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Abstrakt
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Akridinové derivaty jsou zkoumany pro sviij potencidl v 1écbé mnoha nemoci,
naptiklad nédorti, bakterialnich infekci ¢i malarie. V klinické praxi se v konvencni
protinadorové chemoterapii uplatituje naptiklad amsakrin ptisobici jako topoisomerasovy
jed, ktery interaguje s DNA i s lidskou topoisomerasou II. Podobné plisobi i1 derivaty
9-aminoakridin-4-karboxamidii. V diplomové praci byla testovana in vitro aktivita nové
syntetizovanych derivatii 9-aminoakridin-4-karboxamidi a jinych derivati odvozenych
od akridinu.

Cilem prace bylo zjisténi, zda jsou studované latky s oznac¢enim FK-8-HCI,
FK-20-HCI, FK-27-HCI, FK-36-HCIl, FK-42-HCI, FK-46-HCI, FK-48, FK-78-HCI,
FK-97-HCI A FK-106 cytotoxické, v jaké koncentraci vykazuji inhibici proliferace, jaky
typ bunééné smrti indukuji, a jestli inhibuji lidskou topoisomerasu I1.

Pro cytotoxicitni experimenty byla pouzita lidska epitelidlni bunééna linie HeLa.
Zivotaschopnost bun&k byla stanovena metodou vychytavani neutralni ¢ervené. Buiiky
byly vystaveny latkdm v rGznych koncentracich po dobu 24 hodin pti 37 °C. Jako
parametr hodnotici cytotoxicitu byla vybrana hodnota ICso. Pomoci gelové elektroforézy
a testu dekatenace kDNA byla zjisStovana inhibice lidské topoisomerasy II. Typ bunécné
smrti jsme stanovili na bunééné linii HeLa pomoci luminiscenéni metody pro urceni
apoptozy nebo nekrdzy. Buiiky byly vystaveny plisobeni experimentélnich latek po dobu
24 hodin, béhem kterych byl sledovan nartist luminiscence a fluorescence.

Z vysledki jednotlivych metod bylo urceno, ze vSechny studované akridinové
derivaty inhibuji proliferaci bunécné linie HeLa. Nejvyssi cytotoxicitu vykazovala latka
FK-78-HClI s ICs0= 1,06 = 0,22 uM. S vyjimkou FK-106 vSechny latky ptsobily inhibici
topoisomerasy II. U vétSiny latek byla pozorovana indukce apoptdzy. S jistotou se

nepodaftilo urcit typ bunééné smrti pouze u latek FK-27-HCl, FK-36-HCl a FK-106.
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Acridine derivatives are being investigated for their potential in the treatment of
many diseases, such as cancer, bacterial infections, and malaria. For example, amsakrin,
acting as a topoisomerase poison that interacts with both DNA and human
topoisomerase I, is used in clinical practice in conventional antitumor chemotherapy.
Derivatives of 9-aminoacridine-4-carboxidoamide act similarly. The master’s thesis
investigates the invitro activity of the newly synthesized 9-aminoacridine-4-
carboxidoamide derivatives and other derivatives of acridine.

The purpose of the thesis was to determine whether the studied compounds
FK-8-HCI, FK-20-HCI, FK-27-HCI, FK-36-HCl, FK-42-HCI, FK-46-HCI, FK-48,
FK-78-HCI, FK-97-HCI and FK-106 are cytotoxic, what concentration induce inhibition
of proliferation, what type of cell death is triggered and whether they inhibit the human
topoisomerase II.

The human epithelial cell line HelLa was used for cytotoxicity experiments. The
neutral red uptake assay was used to determine the cell viability. Cells were exposed to
different concentrations of studied compounds for 24 hours at 37 °C. The ICso was
selected as a parameter to evaluate the cytotoxicity. Inhibition of human topoisomerase 11
was evaluated by gel electrophoresis and kDNA decatenation assay. The identification of
apoptosis or necrosis on the HeLa cell line was determined using a luminescence method.
The cells were exposed to the studied compounds for 24 hours with continuous
measurement of luminescence and fluorescence.

The results show that all studied acridine derivatives inhibit the proliferation of
the HeLa cell line. The highest cytotoxicity was shown by the FK-78-HCl with
ICs0=1,06 £ 0,22 uM. Except for FK-106, all substances caused inhibition of
topoisomerase 1. Except for FK-27-HCI, FK-36-HCI and FK-106, all substances induce

apoptosis.
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1 UVOD

Zhoubnym nadorim je piipisovana Gtvrtina viech amrti v CR a predstavuji
druhou nejcastéjsi pfi¢inu smrti — v roce 2018 bylo témét u 26 000 pacientii noveé
diagnostikovano nadorové onemocnéni (UZIS CR 2019).

Prestoze se medicina neustale posouva vpted, stale jesté jsou onemocnéni, ktera
neumi zcela vylécit. Nékteré naddory jsou natolik agresivni, Ze bézné dostupna konvencéni
chemoterapeutika spojovana stadou nezadoucich ucinki pramenicich z jejich
nespecifického plisobeni na vSechny rychle se délici bunky (Marek a Vrablik, 2019).
S problematikou 1é¢by nadorti souvisi také mutace nadorovych bunék, na zaklad¢ kterych
se stavaji resistentni vici farmakoterapii, jinymi slovy protinadorova léciva piestanou byt
lécebnych strategii je proto velkou vyzvou (Klener a Klener, 2010).

I pfes moznosti modernich strategii v terapii nadori nemizeme na konvencni
chemoterapeutika zanevtit. Pro nékteré pacienty a nékteré typy nadort jsou tato 1é¢iva
stale jedinou efektivni lé€bou s Sanci na uzdraveni (Klener a Klener, 2010).

Vyzkum se nezabyva pouze novymi molekulami 1é¢iv, mnohdy totiz vyuzije jiz
znamé struktury, které se rtizné¢ modifikuji (Hughes etal. 2011). Jednou takovou
skupinou latek jsou derivaty odvozené od akridinu, které vedle nadori vykazuji potencial
v 1é€bée 1 jinych nemoci. Tato zajimava skupina latek by se v budoucnu mohla uplatnit
1 v nékterych modernich lécebnych postupech (Zhang et al. 2014).

Abychom zjistili, zda studovana latka je (nebo neni) zajimava pro dal$i vyzkum,
je nutné ji nejprve podrobit in vitro studii jeji aktivity. To zahrnuje zjiSténi, v jakeé
koncentraci je latka cytotoxicka (resp. aktivni) a jakym mechanismem plisobi na buiiku
(Hughes et al.).

Cilem této prace je zjiSténi in vitro aktivity nové syntetizovanych akridinovych

barviv. Prace vznikla s podporou SVV 260 550 a SVV 260 547.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Nadorové bujeni — karcinogeneze

Na nador bylo dlouho nahliZzeno jako na seskupeni témét homogennich malignich
bungk, jejichz rist je vysledkem neregulované proliferace. Diky pokrokiim v poznani
patofyziologie nadorovych onemocnéni a samotnych mechanismu karcinogeneze je vSak
nutné na nador nahlizet vice komplexné, tedy i ve vztahu k nddorovému mikroprostiedsi,

jez pro lepsi predstavu ukazuje Obr.1 (Klener a Klener, 2013).

redukcionisticky pohled kemplexni pohled

ECM

Obr. 1 Redukcionisticky vs. komplexni pohled na nddor (Klener a Klener, 2013)
NB — nadorova bunka, ECM — extraceluldarni matrix, F — fibroblast, M —
makrofag, DB — dendriticka bunika, L — lymfocyt, C — céva

Solidni tumor je kromé¢ vlastnich nadorovych bunék slozen také z n¢kolika typt
bunék nenddorovych, napf. fibroblasti, endotelovych bunék a bunék imunitniho systému
(T-lymfocyty, makrofagy, dendritické butiky). Spolecné s nebunécnymi faktory, jimiz
jsou myj. extracelularni matrix (ECM), hladina kysliku a pH, vytvafeji nadorové
mikroprostfedi, které se neustdle vyviji a v mnoha ohledech ovliviiuje vlastni
karcinogenezi i odpoveéd’ na terapii nadora (Hirata a Sahai, 2017).

Vlastni karcinogeneze je nékolikastupiovy proces. Na samém zacatku
karcinogeneze je faze iniciace, kdy dochézi ke genetickym a epigenetickym zménam, t;.
indukci mutaci. Zmény genetického materidlu bunky meéni normalni buniku v bunku
preneoplastickou, zpravidla nevratné (Hofmanova, 2013).

Ptimym podkladem ke vzniku maligni buiiky jsou tzv. kritické mutace, mezi které
fadime napft. aktivaci onkogend, inaktivaci tumor supresorovych genti nebo zvySenou
expresi inhibitorit apoptdzy apod. Ke genetickym mutacim mize dojit na zikladé
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kancerogennich podnétli, z nichz nejvice rizikové jsou ionizujici zafeni, chemické
kancerogeny, viry a chronicky zanét (Klener a Klener, 2013).

Promoce je oznaceni pro fazi, kdy dochdzi plisobenim nadorové promocnich
podnéth (ristové signdly, plisobeni vnéjSich signali — latky zpotravy, chemické,
fyzikalni faktory, aj.) ke klondlnimu ristu preneoplastické buiiky a vysledkem je maligni
klon. Zacatek této faze je jesté vratny (Hofmanova 2013).

Progrese do pIné maligni formy je nasledkem akumulace kritickych mutaci
a v této fazi jiz nelze proces karcinogeneze zastavit (Klener a Klener, 2013). Dochazi
ke zméné poctu chromozomi, jejich prestavbam, zvysuje se rychlost proliferace
nadorovych bun¢k, benigni (nezhoubné) stadium prechazi ve stadium maligni (zhoubné)
se schopnosti se rozSifovat do vzdalenych mist — vzniku metastdzi (Hofmanova 2013).
Rist nddoru je doprovazen také indukci angiogeneze a vaskulogeneze a v neposledni fadé

vztahy mezi nenddorovymi buiikami nddorového mikroprostiedi (Klener a Klener, 2013).
2.2 Konvenc¢ni chemoterapeutika

Terapie nadorovych onemocnéni za pouziti protinadorovych chemoterapeutik
se v soucasné dob¢ zaklada predevsim na inhibici bunécné proliferace a na indukci
apoptdzy. Protinadorova chemoterapeutika jsou latky definované chemické struktury
s cytotoxickym ucinkem. Jelikoz plisobi neselektivné, jejich tc€inek je pozorovan i u
bunck zdravych tkani, coz s 1écbou pfinasi fadu nezddoucich uc¢inkd (Marek a Vrablik,
2019). Protinddorové latky muzeme dle jejich mechanismu uc¢inku rozdélit do tfi
zakladnich skupin, a to na antimetabolity, antimitotika a genotoxickd cytostatika

(Svihovec et al. 2018).

2.2.1 Antimetabolity

Jako antimetabolity oznacujeme latky, které se svou strukturou podobaji
prirozenym metabolitim. A pravé diky této podobnosti mohou inhibovat kli¢ové enzymy
metabolismu, coz vyusti v poruchu biosyntézy nukleovych kyseliny a v néslednou
inhibici bunééného déleni. Antimetabolity 1ze rozdélit dle cilové struktury, substratu,
na ktery ptsobi. Oznacujeme je pak jako analoga kyseliny listové, analoga pyrimidinu

a purinu a analoga adenosinu a deoxycytidinu (Svihovec et al. 2018).
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Antifoldty

Analoga kyseliny listové dosahuji farmakologického uc¢inku ptisobenim odchylek
v metabolismu kyseliny listové. Kyselina listova neni sama o sob¢ fyziologicky folat,
avSak je jejich dilezitym zdrojem. Hlavnim foldtem pfijimanym z potravy je
5-methyltetrahydrofolat (5-methyl THF), ktery je absorbovan z tenkého stfeva a v jatrech
se preménuje na aktivni derivat, ktery se pomoci prenasece dostava do periferni tkan¢.
Za ptitomnosti vitaminu B12 poskytuje 5-methylTHF svou methylovou skupinu
homocysteinu k syntéze methioninu. Vznikly tetrahydrofolat (THF) pak prochazi celou
fadou reakci k ziskani dal§iho uhliku za vzniku rodiny folatovych kofaktort. Diky jejich
schopnosti prenaset uhlik dévaji vzniku napf. thymidilatu a Gcastni se syntézy purint,
tedy v kone¢ném duasledku ovliviiuji syntézu DNA a RNA (Visentin et al. 2012).

Analoga kyseliny listové, znichZ jsou v klinické praxi soucasné vyuzivané
predevS§im metotrexdt apemetrexed, narusuji bunéCnou proliferaci inhibici
dihydrofolatreduktasy, ktera katalyzuje pfeménu dihydrofolatu na THF. V piipadé
pemetrexedu je cilem navic jesté thymidylatsynthasa a 5-aminoimidazol-4-karboxamid-

ribonukleotidformyltransferasa (Visentin et al. 2012).

Analoga pyrimidinu a purinu

Mezi pyrimidinova analoga fadime latky strukturné odvozené od pyrimidinové
baze uracilu. Pravé tato baze je totiz upfednostiiovana pii syntéze DNA a RNA
v nddorovych buiikach, na rozdil od zdravych bunék, které vyuzivaji kyselinu orotovou
(Svihovec et al. 2018). Prvnim pfedstavitelem této skupiny 1é&iv byl 5-fluorouracil
(5-FU). Jeho mechanismus tc¢inku spociva v inkorporaci do DNA, coz v jeji molekule
vyvolad zlomy, které nakonec povedou k zastavé replikace DNA a indukci apoptozy.
Prolécivy 5-FU jsou kapecitabin a tegafur (Klener a Klener, 2013).

Analoga purinu jsou odvozena od molekuly purinové bdze guaninu. Do této
skupiny fadime 6-merkaptopurin zasahujici 1 do syntézy purinii de novo, thioguanin
a azathioprin, ktery ovSem fadime spiSe mezi imunosupresiva. Po enzymatickych
pfeménach jsou thiopuriny schopny vclenit se do nukleovych kyselin, coz zvysi jejich
cytotoxicitu. Vyuzivaji se predevsim v 1écbé akutni leukemie (Klener a Klener, 2013).

Purinova analoga odvozena od adenosinu se v klinické praxi za€ala uzivat béhem
poslednich 30 letech. Zastupcem této skupiny 1é¢iv je napt. fludarabin, ktery po pteméné

na aktivni metabolit inhibuje DNA-polymerasu a a ribonukleotidreduktasu. Oproti jinym
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skupindm protinddorovych 1é€iv plisobi pomérné selektivné v lymfatické tkani, coz je
dano mj. rychlejsi intracelularni fosforylaci za vzniku aktivniho metabolitu pravé v této

tkdni (Adam et al. 2011).

Analoga deoxycytidinu

Posledni skupinou antimetabolitli jsou analoga deoxycytidinu. Pivodné se jednalo
o nukleotidy izolované z n¢kterych druhit motskych hub, v nichz cukernou slozku zastava
arabinosa. Odvozenim byl syntetizovan cytosin-arabinosid aj. V dusledku piemény
na cytosinarabinosidtrifosfat, ktery inhibuje DNA-polymerasu a poskozuje DNA,

dochazi k zastavé bunééného cyklu (Svihovec et al. 2018).

2.2.2  Antimitotika

Mitoza je slozity proces probihajici v délicich se buiikéch a jehoz vysledkem je
rozde¢leni dvou sad chromozomii a vznik dvou identickych dcefinych bunék. Pokud dojde
k poskozeni bunécného cyklu, a to at’ na urovni naruSeni funkce déliciho vieténka, anebo
omezeni kliCovych mitotickych regulacnich proteinti, je bunka velice nachylna
k navozeni buné¢né smrti (Chan et al. 2012).

Prvni a nejstar$i podskupinou latek, které fadime mezi tzv. antimitotika, jsou
taxany a vinca alkaloidy, jejichz cilem je ovlivnéni polymerace mikrotubult (Chan et al.
2012). Mikrotubuly jsou soucasti cytoskeletu buitky a bez nich by pii mitéze nebyla
mozna spravna migrace chromozémi. Vinca alkaloidy, napf. vinkristin, vinblastin
a vinorelbin, inhibuji mikrotubuldrni polymeraci. Taxany, napf. paklitaxel a docetaxel,
poskozuji tvorbu a funkci mikrotubuld inhibici depolymerace, nasledkem ¢ehoz dojde
k urychleni tvorby mikrotubull, naruseni mitézy v kontrolnim bodé¢ G2/M a nésledné
k indukci apoptozy (Svihovec et al. 2019).

Separace chromozoml béhem mitézy je ovlivnéna fadou dalSich regulacnich
procest, pfi jejichZ inhibici rovnéz docilime zastavy bunééného cyklu ¢i navozeni
bunécéné smrti. Jsou jimi napiiklad rodina aurora kinas, kterd reguluje zahdjeni mitozy,
formovani déliciho vieténka a separaci chromozomu. Také spravna funkce cyklin-
dependentnich kinas (CDK) hraje stéZejni roli v regulaci bunééného cyklu. Je jich velké
mnozstvi a kazda se uplatiiuje jen v uréitém useku bunééného cyklu. Jsou jeho hlavnimi

pozitivnimi regulatory a mj. reguluji transkripci RNA (Klener a Klener, 2013).
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2.2.3 Genotoxicka cytostatika inhibujici replikaci a transkripci DNA

Molekula DNA je jednim z hlavnich cild ptsobeni genotoxickych 1éCiv.
Poskozeni struktury nukleovych kyselin a inhibice replikace aktivuji ve zdravych
bunkach tzv. DDR (DNA damage response) a kontrolni body bunécného cyklu, které maji
za ukol opravit ¢i upln¢ zastavit bunééné deleni, aby nedochéazelo k ptedani poskozené
informace do dcetiné buiiky (Swift a Golsteyn, 2014). Jedna se o riizné typy signdlnich
drah snazici se opravit riizné typy poskozeni DNA. Aktivaci DDR drdhy mutze dojit
k inhibici translace, zastaveni bunééného cyklu, ale i k navozeni bunécné smrti (Woods
a Turchi, 2014). Nadorové buiiky jsou schopny ignorovat kontrolni body bunécného
cyklu, aby se mohly rychleji a nekontrolovateln¢ délit. Diky tomu jsou vSak vice nachylné
k poskozeni DNA navozenému genotoxickymi protinadorovymi latkami (Cheung-Ong et
al. 2013).

Mechanismy uinku 1é¢iv  vedouci k poskozeni DNA jsou ruzné,
nejvyznamnéj$imi jsou alkylace, interkalace a inhibice DNA topoisomeras (Swift a

Golsteyn, 2014).

Alkylaéni cytostatika

Alkylujici latky jsou elektrofilni céstice, které prendseji alkylové skupiny
na molekulu DNA a utvofi s ni kovalentni vazby (Obr. 2). Mezi alkylujici genotoxicka
cytostatika fadime dusikaté yperity, derivaty nitrosomocoviny, ale i derivaty azidirinu,
alkylsulfonaty ¢i triazinové slou€eniny (Swift a Golsteyn, 2014).

Dusikaté yperity, znichz jsou klinicky vyuZivany napf. cyklofosfamid,
chlorambucil nebo melfalan, zastavuji tvorbu replikacni vidlice s naslednou indukci
apoptdzy ptimou alkylaci purinovych bazi v molekule DNA (Cheung-Ong et al. 2013).
Utvoii se guanin-guanin a guanin-adenosin spojeni mezi obéma fetézci molekuly DNA.
Podobné vlastnosti maji mitomycin C a thiotepa, derivaty odvozené od aziridinu (Swift
a Golsteyn, 2014).

Derivaty nitrosomocoviny, napf. karmustin, lomustin, semustin, poskytuji
chlorethylovou skupinu na N7 a O° guaninu. Vzniklé O%-chlorethylguanin meziprodukty
jsou cytotoxické, reaguji s cytosinem a vytvareji guanin-cytosin spojeni mezi obéma
fetézci, které vede k zablokovani replikace s naslednou bunécnou smrti. Triazinoveé

slouCeniny, napt. dakarbazin, prokarbazin, temozolomid, jsou cytotoxické z diivodu
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tvorby toxického O°-methylguaninu. Busulfan jako zastupce alkylsulfonatl vytvaii

guanin-guanin mezifetézcové a vnitrotetézcové mustky (Swift a Golsteyn, 2014).

Interkalacni cytostatika

Jako interkalaci (Obr. 2) oznacujeme d¢j, kdy se do dvouSroubovice DNA vmezeti
molekula cytostatika za pomoci vodikovych miistkli. Naruseni struktury DNA vede opét
k inhibici replikace a transkripce. U interkalacnich latek se Casto setkdvame jesté s jinym
mechanismem ucinku, a to s inhibici jednoho z dvou typii topoisomeras. Interkalacnim
mechanismem se vyznacuji napiiklad antracyklinovéa antibiotika, dale pak derivaty
antrachinonu a derivaty akridint, které se viak pouZivaji jen velmi omezené (Svihovec et
al. 2018).

Antracyklinovd antibiotika patii v klinické praxi stdle k nejpouzivanéjSim
cytostatikiim. Jejich pouziti je vSak limitovdno silnymi kardiotoxickymi u€inky.
Doxorubicin, daunomycin i novéjsi epirubicin a idarubicin jsou toxické zejména diky
jejich nékolika mechanismiim ucinku. Kromé¢ interkalace ptisobi také na tvorbu volnych
radikald, inhibici aktivity topoisomeras ¢i interferuji s aktivitou helikas (Cheung-Ong et

al. 2013).

Obr. 2 Alkylacni (A) a interkalacni (B) ucinek konvencnich cytostatik
(Klener a Klener, 2010)
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Platinova cytostatika

Cisplatina a karboplatina jsou léCiva, ktera nemuizeme zaradit mezi typické
alkylujici latky, protoZze neptenasi uhlik. Na DNA se vazou pomoci platiny skrze
koordina¢né kovalentni vazbu (Woods a Turchi, 2014). Cisplatina obsahuje atom platiny
s dvéma navazanymi chlory jako odstupujicimi skupinami a dvéma aminoskupinami.
Po vstupu do bunky dochdzi k odstépeni odstupujici skupiny a navazani vody, diky
¢emuz se platina 1épe navaze na N’ guaninu a adeninu za vzniku aduktéi na DNA. Pokud
se vytvoii dva adukty na sousednich bazich v ramci jednoho fetézce, dochazi k tvorbe
vnitrofetézcového mistku, ktery nasledné zablokuje replikaci a transkripci (Cepeda et al.

2007).

Inhibitory topoisomeras

Replikace DNA béhem S-faze bun&tného cyklu zajistuje, aby se do dcefinych
bun¢k dostala geneticka informace identicka s buiitkou matefskou. Prostfednictvim
helikasy dochazi k rozvolnéni vodikovych mustki spojujici oba fetézce dvousroubovice
DNA a vznika replikacni vidlice (Ledvina et al. 2009). Kvuli rozplétani DNA na dva
samostatné fetézce, podléha cCasem zbytek molekuly nadmérnému pnuti a vytvari
nadsroubovicové vinuti tzv. supercoiling, superhelix. Tento stav by ¢asem vedl k zastave
tvorby replikaéni vidlice, pokud by nezasdhla skupina enzymti DNA-topoisomeras
(Nitiss, 1998).

DNA-topoisomerasy jsou enzymy majici nezastupitelnou funkci v mnoha
biologickych procesech zahrnujicich DNA. Uplatiiuji se nejen pii replikaci DNA, ale také
pii transkripci a segregaci chromozomu (Nitiss, 1998). RozliSujeme dva zékladni typy
lidskych topoisomeras, a to topoisomerasa [ (TOP1) a topoisomerasa II (TOP2), které 1ze
dale rozdélit do né€kolika podtypt (napi. TOP2a a TOP2B). Jejich hlavni funkci je
odvinuti DNA, ¢imZ se sniZi nadmérné pnuti superhelixu. TOP1 rozstépi jeden ze dvou
fetézcl svinuté DNA a skrze vznikly zlom provlékne druhy fetézec DNA, nakonec zlom
opétovné spoji. Vysledkem je dvousSroubovice odvinuta o jeden zavit. TOP2 prerusi
dvousroubovici na obou fetézcich (G-segment, gate) a skrze zlom se protdhne dalsi
dvousroubovice (T-segment, transfer). Dochézi k opétovnému spojenim dvousroubovice,
ktera je o dva zavity odvinuta. Proces protazeni T-segmentu skrze G-segment a opétovné
spojeni zavisi na dodavce ATP (Delgado et al. 2018). Schéma mechanismu TOP2 je

znazornéno na Obr.3.
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Obr. 3 Katalyticky mechanismus TOP2 (Mueller-Planitz a Herschlag, 2008)

ATP-asové domény (Cervené), transdukcni domény (Zluté), domény Stepici DNA (modré),

G-segment (zeleny), T-segment (hnédy)

(1) G-segment je vizdn na Stépici doménu, T-segment se vize v transdukcni doméné

(2) Vazba ATP na ATP-asové domény zpiisobi konformacni zménu a uvézni T-segment
UVRItF enzymu

(3) Rozstépeni G-segmentu, 5° konce DNA se kovalentné reversibilné vdznou na
tyrosinové zbytky topoisomerasy

(4) (5) Hydrolyza ATP a protazeni T-segmentu skrze zlom G-segmentu

(6) Hydrolyza ATP, opétovné spojeni G-segmentu, odlouceni dvou molekul ADP

a T-segmentu, opétovné otevieni ATP-asovych domén

Dtlezitost topoisomeras v ramci zajiSténi integrity genomu je nepopiratelna,
a proto je naruseni jejich funkce efektivni strategii pro 1é€bu rakoviny (Nitiss, 2009).
Inhibitory topoisomeras jsou léciva, ktera fadime ke klasickym chemoterapeutikiim
s genotoxickym uc¢inkem. Nejvice inhibitordi topoisomeras pisobi jako tzv.
topoisomerasové jedy. DalSim (méné castym) mechanismem ucinku je katalyticka
inhibice topoisomeras (Delgado et al. 2018).

Prvni jmenovany mechanismus je zalozen na tvorbé ternarniho komplexu
[topoisomerasa-DNA-IéCivo], ktery zplisobi, Ze se zlom na jednom ¢i obou fetézcich

DNA opétovné€ nespoji, pficemz je nutné zdiraznit, ze k vazbé 1é€iva dochdzi az po
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navazani enzymu na DNA (Delgado et al. 2018). Poskozenim DNA b&hem S-faze dojde
k zablokovani replikacni vidlice, coz mlize mit za nasledek vznik dvoutetézcovych zlomt
molekuly DNA a které vedou k bunééné smrti (Cheung-Ong et al. 2013).

Mezi TOP1 inhibitory fadime kamptotecin, topotekan a irinotekan, které se
vyuzivaji v terapii naptiklad plicniho nebo kolorektalniho karcinomu. TOP1 inhibitory
po vazbé na DNA-TOP1 komplex zptisobi nejprve jednotetézcové zlomy, které nasledné
prechézi az v zavazné DSB (Swift a Golsteyn, 2014).

Do skupiny TOP2 jedu tadime lécCiva etoposid a teniposid odvozend od
epipodofylotoxinti a dale jiz diive v souvislosti s interkalaci zminovand antracyklinova
antibiotika — doxorubicin a daunorubicin (Delgado et al. 2018). Tyto latky vedou
ke zvySeni hladin TOP2-DNA komplexu, a tim ke vzniku zlomi ve dvouSroubovici DNA
s naslednou apoptozou (Nitiss, 2009).

U katalytickych inhibitord TOP2 se predpoklada, Ze snizuji enzymatickou aktivitu
TOP2. Na rozdil od TOP2 jedd dvousroubovici neposkodi ptimo, protoze ovliviuji
topoisomerasu tehdy, kdy neni vdzana na DNA (Nitiss, 2009). Jedinym klinicky
vyuzivanym zastupcem, u kterého byl popsan tento mechanismus, je dexrazoxan.
Pro jeho kardioprotektivni ucinky je vyuzivan jako kardioprotektivum béhem 1écby
antracyklinovymi antibiotiky (Delgado et al. 2018).

Zvysené hladiny topoisomeras v rakovinnych buiikach vytvareji vice ptileZitosti
pro TOP1 a TOP2 jedy, na rozdil od katalytickych inhibitorti, kterym zvySené hladiny
topoisomeras ucinnost snizuji. I to miize byt jedna z pficin, pro¢ se (tolik) nesetkavame
se zastupci katalytickych inhibitorti topoisomeras v klinické praxi. Inhibitory TOP2
plsobi na oba podtypy enzymu. V nadorovych buiikach Ize pozorovat zvySenou expresi
TOP2a, coz vysvétluje protinadorovy efekt TOP2 jedt. Naopak fada nezadoucich uc¢inku
(kardiotoxicita, sekundarni malignity) jsou spojovany s inhibici TOP2B. Idedlnim
inhibitorem, jedem nebo katalytickym inhibitorem, bez zavazné kardiotoxicity
a sekundarnich malignit, by pak byla latka, kterd by cilila pouze na isoformu TOP2a
(Delgado et al. 2018).
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2.3 Akridinova barviva

Akridin je tricyklicky heterocyklus, ktery byl objeven v druhé poloving 19. stoleti
pii zkoumani frakci uhelného dehtu. Nazev odvozeny z anglického slova acrid vystihuje
jeho Stiplavy charakter, ktery drazdil vyzkumniky ke kychani a zpiisoboval slzeni. Brzy
po objeveni byl akridin izolovan ve formé svétle zlutych krystalti (Albert, 1949).

Latky odvozené od akridinu se nejprve vyuzivaly jako primyslové barvy. Zluté
a oranzov¢ (ale 1 fialové, modre, zelené, aj.) barvici akridinové derivaty byly vyuzivany
predevsim k barveni ktize, ke které vykazovaly vysokou afinitu a stalost. Na ptfelomu
19. a 20. stoleti se védci snazili ptijit na vyuziti akridinovych derivatli v oblasti mediciny,
coz vedlo k objeviim novych antibiotik a antimalarik (Albert, 1949). AvSak pozdé;si
objasnéni mechanismu G¢inku a struktury akridinovych derivati ukazalo jejich velky
potencial v 1é€bé mnoha nemoci, napiiklad nadord a Alzheimerovy choroby. Diky tomu
bylo syntetizovano jiz velké mnozstvi molekul na bazi akridinu liSicich se pozici
jednotlivych substituentil na akridinovém jadfe. Vznikla tak rozséhla skupina latek, které

obecné oznacujeme jako akridiny (Zhang et al. 2014).

2.3.1 Struktura

Akridin (Obr. 4) jako tricyklicky heterocyklus pfipomind svou strukturou
anthracen, jehoz atom uhliku v poloze 10 je nahrazen atomem dusiku. Molekula je
planarni a stabilizovana =n-konjugovanym systémem. Slab¢é bazicky charakter lze
pfipodobnit molekulam pyridinu a chinolinu. Krystalizuje v bezbarvé jehlickovité
krystaly, slabé rozpustné v horké vod€. Diky konjugovanému systému vazeb fadime
akridiny mezi tzv. chromofory, nejcastéji zluté¢ az oranzové zbarvené, které vykazuji
fluorescenci po vystaveni UV zatfeni (PubChem 2021, Albert 1949). Uhlik v poloze 9 je
mistem s nejvétsim deficitem elektronti a je proto nejvhodnéjsi pozici pro substituci

nukleofilnim ¢inidlem (Kozurkova et al. 2021).

8 9 |
7 X 2
6 = 3
N
5 10 4

Obr. 4 Struktura a systém cislovani akridinu
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2.3.2 Terapeuticky potencidal

Antibakterialni

Prvni vyuziti akridinti v mediciné se datuje do doby mezi svétovymi valkami, kdy
byly vyuzivany jako antibakterialni latky. Proflavin, akriflavin a aminakrin (Obr. 5) byly
aplikovany ptedevsim lokéaIné k oSetieni vnéjsich ran, které byly Casto infikovany gram-
negativnimi bakteriemi. Oproti tehdy pouzivanym penicilinim a sulfonamidim byly
akridiny vice UCinné pravé proti gram-negativnim bakteriim (Albert, 1949).
S akriflavinem a aminakrinem se 1 dnes mizeme setkat pro jejich antiseptické vlastnosti
pfi oSetfeni klize a ran (Kumar et al.2012).

Naproti tomu vnitini uziti akridind bylo velmi toxické, pfijatelné pouze
ve vysokém zifedéni a k jejich perordlnimu uZiti se pfichdzelo az tehdy, kdy ostatni
dostupnd lé¢iva nevykazovala dostatecny Uc¢inek. Lze se tak setkat s informacemi
o historickém uziti nékterych akridinovych derivati v terapii komplikované cystitidy
(Albert, 1949).

Ackoliv se v soucasnosti akridiny jako antibakteridlni latky nevyuZzivaji, jejich
vyzkum v oblasti terapie bakteridlnich infekci znovu nabyva na sile. Divodem je
zvySujici se rezistence bézné uzivanych antibiotik, a tedy snaha najit latky, vaci kterym
si bakterie nejsou schopny rezistenci vyvinout. Zkoumany byly akridiny substituované
v poloze 9, a to amino-, hydrazino-, methoxy nebo thioalkylovou skupinou. Zatim ov§em
bez vétstho uspéchu s vyjimkou lokaln€ aplikovanych aminoakridin v rdmci
fotodynamicke terapie (PDT). Jako potencidlni fotosenzitizéry (PS) vykazuji baktericidni
ucinek po vystaveni svétlu o specifické vinové délce, a to za mnohem niZzSich koncentraci

nez bez ozafeni (Denny, 2002).

NH,
= Y x
HoN NZ NH 7 z
2 H* 2 RN Y NHz N,
CH,
Proflavin Akriflavin Aminakrin

Obr. 5 Struktury akridinovych derivatu s antibakterialnim ucinkem
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Antiprotozodlni

malérie. Malarie je akutni 1 chronické onemocnéni pienasSené komarem rodu Anopheles.
Zpusobuje horecnaté zachvaty, které si 1ze predstavit jako periodické vzestupy a poklesy
télesné teploty (Rozsypal, 2015). Ackoliv se sonemocnénim setkame piedevsim
v tropickych oblastech Afriky, podobné rizikové oblasti najdeme po celém svéte. V roce
2019 zptisobila malarie ptiblizn¢ 400 000 umrti celosvétové (WHO, 2021).

Pivodcem nemoci jsou intracelularni parazité, prvoci rodu Plasmodium. Jejich
intracelularni vyvoj probiha v hepatocytech a nasledné v erytrocytech hostitele (Aly et al.
2009). Bylo zjisténo, ze n€které derivaty akridint plisobi gametocytocidné v erytrocytarni
fazi zivotniho cyklu plasmodii a jsou proto zkoumény jako potencidlni antimalaricka
lé¢iva (Kumar et al. 2012).

Nejvyznamnéjsi antimalarikum ze skupiny akridint je chinakrin (Obr. 6), znam
také pod nazvem mepakrin ¢i obchodnim nadzvem Atebrin. Zacal se uzivat v ramci terapie
maldarie za druhé svétové vélky, kdy doslo k pteruseni dodavek do té doby uzivaného
chininu (Albert, 1949). Pozdé&ji byl vSak nahrazen -chlorochinem s lepSim
farmakodynamickym profilem. Zkoumani imunomodula¢nich vlastnosti chinakrinu
ajeho vlivu na jiné patogenni prvoky pokradovalo i nadale (LiverTox, 2017). Rada
uspéSnych studii poukdzala na jeho potencidl v 1é€bé ne€kterych autoimunitnich chorob
(LE, RA), epilepsie, Chagasovy choroby, tenidzy, prionovych infekci (CJD), a dokonce
i nadort (Zhang et al. 2014).

HNJ\/\/'”\/
OCHs
@
=
Cl N

Obr. 6 Chinakrin (mapakrin, Aterbini)
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Protinadorové

Na zéklad¢ zjisténi, ze akridiny jsou schopné interagovat s molekulou DNA za
vytvoieni komplexii [akridin-DNA] a [akridin-DNA-topoisomersa] s naslednym
poskozenim DNA a zastavou bunécného dé€leni, se od 70. let minulého stoleti syntetizu;ji
derivaty akridind s antiproliferacnim potencidlem (Denny, 2002). Ptestoze je za hlavni
pfiinu cytotoxicity akridinii povazovana interkalace molekuly akridinového derivatu
mezi pary bazi dvoutetézcové DNA, nelze opomenout i dal§i mechanismy, které
k cytotoxicité prispivaji, jsou jimi naptiklad inhibice topoisomeras a telomeras, iniciace
ROS a oxidativniho stresu, schopnost zastavy bunééného cyklu ¢i interakce s P-
glykoproteiny (Prasher a Sharma, 2018).

Antiprolifera¢ni Gi€inek akridinii z&visi na jejich struktufe. Vznikly tak potencialni
protinadorové latky, které 1ze dle hlavnich substituentt akridinového jadra zjednodusené
rozd¢lit do nékolika skupin (Prasher a Sharma, 2018).

Nejstarsi  skupinou akridinovych derivati s cytotoxickym ucinkem jsou
9-anilinoakridiny (Prasher a Sharma, 2018). Do klinické praxe se dostal amsakrin
(m-AMSA) (Obr. 8), topoisomerasovy jed, ktery interaguje s DNA 1 s lidskou TOP2.
Dvoji mechanismus lze vysvétlit tak, ze akridinovy skelet molekuly je zodpovédny za
interkalaci slou¢eniny, zatimco zbytek molekuly interaguje s TOP2 za vzniku ternarniho
komplexu. Predpoklada se, ze m-AMSA je aktivni vii¢i obéma isoformam TOP2 (a i ).
Amsakrin vykazuje ucinek proti akutni myeloidni leukemii (AML), akutni
lymfoblastické leukemii, akutni promyelocytické leukemii, Hodgkinové lymfomu
a non-Hodgkinskym malignim lymfoméim (Ketron et al. 2012). V Ceské republice je
registrovan léCivy ptipravek Amsidyl 75 mg/1,5 ml uréeny k infuznimu podani v indikaci
zachranné 1é¢by refrakterni AML u dospélych v kombinaci s dal§imi chemoterapeutiky,

napiiklad s cytarabinem (SPC, SUKL).

MeO. NHSO,Me
=
HN .
\ o] NH ‘
= k/“\
N

Obr. 8 Amsakrin (m-AMSA) Obr. 7 DACA
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Dalsi studovanou skupinou derivati akridinti s antiproliferaéni aktivitou jsou
latky odvozené¢ od N-[2-(dimethylamino)ethyl)]-9-aminoakridin-4-karboxamidu,
v literatufe  oznaCovaného zkratkou DACA (Obr. 8). Vyhodou akridina
s karboxamidovou skupinou je jejich stabilita a dobra rozpustnost ve vod¢ (Graham et al.
1984). Vedle schopnosti interkalace je pozorovan jejich vliv na aktivitu obou typa
topoisomeras, podobné jako tomu je u amsakrinu (Belmont et al. 2007).

Pro zvysSeni protinddorové aktivity akridinovych karboxamidovych derivata byly
syntetizovany bis-akridiny. V in vitro studii na bunécné linii kolorektalniho karcinomu
bylo zjisténo, ze k potlaceni proliferace bunck stac¢i nizs$i koncentrace bis(akridin-4-
karboxamidu) oproti DACA, a vznikla tak dal$i podskupina inhibitorti topoisomeras
odvozenych od akridinu (Gamage et al. 1999).

Nitrakrin (ledakrin) (Obr. 9) 1-nitro-9-(3",3"-dimethylaminopropylamino)-akridin
byl poprvé syntetizovan v 70. letech v Polsku, pfiblizn¢ ve stejné dobé, kdy se na Novém
Z¢landu rozvijel vyzkum amsakrinu. Obé¢ latky spojovalo jejich vyuziti v klinické praxi
jako chemoterapeutik v 1é€bé malignich nadorti (Denny, 2002). Pozice nitroskupiny
v poloze 1 akridinového jadra je pro uc€inek 1é¢iva klicova a jeji absence €1 umisténi v jiné
poloze vede ke snizeni aktivity 1é¢iva (Belmont et al. 2007). Piestoze byl nitrakrin
v terapii nadorti pfekonan novymi chemoterapeutiky, jeho selektivita k hypoxické tkani
in vitro se stala podnétem k dalSimu zkoumani. Byl pak zkoumén naptiklad nitrakrin N-
oxid, prolécivo s nizkou afinitou k DNA 1 nizkou toxicitou, které se v hypoxickém
prostfedi rostouciho nedokonale vaskularizovaného naddoru redukuje na G€inny nitrakrin

(Demeunynck et al. 2001).

\N/\/\NH NO,

X

=

N

Obr. 9 Nitrakrin

Pro antiproliferacni, cytotoxické vlastnosti byly zkoumany 1 tzv. hybridni
slouceniny akridinu. Jedna se o slouceniny sestavajici se ze zakladniho akridinového
skeletu, na ktery je navazana dal$i vyznamna molekula. Vznikly konjugét pak mtze cilit
na specifické struktury a plsobit pfes vice mechanismii ucinku. Spojenim akridinu

a porfyrinu vznikaji PS uplatiiujici se v PDT nddorl. Akridin-purin/pyrimidinové
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konjugaty se chovaji jako nukleasy a selektivné rozpoznavaji a $tépi DNA na tzv.
abazické strané. Dale byly zkoumdny napiiklad komplexy akridinu a platiny nebo

konjugaty s peptidy (Prasher a Sharma, 2018).

Antivirotické a antiretrovirotické

V terapii herpetickych infekci a AIDS se rovnéz nabizi prilezitost uplatnéni
akridinovych derivati. Herpetické viry totiz vyuzivaji pii své replikaci lidskou TOP1
a TOP2 a jejich cilena inhibice pomoci akridinovych derivath by tak mohla piinést
vysledky v terapii nékterych herpetickych infekci, u nichz prestavaji byt konvencni 1éCiva
z dlvodu rezistence U¢innd (Goodell et al. 2006). Pro lécbu syndromu ziskané
imunodeficience (AIDS) zptsobeného retrovirem HIV je ve studiich vénovana pozornost
pyridoakridinim. Tyto motské alkaloidy ziskané ze zluté zbarvenych plasténca tiidy
Ascidiaceae  (sumky)  obsahuji  strukturu  kondenzovaného  tetracyklického
7H-pyrido[2,3,4-k,1]akridinu (Kumar et al. 2012). Byl u nich sledovan antiviroticky, anti-
HIV, antibakteridlni, antimykoticky, imunosupresivni, insekticidni, antiparaziticky,
anticholinesterasovy a cytotoxicky efekt (Ibrahim a Mohamed, 2016). Pfedpoklada se, ze
anti-HIV efekt je zptisoben vazbou pyridoakridinu na specifické misto v molekule virové
RNA, ¢imz zabrani navazani a vytvoreni komplexu virové RNA s tzv. TRBP (trans-
activation response RNA binding protein), nésledné¢ nedochdzi k replikaci viru

(Demeunyck et al. 2001).

Antimykotické

Neni mnoho studii, které by poukazovaly na antimykotické vlastnosti
akridinovych derivati. V terapii mykotickych infekci nardzime obecné na nékolik
problémi. Jednim z nich je skutecnost, Ze buiiky hub jsou eukaryotické, stejné jako buiiky
prokaryotnim bunkam bakterii. V souvislosti s akridiny se nabizi cilit na fungalni
topoisomerasy. Z doposud zkouSenych akridinovych derivatd jen malo zastupct
inhibovalo fungalni topoisomerasy. Vyssi aktivitu doposud vykazovaly k lidskym
topoisomerasam. Systémové mykotické infekce mohou byt u rizikovych skupin pacientti
velmi nebezpecné a se zvySujici se rezistenci na bézné uzivana antimykotika (MDR,

multidrug resistence) je nutné hledat dalsi potencidlni antimykotika, mimo jiné i mezi
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derivaty akridini. Nad¢je jsou vkladany napiiklad do vyzkumu novych PS pro PDT
(Gabriel, 2020).

Neuroprotektivni

Demence je onemocnéni, syndrom, se kterym se setkame piedevSim u pacientii
v seniorském véku (vyskytuje se ale i u mladsich jedinct). Rozviji se na zaklade
makroskopického i mikroskopického postizeni mozku, coz se projevuje poruchami
kognitivnich funkci, chovani, emotivity a spanku. RozliSujeme n¢kolik druhti demence,
z nichZ nejc€astéjsi (z 50-70 %) je Alzheimerova choroba (AD), pti které dochézi k bytku
neuronll a snizeni synaptické plasticity. Zasadni z hlediska patofyziologie je jednak
tvorba a ukladani beta-amyloidu ve form¢ extraceluldrnich amyloidnich plaki a jednak
akumulace t-proteinu uvnitf neuronu jako intracelularni neurofibrilarni klubicka. Oba
jevy vedou k degeneraci a odumirani neurontl, a tedy poruchdm neurotransmise. Nejvice
je postizen acetylcholinergni a glutamatovy systém (Jirdk, 2013, Zvérova, 2017).

Jelikoz doposud neexistuje 1écba AD, farmakoterapie se zakladd na zmirnéni
pfiznaki a progrese choroby (Jirdk, 2013). V praxi se ke kompenzaci cholinergniho
deficitu pouzivaji reverzibilni inhibitory cholinesteras. Pravé tento mechanismus uc¢inku
lze pozorovat i u takrinu (9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridinu, Obr. 10), ktery byl
dokonce prvnim lé¢ivem k 1é€bé AD schvalenym FDA (Demeunynck et al. 2001). Kvuli
zavazné hepatotoxicité a gastrointestindlnimu diskomfortu jsou vSak hledany derivaty

s lepSim bezpec¢nostnim profilem (Korabe¢ny et al. 2012).
NH,

X

=

N

Obr. 10 Takrin — prvni lécivo schvalené k lécbe AD

Posledni 1éta ukézala, Ze nejvetSi potencidl by mohly mit homodimery
a heterodimery takrinu, které jsou schopny dualni inhibice acetylcholinesterasy (AChE).
Jejich vyhodou je dlouhodobéjsi plisobeni a efektivni koncentrace jiz v fadech nM. Diky
spojeni takrinu se slouceninou s odlisSnymi farmakodynamickymi vlastnostmi vznikaji
latky ovliviiujici AD 1 na trovnich inhibice periferniho anionického mista AChE, ¢imz

dochdzi k zamezeni shlukovani B-amyloidu do fibril. U téchto latek miZzeme ocekévat
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muskarinovych, nikotinovych a GABA receptoril. Ptiklady n¢kterych sloucenin tvoficich

s molekulou takrinu heterodimery jsou znazornény na Obr. 11 (Korabecny et al. 2012).

GALLAMIN
DONEPEZIL PROPIDIUM

NH,
HUPERZIN § PYPERAZIN
) HUPRIN

FERULOVA kys. N/
KARVEDILOL
NO
MELATONIN

Obr. 11 Priklady nékterych heterodimerii takrinu s anticholinesterasovym
efektem

Fotodynamicka terapie

V poslednich dekadach dochazi k rozvoji riznych typt PS, které se uplatiiuji v
PDT nadort ¢i ve fotodynamické inaktivaci patogennich mikroorganismi. Na konci 90.
let 19. stoleti byl poprvé, pozorovan vliv viditelného zateni na trepky (Paramecium),
které byly pfedtim vystaveny plsobeni akridinové Cerveni. Kombinace akridinového
derivatu a svétla byla pro tyto vodni prvoky smrtici. Tento efekt pozdé&ji dovysvétlil
rakousky farmakolog Hermann von Tappeiner, podle kterého se na vysledném efektu
podili také kyslik. Jako prvni pouZil termin ,,fotodynamicka terapie* a také jako prvni
vyzkouSel PDT lokaln€ na lidech (Zhang et al. 2018).

PDT je zaloZena na excitaci PS svétlem o specifické vinové délce. Vznikaji tak
vysoce reaktivni formy kysliku (ROS), které nasledné reaguji naptiklad s proteiny,
nukleovymi kyselinami a lipidy v bunce. Poskozeni biomolekul nasledné vede
k nevratnému poskozeni nddorovych buné€k a k bunééné smrti. Lze pozorovat poskozeni
cév nadoru a aktivaci imunitni odpovédi. Velkou vyhodou PDT oproti konvenéni
protinadorové terapii je jeji schopnost limitovat toxicky efekt vici okolni zdravé tkani

(Zhang et al. 2018).
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Diky citlivosti na svétlo nasly nekteré akridinové derivaty uplatnéni v ramci PDT
nadort. Mezi nimi napfiklad akridinova oranz (AO), jejiz pouziti vramci PDT
v kombinaci s chirurgickym odstranénim periostalniho Ewingova sarkomu vykazovalo
velmi dobré vysledky. Vyhodou je i fakt, ze AO se mnohem vice kulminuje v maligni
tkani, coz je pravdépodobné zpisobeno pH gradientem mezi intracelularnim
a extracelularnim pH (Cizekova et al. 2014). V in vitro studiich projevuje potencial mimo
jiné v 1écbé glioblastomu (Osman et al. 2018).

Krom¢ piisobeni na nadorové buiky jsou ROS velmi toxické viic¢i mikrobialnim
bunikdm a nabizi se tak moznost jejich dalSiho uplatnéni. Nékteti piivodei mykotickych
onemocnéni vykazuji fotodynamickou citlivost vi¢i imidazoakridonu. Nebyl pfi tom
pozorovan genotoxicky nebo mutagenni efekt na bunky hub ¢i lidské buiiky. Vyhodou
fotodynamické terapie z hlediska inaktivace patogennich mikroorganismu je neschopnost

mikroorganismu vyvinou resistenci vii¢i ROS (Gabriel, 2020).

2.3.3 Genotoxické a mutagenni ucinky

Mechanismus uc¢inku akridinil je zndm jiz od prvni poloviny 20. stoleti. Diky
planarni struktufe molekuly akridinti se 1é¢ivo interkaluje mezi pary bdzi v DNA
s pomoci donor-akceptorové interakce mezi molekulou 1é¢iva a bazemi DNA (Denny,
2002). Kvili vmezeteni akridinového jadra dochazi k poktiveni cukr-fosfatove kostry
DNA a inhibici topoisomerasy (Zhang et al. 2014). Z hlediska vazby derivat akridint
na DNA nas zajima jeji sila a doba, po kterou bylo 1é¢ivo navdzano na urcité misto
v molekule DNA, tedy kinetika vazby. Oba faktory spolecné s typem interakce, zde
interkalace, jsou dulezité pro chemoterapeuticky ucinek potencidlniho 1é¢iva (Denny,
2002).

Cytotoxicita akridinovych derivatl spociva v utvofeni ternarniho komplexu
sestavajictho se z DNA, TOP2 a akridinového derivatu (Denny, 2002). Jak jiz bylo
zminéno v podkapitole o inhibitorech topoisomeras, TOP2 je nepostradatelna
pii replikaci, transkripci a dekatenaci DNA. Inhibitory topoisomeras rozdélujeme
do dvou skupin, a to na topoisomerasové jedy a méné zastoupené katalytické inhibitory
topoisomeras. TOP2 jedy stabilizuji ternarni komplex [DNA-TOP2-akridin]. Vzniklé
kovalentni spojeni enzymu s DNA vede k tvorbé DSB béhem S-faze bunécného cyklu,
kdy je hladina TOP2 vyssi. Katalytické inhibitory plsobi v jakékoliv jiné fazi
katalytického cyklu toposiomerasy s cilem zabranit topoisomerase navazat se na DNA.
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Vystaveni TOP 2 jediim se projevi morfologickou zménou jadra na malé apoptické jadro
s fragmentovanou DNA, kdeZto po plisobeni katalytickych inhibitort je patrné zvétSeni
jadra obsahujici propletenou DNA. VétSina doposud zndmych akridinovych derivati
s protinddorovym ucinkem, napf. amsakrin, jsou fazeny mezi topoisomerasové jedy,
nicméné vyvoj katalytickych inhibitord s sebou nese mnohé vyhody pramenici z jejich
neschopnosti vytvéiet terndrni komplex s DNA, a tedy potencidlné vétsi bezpecnosti
pouziti (Goodell et al. 2008).

Dostupné studie inhibitorti topoisomeras poukazuji na to, ze jsou induktory
programované bunécné smrti, apoptdzy. Kondenzace a fragmentace chromatinu spolu
s internukleosomalnim S$t€épenim DNA pomoci endonukleas vede k rozpadu bunky
na bunécné fragmenty a nasledné bun&cné smrti. U amsakrinu bylo zjiSténo, Ze muize
indukovat apoptozu jak pies pS53-dependentni cestu, tak pies pS53-nezavislou cestu
(Ferguson a Baguley, 1996).

Indukce apoptézy zajistuje integritu genomu a zabraiuje mutagenezi. V in vitro
studiich topoisomerasovych inhibitort bylo zji§téno, ze si buiika ,,vybira“ dle okolnich
podminek, jestli zvoli cestu apoptéozy nebo mutageneze, pfiCemz apoptéza bude
uptednostnéna v piipad¢, ze se v mediu nenachéazi dostatek sera a buiilky jsou vystaveny
zkoumané¢ latce po dostatecné dlouhou dobu. Je v§ak nutné zdaraznit, ze se podminky pro
vstup do apoptdzy ¢i mutageneze mohou lisit pro kazdou bunécnou linii. Obecné lze ale
fict, Ze mnoho lidskych leukemickych linii je nachylnych k apoptoze zplisobené TOP2
jedy (Ferguson a Baguley, 1996).

Interkala¢ni mechanismus akridini byl prostudovan velmi peclivé. Vazba je
reversibilni, nekovalentni a interkalacni latky obecné plisobi na sav¢i buiiky jen jako
velmi slabé klastogeny, proto snejvétsi pravdé€podobnosti samotnad interkalace
nezpusobuje mutagenitu akridinovych derivatl. Jinak to bude s vytvofenymi adukty
DNA, u kterych mutagenni a kancerogenni efekt pozorovan byl. VéEtsi mutagenni aktivitu
budou mit akridinové derivaty, které kromé interkalace jesté zasahuji do metabolismu
DNA, napf. na Grovni jiz zminéné inhibice topoisomeras (Ferguson a Denny, 2007).

Pii studiich karcinogenity amsakrinu na laboratornich mySich byla prokazéna
vysoka incidence malého intestindlniho adenokarcinomu a v samici populaci vzrostla
navic incidence karcinomu prsu. V klinickych studiich amsakrinu v kombinaci s cytosin-
arabinosidem a antracykliny u pacientli s AML vS8ak nartist sekundarnich malignit nebyl

pozorovan (Denny, 2002).
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Objev inhibitor topoisomeras daval nadé&ji v méné karcinogenni a mutagenni
chemoterapeutika oproti do té doby pouzivanym alkyla¢nim cytostatikiim. AvsSak i u této
skupiny latek byl pozorovan zvySeny mutagenni potencial zplisobujici zmény na Grovni
chromozomu 1 genl. Je proto obecné nutné oznacit inhibitory topoisomeras, véetné

akridind, jako mutagenni a karcinogenni (Ferguson a Baguley, 1996).
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3 CILE PRACE

» Studium cytotoxicity novych akridinovych derivatdh FK-8-HCIl, FK-20-HCI,
FK-27-HCI, FK-36-HCI, FK-42-HCIl, FK-46-HCIl, FK-48, FK-78-HCI, FK-97-HCl
a FK-106 na buné¢né linii HeLa stanovenim hodnot ICso po 24 h inkubaci.

= Zjistit, zda studované latky inhibuji lidskou topoisomerasu II.

= Stanovit typ bunécné smrti studovanych latek v redlném case.

» Zhodnotit vlastnosti novych akridinovych barviv v kontextu s dosavadnimi poznatky

0 9-aminoakridin-4-karboxamidech.
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4 METODICKA CAST

4.1 Material

4.1.1 Bunécna linie HelLa

V in vitro studiich na cytotoxicitu latek se vyuziva nadorovych bunéénych linii,
které rychle rostou, snadno se kultivuji a nejsou naro¢né na rustové faktory, hormony
a jina k proliferaci potebna aditiva. Témto podminkdm vyhovuje i bunécna linie HeLa
ziskand vroce 1951 z agresivniho cervikalniho adenokarcinomu pacientky Henrietty
Lacksové (Snustad et al. 2009 str 40). Agresivni rist nadorovych bunék této linie je
spojovan s lidskym papilomavirem HPV18, jehoz pfitomnost v epitelidlnich bunkach
vede k potlaceni tumor supresorovych genti pS3 a Rb (Singh et al. 2007). Nevyhodou
HeLa bunécné linie je jeji schopnost snadno kontaminovat jiné bunécné linie (Capes-
Davis et al. 2010). Kvili pfitomnosti HPV a riziku kontaminace jinych bunéénych linii
bylo proto pfi praci v laboratofi nutné dodrzovat veskera pravidla prevence kontaminace
bunécnou linii Hela a chranit sebe vhodnymi ochrannymi pomutckami. Bunécné linie

HeLa byla ziskdna z Americké banky bunécnych linii (ATCC, USA).

4.1.2 Chemikdlie a reagencie

e DMEM, Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Lonza, Belgie)
e FBS, fetalni bovinni sérum teplem inaktivované (Sigma-Aldrich, Némecko)
e P/S, Penicilin/Streptomycin 100 (Lonza)

e HEPES pufr 1M (Lonza)

e Ultraglutamin I (Lonza)

e PBS, fosfatovy pufr tablety (MP Biomedicals, USA a Sigma)

e Trypsin/EDTA 10x (Lonza)

e Trypanova modf 0,4 % (Sigma-Aldrich)

e NR, neutrdlni ¢erven (Sigma-Aldrich)

e Chlorid vapenaty (Penta, Ceska republika)

e Formaldehyd (Penta)

e Ledova kyselina octova p.a. > 99,9 % (Penta)
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Ethanol > 99,9 % (Penta)
Peroxid vodiku 3 % (Sigma-Aldrich)
COz-independentni medium (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Ceska republika)
Kit RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay (Promega, USA)
o Annexin V-SmBIT c¢inidlo (1 000x)
o CaClz (1 000x)
o Annexin V-LgBiT ¢inidlo (1 000x)
o Annexin V NanoBiT® substrat (1 000x)
o Detekeni €inidlo pro nekrozu (1 000x)
Digitonin (Millipore, USA)
Bortesomib (Millipore)
FasL (Sigma-Aldrich)
TRAIL (Sigma-Aldrich)
Human Topoisomerase II Decatenation Assay Kit (Inspiralis, Velka Britanie)
o Human Topo II assay pufr (50 mM Tris.HCI pH=7,5; 125 nM NaCl; 10 mM
MgCl; 5 mM DTT; 100 pg/ml albumin) 10x
o Ziedovaci pufr (50 mM Tris.HCI pH=7,5; 100 mM NaCl; 1 mM DTT; 0,5 mM
EDTA; 50 % v/v glycerol; 50 pg/ml albumin)
o ATP (30mM)
o Lidské topoisomerasa II
kDNA (100 ng/uL; izolovana z Crithidia fasciculata dr. Jirkovskou na KBV, FaF
UK)
Sacharosa (Penta)
Tris.HCI (Penta)
EDTA (Sigma-Aldrich)
Bromfenolova modi (Sigma-Aldrich)
DMSO, dimethylsulfoxid > 99,9 % (Sigma-Aldrich)
Ultradestilovana voda (MQ, pfistroj Milli-Q RG, Merck Millipore, USA)
SYBR safe DNA gel stain (Thermo Fisher Scientific, USA)
Agarosa (The Carl Roth GmbH, Némecko)
Chloroform (Penta)
N-amylalkohol (Penta)
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4.1.3 Experimentalni latky

Experimenty se tykaly akridinovych derivatd syntetizovanych skupinou
prof. Zimc¢ika z Katedry farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy Farmaceutické
fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy.

Struktury studovanych latek jsou vyobrazeny na Obr. 12. Latky jsou oznacené
nasledujicimi pracovnimi ndzvy: FK-8-HCI, FK-20-HCI, FK-27-HCI, FK-36-HCI,
FK-42-HCIl, FK-46-HCl a FK-48. Na tyto latky byla poddna patentova piihlaska
(PV 2020-154). Dale jsme studovali jest¢ latky FK-78-HCl, FK-97-HCl a FK-106.
Struktury téchto latek zde neuvadime, a to z divodu ptipravované patentové prihlasky.

Zkoumané derivaty se vyznaCuji piitomnosti 9-aminoakridinového jadra.
Aminoskupina v poloze 9 je dale substituovdna 6-azidohexylovym fetézcem. V poloze 4
9-aminoakridinového jadra je charakteristickd karboxamidova skupina, na kterou je
navazana dvou az tfi-uhlikatym spojovacim fetézcem bazicka skupina. Tou je nejcastéji
terciarni alifaticky amin nebo dusik nasyceného heterocyklu. Vyjimku tvoii akridin
FK-20-HCI, v jehoZ struktufe najdeme bazickou funkci zastoupenou guanidinem
a dale akridin FK-27-HCI s absenci celé karboxamidové skupiny.

Zbylé tii zkoumané latky FK-78-HCI, FK-97-HCI a FK-106 je mozné popsat jen
velmi stru¢né, a to jako rizn¢ substituované akridinové derivaty.

Zasobni roztoky byly pfipraveny o koncentracich a za pomoci rozpoustédel

uvedenych v Tabulce 1.

Tabulka 1 Prehled zasobnich roztokii studovanych latek

Koncentrace
Oznaceni akridinu Molarni hmotnost zasobniho roztoku Rozpoustedlo
(kg.mol ™) (mM)
FK-8-HCI 506,47 5 H>O (ultracista)
FK-20-HCI 520,46 5 H>O (ultracista)
FK-27-HC1 355,87 10 DMSO
FK-36-HC1 670,17 5 SCM|
FK-42-HC1 520,50 5 H>O (ultradistd)
FK-46-HCI 532,51 5 H>O (ultracista)
FK-48 546,54 20 DMSO
FK-78-HCI Neuvedeno 10 DMSO*
FK-97-HCI Neuvedeno 20 DMSO
FK-106 Neuvedeno 20 DMSO

* zasobni roztok ve formé suspenze — latku nebylo mozné v dané koncentraci zcela rozpustit
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Obr. 12 Obmeény chemicke struktury nékterych studovanych 9-aminoakridinit
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4.1.4 Pristrojové vybaveni

e Box s laminarnim proudénim BioAir TopSafe 1.2 (BioAir, Italie)

e Vodni lazenn (Memmert, Némecko)

e Bunécny CO; inkubator (ESCO, Singapur)

e Invertovany mikroskop Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Japonsko)

e Ctecka mikrotitraénich desti¢ek Tecan Infinite M200 (Tecan Group Ltd. Svycarsko)
e Ctecka mikrotitraénich desti¢ek Tecan SPARK (Tecan Group Ltd.)

e Laboratorni tfepacka Biosan Vortex V-1 plus (Biosan, Litva)

e Deskova tiepacka Heidolph Titramax 100 (Heidolph Instrumentals, Némecko)
e Pipetovaci nastavce Biohit Midi Plus (Biohit, Finsko)

e Automatické pipety (Eppendord, Némecko)

¢ Elektronicka multikanalova pipeta Picus (Biohit, Finsko)

e Multikanalova pipeta, 8-kanalova a 12-kanalova (Eppendorf, Némecko)

e Elektroforéza EasyCast (Thermo Fisher Scientific, Ceska republika)

e Thermomixer (Eppendorf, Némecko)

e ChemiDoc (Biorad, USA)

e Analytické vahy (Boeco Germany)

e Ttepaci inkubator (N-Biotek, Korejska republika)

4.1.5 Laboratorni material

e Kultivaéni lahev sterilni T75 (TPP, Svycarsko)

e Mikrotitracni desticky 96-jamkové (TPP)

e Bilé¢ sterilni 96-jamkové desticky s prihlednym dnem (Corning, USA)
e Plastové sterilni mikrozkumavky 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml (Eppendorf, Némecko)
e Sterilni pipety serologické 10 ml (TPP)

e Sterilni $picky (Eppendorf)

e Biirkerova komurka (Assistent, Némecko)

e Pasteurova pipeta sterilni (Brand, Némecko)

e Sterilni laboratorni sklo (Simax, Cesk4 republika)

e Sterilni plastové vanicky (Eppendorf)

e Protein LoBind zkumavka (Eppendorf)

e Nizkoretencni pipetovaci Spicky (Eppendorf)
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4.2 Pracovni postupy

4.2.1 Kultivace bunék in vitro

Ke kultivaci HeLa buné¢né linie jsme pouzili medium DMEM doplnéné o FBS,
P/S, HEPES pufr a L-glutamin, jejichz findlni koncentrace v kultivacnim médiu je
uvedena v Tabulce 2. Kromé poslednich dvou zminénych bylo nutné vSechny latky pred
smisenim predehiat ve vodni lazni na 37 °C. Piiprava konecného media i nasledna
manipulace s bunikami probihaly v Ilamindrnim boxu. Bunky byly kultivovany
ve sterilnich kultivacnich lahvich v inkubéatoru za standardnich podminek (37 °C,

v atmosféfe s 5 % COy a pfi zachovani konstantni vlhkosti).

Tabulka 2 Slozeni kultivacniho média.

Latky dopliiujici DMEM Koncentrace latek ve vysledném mediu
FBS 10 obj. %
P/S 1 obj. %
HEPES pufr 10 mM
L-glutamin 4 mM

4.2.2 PasaZovani

Pasdzovani bun¢k bylo provadéno pfiblizné po 3 az 4 dnech. Nejprve jsme
zkontrolovali bunky pod mikroskopem, abychom zjistili, zda nedoSlo ke kontaminaci
bunék a zda buiiky dorostly do poZzadované 80-90% konfluence. Za sterilnich podminek,
v lamindrnim boxu, jsme zkultivacni ldhve odsali pipetou staré medium. Buiky
pfichycené na adherentni stran€ ldhve byly dvakrat oplachnuty 5 ml pfedehtatého PBS,
apoté na n¢ byl rozprostien 1 ml pfedehfatého roztoku trypsinu-EDTA. Lahev jsme
uzavieli a uloZili do inkubatoru max. na 5 min. Pod mikroskopem jsme kontrolovali, jestli
jsou builky uvolnény ode dna nadoby. Trypsinizaci jsme zastavili pfidanim 9 ml
predehiatého kultivacniho média. Pro vznik homogenni suspenze bunék bylo tfeba obsah
lahve n&kolikrat nasét a vypustit kolmo o dno nadoby. Cast suspenze (dle posledni pasaze
a miry konfluence) byla pipetovana do nové sterilni kultivaéni 1ahve obsahujici 15 ml
predehiatého media a vloZena do inkubatoru na dalsi 3-4 dny. Zbytek suspenze byl vyuzit

ke stanoveni poctu Zivych bunck a k experimentiim na stanoveni cytotoxicity latek.
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4.2.3 Pocitani bunék

Stanoveni poctu zivych bun€k probihalo za vyuziti Biirkerovy komurky.
Z kultiva¢ni lahve s rovnomérnou suspenzi bun¢k bylo do mikrozkumavky odpipetovano
100 pl, ke kterym jsme nasledné ptidali 100 pl trypanové modii (0,4% roztok) a ditkladné
promichali. Trypanovd modi difunduje do bungk, pficemz zivé buiiky ji aktivné vylucuji
ven na rozdil od mrtvych buné€k, které zlistdvaji obarvené (Strober, 2001). Na kazdou
stranu Biirkerovy komurky jsme pipetovali 10 ul suspenze a pod mikroskopem jsme
spocitali pocet buné€k, abychom ziskali pocet bunék v 1 ml suspenze. Vysledek byl pouzit

pro vypocet potfebného mnozstvi bun¢€k na experimenty.

4.2.4 Nasazeni bunék na experimenty

Bunéénou suspenzi bylo tieba nafedit predehtfatym (37 °C) médiem
na koncentraci 100 000 bunék/ml a dakladn¢ ve sterilni vani¢ce promichat.
Pro experimenty na stanoveni cytotoxicity byly pouzity sterilni 96-jamkové mikrotitra¢ni
desticky. Do kazdé z jamek bylo multikandlovou pipetou pipetovano 100 ul nafedéné
suspenze tak, aby kazdd jamka obsahovala piiblizn€¢ 10 000 bunck. Desticky jsme
nasledné umistili do inkubatoru na 24 hodin. Cely postup byl proveden v lamindrnim

boxu za sterilnich podminek.

4.2.5 Pridani experimentdlnich latek

Po inkubaci jsme na desticce vyznacili ¢ast jamek, do kterych budeme piidavat
studované latky v Sirokém koncentraénim rozpéti. Dalsi ¢ast desticky byla ur¢ena pro
neovlivnéné kontroly, tzn. pro Zivé bunky bez ptidané studované latky a posledni sloupec
byl vyc€lenén pro stanoveni pozadi (peroxid vodiku v letdlni davce). Neovlivnénym
kontroldm bylo vyménéno médium za nové predehtaté kultivacni médium. Zasobni
roztoky akridinovych barviv jsme natedili médiem dle rozpisu na findlni koncentrace.
Z jamek jsme odsali staré medium, nahradili ho nafedénymi roztoky studovanych latek
v mnozstvi 100 pl a desticku nasledné umistili do inkubatoru na 24 hodin.

Veskerd prace s akridinovymi barvivy probihala v laminarnim boxu za tmy,

jelikoZz jsou akridiny obecné povazovany za latky citlivé na svétlo (Albert, 1949).
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4.2.6 Test vychytavani neutrdlni Cervené

Po 24 hodinéach jsme si do vanicky pfipravili pracovni roztok ze zasobniho roztoku
neutralni ¢erven¢ (NR) a pfedehiattho DMEM. Pomoci multikandlové pipety jsme
pridali 100 pl pracovniho roztoku NR do kazdé jamky (jeho vyslednd koncentrace
v jamce byla 30 pg/ml). Desticku s buitkami jsme nechali inkubovat pti 37 °C 3-4 hodiny.
Poté jsme vyménili médium s NR za 100 pl fixaéniho roztoku (1 % CaCl> v 0,5%
formaldehydu) a nechali 15 minut inkubovat (laboratorni teplota). Nasledné jsme
odstranili fixa¢ni roztok a ptidali 100 pl PBS, abychom zjamek odstranili zbytek
fixatniho roztoku, opakovali jsme dvakrat. Po odstranéni PBS jsme pipetovali 100 pl
lyzaéniho roztoku (1 % ledové kyseliny octové v 50% ethanolu) a nechali buiiky lyzovat
po dobu 30 minut na deskové tiepacce.

Pokus byl vyhodnocen na multifunkéni ¢tecce mikrotitracnich desti¢ek TECAN
Infinite 200M pii vlnové délce 540 nm. V MS Excel jsme od naméfenych hodnot
absorbance odecetli primérnou hodnotu sloupce pro odecteni pozadi (letdlni davka
peroxidu vodiku) a z vyslednych hodnot jsme vyjadfili Zivotaschopnost bunck jako
procenta neovlivnéné kontroly (100% Zivotaschopnost). Grafy byly vytvofené
v programu GraphPad Prism (GraphPad Software, USA), ve kterém byly také stanoveny
hodnoty ICso a statistickd vyznamnost (metodou ANOVA s Bonferroniho post hoc
korekcei analyzy).

Stanoveni Zivotaschopnosti bunék pomoci testu vychytavani neutrdlni cervené
(NRU) je jednou z nejbéznéjSich metod k zjisténi cytotoxicity latek. NR je barvivo, které
vstupuje do zivych bunék a je koncentrovano v lyzosomech, v nichZ je pH oproti cytosolu
kyselejsi a NR je zde protonizovéna. Kdyz v bufice probihd bunécna smrt, integrita
lyzosomu je naruSena a nemuze dale zadrZzovat NR. MnozZstvi zadrZzeného barviva je tedy

umérné poctu zivych bunek (Repetto et al. 2008).

4.2.7 Test dekatenace kDNA s vyuZitim elektroforézy

Z dostupné literatury vime, Ze vétSina akridinovych derivati plsobi inhibici
topoisomeras. Princip metody s vyuzitim elektroforézy spociva ve schopnosti lidské
TOP2 zpiisobit dekatenaci propletenych dvoutetézcovych DNA molekul. Pro experiment
byla vyuZzita kinetoplastovda DNA (kDNA - izolovana dr. Jirkovskou z Crithidia

fasciculata dle Shapiro et al. 1999) skladajici se ze sit€¢ minikrouzkd a maxikrouzk.
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Na Obr. 13 je zndzornéno zjednoduSené schéma plisobeni TOP 2 na propletené
minikrouzky kDNA, inhibice TOP2 a jejich dusledky. Enzym zplisobi, Ze se minikrouzky
uvolni a béhem elektroforézy jsou unaseny skrze pory gelu. Pokud je enzym inhibovan,
naptiklad akridinovym barvivem, minikrouzky se neuvolni a ziistavaji v propleteném

stavu.

Propletené minikrouzky KDNA
(katenace)

Dekatenace

Obr. 13 Schéma vlivu TOP?2 a jejich inhibitorit na dekatenaci kDNA

Vsechny vzorky zkouSenych latek jsme natedili na koncentraci 100 uM, coz je
nejvyssi dosazitelna koncentrace vzhledem k rozpustnosti studovanych latek. Pti fedéni
bylo ke vzorkiim pfiddno DMSO. Kvtili jeho potencidlu inhibovat TOP2 byla jeho finalni
koncentrace v reakci 1 %. Divodem ptidani DMSO bylo sjednoceni reakénich podminek
vsech vzorki veetné pozitivni a negativni kontroly.

Dale jsme pfipravili 1% agarosovy gel, a to zahfatim 0,5 g agarosy v 50 ml TAE
(Tris, kyselina octovd, EDTA) v mikrovinné troubé do rozpusténi pevnych céstic.
Po ochlazeni gelu na piiblizné¢ 60 °C jsme jim vyplnili ohrani¢enou cast vanicky se
vsazenymi hfebinky o tloustce 1,0 mm. Jakmile gel ztuhl, vyndali jsme hifebinky
a vanicku naplnili pufrem (TAE) s hladinou tésné zakryvajici jamky.

Na jeden vzorek bylo tieba ptipravit 24 pl tzv. MIXu skladajiciho se z 3 ul Human
Topo II assay buffer (slozeni uvedeno v podkapitole o reagenciich), 18 ul MQ vody, 2 ul
kDNA (100 ng/ul) a 1 ul ATP (30 mM). PficemZ vSechny poloZky je nutné uchovavat

na ledu. ATP pipetujeme jako posledni, t€sné pied vlozenim studovanych latek a enzymu.
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Aktivita enzymu zéavisi na teplote, pfi ¢emz nejvyssi by méla byt v teplotnim
optimu okolo 37 °C. Proto jsme enzym po celou dobu pokusu uchovavali na suchém ledu
a pracovali s nim rychle. Enzym jsme natedili zfed'ovacim pufrem (slozeni uvedeno
v podkapitole o reagenciich) v poméru 1:150 v Protein LoBind zkumavce pro maximalni
vytéznost vzorku.

Do kazdé z 12 zkumavek jsme pipetovali nejprve hotovy MIX spolu se
studovanou latkou o koncentraci 100 uM. Do zkumavek oznacenych jako pozitivni
a negativni kontrola jsme misto uc¢inné latky pipetovali 10 % DMSO ve vodé. Enzym
jsme kromé pozitivni kontroly pipetovali do v§ech zkumavek, a to s opatrnosti na stranu
zkumavky, aby nedoSlo k predéasnému zahajeni reakce. Pfesné slozeni jednotlivych

vzorki shrnuje Tabulka 3.

Tabulka 3 Findlni sloZeni vzorku studovanych latek pro test dekatenace kDNA

FK-  FK-  FK-  FK- | FK- FK- FK- FK- | FK- | FK-

Voorek | () (¥} 7 97 78 48 106 8 20 42 36 46

MIX () 24 | 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
Stud.

itka () 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
DMSO 5

(wl)

Dilucni 3

pufr (ul)

Enzym | 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

(wl)

Reakce byla spusténa smisenim enzymu s MIXem a akridinovymi barvivy.
Proces smiseni a vloZeni vzorkli do predehratého thermomixéru (37 °C) probihal
v 20 s intervalech. Po 30 min byla opét pfesné v 20 s intervalech zastavovéana reakce
pfidanim 30 pl STEB (40 % w/v sacharosa, 100 mM Tris.HCI pH=8, 1 mM EDTA,
0,5 mg/ml bromfenolova modf) a protiepanim. Pro odstranéni rusivého néaboje akridint
jsme vyttepali vzorky do smési chloroformu a n-amylalkoholu v poméru 24:1
a centrifugovali 2 min pfi 2000 rpm. Do jamek v agarosovém gelu jsme pipetovali
zkazdého vzorku 8 pl vrchni vodné faze. Poté byla spusténa elektroforéza pfi
konstantnim napéti 9 V/ecm. Po pfiblizné 60 min jsme elektroforézu ukoncili a gel
barvili roztokem tvofenym Sul SYBR Safe ve 100 ml MQ vody po dobu 15 minut.
Po celou dobu byl gel chranén pied svétlem. Pomoci piistroje ChemiDoc MP (BioRad)

byla ziskdna obrazova dokumentace.
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4.2.8 Detekce bunécéné smrti pomoci annexinu V

Metoda je zamétena na zivé bunky a ur¢ena k vyhodnoceni bunééné smrti v Case.
Detekéni Cinidlo se sklada ze dvou fuznich proteini (Annexin V LgBit a Annexin
V SnBiT), které obsahuji komplementarni podjednotky NanoBiT®-Luciferasy. Reagent
obsahuje rovnéz substrat pro luciferasu, vapenaté ionty (Ca?‘-dependentni vazba

annexin V-fosfatidylserin) a ¢inidlo pro detekci nekrézy. Princip reakce s pouzitim

detek¢ni smési je znazornén na Obr. 14.

Healthy Cell

LoBiT SmBIT

Annexin V Annexin V
Necrosis
Detection
Reagent

[ L J AT TY
oo ? i .
ggmnauuyl

PS confined to inner leaflet
Cell membrane intact
Luminescence (RLU) negative
Fluorescence (RFU) negative

Early Apoptosis

NanoBiT®
Luciferase

L 1

PS translocation to outer leaflet
Cell membrane intact
Luminescence (RLU) POSITIVE
Fluorescence (RFU) negative

Secondary Necrosis

Ao

PS on inner and outer leaflet

Cell membrane compromised
Luminescence (RLU) FOSITIVE
Fluorescence (RFU)

Obr. 14 Princip bioluminiscencni metody s vyuzitim annexinu V po vystaveni induktoru
apoptozy (Doyle, 2017)

V Zivych bunkéch, kdy se molekuly fosfatidylserinu nachazeji pouze na vnitini
strané bunéfné membrany, nedochdzi ke komplementarnimu spojeni podjednotek
annexinu V na zakladé vazby s fosfatidylserinem, a tudiz nedochazi ani k uvolnéni
luminiscencniho signalu. Pfi apoptoze neni sice jeSt€ bunééna membrana naruSena, ale
k translokaci fosfatidylserinu na povrch bunky dochazi. Podjednotky annexinu V se
vazou na fosfatidylserin a umoZiluji tvorbu luminiscen¢niho signdlu. Nekroza je
charakteristickd poskozenim bunééné membrany, ¢inidlo detekujici nekrézu proniké do
bunky a interakci s DNA vyvola fluorescencni signal. Pomoci vysledkit métenych signalt
luminiscence a fluorescence mizeme stanovit pravdépodobny mechanismus bunécné
smrti po vystaveni cytotoxické latce. V ptipad¢, Ze jde o apoptodzu, nariist fluorescencniho
signalu (sekundarni nekréza) je opozdény oproti nartistu luminiscen¢niho signalu.

U primarni nekrozy dochézi k nartistu obou signala zaroven (Doyle, 2017).
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Pro experimenty tykajici se stanoveni typu bunécné smrti jsme pouzili
COz-independentni medium s ptidavkem FBS, ultraglutaminu a P/S. COz-independentni
medium umozni kultivaci a preziti bunék v zafizenich, které disponuji zajiSt€nim
konstantni teploty 37 °C, nikoliv v§ak COx.

Pasdzovani HeLa bunécné linie probihalo obdobné jako pii stanoveni
cytotoxicity, pouze s tim rozdilem, Ze se kultivacni lahev se suspenzi bunék ukladala
ke kultivaci do tfepaciho inkubatoru (37 °C, bez regulace CO», bez tfepani). Buiiky bylo
nutné na COz-independentni medium adaptovat. Mnozstvi CO»-independentniho média
se pii pasazovani postupné vi¢i DMEM navySovalo, a to v pomérech 1:1, 3:1 a nakonec
jsme provedli pasaz bun¢k pouze v COz-independentnim mediu.

Bunky jsme tentokrdt nasadili na sterilni bilou 96-jamkovou desticku
s prihlednym dnem (Corning) specialné urenou pro soucasné méteni fluorescence
a luminiscence (nepruhledné stény jamek eliminuji nezddouci pfenos signalu mezi
jamkami). Do kazdé jamky, s vyjimkou jednoho sloupce, bylo pipetovano 100 pl
suspenze bun¢k v piredehiatém CO»-independentnim mediu (100 000 bun¢k/ml), v kazdé
jamce tedy bylo 10 000 bun¢k. Desti¢ku s buiikami jsme inkubovali pti 37 °C v tfepacim
inkubatoru 24 hodin bez regulace CO; a bez tfepani.

Pracovni roztoky zkousenych akridini jsme pfipravili nafedénim
COz-independentnim médiem (37 °C) na koncentraci odpovidajici jejich 1Css. Piipravili
jsme detekéni smés (2%) v dostateéném mnozstvi z predehfatého COz-independentniho
média, Annexin V NanoBit®-Substrate (1000x), CaCl, (1000x), Necrosis Detection
Reagent (1000%), Annexin V-SmBIiT (1000x) a Annexin V-LgBiT (1000x). Pfipravili
jsme pracovni roztoky pozitivnich kontrol — latky indukujici apoptozu ¢i nekrézu. Jako
pozitivni kontrola pro nekrozu byl pouZit digitonin (10 pg/ml), jako kontrola pro vnitini
cestu apoptdzy byl pouzit bortezomib (5 pM) a vnéjsi cestu apoptdézy TRAIL (400 ng/ml).

Na prazdnou 96-jamkovou desticku (TPP) jsme vyznacili oblast pro studované
akridiny (kazdy v triplikatu), pozitivni kontroly pro detekci apoptozy a nekrozy (kazda
v triplikatu) a oblasti kontrol bez latek a kontrol bez latek a bun¢k (odpovida sloupecku
bez nasazenych bun¢k na bilé desticce s bunkami). Do kazdé jamky jsme dle rozpisu
pipetovali 150 pl pracovnich roztoki nebo ¢istého CO;-independentniho media. Medium
v bilé desti¢ce jsme vymenili za 100 ul pracovniho roztoku nebo media z 96-jamkové
desticky s predpiipravenymi roztoky a nasledné k nim rychle ptidali 100 ul detekcni
smési multikanalovou pipetou, aby reakce zacala ve vSech jamkach ve stejnou dobu.

Desticku jsme tfepali 30 s na deskové tifepacce a nasledné nechali méfit luminiscenci
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a fluorescenci v predehiatém piistroji pii excitacni vinové délce 485 + 20 nm a emisni
vlnové délce 530 + 20 nm pro fluorescenci po dobu 24 hodin.

Primérnd hodnota luminiscence/fluorescence ze sloupecku bez bunck byla
pouzita k odecteni pozadi (pfirozend zména signalti v Case). Nasledné jsme vypocitali
primérné hodnoty pro kazdou studovanou latku a korigovali je ptislusnou neovlivnénou
kontrolou pro dany ¢asovy bod. Z vyslednych hodnot byly vytvoteny grafy zavislosti

intenzity signali na dob¢ expozice v programu GraphPad Prism.
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5 VYSLEDKY

5.1 Stanoveni cytotoxicity experimentalnich latek

5.1.1 Stanoveni hodnoty ICso pro FK-8-HCI

Experimenty byly vyhodnoceny pomoci NRU na bunécné linii HeLa. Bunky byly
vystaveny po dobu 24 hodin ptsobeni akridinového derivatu s oznacenim FK-8-HCI.
Latky byly studovany v Sirokém rozsahu koncentraci od 0,5 do 100 uM ke stanoveni
hodnoty ICso. Proliferace bunék byla statisticky vyznamné sniZzena od koncentrace 2 uM.
Hodnota ICso, pfi které dosSlo k poklesu zivotaschopnosti bunék na 50 % oproti
neovlivnéné kontrole (100 %), byla 2,03 + 0,43 uM. Vysledky jsou znadzornény v grafu
(Obr. 15).
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Obr. 15 Graf zavislosti Zivotaschopnosti HeLa bunék na koncentraci
FK-8-HCI po 24 h inkubaci. Vyhodnoceno pomoci testu vychytavani neutralni
cervené. Pocet opakovani n=>5, *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001 (ANOVA).
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5.1.2  Stanoveni hodnoty I1Csopro FK-20-HCI

Cytotoxicita akridinového derivatu s oznacenim FK-20-HCI byla vyhodnocena
pomoci NRU na bunécné linii HeLa. Bunky byly vystaveny studované latce po dobu 24 h
v koncentracich od 1 do 100 uM. Proliferace bun¢k byla statisticky vyznamné snizena
od koncentrace 10 uM. Hodnota ICso studované latky byla 9,68 + 2,23 uM. Vysledky

jsou znazornény v grafu (Obr. 16).
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Obr. 16 Graf zavislosti zivotaschopnosti HeLa bunék na koncentraci
FK-20-HCI po 24 h inkubaci. Vyhodnoceno pomoci testu vychytavani neutralni
cervené. Pocet opakovani n=35, *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001 (ANOVA).
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5.1.3 Stanoveni hodnoty I1Csopro FK-27-HCI

Cytotoxicita akridinového derivatu s oznacenim FK-27-HCl byla rovnéz
vyhodnocena pomoci NRU na bunécné linii HeLa. Buiiky byly vystaveny studované latce
po dobu 24 h v koncentraénim rozpéti od 1 do 100 pM. Zivotaschopnost bunék byla
statisticky vyznamné sniZzena od koncentrace 5 uM. Hodnota ICso studované¢ho derivatu

byla 12,73 £ 1,29 uM. Vysledky jsou zndzornény v grafu (Obr. 17).
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Obr. 17 Graf zavislosti Zivotaschopnosti bunék na koncentraci FK-27-HCI po 24

h inkubaci. Vyhodnoceno pomoci testu vychytavani neutralni cervené. Pocet
opakovani n=3, *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001 (ANOVA).
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5.1.4 Stanoveni hodnoty ICsopro FK-36-HCI

Cytotoxicita akridinového derivatu s oznacenim FK-36-HCI byla vyhodnocena
pomoci NRU s vyuzitim bunééné linie HeLa. Bunky byly vystaveny studované latce
po dobu 24 h v koncentraci od 1 do 100 uM. Zivotaschopnost bungk byla statistiky
vyznamné sniZzena od koncentrace 18 uM. Hodnota ICso studovaného akridinového

derivatu byla 20,49 + 1,58 uM. Vysledky jsou zndzornény v grafu (Obr. 18).

100+

o
e

=

v

Zivotaschopnost bunék (% kontroly)

0.01 0.1 1 10 100
Koncentrace (uM)

Obr. 18 Graf zavislosti Zivotaschopnosti bunék na koncentraci FK36-HCI po

24 h inkubaci. Vyhodnoceno pomoci testu vychytavani neutralni cervené. Pocet
opakovani n=4, *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001 (ANOVA).
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5.1.5 Stanoveni hodnoty ICsopro FK-42-HCI

Cytotoxicita akridinového derivatu s oznacenim FK42-HCI byla vyhodnocena
pomoci NRU s vyuzitim bunééné linie HeLa. Bunky byly vystaveny studované latce
po dobu 24 h v koncentraéni fadé od 1 do 100 pM. Zivotaschopnost bundk byla
statisticky vyznamné snizena od koncentrace 5 pM. Hodnota ICso studovaného

akridinového derivatu byla 5,39 + 0,36 uM. Vysledky jsou znazornény v grafu (Obr. 19).
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Obr. 19 Graf zavislosti Zivotaschopnosti bunék na koncentraci FK-42-HCI po
24 h inkubaci. Vyhodnoceno pomoci testu vychytavani neutralni cervené. Pocet
opakovani n=35, *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001 (ANOVA).
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5.1.6 Stanoveni hodnoty ICsopro FK-46-HCI

Cytotoxicita akridinového derivatu s oznacenim FK-46-HCI byla vyhodnocena
pomoci NRU s vyuzitim bunécné linie HeLa. Buniky byly vystaveny studované latce po
dobu 24 h v koncentracich od 0,1 do 100 pM. Zivotaschopnost bunék byla statisticky
vyznamné snizena od koncentrace 2 uM. Hodnota ICso studovaného derivatu byla

2,26 + 0,72 uM. Vysledky jsou znadzornény v grafu (Obr. 20).
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Obr. 20 Graf zavislosti Zivotaschopnosti bunék na koncentraci FK-46-HCI
po 24 h inkubaci. Vyhodnoceno pomoci testu vychytavani neutralni cervené.
Pocet opakovani n=8, *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001 (ANOVA).

50



5.1.7 Stanoveni hodnoty ICsopro FK-48

Cytotoxicita akridinového derivatu s ozna¢enim FK-48 byla vyhodnocena pomoci
NRU s vyuzitim bunécné linie HeLa. Buiiky byly vystaveny stuované latce po dobu 24 h
v koncentracich od 0,5 do 100 pM. Zivotaschopnost bunék byla statisticky vyznamné
snizena od koncentrace 1,5 uM. Hodnota ICso studovaného akridinového derivatu byla

1,69 + 0,25 uM. Vysledky jsou znadzornény v grafu (Obr. 21).
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Obr. 21 Graf zavislosti Zivotaschopnosti bunék na koncentraci FK-48 po 24 h
inkubaci. Vyhodnoceno pomoci testu vychytavani neutralni cervené. Pocet
opakovani n=3, *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001 (ANOVA).
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5.1.8 Stanoveni hodnoty I1Csopro FK-78-HCI

Cytotoxicita akridinového derivatu s oznacenim FK-78-HCI byla vyhodnocena

pomoci NRU s vyuzitim bunééné linie HeLa. Bunky byly vystaveny studované latce

po dobu 24 h v koncentraci od 0,1 do 100 uM. Zivotaschopnost bunék byla statisticky

vyznamné snizena od koncentrace 1 pM. Hodnota ICso studovaného akridinového

derivatu byla 1,06 + 0,22 uM. Vysledky jsou znazornény v grafu (Obr. 22).
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Obr. 22 Graf zavislosti Zivotaschopnosti bunék na koncentraci FK-78-HCI po
24 h inkubaci. Vyhodnoceno pomoci testu vychytavani neutrdlni cervene.
Pocet opakovani n=3, *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001 (ANOVA).
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5.1.9 Stanoveni hodnoty I1Csopro FK-97-HCI

Cytotoxicita akridinového derivatu s oznacenim FK-97-HCI byla vyhodnocena
pomoci NRU s vyuzitim bunééné linie HeLa. Bunky byly vystaveny studované latce
po dobu 24 h v koncentracich od 1 do 100 uM. Zivotaschopnost bunék byla sniZena
statisticky vyznamné od koncentrace 5 uM. Hodnota ICso studovaného akridinového

derivatu byla 18,72 £ 4,61 uM. Vysledky jsou zndzornény v grafu (Obr. 23).
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Obr. 23 Graf zavislosti Zivotaschopnosti bunék na koncentraci FK-97-HCI
po 24 h inkubaci. Vyhodnoceno pomoci testu vychytavani neutrdlni cervene.
Pocet opakovani n=4, *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001 (ANOVA).
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5.1.10 Stanoveni hodnoty ICsopro FK-106

Cytotoxicita akridinového derivatu s oznaCenim FK-106 byla vyhodnocena
pomoci NRU s vyuzitim bunééné linie HeLa. Bunky byly vystaveny studované latce
po dobu 24 h v koncentraci od 0,5 do 100 uM. Zivotaschopnost bunék byla statisticky
vyznamn¢ snizena od koncentrace 1,5 uM. Hodnota ICso studovaného akridinového

derivatu byla 1,61 + 0,16 uM. Vysledky jsou znazornény v grafu (Obr. 24).

100

* %

o
=

kekx FEE ek

s

Zivotaschopnost bunék (% kontroly)

0.01 0.1 1 10 100
Koncentrace (uM)

Obr. 24 Graf zavislosti Zivotaschopnosti bunék na koncentraci FK-106 po
24 h inkubaci. Vyhodnoceno pomoci testu vychytavani neutrdlni cervene.
Pocet opakovani n=3, *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001 (ANOVA).
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5.2 [Elektroforéza

Ke zjisténi, zda studované akridinové derivaty inhibuji lidskou TOP2 byl pouzit
test dekatenace kKDNA s lidskou TOP2.

Dle Obr. 25 jsou v prvni a posledni jamce negativni kontroly obsahujici kDNA
(substrat), MIX a lidskou TOP2. Diky nepfitomnosti inhibitoru TOP2 doslo k rozpleteni
minikrouzki kDNA a jejich uvolnéni v pribéhu elektroforézy. Na obrazku je
identifikujeme jako uvolnény prouzek, produkt. Druhd jamka neobsahuje enzym
a v pokusu slouzi jako pozitivni kontrola.

Latky FK-97-HCI, FK-78-HCIl, FK-48, FK-8-HCIl, FK-20-HCI, FK-42-HCI
a FK-46-HCI1 byly spolu se substratem zadrZeny v jamce, nedoslo k uvolnéni produktu.
U latek FK-27-HCI a FK-36-HCI doslo k ¢asteénému uvolnéni produktu. Vysledek FK-

106 nelze piesné urcit. V jamce substrat nezustal, avSak produkt nevidime.

Kontrola Vzorky

= + FK27 FK97 FK78 FK48 FK106 FK8 FK20 FK42 FK36 FK46 -
Nl et BT T — B e R Ml ——F )| 4=m  Substrat
kDNA
Produkt
uvolnéné

minikrouzky

Obr. 25 Vizualizace gelové elektroforézy, test dekatenace kDNA pomoci lidské TOP2
po vystaveni akridinovym derivatum. Barveni pomoci SYBR Safe, po vytrepani do smési
chloroformu a n-amylalkoholu v poméru 24:1, obrazova dokumentace pomoci
ChemiDoc MP.

- negativni kontrola (obsahuje enzym, neobsahuje akridinové derivaty),

+ pozitivni kontrola (neobsahuje enzym, neobsahuje akridinove derivaty).

Pozn. FK-106 migrovala na opacnou stranu.
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5.3 Bunécna smrt

5.3.1 Pozitivni kontroly

Béhem apoptézy dochazi k translokaci fosfatidylserinu na povrch bunécné
membrany, kde se na né¢j miize navéazat annexin V. Navazdnim obou Annexin V fuznich
proteini  obsahujicich  komplementarni  podjednotky = NanoBiT® luciferasy
(Annexin V-LgBiT a Annexin V-SmBIiT) na fosfatidylserin dochazi v jejich vzdjemné
blizkosti k vytvofeni funk¢ni luciferazy a tvorbé luminiscencniho signalu. Pfi poruseni
integrity bunéénych membran se do buniky dostava detekéni ¢inidlo pro nekrozu, které
interaguje s DNA v jadie a vytvaii tak fluorescenéni signal. V ptipadé indukce nekrézy
s rozséhlym poSkozenim plazmatické membrany nemusi dochazet k dostatecné vazbé
obou flznich proteini, a tudiz ke vzniku luminiscen¢niho signalu. Z namétenych hodnot
byly vytvoreny grafy ¢asového profilu prubéhu bunééné smrti.

Signaly byly méfeny po dobu 24 h pti 37 °C v multifunkéni ¢tece mikrotitraénich
desticek s moznosti kontroly teploty (Tecan SPARK). Bunécna linie HeLa byla
kultivovana v COz-independentnim médiu, jehoZ pufracni schopnost neni zavisla na vyssi
atmosférické hladiné COz (5 %), jako tomu je u klasickych kultiva¢nich médii uréenych
pro kultivaci v CO; inkubdatorech.

Pro stanoveni typu bunécné smrti na bunééné liniit HeLa po vystaveni studovanym
latkdm jsme jako pozitivni kontrolu nekrézy zvolili digitonin v koncentraci 10 pg/mL.
Z grafu je patrné, Ze signaly luminiscence a fluorescence zacinaji narlstat soubézné,
coZ potvrzuje nekrozu — viz Obr. 27.

Pozitivni kontrolou pro vnitini cestu apoptdozy byl zvolen bortezomib
v koncentraci 5 uM. Casové prodleva zagatku naristu kiivky luminiscence a fluorescence
potvrzuje apoptozu s naslednou sekundarni nekrozou, ke které v prostiedi in vitro dochazi
vzdy. Casovy profil pribéhu bundéné smrti po vystaveni bortezomibu je zndzornén
na Obr. 28.

TRAIL v koncentraci 400 ng/mL byl vybran jako pozitivni kontrola vnéjsi cesty
apoptozy. I zde je na grafu (Obr. 29) patrna ¢asova prodleva mezi zacatky ristu signalu

luminiscence a fluorescence.
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Obr. 26 Casovy profil pritbéhu bunécné smrti — primarni nekrozy indukované
digitoninem (10 ug/mlL).

A) Normalizované hodnoty signalii.
B)  Graf'v meéritku stejném pro vSechny studované latky.

Luminiscence — zelena — apoptoza
Fluorescence — cervend — nekroza

Bunécna linie HelLa, doba expozice 24 hodin, méreno v triplikatu.
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Obr. 27 Casovy profil prithéhu bunécné smrti — vnitini cesty apoptozy indukované
bortezomibem (5 uM). Casova prodleva mezi narusty obou signalii je priblizné 8 h.

A)  Normalizované hodnoty signalii.
B)  Graf v métitku stejném pro vSechny studované latky.

Luminiscence — zelena — apoptoza
Fluorescence — cervena — nekréza

Buneécna linie HeLa, doba expozice 24 hodin, méreno v triplikatu.
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Obr. 28 Casovy profil priibéhu bunécné smrti — vnéjsi cesty apoptozy indukované TRAIL

(400 ng/mL). Casova prodleva mezi naristy obou signalii je priblizné 5 h.

A)  Normalizované hodnoty signalil.
B)  Graf v méfitku stejném pro vSechny studované latky.

Luminiscence — zelena — apoptoza
Fluorescence — cervena — nekroza

Bunécna linie HeLa, doba expozice 24 hodin, méreno v triplikatu.
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5.3.2 Bunécna smrt po vystaveni studovanych ldatek

Typ bunécné smrti byl stanoven pomoci bioluminiscencni metody s vyuzitim kitu
RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay na bunécné linii HeLa. Doba
méieni byla 24 h pti 37 °C. Pomoci programu GraphPad Prism byly vytvoieny grafy
zavislosti intenzity signdlu luminiscence (apoptdzy) a fluorescence (nekrozy) na cCase.
Vsechny latky byly studovany v koncentraci odpovidajici jejich I1Cgs. Hodnoty
koncentraci, ve kterych byly latky studovany jsou uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 4 Koncentrace studovanych akridinovych derivatu

Zkousena latka Koncentrace (uM) Grafy
FK-8-HCI 2,6 Obr. 29
FK-20-HCI 13 Obr. 30
FK-27-HCI 17,7 Obr. 31
FK-36-HCI 31 Obr. 32
FK-42-HCI 5,9 Obr. 33
FK-46-HCI 3,2 Obr. 34
FK-48 2,2 Obr. 35
FK-78-HCI 1,5 Obr. 36
FK-97-HCI 41,9 Obr. 37
FK-106 1,9 Obr. 38

Z grafii ¢asového profilu pribéhu bunééné smrti latek FK-8-HCI, FK-20-HCI,
FK-42-HCI, FK-46-HCI, FK-48, FK-78-HCl a FK-97-HCI je patrna ¢asova prodleva
mezi zacitkem rlstu intenzity signdlu luminiscence a fluorescence. Tento stav je
charakteristicky pro apoptézu.

Casovy profil priib&hu bunééné smrti latky FK-27-HCI (Obr. 31) vykazuje jen
nepatrny signal luminiscence. S grafickym vyjadfenim za pouziti normalizovanych
hodnot je patrnd casova prodleva mezi zacatkem ristu signdlu luminiscence
a fluorescence, kterd poukazuje na apoptéozu. K masivnimu poskozeni membrany, jako
tomu je u digitoninu, pravdépodobné nedochazi. Nizky signal luminiscence muze byt
zpisoben interakci studované latky s luciferasou a inhibici jeji aktivity. Obdobny problém
byl zaznamenan 1 u latky FK-36-HCI. Zde jsou vSak jak luminiscen¢ni, tak i fluorescencni
signaly po indukci bunééné smrti zptisobené touto latkou (Obr. 32) velmi slabé a nelze
s jistotou urc€it typ bunéné smrti na zadklad€ této metody. Nizky signdl luminiscence, i
kdyz ne v takové mife, byl zaznamenan také u latky FK-106 (Obr. 38).

Experimenty s témito tfemi latkami byly proto opakovany, avSak se stejnym

vysledkem.
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Obr. 29 Casovy profil pritbéhu bunécné smrti indukované FK-8-HCI (2,6 uM). Casova
prodleva mezi narusty obou signalii je priblizne 10 h. Nizky signal fluorescence
poukazuje na pozdni a velmi pozvolny nastup sekundarni nekrozy.

A) Normalizované hodnoty signalii.
B)  Graf v métitku stejném pro vSechny studované latky.

Luminiscence — zelena — apoptoza
Fluorescence — cervena — nekroza

Bunécna linie HelLa, doba expozice 24 h, méreno v triplikatu.
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Obr. 30 Casovy profil priitbéhu bunécné smrti indukované FK-20-HCI (13 uM). Casova

prodleva mezi nariisty obou signalii je priblizne 4 h.

A) Normalizované hodnoty signalii.
B)  Graf v métitku stejném pro vSechny studované latky.

Luminiscence — zelena — apoptoza
Fluorescence — cervena — nekroza

Buneécna linie HeLa, doba expozice 24 hodin, méreno v triplikatu.
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Obr. 31 Casovy profil priitbéhu bunécné smrti indukované FK-27-HCI (17,7 uM).
Casova prodleva mezi nariisty obou signalu je priblizné 3 h — bohuzel, diky nizkému
signalu luminiscence, nelze tuto hodnotu brat jako prukaznou.

A) Normalizované hodnoty signalii.
B)  Graf v méfitku stejném pro vSechny studované latky.

Luminiscence — zelena — apoptoza
Fluorescence — cervena — nekroza

Buneécna linie HeLa, doba expozice 24 hodin, méreno v triplikatu.
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Obr. 32 Casovy profil pritbéhu bunécné smrti indukované FK-36-HCI (31 uM). Casova
prodleva mezi narusty obou signalii neni zietelna, protoze jak u luminiscence, tak u
fluorescence nedoslo k vyznamnému narustu signalii. Velmi nizky signal fluorescence
poukazuje na pozdni a velmi pozvolny nastup sekundarni nekrozy, ktera zde
pravdépodobné nebyla vitbec zaznamendna.

A) Normalizované hodnoty signalii.
B)  Graf v métitku stejném pro vSechny studované latky.

Luminiscence — zelena — apoptoza
Fluorescence — cervend — nekroza

Bunécna linie HelLa, doba expozice 24 hodin, méreno v triplikatu.
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Obr. 33 Casovy profil pritbéhu bunécné smrti indukované FK-42-HCI (5,9 uM).
Casova prodleva mezi nariisty obou signdlii je priblizné 3,5 h.

A) Normalizované hodnoty signalii.
B)  Graf v métitku stejném pro vSechny studované latky.

Luminiscence — zelena — apoptoza
Fluorescence — cervend — nekroza

Bunécna linie HelLa, doba expozice 24 hodin, méreno v triplikatu.
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Obr. 34 Casovy profil pritbéhu bunécéné smrti indukované FK-46-HCI (3,2 uM).
Casova prodleva mezi nariisty obou signdlii je priblizné 5 h.

A) Normalizované hodnoty signalii.
B)  Graf v métitku stejném pro vSechny studované latky.

Luminiscence — zelena — apoptoza
Fluorescence — cervena — nekréza

Buneécna linie HeLa, doba expozice 24 hodin, méreno v triplikatu.
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Obr. 35 Casovy profil pritbéhu bunécné smrti indukované FK-48 (2,2 uM). Casova

S
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prodleva mezi nariisty obou signalii je priblizne 4 h. Nizky signal fluorescence
poukazuje na pozdni a velmi pozvolny nastup sekundarni nekrozy — danda prodleva tak

miize byt vyraznée delsi.
A) Normalizované hodnoty signalii.
B)  Graf v métitku stejném pro vSechny studované latky.
Luminiscence — zelena — apoptoza
Fluorescence — cervend — nekroza

Buneécna linie HeLa, doba expozice 24 hodin, méreno v triplikatu.
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Obr. 36 Casovy profil pritbéhu bunécéné smrti indukované FK-78-HCI (1,5 uM).
Casova prodleva mezi nariisty obou signalii je priblizné 5 h. Nizky signdl fluorescence
poukazuje na pozdni a velmi pozvolny ndastup sekundarni nekrozy — dand prodleva tak
miuiZe byt vyrazné delsi.

A) Normalizované hodnoty signalii.

B)  Graf v métitku stejném pro vSechny studované latky.

Luminiscence — zelena — apoptoza
Fluorescence — cervena — nekroza

Buneécna linie HeLa, doba expozice 24 hodin, méreno v triplikatu.
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Obr. 37 Casovy profil prizbéhu bunécné smrti indukované FK-97-HCI (41,9 uM).
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Casova prodleva mezi nariisty obou signalii je priblizné 5 h. Nizky signal fluorescence

poukazuje na pozdni a velmi pozvolny ndstup sekundarni nekrozy.

A)  Normalizované hodnoty signalii.
B)  Graf v méfitku stejném pro vSechny studované latky.

Luminiscence — zelena — apoptoza
Fluorescence — cervend — nekroza

Bunécna linie HelLa, doba expozice 24 hodin, méreno v triplikatu.
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Obr. 38 Casovy profil priitbéhu bunécné smrti indukované FK-106 (1,9 uM). Casova
prodleva mezi nariisty obou signalii je priblizné 3 h. Narist obou signalii je vSak nizky.

A)  Normalizované hodnoty signalu.
B)  Graf v métitku stejném pro vSechny studované latky.

Luminiscence — zelena — apoptoza
Fluorescence — cervend — nekroza

Bunécna linie HelLa, doba expozice 24 hodin, méreno v triplikatu.
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6 DISKUSE

Zhoubné nadory patii mezi nejéastdj§i pficiny umrti celosvétové, v Ceské
republice jsou dokonce druhou nejéastdjsi piicinou (UZIS CR, 2019). Vznikaji
na podkladé deregulovaného bunécéného rustu a déleni a mohou byt zptisobeny mutacemi
gent, které fidi napt. bunécny cyklus ¢i jsou disledkem poruchy programované bunécné
smrti (Snustad, 2009). Solidni tumor ale neni jen seskupeni malignich nekontrolovatelné
se délicich bun¢k. Na jeho ristu se totiz podili fada faktorti vytvéiejici nadorové
mikroprostiedi, které mize ovliviiovat u¢inek konvencnich chemoterapeutik (Wu a Yun,
2017). Je proto nutné hledat nova potencialni 1é¢iva a 1écebné strategie, které by na nador
pusobily vice cilené a komplexné.

Vramci konvenéni chemoterapie nadori se dnes uzivaji latky zasahujici
do biosyntézy nukleovych kyselin, tzv. antimetabolity (antifolaty, analoga purint
a pyrimidind aj.), dale latky inhibujici mitézu (napft. vinca alkaloidy a taxany) a také latky
oznacované jako genotoxicka cytostatika, kam fadime alkylac¢ni, platinova i interkala¢ni
cytostatika a také inhibitory TOP1 a 2 (Klener a Klener, 2010). Interkalace a inhibice
topoisomeras je mechanismus spojovany s ucinkem pfedevSim antracyklinovych
antibiotik (Cheung-Ong et al. 2013). Nicméné vyzkum se dlouhd léta zabyva
1 akridinovymi derivaty, z nichz naptiklad amsakrin je uzivan i v klinické praxi (Ketron
et al. 2012).

Akridin je planédrni tricyklicky heterocyklus s atomem dusiku misto uhliku
v poloze 10. Diky konjugovanému systému dvojnych vazeb jej fadime mezi chromofory,
nejcastéji zluté az oranzoveé zbarvené vykazujici fluorescenci po vystaveni UV zéafeni
(Albert, 1949). Akridinové jadro je nej€astéji substituovano v poloze 9 nukleofilnim
¢inidlem (Kozurkova et al. 2021). Akridinoveé derivaty jsou zkoumany jiz vice neZ sto let.
Béhem této dlouhé doby bylo syntetizovano velké mnozstvi derivati liSicich se riznymi
modifikacemi zakladniho akridinového jadra. Nejdiive se pouzivaly jako primyslova
barviva a pozd¢ji nasly své uplatnéni 1 v medicin€ jako antibakterialni 1atky, antimalarika,
ale 1 v terapii nadorti (Zhang et al. 2014). Potencial vykazuji 1 v oblasti terapie virovych
a mykotickych infekci (Goodell et al. 2006, Gabriel 2020). Neuroprotektivni uc¢inek
nékterych akridinovych derivath (pf. 9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridinu) je sice
zpisoben odliSnym mechanismem uc¢inku, inhibici acetylcholinesterasy, nicméné to jen
pfidava na vyznamu a potencidlnimu uplatnéni této Siroké skupiny latek (Demeunynck

et al. 2001).
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V ramci diplomové prace byla testovana skupina 9-aminoakridini. ObsaZena
aminoskupina je substituovana 6-azidohexylovym fetézcem a v poloze 4
9-aminoakridinového jadra se nachéazi karboxamidova skupina. Jednotlivé latky se
od sebe lisi bazickou funkci vychazejici s karboxamidového substituentu. Touto
strukturou se vyznacuji konkrétné latky FK-8-HCI, FK-20-HCI, FK-27-HCI, FK-36-HClI,
FK-42-HCI, FK-46-HCl a FK-48. Latky s oznacenim FK-78-HCI, FK-97-HCI a FK-106,
které¢ byly rovnéz studovany, jsou rizné substituované akridinové derivaty, jejichz
struktury nebyly vice popisovany z diivodu pfipravované patentové piihlasky. VSechny
latky byly syntetizovany skupinou prof. Zim¢ika z Katedry farmaceutické chemie
a farmaceutické analyzy, Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Latky byly testovany
na cytotoxicitu, typ indukované bunééné smrti a zda inhibuji lidskou TOP2.

Jako zéstupce malignich bunck proin vitro studii cytotoxicity byla pouZita
bunécna linie HeLa. Cytotoxicitu jsme stanovili po 24 h expozici studovanym latkam
pomoci NRU a vysledky vyjadrili graficky jako zavislost Zivotaschopnosti bunck
(% kontroly) na rostouci koncentraci (uM) studovanych latek. Jako parametr hodnotici
cytotoxicitu byla vybrana hodnota ICso. Jednotlivé hodnoty ICso studovanych latek se lisi
v jednotkach, maximalné v desitkdch uM. Z pokusu vyplyva, ze nejvyssi cytotoxicky
efekt vykazuje akridin s oznac¢enim FK-78-HCI (ICso = 1,06 + 0,22 pM). Oproti zbylym
latkam se li$i naptiklad tim, Ze jeho zasobni roztok byl jako jediny ve formé& suspenze.
Latku se nepodafilo zcela rozpustit v kultivaénim médiu, PBS, ultracisté vodé ani
v DMSO, ani po zahtati ve vodni lazni na 37 °C, termobloku na 70 °C ¢i za pouziti
ultrazvuku. Pracovali jsme proto s homogenni suspenzi (10 mM v DMSO), kter¢ jsme
dosahli pomoci ultrazvuku a tfepacky. V pracovnim roztoku (100 uM v kultivacnim
mediu) jiz krystalky latky pozorovany nebyly a béhem experimentu tak nebylo u Zadné
studované koncentrace dosazeno limitu rozpustnosti. Dale se 1isi substituci na riznych
mistech akridinového jadra. Vice se ale ke struktuie FK-78-HCIl kvili pfipravované
patentové prihlaSce nelze vyjadrit.;

Z hlediska zavislosti cytotoxicity, resp. hodnoty ICso, na struktufe ostatnich
zkouSenych latek lze pozorovat, Ze absence karboxamidové skupiny v FK-27-HCI
aobjemny rozvétveny substituent na karboxamidové skupiné v FK-36-HCl
pravdépodobné zplisobuji mirné snizeni cytotoxicity. Prodlouzeni spojovaciho tetézce
o jeden uhlik mezi karboxamidovou a dimethylaminovou skupinou v FK-42-HCI miiZe
také mit za nasledek mirné sniZeni cytotoxicity v porovnani s FK-8-HCI. Guanidinova

skupina v FK-20-HCI je nejvice bazicka diky delokalizaci kladného ndboje mezi tfemi
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atomy dusiku. Hodnota ICso ale neukazuje na souvislost mezi zvySenou bazicitou
a cytotoxicitou. Z dostupnych vysledkii se mizeme domnivat, ze se na vysledné
cytotoxicit¢ zkousSenych akridinovych derivati podili spiSe objemnost bazického
substituentu nez samotna sila bazicity.

Denny et al. (1986) ve své studii studovali aktivitu N-[2-(dimethylamino)ethyl]-
9-aminoakridin-4-karboxamidu na bunécné linii mysi leukocytarni leukemie (L1210)
a lidského stfevniho adenokarcinomu (HCT-8). Hodnoty ICso uvedené v publikaci se
pohybovaly v desitkdch nM, coz nés ptivadi k myslence, ze by 6-azidohexylovy fetézec
na aminoskuping v poloze 9 akridinového jadra mohl snizovat cytotoxicitu studovanych
latek.

Antiproliferaéni U¢inek akridinovych derivatd je spojovan s interkalaci
akridinového jadra do molekuly DNA a také s inhibici TOP1 a 2 (Prasher a Sharma,
2018). Topoisomerasy jsou nepostradatelné pro spravnou funkci replikace, transkripce
i dekatenace a jeji inhibitory rozliSujeme na topoisomerasové jedy stabilizujici ternarni
komplex [DNA-TOP2-akridin] a katalytické inhibitory, které ovliviiuji topoisomerasu
v jakékoli jiné fazi katalytického cyklu, aby nedoslo k jejimu navazani na DNA (Goodel
et al. 2008).

V diplomové praci byla zjistovana inhibice lidsk¢é TOP2. S pomoci gelové
elektroforézy a testu dekatenace kDNA bylo na zékladé zadrzeni substratu v jamce
agarosového gelu zjiSté€no, ze u pievazné vétSiny studovanych akridinovych derivath
doSlo k inhibici lidské TOP2. Slabsi inhibice byla pozorovana u FK-27-HCl
a FK-36-HCI. I zde by mohla byt souvislost s jejich strukturou, konkrétné u FK-27-HCl
absence karboxamidové skupiny a u FK-36-HCI objemny rozvétveny bazicky substituent
na karboxamidové skuping€. Latka FK-106 pravdépodobné inhibici TOP 2 nezptsobuje,
jelikoZ v jamce neziistal substrat, produkt ovSem migroval opa¢nym smérem. K jevu
mohlo dojit napiiklad na zakladé rozdilné struktury FK-106 od ostatnich akridind nebo
nedostateCnym odstranénim kladného naboje pii tfepani do smési chloroform
a n-amylalkohol v poméru 24:1.

Zjisténa data z inhibice TOP2 jsou zatim pouze piedbézna (experiment proveden
jen jednou). Pokus bude nutné jesté¢ zopakovat, abychom mohli jednoznacné urcit, zda
tyto latky (ne)inhibuji TOP2. Vysledky experimentu ndm netikaji nic o tom, jestli se latky
interkaluji do DNA, zda pusobi jako TOP2 jedy nebo jako katalytické inhibitory a zda
napiiklad inhibuji také TOP1. Bylo by vhodné tyto mechanismy do budoucna ovéfit.
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V literatufe se stale vice setkdvame s tvrzenim, Ze inhibitory topoisomeras
indukuji programovanou bunécnou smrt, apoptdzu, ktera je tak povazovana za hlavni
pricinu smrti buniky (Ferguson a Baguley, 1996). Také Denny (2002) uvadi, ze amsakrin
a jiné TOP2 jedy indukuji bunénou smrt apoptdzou. Goodell et al. (2008) studovali
aktivitu nékterych derivati odvozenych od 9-aminoakridin-4-karboxamidi na tfech
pankreatickych bunéénych liniich. Zjistili, ze latky nejenze inhibovaly proliferaci bunék,
ale také indukovaly apoptozu.

V diplomové praci byl typ bunééné smrti zjisStovan na bunécné linii HeLa
inkubované v COz-independentnim mediu, protoze v klasickém DMEM by dochazelo
k vyrazné bunééné smrti v prostfedi mimo CO; inkubator.

Ke stanoveni typu bunééné smrti byla zvolena bioluminiscencni metoda
s pouzitim fiznich proteint annexinu V, ktery se vaZe na fosfatidylserin. Fosfatidylserin
se vystavuje na vnéjSim povrchu bunéné membrany béhem apoptdzy a jeho spojeni
s annexinem V nesouci luciferasu vyvola luminiscenéni signal. Dojde-li k poskozeni
bunéénych membran, dostava se do bunky fluorescenéni sonda pro nekrdzu, ktera je spolu
sannexinem V soucasti detekéni smési. Z naméfenych hodnot luminiscence
a fluorescence byl vytvoren graf ¢asového profilu bunééné smrti pro jednotlivé latky.

Jako pozitivni kontrolu nekrézy jsme zvolili digitonin (10 pg/ml). Pozitivni
kontrolou vnitini cesty apoptdzy byl zvolen bortezomib (5 uM) a pro vnéjsi cestu
apoptézy byl induktorem TRAIL (400 ng/mL). Jednotlivé studované latky byly
aplikovany v koncentraci odpovidajici jejich 1Cgs. Na zéklad¢ Casové prodlevy mezi
zacatkem ristu signdlu luminiscence a fluorescence lze fict, Ze vSechny studované latky,
indukuji apoptézu. Vyjimkou jsou latky FK-27-HCI, FK-36-HCI a FK-106, u kterych
byly namétené signaly nizké, a tudiZ nelze s jistotou typ bunécné smrti stanovit. Dlivod
muze byt interference téchto akridinii s reagenciemi obsazenymi v kitu.

Na zaklad¢ této metody ale nelze urcit napf. o jakou cestu apoptozy se jedna €i
v jaké fazi bunééného cyklu studované akridinové derivaty pusobi. Dle Goodell et al.
(2008) je pravdépodobné, Ze by akridiny mohly branit pfechodu G1—S féze, coz vyplyva
1 z funkce TOP2, ktera je zdsadni pro odvinuti DNA pfed samotnou replikacni fazi.

Vysledky prace koresponduji s dosavadnimi informacemi o vétSing akridinovych
derivati. Potvrdili jsme, Ze plsobi cytotoxicky, indukuji apoptézu a nastinili jsme
mechanismus ucinku spocivajici v mozné inhibici TOP2. K prohloubeni znalosti
o studovanych novych akridinovych derivatech je vSak nutné provést dalsi experimenty

zaméftujici se predevSim na upfesnéni mechanismu inhibice topoisomeras.
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7 ZAVERY

o U latek FK-8-HCI, FK-20-HCI, FK-27-HCI, FK-36-HCI, FK-42-HCI, FK-46-HClI,
FK-48, FK-78-HCI, FK-97-HCl a FK-106 bylo zjisténo, ze inhibuji proliferaci bun¢k.
Nejvyssi cytotoxicitu vykazovala latka FK-78-HCI.

e Z pilotnich dat pravdépodobné¢ inhibuji topoisomerasu II vSechny studované akridiny

s vyjimkou FK-106.

o U vétSiny studovanych latek byla prokazana apoptdza jako hlavni typ bunécné smrti.

Nekroéza jako hlavni typ bunééné smrti nebyla detekovéna.

e Vysledky studia aktivity novych akridinovych barviv in vitro odpovidaji dosavadnim
znalostem o vétSin¢ derivati 9-aminoakridin-4-karboxamidi — jsou cytotoxické,
indukuji apoptotickou bunécnou smrt a s nejvetsi pravdépodobnosti také inhibuji
topoisomerasu II. Pfitomnost 6-azidohexylového fetézce na dusiku v poloze 9
akridinového jadra mlze byt divodem snizené cytotoxicity v porovnani s jinymi

zastupci 9-aminoakridin-4-karboxamidd.
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