dne dosticky skontrolovat’ invertovanym mikroskopom.

11) Bunky inkubovat’ do druhého diia (37 °C, 5% CO,).

12) Nasledujuci deri bunky oSetrit’ latkami s dilucnym faktorom 4 a inkubovat” 72 hod (37°C, 5 %
CO») podl'a Obr 11.
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Obr. 11: Schéma pipetovanie latok pre MTS test

Sivou farbou je oznacené Cisté medium (blank), zelenou kontrola, ¢ervenou paklitaxel, Zltou
vinkristin, modrou nokodazol a fialovou LEM 389.

13) Po 72 hod aplikovat’ 4ul MTS s naslednou 90 min inkubéciou pri teplote 37°C a prekrytych
hlinikovou féliou.

14) Absorbancie merat” pri 490 nm programom EnVision MultiLabel Plate Reader (PerkinElmer).
Hodnoty IC50 vyhodnotit’ programom Dotmatics cez prislusné krivky davka-odpoved’.

Najkoncentrovangj$ie roztoky mali koncentraciu 50 uM (NOC, LEM 389) alebo 5 uM (PTX, VCR).

MTT test pre bunkovi liniu K562 a K562-Tax

Nasadenie K562 a K562 Tax na MTT test

1) Pripravit’ 10 ml bunkovej suspenzie o koncentracii 62 500 buniek/ml.

2) Do 96-jamkovej dosticky v radoch 2 — 12 pridat’ 80 ul bunkovej suspenzie (5 000 buniek/jamka).
3) Do radu jedna pridat’ 100 pul média (blank).

4) Bunky centrifugovat pri 1000 RPM po 1 min.

5) Bunky inkubovat do druhého diia pri 37°C, 5% CO..
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OsSetrenie buniek :

10) Pripravit pracovné roztoky PTX, VNC, NOC a LEM 389 podl'a tabulky 3.

Tabul'ka 3: Koncentracie vyslednych a pracovnych roztokov

NOC a LEM 389 PTX a VNC
Vysledna Koncentrécie Vysledna Koncentrécie
koncentracia pracovného roztoku | koncentricia pracovného roztoku
(nM) (nM) (nM) (nM)
50000 250 000 195 976,56
12500 62 500 49 244,14
3125 15 625 12,21 61,04
781,25 3 906,25 3,05 15,26
195,31 976,56 0,76 3.8
48,83 244,14 0,20 0,95
12,21 61,04 0,05 0,24
3,05 15,26 0,02 0,06
0.8 3,81 0,003 0,015
0,2 0,95 0,0007 0,004

11) Bunky osetrit’ podl'a schémy 2 pracovnymi roztokmi.

KONCENTRACIE @M)PRE PTXA : 195 4875 122 305 096 o019 005 0125 0,03 0,008

BLANK CTE

T O T MO0 m>\

KONCENTRACIE (M) PRENOC a LEM 389:50 000 12500 3125 781 195 488 122 3,05 07625 0,19

Obr. 12: Schéma pipetovanie latok pre MTT test u bunkovych linii K562 a K562 Tax
12) Bunky inkubovat’ 72 hod pri 37°C, 5% CO-.

MTT test:

1) Pridat’ 10 ul MTT, dosticku scentrifugovat’ na 1000 RPM 1 min.

2) Bunky inkubovat 1,5 hod pri 37°C, 5% CO..

3) Pridat’ 100 ul SDS (10%) a lyzovat 1,5 hod.

4) Absorbancie vyhodnotit" spektrofotometricky programom EnVision MultiLabel Plate Reader
(PerkinElmer) pri 490 nm

18



3.6.4 Vizualizacia cytoskeletu

Ako primarna protilatka bola pouZzita monoklonalna mysacia protilatka proti a-tubulinu
aako sekundarna protilatka bola pouzita protilatka proti mySacej protilatke s konjugovanym
fluoroforom Alexa Fluor 488. Vizualizovanymi komparmentami boli jadro bunky pomocou farbiva
Hoechst 33342.

Postup nasadenia buniek U-2 OS v 384-jamkovej dosticke:

1) Pripravit' 5 ml troch suspenzii o hustote buniek 50 000 buniek/ml (1 500 buniek/jamka), 70 000
buniek/ml (2 000 buniek/jamka) a 90 000 buniek/ml (2 500 buniek/jamka). Do kazdej jamky aplikovat’
30 pl suspenzie.

2) Kazdi hustota buniek pripravit’ v triplikate (3 stipce).

3) Dosticku centrifugovat' na 1 000 RPM po dobu 1 min.

4) Bunky kultivované 24 hod pri 37°C, 5% CO..

Postup oSetrenia buniek:

1) Boli pripravené zdsobné roztoky PTX (30 uM), VNC (10 uM), NOC (100 uM) a LEM 389 (5000
uM).

2) Do zdrojovej dosticky napipetovat’ 60 pl zdsobnych roztokov.

3) Kazdd latku aplikovat” o dvoch koncentrdciach (IC50 a 5x IC50) ajedna kontrola pre vsetky
hustoty buniek pomocou pristroja ECHO 555.

4) Dosticku centrifugovat’ na 1 000 RPM po dobu 1 min.

5) Bunky inkubovat’ 24 hod pri 37°C, 5% CO..

6) Po 24hod inkubacii odstranit’ polovici bunick médium a nahradit’ ho novym temperovanym
médium. Inkubovat’ 30 min.

Postup pripravy mikroskopickych preparatov pre imunoflorescenciu:

1) Médium z dosticky odstranit’.

2) Bunky oplachnut’ 1xPBS.

3) Pridat’ 50 ul 4% PFA a inkubovat’ 30 min pri laboratérnej teplote.

4) PFA odsat a premyt dvakrat 50 ul 1xPBS.

5) Pridat’ 50 ul 0,3% Triton X-100 s Hoechst 33342 o koncentracii 10 uM a inkubovat’ 30 min za tmy
pri izbovej teplote.

6) Vzorky blokovat’ permeabilizacnom a blokovacom roztoku (1% BSA v 1xPBS; 0,3% Triton X-
100) po dobu 20 min pri laboratérnej teplote.

7) Odsat’ permeabilizacny roztok.

8) Pridat’ 25 pl nariedenej primarnej protilatky (1 : 500) v 1% roztoku BSA v 1xPBS.

9) Vzorky inkubovat’ 60 pri laboratérnej teplote za tmy.

10) Odsat” a preplachnut’ 50 ul 1xPBS.

11) Pridat” 25 pl sekundarnej protilatky znacenej AlexaFluor nariedenej 1:500 v 1% roztoku BSA
v 1xPBS.

12) Inkubovat’ 60 min pri laboratornej teplote za tmy.

13) Premyt 50 pl 1xPBS dvakrat. Nechat’ 50 ul 1xPBS a uchovavat pri 4 °C za tmy.

3.6.5 SDS-PAGE a Western blot pre analyzu efektu inhibitorov polymerizacie
mikrotubulov
Dany experiment bol vykonany na bunkovej linii U2-OS.

Nasadenie buniek na Western blot:
Pri bunkovej linif U-2 OS bola osvedcena koncentracia buniek 125 000 viabilnych buniek/ml.
1) Pripravit’ bunkovu suspenziu o koncentracii 125 000 viabilnych buniek/ml.
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2) Do troch 6-jamkovych dosti¢iek pridat’ 2 ml pripravenej suspenzie na jamku (250 000 buniek na
jamku).
3) Bunky inkubovat’ do druh¢ho dna.

OSetrenie buniek:

1) Pripravit’ 300 pl roztoku inhibitorov polymerizéacie 11-krat vyssej ako st hodnoty 5x, 10x a 20x
IC50.

2) Bunky oSetrit’ 200 pl pripravenych roztokov alebo médiom pri kontrole.

3) Bunky inkubovat 3 hodiny pri 37°C, 5% CO, a zvysenej vlhkosti.

4) Po inkubacii odsat’ médium do 15ml centrifugacnej skumavky za nesterilnych podmienok,
preplachnut’ dvakrat po 2 ml 1xPBS, odsat’ 1xPBS.

5) Pridat’ 200 pl lyzacného pufru spolu s pridavkom PTX o vyslednej koncentrécif 1.

6) Inkubovat 5 min, pri 37°C.

7) Lyzat skrabkou zoskrabat a obsah jamiek (250 pl) bol napipetovany do 1,5ml mikroskimaviek
oznacenych P (pelet).

8) Mikroskumavky centrifugavat’ pri maximalnych otackach (14 000 RPM) po dobu 10 min.

9) Odobrat” supernatant do 1,5ml mikroskiimaviek S (supernatant).

10) Do 1,5ml mikroskimaviek P (k peletu) pridat’ 200 pl lyzaéného pufru (s pridavkom PTX)
a sonifikovat’.

11) Zamrazit’ skimavky na -80°C pri uskladneni.

12) Po rozmrazeni mikroskumaviek pridat” nanasaci pufor (3 pl nanasacicho pufru na 12 pl vzorky)
a inkubovat’ 10 min pri 95°C.

Priprava gélov na SDS-PAGE a Western blotu:
1) Pripravit’ 1,0 mm skla pre gély pre 15 jamicek.
2) Pripravit separacny gél podl'a tabul’ky 4. TEMED a APS pridavat’ az nakoniec.

Tabulka 4: Priprava rozdel'ovacicho gélu o koncentracii akrylamidu 10%

Latky Objem pre 10 ml (2 gély) Objem pre 20 ml (4gély)
Deionizovand voda 3,8 ml 7,6 ml
Akrylamid/Bisakrylamid 3.4 ml 6.8 ml

(30% 0,8%)
Rozdelovaci pufor -1,5 M

Tris (pH=8.8) 2,6 ml 52 ml
10% SDS 0,1 ml 0,2 ml
TEMED 10 ul 20 ul

10% APS 100 pl 200 pl

3) 50ml injekénou strickackou s ihlou pridat’ polymerizujuci roztok medzi skla.

4) Pockat’ 3 min a prevrstvit’ gél 200 ul deionizovanej vody.

5) Nechat’ polymerizovat 40 min.

6) Spustit’ termoblok.

7) Pripravit’ vzorky — k 12 ul vzorky pridat’ 3 pl nanasacieho pufru, tak aby nastalo riedenie na
1xSDS.

8) Pripravit’ zaostrovaci gél podla tabulky 5.

20



Tabulka 5: Priprava 1,0 mm zaostrovacieho gélu o koncentracif akrylamidu 10%

Chemikalie Objem pre 5 ml (2 gély)
Deionizovana voda 2,975 ml

0,5 M Tris-HCI (pH=6,8) 1,25 ml

10% SDS 0,05 ml
Akrylamid/Bisakrylamid (30%; 0,8%) 0,67 ml

TEMED (digestor) 0,005 ml

APS 0,05 ml

9) Pridat hrebienok, tak aby nevznikli bubliny.

10) Nechat’ polymerizovat’ 40 min.

11) Pripravit’ do odmerné¢ho valca 1 1 elektroforetického pufru (100 ml 10x Tris/Glycin/SDS + 900 ml
deionizovana voda)

12) Pripravit elektroforeticka vanicku. Vlozit” gély do kazety. Zaliat’ elektroforetickym pufrom

13) Do prvej jamky napipetovat’ 4 ul markeru.

14) Napipetovat’ 15 ul pripravenej vzorky. Napojit’ elektrody.

15) Zapnut zdroj jednosmemcého elektrického napitia na 110 V, 3 A, 300 W na dobu 45 — 90 min.

16) Oddelit’ od seba skla a odstranit’ zaostrovaci gél.

17) Pripravit’ 250 ml transferového pufru (50 ml metanol: 25 ml 10x Tris/glycin : 175 ml deionizovand
voda).

18) Aktivovat’ PVDF membranu metanolom po dobu 2 — 3 min. Zliat’ metanol.

19) Premyt membranu transferovym pufrom.

20) Nickol'ko podusSiek namodit’ v transferovom pufri a polozit' na spodok transferovej dosky.
Valéekom odstranit’ pripadne vzniknuté bubliny.

21) Na podusky polozit’ aktivovani a premytu membranu. Valéekom odstranit’ vzniknuté bubliny.

22) Polozit’ gél na membranu.

23) Pripravit nieckol’ko podusiek v transferovom pufri a polozit’ ich na gél.

24) Uzavriet blotovaciu kazetu.

25) Blotovat pri 25 V; 1, 0 A; 30 min.

26) Membranu uchovat’ v 1XxPBS s 0,05% Tween v chladnicke.

Blokovanie nespecifickych miest a viazanie protilatok

1) Z membrany zliat’ 1x PBS s 0,05% Tween.

2) Orezat nepotrebn¢ Casti membrany.

3) Pridat roztok 5% suSen¢ho mlieka a nechat’ na trepacke 25 min.

4) Roztok mlicka zliat" do novej centrifugaénej skimavky — pouzije sa pre riedenie sekundarnej
protilatky (1:1000)

5) Pridat’ 1x PBS s 0,05% Tween-om a zliat’ do odpadu.

6) Pridat’ 1x PBS s 0,05% Tween-om a nechat’ trepat’ 5 min. Opakovat’ dvakrat.

7) Pripravit’ 10 ml nariedenej primarnej protilatky (riedenie 1 : 1000).

8) Naliat’ roztok primarnej protilatky na membranu, zakryt’ nadobu a inkubovat™ 1 hod pri 20°C alebo
cez noc pri 4°C.

9) Zliat roztok primarnej protilatky.

10) Pridat’ 1x PBS s 0,05% Tween-om a zliat” ho spolu so zvySkom prim. Protilatky.

11) Pridat’ 1x PBS s 0,05% Tween-om a nechat” trepat’ 5 min. Opakovat” dvakrat.

12) Pripravit’ 8 ml roztoku sekundarnej protilatky znacenej AlexaFluor 488 riedenej 1:1000

v 5% mlieku.

13) Naliat’ roztok sekundarnej protilatky na membranu a inkubovat’ na trepacke 60 min.

14) Zliat’ sekundarnu protilatku.

15) Pridat’ 1x PBS s 0,05% Tween-om a nechat’ trepat’ 5 min. Opakovat’ dvakrat.

16) Pridat’ Tweenované PBS a inkubovat’ 5 min na trepacke dvakrat.

21



17) Vizualizovat’ alfa-tubulin pomocou UV-transilumindtora Gel Doc firmy BIO-RAD a programu
Image Lab.

3.6.6 SDS-PAGE a Western blot pre analyzu markerov bunkového cyklu
Dany experiment bol vykonany na bunkovych liniach K562 a K562-Tax.

Nasadenie buniek pre sledovanie bunkovych markerov:

1) Pripravit’ bunkovu suspenziu K562 a K562-Tax o koncentracii 500 000 viabilnych buniek/ml.

2) Do troch 6-jamkovych dosticiek pridat’ 2 ml pripravenej suspenzie na jamku (250 000 buniek na
jamku).

3) Bunky nechat’ inkubovat” do druhého dnia.

OsSetrenie buniek:

1) Pripravit’ 300 ul roztoku inhibitorov polymerizécie 11-krat vyssej ako je hodnota 1x a 5x IC50.
2) Bunky oSetrit’ 200 pl pripravenych roztokov alebo médiom pri kontrole.

3) Bunky inkubovat’ 24 hod.

Lyza buniek pre sledovanie markerov bunkového cyklu:
1) Vychladit’ centrifiigu na 4°C.
2) Udrzovat’ RIPA, nesteriln¢ 1xPBS, centrifugaéné skiimavky na zber buniek na I'ade.
3) Do skiimaviek odpipetovat’ prislusné médium.
4) Premyt jamky dvakrat 1xPBS po 2 ml kazdy oplach — dané 1xPBS taktiez zbierat.
5) Skimavky centrifugovat’ vo vychladenej centrifuge na 4°C po dobu 5 min na 1 400 RPM.
6) Odstranit’ supernatant.
7) Pelet resuspendovat’ v 950 ul 1xPBS a napipetovat’ vSetko do 1,5ml mikroskamavky.
8) Centrifugovat pri 4°C, 5 min pri 1 400 RPM.
9) Supernatant odpipetovat’.
10) Pridat’ 100 ul RIPA aj s pridanymi inibitormi protedz a fosfataz.
11) Inkubovat’ 20 — 30 min na 'ade.
12) Po inkubacii nastavit’ chladenu centrifugu na MAX otacky — 14 000 RPM na 10 min 4°C.
13) Do vychladenych 1,5ml mikroskiimavky odobrat’ supematant.

Urcenie koncentracie lyzatu metodou BCA metody:

1) Na 96-jamkovu dosticku napipetovat’ 10 pl Standartov BSA v duplikate z kazdej koncentracie
a duplikat RIPA pufru.

2) Napipetovat’ 10 pl vzoriek v duplikate

3) Do kazdej jamky pridat’ 200 ul BCA reagentu (pomer A:B = 50:1)

4) Inkubovat’ 30 min pri 37°C.

5) Odmerat’ absorbanciu pri 562 nm a vytvorit” kalibra¢ni krivku.

6) Urcit koncentracie vzoriek a nariedit” ich, tak aby na jamku pripadalo 20 pg proteinov po pridani
nanasacicho pufru.
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4 VYSLEDKY
4.1.1 Experimenty s bunkovou liniou U2-OS

4.1.1.1 Cytotoxicita LEM389 na bunkovej linii U2-OS

Cytotoxicita derivatu chinolinonu LEM 389 bola porovndvani so zndmymi inhibitormi
mikrotubulov (PTX, NOC, VCR) na bunkovej linii U-2 OS pomocou MTS testu. Hodnoty cytotoxicity
jednotlivych latok pre U2-OS st uvedené do tabulky 6. NajvysSie koncentracie pouzitych roztokov
boli 5 uM pre PTX a VCR alebo 50 uM pre NOC a LEM 389. Dilu¢ny faktor bol 4 a hodnoty IC50
boli uréené z 10 hodndt. Bunky boli inkubované s lie¢ivami po dobu 72 hod pri 37°C, 5%CO.-.
Experiment bol vykonany v troch na sebe nezavislych meraniach, pricom kazda koncentracia bola
v tetraplikate. Polovicna inhibi¢na koncentracia IC50 LEM 389 bola 3,5210 + 1,1048 uM. Testovana
latka mala v porovnani so znamymi inhibitormi nickol’ko nasobne vysSie hodnoty IC50. Najlepsie sa
z danych latok osved¢il VCR s IC50 0,0102 £ 0,0021uM; nasledoval PTX s IC50 0,0292+ 0,0034 uM
a nakoniec NOC s IC50 0,1477 £ 0,0426 uM.

Tabul’ka 6: Priemerné hodnoty IC50 (nM) pre bunkovii liniu U-2 OS.
Daéta su priemer + smerodatnd odchylka, n =3

Latka IC50 + SD (nM)
PTX 29,2 +3,4
VCR 10,2 + 2.1
NOC 147,7 + 42,6
LEM389 3521,0+ 1104,8
IC50+SD
3700
3600 I
ICs, (nM)
3400// //
/; ;/"’"
] " B
. | —
Latky

Graf 1: Priemernd hodnota IC50 (nM) pre latky PTX, VCR, NOC, LEM 389 u bunkovej linie U-2 OS
pouzitim MTS testu.
Daéta su priemer + smerodatnd odchylka, n =3

4.1.1.2Fluorescencna konfokalna mikroskopia

Pomocou imunofluorescenéného znacenia bol porovnavany ucinok LEM 389
na mikrotubularnu siet” s pozitivnymi kontrolami (PTX, VCR, NOC). Jadro bolo Hoechst 33342
farbilo na modro a mikrotubuly po imunofluorescenénom znaceni sekundarnou protilatkou s
konjugovanou Alexa Fluor 488 na zeleno. Koncentracie latok, pri ktorych bol uéinok latok na
polymeriziciiu mikrotubulov sledovany pri 5x IC50.
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Obr. 13: LEM 389 reverzibilne narusa Struktaru mikrotubulov v bunkove;j 1inii U2-OS.

Usporiadanie mikrotubulov v bunkach bez osetrenia (CTR), oSetrenych latkami o koncentracii 5x
IC50 pre PTX, VNC, NOC, LEM 389. Bunky boli inkubované s ldtkami po dobu 24 hodin. Bunky bez
oplachu a bunky opldchnuté médiom a po 30 min repolymerizécii mikrotubulov boli fixované a
znaéené protilatkou proti a-tubulinu. Mikrotubuly fluoreskujui nazeleno a jadra buniek na modro.
Mierka ma dizku 20 um.

Pri negativnej kontrole bolo pouzité DMSO. Bunky negativnej kontroly mali siet
mikrotubulov polymerizovanu az k periférii bunky. PTX je ireverzibilny stabilizator polymerizacie
mikrotubulov. Na fotografiach sa prejavila zvySena polymerizacia mikrotubulov v okoli jadra
a po oplachnuti médiom nenastala repolymerizdcia mikrotubulov do periférie buniek. VCR a NOC
su reverzibilné destabilizatory polymerizacie mikrotubulov. Pri bunkach osetrenych VCR a NOC
nastala depolymerizédcia mikrotubuldrnej siete a jej repolymerizicii po oplachnuti. LEM 389
sa prejavil ako reverzibilny destabilizitor polymerizdcie mikrotubulov.
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4.1.1.3 Efekt na polymerizaciu mikrotubulov

Po 3 hodinovej inkubécii buniek s prislusnym inhibitor polymerizacie o koncentracii
5x, 10x a 20x IC50 bola pouzita ultracentrifugicia na separaciu proteinov bunkovych lyzatoch
zo supernatantu (frakcia S — solubilny tubulin) a z peletu (frakcia P — polymerizovany
tubulin).  Vizualizdcia o-tubulinu prebehla metédou Western blot nepriamou
imunoflorescenciou. Pri kontrole poskytovali obe frakcie signal, ale vyraznejsi band bol

pri frakcii S, Co znaci vacsiu koncentraciu volného tubulinu ako polymerizovanych
mikrotubulov. U paklitaxelu poskytovala signal frakcia P, ¢o znamenalo, ze prevazujica
forma mikrotubulov bola v polymerizovanej podobe. U vzoriek lyzatov s pouzitim VCR,
NOC, LEM 389 poskytovala viditeIny signdl frakcia S, Co znacilo prevazujicu podobu
mikrotubulov v rozpustnej podobe. ZvySujuca koncentracia pouzitého inhibitoru mala
nasledny prejav na percentudlnom zastipeni rozpustnej alebo polymerizovanej podobe.

Na vyhodnotenie intenzity signdlu bol pouzity program Imagel a jeho vysledky boli
zaznamenané do grafu 2.

CTR PTX VCR NOC LEM 389
S P S P S P S P S P

Obr. 14: Efekt PTX, VCR, NOC a LEM389 na polymerizéiciu tubulinu v bunkove;j
linii U-2 OS. Bunky U-2 OS boli lyzované 5 min pri 37°C v hypotonickom roztoku s
pridavkom 1 pg/ml PTX. Po lyze buniek boli odelené dve proteinove frakcie
ultracentrifugiciou: S pre solubilny tubulin (v supernatante) a P pre polymerizovany tubulin v

peletu.
909
808
705
60%
S0%
40%
30%
200
109
0%
CTR PTX VCR

NOC LEM389

Zasttpenie S a P frakcie (%)

ms mp

Graf 2: Percentudlne zastipenie polymerizovanej a nepolymerizovanej podoby mikrotubulov
v bunkovej linii U-2 OS pri hodnote 20x IC50, n =2
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4.1.2 Experimenty s bunkovymi liniami K562 a K562 Tax

4.1.2.1 Selekcia K562 Tax

Bunkova linia K562 Tax bola selektovand z K562 pouzitim PTX po dobu dvoch mesiacov.
Pri pricom sa pri kazdej pasazi zdvojnasobovala hodnota oSetrenia bunick pri hustote buniek
1 000 000 viabilnych buniek na ml a viabilite 85%. Pre kratke Casové rozpitie selekcia zacala pri
hodnote 0,01 nM a bola ukoncena pri hodnote 1,6 uM. Takto vyselektované bunky boli pouzité
na experimenty.

4.1.2.2 Cytotoxicita LEM389 na bunkovych liniach K562 a K562 Tax

Cytotoxicky uc¢inok LEM 389 bol porovnavany s inhibitormi mikrotubulov (PTX, NOC,
VCR) na bunkovej linii K562 a K562-Tax pomocou MTT testu. Hodnoty cytotoxicity jednotlivych
latok pre K562 a K562 Tax st uvedené do tabul’ky 5. Najvyssie koncentracie zasobnych roztokov boli
195 nM pre PTX a VCR alebo 50 uM pre NOC a LEM 389. Dilu¢ny faktor bol 4 a hodnoty IC50 boli
uréené z 3 nezavislych opakovani. Bunky boli inkubované s lieivami po dobu 72 hod pri 37°C,
5% CO». Experiment bol vykonany v troch nezavislych meraniach, priCom kazda koncentracia bola
v duplikate. Polovi¢na inhibi¢na koncentracia IC50 LEM 389 bola 1996,245+168,046 nM pre K562
a2113,788+ 405,294 nM pre K562 Tax. Testovand litka mala v porovnani so zndmymi inhibitormi
nickol’kondsobne vyssie hodnoty IC50. Najnizsie hodnoty IC50 pri zndmych inhibitoroch u K562 mal
VCR s IC50 o hodnote 0,802 + 0,112 nM, d’alej nasledoval NOC s IC50 o hodnote 9,983 + 2,085 nM
a nakoniec PTX s hodnotou 12,518 + 3,033 nM.

Pri K562 Tax bola najucinnejsia latka bola NOC (IC50 = 22,184 + 4,105 nM), d’alej VCR
(IC50 =40,05 £ 5,796 nM a nakoniec PTX (IC50 = 112,155 £ 30,669 nM). Pri selektovanej bunkovej
linif bola hodnota IC50 devétnasobne vyssia ako u parentélnej linie.

Tabul'ka 8: Priemerné hodnoty IC50 (nM) pre bunkovu liniu K562 a K562 Tax.
Diéta sud priemer £+ SD

Latka IC50+ SD IC50 + SD
pre K562 pre K562 Tax
PTX 12,518+ 3,033 112,155+30,669
VCR 0,802+ 0,112 40,05+ 5,796
NOC 9,983+ 2,085 22,184+44,105
LEM 389 | 1996,245+168,046 | 2113,788+405,294

IC50 pre K562 a K562 Tax
2120

2110
2000 |

120

110
IC50 (nM1)

—] @K562

40
WK562 Tax
30
20
N ]
0 —_—
PTX VCR NOC

LEM 389

Latky
Graf 3: Priemernd hodnota IC50 (nM) pre latky PTX, VCR, NOC, LEM 389 u bunkovych linii K562
a K562 Tax pouzitim MTT testu.

Dita sd priemer, smerodatné odchylka bola 8 - 20% hodnoty n =3
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4.1.3 Vplyv LEM 389 na zastipenie mitotického markeru v bunkovych liniach K562 a
K562 Tax

Detekcia fosforylacie histonu H3 na serine 10 sa pouZziva ako marker mitdzy. Vyuzila som
tento marker na posudenie schopnosti LEM 389 indukovat’ mitoticky blok v linii K562 a paklitaxel-
rezistentnej linii K562 Tax. S pouzitim d’al§ich inhibitorov dynamiky mikrotubulov som chcela zistit,
¢i existuje je rozdiel v citlivosti parentdlnej a rezistentnej linie a nedochddza k pripadnej kfizovej
rezistenci vo¢i réznym lieivam.

Po 24 hodinovej inkubacii buniek K562 a K562 Tax s prislusnym inhibitor polymerizacie
o koncentracii 1x a 5x IC50 hodnoty K562 bola pouzitd metéda Western blot. Kontroly bunkovych
linif K562 a K562 Tax poskytovali nizky signdl, obdobnej intenzity, pretoze nenastalo hromadenie
buniek v mitéze. Naopak silny signdl bol u lyzatov, po oSetreni buniek hodnotami 1x a 5x hodnotami
IC50 pre K562 pre obe linie. VysSi signal a poskytovala bunkova linia K562 pri vSetkych latkach, ¢o
znamena vacsie mnozstvo buniek zastavenych v mitéze, €ize vacsiu citlivost’ voci pouzitym liecivam
(vid: Obr.15).

Pri bunkovej linii K562 latky PTX, VCR, NOC po oSetreni 5xIC50 zvysili hodnoty pH3
priblizne patkrat a Styrikrat pri LEM389.

Bunkova linia K562 Tax preukazovala rezistenciu k vSetkym danym lieCiva, pricom
najvyssia rezistencia bola voci vinkristinu. Hodnoty boli pri danych latkach v porovnani s kontrolou
trikrat vacsie pre PTX, NOC a LEM 389. U VCR nenastalo zvysenie v porovnani s kontrolou.

Signdl bol porovnivany s hodnotami expresie provozného génu [-aktinu. Pravdepodobny dévod
rezistencie K562 Tax je ind expresia transportérov.

K562 K562 Tax
( Y f )
CTR PTX VCR NOC LEM CTR PTX VCR NOC LEM
389 389
Seild N — — . _

pH3
B-aktin

N — | — — —— —  —

Obr. 15: Pritomnost’ fosforylovaného histonu H3 ako ukazovatel'a zastavenia mitdzy pri pouZiti 5x
IC50 bunkove;j linie K562
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Graf 5: Percentudlne zasttipenie fosfohisténu 3 pri bunkovych liniach K562 a K562 Tax osetrenych
hodnotami 5x IC50 pre K562.
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S DISKUSIA

LEM 389 bola pripravend a testovand na spektre rakovinovych bunkovych linii a jednej
nerakovinovej linii (BJ — l'udsky fibroblast) v predchadzajucej $tudii (Rehulka et al., 2020), kde bola
oznacena ako latka 29. Bunkova linia U-2 OS bola citlivejsia na latku LEM 389 ako bunkové linie BJ
(netumordzne fibroblasty) a HCT116p53-/- (koleraktdlny karciném deficientny v proteine p53).

U-2 OS mali podobnu citlivost” ako CCRF-CEM-DNR (akiitna lymfoblasticka leukémia rezistentna

na daunorubicinu) a A549 (pl'icny adenokarcinom), CCRF-CEM, K562 Tax (chronicka myelogénna
leukémia rezistentna voci paklitaxelu), HCT116 (koleraktilny karcinom) a K562 (chronicka
myelogénna leukémia). Adherentné

aj suspenzné bunkové linie sa javili byt rovnako citlivé na LEM 389.

Mnou namerané hodnoty IC50 cytotoxicity pre ldtku LEM 389 u bunkovych linii K562

(1996,245 + nM) a K562 Tax (2113,79 nM) korespondovali s predchadzajucou studiou.

Pri pouzivani nokodazolu nastala situacia kompletnej straty cytotoxickej aktivity. Roztoky
pouzivanych latok boli uchovavané pri -20°C a predpokladam, ze opakovanim zamrazovanim
a rozmrazovanim nastala degradacia nokodazolu. Preto bolo nutné pri kazdom experimente pouzivat
novopripraveny roztok.

Konfokdlna mikroskopia preukdzala zmeny v stavbe mikrotubulov po oSetreni vSetkymi
testovanymi latkami. Paklitaxel v protikladu k ostatnym zlic¢eninam stabilizoval mikrotubuly.
Vysledky naznacuju, ze LEM 389 inhibuje skladanie mikrotubulov reverzibilne podobne
ako nokodazol.

Na zdklade postupov z predchodzej stidie (Giannakakou et al., 1997) bol sledovani efekt
na polymerizaciu tubulinu v bunkovej linif U-2 OS. Boli pouzité tri koncentracie IC50 (5x, 10x
a 20x). NajreprezentativnejSie vysledky poskytovali vzorky po inkubacii s 20x IC50.

Pomer polymerizovaného a vol'ného tubulinu v U-2 OS bunkéch dobre kore§pondoval
s mikroskopickym pozorovanim. LEM 389 v bunkach zabratioval tvorbe mikrotubulov, aj ked
koncentracia nutna k dosiahnuti porovnateIného efektu bola véc¢sia ako u vinkristinu.

Jednym z cielov bakaldrskej prace bolo vytvorenie linii rezistentnej voéi paklitaxelu.
Kultivaciou s nizkymi koncentraciami paklitaxelu sa mi podarilo ziskat” subliniu K562 Tax
s menSou citlivostou k lieku. Tato linie vykazovala odlisni citlivost aj k dal§im testovanym
zlic¢eninam, €o naznacuje urcitd mieru krizovej rezistencie, ktora moze byt spdsobena zvySenou
expresiou niektorych transportérov lieCiv. Pocas selekcie mohla nastat” modulacia expresie proteinov
regulujicich bunkovy cyklus. Ale pretoze, hladiny mitotického markeru v neosetrenych bunkovych
liniach boli takmer zhodné, je dané vysvetlenie menej pravdepodobné. Ale uréenie mechanizmu vSak
bolo nad ramec tejto prace. V d’alSej Casti som porovndvala schopnost’ testovanych latok indukovat
mitoticky blok v parentdlnej a odvodenej rezistentnej linii. Na zdklade mitotického markeru bolo
uréené, ze LEM 389 ma lepsi ucinok na K562 ako na K562 Tax, ale dany rozdiel nebol taky vyrazny
ako pri PTX. Dovodom mohla byt mnohonasobne vyssia koncentracia pouzita pri LEM 389.
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6 ZAVER

Bakalarska praca porovnava ucinky derivatu chinolinonu s d’al§imi inhibitormi dynamiky
mikrotubulov. Studia preukazala protinadorovy efekt u linie Pudského osteosarkomu a priniesla nové
informécie o mechanizme ¢inku sledovanej zliceniny. LEM 389 sa spraval ako reverzibilny inhibitor
polymerizacie mikrotubulov, ale taktiez bol z hl'adiska koncentracie najmenej ucinnou testovanou
latkou. Aby bolo urcené chovanie LEM 389 u buniek so ziskanou rezistenciou, bola vyselektovana
bunkova linia K562 Tax. Porovnavacie experimenty potvrdili nizSiu citlivost danej sublinie
k paklitaxelu i d’al§im testovanym inhibitorom dynamiky mikrotubulov. Na takto pripravenom modeli
boli nasledne sledované schopnost LEM 389 a cytostatik indukovat” mitoticky blok. Zhodna
koncentracia Studovanych latok indukovala u rezistentnej linie K562 Tax mitoticky marker v mensej
miere ako pri v parentdlnej linii. Pritomnost” mitotického markeru v neoSetrenych bunkach bola v§ak
porovnatelna, preto je vySSia odolnost’ sublinie spOsobend pravdepodobne zvySenou expresiou
niektorych transportérov lieCiv.
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