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SEZNAM ZKTRATEK
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1 Uvod

Lécba malignich onemocnéni je v posledni dobé velmi diskutovanym tématem.
Mnoho vyzkumnych skupin se snazi objevit takovy zptsob 1éCby, ktery by byl velice
Setrny vic¢i neposkozenym bunkam a zaroven co nejvice toxicky vici buitkdm malignim.

Jednim z léCivych piipravkd vyuZivanych k1écbé rakoviny, a to konkrétné
rakoviny plic, varlat ¢i leukémie je Etoposid. Etoposid je semisyntetickym derivatem
podofylotoxinu a aktivni komponentou farmaceutickych piipravka jako jsou napf.
Etopophos nebo Toposar. Existuje nékolik syntetickych cest, jak Etoposid upravit,
aby byl biodostupnéjsim. Jeho biologickou aktivitu vSak mohou také modulovat
mikroRNA.

MikroRNA jsou kratké nekodujici RNA o délce 19-25 nukleotidd, které ovliviluji
Sirokou $kalu bunécnych aktivit. Ovlivnénim exprese urcitych cilovych proteinti pak
mohou mikroRNA mit vliv na apoptdzu, a tim tak navySovat efektivitu cytostatik. Tato
prace se zabyva konkrétné mikroRNA-29b a proteinem Mcl-1, coz je jeden z potvrzenych

ciltt mikroRNA-29b.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Etoposid

Etoposid je semisynteticky derivat podofylotoxinu, ktery se vyskytuje napf.
v noholistu Stitnatém (Podophyllum peltatum. Linn.), a je aktivni komponentou
farmaceutickych ptipravki znamych napt. pod obchodnimi ndzvy Toposar a Etopophos.
Alternativni oznaceni uzivané v odborné literatuie je VP-16. Existuje 1 dalsi derivat
podofylotoxinu, kterym je Teniposid. Oba tyto derivaty vykazuji cytostatické ucinky
a mohou byt dale modifikovany za ucelem dosazeni co nejmensi toxicity vici zdravym
butikdm. V soudasné dobé je Etoposid vyrabén zcela synteticky'. Prvni syntéza Etoposidu
se uskuteénila v roce 1966 a o téméf dvacet let pozdéji, roku 1983, udélil americky Utad

pro kontrolu 1é¢iv a potravin (US FDA) schvéleni pro klinické pouziti?.
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Obr. 1: Struktura Etoposidu. Nakresleno v programu Chemsketch.

Jednd se o chemoterapeutikum vyuZzivané k 1é€bé mnoha typd rakoviny, a to
konkrétné rakoviny varlat, lymfomu, plic, leukémie a vajeéniki. Casto se podava

v kombinaci s jinymi 1éky, napt. s bleomycinem v ramci 1é¢by rakoviny varlat. Aplikuje



se peroraln¢ ve formé tablet Ci tobolek nebo intravenozné, pricemz béhem intravenozni
aplikace je nutno tento 1¢k podavat pomalu, a to po dobu tficeti az Sedesati minut
z diivodu minimalizace nezadoucich u¢inkdi jako je napt. pokles krevniho tlaku'.
S ohledem na desitky let vyuziti Etoposidu jsou dobfe zndmy nezadouci €inky. Mezi ty
bézné se tadi zejména nizky krevni tlak, ztrata vlast, zacpa nebo prijem, nizky pocet
cervenych krvinek vedoucich ke snadné tvorbé modiin a krvaceni. DalSimi nezadoucimi
ucinky jsou pak nevolnost a zvraceni, alergicka reakce, horecka, dusnost, tachykardie,

pachut v ustech a dalgi'>.

2.1.1 Syntéza Etoposidu

Existuje mnoho zplsobl syntézy Etoposidu zahrnujicich reakci derivatu
glukopyrandzy, casto aktivovaného na anomerické hydroxylové skuping, se 4'-
chranénym 4'-demethylepipodofylotoxinem. Nésledné¢ dochdzi k odstranéni chranici
skupiny v poloze 4'. Obecné se lisi v aktivaci anomerni OH skupiny donora glukosylu
a (nebo) povaze ochrany 4'-hydroxyskupiny 4'-demethylepipodofylotoxinu 2*.

Synteticka strategie Alleviho et al. pro ziskédni Etoposidu se snazila vyhnout
pouziti jakékoliv chranici skupiny provedenim chemoselektivni O-glukosidace. Zde
uvadim syntézu Etoposidu cestou, ktera zahrnuje jako klicovy krok ptfimou O-glukosidaci

nechranéné latky 2. (Schéma 1).
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Schéma 1: Syntéza Etoposidu. (a) BF3.Et,O, CH>Cl,, —20 °C, 30 min. (b) 2 ekv. Zn(OAc),,
MeOH, reflux, 40 hod. (c) 21 ekv. MeCH(OMe),, 0,3 ekv. TsOH, MeNO,, 25 °C, 2 hod.

Nakresleno v programu Chemsketch dle Alleviho et al..

Glukosidace se vramci této syntézy provadi jednoduSe reakci jednoho
ekvivalentu aglykonu (2) rozpusténého v 80 ml dichlormethanu s 1,5 ekvivalentem
2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D glukopyranézy (3) v pritomnosti BF3.Et2O (3 ekv.) pti —20 °C.
K reakci dochazi po kratké dobé (30 minut). Glukosidace poskytuje O-glukosid jak
regioselektivnim, tak 1 stereoselektivnim zplsobem. VytéZky reakce jsou 75%.
Zpracovani reakce musi byt provedeno jednoduse nalitim reak¢éni smési do ledové vody
za intenzivniho michani bez ptedchoziho holého oSetfeni pro neutralizaci Lewisovy
kyseliny. Za téchto podminek byla ziskana latka ¢. 4, doprovdzena pouze stopovym
mnozstvim (3%) a-epimeru (5). Pokusy provadéné za ucelem stanoveni nejlepSich
reak¢énich podminek ukéazaly, Ze spravna B-stereochemie anomerniho uhliku slouceniny
4 siln¢ zavisi na teplot¢ O-glukosidacni reakce, jakoz i na anomerické konfiguraci
vychoziho tetraacetatu glukozy. Pokud totiZz reakce probihala pocinaje slouceninou 3
pti 0 °C nebo pii 20 °C, O-glukosidy (4 a 5) byly ziskany v poméru 84:16 respektive
27:73. Pokud se reakce provadéla pti —30 °C na smési 3 a jejiho a-anomeru (30:70), O-

11



glukosidy 4 a § byly ziskany v poméru 50:50, coz ukazuje na nepfitomnost anomerizace
pii této teploté. Stereochemie sloucenin 4 a 5 byla potvrzena zkoumanim jejich 'H-NMR
spekter (500 MHz)*.

Dal8im zplsobem, jak syntetizovat Etoposid 1 je stereoselektivni glykosidacni
reakce dle Silverberga et al., kdy vychozimi sloueninami jsou snadno dostupny 4'-
demethyl-4-epipodofylotoxin (3), a 4,6-ethyliden-2,3-O-dibenzyl-D-glukézy (4). Tato
reakce je indukovana krystalizaci, po které nasleduje katalyticka hydrogenace. Vytézek

reakce je 79,2%.

7 e PR o
0
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Schéma 2: Shrnuti stereoselektivni glykosida¢ni reakce Etoposidu. Nakresleno v programu

Chemsketch dle Silverberga et al.>.

Pfi navrhovani syntetické cesty k ziskdni Etoposidu je velice dulezity vybér
chranicich skupin pro monosacharid. Podminky pro odstranéni chrénicich skupin musi
byt mirné. Divodem je dosazeni vysokého vytézku a zabranéni $tépeni ethylidenové
vazby katalyzované kyselinou. V ramci tohoto ¢lanku® zkoumali autofi pouziti benzylové
skupiny pro ochranu pozic 2- a 3- u 4,6-O-ethyliden-glukdzy. K jejimu odstranéni se totiz
vyuziva katalytické hydrogenace, diky které se za neutrdlnich podminek dosahuje
podminky potiebné pro odstranéni C-1 kyslikové chranici skupiny ze 4 vedly k vytvoteni
anomerni smési. Prestoze se zahtfatim pod teplotu tani sloucenina €. 4 mohla pfeménit
primdrné na B-anomer, bylo zji§téno, Ze za reakénich podminek (Lewisova kyselina)

potfebnych k navazani cukru na aglykon doSlo k Castecné anomerizaci. Reakce 3

12



s etheratem fluoridu boritého (1,5 ekvivalent.) v pritomnosti dibenzyl-cukru (4) (>90%
B) vacetonitrilu pfi —10 °C vedla béhem 10 minut k vytvofeni krystalické kase
(Schéma 3). HPLC analyza smési po 20 minutach ukazala, Ze reakce byla v podstaté
kompletni a ze pfitomnost pozadované¢ho kondenzovaného produktu 2 B spolu s 2 a je
v poméru 2,4:1. Analyza pevné latky odhalila pfitomnost 2 p a 2 a v poméru 95:5.
Po dokonceni krystalizace (5 hodin) byl pro potla¢eni Lewisovy kyseliny pfidan pyridin.
Extrakénim zpracovanim se po krystalizaci z acetonitrilu ziskal spojeny produkt. Pomoci
HPLC analyzy bylo zjisténo, Ze izolovana pevna sloucenina 2 f obsahovala pouze stopu
2 a. Zda se, ze jakmile je krystalizace zahdjena, rovnovaha je vedena smérem k 2 B,
coz vede ke krystalizaci indukované stereoselektivni glykosida¢ni reakci. Rekrystalizace
z methylenchlorid-methanolu pak vedla k 2 B v 81,8% celkového vytézku ze slouceniny
¢. 3 smimofadné¢ vysokou HPLC C¢istotou 99,7% bez detekovanych hladin 2 a.
Katalytickou hydrogenaci 2 B za pouziti Pd na uhliku v THF pfi 344,7 kPa po dobu
4 hodin se po zpracovani a krystalizaci z THF-voda Etoposid (1) ziskal v 96,8% vytézku

s ¢istotou 100%. Celkovy vytézek vztazeny na slouceninu €. 3 je 79,2%".

Y

+ H3C/\‘§MOH CH.CN
n

OBn ~ BF,OEt,

-10 °C
H3CO OCHj 4 beta, alfa
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o 1. Krystal. z CH,CN

" \< 2. Rekrystal. z CH,Cl,-MeOH
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HsCO OCH,
OH
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Schéma 3: Syntéza Etoposidu zobrazena v jednotlivych krocich. Nakresleno v programu
Chemsketch dle Silverberga et al.>.

2.1.2  Syntéza Etoposid fosfatu

Vyse popsané syntézy se tykaly Etoposidu jako takového. Vzhledem k Sirokému
pouziti Etoposid fosfatu v klinickych aplikacich je v této kapitole popsdna syntéza
ve vodé rozpustného Etoposid fosfatu, o kterém pisi v podkapitole 2.1.4.

Etoposid fosfat (BMY-40481) je syntetizovan semisynteticky z klinicky
schvaleného 1é¢iva Etoposidu a / nebo z ptirodniho (-) - epipodofylotoxinu.
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HsCO OCH,

2; R=CH, 4; BMY-40481
3; R= 2-thienyl

Schéma 4: Struktury (-)-podofylotoxinu (1), Etoposidu (2), Teniposidu (3), Etoposid fosfatu (4).

Nakresleno v programu Chemsketch podle Saulniera et al.®.

Za pouziti N, N-diisopropylethylaminu (4 ekviv.) a ¢ist¢ho POCI3 (1,1 ekviv.)
v acetonitrilu pfi 0 °C se Etoposid 2 regioselektivné pievede na jeho 4'-dichlorfosfatovy
meziprodukt 5 (Schéma 5). Po hydrolyze za pouziti vodného hydrogenuhli¢itanu sodného
a chromatografii s reverznimi fazemi ptes oktadecylsilan navazany na silikagel, eluuje
H>0:CH30H (4:1) disodnou stl Etoposid fosfatu (BMY-40481-30; 6) v 36% vytézku,

kterého je dosazeno po lyofilizaci.

1 G20
© OH

POCI, / EtN(i-Pr),

CH,CN

Schéma 5: Syntéza disodné soli Etoposid fosfatu ptipravend z Etoposidu. Nakresleno v programu

Chemsketch podle Saulniera et al.f.

Uginngjsi a pfiméjsi metodou pro syntézu Etoposid fosfatu 4 je p¥imé fosforylace
Etoposidu 2 pomoci difenylchlorfosfatu (EtN(i-Pr)2, CH3CN), ¢imz se po rychlé
chromatografii na silikagelu zisk4 4'-difenylfosfat 7 v 85% vytézku. Hydrogenace 7
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(EtOH, 310,2 — 344,7 kPa H2) katalyzovana oxidem plati¢itym poskytla BMY-40481
v 94% vytézku (Schéma 6).

H3C/HMO
0]
OH

(PhO),POCI
2 ) > —_— BMY-40481
EtN(i-Pr), / CH,CN EtOH
85% 94%
OCHj
OPO(OPh),
7

Schéma 6: Syntéza Etoposid fosfatu z Etoposidu. Nakresleno v programu Chemsketch dle Saulniera

et al.®.

Jiz diive byla popséana syntéza analogu 3', 5'-didesmethoxyetoposidu s vyuzitim
glykosylace 4'-fenol chranéného meziproduktu epipodofylotoxinu (Saulnier et al.®).
Ve skutecnosti nékolik patentovanych syntéz Etoposidu vychazi z pfirodniho
(-)-podofylotoxinu 1. Zpoc¢atku je 1 demetylovany a poté pieveden na 4'-chranény
epipodofylotoxinovy meziprodukt. Tento meziprodukt kondenzuje s chranénou B-D-
glukopyranézou, ¢imz je po ptipadné deprotekci vSech hydroxylovych skupin ziskan
Etoposid. Saulnier et al. usoudili, Ze jednodussi syntéza Etoposid fosfatu by mohla byt
provedena prostiednictvim 4'-fosfatem chranéného epipodofylotoxinu, kde by difenylova
nebo dibenzylfosfatova skupina slouzila jako chranici skupina.

4'-demethylepipodofylotoxin 8, pfipraveny z (-)-podofylotoxinu, je tedy
fosforylovan za pouziti difenylchlorfosfatu a dibenzylchlorfosfatu (EtN(i-Pr)2, 4-DMAP,
CH3CN, pokojova teplota, 16 hodin), ¢imz jsou pfipraveny odpovidajici 4'-
demethylepipodofylotoxin-4'-fosfaty 9a (30%) a 9b (38%) (Schéma 7).
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(RO),POCI

EtN(i-Pr), / 4-DMAP
CH,CN

OPO(OR),

8 9a: R = Ph
9b: R = CH,Ph

Schéma 7: Fosforylace 4'-demethylenpipodofylotoxinu. Nakresleno v programu Chemsketch dle

Saulniera et al.b.

Glykosylaci 9a a 9b pomoci 4,6-O-ethyliden-2,3-O-[( B, B, B -trichlorethoxy)-
karbonyl]-pB-D-glukopyrandzy (BF3.Et2O / CICH2CH2CI / —20 °C) jsou ziskéany 10a
(80%) a 10b (85%) (Schéma 8). Deprotekce 2"a 3" sacharidovych hydroxylovych skupin
10a a 10b za pouziti zinkového prachu ve smési 2:1 THF: HOAc poskytuje 7 (83%) a 11
(66%). Etoposid 4'-difenylfostat 7 se snadno ptevadi na Etoposid fosfat 4. Etoposid
4'dibenzylfosfat 11 podléhd transferové hydrogenolyze (10% Pd/C, 1-methyl-1,4-
cyklohexadien, CH30H, 40-45 °C) a po krystalizaci z absolutniho ethanolu je ziskan
Etoposid fosfat 4 (60 az 90%)°.
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o BF., . ELO
9a,9b + Hscm%MOH TP

OR CICH,CH,CI/-20 °C

R =CO4CH,CCl3

OPO(OR'),

10a: R' = Ph (80%)
10b: R" = CH,Ph (85%)

Zn / HOAc

THF

Text
7,11 i» Etoposid fosfat 4

OPO(OR'),

7: R' = Ph (83%)
11: R" = CH,Ph (66%)

Schéma 8: Syntéza Etoposid fosfatu z 9a a 9b. Nakresleno v programu Chemsketch dle Saulniera et

al.b.

2.1.3 Metabolismus Etoposidu

Oralni biologicka dostupnost Etoposidu je ptiblizn€ 50%. Neexistuje dikaz, ze by
dochdzelo k pozdni akumulaci Etoposidu jak v piipad¢ intravendzni, tak peroralni
aplikace’. Creaven a Allen aplikovali pacientim ve svych klinickych studiich
intravenozni Etoposid znadeny tritiem (*H)3. Nasledné byla za udelem rozliseni
nezménéného 1é¢iva od metaboliti provedena tenkovrstva chromatografie vzorka krve
a moci. Priblizné 50% z celkové radioaktivné zna¢ené podané davky bylo detekovéano
v moci, pficemz dv¢ tietiny radioaktivity byly pfitomny jako nezménéné 1é¢ivo. Tyto
experimenty dokumentovaly n€kolik klicovych bodii o farmakologii Etoposidu. Za prvé,
pfiblizn€ jedna tfetina podaného Etoposidu se vylou¢i moci. Za druhé, do zluci je
vylu¢ovano méné nez 2% Iéku, a to v podobé neporuseného 1éCiva. Za tieti, jaterni
metabolismus ptedstavuje 25% Etoposidové clearance. Etoposid je priméarné preménovan

pomoci UGTI1A1l (UDP-glukuronyltransferaza 1A1l) na fenolicky glukuronidovy
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metabolit. Také je metabolizovan na reaktivni metabolit katecholu pomoci cytochromu
P450 3A4. Metabolit katecholu je vSak stejn¢ jako Etoposid cytotoxicky. V ptipade,
kdy se u pacienta vyskytne mirné az stfedni jaterni dysfunkce, neni vyzadovano snizeni

davky Etoposidu a také se ani nezvysuje jeho toxicita® °.

2.1.4 Formy Etoposidu vyuzZivané v ramci terapie

Etoposid je sdm o sobé¢ bily az zlutohnédy krystalicky prasek, ktery je témér
nerozpustny ve vodé'. Aby mohl byt aplikovan formou intravenézniho podani, byl proto
rozpus$tén v solubilizatoru slozeném z polysorbatu 80, polyethylenglykolu, oznacovany
jako Tween 80, a alkoholu a zfedén na koncentraci mensi nez 0,4 mg/ml, aby nedochazelo
k precipitaci. Vyuziti takto pfipravené¢ho lé¢iva vSak ukézalo, Ze Tween 80 mulze
vyvolavat hypersenzitivni reakce. Aby se minimalizovalo riziko hypersenzitivni reakce
a zaroven byly pfekonany problémy s rozpustnosti, byly provedeny pokusy molekulu
modifikovat. Vysledkem modifikace je Etoposid fosfat. Etoposid fosfat byl schvalen
FDA jako Etoposidové prolécivo pro intravendzni pouziti v roce 1996. Je rozpustny
ve vodg¢, riziko reakce precitlivélosti tedy miize byt sniZzeno, protoze zde pro rozpusténi
neni pozadovan solubilizator. Nekolik studii ukazalo, ze Etoposid fosfat je rychle
(do 15 minut) a kompletné preménén na Etoposid plisobenim endogennich fosfataz, je
farmakokineticky ekvivalentni Etoposidu a jeho toxické ucinky jsou taktéz stejné jako

u Etoposidu® °.

2.1.5 Mechanismus piisobeni

Etoposid byl prvnim pfipravkem uznavanym jako protinddorové 1é¢ivo inhibujici
topoizomerazu II. Topoizomerdzy jsou jaderné enzymy zplsobujici pferusovani vlaken
DNA, které umozinuji buiice manipulovat sjeji topologii a také jsou nezbytné
pro replikaci, transkripci, chromozomalni rozdéleni a DNA rekombinaci. Ve vSech
buiikéch jsou pfitomny dvé hlavni formy topoizomerazy. Enzym typu I, ktery byl poprvé
popsan v roce 1971 a enzym typu II, ktery byl popsan o par let pozdéji, v roce 1976.
Topoizomeraza 1 umoziuje jednovldknové Stépeni DNA. Je znamo nékolik
antineoplastickych 1é¢iv, které jsou jejimi inhibitory, napt. Camptothecin, jehoz struktura

obsahuje jako zdkladni motiv pyrrolo chinolin konjugovany s pyridonem.
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Obr. 2: Struktura Camptothecinu. Nakresleno v programu Chemsketch.

Topoizomeraza Il umoznuje dvouvldknové Stépeni DNA. Mezi inhibitory této
topoizomerazy patii také nékolik v soucasnosti pouzivanych antineoplastickych 1é€iv,
kterymi jsou napt. Etoposid, Teniposid, ale také Doxorubicin ¢i Mitoxantron. Oba typy
topoizomeraz umoznuji prostiednictvim Stépeni vlaken DNA vzajemné propleteni téchto

Topoizomeraza II existuje ve dvou izoformach. Jsou to izoformy alfa a beta,
které se béhem bunécného cyklu lisi svou trovni exprese. Koncentrace alfa izoformy se
béhem G2/M faze bunétného cyklu zvysuje dvakrat az tiikrat. V rychle proliferujicich
bunikach je pak tadové vyssi nez v klidové bunécné populaci. Experimentalni data
naznacuji, ze cilem Etoposidu je prave alfa izoforma, protoze izoforma beta se béhem
bunécného cyklu nijak vyznamné neméni a ma potencial pro cileni na pomalu rostouci
nadory?> 8.

Topoizomerazy II jsou maximalng aktivni béhem fazi S a G2 bunééného cyklu '°.
Vyuzivaji ATP k modulaci topologie DNA prichodem neporuSené Sroubovice
pfechodnym dvouvldknovym zlomem v DNA. Po prichodu fetézcem se patet DNA
znovu sestfihne a obnovi se jeji struktura. Etoposid brani topoizomeraze II v opétovném
napojeni §tépené DNA 2, !!. P¥i §tépeni topoizomerazou vznika tzv. §tépny komplex,
ktery je vramci této reakce kratkodobym meziproduktem. Etoposid ho vSak znaéné
stabilizuje a ztohoto divodu dochdzi ke kolizi letdlnich dvouvldknovych zlomi
s replikaéni vidlici, coz ma za nasledek cytotoxickou aktivitu!® '3,

Bunééné signalni drahy DNA, kterd je poSkozend disledkem topoizomerazy,
vedouci k apoptoze dodnes jesté stale nejsou zcela pochopeny. Mechanismy Uc€astnici se

téchto signalnich drah se snazil objasnit nedavny vyzkum, ktery studoval kaspazy.
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Kaspazy jsou skupinou cysteinovych proteaz organizujici apoptézu. Robertson et al.
identifikovali kaspéazu 2 jako dilezity bod, ktery ma jisté spojeni mezi poSkozenim DNA,
indukované Etoposidem, a zapojenim mitochondrialni apoptotické dréhy. Kaspaza 2
aktivuje kaspazu 8, coZz ma za nasledek mitochondrialni poSkozeni a naslednou aktivaci
kaspdz 9 a 3. Kaspaza 3 se jevi jako kritickd pro marginalizaci chromatinu asociovanou
s apoptozou, fragmentaci DNA a jadernym kolapsem. Marginalizace je charakteristika
distribuce chromatinu, kde je zbarveny material vidén na dvourozmérném obrazku
»hashromdzdén*“ na jaderné membrané. Buiky, které kaspazu 3 postradaji, jsou vici
Etoposidu rezistentni. Expresi kaspaz indukovanych Etoposidem zvySuje ligand,
ktery indukuje apoptozu, jenz souvisi s odumienim casti tkdné nddoru. V apoptoze
indukované Etoposidem jsou dulezitymi medidtory také i1 jiné proteiny, které reguluji
bunécny cyklus. Patii mezi n€ P53, c-Myc a BAFF. Tyto proteiny byly identifikovany
jako klicové k zastaveni progrese bunécného cyklu a navozeni apoptdzy v urcitych
bunécnych liniich, vystavenych Etoposidu.

Mohou také nastat situace, kdy maligni buiiky vystavené pusobeni Etoposidu
nevykazuji ofekavany ucinek. Tzv. rezistence na FEtoposid je zaznamendna napf.
v buiikach, které maji fenotyp multidrogové rezistence (MDR). Modifikaci struktury
Etoposidu na prolécivo se vSak podafilo vyvinout i takové analogy Etoposidu, které jsou
in vitro aktivni pravé také proti nadorim, které vykazuji rezistentni fenotyp MDR.
K rezistenci na léCiva muize taktéz vést rychld oprava zlomi DNA zplsobenych

Etoposidem!’.

2.2 MikroRNA (miRNA, miR)

Geny jsou zékladnimi stavebnimi a funk&nimi jednotkami lidského genomu.
Prakticky denné jsou pirepisovany do molekul RNA, kdy v ramci proteosyntézy slouzi
jako matrice pro vznik proteint. Takto jsou vSak pfepisovany pouze 1-3% geni. Ty jsou
oznacovany jako protein kddujici. Novodobé metody molekularni biologie prokazuji,
ze az 75% genomu je aktivné pfepisovano a vétSina téchto RNA neslouZzi jako matrice
pro syntézu bilkovin, ale ma regulac¢ni funkci. Tyto RNA jsou tedy oznacovany jako
nekddujici. Podle délky se rozdéluji na dlouhé nekodujici RNA (IncRNA) a kratké
nekodujici RNA (sncRNA). SncRNA zahrnuji kromé napf. malych jadernych RNA
(snRNA) také mikroRNA™,
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MikroRNA (téz miR, miRNA) byla poprvé objevena vroce 1993 Lee et al.
v hlistici Caenorhabditis elegans '°. Jedna se o nekodujici RNA dlouhé 19-25 nukleotidi,
jenz jsou exprimované v §iroké $kale eukaryotickych organismii 1*!7. Tyto malé RNA se
podili na regulaci genové exprese, kterou snizuji parovanim bazi se 3' nepiekladanymi
oblastmi (3' UTR) cilovych mRNA !> 18, Jejich tiroveii je ovliviiovana vné&jsimi stimuly
nebo pritomnosti nemoci, a to nejen ve tkanich, ale také i v télnich tekutinach, kde jsou
velmi stabilni %1, Jedna miRNA byva ¢asto zapojena do regulace mnoha signalnich
drah, at’ jiz vzdjemné propojenych nebo zcela nezavislych.

V roce 2002 byl zfizen registr miRNA pod ndzvem miRBase, ktery slouzi jako
primarni online Ulozist€¢ pro vSechny potencialni sekvence miRNA, anotace,

nomenklatury a informace o predikci cilové mRNA'"’,

2.2.1 Biogeneze miRNA

Geny miRNA se mohou ve svém umisténi v genomu znacéné lisit. Bud’ pochazi
z intront transkripti kédujicich proteiny anebo z exoni nekodujicich transkripti. Byly
také objeveny shluky genti miRNA, které koexprimuji polycistronicky, tj. jsou
exprimovany spole¢né s jinym genem za vzniku mRNA, kterd mlize kddovat vice nez
jeden polypeptid samostatné v ramci stejné molekuly RNA, a takto maji potencial byt
piepsany jako jedna jednotka.

Biosyntéza miRNA probiha v n€kolikastupiiovych procesech. Vse zacind v jadie
bunky, kde RNA polymeraza II vytvaii primarni transkript, tzv. pri-miRNA dlouhou
nékolik stovek nukleotidi. Na 3'konci nese polyadenylovy zbytek (poly(A) sekvence)
a na S'konci je zaopatfena CepiCkou. Pri-miRNA diky své ¢astecné komplementarni
struktufe vytvaii vnitini vlasenkové struktury, které rozezndva tzv. mikroprocesorovy
komplex. Tento komplex je tvofen nukledzou Drosha (RNaza III) a proteinem DGCRS
(DiGeorge syndrome critical region gene 8), ktery je znam také pod nazvem Pasha.
Drosha rozeznava pri-miRNA od ostatnich prekurzorii nesoucich vlasenky. Pasha
rozpoznava oblast dSRNA a urcuje misto, kde probéhne $tépeni nukledzou Drosha. Touto
upravou vznikd prekurzorovda miRNA (pre-miRNA), kterd je dlouhd zhruba 70
nukleotidii a ma strukturu tplné vlasenky s 2-3 nukleotidovym ptesahem na 3'konci. Pre-
miRNA je nasledn¢ transportovana z jadra do cytoplazmy. Tento pfenos zprostiedkovava
komplex Exportin 5, ktery za ptitomnosti Ran kofaktoru rozpoznava jeji nukleotidovy

pfesah na 3'konci, na ktery se néasledné vaze. Na kofaktor Ran se vaze GTP, po jehoz
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hydrolyze na GDP dochazi k aktivaci Exportinu 5 a poté k transportu pre-miRNA
do cytoplazmy. V cytoplazmé je pre-miRNA rozpoznadvana ATP-dependentnim
multidoménovym enzymem Dicer (fadi se do skupiny RNaz III), ktery odstraiiuje
vlasenkovou smycku. Vznikd tak duplex miRNA:miRNA o velikosti pfiblizné
22 nukleotidt ktery se rozd€luje na dva fetézce — vedouci ,,guide* a ,,passenger*. Jedno
z vldken je zaclenéno do komplexu RISC (RNA-induced silencing complex),
ktery utlumuje expresi genti, zatimco druhé vlakno byva obvykle degradovano. To, jaky
fetézec bude preferovan jako vedouci rozhoduje jejich termodynamickd stabilita. Miize
se vSak také stat, Ze ke vzniku miRNA dojde i z obou vldken. Pro jejich odliSeni je proto
jeden z fetézct znacen 3p a druhy 5p.

Aktivni miRNA vazana v komplexu RISC se podle komplementarity bazi vaze
obvykle na 3'UTR konec mRNA. Bhaskaran et al. vSak ve svém ¢lanku ' uvadi,
ze vazebna mista pro miRNA mohou byt pfitomna také na 5S'UTR konci nebo uvnitf
kodujici sekvence. Hlavni slozkou RISC komplexu jsou proteiny z argonautové rodiny
(Ago 1 — Ago 4). Vazebna oblast miRNA, tvofena az 8 pary bazi, se vaze na cilovou
mRNA na zakladé¢ komplementarity bazi. Muze dojit bud’ k Gplné komplementarite,

kdy mRNA degraduje, anebo k ¢asteéné, kdy se translace mRNA pouze zablokuje!>: 2021
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Obr. 3: Biogeneze miRNA. Autor: Zden&k Dostal.

23 Rodina miRNA-29

MiRNA-29, jedna z dosud nejzajimavéjSich miRNA rodin vyskytujici se u lidi,
sestava ze Clentt miR-29a, miR-29b, ktery dale zahrnuje dva ¢leny (miR-29b-1 a miR-
29b-2), a miR-29c. Tito ¢lenové jsou kodovani ve dvou genetickych klastrech. Geny
kédujici prekurzory miR-29a a miR-29b-1 jsou umistény na chromozomu 7q32 znamém
jako klastr miR-29a/b-1. Geny kodujici miR-29b-2 a miR-29¢ na chromozomu 1q32

oznac¢eném jako miR-29b-2/c.
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Zralé miRNA-29 sdileji identické sekvence v nukleotidovych pozicich 2-7, coz je
tzv. zarode¢nd oblast. Zarodecna oblast hraje kliCovou roli pii urCovani toho, s jakou
sekvenci mRNA bude miRNA interagovat a potazmo na které proteiny kodujici geny by
mohla cilit.

Zralé sekvence miR-29b-1 a miR-29b-2 jsou identické, zatimco miR-29a a miR-
29c¢ se lisi od miR-29b, a to rozdilem v jediném nukleotidu mimo zarode¢nou sekvenci.
Navzdory podobnym sekvencim maji ¢lenové rodiny miR-29 riizny subcelularni vyskyt.

MiR-29a je primarné lokalizovana v cytoplazmé, kdeZto miR-29b piedev§im v jadie? 2+

25,26

U mnoha druhii rakovinnych onemocnéni, véetn¢ leukémie, melanomu, rakoviny
jater, tlustého stfeva ¢i délozniho ¢ipku, bylo pozorovano, ze dochazi ke snizeni exprese
Cleni rodiny miRNA-29. V mnoha studiich snizena exprese miR-29 korelovala
s agresivnéjSimi formami rakoviny nebo relapsu, coz naznacuje, Ze terapeuticka obnova
miR-29 by mohla zlepsit prognézu onemocnéni. Ptiznivy ucinek exogenni 1é¢by miR-
29a a miR-29b byl experimentalné prokazan u akutni myeloidni leukémie. Indukovana
exprese miR-29a a miR-29b zpomalila riist bun¢k a indukovala apoptdzu leukemickych
bungk in vitro®.

MiRNA-29 hraje dilezitou roli v regulaci bunécné proliferace (buiiky se rychle
mnozi), diferenciace a apoptozy, coz z ni ¢ini u€inny regulator v ramci vyskytu a progrese

rakoviny?’.

Mechanismy pusobeni miRNA-29:

Bunééna apoptoza

Jednim z mechanismui, kterym miRNA-29 potlacuji rGst naddoru, je zmirnéni
potlaceni transkripéniho faktoru p53. P53 je dulezity pii kontrole exprese gend,
které reguluji rst bunck, starnuti a apoptoézu. Potlaceni nebo inaktivace p53 je béznou
charakteristikou mnoha typid rakoviny. VSichni tfi ¢lenové rodiny miR-29 mohou cilit

na geny p85 a CDC42, které expresi p53 potlacuji®.

Bunécéna proliferace a bunéény cyklus

Nekontrolovana proliferace je charakteristickym znakem rakovinnych bunék.
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Mezi hlavni regulacni proteiny, které hraji kliCovou roli v fizeni progrese bunécného
cyklu, patii cykliny, cyklin-dependentni kinazy (CDK) a rizné cyklinové substraty.
CDKG®6 hraje dilezitou roli pfi piechodu cyklujicich bun¢k do faze S. Studie uvadéji,
ze komplexy cyklin-CDK6 indukuji pfechod rakovinnych bun¢k z faze G1 do faze
S fosforylaci retinoblastomu (Rb), zatimco inhibice CDK6 blokuje bunéény cyklus
a potlacuje rist nadoru. Ukazalo se, Ze CDK6 je pfimym cilem miR-29 u nékolika
malignit, véetné akutni myeloidni leukémie (AML) a rakoviny délozniho ¢ipku?®.

Mezi dalsi cile rodiny miRNA-29 patii proteiny DNMT3A, DNMT3B (DNA-
methyltransferaza 3a a 3b) a Mcl-1%°.
MiRNA-29 slouzi obvykle jako supresor nadord. V nékterych piipadech vsak

miZe byt také i onkogenni®.

24 Mcl-1

Protein Mcl-1 je ¢lenem rodiny Bcl-2. Tato rodina zahrnuje klicové regulétory,
jez mohou podporovat anebo potlacovat apoptézu. Mcl-1 je antiapoptotickym ¢lenem
rodiny Bcl-2 umistény na chromozomu 1q21. Pivodné byl identifikovan v roce 1993
béhem diferenciace bunék myeloblastické leukémie?®.

Prototypni Mcl-1 protein (oznaovan jako Mcl-1L) obsahuje oblasti podobné
jinym proteinim rodiny Bcl-2, nazyvan¢ BH. Domény BH jsou kratké motivy,
které zprostfedkovavaji interakce protein: protein mezi rodinnymi proteiny a jsou dulezité
pro regulaci apoptdzy. Mcl-1L plisobi tedy protiapoptoticky a obsahuje domény BH 1-3.
Stejné¢ jako mmnoho jinych proteinti rodiny Bcl-2 také obsahuje 1 C-termindlni
transmembranovou (TM) doménu®’.

Sestfizenim Mcl-1L proteinu mohou vznikat jeho dv¢ kratsi izoformy Mcl-1S
a Mcl-1ES.

Vysttizenim druhého exonu z Mcl-1L se ziskéa proapoptotickd izoforma Mcl-18,
ktera v disledku vystfiZzeni postrada BHI, 2 a C-terminalni transmembranovou doménu
2930 Dalgi, jesté kratsi, sestfizend varianta nesouci nazev Mcl-1ES postrada ¢ast exonu
1. Obsahuje vSak vSechny tfi BH domény, a to i v€etné C-terminalni transmembranové.

Tak stejné jako Mcl-1S i tato izofororma piisobi proapoptoticky?!.
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Z dtivodu nadmérné exprese u nékolika malignich onemocnéni (hematologickych
rakovin a solidnich nadora, véetné chronické myeloidni leukémie a hepatocelularniho
karcinomu) se tento protein stal atraktivhim a potencidlnim terapeutickym cilem

a sttedem fady studii*.
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3 Cil prace

Vlivem mikroRNA-29b dochézi k navysSeni toxicity chemoterapeutika Etoposidu
v bun&éné linii HeLa?. Cilem této prace je posoudit, zda je tato hypotéza obecné platna

pro rtizné typy malignit.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Material

4.1.1 Bunéény material
V ramci experimentdlni ¢asti jsem pracovala se tfemi bunéénymi liniemi H9c2,

Hep G2 a CACO-2.

Bunééna linie H9¢2 piedstavuje potkani kardiomyoblasty BDIX. Byla zakoupena
od ECACC (katalogové Cislo 88092904).

Obr. 4: Bun&cna linie H9c2. Fotografie byla pofizena na Ustavu 1ékatské chemie a biochemie LF UP.
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Bunécna linie Hep G2 pochazi z lidského hepatoblastomu. Byla zakoupena

od ECACC (katalogové ¢islo 85011430).

Obr. 5: Buné&cna linie Hep G2. Fotografie byla pofizena na Ustavu lékaiské chemie a biochemie LF

UP.

Bunééna linie CACO-2 je ziskana z adenokarcinomu tlustého stieva. Byla taktéz

zakoupena od ECACC (katalogové ¢islo 86010202).

Obr. 6: Bun&cna linie CACO-2. Fotografie byla pofizena na Ustavu lékatské chemie a biochemie LF
UP.
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4.1.2 Chemikalie

Eaglovo médium modifikované Dulbeccoem (DMEM), Neesencidlni aminokyseliny,
Penicilin/Streptomycin (P/S), Fetalni bovinni sérum (FBS), Destilovana voda, Trypsin-
EDTA (0,25% roztok), Trypsin-EDTA (0,1% roztok), Trypanova modft (0,4% roztok),
Dimethylsulfoxid (DMSO), MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) (10% roztok), Amoniak (25% roztok), Roztok pro NC (0,1% roztok), Albumin,
BCA reagenty pro stanoveni proteinti, Opti-MEM, Lipofectamine 2 000, Dithiothreitol,
Ethanol, Dodecylsulfat sodny (SDS), Amonium persulfat (APS), Akrylamid/N,N" -
methylenbisakrylamid (29:1, 40% roztok), N,N,N"N" - tetramethylethylendiamin
(TEMED), Migra¢ni pufr 10x, Molecular weight standard, Towbin transfer buffer
10x koncentrovany, Tween 20 (0,1% roztok), Ponceau S, Treatment pufr 5x
koncentrovany, SuSené¢ mléko, Isopropanol, Fotograficka vyvojka, Fotograficky
ustalovaé, Detekéni ¢inidlo Immuno cruz, Zesilovaci detekéni ¢inidlo ECL™ Prime
Western Blotting, Signal Boost™ Immunoreaction enhancer kit, TRIzol reagent,
Chloroform, Triton X-100, Etoposid, Roztok inhibujici = RNaseZAP®,
Voda pro molekularni biologii.

Témét vSechny chemikalie zakoupeny ve firm¢ ThermoFisher.

4.1.3  Protilatky

Primarni a sekundarni protilatky pouzité pro imunodetekci jsou shrnuty v nasledujici

tabulce (Tab.1).

Tab. 1: Seznam primarnich a sekundarnich protilatek.

Primarni protilatky Cat. No. Dodavatel

rabbit polyclonal Ab to Mcl-1 sc-819 Santa Cruz, USA

rabbit polyclonal Ab to GAPDH 5174 Cell Signaling, Japonsko
rabbit polyclonal Ab to B-tubulin 2146 Cell Signaling, Japonsko
Sekundarni protilatky Cat. No. Dodavatel
goat-anti-rabbit IgG peroxidase (HRP) 7074 Cell Signaling, Japonsko
goat-anti-rabbit IgG peroxidase (HRP) sc-2004 Santa Cruz, USA
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4.1.4  Primery

Pre-miRNA:
hsa-miR-29b (kat. ¢. 17100, PM10103, ThermoFisher)
Pre-miR™ miRNA Precursor Negative Control #1 (kat. &. 17110, ThermoFisher)

4.1.5 Komerc¢ni Kity

TagMan® MicroRNA assays:

hsa-miR-29b (kat. ¢. 4427975, assay ID 000413, ThermoFisher)

RNUG6B (kat. €. 4427975, assay ID 001093, ThermoFisher)
TagMan™ MicroRNA Reverse Transcription Kit (kat. &. 4366597, ThermoFisher)
TagMan™ Universal PCR Master Mix (kat. ¢. 4324018, ThermoFisher)

4.1.6 Roztoky

Roztok fosfatového pufru (PBS):
NaCl (137 mmol-1!), KCI (2,68 mmol-1""), Na;HPOs (8,96 mmol-1"!), KH2PO4

(1,45 mmol-1""), pH 7,4. Pro experimenty byl tento zisobni roztok 10x ziedén.

Roztoky pro kultivaci bunék:
Bunééné linie H9¢c2, Hep G2 a CACO-2: DMEM obohacen o 10% FBS obsahujici

ristové faktory, P/S slouzici k likvidaci potencidlni infekce (Penicilin 100 U-ml™,
Streptomycin 100 mg-1"") a neesencidlni aminokyseliny slouZici pro lepsi riist bunék (1%,

v/v).

Roztoky Etoposidu:

Etoposid, DMSO. Ptipravovala jsem roztoky Etoposidu o koncentracich 60 mM, 40 mM,
20 mM, 10 mM, 5 mM, 2 mM a 1 mM.

Roztoky pro NC:
Roztok €. 1: 0,5% formaldehyd:1% CaClz (1:1).
Roztok €. 2: 1% CH3COOH v 50% MeOH.
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NC zasobni roztok: 0,1% roztok neutralni Gervend v destilované vodé okyseleny

kyselinou octovou smichan s PBS v poméru 3:8.

HUVEC pufr: Tris (20 mmol-1"!), EGTA (5 mmol-1™"), NaCl (150 mmol-1"),
glycerolfosfat (20 mmol-17!), NazsVOs (1 mmol-1!), NaF (1 mmol-1""), Triton X-100
(1% v/v), Tween 20 (0,1%, v/v), inhibitor proteaz Complete™ (1 tableta v 50 ml pufru),
pH 7,5,

Roztoky pro stanoveni proteinu:

Roztoky na kalibra¢ni ktivku: ¢ist¢é PBS, roztoky Albuminu v PBS o koncentraci
0,500 M, 0,250 M, 0,125 M.
Roztok pro BCA metodu: Roztok A (sodnd stil BCA v alk. prostiedi): roztok B (CuSOa)

v poméru 50:1.

Ethanol 75% roztok: Ethanol 96% roztok, destilovana voda.

Roztoky pro SDS-PAGE a Western blot:

Running gel pufr 4x zied'.: Tris (1,5 mol-1"!), pH 8,8.
Stacking gel pufr 4x zied’.: Tris (0,5 mol-1""), pH 6,8.
10% a 12% SDS: SDS, destilovana voda.

10% Amonium persulfat: Amonium persulfat, destilovana voda.

Migraéni pufr 1x: Tris (25 mmol-1""), glycin (192 mmol-17"), 0,1% SDS, pH 8,3.
Transferovy blotovaci pufi: Tris (25 mmol-1!), glycin (192 mmol-17!), 20% MeOH,
0,1% SDS, pH 8,3.

10x Tris- buffered saline (TBS): Tris (100 mmol-1""), NaCl (154 mmol-1"), destilovana

voda, pH upravit na 7,5 pomoci koncentrované HCI.

5x__ Treatment pufr: Tris (312,5mmol-1""), 10% SDS, 50% glycerol,
dithiothreitol (0,5 mol-1"), 0,05% bromfenolova modt, pH 6,8.

Ponceau S: 0,1% Ponceau S, 5% CH3COOH.

Migraéni  gel: Pracovala jsem s migraénimi gely obsahujicimi  podil

akrylamidu/bisakrylamidu 10% a 12,5%. Pii pfipravé geld s odliSnym podilem
akrylamidu/bisakrylamidu se méni pouze objemy 40% akrylamidu a destilované vody.

Ostatni chemikalie ziistavaji ve stejném objemu.
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Tab. 2: Slozeni a objemy jednotlivych latek pro piipravu dvou 10% a dvou 12,5%

running gelt o tloustce 1,5 mm.

Latka Objem (ul)
40% akrylamid 5000 (10% gel), 6 250 (12,5% gel)
Destilovana voda 9 800 (10% gel), 8 550 (12,5% gel)
4x running pufr 5000
10% SDS 200
10% APS 200
TEMED 20

Tab. 3: Slozeni a objemy jednotlivych chemikalii pro pfipravu dvou stacking gelti

o tloustce 1,5 mm.

Latka Objem (pul)
40% akrylamid 800
Destilovana voda 5120
4x stacking pufr 2 000
10% SDS 80
10% APS 60
TEMED 8

0,1% Tris — buffered saline/Tween (TBS/T): 10x TBS, destilovana voda, 0,1% Tween 20.

5% roztok suSeného mléka: Susené mléko, TBS/T.

Detekce:

Detekéni ¢inidlo Immuno cruz: roztok A:B (1:1).

Zesilovaci detekéni ¢inidlo ECL™ Prime Western Blotting: roztok A:B (1:1).

4.1.7  Pristroje

Centrifugy MiniSpin® (Eppendorf, Némecko).

Chlazena centrifuga Mikro 22R (Hettich Zentrifugen, Némecko).

Chlazena centrifuga Rotina 380R (Hettich Zentrifugen, Némecko).




CO2 inkubator MCO-17AIC (Sanyo Electric Biomedical, Japonsko).

Laminarni box pro RT-PCR Topsafe 1.8 (BioAir Instruments, CR).

Laminarni box Clean Air (Schoeller Instruments, CR).

Laminarni box CLF (Schoeller Instruments, CR).

Nanofotometr Pearl (Implen, Némecko).

Fotometr pro méfeni absorbance/fluorescence v 96-jamkovych deskach Infinite M200
pro (Tecan, Svycarsko).

Hlubokomrazici box Inova U535 (Eppendorf, Némecko).

Hlubokomrazici box VX 380 (Jouan, Francie).

Termomixer Comfort (Eppendorf, Némecko).

Inverzni fluorescen¢ni mikroskop Olympus IX 70 S8F (Olympus, Japonsko) s kamerou.
Mikroskop CK40 (Olympus, Japonsko).

pH-metr inoLab Level 1 (Schoeller Instruments,fe CR) s elektrodou SenTix41 (WTW,
Némecko).

Tiepacka OLS Aqua pro (Grant Instruments,Velka Britanie).

Ttepacka Reax top (Heidolph, Némecko).

Ttepacka Duomax 1030 (Heidolph, Némecko).

Odsavacka Gilson Safe Aspiration Station (Gilson, USA).

Magneticka michatka IKA® RH digital (Ilabo, CR) .

Systém pro elektroforézu Mini-Protean® 3 Cell se zdrojem PowerPac 3000 (Bio-Rad
Laboratories, USA).

Trans-Blot® Turbo™ Transfer Systém (Bio-Rad, USA).

Vahy AX105 DeltaRange® (Mettler Toledo, Svycarsko).

Zatizeni pro piipravu deionizované vody Ultrapur (Watrex, CR).

Systém xCELLigence (ACEA Biosciences, USA).

LightCycler® 480 Instrument (Roche, Svycarsko).

4.1.8 Ostatni material

Kultivaéni 14hve Nunclon™, kultivaéni desky, filtry a centrifugaéni zkumavky
(Nunc, Dansko).

Steriliza¢ni filtry 0,22 um Millex®-GS (Millipore, USA).

Plastové injekéni stiikacky (B. Braun, Némecko).

Plastové mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko).
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PVDF membrana Immun-Blot™ (0,2 um; Bio-Rad Laboratories, USA).

Filtra¢ni papir Whatman (Whatman, USA) .

Fotograficky film Carestream Kodak BioMax light, fotografickd vyvojka a ustalovac
Kodak GBX (Eastman Kodak, USA).

Fotograficky film Fuji medical x-ray (FujiFilm, Japan).

4.2 Metody

4.2.1 Pasazovani bunék

Pti pasédzovani dochdzi k rozdé€leni bunék do novych kultivacnich lahvi. Hlavnim
divodem pasazovani je, aby nedoslo k pfertstani bun€k, v jehoz disledku by mohly

ménit své chovani.

Postup: Pfed samotnym pasdzovanim je velice dilezité si v€as rozehtat veskeré roztoky,
se kterymi se bude pracovat, na teplotu 37 °C. Po jejich pfichystani a vytemperovani byly
z inkubatoru vytahnuty kultiva¢ni lahve a buiiky zkontrolovany pod mikroskopem.
Zajima nas, jak vypadaji, zda nedosahly plné konfluence nebo zda jich naopak neni malo.
Od toho se odviji, zda se bude pasazovat, popiipadé kolik ml bun€k se prenese do nové
lahve. Idedlni je pasdZovat pii dosazeni 80% konfluence.

Obsah lahve byl vylit do odpadu a burniky byly 2% proplachnuty cca 10 ml roztoku
PBS, ktery slouzi k odstranéni metaboliti a piedevSim zbytkli séra, které¢ inhibuje
trypsinizaci. Poté byl pfidan 1 ml roztoku trypsinu, ktery je vhodné rozprosttit po plose
lahve, kde jsou buiiky zachyceny a nechat pusobit v inkubétoru ptiblizné¢ dvé minuty.
Jakmile buniky ztratily schopnost adherence a voln¢ se s roztokem pohybovaly, coz Ize
vidét 1 pouhym okem jako zahus$téni roztoku, bylo pfiddno 9 ml média, promichano
a prepipetovano do falkony. Nasledné byl obsah centrifugovan po dobu 3 minut pii 178xg
a supernatant opatrné slit do odpadu. K usazenym buitkam se ptidalo 9 ml média, obsah
falkony byl promichan a pfidan k trypanové modii (fedéni zdlezi na typu bunék).
Nasledné bylo v Biirkerové komirce spocitano pocet bunck na ml média a také
vypocitano, kolik ml média s buiikami napipetovat do nové kultivacni lahve. Poté, co byl
vypocitany objem bunék napipetovan, byla lahev doplnéna do 30 ml kultivacnim médiem

a byla vloZena zpét do inkubétoru. Pasdzovani se provadélo jednou za 2-4 dny.
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Veskera prace s bunénym materidlem probihd ve sterilnim prostiedi

v laminarnim boxu. Je tfeba dbat zvysSené opatrnosti, aby nedoslo ke kontaminaci.

4.2.2 Kultivace bunék

Buniky byly kultivovany v inkubétoru pfi teploté 37 °C, smés plynt tvoii z 95%

vzduch a z 5% je obsazen COsz. Inkubator je vlhéeny.

4.2.3  Vysévani bunék

Postup: Buiiky byly vysévany na 6 jamkovou desku, urc¢enou k transfekci a 96 jamkovou
desku urcenou ke zjisténi cytotoxicity Etoposidu. Na 6 jamkovou desku bylo vysévano
1x10% bungk Hep G2/jamka, 0,4x10° bun&k H9c2/jamka a 1x10° bunék CACO-2/jamka.
Na 96 jamkovou desku bylo vysévano 1x10*bungk H9c2 a 3x10* bunék Hep G2/jamka.
Ptii pasazovani se spocitalo mnozstvi bun¢k nachazejicich se v 1 ml média a pomoci
troj¢lenky bylo vypocitano, kolik ml tohoto roztoku média s buiikami je potfeba na vyseti.
Nasledné¢ byl tento roztok (média s buinikami) ureny k vyseti doplnén do 14 ml,
popiipade 20 ml kultivaénim médiem (ve vypoctu byly zahrnuty i rezervy navic). Takto

pfipravené roztoky byly homogenizovany a napipetovany do jednotlivych jamek.

4.2.4 Intoxikace bunék Etoposidem

Postup: Buiiky byly, dle jejich pozadovaného poctu na jamku, vysety na 96 jamkovou
desku a takto inkubovéany po dobu 24 hodin. Dale byly rozpusténim Etoposidu v DMSO
piipraveny zasobni roztoky o koncentraci 60 mM, 40 mM, 20 mM, 10 mM, 5 mM, 2 mM
a 1 mM. Takto ptipravené roztoky se uchovavaly pfi teploté —20 °C.

Druhy den po rozmrazeni (pfi pokojové teploté) byly zasobni roztoky Etoposidu
1000x zfedény v kultiva¢nim médiu. Z jamek bylo odsidto médium z pfedeslého dne
a nasledné¢ do nich byly aplikovany zfedéné zasobni roztoky Etoposidu. Po 24 hodinach

byla zméfena cytotoxicita xenobiotika pomoci neutralni ¢ervené a MTT testu.
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4.2.5 Stanoveni cytotoxicity pomoci MTT testu

Principem této metody je redukce MTT, téz tetrazoliové modii, funkénimi
dehydydrogenazami zivych bun¢k na nerozpustny formazan, ktery je v roztoku ptitomen
ve form¢ krystalkd. Mnozstvi zredukovaného MTT je stanoveno spektrofotometricky

pii absorbanci 540 nm a je pfimo umérné poctu zivych bunék.

Postup: Po 24 hodinach, kdy byly na desku aplikovany ziedéné zasobni roztoky
Etoposidu, byl obsah jamek vylit a deska byla oklepana o buni¢inu. Kazd4 jamka byla
proplachnuta roztokem PBS a nasledné¢ se do ni pfidal pfipraveny 10% roztok MTT.
Deska byla po dobu 3 hodin ponechana v inkubatoru pii teploté 37 °C a nasledné byl
obsah jamek odsat. Poté byl do jamek napipetovan 1% roztok NH3 v DMSO, ktery se
nechal cca 5 minut stat. Tento roztok rozpousti vzniklé krystalky formazanu. Nakonec

byla zméfena absorbance pti 540 nm.

4.2.6  Stanoveni cytotoxicity pomoci neutralni &ervené (NC)

Neutralni Cervent je barvivo, které je pohlceno a zadrzovano pouze zivymi
bunikami. Mnozstvi barviva zadrzeného v bunikach je stanovovano spektrofotometricky

pii 540 nm.

Postup: Po expozici bunécné kultury byly zjamek odsaty ziedéné zdsobni roztoky
Etoposidu a deska byla ponechéna kratce na vzduchu za ucelem mirného oschnuti.
Nasledné bylo na kazdou jamku napipetovano 50 pl roztoku NC. Deska byla inkubovana
2-3 hodiny pii teploté 37 °C a poté byl roztok z jamek odsat. Kazdé jamka byla promyta
150-200 pl roztoku €. 1, poté bylo ptidano 150-200 pl roztoku €. 2 (sloZeni viz. Roztoky)

a nechalo se 20 minut tfepat. Na zavér byla zmétena absorbance pii 540 nm.

4.2.7 Transfekce

Pfi transfekci vnaSime syntetickou pre-miRNA do bunétné linie ve formé
oligonukleotidd, které buiika ochotné pfijima a metabolizuje na zralou miRNA. Nésledné

dochazi k nartstu exprese dané miRNA.
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Postup: Jako prvni bylo smichano 125/250 pl (96 jamk./6 jamk. deska) Opti-MEM
s 1,25/5 ul (96 j. d./6 j. d.) lipofectaminu 2 000, ktery bylo nutné do média piridavat
po kapkach, nikoliv po sténé¢ zkumavky. Tento roztok byl 5 minut inkubovéan
pii pokojové teploté. Mezi tim bylo na dno dal$i zkumavky napipetovano 0,5/2 ul (96 j.
d./6 j. d.) pre-miRNA a k ni ptidano 125/250 pl (96 j. d./6 j. d.) Opti-MEM. Smés Opti-
MEM s lipofectaminem 2 000 byla opatrné nakapéna na pre-miRNA, jemné poklepanim
zkumavky protfepana a nasledné pii pokojové teploté 15 minut inkubovana. Ke smési
bylo poté ptimichdno 748/2 000 pl (96 j. d./6j. d.) holého média, tj. bez séra a antibiotik.
Takto pfipravena smés byla promichana propipetovanim a nanesena na jednotlivé jamky
[200/2 000 pl (96 j. d./6 j. d.)]. Po 6 hodinach byl obsah jamek odsat a zpét do nich
napipetovano kultivacni médium [200/2 000 ul (96 j.d./6 . d.)]. Po 24 hodinach byl
do jamek napipetovan 60 uM Etoposid a po dalSich 24 hodinach byly buiiky zlyzovany.

Pii praci sbuiikami H9c2 bylo pouzito misto Opti-MEM holé médium,
protoze Opti-MEM je vici této bunécné linii toxicky.

Transfekce byla provadéla spre-miRNA-29b, pre-miRNA NC avodou,

ktera slouzila pro kontrolu.

4.2.8 xCELLigence

xCELLigence je metoda detekujici zmény tykajici se adheze bunck, kterad je
ovlivnéna nariistem a zvétSovanim nebo naopak zmenSovanim a smrti bunék v redlném
Case v zavislosti na ménici se impedanci. Pti této metodé se buniky vysévaji do 16 jamek
na specialni desku které je zespod pokryta zlatymi elektrodami. Plocha kazdé jamky je

totozna s plochou jamky na 96 jamkové desce.

Postup: Bunky byly vysety na 16 jamkovou desku uréenou pro xCELLigence.
Po 24 hodinach byla provedena transfekce a za dalSich 24 hodin byl do jamek
napipetovan 60 uM roztok Etoposidu. Po celou dobu, kdy se s deskou nepracovalo byly
prostiednictvim systému xCELLigence sledovany zmény impedance.

Pii praci s deskami je dilezité pracovat opatrné, aby nedoSlo k poSkozeni
elektrod. Po skoncéeni experimentu je mozné desky vycistit a pouzit znovu, vétSinou jsou

vSak pouzity jako jednorazové.
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Postup ¢isténi: VSechny jamky byly 2x promyty 200 pl PBS. Nésledn¢é do nich bylo

pfidano 100 pl trypsin-EDTA (0,1%) a takto byly desky ptes noc inkubovany. Druhy den
byl tento postup zopakovan. Tteti den byly jamky na desce znovu promyty 200 pl PBS.
Poté do nich bylo pfiddno 200 pl 96% ethanolu. Nasledovalo jejich promyti 2x 200 pl
PBS, 2x 200 pl vody a hodinu se na desku nechalo svitit UV zafeni.

42.9 Lyza bundk

Pti lyze bunék dochdzi kjejich kompletnimu rozpusténi na jednotlivé

komponenty, tj. proteiny, lipidy, DNA, RNA a jednotlivé metabolity.

Postup: Pfi zlyzovani bunék se pracovalo na ledu a s chladnymi chemikaliemi.

V jamce s médiem byly buniky seskrabany, pieneseny do eppendorfky a stoceny
ve vychlazené centrifuze na 4 °C pii 1960xg po dobu 5 minut. Nésledné¢ po odebrani
supernatantu bylo ptidano 500 pl PBS a opét sto¢eno za stejnych podminek (tj. 4 °C,
1960xg, 5 minut). Po odebrani supernatantu bylo k peletu ptidano 75 ul HUVEC pufru.
Po ptidani pufru se eppendorfky nechaly 30 minut stat. V pribéhu této ptl hodiny byly
3% pribézné vortexovany. Poté byly propipetovany 200 ul pipetou (nutny maly prifez
pro rozbiti bun¢k), centrifugovany na 13 minut pfi 20 780xg a nakonec byl do Cistych

eppendorfek odebran supernatant, ktery byl nasledné uchovavan pii —80 °C.

4.2.10 Stanoveni proteinu metodou BCA

Principem této metody je redukce médnatého iontu na médny proteinem
a nasledna chelatace méd’ného iontu kyselinou bicinchoninovou, kdy dojde ke vzniku

¢erveného zbarveni.

Postup: Rozpusténim Albuminu v PBS byla pfipravena tada kalibra¢nich roztokt
o koncentraci 0,500 M, 0,250 M, 0,125 M. Mimo tyto roztoky bylo pro kalibraci pouZzito
také 1 Cisté PBS. Lyzaty bun¢k bylo nutno zfedit. Vzorky bun€k H9¢2 byly nafedény 5x,
Hep G2 a CACO-2 10x. Bylo tedy smichdno 10 pl lyzatu H9c2 se 40 ul PBS. V piipad¢
bun¢k Hep G2 a CACO-2 5 ul lyzatu se 45 pl PBS. Kazdy ziedény vzorek (kazda bunééna

linie byla transfekovand miR-29b, NC avodou) vcetn¢ kalibra¢nich roztokii byly
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prométeny 4x. Podle celkového poctu vzorkli bylo napocitdno mnozstvi reagentu BCA —
roztok A:B (50:1) vCetné rezervy. Do jednotlivych jamek 96 jamkové desky bylo
napipetovano 10 pl vzorku anésledné bylo doplnéno 200 pl smési ze smichanych
reagentli A a B. Po 10 minutach tfepani na tfepacce byla nasledné¢ zméfena absorbance

pii 562 nm.

4.2.11 Priprava vzorki na elektroforézu

Postup: Podle objemu (v pl) zbylého zlyzovaného vzorku bylo vypocitdno, kolik pl
5% koncentrovaného treatment pufru pouzit. (Napi.: K dispozici jsem méla 40 pl
zlyzovaného vzorku, k némuz jsem ptidala 10 pl 5% koncentrovaného treatment pufru).
Smichanim lyzath s vypocitanymi objemy pufru byly pfipraveny vzorky urcené
na elektroforézu, které byly pii 95 °C po dobu 5 minut povateny, nasledné zchlazeny,

krétce stoCeny v centrifuze a takto pfipravené zamrazeny na —20 °C.

4.2.12 SDS-PAGE Elektroforéza

Elektroforéza je metoda slouzici k separaci cCastic na zdkladné rozdilné
molekulové hmotnosti. Plisobenim SDS dochazi k denaturaci proteind, které ziskavaji
zaporny naboj navazanim na anionty SDS a pohybuji se tak v elektrickém poli, které je
vytvoieno vlozenim Kkonstantniho stejnosmérného proudu, od zaporné¢ho pdlu
ke kladnému.

Pted samotnou elektroforézou je tfeba si nejdiive pfipravit gely, které jsou

nerozpustné ve vod¢, porézni, s co nejmensi absorpcni schopnosti.

Postup: Cisté sklo o zvolené tloustce 1,5 mm bylo piekryto &istym krycim sklem
a vsunuto do zelenych vratek, ve kterych byly skla srovnany. Vratka se skly byly pfipnuty
do stojanu v digestofi a mezi skla byla nalita destilovana voda pro zjis$téni, zda tésni. Voda
byla vylita a prostor mezi skly byl vysusen filtracnim papirem. Nasledn¢ byla pfipravena
smés running gelu. Nejdiive byl smichan 40% AA s vodou, running pufrem a 10% SDS,
naposled bylo pfidano 10% APS a TEMED. Takto pfipravena smés byla rychle
zvortexovana a pipetou nadavkovana mezi skla. Nadavkovany running gel byl na zavér

prevrstven trochou isopropanolu. Objemy jednotlivych latek jsou uvedeny v Tab. 2. Gel

41



se nechal cca 30 minut polymerovat. Po jeho ztuhnuti byl isopropanol vylit do odpadu
a prostor nad running gelem byl promyt destilovanou vodou. Nasledné byl ptipraven
stacking gel. Po smichani jednotlivych latek bylo jako posledni ptfidano 10% APS
a TEMED. Pfipravend smés byla zvortexovana a naddvkovana mezi skla na vrstvu
running gelu. Nakonec byly zasazeny hiebinky, které po ztuhnuti gelu vytvotily jamky.
Objemy jednotlivych latek pouzitych na ptipravu stacking gelu jsou uvedeny v Tab. 3.
Ptipravené gely se mohou pouzit ihned, anebo je mozno je uschovat. V takovém ptipade
je tfeba, aby byly obaleny bunicinou, které je navlhéend destilovanou vodou, a vlozeny
do sacku, aby nevyschly.
Po ptiprave gelt probihala vlastni elektroforéza.

Jako prvni byly vytazeny ptipravené vzorky na elektroforézu, které byly po dobu 5 minut
rozehtaty pii 40 °C a ndsledné zchlazeny. Mezi tim byly navlhCeny zelené ¢asti aparatury,
do které pak byly vsunuty skla sgely, krycim sklem dovnitf. Vana urcena
pro elektroforézu byla naplnéna migraénim pufrem. Prostor mezi skly s gely byl naplnén
nov¢ piipravenym migracnim pufrem, zatimco zbytek vany byl doplnén jiz pouzitym.
Z gelu byl opatrné vyjmut hiebinek a nasazen pomocny nastavec na davkovani vzorki.
Vzdy byly davkovany 3 pl molecular weight standardu a pfedem spocitané mnozstvi
vzorkl tak, aby v kazdé jamce bylo 5 nebo 10 pg proteind v zavislosti na typu bunééné
linie. Po nadavkovani byl gel ptiklopen vikem a zapojen ke zdroji. Pokud byl ve vané
jeden gel, nastavil se pocatecni proud na 15 mA a po chvili se zvySil na 30 mA. V ptipadé,
kdy ve vané byly gely dva se za¢inalo na 30 mA a poté byl proud navysen na 60 mA.
Po dojeti prvni zény k dolnimu okraji gelu byl proud odpojen. Nésledn¢ byla skla s gely
vytazena, Spachtli od sebe odd€lena a odfiznuty jamky. Gel byl pfenesen do vanicky

s Towbin transfer bufferem, ve kterém se nechal 5 minut na tfepacce.

4.2.13 Western blotting

Western blotting je metoda, kdy dochazi k pfenosu odseparovanych proteint
zgelu na membranu piisobenim elektrického proudu. Po pfenosu na membranu
(pouzivala jsem PVDF membranu) je nutné ovéfit prenos proteini barvenim.

K vizualizaci proteint jsem ve své praci pouzivala Ponceau S.

Postup: Béhem elektroforézy byla pfipravena PVDF membrana, nastfihnuta na velikost

6,5 x 8,5 cm a byl vystfizen rozek. Nésledné byla membrana rehydratovana v methanolu,
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promyta v destilované vod¢, a poté ponofena na 5 minut do TBS/T. Do misky byl nalit
Towbin transfer buffer urCen pro WB, ve kterém byly namoceny molitany, filtra¢ni
papiry a poté byl poskladéan tzv. sandwich. Na desku bylo postupné poklddano: molitan,
filtraéni papir, membrana, gel, opét filtratni papir, molitan a vrch kazety. Postupné
pii pokladani jednotlivych vrstev byly pomoci valecku odstraiovany bublinky. V ramci
této prace se vyuzivala technika polosuchého blotovani, kdy byl na sestavu spusStén
konstantni proud 1 A po dobu 30 minut, a to podle vyrobcem pieddefinovan¢ho
protokolu.

Po skonceni pfenosu byly membrany promyvany 2x po 5 minutach v TBS/T,
poté S5 minut v Ponceau S pro vybarveni bilkovin a nasledné nastfizeny podle
detekovaného proteinu v rozmezi 72-26 kDa.

Po nastfizeni membrany ji bylo tfeba opéct zregenerovat v MeOH, nebot’ zacala

schnout a promyt znovu 2% po 5 minutach v TBS/T.

4.2.14 Imunodetekce

Membrany, které se pro western blotting pouzivaji, maji vysokou afinitu
k proteiniim 1 protilatkdm. Z tohoto ditvodu je nutné zajistit, aby se protilatky pfi inkubaci
s membranou specificky navazovaly ke svym antigeniim na vzorcich, nikoliv k povrchu
membrany. Proto se provadi tzv. blokovani membrany v blokovacich roztocich,
které volna mista na membrané zaplni a protilatka se tak vaze pouze na svij specificky
antigen. Pfitomnost urcitého proteinu na membrané je detekovana primarni protilatkou,
ktera mize byt s membranou inkubovéna i pfes noc. Cim déle plisobi, tim je specifiét&jsi
interakce s prisluSnym antigenem. Primarni protilatka je rozpoznavana sekundarni
protilatkou, kterou na membranu nands$ime nasledovné po jejim promyti. Sekundérni
protilatka je detekovand fluorescenéné nebo chemiluminiscencéné, coz zalezi na typu
znaceni, které sekundarni protilatka nese. Sekundarni protilatky, které jsem v ramci svych
experimentll pouzivala, byly konjugovany s kienovou peroxidasou. Po naneseni
chemiluminiscen¢niho detekéniho Cinidla dochazi k reakci, ktera detekéni ¢inidlo méni
na nestabilni produkt, jenz se stabilizuje vyzarenim svétla. MnozZstvi svétla, které je
vyzafovano je pfimo umérné peroxidase, ktera je pifimo umérnd mnozstvi proteinu

na membran¢é. Uvolnéné svétlo je detekovano ptilozenim filmu na membranu.

43



Postup: Po zregenerovani a promyti v TBS/T byla membrana po dobu minimalné
1 hodiny blokovana v 5% roztoku suSen¢ho mléka. Nasledné byla pfipravena primarni
protilatka na protein Mcl-1, kterd byla zfedéna s 5% roztokem suSené¢ho mléka (1:1 000
— protilatka:roztok sus. mléka). Pfichystana primarni protilatka byla po skonceni blokace
aplikovana na membranu a inkubace probihala pies noc.

Nasledujici den byla membrana promyta 3% 5 minut v TBS/T a poté na ni byla
po dobu 1 hodiny nanesena sekundarni protilatka, kterd byla ziedéna v poméru 1:10 000
(protilatka:5% roztok suS. mléka). Na zavér byla membrana promyta 3% 10 minut
v TBS/T.

Na vyvazeny stojanek byla umisténa Cistd folie, na kterou byla polozena
membrana a na ni napipetovano detek¢ni Cinidlo Immuno Cruz (smés roztoki A:B
v poméru 1:1). Po minuté plisobeni bylo detekéni ¢inidlo z membrany slito. Membrana
pak byla vloZena mezi dalsi 2 folie, vytlacily se vzduchové bublinky a takto byla vlozena
do kazety. Na folii s membranou byl dovnitf kazety vlozen fotograficky film a prob¢hla
expozice. Ta vétSinou trvala okolo 5 minut, které byly dostacujici. Nasledn¢ byl film
vlozen do vyvojky, po vyvinuti obrazu membrany namocen do destilované vody
a nasledné vlozen do ustalovace. Filmy byly na zavér oplachnuty destilovanou vodou.
V zavislosti na velikosti a viditelnosti detekovanych stop (,,bandi*) byla expozice
provedena znovu s jinym ¢asem expozice. Membrany se po skonceni detekce promyvaly
klidné 1 n€kolik hodin v TBS/T a nasledné byl proveden tzv. ,stripping® neboli o¢isténi
pro dalsi detekci.

Stripovani probihalo nasledovné. Pokud membrana uschla, byla zregenerovana
v MeOH a promyta 1x po dobu 5 minut v TBS/T. Poté se hodinu houpala ve 12% SDS,
4x promyla destilovanou vodou, nésledné¢ se houpala 4x 5 minut na tfepacce opét
v destilované vod¢ a poté 2x po 5 minutach v TBS/T. Po stripovani byla membrana
opét blokovana v 5% roztoku suSeného mléka a pokradovalo se v detekci dalSiho
proteinu, kterym byl GAPDH nebo B-tubulin (pro oba dva plati fedéni primarni protilatky
1:1 000 a sekundarni protilatky anti rabbit 1:5 000, a to opét s 5% roztokem sus. mléka
v obou piipadech).

Pii netspésné detekci se pii pfipravé primarni a sekundéarni protilatky nahradil
5% roztok suseného mléka zesilovaem Signal Boost™ Immunoreaction enhancer kit.

L™ Prime Western

Pti detekci pak bylo pouzito také i zesilovaci detekéni Cinidlo EC
Blotting, které na membrané plsobilo 5 minut a déle se pokracovalo dle vySe zminéného

postupu v expozici.
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4.2.15 1Izolace RNA TRIzolovou metodou

Extrakce a izolace RNA byla provedena klasickou metodou Chomczynského
fenol/chloroformovou extrakci**. V ramci této metody se pouZivéa chloroform, guanidin
thiokynat a fenol. Po centrifugaci dojde k fazové separaci smési. RNA je pfitomna
ve vodné fazi a DNA s proteiny mezi horni vodnou a dolni organickou fazi (v tzv.
interfazi). Aby se zabranilo degradaci RNA, je pted jeji izolaci velice dilezit¢ laminarni

box oSetfit inhibitorem RN4z a po celou dobu pracovat v rukavicich.

Postup: Buiiky byly nejdiive vysety na 6 jamkovou desticku. Po 24 hodinich byla
provedena transfekce, po dalSich 6 hodinach probéhla vyména média za cCerstvé
kultivacni médium a za dalSich 24 hodin byly buniky 2x promyty PBS. Nasledné byl
pfidan 1 ml TRIzolu, ve kterém doslo k jejich rozpusténi. Buiiky byly pfepipetovany
do eppendorfky a zamrazeny na —80 °C. Pfed zacatkem samotné extrakce RNA byl
laminarni box oSetfen inhibitorem RNAs. Extrakce RNA pokracovala rozmrazenim
vzorku na ledu a 15 minutovou inkubaci pfi pokojové teploté. Poté bylo ptidano 200 ul
chloroformu. Vzorek byl vortexovéan po dobu 30 s a pak inkubovéan 5 minut pfi pokojové
teploté. Nasledné byl centrifugovan v centrifuze vychlazené na 4 °C po dobu 15 minut
pii 12 000xg. Poté byla do Cisté eppendorfky odebrana horni vodna faze obsahujici RNA,
ke které byl pro jeji vysrazeni piidan isopropanol (1 dil vodné faze:1 dilu isopropanolu).
Obsah eppendorfky byl obracenim promichan. Dale byl inkubovan 10 minut pfi pokojové
teploté a ndsledné byl opét podroben centrifugaci na 12 000xg pii 4 °C. Poté byl odebran
roztok nad peletem, pelet nasledné precistén 1 ml 75% ethanolu a pteklopenim protiepan.
Takto upraveny vzorek byl po dobu 5 minut centrifugovan pii 6 182xg. Nasledovalo
odstranéni roztoku nad peletem, ktery byl podroben kratké centrifugaci, po niz byl
odstranén zbyly ethanol. Po odstranéni ethanolu byl do eppendorfky ptidan vhodny
objem vody uréené¢ pro molekularni biologii. Nakonec byla pomoci nanofotometru
proméfena absorbance pii vinovych délkach 260 a 280 nm. Idealni pomér absorbanci
(260/280) z pohledu kontaminace bilkovinou je vétsi nez 1,8. Pomér absorbanci udava
Cistotu vyizolované RNA.

Koncentrace a Cistota byly stanoveny pomoci nanofotometru Pearl.
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4.2.16 Reverzni transkripce

Pti reverzni transkripci dochazi k ptepisu genetické informace z RNA do DNA.

Je tedy opakem transkripce.

Postup: Jako prvni byl pfipraven roztok ,,Master Mix“. Jeho slozeni a mnozstvi

jednotlivych latek, odpovidajici jednomu vzorku, jsou uvedeny nize v tabulce 4.

Do ptipravené smési byly napipetovany 3 pl specifickych primerti a 5 pl vzorku celkové

RNA obsahujici 20 ng celkové RNA. Vzorky byly promichany, podrobeny centrifugaci

a 5 minut inkubovany na ledu. Nasledn¢ byly vloZeny do thermocykleru, na kterém byl

nastaven program podle tabulky 5. Po skonceni protokolu byly vzorky bud dale

zpracovavany nebo zamrazeny na —20 °C.

Tab. 4: Slozeni roztoku ,,Master Mix* pro jeden vzorek.

Latka Objem (ul)
100 nmol-1"! ANTPs 0,15
Multiscribe™ reverzni transkriptaza 1,00
Pufr pro reverzni transkripci 1,50
Inhibitor RNaz 0,19
Voda pro molekularni biologii 4,16
Celkovy objem 7,00
Tab. 5: Casové a teplotni nastaveni thermocykleru.
Krok | Teplota (°C) | Cas (min)

1 16 30

2 42 30

3 85 5

4 4 0o
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4.2.17 Real-time PCR

Pti real-time PCR dochazi k amplifikaci sledovaného tiseku DNA v redlném case.
Zaznam amplifikace je zaloZzen na principu fluorescence, kdy se vyuzivaji sondy,

které se specificky nebo nespecificky vazou (interkaluji) do amplifikované DNA.

Postup: Bylo smichano 10 ul 2x TagMan Universal PCR Master Mixu se 7,67 ul vody
urcené pro molekularni biologii a 1 ul primeru se sondou. Tato smés byla rozpitetovana
na 96 jamkovou desku uréenou pro RT-PCR a nésledné byl do jamek napipetovan cDNA
produkt. Objemy jednotlivych pouzivanych latek jsou uvedeny v tabulce 6 a vztahuji se
k jednomu vzorku. J& jsem pracovala v tripletech. Poté, co byly vzorky promichany
a zcentrifugovany, byly vlozeny do thermocykleru snastavenym programem
podle tabulky 7. Pro vypocet relativniho mnozstvi transkriptu byla pouzita delta delta
komparativni metoda. Jako kontrolni RNA byla pouzita RNU6B.

Tab. 6: Slozeni a mnozstvi latek smési pro RT-PCR pro jeden vzorek.

Litka Objem (ul)
TagMan™ MicroRNA assay (20x) 1,00
cDNA produkt 1,33
TagMan™ 2x Universal PCR MasterMix, No AmpErase™ UNG 10,00
Voda pro molekularni biologii 7,67
Celkovy objem 20,00

Tab. 7: Teplotni a ¢asové nastaveni thermocykleru.

Aktivace PCR -
Krok AmpliTaqGold
0 mplilaqtso Cyklus (40 cykli)
®
YY1 denaturace nasednuti/amplifikace
Teplota 95°C 95°C 60°C
Cas 10 min 15s 60 s
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ACt = thilové mMiRNA — CtRNUGB

AACt = ACtvzorek - ACtkontrola
Z—AACt

Obr. 7: Rovnice pouzita pro vypocet relativni exprese dle Pfaffl®.
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni cytotoxicity Etoposidu

Jako prvni byla stanovena cytotoxicita jednotlivych koncentraci Etoposidu (1 uM,
2 uM, 5 uM, 10 uM, 20 pM, 40 uM a 60 pM) vii¢i bunkam H9c2. Jednotlivé koncentrace
chemoterapeutika byly testovany za G¢elem zjisténi, kterd z nich bude viici této bunécné

linii nejvice toxicka.
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Obr. 8: Zivotnost bunék H9c2 vystavenych uvedenym koncentracim Etoposidu. Kazdy sloupec

predstavuje pramér + SD ze tii nezavislych méfeni metodou NC. * p < 0,05, ** p < 0,01.
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Obr. 9: Zivotnosti bunék H9¢2 vystavenych uvedenym koncentracim Etoposidu. Kazdy sloupec

predstavuje prumér + SD ze tii nezavislych méfeni metodou MTT.

Cytotoxicita Etoposidu viici bunééné linii Hep G2 byla stanovena v diplomové
praci Dr. Soni Kollinerové. Jako nejucinnéjsi koncentrace Etoposidu, ktera poskozovala

50% bungk, byla vyhodnocena koncentrace 60 pM?.

.....

Etoposid o koncentraci 60 pM. Vysledna procenta zivotnosti bun¢k z méfeni metodou
MTT jsou mirné vy$si nez vysledky dosazené metodou NC. Normalng bychom oéekavali,
ze zivotaschopnost bunc¢k bude klesat v zavislosti na rostouci koncentraci
chemoterapeutika sigmoidalni funkci v rozsahu 100% - 0%. Pro¢ tomu tak neni mtizeme
prisoudit pfedevSim rozpustnosti pouzit¢ho chemoterapeutika, kdy pii koncentracich

vysSich nez 60uM jiz nelze cytotoxicky efekt jednoznaéné ptisoudit pouze biologické

koncentraci lze tedy povazovat 60 uM. Piestoze Dr. Kollinerova cytotoxicitu Etoposidu
mefila na jiné bunééné linii, mizeme 1 presto piihlizet k vysledku jeji prace,

.....

proto pro dal$i experimenty pouzival pouze Etoposid o této koncentraci.
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5.2 xCELLigence

Systémem xCELLigence byly ziskany jednotlivé ristové kiivky, které byly
analyzovany programem RTCA Software 1.2.1. Tento program je schopen vypocitat
dobu, béhem které dojde k 50% poklesu poctu bunek ve sledované jamce (doubling time).
Pro vyhodnoceni vlivu transfekce na cytotoxicitu Etoposidu staci, aby byla oznacena
vhodna oblast ziskané rastové kiivky.

Po oSetfeni bunék Etoposidem dochazi k jejich zablokovani v S fazi bunécného
cyklu. Vysledkem toho je nabobtnani bunék, které je spojeno s prvotnim nartistem tzv.
bunécného indexu (cell index). Jakmile zacnou burniky vlivem toxicity Etoposidu umirat,
dochazi k patrnému postupnému poklesu hodnoty cell indexu a vytvoii se tak
charakteristicky ,,peak®. Pro vypocet hodnoty ,,doubling time* byl zvolen tsek kiivky
mezi maximem peaku a posledni naméfenou hodnotou experimentu.

Jakékoli vyména média v pribéhu experimentu je spojena se vznikem artefaktu
v zdznamu viz. Obr. 10.
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|
0,8 f |
0,7

Vyseti

Bunéény index
s & =
= ®

&

8

0,1

Cas [h]

Obr. 10: Ilustrativni ptiklad kiivky ziskané systémem xCELLigence.
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Obr. 11: Zivotnost bunék Hep G2, H9¢2 a CACO-2 po vystaveni 60 uM Etoposidu. Kazdy
sloupec predstavuje primér = SD ze tii nezavislych experimenti. CTRL — buiky byly
transfekovany kontrolni miRNA s nahodnou sekvenci; miR-29b — bunky byly transfekovany
prislusnou miRNA. *** p<(0,001.

Na zakladé vysledkti z xCELLigence lze fici, ze vlivem miRNA-29b doslo
ke zvyseni toxicity Etoposidu u bunécnych linii Hep G2 a CACO-2. V piipad¢ bunck
H9c¢2 miRNA-29b Zadny efekt neméla.

5.3 Imunodetekce

Protoze publikace Kollinerova et al.** prokazala souvislost mezi i¢inkem miR-
29b a proteinem Mcl-1, byla provedena imunodetekce izoforem Mcl-1L a Mcl-18S.
Po imunodetekci dvou izoforem proteinu Mcl-1 bylo provedeno tzv. stripovani
membrany a nasledné byla provedena imunodetekce B-tubulinu nebo GAPDH. Filmy se
zdznamem detekovanych proteini byly néasledné naskenovdny ve formatu TIFF.

Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci denzitometrie za pouziti programu Image J.
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Obr. 12: Imunodetekce proteinu Mcl-1L (a) a Mcl-1S (b).

Na Obrazku 12 je uveden zdznam imunodetekce provedené ve vzorcich bunécné
linie H9¢2 (1-3) a Hep G2 (4-6). Konkrétné se jedna o buniky transfekované miR-29b (1,
4), NC (2, 5) a bunky netransfekované (3, 6). Zaznam imunodetekce proteinu Mcl-1

pochazejici z bunééné linie CACO-2 vypadal po detekci témér stejné.

b)

Obr. 13: Imunodetekce B-tubulinu (a) a GAPDH (b).

B-tubulin byl imunodetekovan pouze na jedné membrané. Na ostatnich
membrandch se daleko vice osvédcila detekce GAPDH. Diivodem byla obtizna detekce

B-tubulinu, zatimco GAPDH byla detekovana vzdy a v daleko lepsi kvalité.
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Obr. 14: Exprese proteind Mcl-1L a Mcl-1S v bunééné linii H9c2. CTRL - bunky byly
transfekovany kontrolni miRNA; miR-29b — bunky byly transfekovany pfislusnou miRNA.

Kazdy sloupec predstavuje prumér £ SD ze tii nezavislych méfeni. * p < 0,05.
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Obr. 15: Exprese proteini Mcl-1L a Mcl-1S v bunécéné linii HepG2. CTRL — buitky byly
transfekovany kontrolni miRNA; miR-29b — buiiky byly transfekovany piisluSnou miRNA.

Kazdy sloupec ptfedstavuje pramér + SD ze tii nezavislych métfeni. * p < 0,05.
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Obr. 16: Exprese proteinti Mcl-1L a Mcl-1S v bunééné linii CACO-2. CTRL — buiiky byly
transfekovany kontrolni miRNA; miR-29b — bunky byly transfekovany pfislusnou miRNA.

Kazdy sloupec predstavuje praimér = SD ze tii nezavislych méteni.

Po imunodetekci bunééné linie H9c2 jsem dosla k zavéru, ze po transfekci
miRNA-29b doslo ke snizeni exprese Mcl-1L a navySeni exprese Mcl-1S. To znamena,
7e ptevazuje proapoptotickd izoforma tohoto proteinu, respektive dochazi ke zméné
poméru Mcl-1S/Mcl-1L. U bunééné linie Hep G2 a bunék CACO-2 je patrny pokles
exprese obou izoforem a navic nedochazi ke zméné poméru pritomnosti obou izoforem

Mcl-1.

5.4 RT-PCR

RT-PCR bylo vyuzito pro stanoveni efektivity transfekce pouzitych bunécnych
linii miRNA-29b. Toto stanoveni bylo pro kazdou bun&¢nou linii provedeno celkem
tiikrat. Nize jsou uvedeny ilustrativni zdznamy, které prokazuji cca 100-nasobné

navySeni miR-29b. Prométeni dalSich dvou vzorkti vypadalo podobné.
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Obr. 17: Zaznam z RT-PCR bunécné linie H9¢2. Prvni sigmoida (1) znaci vzorky transfekované

miR-29b, druhé (2) vzorky transfekované NC.
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Obr. 18: Zaznam z RT-PCR bunécné linie Hep G2. Prvni sigmoida (1) znaci vzorky
transfekované miR-29b, druha (2) vzorky transfekované NC.
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Obr. 19: Zaznam z RT-PCR bunécné linie CACO-2. Prvni sigmoida (1) znaci vzorky
transfekované miR-29b, druha (2) vzorky transfekované NC.

Pomoci metody RT-PCR bylo ovéfeno, ze transfekce prob¢hla Gspésné a doslo

tak k navySeni exprese miRNA-29b.
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6 Diskuze

Jak n€které publikace uvadéji, u malignich onemocnéni byva exprese rodiny miR-
29 &asto snizena > 3%, Naopak je tomu u proteinu Mcl-1, ktery je v n&kterych typech
rakoviny exprimovan nadméme®® *°. Velice dileZitou roli hraje regulace hladin Mcl-1
proteinu, protoze na jedné stran¢ mize nedostate¢na exprese Mcl-1 vést k bunécné smrti,
zatimco na strané druhé nadmérna exprese predstavuje riziko bun&éné transformace*!.

Zjistilo se, e jednim z cili miR-29 je protein Mcl-1?°, kdy pfi navyseni hladiny
miR-29 dochazi ke snizeni exprese tohoto proteinu. Protoze je rodina miR-29 tvofena
tfemi Cleny (a, b, ¢), n€kolik skupin se snazilo objasnit, ktery z té€chto ¢lentt ma na snizeni
exprese proteinu nejvetsi vliv.

V publikaci Kollinerové et al.?*

autoti provedli literarni reSersi, ve které zminuyji,
ze doslo ke sledovani exprese ¢lend rodiny miR-29 ve ttech bunéénych liniich lidského
myelomu (HMCL). Toto sledovani odhalilo, Ze miR-29b byl ve vSech tiech bunécnych
liniich ve srovnani s miR-29a a miR-29c¢ vyznamné snizen. Adenovirem zprostiedkovana
nadmérné exprese miR-29b zpisobila vyznamné zvysSeni miR-29b a western blot analyza
nasledn¢ prokéazala, ze nadmérna exprese miR-29b dramaticky snizovala hladiny Mcl-1
proteind. ,,Vynucena®“ exprese mir-29b snizila expresi Mcl-1 proteinu také
v buiikich KMCH (maligni cholangiocyty)*'.

Souvislost mezi miR-29b a Mcl-1 vedla Kollinerovou et al. k experimentim
hodnoticim vliv prekurzort této rodiny miRNA, a to na bunécné linii HeLa oSetfené
Etoposidem. Pomoci xCELLigence vyhodnotili, ze miR-29a a miR-29¢ zpusobily pouze
nevyznamné zmény v Zivotaschopnosti bun&k HeLa. Clen miR-29b viak zptisobil
vyznamné zvysSeni toxicity Etoposidu. Z tohoto divodu se rozhodli dale prozkoumat
mechanismus, kterym miR-29b ovliviiuje toxicitu Etoposidu. Vyhodnotili, ze miR-29b
neovlivituje bunécny cyklus, ale expresi Mcl-1 proteinu, ktery se podili na regulaci
apoptézy. Existuji tfi zndmé sestfihové varianty tohoto proteinu: Mcl-1L
(protiapoptoticky), Mcl-1S (proapoptoticky) a Mcl-1ES (proapoptoticky). Testovali,
zda je exprese Mcl-1L nebo Mcl-18S ovlivnéna ¢leny rodiny miR-29. Provedli transfekci
bun¢k Hela vSemi tfemi prekurzory rodiny miR-29 a bunky nasledné kultivovali
v pritomnosti Etoposidu. Vysledky ukazaly, Ze doslo ke statisticky vyznamnému snizeni
exprese Mcl-1L, a to vSemi tfemi Cleny. Co se tyce exprese Mcl-1S, na tu mél

zanedbatelny ucinek pouze C¢len miR-29b. Pomér mezi Mcl-1L/Mcl-1S byl tedy

58



ve srovnani s negativni kontrolou vyznamné ménén pouze ¢lenem miR-29b. Dale se
zabyvali tim, pro¢ pouze jeden ze ¢lenti rodiny miR-29 zplisobuje navyseni toxicity. Dosli
k zavéru, Ze by to mohlo byt spojeno s jadernym transportem zralé miR-29b3>.

Cilem mé préce bylo zjistit, zda dochazi vlivem mikroRNA-29b ke zméné poméru
Mcl-1L / Mcl-18 a v dasledku toho k navysSeni toxicity chemoterapeutika Etoposidu také
u dalsich tfi jinych bunécnych linii.

Z mych vysledki imunodetekce Ize vidét, Zze u bunék H9c2 doslo ke snizeni
exprese Mcl-1L a navySeni exprese proapoptotické formy Mcl-1S. U této bunécné linie
tedy dochazi ke zméné poméru Mcl-1S/Mcl-1L a v souladu s hypotézou by mélo dojit
také k navysSeni toxicity Etoposidu vici této bunécéné linii. Z vysledkt xCELLigence je
ovSem vidét, ze zivotaschopnost bun¢k po transfekci miR-29b a naslednému vystaveni
Etoposidu nebyla zménéna. Mlize to tedy znamenat, zZe apoptdza spusténd vlivem Mcl-
1S neprobiha nebo mize byt ovlivnéna jinou signalni drdhou, kterd uz nebyla stfedem
naSeho zajmu. U bunéénych linii Hep G2 a CACO-2 doslo ke snizeni exprese Mcl-1,
ale nebyl zménén pomér obou isoforem Mcl-1. Dle xXCELLigence transfekce miR-29b
navysila toxicitu Etoposidu, protoZe Zivotnost u obou bunéénych linii klesla, ale nedoslo
ke zmén¢ poméra jeho dvou izoforem Mcl-1L a Mcl-18. Je tedy ziejmé, Ze hypotéza
0 obecné platnosti principu, Zze zména poméru Mcl-1S/Mcl-1L vlivem miR-29b zesili
toxicky ucinek Etoposidu, neni platna.

Experimenty tedy naznacuji, Ze zfejmé existuje kontrolni bod nebo signalni draha,
ktera je schopna eliminovat proapoptotické i€¢inky Mcl-1S v ptipadé bunécné linie H9¢2.
HO9c2 je bunééna linie odvozena od kardiomyoblastt, bunék schopnych diferencovat do
kardiomyocyti, a vykazuje aktivitu iontovych pfenasecu, piedevSim vapnikovych
kanalt, podobnych kardiomyocytim. Je tedy mozné, Ze tato odliSnost
od HeLa bun€k pouzitych v publikaci Kollinerové et al. pfedstavuje jedno z moznych
vysvétleni.

Na druhou stranu vysledky experimentti s buné¢nymi liniemi CACO-2 a HepG2
naznacuji, Ze miR-29b mlze navySovat toxicitu Etoposidu pouhym potla¢enim exprese
obou forem Mcl-1. Dal§im moZznym vysvétlenim je, Ze miR-29b ovliviiuje expresi jiného
cilového genu, ktery hraje roli v navyseni toxicity Etoposidu, naptiklad n¢ktery z ABC

transportért.
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7 Zavér

Podle publikace Kollinerové et al.** dochazi vlivem mikroRNA-29b ke zméné
poméru Mcl-1L / Mcl-1S a v disledku toho k navySeni toxicity chemoterapeutika
Etoposidu v bunécné linii HeLa. Cilem této prace bylo posoudit, zda je tato hypotéza
obecné platnd pro tfi rizné typy malignit.

Experimenty byly provadény sbunéénymi liniemi HO9c2  (potkani
kardiomyoblasty), Hep G2 (lidsky hepatoblastom) a CACO-2 (adenokarcinom tlustého
stteva).

Jako prvni se metodou NC a MTT méfila cytotoxicita jednotlivych koncentraci
Etoposidu vii¢i bunééné linii H9¢2. Dosla jsem k zavéru, Ze nejvice toxicka koncentrace
Etoposidu je 60 uM. Pfi vystaveni této koncentraci doslo k usmrceni az 20% bunék.
U bunééné linie Hep G2 cytotoxicitu stanovovala Dr. Kollinerova, ktera taktéz
pracovalo pouze s touto koncentraci Etoposidu.

Nasledné byla stanovena Zivotnost bunék metodou xCELLigence, kdy byly
vSechny bunééné linie transfekovany miR-29b a vystaveny 60 uM Etoposidu.
Zda transfekce prob¢hla uspésné jsem si ovetila metodou RT-PCR. Z vysledka je vidét,
ze vlivem miR-29b doSlo ke zvySeni toxicity Etoposidu u bunéénych linii Hep G2
a CACO-2, zatimco v pfipadé bunck H9c2 miR-29b Zzadny efekt neméla, coz je také
zadouci.

Imunodetekci jednotlivych izoforem Mcl-1L a Mcl-18 jsem zjistila, Ze v buiikach
HO9c2 doslo ke snizeni exprese protiapoptotické izoformy Mcl-1L a ke zvySeni exprese
proapoptotické izoformy Mcl-1S. V této bunécné linii tedy dosSlo ke zméné poméru obou
izoforem. Protoze ale vysledky xCELLigence po transfekci miR-29b a naslednému
vystaveni bun¢k Etoposidu nepotvrdili snizenou Zivotnost této bunécné linie, miize to
tedy znamenat, Ze apopt6za spusténa vlivem Mcl-1S neprobiha nebo miiZze byt ovlivnéna
jinou signalni drahou.

V buiikkdch Hep G2 a CACO-2 dosSlo ke snizeni exprese proteinu Mcl-1,
ale nikoliv ke zmén¢ poméru Mcl-1L a Mcl-1S.

M¢ vysledky tedy vyvraci fakt, Ze by hypotéza Dr. Kollinerové et al. platila

pro riizné typy malignit.
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