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1 ABSTRAKT

Univerzita Karlova
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Katedra biochemickych vied

Kandidat: Kristina Moravova

SkoliteP: PharmDr. Anna Jirkovska, Ph.D.

Konzultant: Mgr. Veronika Kerestes

Nazov diplomovej prace: Antiproliferacné ucinky novych analégov resveratrolu na

nadorové bunkové linie MCF-7 a HL-60

Nédorové ochorenia predstavuji druht najcastejSiu pri¢inu Umrti na svete.
S ohl'adom na r6zne moznosti lieCebnych postupov nadorovych ochoreni patri medzi
zakladny typ liecby pouzivanie chemoterapeutik. Najviac pouzivané chemoterapeutika
su antracykliny. Antracykliny (napr. doxorubicin, daunorubicin a epirubicin) si
klasifikované ako inhibitory topoizomerdzy II. Antracykliny predstavuju skupinu
chemoterapeutik, ktord disponuje relativne velkym mnoZstvom neZiaducich ucinkov.
Jednym z najzévaznejSich je kardiotoxicita, ktora mdze byt zmiernené pouZitim
vhodného kardioprotektivneho lieciva. Aktualne jediné registrované kardioprotektivum
je dexrazoxan. Relativne nedavno bolo zistené, ze podstata kardioprotektivneho t¢inku

dexrazoxanu je inhibicia topoizomerazy II.

Tato praca je suCastou SirSiecho vyskumu zameraného na hladanie latok
potencionalne kardioprotektivnych inhibitorov topoizomerazy I1. Konkrétne v tejto praci
som sa zamerala na hodnotenie antiproliferacného potencidlu novo navrhnutych analogov
resveratrolu. Resveratrol, patriaci do skupiny polyfenolov, preukéazal in vitro sl'ubné
antiproliferacné uCinky a tiez aj inhibiciu topoizomerazy II. Nové analogy resveratrolu sa
lisili naymé v polohe a poc¢te methoxylovych a hydroxylovych skupin. Antiproliferacny
ucinok bol sledovany u dvoch bunkovych linii a to MCF-7 (prsny karcindm) a HL-60
(bunky l'udskej leukémie). Vysledky naznacuji, Ze nové analogy resveratrolu si schopné

inhibovat’ bunkovu proliferaciu.

Klicové slova: DNA topoizomeraza II, katalytické inhibitory, protinddorové

ucinky, antracyklinové antibiotika, resveratrol
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2 ABSTRACT
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Title of diploma thesis: Antiproliferative effects of novel resveratrol analogs on cancer

cell lines MCF-7 and HL-60

Cancer diseases are the second leading cause of death worldwide. The use of
chemotherapeutic agents is considered a fundemental type of treatment for these diseases,
with anthracyclines being used the most. Anthracyclines (including for example
doxorubicin, daunorubicin, and epirubicin) are classified as topoisomerase II inhibitors.
Despite their efficacy, anthracyclines are associated with a relatively large number of
adverse effects. Among these, cardiotoxicity is particularly serious, albeit manageable
with an appropriate cardioprotective drug. Currently, the only registered cardioprotective
agent is dexrazoxane. Relatively recently, it has been reported that the mechanism
underlaying cardioprotective effect of dexrazoxane involves the inhibition of

topoisomerase II.

This study is part of a broader research aimed at identifying potential
cardioprotective topoisomerase Il inhibitor compounds. Specifically, the focus of this
investigation was to assess the antiproliferative potential of newly designed resveratrol
analogues. Resveratrol, a member of the polyphenol group, has shown promising in vitro
antiproliferative effects and also inhibition of topoisomerase II. The new resveratrol
analogues differed mainly in the position and number of methoxy and hydroxy groups.
The antiproliferative activity was observed in two cell lines, MCF-7 (breast carcinoma)
and HL-60 (human leukemia cells). These results indicate that the new resveratrol

analogues are capable of inhibiting cell proliferation.

Key words: DNA topoisomerase II, catalytic inhibitors, anticancer effects,

anthracycline antibiotics, resveratrol
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4 UVOD

Predkladana diplomova praca je sucastou dlhorocného vyskumu realizovaného
vyskumnou skupinou molekuldrnej a bunkovej toxicity na Farmaceutickej fakulte
v Hradci Kralové. Témou vyskumu je mimo iného aj kardiovaskuldrna toxicita vyvolana

vybranymi lie¢ivami, s dérazom na antracyklinové chemoterapeutika.

Antracyklinové chemoterapeutika patria medzi najacinnejsie lieCiva pouzivané
v protinadorovej terapii, a to aj vd’aka tomu, ze ich hlavnym bunkovym ciel'om je enzym
topoizomeraza II. Topoizomeraza II je schopna modifikovat’ terciarnu Struktiru DNA
atym vyrazne ovplyviiuje prezitie buniek. Pouzitie antracyklinov je vSak limitované
vyznamnymi neziaducimi ucinkami, medzi ktoré patri antracyklinmi navodena
kardiotoxicita. Cielom vyskumnej skupiny je prispiet’ ku kardiovaskularnej bezpecnosti
antracyklinov pomocou kardioprotektivnych lieCiv pri zachovani ich protinddorového
G¢inku. Cinnost’ skupiny je zamerand na komplexné $tadium novo pripravenych,
origindlnych inhibitorov topoizomerdzy II, ktoré st schopné chrénit’ srdce pred
antracyklinmi navodenou kardiotoxicitou. Ddlezita je selektivna inhibicia topoizomerdzy
IT a konkrétne izoformy beta, ktora mdze byt klI'ai€ova pri odstraneni neziaducich u€inkov
a zaroven posilneni protinddorového ucinku antracyklinov. Dexrazoxan v sucasnosti
predstavuje jediné klinicky pouzivané kardioprotektivum. Z tohto dévodu je nevyhnutné
zamerat’ sa na hl'adanie novych kardioprotektiv, ktoré by mali lepSie farmakologické

vlastnosti ako dexrazoxan.

Diplomova praca nadvédzuje na predchadzajice stadie, ktoré boli zamerané na
zistené antiproliferacné Uc¢inky resveratrolu. Resveratrol je prirodzene vyskytujici sa
polyfenol s mnoZstvom pozitivnych U¢inkov vratane kardioprotekcie a prevencie
rakoviny. Studie in vitro preukazali pozitivny a sl'ubny efekt resveratrolu. Zatial’ ¢o §tadie
ucinku resveratrolu na hlodavcoch a T'ud'och su rozporuplné. In vitro Stadie taktiez
potvrdili schopnost’ resveratrolu inhibovat’ TOP II. Z tohto dévodu sme sa zamerali na
skiimanie analogov resveratrolu, ktoré boli navrhnuté a syntetizované vo vyskumnej
skupine doc. Roha na Katedre organickej a bioorganickej chémie (Farmaceuticka fakulta
v Hradci Kralové, Univerzita Karlova). Testovanie antiproliferacnych ucinkov tychto
zlt€enin prebiehalo in vitro na dvoch bunkovych liniach MCF-7 (bunky karcindému pfs)
a HL-60 (T'udské leukemické bunky). Cytotoxicky ucinok jednotlivych zlucenin bol
hodnoteny pomocou metédy MTT.



Vysledky naznacuju antiproliferacny uc¢inok niektorych z novo syntetizovanych
analogov resveratrolu, pricom silnejSiu antiprolifera¢nu aktivitu je mozné sledovat’ pri
bunkovej linii HL-60. Aj navzdory predkladanym vysledkom, je potrebné vykonat’ d’alSie
Studie in vitro a in vivo aby sa potvrdil u¢inok a mechanizmus pdsobenia tychto analogov
predovsetkym azda je inhibicia topoizomerazy II hlavnym antiproliferaénym uc¢inkom

tychto latok.



5 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

5.1 Antracykliny

Antracykliny (ANT) patria medzi najainnejSie lieCivd pouzivané
v protinadorovej terapii. Doxorubicin (DOX) a daunorubicin (DNR), ako prvé
antracykliny, boli izolované v 60. rokoch 20. storocia zo Streptomyces peucetius (Minotti
et al. 2004). Zavedenie ANT do praxe znamenalo prielom v protinadorovej liecCbe, zvlast
u deti, ktoré trpeli leukémiou, kde sa prezitie zvysilo z 58% na 83% (Lipshultz et al.
2014). Zanedlho sa vSak ukazalo, ze klinické pouzitie DOX aj DNR je limitované
vyznamnymi neziaducimi uc¢inkami. Ako zavazné neziaduce ucinky je mozné uviest’
chronick kardiomyopatiu, mestnavé srdcové zlyhanie, poskodenie krvotvorby alebo
vyvoj rezistencie unadorovych buniek. Jednou skimanou stratégiou k obmedzeniu
tychto neziaducich ucinkov ANT bolo (a stéle je) tvorenie Struktirnych obmien molekuly
ANT (Minotti, et al. 2004). Ni¢ menej, v klinickej praxi st stale najviac pouzivané dva
povodné ANT ato DOX, DNR a dva ich blizke analogy epirubicin a idarubicin (Obrazok
1). Struktiirne sa ANT planarne molekuly, ktoré pozostavaju z tetracyklického aglykonu,
ktory je viazany na cukrovi zloZku pomocou glykozidickej vézby (Marinello,
Delcuratolo, and Capranico 2018). Cukor, ktory je obsiahnuty v tychto molekulach sa
oznacuje ako daunosamin. Jedinou odliSnostou medzi DOX a DNR je ukoncenie
bo¢ného retazca. Zatial' ¢o DOX ma ukonceny bo¢ny retazec primarnym alkoholom,
bocny ret'azec DNR je ukonceny methylovou skupinou (Carvalho et al. 2009). Epirubicin,
stereoizomér DOX, ma dlh$i polCas azaroven vicsi distribuény objem nez DOX.
Idarubicin, derivat DNR, mé vyssiu lipofilitu alepSiu bunkovu absorpciu ako DNR
(McGowan et al. 2017).

ANT su zasadnou zlozkou vel'kého mnoZzstva chemoterapeutickych schém aj po
polstoro¢i od ich objavu. Klinické pouzitie ANT sa vztahuje na rozli¢né typy nadorov,
vratane leukémie, lymfomov, karcindmu pfs a sarkdbmov. DOX spolu s DNR sa zarad’uje
medzi ANT prvej generdcie. Zatial ¢o DNR sa pouziva pri liecbe akutnych
lymfoblastickych a myeloblastickych nadorov, DOX preukazal véa¢siu ucinnost’ voci
lymfémom, sarkdémom a Sirokému spektru pevnych nadorov, vratane rakoviny prsnika,
plic, mocového mechura, kosti a krcka maternice. Sucastou druhej generacie ANT su
epirubicin a idarubicin, ktoré st aktudlne najpouzivanejSie (Martins-Teixeira and

Carvalho 2020).

10



(o] OH
O OH 0}/ oH
9000 00e 0
: Q OH (éJ, 0O,
0 O OH O, _~_.NH; Q/
o “SoH

- “OH i
: NH,

Doxorubicin Epirubicin Daunorubicin Idarubicin

Obrazok 1 - Chemické Struktury klinicky najviac pouzivanych antracyklinov — prevzaté
z Marinello, Delcuratolo a Capranico (2018)

5.1.1 Mechanizmus G¢inku ANT

Pre G€inky ANT bolo navrhnutych niekol’ko mechanizmov G¢inku, medzi ktoré
radime tvorbu vol'nych radikalov; zosietovanie DNA; interkaldcia DNA s nasledujicou
inhibiciou biosyntézy makromolekul; interferencia s naslednym odvinutim DNA alebo
oddelenim vlakien DNA; inhibicia topoizomerazy (TOP) sposobujica poskodenie DNA
(Gewirtz 1999). Medzi najviac Studované mechanizmy patri indukcia oxida¢ného stresu,

interkalacia DNA a inhibicia TOP I1.

Prostrednictvom antrachindnového farmakoru, ktory je sticastou ANT, vznikaju
redoxnymi reakciami reaktivne formy kyslika (ROS) (Bayles et al. 2023). Generovanie
02 a H20» spusta prostrednictvom enzymov redukéno-oxidaéné cykly, ktoré produkuji
reaktivne a deStruktivne hydroxylové radikdly. Nasledkom tychto procesov je alkylacia
proteinov, peroxidacia lipidov a priame poSkodenie DNA, ktor¢ mdze mat’ za nasledok
spustenie bunkovej kaskady veducej k bunkovej smrti (Martins-Teixeira and Carvalho

2020).

Schopnost’” ANT interkalovat’ DNA je podmienend ich planarnou Struktirou.
ANT sa viazu do malych drazok medzi jednotlivé pary bdz pomocou cukrovych zloziek,
¢im spdsobuju odtlaCanie susednych baz a dochddza k zvySovaniu torzného napitia.
Torzné napétie nariiSa procesy zavislé od DNA a vedie k zmene Struktiry a dynamiky
nukleozémov. Tento proces ma za nasledok zvySené uvolfiovanie nukleozémov.
Vypudenie nukleozomu vyvoldva kaskddu udalosti, ktoré narasaju chromatin. Tieto
nasledky zahffiaji epigenomické a transkripné zmeny asnimi zniZzeni opravu

dvojvlaknovych zlomov (Mattioli et al. 2023).
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TOP II bola zretel'ne urcend ako vychodiskovy ciel ANT az vd’aka korelacnym
Stididm zameranych na expresiu TOP Ila a citlivost ANT u réznorodych nadorovych
buniek. V pripade absencie DNA TOP II samotny DOX nebol schopny vyvolat
akékol'vek dvojvlaknové zlomy DNA. DOX, ako charakteristicky zastupca ANT je
schopny blokovat' katalyticky cyklus v dvoch roznych Stadiach. DOX o nizkej
koncentracii zamedzuje opakovanému spojeniu retazcov DNA. Dochadza k vytvoreniu
proteinovych komplexov medzi TOP II a DNA tzv. Stiepne komplexy, ktoré sa
kovalentnou viazbou viazu na vlakna DNA. Pri vysokej koncentracii DOX blokuje vdzbu
TOP II na DNA. V tomto pripade vystupuje DOX ako interkalator (Tewey et al. 1984).
Vysledkom tychto mechanizmov je inhibicia transkripcie, replikacie a vytvaranie zlomov
v DNA vlaknach, ¢o mo6Ze nakoniec viest’ k apoptoze. Stabilizacia Stiepnych komplexov,
rovnako ich zvySena koncentracia v jadre, spdsobuje bunkovi odpoved’ na tieto procesy
a teda selektivnu proteolyzu za pomoci 26S proteazomu. Dochadza k degradacii TOP Ila,

ale vo vyrazne nizsej miere ako nez je degradacia TOP IIf (Mao et al. 2001).

5.1.2 Neziaduce ucinky ANT vratane kardiotoxicity

Medzi najcastejSie vyskytujuce sa neZiaduce ucinky, ktoré st spojené
s pouzivanim ANT patria gastrointestindlne poruchy, ako vracanie, nevolnost
a stomatitidy. Dalej sledujeme u pacientov stav spojeny so stratou vlasov a ochlpenia,
ktory moze prechadzat’ do plesatosti (Carvalho, et al. 2009). Nasledkom tvorby vol'nych
radikdlov dochidza k spomaleniu regenerdcie hepatocytov a poSkodeniu pecene.
Metastatické postihnutie obli¢iek je taktieZ pomerne Casté a to v dosledku eliminacie
odpadovych latok z tela (Chittipolu 2020). Pomalé hojenie ran, krvéacajuce d’asna alebo
zvysena incidencia mikrobidlnej infekcie m6zu mat’ povod v depresii kostnej drene. Od
regeneracnej schopnosti kostnej drene a davky lieciva zavisia aj d’alSie neziaduce ucinky
a to anémia, neutropénia, trombocytopénia a leukopénia. Zaroven sa moze vyskytnut
precitlivenost’ (zvySena teplota, zimnica, Zihlavka), zvySend pigmentacia nechtov,
slzenie a konjunktivitida (Carvalho, et al. 2009). Velké mnozstvo neZiaducich u¢inkov
predstavuje limitdciu pri pouzivani ANT v protinadorovej terapii. Davka lie¢iva, dizka
terapie a individudlne rizikové faktory pacienta uddvaju mieru vyskytu neziaducich

ucinkov ANT (Mattioli, et al. 2023). Vdaka klinickym Stadiam sa vSak podarilo
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vyhodnotit’ benefit vo¢i vedlajSim ucinkom ANT uz v pociatoénych rokoch ich

pouzivania (Carvalho, et al. 2009).

ANT navodena kardiotoxicita je radend medzi najvacsi limitujici faktor
v efektivnej protinddorovej terapii. Aj niekol’ko rokov po ukonceni lieCby mézu ANT
spdsobit’ komorovu dysfunkciu (Shan, Lincoff, and Young 1996). Vd’aka retrospektivne;
analyze, vykonanej Von Hoff ef al. na viac nez 4 000 pacientoch, boli popisané klinické
symptoémy a prejavy mestnavého srdcového zlyhania (Zhang et al. 2012; Volkova and
Russell 2011). Stadia Von Hoff et al. demonstrovala fakt, Ze kumulativna davna DOX
ma priamy efekt na rozvoj srdcového zlyhania. Vyrazny nérast frekvencie srdcového
zlyhania bol pozorovany pri kumulativnej davke 550 mg/m?. Kumulativna davka, ¢ize
sucet davok podanych jednotlivému pacientovi je klinickym faktorom, ktory najviac
ovplyviuje pravdepodobnost’ rozvoja srdcového zlyhania. Taktiez forma podania mé svoj
vplyv. Pri podani vo forme kratkodobej bolusovej infuzie bol pozorovany najvacsi vyskyt
kardiotoxicity, naopak pri podani viacerych, mensich davok a pomalsej infuzie sa znizi
Sanca vzniku srdcového zlyhania. Zavislost’ vzniku poskodenia srdca na kumulativnej
davke ANT bola potvrdend aj pri zmenach v ejekcénej frakcii l'avej komory srdca
(LVEF). Vyrazné zmeny boli potvrdené pri kumulativnej ddvke > 350 mg/m? (Von Hoff
et al. 1979). Novsie Studie, v ktorych na meranie LVEF bola pouZzitd rovnovéazna
radionuklidové angiografia, potvrdili vyrazné riziko kardiotoxicity uZ pri ddvke DOX
(300 mg/m?), ktora predtym bola povazovana za relativne bezpe¢ni (Swain, Whaley, and
Ewer 2003). Prekonanie nadorového ochorenie v detstve zvySuje riziko zlyhania srdca 5
az 15 nasobne v porovnani s beZznou populaciu (Armenian and Bhatia 2018). Doélezité je
si uvedomit, Ze pre kazdého pacienta, ktory planuje liecbu ANT, existuje ind Uroven
rizika. Vécsie riziko kardiotoxicity sa méZze objavit’ u pacientov mladsich ako pét” alebo
starSich ako Sestdesiatpidt’ rokov. Zaroven je riziko rozvoja kardiotoxicity vysSie
u pacientov, ktory manifestuju (alebo prekonali) kardiovaskularne ochorenia (Cardinale,

Iacopo, and Cipolla 2020; Armenian and Bhatia 2018).

ANT kardiotoxicita ma variabilnt zavaznost’ a klasifikuje sa v zavislosti na ¢ase
nastupu. Akutna kardiotoxicita sa vyskytuje uz pocas alebo tesne po infuzii, véasnd forma
sa objavuje do jedného roka po inflzii a neskora, ktort je mozné sledovat’ v rozmedzi 1
az 20 rokov, po prvej expozicii ANT. Pri akttnej forme sledujeme zmeny elektrického

vedenia (zmeny T vlny, ktoré su ne$pecifické a prediZenie QT intervalu) a arytmiu

13



(Geisberg and Sawyer 2010). Pre v€asnu formu je charakteristicky postupny vznik
systolickej dysfunkcie T'avej komory, ktora sa rozvija k dilatatnej kardiomyopatii
a chronickej srdcovej nedostatocnosti. Neskora forma, bola pozorovana u l'udi, ktory
prezili nddorové ochorenie v detstve. V sucasnosti je zname, Zze ANT toxicita sa prejavuje
aj niekol’ko rokov po ukonceni liecby. Chronickd kardiotoxicita vyvoland ANT sa
vyznacuje znacnou interindividudlnou variabilitou. U niektorych pacientov sa moze
prejavit’ uz pri terapeutickych kumulativnych déavkach, naopak u inych pacientov bolo
pozorované, ze aj znacne vysoké kumulativne davky nesposobili vyznamné kardialne
problémy. Z predchadzajucich informécii vyplyva, Ze na chronickej kardiotoxicite ma

pomerne velky podiel genetické zlozka (Stérba et al. 2013).

Zakladnym cielom pre onkoldgov a kardiolégov je vcasnd identifikicia
kardiotoxického rizika u pacientov. Pouzitie endomyokardialnej biopsie, ako techniky na
odhalenie ANT kardiotoxicity, je v si¢asnosti problematické z dovodu invazivnosti tejto
techniky. Momentalne odportianie zahriiuje pouzivanie novsich, neinvazivnych
a finan¢ne menej narocnych diagnostickych postupov na skort diagnostiku pacientov,
u ktorych je vacsie riziko kardiotoxicity. V klinickej praxi sa bezne pouZiva hodnotenie
LVEF pomocou echokardiografie alebo radionuklidovej ventrikulografie (Horacek et al.
2014). Dalej sa pouzivaju selektivne biochemické markery, ktoré patria medzi véasné
pristupy odhalovania kardiotoxicity. ZvySenie troponinu [ azaroven detekcia
natriuretickych  peptidov  (N-termindlnych pro-B-typu natriuretického peptidu
(NT- proBNP)) znacia v¢asné poSkodenie myokardu (Sawaya et al. 2011; Leerink et al.
2019). AvsSak pouzitie neinvazivnej techniky jednoduchych biochemickych markerov
nenahradza hodnotenie echokardiografiou a jeho aplikaciu treba pred pouzitim dokladne

zvazit (Horacek, et al. 2014).

Mechanizmus, ktory je zdkladom ANT spdsobenej kardidlnej toxicity bol
predmetom mnohych $tadii uz od prvych klinickych pouziti. Aj v sucasnosti stale
prebieha mnoho vyskumov so snahou objasnit’ presny priebeh kardiotoxicity sposobene]
ANT. Medzi hlavné pri€iny, ktoré suvisia s posSkodenim srdcového svalu bol tradi¢ne
radeny oxidacny stres. Oxidacny stres vznika pri poruSeni rovnovahy v ramci reaktivnych
foriem kyslika (ROS) a antioxidantmi. Ukézalo sa, Ze mnoZstvo ROS ma suvislost’
s mnozstvom patologickych zmien (Qiu, Jiang, and Huang 2023). Hypotéza ROS a Zeleza

zdoraznuje najmai Skodlivy ucinok labilného bunkového Zeleza. V pritomnosti ANT moZze
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tento katalicky aktivny kov znacne zvysit’ produkciu ROS a presmerovat’ redoxné drahy
k tvorbe mimoriadne reaktivnych a toxickych hydroxylovych radikalov (Jirkovsky et al.

2021).

TOP II predstavuje najpravdepodobnejsiu pric¢inu vzniku ANT kardiotoxicity.
Inhibicia TOP IIB, ktoréd vykazuje svoju aktivitu v pokojovych neproliferujucich bunkach
zahrnujucich kardiomyocyty, sa preukazuje ako kli¢ovy mediator podielajuci sa na
vzniku kardiotoxicity. Pésobenim TOP IIf v kardiomyocytoch vznikaji dvojvlaknové
zlomy DNA a prostrednictvom proteinu p53 je aktivovana apoptickéd draha, ktord vedie

k bunkovej smrti srdcovych buniek (Henriksen 2018).

Dalsimi diskutovanymi mechanizmami kardiotoxicity sposobenej ANT je
napriklad znizenie transkripcie srdcovo Specifickych myoceluldrnych proteinov vratane
myozinu tazkého retazca (MHC) aaktinu (Boucek et al. 1999); naruSenie
homeostatickych mechanizmov regulujucich vapnik v bunkach a mitochondriach (Solem,
Henry, and Wallace 1994); naviazanie antracyklinov na mitochondidlnu DNA (mtDNA)
a jej nasledné poskodenie (Lebrecht et al. 2005). Okrem spomenutych mechanizmov
existuje rada d’alSich dodato¢nych a alternativnych hypotéz. Navrhnutych bolo mnoho
mechanizmov ako naruSenie produkcie oxidu dusného; Stiepenie titinu, proteinu
srdcového svalstva, prostrednictvom kalpainu; zvySenie produkcie endotelinu-1 alebo

dysregulédcia autondmneho nervového systému (Stérba et al. 2011).

5.1.3 Kardioprotekcia

Stratégia kardioprotekcie vo¢i ANT kardiotoxicite v stcasnosti spociva
primarne v obmedzeni kumulativnej davky ANT a pouZivani kardioprotektivnych latok.
Za primarnu prevenciu ANT kardiotoxicity mdZeme oznacit’ iba pouZitie dexrazoxanu,
ktory je schopny obmedzit’ jej pri€inu a je takto aj registrovany (European Medicines
Agency 2017). Ostatné lieCiva, ktoré boli v klinickych stididch skiimané ako
potenciondlne kardioprotektivne abol unich preukazany efekt boli inhibitori
angiotenzinu a vybrané B-blokatory (karvedilol), ktoré zarucili najvacsi
kardioprotektivny prinos. V jednej z najrozsiahlej$ich randomizovanych klinickych §tadii
CECCY (Carvedilol Effect in preventing Chemotherapy-induced CardiotoxicitY) bolo

preukdzané, ze sucasné podavanie karvedilolu znizilo ANT vyvolanu kardiotoxicitu
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(Sawicki et al. 2021). Studia Apeka et al. potvrdila prinos spironolaktonu u pacientov so

srdcovym zlyhanim triedy I a II (Alizadehasl et al. 2021).

Kardioprotektivum dexrazoxan (ICFR-187) zo skupiny bis-dioxopiperazinov
patri medzi (+) enantiomer racemickej zmesi razoxanu (ICFR-159) (Andoh 1998).
Dexrazoxan (DEX) predstavuje vo vode rozpustni zluceninu, ktord bola pdvodne
skimand ako protinddorové lie¢ivo. Struktira DEX je podobna kyseline
etyléndiamintetraoctovej (EDTA) (Weiss, Loyevsky, and Gordeuk 1999). Konkrétne pri
jeho hydrolyze dochadza k vzniku zluceniny podobnej EDTA, ktord je rovnako ako
EDTA silnym chelatorom zeleza (Hasinoff et al. 1998).

Stadie vykonané na zvieracich modeloch potvrdili kardioprotektivny ué¢inok
DEX pri sucasnom podavani s ANT chemoterapeutikami (Herman et al. 1988).
Kombinacia DEX a DOX umoznila u zvierat lepsiu toleranciu vys$s$ich kumulativnych
davok DOX. Zaroven bolo pozorované zlepSenie prezitia s minimalnym negativnym
dopadom na funk¢éné zmeny srdcového tkaniva (Herman et al. 1985). Randomizovana
Studia, vykonand na 92 Zenach, ktoré trpeli pokrocilym Stadiom prsného karcindmu
ukdzala vyznamny kardioprotektivny u¢inok DEX a zaroven neovplyvnila
chemoterapeuticky uc¢inok DOX. U pacientov lieCenych DEX bolo potvrdené
signifikantne nizSie riziko mestnavého srdcového zlyhania a lepSia zachovana LVEF
v porovnani s pacientmi uzivajucimi placebo (Speyer et al. 1988). Ochranny efekt DEX
pred poSkodenim srdca bol preukdzany aj v randomizovanej dvojito zaslepenej Studii
vykonanej u deti a dospelych, ktory trpeli réznymi formami nadorového bujenia (Hensley

et al. 2009).

Mechanizmus kardioprotektivneho uc¢inku DEX bol na zaciatku prisudzovany
jeho schopnosti chelatovat’ Zelezo atym branit oxidacnému posSkodeniu srdca.
Hydzolyzou DEX vznika analég EDTA (ADR-925), ktory ma schopnost’ chelatovat’
zelezo (Obrazok 2) (Hasinoff and Herman 2007). Teoria chelaticie zeleza bola zanedlho
spochybnena a vyvratend ako hlavny mechanizmus kardioprotekcie. Mechanizmus
kardioprotektivneho t¢inku DEX bol pripisany katalytickej inhibicii TOP II, kde DEX
vystupuje ako najsilnejsi inhibitor TOP II. Aj napriek tomu, sa teoria chelatacie zeleza
stale Casto cituje ako hlavny mechanizmus kardioprotekcie DEX. Aktudlne vysledky
ziskané¢ Stidiom DEX ajeho analogov identifikuja TOP IIf ako hlavny ciel
kardioprotektivnej aktivity (Jirkovska et al. 2021).
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a upravené z Minotii et al. (2004)
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5.2 Topoizomeraza

DNA TOP su enzymy, ktorych ulohou je kontrolovat’ DNA topologiu. Zaroven
patria medzi hlavné zlozky v procesoch replikacie, transkripcie, homoldgne;j
rekombindcie a delenia buniek (Giliarov and Shkundina 2012). RozliSujeme niekol’ko
typov l'udskych TOP, ktorych zakladnou ulohou je tvorba jednoretazcovych zlomov
DNA (topoizomeraza IA, IB, IC) alebo dvojretazcovych zlomov DNA (topoizomeraza
ITa, II) (McKie, Neuman, and Maxwell 2021). Potreba topoizomerdz vyplyva
z dvojzéavitovej Struktiry DNA a potreby uvol'nenia nadzdvitového vinutia pre zaistenie
pristupu ku genetickej informacii (Champoux 2001). V doésledku toho vznika pred
replikacnymi alebo transkripénymi miestami pozitivne nadzavitové vinutie a za nimi
negativne nadzavitové vinutie. V pripade nepritomnosti DNA topoizomerazy by
pozitivne nadzédvitové vinutie sposobilo zastavenie replikacie a transkripcie. Na druhe;j
strane, negativne nadzavitové vinutie by zapriCinilo tvorbu abnormalnych Struktir
zahfnajuc D slucky, R slucky, G-kvartety a Z-DNA, ktoré sa podiel’aju na poskodeni
metabolizmu DNA (Pommier et al. 2010).

Zakladnou katalytickou funkciou TOP II je Stiepenie fosfodiesterovej vazby
oboch vlakien dvojitej Spiraly DNA. Dvojretazcovy zlom je uskutoCneny v ¢asti DNA,
ktora je oznacend ako G-segment. Tento zlom zabezpeci prechod druhej ¢asti neporusene;
dvojvlaknovej; DNA oznacovanej ako T-segment. Vznikd kovalentnd vizba medzi
fosfodiesterovou skupinou Stiepeného vldkna a tyrozinovym zvySkom a to na oboch
monomérnych jednotkach (Tyr805 pre I'udskt TOP Ila a Tyr821 pre l'udska TOP 1Ip).
Reakcia Stiepenia DNA vyzaduje pritomnost Mg2+ a ATP (Deweese and Osheroff
2009).
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Obrazok 3 — Znazornenie katalytickej funkcie topoizomerazy Il — prevzaté a upravené
z Gibson and Deweese (2013)

V bunkéch cicavcov st pritomné dve izoformy TOP II, forma a a § (170 a 180
kDa), ktoré boli izolované z leukemickych buniek P388 rezistentnych na amsacrin (Drake
et al. 1987; Cummings and Smyth 1993). Ich primarna Struktura a katalytické vlastnosti
in vitro su takmer zhodné. TOP Ila je izoformou, ktora sa primarne podiela na
mitotickych procesoch. Naznacuju to skutocnosti, ktoré poukazuji na priamy stvis medzi
koncentraciou TOP Ila a bunkovou proliferaciou; proliferujice bunky vykazuji vyssiu
expresiu mRNA TOP Ila; faza G2/M bunkového cyklu dosahuje vrchol hladiny TOP Ila
a zérovein sa TOP Ila sustred'uje na osiach chromozémov a v centromérach pocas

metafazy (Sakaguchi and Kikuchi 2004).

Biologicka funkcia TOP II je oproti fyziologickej funkcii TOP Ila menej jasna.
Zo studii vyplyva, ze hladina TOP IIp je pocas celého bunkového cyklu konStantna
(Woessner et al. 1991). Zaroven je pritomnd vo vSetkych typoch buniek, pri¢om
terminalne diferencované bunky vykazovali vy$Siu expresiu tohto enzymu oproti bunkdm
nediferencovanym (Lyu et al. 2007). Pri vyvoji nervovej sustavy ma TOP IIf zasadnu
rolu. Specifické zniZenie tohto enzymu v mozgu mysi spdsobilo ovplyvnenie stratifikacie

mozgu a abnormality v kortikogenéze (Yang et al. 2000). Izoforma beta je hlavnou
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formou TOP II taktiez v dospelom srdci. Pricom termindlne diferencované srdcové
bunky, kardiomyocyty, nemaju izoformu alfa vobec detekovateI'nt (Capranico et al.

1992).
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Obrazok 4 - Stiepenie dvojvidknovej DNA sprostredkované TOP II. Cleavage (Stiepenie
vldkna), Ligation (ligdcia vlakna, opacny proces) — prevzaté z Dewesse a Osheroff (2009)

5.2.1 Inhibicia topoizomerazy II a jej vyznam v protinadorovej terapii
Asociacia topoizomeraz s protinddorovym ucinkom bola dokézand v polovici
80. rokoch 20. storo€ia na zaklade zisteni, Ze niektoré zluceniny maju schopnost

vyvolavat’ $pecifické zmeny DNA na nadorovych bunkéch in vitro (Cummings and

Smyth 1993).

Jadrova TOP II je primarnym cielom klinicky pouZivanych antineoplastickych
lieCiv. Protinadorové lie¢iva blokuju katalyticky cyklus TOP II v r6znych fazach, pricom
latky najviac u€inné blokuju fazu, v ktorej je DNA rozstiepena a vznika tak dvojity zlom
DNA. Nasleduje kaskada udalosti, ktord vyusti do bunkovej smrti. TOP II, jej aktivita
a mnozstvo zastava doleziti funkciu pri cytotoxickej schopnosti lie¢iva. Hladina TOP 11
priamo suvisi s proliferaciou bunky. Regulacia tirovne TOP II v nadorovych bunkach
predstavuje zlozitej$i proces. Transformované bunky disponuji vyS$§imi hladinami
TOP II, ktoré neklesaju ani v pripade zastavenia proliferacie. Z toho vyplyva, Ze regulacia
TOP Il mo6Ze byt na rozdiel od normalnych buniek v transformovanych bunkach zmenena

¢o tvori zaklad pre protinddorovl aktivitu inhibitorov TOP II (Capranico, et al. 1992).

TOP 1I, ako zékladny ciel' antineoplastickych lie¢iv je pouzivana v liecbe

nadorov prsnika, karcinomu prostaty a pluc, sarkomov alebo hematologickych ochoreni.
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Latky, ktoré su schopné zasahovat’ minimdlne do jedného katalytického cyklu TOP II sa
rozdel'uji na topoizomerazové jedy a katalytické inhibitory (Nitiss 2009).

a) Topoizomerazové jedy

Latky oznacované ako TOP II jedy st schopné inhibovat’ krok religacie, ¢im
spdsobuju stabilizaciu obycajne prechodného kovalentného komplexu enzym — DNA
(Pommier, et al. 2010). Takto stabilizované kovalentné komplexy TOP II-DNA vykazuju
cytotoxickt aktivitu. Z hl'adiska klinického vyznamu st najdolezitejSie DOX, DNR,
epirubicin, idarubicin, etopozid, mitoxantron a mAMSA. VicsSina TOP 1II jedov je
nespecificka, inhibujii obe izoformy TOP II. Stidia vykonani na mySacich embryach
a neskor aj na l'udskych bunkach potvrdila, ze bunky s nedostatkom TOP IIf vykazuji
najvacsiu rezistenciu voci vysSie spomenutym lie€ivam (Austin et al. 2018). TOP II jedy
su vdaka svojim cytotoxickym U¢inkom vyuzivané pri liecbe nadorovych ochoreni.
Okrem kardiotoxicity vSak mozu sposobit’ rozvoj nadorového bujenia, ktoré suvisi
s terapiou. NajcastejSie vyskytujice sa sekundarne malignity st akutna myeloidna
leukémia (t-AML) a akutna promyelocytovd leukémia (t-APL), priCom obe formy
leukémie st spojené s liecbou (Delgado et al. 2018). Vznik t-AML je spojeny
s rekurentnymi chromozomovymi translokaciami zahffiajucimi gén MLL/KMT 2A na
chromozdme 1123, ktory reguluje expresiu génov a vyvoj krvnych buniek (Austin, et al.

2018).

b) Katalytické inhibitory

Katalytické inhibitory svojou aktivitou najcastejSie ovplyviiuji funkciu domény
ATP, z ¢oho vyplyva, Ze nespdsobuju akumuléciu zlomov vladkien DNA (Gibson and
Deweese 2013). Katalytické inhibitory patria medzi heterogénnu skupinu lieciv a ich
mechanizmus posobenia na TOP II sa mdze 1iSit’. Mdzeme si uviest’ napr. aklarubicin,
ktory interferuje s vidzbou vytvorenou medzi TOP I a DNA; nekovalentné stabilizovanie
DNA (dexrazoxan, merbaron); alebo vysSie spominant inhibiciu vidzby ATP
(novobiocin). Tieto lie¢iva predstavuju aktivitu, ktorda suvisi s kardioprotektivnymi
ucinkami (dexrazoxan), protinddorovymi tc¢inkami (aklarubicin) alebo maju schopnost’
zvysit ucinok inych latok (sumarin a novobiocin) (Larsen, Escargueil, and Skladanowski

2003). Do tejto skupiny patri tiez resveratrol (Lee, Wendorff, and Berger 2017).
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5.3 Resveratrol a jeho ucinky

Resveratrol (RES), prirodzene vyskytujtci sa polyfenol, vykazuje antioxidacné,
protizapalové Ucinky, d’alej u¢inky spojené so zlepSenim metabolizmu, kardioprotekcné
ucinky asucasne sa podiela na prevencii rakoviny. RES je pritomny v hrozne,
bobul'ovom ovoci, arasidoch, ale aj v ¢ervenom vine (Schmidt et al. 2020). Vyskum RES
na bunkovych kultarach, in vitro, potvrdil jeho viaceré protinadorové Ucinky a zaroven
ovplyvnenie vzniku a progresie nddorov (Carter, D'Orazio, and Pearson 2014). Vel'ké
mnozstvo klinickych §tadii zdokumentovalo bezpecnost’, uc¢innost’ a farmakokinetiku
RES. Bezpecnd davka polyfenolu predstavuje mnozstvo do 5g/den podané
v samostatnych davkach, alebo ako sucast’ kombinovanej liecby. Terapeutické pouzitie

RES je limitované nizkou biologickou dostupnost’ou a rychlym metabolizmom (Singh et

al. 2019).

Stadie vykonané na nadorovych bunkovych liniach HepG2 (hepatocelularny
karcinom) a 4T1 (karcindm mliecnej zl'azy u mysi) hodnotili cytotoxické ucinky RES.
Vyznamnejsi antiproliferacny efekt RES bol pozorovany na bunkach 4T1. Nasledné
Stidie preukdzali, Ze inhibi¢ny u¢inok RES je zavisly na jeho davke (Wu et al. 2019).
Dalsie $tudie, ktoré boli vykonané na bunkovej linii MCF-7 (prsny karciném), potvrdili
inhibiciu proliferacie buniek prsného karcindmu vd’aka RES (Schmidt, et al. 2020). RES
preukazal synergicky ucinok v kombindcii s chemoterapeutikami (Yang et al. 2022).
Stidie Jin et al. dokézali, ze proliferacia a metastazovanie buniek MCF-7 je vyrazne
inhibované v kombinacii RES a DOX (Jin et al. 2019). Nadvézujuce Stadie Bostan et al.
potvrdzuji zvySeny cytotoxicky ucinok cisplatiny v kombindcii s RES na nadory krku

a hlavy (Bostan et al. 2020).

Stadie in vitro potvrdili potinadorovy efekt RES na bunky:

e kolorektalneho karcinomu, e karcindému hlavy a krku,
e karcinému pfs, e karcinomu pluc,

e karcindému vajecnikov, e karcindému prostaty,

e karcindému krcka maternice, e karcindmu pazeraku,

e hepatoceluldrneho karcinomu, e leukemicke.
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Vicsina z uvedenych zisteni je zalozena hlavne in vitro aniektoré stcasne
in vivo. Vysledky z bunkovych linii poskytuji cenné informdacie o potencidlnych

ucinkoch RES, ale nie s priamo prenositel'né na 'udsky organizmus (Rauf et al. 2018).

Napriek tomu, Ze RES potvrdil svoje protinadorové u¢inky, mechanizmy, akymi
su tieto ucinky vyvolané, nie st uplne objasnené. Niektoré z mechanizmov s znazornené
nizsie (Obrazok 5). RES vystupuje ako antioxidant a moduluje aktivitu antioxida¢nych
enzymov, ¢o ma za nasledok protinadorovy efekt. RES mdze svojou aktivitou prispievat
k mitochondrialnej akumulacii H2O2, ktord v kone¢nom dosledku vedie k indukovane;j
apoptdze nadorovych buniek (Jiang et al. 2017). Proliferacia a sii¢asne aj zivotaschopnost’
buniek je narusena prostrednictvom schopnosti RES stimulovat’ molekularne drahy, ktoré
vedu k apoptdze a autofagii buniek (Behroozaghdam et al. 2022). Modulacia funkcie
protinadorovych buniek patri medzi d’alSie mozné Gc¢inky RES v protinddorovej terapii.
RES indukuje aktivaciu NK buniek (Natural Killer cells ) a CTL buniek (Cytotoxic T
Lymphocytes). Podiel'a sa na zvySeni uvolnovania IFN- y (Interferon gamma) a TNF-a
(Tumor necrosis factor alfa) a zarovenl na znizeni imunosupresivnych cytokinov, medzi
ktoré sa radia IL- 1, IL-6, IL-10 a TGF-B (Transforming Growth Factor Beta) (Mu and
Najafi 2021). Okrem in¢ho RES zniZuje mieru fosforylacie a acetylacie NF-xB (nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), ¢o ma za nasledok nedostatocné
mnozstvo faktorov podielajicich sa na rozsirovani nddoru (Buhrmann et al. 2018). Medzi
dal§ie skiimané mechanizmy u¢inku zarad'ujeme ovplyvnenie bunkového cyklu
(zastavenie G1/S fazy cyklu); zamedzenie opravy DNA alebo napriklad inhibicia COX- 2
(Cotino-N4jera et al. 2023).
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Obrdzok 5 - Ovplyvnenie signalnych drah, ktorymi RES inhibuje maligne biologické
spravanie nadorovych buniek — prevzaté a upravené z Jiang et al. (2017)

Pri uzivani RES v davke 2,5-5 g klinické Studie potvrdili niekol'’ko neZiaducich
ucinkov, medzi ktoré radime hlavne gastrointestinalne priznaky zahritujuce nevolnost’,
pocit plynatosti, bruSny diskomfort a riedku stolicu (Ramirez-Garza et al. 2018; Yiu et al.
2015). Gastrointestinalne neziaduce uc€inky boli pozorované v ¢asovom rozmedzi pol az
hodinu po poziti RES. Ubytok hmotnosti nebol preukdzany u Ziadneho z uéastnikov

(Brown et al. 2010).

Stadie in vitro poukazali na chemicki podobnost RES s DEX (Obrazok 6)
a zaroven bolo zistené, Ze RES je schopny inhibovat’ TOP II. Predpokladalo sa, Ze RES
posobi ako TOP jed, ale nakoniec boli tieto hypotézy vyvratené. Na rozdiel od DEX,
ktory podporuje dimerizaciu ATP4zovej domény TOP II, RES tuto interakciu blokuje.
Okrem toho, u¢inok RES na ATP4zovii doménu TOP Il nebol taky silny ako ucinok DEX.
Stadie sucasne naznaduji, ¢ RES moéZe potencionalne modulovat toxicitu DOX

podobnym spdsobom ako DEX (Lee, Wendorff, and Berger 2017).
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Obrazok 6 - Porovnanie DEX (ICRF-7) a RES. A — chemické struktury DEX a RES
so zvyraznenymi castami, ktoré sa navzdjom podobaju B — miesto vizby DEX na

dimerizacnom rozhrani ATPazovych domén — prevzaté a upravené z Lee, Wendorff, and
Berger (2017)

Vicsina klinickych stadii RES bola uskutocnend na malej vzorke réznych
populécii s pomerne Sirokym spektrom davkovania. Z tohto dovodu je tazkeé
konkretizovat’ bezpecnost’ a ucinnost RES v urcitej ddvke pre konkrétnu populaciu
(Novelle et al. 2015). Vysledky biologickych uc¢inkov RES in vitro a in vivo su spojené
s jeho hormetickym uc¢inkom. Hormeticky ucinok predstavuje stav kedy ma RES
v nizkych déavkach priaznivé ucinky zatial’ ¢o jeho vysoké davny su spojené s toxickym
ucinkom. Bez ohl'adu na rozsiahly pocet Studii, ktoré boli zamerané na prospesnost’
a ochranné funkcie RES neexistuje dostatok klinickych $tudii zameriavajicich sa na
Skodlivé ucinky RES. Zaroven molekuldrne mechanizmy posobenia RES je nutné

presnejsie identifikovat’(Shaito et al. 2020).
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6 CIEL, PRACE

Stanovenie antiprolifera¢ného u¢inku DNR a DOX na bunkovej linii MCF-7.

e Stanovenie antiproliferaéné¢ho uc¢inku RES a jeho novych analégov (MC-111,
MC-121, MC-126, MC-151, MC-122, MC-130, MC-137, MC-108, MC-149,
MC-152, MC136, MC-138, MC-150, Pinosylvin) na bunkovej linii MCF-7.

e Stanovenie antiproliferacného u¢inku DNR na bunkove;j linii HL-60.

e Stanovenie antiproliferaéného U¢inku RES a jeho novych analégov (MC-111,
MC-121, MC-126, MC-151, MC-122, MC-130, MC-137, MC-108, MC-149,
MC-152, MC136, MC-138, MC-150, Pinosylvin) na bunkovej linii HL-60.
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7 EXPERIMENTALNA CAST

7.1 Zakladné vybavenie pre pracu s bunkovymi liniami

e Sterilné kultivaéné nadoby réznych objemov (TPP, Svajéiarsko)

e Sterilné serologické pipety roznych objemov (TPP, Svajéiarsko)

e Sterilné mikroskiimavky réznych objemov (Eppendorf, Nemecko)

e Biirkerova komérka (Brand, Nemecko)

e 96-jamkové mikrotitraéné dosticky s plochym dnom (TPP, Svajéiarsko)
e Sterilné plastové $picky roznych objemov (Eppendorf, Nemecko)

e Sterilné laboratérne sklo (Simax, Ceska republika)

e Nesterilné mikroskimavky réznych objemov (Eppendorf, Nemecko)

7.2 Pristrojové vybavenie

e Bunkové¢ inkubatory s termostatom a reguldciou koncentracie CO (Sanoy,
Japonsko a Esco, USA)

e Boxy s laminarnym prudenim BioAir TopSafe 1.2 (EuroClone, Taliansko)

e Vodny kiipel Memmert WB 14 LV (Memmert, Nemecko)

e Automatické pipety rozneho rozsahu (Eppendorf, Nemecko)

e Multikanéalové pipety rézneho rozsahu (Eppendorf, Nemecko)

e Pipetovacie nadstavce Integra (Integra, Svajéiarsko)

e Dostickova trepacka Heidoph Titramax 100 (Heidolph Instruments, Nemecko)

e Citatka mikrotitraénych dosti¢iek Tecan Infinite M200 (Tecan Group Ltd.,
Svajciarsko)

e Analytické vahy Scaltec SBC 22 (Scaltec, Nemecko)
e  Opticky mikroskop Eclipse TS100 (Nikon, Japonsko)

e Laboratorna trepacka Vortex V-1 Plus (BioSan, Litva)
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7.3 Chemikalie a reagencie

e Bunkova kultira MCF-7 (American Type Tissue Culture)
e Bunkova kultira HL-60 (American Type Tissue Culture)

o Kultivatné médium DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Lonza,
Belgicko)

o Kultivacné médium RPMI-1640 (With L-Glutamine, Lonza, Belgicko)

e Fosfitom pufrovany fyziologicky roztok, tablety (PBS; Sigma-Aldrich,
Nemecko)

e Trypsin/EDTA (T/E; 10x koncentrovany, Lonza, Belgicko)
e Ultraglutamin 1 (Lonza, Belgicko)

e HEPES pufor (Lonza, Belgicko)

e Trypanova modra, 0,4% (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e Dimethylsulfooxid (DMSO, Penta, Ceska republika)

e Lyzacny roztok MTT (isopropanol; 0,1M HCI; triton-X 100)

e Thiazolyl blue tetrazolium bromide (Sigma-Aldrich, Nemecko)
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SKUMANE LATKY:

V praktickej Casti tejto diplomovej prace sme experimentalne testovali derivaty
resveratrolu, ktoré boli vyvijané a pripravované v ramci vedeckej skupiny doc. Roha
na Katedre organickej a bioorganickej chémie. Daunorubicin bol zakapeny ako

hydrochlorid z Euroasian Chemicals Pvt. Ltd (Mumbai, India) a doxorubicin (TEVA,

Izrael).
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7.4 Bunkové kultury

Bunkové kultiry patria medzi jeden z najhodnotnejSich néstrojov pouzivanych
v zakladnom aj aplikovanom vyskume. Izoldcia buniek prebieha z ich prirodzené¢ho
prostredia (in vivo) a nasledne su udrzované, rozmnozované a Studované v umelom
prostredi (in vitro). Pri zdkladnom a aplikovanom biomedicinskom vyskume sa vo velkej
miere pouzivaju systémy bunkovych kultir cicavcov, ktoré su l'ahko ovladatelné,
geneticky sledovatelné a s najblizSie k podmienkam in vivo. Bunky mozeme ziskat
priamou izolaciou od darcov ako "primarne bunky" alebo z tzv. bunkovych bank, ktorou
je napriklad American Type Culture Collection (ATCC) sliziaca ako ulozisko
primarnych buniek a bunkovych linii. Na zaklade vyskumného projektu je potrebné
vybrat’ bunky a bunkové linie s potrebnymi kultivaénymi podmienkami. V neposlednom
rade sa s experimentdlnym procesom spdja spravna starostlivost o bunkové linie
a nalezitd starostlivost’ o osobnu bezpecnost’ a sterilita pri praci (Preksha, Yesheswini,

and Srikanth 2021).

Bunkové kultury a ich vyskum hraji délezita Glohu vo vedeckom vyskume
azaroven umoznuji rozvoj biofarmécie, toxikologie alebo biotechnologie.
Vo farmaceutickom vyskume sa Coraz CastejSie pouzivaju bunkové kultary na Stadium
absorpcie lieCiv, hodnotenie toxicity a na predpovedanie vlastnosti. V sucasnosti sa
pouzivaju dve metddy kultivacie buniek: dvojrozmernt (2D) a trojrozmernu (3D).
V pripade klasickej, 2D bunkovej kultiry, sa bunky mnoZia v monovrstvach, zaroven
maju mnoho obmedzeni a neumoziuji plni kontrolu rastu a diferenciacie buniek.
V bunkovej kultire zohrava dolezitu ulohu pouzité médium, ktoré poskytuje bunkdm

potrebné Ziviny (Bober et al. 2022).

Navrh 3D sfér je zaloZeny na vytvarani sféroidnych Struktir, v ktorych st bunky
usporiadané do réznych vrstiev. Takto vytvorend Struktura fyzikalne a biochemicky
napodobiiuje vlastnosti pevnej nadorovej hmoty. Takto ziskané kultiry ndm umoziuja
vysoku opakovatelnost a moZnosti vykondvat vyskum napriklad na lieCivé latky

(Kapalczynska et al. 2018).

V pripade naSho experimentu sa pouzili 2D bunkové kultary MCF-7
a suspenzné linie HL-60, ktoré boli obstaran¢ od ATCC.
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7.4.1 Bunkova linia MCF-7

Nédorové bunky MCF-7 boli zriadené v roku 1973 Dr. Souleom spolu s jeho
kolektivom na Michigan Cancer Foundation odkial’ pozndme aj ich ndzov. Bunky boli
izolované 69-rocnej pacientke s metastatickym ochorenim z pleuralneho vypotku.
TaZiskovym objavom pre karcindm prsnika bol opis estrogénneho receptoru (ER)
v bunkach MCF-7. Bunkova linia MCF-7 postupom c¢asu priniesla viac informacii
o praktickych vedomostiach ohl'adom starostlivosti o pacienta, ako akdkol'vek iné linia
buniek karcindmu prsnika. Zistilo sa, ze tato linia buniek je ER-pozitivna a zaroven aj
progesteron receptor (PR)-pozitivna a radime ju do lumindlneho Amolekularneho

podtypu (Comsa, Cimpean, and Raica 2015).

7.4.2 Bunkova linia HL-60

Bunkova linia HL-60 pochadzajuca od pacientky, ktora trpela akutnou
promyelocytarnou leukémiou predstavuje jedine¢ny model in vitro. Tento model ndm
umoziuje Stidium bunkovych a molekularnych pochodov, ktoré sa podielaju na

proliferécii a diferenciacii normalnych a leukemickych buniek (Collins 1987).

7.5 Kultivacia bunkovych kultur

Zékladom kultivacie buniek st spravne zvolené kultivaéné média. Kultivacné
médium predstavuje jednu zo zdkladnych a vel'mi dolezitych stcasti, ktoré su potrebné
pre udrZanie viability bunkovych kultar. Pri priprave kultivatného média musia byt’
dodrzané podmienky sterilnej prace, ktoré boli zabezpecené vd’aka praci v laminarnych
boxoch. Pred samotnou pripravou kultivaéného média st jednotlivé zloZky, okrem

ultraglutaminu, vytemperované na teplotu 37 °C vo vodnom kupeli.

Kultivaéné médium, ktoré sme pouzivali pri praci s bunkovou liniou MCF-7 sa
pripravilo z DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) bez pridavku L-glutaminu
a fenolovej Cervene a naopak s vysokou koncentraciou glukézy, ktora predstavovala az
4.5 g glukdzy na liter média. ZvySena koncentracia glukozy sluzi ako zdroj vyzivy.
Zabezpecit’ fyziologické pH v kultivacnom médiu nam umoziuje HEPES pufor, ktory
tvoril 1% kultivaéného média. Dalej bolo do kultivaéného média postupne pridané FBS

(10%), ultraglutamin I (1%) aako protiinfekéné agens sa pouzila kombinacia
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uzskospektrého penicilinu a Sirokospektrého streptomycinu (1%). Nasledne boli vsetky
zlozky média dostato¢ne premieSané a kultivacné médium bolo skladované v chladnicke
pri teplote 5-8 °C. Takto pripravené médium sa pred samotnou pracou s bunkovymi

liniami nechalo vytemperovat na 37 °C vo vodnom kupeli.

Pri préci s bunkovou liniou HL-60 sme pouzivali kultivaéné médium, ktoré bolo
pripravené¢ z RPMI-1640 s ultraglutaminom I. Ultraglutamin I predstavuje mimoriadne
stabilnt dipeptidovl formu L-glutaminu zabranujicu hromadeniu toxického amomniaku
produkovaného pri spontannych degradaciach v médiu. Néasledne sme do kultivaéného
média pridali FBS (10%) a P/S (1%). Vsetky zlozky média boli pred homogenizaciou
vytemperované na teplotu 37 °C a postupne dobre premiesané. Takto pripravené médium
bolo rovnako skladované v chladnicke pri teplote 2-8 °C a pred pracou s bunkovymi

liniami vytemperované na teplotu 37 °C.

Bunkové linie MCF-7 a HL-60 boli kultivované v bunkovych inkubatoroch.
Kultivacia bunkovych linii prebiehala pri teplote 37 °C, 5% CO; atmosfére a konstantne;j
vlhkosti. Na inkubéciu sme pouzivali sterilné plastové inkuba¢né nadoby rdznych
objemov. Samotnd priaca s bunkovymi kultirami bola realizovand v sterilnom

laminarnom boxe, podl'a Standardného pracovného protokolu.

7.6 Bunkova pasaz

Pasdzovanie a zaroven vymena média, oznaCované aj ako proces subkultivécie,
je proces, ktory uplatilujeme pri praci s bunkovymi kultirami in vitro. Tento proces
je spojeny s prenosom urcitej Casti vykultivovanych buniek do novej kultiva¢nej nadoby
s cerstvym médiom. Vymena média je spojend s doddvanim potrebnych zivym bunkam
a zaroven tym udrziavame bunky zdravé, zatial ¢o pasdzovanie buniek zabezpecuje
udrzat’ bunky v exponencidlnom raste. PasdZovanie buniek povazujeme za pomerne
jednoduchu, ale vel'mi dbleziti sucast’ prace s bunkovymi liniami. Kazd4 bunkova linia
vyzaduje ur¢ité podmienky ani¢ nenahradi znalost' ich jednotlivych potrieb. Pri

prislusne;j starostlivosti a pozornosti sa vd¢sina bunkovych linii l'ahko udrziava a pestuje.

Kompletny proces bunkovej pasdze sa uskutociiuje za prisne sterilnych
podmienok v laminarnych boxoch za podmienky, ze vSetky pouzité roztoky boli vopred

temperované vo vodnom kupeli na teplotu 37 °C.
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Prvym krokom pri pasazovani bunkovej kultiry MCF-7 je odobratie starého
kultiva¢ného média. Nésledne boli bunky prepldchnuté roztokom sterilné¢ho pufru PBS,
tento oplach sa vykonava vzdy dvakrat s 5 ml sterilného roztoku pufru. Oplach buniek je
nevyhnutnou sucastou pasazovanie buniek a to z dovodu odstranenie vapniku, ktory by

mohol negativne ovplyvnit’ d’alsi postup, a to hlavne pdsobenie enzymu trypsinu (T/E).

Druhym krokom bolo pridanie 2 ml T/E pomocou sterilnej serologickej pipety
a kyvavymi pohybmi bol rozprestrety po celom dne kultiva¢nej nadoby, nasledne sa
znovu pomocou serologickej pipety 1,5 ml trypsinu odobralo. Takto pripravena
kultiva¢na nadoba je umiestnend do inkubatoru po dobu piatich minut pri teplote 37 °C.
Proces, ktory nasledne prebieha v kultivacnej nddobe oznacujeme ako trypsinizacia, kde
dochadza k oddel'ovaniu buniek od dna kultivacnej nadoby pdsobenim protedz a stavaji
sa bunkovou suspenziou. Po vybrani buniek z inkubatoru bol stav buniek skontrolovany

pod mikroskopom. Bunky boli prudkym trhnutim ztrepané do spodnej casti nadoby.

Proces trypsinizéacie bol ukonceny pridanim kultivaéného média v zavislosti na
pozadovanom riedeni. V naSom pripade iSlo o riedenie 1:3, tym padom bolo k bunkove;j
suspenzii pridané 5,5 ml kultivaéného média, ktoré bolo predhriate na 37 °C. Kultiva¢né

médium posobi inaktivujico voci roztoku trypsinu.

Nasledujicim krokom bolo resuspendovanie buniek. Resuspendovanie je
proces, pri ktorom je bunkova suspenzia opdtovne nasata a vypustena do serologicke;j
pipety proti dnu kultiva¢nej nadoby. Zaroven je potrebny dokladny oplach dna nadoby.
Spojenim tychto postupov je vytvorenie homogénnej suspenzie buniek bez pritomnosti
zhlukov. MnozZstvo suspenzie, ktoré sa prenesie do novej kultivacnej nddoby zavisi od
aktudlnej konfluencie buniek a stavu z predoslej pasaze. V naSom pripade, pri riedeni 1:3
sme do novej kultivacnej nadoby pridali 2 ml suspenzie buniek a k tomu 13 ml vopred
nahriateho média. Nova suspenzia buniek sa dokladne premieSala s médiom v novej
kultivacnej nadobe pomocou kyvavych pohybov. Bunky pripravené tymto postupom boli
d’alej kultivované podl'a Standardnych podmienok do d’alSej pasaze. Zvysnu bunkovu

suspenziu mozeme vyuzit na experimenty.

Bunkova pasaz bunkovej kultury HL-60 prebiehala vzdy pravidelne v intervale
kazdych 72 alebo 96 hodin. Pred pasazou sme bunkovu kulturu podrobili dokladnej

homogenizacii pomocou l'ahkych kyvavych pohybov. Nasledne sme zo zasobnej fl'aSe
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T- 75 odobrali 50 pl bunkovej suspenzie do nesterilnej mikroskimavky, ktora sluzi na

pocitanie buniek.

K bunkovej suspenzii sme v pomere 1:1 pridali 0,4% roztok trypanovej modrej
v PBS. Nasledovalo dostatocné premieSanie bunkovej suspenzie a trypanovej modre;.
Vzorku sme nechali inkubovat’ po dobu priblizne 2 minut pri izbovej teplote. Po uplynuti
tejto doby sme zah4jili proces pocitania zivotaschopnych buniek, ktory je podrobne

popisany v nasledujucej Casti (4.8 Stanovenie poctu zivotaschopnych buniek).

Zistili sme pocet zivotaschopnych buniek a previedli sme korekciu riedenia
vynasobenim dvomi tisicmi, tym sme vypocitali pocet buniek v 1 ml. Pocet buniek, ktoré
sme chceli nasadit’ do novej nadoby bol 150 eventualne 200 tisic buniek na 1 ml.
Pomocou jednoduchého vypoctu sme si vypocitali kol'ko bunkovej suspenzie a kolko
média prenesieme do novej kultivacnej nddoby, ktord Cinila spolony objem pre obe
zlozky 15 ml. Po odobrati pozadovaného mnozstva jednotlivych zloziek sme I'ahkymi
kyvavymi pohybmi obe zlozky zmiesali, nddobu sme oznacili a ulozili do inkubatoru na

potrebny ¢as inkubacie. Zvys$né bunky boli pouzité experimentalne.

7.7 Stanovenie po¢tu Zivotaschopnych buniek

Pre meranie Zivotaschopnosti buniek sa pouZziva uz viac ako sto rokov trypanova
modra. Trypanova modra je azofarbivo, ktoré povazujeme za zéklad pri tomto stanoveni,
dalej sa vSak modze pouzit eozin alebo jodid propidia. Pristanoveni sledujeme

neporuSenost’ bunkovej membrany Zivych buniek (Chan, Rice, and Qiu 2020).

Schopnost’ buniek absorbovat’ farbivo, v nasom pripade trypanovi modru, patri
medzi zakladny princip definovania poctu Zivotaschopnych buniek. Trypanova modra
prenika cez plazmaticki membranu a I'ahko sa dostdva do vnutra bunky. To ¢i je bunka
ziva alebo mftva spoCiva v schopnosti buniek transportovat’ farbivo cez membranu
bunky. Pri mftvych bunkéch je farbivo zadrZiavané vo vnutri bunky, kde nastava jeho
hromadenie. Presny opak vykazuju zivé bunky, ktoré su schopné farbivo aktivne
transportovat’ z bunky von cez membranu. Tento proces je mozné mikroskopicky
sledovat’. Mftve bunky, u ktorych je farbivo nahromadené vo vnutri bunky, sa na svetlo

modrom pozadi javia ako syto modro sfarbené bunky. Na druhej strane mame zivé bunky,
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ktoré pod mikroskopom mozeme na svetlo modrom pozadi sledovat’ ako svetlé sférické

utvary.

Pri tomto stanoveni vyuzivame mikroskumavku, do ktorej napipetujeme 50 ul
bunkovej suspenzie, ktord nam ostala pri procese pasdZzovania a nasledne 50 ul 0,4%
roztoku trypanovej modrej. Pomocou vortexu obe zlozky dokladne premiesame
anechame inkubovat pri laboratérnej teplote 5 minut. Po uplynuti tohto ¢asového
intervalu sa obsah mikroskimavky znovu poriadne premieSa. Na pocitanie buniek
pouzivame Biirkerovu komdrku. Obsah mikroskiimavky nanesieme v objeme 10 pl na
obe casti Biirkerovej komorky. Pocitanie buniek prebiehalo pod mikroskopom, kde sme
vzdy pocitali bunky v 5 §tvorcoch jednej ¢asti komdrky vzdy stvorce, ktoré boli ulozené
uhloprie¢ne, to znamend, Ze v dvoch ¢astiach komdrky sme pocitali s desiatimi Stvorcami.
Pocitanie jednotlivého Stvorca bolo nasledovné, pocitame vzdy s dvomi stranami ktorych
sa bunky dotykaju napr. pravy a dolny roh, to znamena ze protil'ahlé strany nepocitame.

Vysledny pocet buniek prepocitame na objem 1 ml bunkovej suspenzie.

Obrazek 7 — Pocitanie buniek v Biirkerovej komorke

7.8 Nasadzovanie buniek pre ucely experimentu

Po spocitani zivotaschopnosti buniek nasledovalo nasadenie buniek na

96- jamkovu kultivacnu dosticku.

Koncentracia buniek MCF-1, ktora bola pouZité pri experimente ¢inila 0,1 miliona
buniek na 1 ml bunkovej suspenzie. Na zaciatku, este pred nasadenim buniek na dosticku,
je dolezité si vypocitat objem média a mnozstvo bunkovej suspenzie tak aby sme

zachovali nami zvolenu koncentraciu buniek. V sterilnej plastovej vanicke sme zmiesali
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pozadované mnozstvo média, ktoré bolo predom vytemperované vo vodnom kupeli na
teplotu 37 °C spolu s bunkovou suspenziou. Nasledovalo dokladné premieSanie oboch
zloziek pouzitim serologickej pipety. Po premieSani sa tato zmes pomocou
multikanalovej pipety aplikovala v mnozstve 100 pl na sterilni 96-jamkov mikrotitratna
dosticku. Kazda jamka tym padom obsahovala priblizne 10 000 buniek. Takto pripraventi
a oznacenu mikrotitraéni dosticku sme vlozili do inkubatoru na 24 hodin. Inkubacia
prebiehala za Standardnych podmienok. Tento ¢asovy interval je dolezity z dovodu prace
s adherentnou bunkovou liniou, za tento cCas doSlo k prisadnutiu buniek na dno
mikrotitracnej nadoby. Po prisadnuti buniek nasledoval dalsi krok, ktorym bolo

ovplyvnenie buniek pripravenymi latkami.

Bunkova kultira HL-60 sa od bunkovej kultiry MCF-7 lisi v tom, Ze na rozdiel
od MCF-7 bunkovej kulttry, ktora patri medzi adherentné bunkové kultury, je bunkova
kultara HL-60 suspenzna. To ma z hl'adiska nasadzovanie buniek na experiment velky
vyznam. V prvom rade sa nam skracuje doba inkubacie o 24 hodin a to z dovodu, ze nie
je nevyhnutné cakat’ kym dojde k prisadnutiu buniek na dno mikrotitra¢nej dosticky.
V druhom rade sme museli inak pracovat’ so samotnou koncentraciou buniek a objemom
buniek a skimanych latok, ktoré boli napipetované do jednotlivych jamocok

mikrotitra¢nej dosticky.

Na zaciatku bolo dolezité stanovit’ si vyslednu koncentraciu buniek a tym padom
aj koncentraciu buniek v jednej jamke. Rovnako aj pri tomto experimente sme pocitali
s koncentraciu 10 000 buniek v jednej jamke. Zvoleni koncentraciu sme dosiahli
zmieSanim pozadovaného mnoZstva média a bunkovej suspenzie v sterilnej plastovej
vanicke. Pri nasadzovani buniek na 96-jamkovt titraénu dosti¢ku sme museli pocitat’
s dvojnasobnou koncentraciou buniek, to pre nds znamenalo 20 000 buniek na jednu
jamku, pretoze ide o suspenzni bunkovu liniu a po pridani skimanych latok ddjde k jej
zriedeniu. Na jednu jamku priSlo 50 pl bunkovej suspenzie a 50 pl média so skimanymi

latkami.

7.9 Ovplyviiovanie nasadenych latok skimanymi latkami

Pri nasadzovani skimanych latok na mikrotitracnu dosti¢ku bolo nevyhnutné

reSpektovat’ niekol’ko kritérii. Zachovanie sterility pracovného prostredia bolo jednym
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z primarnych a kl'acovych kritérii pri manipulécii so skimanymi latkami v zdsobnych
alebo pracovnych roztokoch. Rovnaké kritérium platilo aj pre pracu s bunkovymi
kultGrami. Tato sterilita bola zabezpetena pracou v lamindrnych boxoch. Dal§im
doélezitym kritériom bolo zachovavanie vSetkych bezpecnostnych opatreni a smernic pre

manipulaciu s chemikaliami a bunkovymi kultrami.

Zakladnym krokom pri nasadzovani skiimanych latok na bunkové kultary bolo
pripravit’ si zasobné roztoky pozadovanych koncentracii do sterilnych mikroskumaviek.
Resveratrol aj derivaty resveratrolu sme mali vo forme pevnych latok. Tie sme rozptstali
a d’alej riedili v dimetylsulfooxide (DMSO). Pri priprave zasobnych roztokov z DNR
a DOX je dolezité aby tieto zasobné roztoky boli pripravené az tesne pred samotnym
nasadzovanim latok na mikrotitra¢nti dosticku pre zniZenie adsorpcie DNR a DOX na
steny sterilnej mikroskimavky. DNR a DOX sme riedili na dané koncentracie pomocou

destilovanej vody.

Takto pripravené skimané latky sme pridavali k bunkovej suspenzii. Postup
ovplyviiovania jednotlivych bunkovych kultar sa lisil, nakol’ko sa jedna o dve rozdielne

bunkové kultury.

7.9.1 Proces ovplyvnenia bunkovej kultury MCF-7 skimanymi latkami

Po nasadeni buniek na sterilni mikrotitraénti dosticku sme bunky nechali 24
hodin inkubovat’ za Standardnych podmienok z dévodu prisadnutia bunkovej kultury na
dno sterilnej mikrotitratnej dosticky. Tento proces je detailne popisany v kapitole
nasadzovania buniek (kapitola 7.9.1). Pred ovplyvitovanim skiimanymi latkami sme si do
sterilnych mikroskimaviek pripravili 1 ml kultivaéného média, ktoré bolo predom
vytemperované na teplotu 37°C. Nésledne sme do mikroskiumavky pridali 1 pl skimane;j
latky, ktort sme mali pripravent ako zasobny roztok podla pozadovanej koncentracie.
V pripade ovplyviiovania resveratrolom a jeho derivatmi boli findlne koncentrécie 0,1; 1;
3; 10; 30; 100; 300; 600 uM. Vysledné koncentracie DNR a DOX c¢inili koncentracie 1;
3; 10; 30; 100; 300; 600; 1 000; 3 000; 6 000; 10 000 nM. Pred pridanim skimanych latok
do jednotlivych jamocok 96-jamkovej mikrotitracnej dosticky doslo k vymene starého
média za roztok skimanej latky a média v danej koncentracii v objeme 100 pl do kazde;j

jamky. Na kultivacnej dosticke boli okrem buniek ovplyvnenych skiimanymi latkami
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zahrnuté bunky, ktoré neboli ovplyvnené. Oznacujeme ich ako kontrola, tieto bunky
neboli podrobené pridavku skumanych latok, mézeme teda pocitat’ s tym, ze maju
maximalnu viabilitu. AvSak, ktymto bunkdm bol pridany DMSO v rovnakej
koncentracii, aka sme pouzivali v ostatnych experimentalnych skupinach. Zaroven sa na
dosticke nachadzali jamky, ktoré oznacujeme ako negativna kontrola, alebo blank,
predstavuju teda nulovu viabilitu. Tieto jamky obsahovali len samotné kultivacné
médium. Podrobné rozlozenie mikrotitracnej dosticky aj s prislusSnymi koncentraciami je
popisané nizsie (Tabulka 1 a Tabulka 2). Takto pripravena 96-jamkova mikrotitracna
dosticka bola oznaCend, umiestnena do bunkového inkubdtora a podla Standardnych

podmienok inkubovana po dobu 72 hodin.

...
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=)
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)
)
=
o
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Blank
Kontrola 0,1% (1 pl DMSO + 1 000 pl médium)
Kontrola 0,3% (3 pl DMSO + 1 000 pl médium)
Kontrola 0,6% (6 pl DMSO + 1 000 pl médium)

0,1 uMm (1 pl z 0,1 mM zdsobného roztoku + 1 000 pl médium)

1 pM (1 pl z 1 mM ziasobného roztoku + 1 000 pl médium)

3 pM (1 pl z 3 mM zisobného roztoku + 1 000 pl médium)
10 pM (1 pl z 10 mM zdsobného roztoku + 1 000 pl médium)
30 pM (1 pl z 30 mM zdsobného roztoku + 1 000 pl médium)

100 pM (1 pl z 100 mM zdsobného roztoku + 1 000 pl médium)
300 pM (3 pl z 100 mM zasobného roztoku + 1 000 pl médium)
600 pM (6 pl z 100 mM zidsobného roztoku + 1 000 pl médinm)

Tabulka 1 - Schematicky navrh rozloZenia pokusu (ovplyviiovanie resveratrolom a jeho
derivatmi).
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Tabulka 2 - Schematicky navrh rozloZenia pokusu (ovplyviiovanie DOX a DNR).

7.9.2 Proces ovplyvnenie bunkovej kultury HL-60 skimanymi latkami

Postup ovplyviiovania bunkovej kultiry HL-60 sa 1iSil od postupu popisané¢ho
vysSie, najmi tym, Ze tdto bunkova kultira patri medzi suspenzné bunkové kultury.
V takomto pripade sme hned’ po nasadeni buniek na 96-jamkovu mikrotitraéna dosticku
mohli zahdjit’ proces ovplyviiovania buniek skimanymi latkami. Zo zasobnych roztokov
a kultivaéného média sme do sterilnej mikroskimavky pripravili roztok skiumanej latky
a média v koncentrécii 0,2; 2; 6; 20; 60; 200; 600; 1 200 uM. Tato koncentracia sa tykala
resveratrolu a jeho derivatov. V pripade daunorubicinu sme nasadzovali koncentrécie 2;
6; 20; 60; 200; 600; 1 200; 2 000; 6 000; 12 000; 20 000 nM. Do jednotlivej sterilnej
mikroskimavky sme vzdy pridali 1 pl zadsobného roztoku pozadovanej koncentracie
a 500 pl média, ktoré bolo predom vytemperované vo vodnom kupeli na teplotu 37°C.
Do kazdej z jamiek miktoritracnej dosticky sa nasledne pridalo 50 pl roztoku média
a skimanej latky, tak aby celkovy objem jednej jamky bol 100 ul. Bunky boli nasadené
na dosticku za ucelom cytotoxického experimentu v dvojnasobnej koncentracii. Zaroven
sme pridavali skamané latky v dvojnasobnej koncentracii. Dvojnasobnd koncentracia

oboch zloziek bola pouzitd z dovodu nasledného zriedenia zmieSanim buniek
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a skamanych latok. Rovnako ako v predoSlom pripade aj tu dosticka obsahovala jamky,
ktoré oznacujeme ako kontrola a blank. Podrobné rozlozenie dosticky s prislusSnymi
koncentraciami je zndzornené nizSie (Tabul'ka 3 a Tabulka 4). Mikrotitracna dosticka
bola nasledne oznacena, vlozené do bunkového inkubatoru a inkubovana za Standardnych

podmienok po dobu 72 hodin.
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Blank
Kontrola 0,1% (1 pl DMSO + 500 pl médium)
Kontrola 0,3% (3 pl DMSO + 500 pl médium)
Kontrola 0,6% (6 pl DMSO + 500 pl médium)

0,1 pm (1 pl z 0,1 mM zasobného roztoku + 500 pl médium)

1 pM (1 pl z 1 mM zasobného roztoku + 500 pl médium)

3 pM (1 pl z 3 mM zasobného roztoku + 500 pl médium)
10 pM (1 pl z 10 mM zasobného roztoku + 500 pl médium)
30 pM (1 pl z 30 mM zisobného roztoku + 500 pl médium)

100 pM (1 pl z 100 mM zasobného roztoku + 500 pl médium)
300 pM (3 pl z 100 mM zisobného roztoku + 500 pl médium)
600 pM (6 pl z 100 mM zisobného roztoku + 500 pl médium)

Tabulka 3 - Schematicky navrh rozloZenia pokusu (ovplyviiovanie resveratrolom a jeho
derivatmi).
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Tabulka 4 - Schematicky navrh rozlozZenia pokusu (ovplyviiovanie DNR)

7.10 Stanovenie a vyhodnotenie antiprolifera¢ného twcinku skimanych
latok

Inhibicia proliferacie bunkovych linii bola stanovend pomocou metody MTT.
Metédu MTT zarad'ujeme medzi jeden z najpouzivanejSich a najznamejSich testov.
Podstatou metoédy je premena Zzltého, vo vode rozpustného farbiva MTT [3-(4,5-
dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid] na formazan, ktory je fialovy a vo
vode nerozpustny. Tato premena vznika pésobenim mitochondridlnej reduktazy u zivych
buniek. Tento test je velmi citlivy a vykazuje vynikajicu linearitu. Zaroven je
Standardizovany pre bunkové linie adherentné aj neadherentné (Kumar, Nagarajan, and

Uchil 2018).
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Obrazok 8 - Redukcia MTT na MTT formazan.

Na zaciatku sme si do 50 ml skiimavky s uzadverom pripravili ekvivalentné
mnozstvo MTT roztoku v PBS s koncentraciou 3 mg/ml. Takto pripraveny roztok bol
vytemperovany na teplotu 37 °C vo vodnom kupeli. Na 96-jamkovi dosti¢ku sme
aplikovali do kazdej jamky 25 pl roztoku a za Standardnych podmienok sme dosticku

nechali inkubovat’ po dobu 3 hodin.

Po skonceni 3 hodinovej inkubdcie nasledovalo rozpustenie vytvoreného
formazanu v organickom rozpustadle. Pri bunkovej linii MCF-7 méZeme odstranit’
kultivaéné médium vd’aka adherencii buniek. Nésledne sme do kazdej jamky pridali
100 ul DMSO pomocou multikanédlovej pipety. Mikrotitratna dosti¢ka bola umiestnena
na laboratérnu trepacku priblizne na 10 minut pri rychlosti 650 rpm. Po uplynuti tejto
doby sme pomocou pristroju TECAN zmerali absorbanciu. Absorbancia bola merana pri
dvoch vinovych dizkach — absorpéné maximum fialového formazanu (570 nm)

a referencné meranie zIt¢ého MTT (690 nm).

V pripade neadherentnej bunkovej linie HL-60 sme vytvorené krystaly
formazanu rozpustali v lyzacnom roztoku, ktory sme mali pripraveny ako zasobny
roztok. Pri priprave 500 ml lyzaéného roztoku sme pouzili 475 ml isopropanolu, 4,35 ml
35% HCI a25 ml Triton-X 100. Do vSetkych jamiek dosticky sme pridali 100 pl
lyzacného roztoku. Takto pripraveni mikrotitraéni dosticku sme umiestnili na
laboratérnu trepacku a nechali sme trepat’ minimélne 30 minat pri rychlosti 650 rpm.
V pripade, Ze sme v niektorych jamkéach zaznamenali vacsie zhluky krystalov, zvolili sme
proces resuspendacie, ktory je opisany v kapitole bunkova pasdz (7.6). Nasledne sme
dosticku znovu umiestnili na laboratornu trepacku a trepali d’alSich 45 mintt. Po uplynuti
tejto doby sme tak ako v predoSlom pripade merali pomocou pristroja TECAN

absorbanciu pri dvoch vlnovych diZkach. Kazda koncentracia bola analyzovana
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v technickom kvadruplikate, z C¢oho sme ndsledne ziskali priemernt hodnotu
biologického replikdtu. Pre hodnotenie Statistickej vyznamnosti sme pouzili Styri
biologické replikaty. Takto ziskané hodnoty boli upravené a vyhodnotené¢ v MS Excel.
Hodnoty boli nésledne normalizované, Statisticky a graficky spracované v programe
GraphPad. Hodnoty IC50 (koncentracia skimanej latky, pri ktorej doSlo k zniZeniu

proliferacie buniek o 50%) boli stanovené¢ pomocou GraphPadu.
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8 VYSLEDKY

8.1 Antiprolifera¢né u¢inky na bunkovu liniu MCF-7
V tejto kapitole podrobne rozoberieme antiprolifera¢nt aktivitu DNR, DOX,
RES a jeho analdgov na bunkovej linit MCF-7.

8.1.1 Antiprolifera¢né ucinky DNR, DOX a RES

V pripade DNR S$tatisticky signifikantné znizenie proliferacie buniek oproti
kontrole sledujeme od koncentracie 100 nM. Hodnota ICso bola na trovni 669,3 nM.
Naproti tomu, pri DOX sledujeme Statisticky signifikantné znizenie proliferacie buniek
uz pri koncentracii DOX 1 nM. Avsak, koncentracia DOX 30 nM prejavuje Statisticky
nesignifikantné znizenie proliferacie oproti kontrole. Kazda d’alSia koncentracia prejavila
Statisticki  vyznamnost ana déavke zavislé zniZenie proliferdcie pri hodnote
ICs0 385,6 nM. V pripade RES bolo Statisticky vyznamné a na davke zavislé zniZenie
proliferacie pozorované pri koncentracii 100 pM a hodnote I1Cso 281,5 uM.
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Obrazok 9 - Vplyv DNR, DOX a RES vo vzrastajucich koncentraciach na proliferaciu
bunkovej linie MCF-7. Bunkova proliferdcia je vyjadrena ako priemer zo Styroch merani
spolu so smerodajnou odchylkou. Hodnotenie Statistickej vyznamnosti bolo vykonané
pomocou One-way ANOVA s Post-hoc testom Holm-Siddk; * - Statisticky vyznamné
oproti kontrole; * - P <0,05; **- P <0,01; ***- P <0,001; ****- P <0,0001; stl'pce
neoznacené hviezdickou — nesignifikantna Statisticka vyznamnost.
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8.1.2 Antiprolifera¢né ucinky analégov MC-111, MC-151 a MC-121

Po inkubécii buniek so skimanymi latkami je mozné sledovat’ u derivatu
MC- 111 statisticky signifikantné znizZenie proliferacie od koncentracie 100 uM. Hodnota
ICsobola stanovena na 120,1 uM. Pri MC-151 bolo zaznamenané Statisticky signifikantné
znizZenie proliferacie od koncentracie 30 uM. Hodnota ICso bola stanovena na 141,6 M.
Derivat MC-121 prejavil Statisticky signifikantné znizenie proliferacie od koncentracie
100 uM. Hodnotu ICsp nebolo mozné stanovit ato v dosledku nedostato¢ného
antiproliferacného ucinku tohto derivatu, kde ani pri najvyssej koncentrécii lieCiva

proliferacia buniek neklesla pod 50%.
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Obrazok 10 - Vplyv MC-111,MC-151 a MC-121 vo vzrastajucich koncentraciach na
proliferaciu bunkovej linie MCF-7. Bunkova proliferacia je vyjadrena ako priemer zo
Styroch merani spolu so smerodajnou odchylkou. Hodnotenie Statistickej vyznamnosti
bolo vykonané pomocou One-way ANOVA s Post-hoc testom Holm-Sidak; * - Statisticky
vyznamné oproti kontrole; *- P <0,05; **- P <0,01; ***-P<0,001; ****-P<0,0001;
stlpce neoznacené hviezdickou — nesignifikantnd Statistickd vyznamnost,
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8.1.3 Antiprolifera¢né ucinky analégov MC-122, MC-126 a MC-130

Po inkubacii buniek so skimanymi latkami je mozné sledovat’ u derivatu MC-
122 statisticky signifikantné znizenie proliferacie od koncentracie 300 uM. Pri MC-126
bolo zaznamenané Statisticky signifikantné znizenie proliferacie od koncentracie 30 pM.
Hodnotu ICso nebolo mozné stanovit' ani ujedného ztychto analogov (MC-122,
MC- 126) a to v dosledku nedostatoéného antiproliferaéného ucinku tychto derivatov,
kde ani pri najvyssej koncentrécii lieCiva proliferacia buniek neklesla pod 50%. Derivat
MC-130 prejavil Statisticky signifikantné znizenie proliferacie od koncentracie 10 pM.

Hodnota ICso bola stanovena na 69,48 pM.
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Obrazok 11 - Vplyv MC-122,MC-126 a MC-130 vo vzrastajucich koncentraciach na
proliferaciu bunkovej linie MCF-7. Bunkova proliferacia je vyjadrena ako priemer zo
Styroch merani spolu so smerodajnou odchylkou. Hodnotenie Statistickej vyznamnosti
bolo vykonané pomocou One-way ANOVA s Post-hoc testom Holm-Siddk; * - Statisticky
vyznamné oproti kontrole; *- P <0,05; **- P <0,01; ***-P<0,001; ****-P<0,0001;
stlpce neoznacené hviezdickou — nesignifikantnd Statistickd vyznamnost,
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8.1.4 Antiprolifera¢né ucinky analégov MC-137, MC-136 a MC-108

Po inkubacii buniek so skimanymi latkami je mozné sledovat’ u derivatu MC-
137 Statisticky signifikantné znizenie proliferacie od koncentracie 300 pM. Hodnota ICso
bola stanovena na 558,8 uM. Pri MC-136 bolo zaznamenané Statisticky signifikantné
znizenie proliferacie od koncentracie 100 uM. Hodnota ICsg bola stanovena na 595,3 uM.
Derivat MC-108 prejavil Statisticky signifikantné znizenie proliferacie od koncentracie

300 uM. Hodnota ICsg bola stanovena na 363,9 pM.
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Obrazok 12 - Vplyv MC-137,MC-136 a MC-108 vo vzrastajucich koncentraciach na
proliferaciu bunkovej linie MCF-7. Bunkova proliferacia je vyjadrena ako priemer zo
Styroch merani spolu so smerodajnou odchylkou. Hodnotenie Statistickej vyznamnosti
bolo vykonané pomocou One-way ANOVA s Post-hoc testom Holm-Sidak; * - Statisticky
vyznamné oproti kontrole; *- P <0,05; **- P <0,01; ***-P<0,001; ****-P<0,0001;
stlpce neoznacené hviezdickou — nesignifikantnd statistickd vyznamnost,
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8.1.5 Antiprolifera¢né ucinky analégov MC-138, MC-149 a MC-150

Po inkubdcii buniek so skumanymi latkami je mozné sledovat u derivatu
MC- 138 statisticky signifikantné znizenie proliferacie od koncentracie 300 uM. Hodnota
ICs0 bola stanovend na 396,2 uM. Pri MC-149 bolo zaznamenané Statisticky signifikantné
znizenie proliferacie pri koncentracii 600 pM. Derivat MC-150 prejavil Statisticky
signifikantné zniZenie proliferacie od koncentracie 100 pM. Hodnotu ICso nebolo mozné
stanovit' ani ujedného ztychto analégov (MC-149, MC-150) a to v dosledku
nedostatocného antiproliferaéného Uc¢inku tychto derivatov, kde ani pri najvyssej

koncentracii lieciva proliferacia buniek neklesla pod 50%.
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Obrazok 13 - Vplyv MC-138, MC-149 a MC-150 vo vzrastajucich koncentraciach na
proliferaciu bunkovej linie MCF-7. Bunkova proliferacia je vyjadrena ako priemer zo
Styroch merani spolu so smerodajnou odchylkou. Hodnotenie Statistickej vyznamnosti
bolo vykonané pomocou One-way ANOVA s Post-hoc testom Holm-Sidak; * - Statisticky
vyznamné oproti kontrole; *- P <0,05; **- P <0,01; ***-P<0,001; ****-P<0,0001;
stlpce neoznacené hviezdickou — nesignifikantnd statistickd vyznamnost,
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4

8.1.6 Antiproliferacné ucinky analégov MC-152 a Pinosylvinu

Po inkubdcii buniek so skumanymi latkami je mozné sledovat u derivatu
MC- 152 statisticky signifikantné znizenie proliferacie pri koncentracii 600 uM. Pri
Pinosylvine nebolo zaznamenané Statisticky signifikantné znizenie proliferacie buniek.
Hodnotu ICso nebolo moZné stanovit’ ani u jedného z tychto analogov a to v dosledku
nedostatocného antiproliferaéného uc¢inku tychto derivatov, kde ani pri najvyssej

koncentrécii lieciva proliferacia buniek neklesla pod 50%.
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Obrazok 14 - Vplyv MC-152 a Pinosylvin vo vzrastajucich koncentrdciach na proliferdciu
bunkovej linie MCF-7. Bunkova proliferacia je vyjadrena ako priemer zo Styroch merani
spolu so smerodajnou odchylkou. Hodnotenie Statistickej vyznamnosti bolo vykonané
pomocou One-way ANOVA s Post-hoc testom Holm-Siddk; * - Statisticky vyznamné
oproti kontrole; * - P <0,05; **- P <0,01; ***- P <0,001; ****- P <0,0001; stl'pce
neoznacené hviezdickou — nesignifikantna Statisticka vyznamnost.
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8.2 Antiprolifera¢né Gcinky na bunkovu liniu HL-60

V tejto kapitole podrobne rozoberieme antiproliferacnu aktivitu DNR, RES

a jeho analdgov na bunkovej linii HL-60.

8.2.1 Antiprolifera¢né ic¢inky DNR, RES a analégu MC-111

V pripade DNR S$tatisticky signifikantné znizenie proliferacie buniek oproti
kontrole sledujeme od koncentracie 3 nM. Avsak, koncentracia DNR 10 nM prejavuje
Statisticky nesignifikatné znizenie proliferacie buniek oproti kontrole. Kazda d’alSia
koncentracia prejavila Statistickil vyznamnost’ a na davke zavislé znizenie proliferacie pri
hodnote 1Cso 48,39 nM. V pripade RES bolo Statisticky vyznamné a na davke zavislé
znizenie proliferacie pozorované pri koncentracii 10 pM a hodnote 1Cso 40,56 uM. Pri
derivate MC-111 bola zaznamenana Statistickd vyznamnost’ na zniZenie proliferacie od

koncentracie 10 uM. Hodnota ICso bola stanovena na 63,22 uM.
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Obrazok 15 - Vplyv DNR, RES a MC-111 vo vzrastajucich koncentrdciach na proliferdciu
bunkovej linie HL-60. Bunkova proliferacia je vyjadrena ako priemer zo styroch merani
spolu so smerodajnou odchylkou. Hodnotenie Statistickej vyznamnosti bolo vykonané
pomocou One-way ANOVA s Post-hoc testom Holm-Siddk; * - Statisticky vyznamné
oproti kontrole; * - P < 0,05; ¥* - P <0,01; ***- P <0,001; **** - P <0,0001; stipce
neoznacené hviezdickou — nesignifikantna Statisticka vyznamnost.
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8.2.2 Antiprolifera¢né ucinky analégov MC-151, MC-121 a MC-122

Po inkubdcii buniek so skimanymi latkami je mozné sledovat’ u derivatu
MC- 151 statisticky signifikantné zniZenie proliferacie od koncentracie 30 uM. Hodnota
ICs0 bola stanovena na 120,6. Pri MC-121 bolo zaznamenan¢ Statisticky signifikantné
znizenie proliferacie od koncentracie 100 uM. Hodnota ICsg bola stanovena na 253,8 uM.
Derivat MC-122 prejavil Statisticky signifikantné znizenie proliferacie od koncentracie

30 uM. Hodnota ICso bola stanovena na 208,2 uM.
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Obrazok 16 - Vplyv MC-151, MC-121 a MC-122 vo vzrastajucich koncentrdciach na
proliferaciu bunkovej linie HL-60. Bunkova proliferdcia je vyjadrenda ako priemer zo
Styroch merani spolu so smerodajnou odchylkou. Hodnotenie Statistickej vyznamnosti
bolo vykonané pomocou One-way ANOVA s Post-hoc testom Holm-Sidak; * - Statisticky
vyznamné oproti kontrole; *- P <0,05; **- P <0,01; ***-P<0,001; ****-P<0,0001;
stlpce neoznacené hviezdickou — nesignifikantnd Statistickd vyznamnost,
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8.2.3 Antiprolifera¢né ucinky analégov MC-126, MC-130 a MC-137

Po inkubdcii buniek so skimanymi latkami je mozné sledovat’ u derivatu
MC- 126 statisticky signifikantné zniZenie proliferacie od koncentracie 100 uM. Hodnotu
ICs0 nebolo mozné stanovit’ a to v dosledku nedostato¢ného antiproliferacného ucinku
tohto derivatu, kde ani pri najvyssej koncentracii lie¢iva proliferacia buniek neklesla pod
50%. Pri MC-130 bolo zaznamenané Statisticky signifikantné zniZenie proliferacie od
koncentréacie 10 pM. Hodnota ICso bola stanovend na 12,76 uM. Derivat MC-137 prejavil
Statisticky signifikantné zniZenie proliferacie od koncentracie 100 uM. Hodnota ICso bola

stanovena na 126,3 uM.

61



140+
1204
100+
80
60
40
20+

OMe

mMCc-128
OMde
o
MeO.
N "OMe

HODNOTU IC5o NEBOLO
MOZNE STANOVIT

Proliferacia (% kontroly)

S N R

MC-126 (uM)

140+
120+
100

150+

Hkkk

MC-130 OMe
0
MeQ 100
N

H

kkk

o
b

IC50 =12,76
OMe 0

Proliferacia (% kontroly)

(o2}
?
Proliferacia (% kontroly

N
o
1
Fkdek
Fhkok
Fkdk

007 o
2,
7
0
%D

SRN 2RSS

§
©
MC-130 (uM) MC-130 (log pM)

140+
120+

OMe 150~

MC-137

100
OMe

Iz

o
2

b ICso = 126,3

5
Proliferacia (% kontroly)

Proliferacia (% kontroly

E B

T
SRNN PRSP S o N

o
$ S)
o N o

MC-137 (uM) MC-137 (log M)

Obrazok 17 - Vplyv MC-126, MC-130 a MC-137 vo vzrastajucich koncentrdciach na
proliferaciu bunkovej linie HL-60. Bunkova proliferdcia je vyjadrena ako priemer zo
Styroch merani spolu so smerodajnou odchylkou. Hodnotenie Statistickej vyznamnosti
bolo vykonané pomocou One-way ANOVA s Post-hoc testom Holm-Siddk; * - Statisticky
vyznamné oproti kontrole; *- P <0,05; **- P <0,01; ***-P<0,001; ****-P<0,0001;
stlpce neoznacené hviezdickou — nesignifikantnd Statistickd vyznamnost,
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8.2.4 Antiprolifera¢né ucinky analégov MC-136, MC-108 a MC-138

Po inkubdcii buniek so skumanymi latkami je mozné sledovat u derivatu
MC- 136 statisticky signifikantné znizenie proliferacie od koncentracie 100 uM. Hodnota
ICs0 bola stanovend na 123,7 uM. Pri MC-108 bolo zaznamenané Statisticky signifikantné
znizZenie proliferacie od koncentracie 30 uM. Hodnota ICso bola stanovena na 78,13 pM.
Derivat MC-138 prejavil Statisticky signifikantné znizenie proliferacie od koncentracie

10 uM. Hodnota ICso bola stanovena na 121,0 uM.
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Obrazok 18 - Vplyv MC-136, MC-108 a MC-138 vo vzrastajucich koncentraciach na
proliferaciu bunkovej linie HL-60. Bunkova proliferdcia je vyjadrena ako priemer zo
Styroch merani spolu so smerodajnou odchylkou. Hodnotenie Statistickej vyznamnosti
bolo vykonané pomocou One-way ANOVA s Post-hoc testom Holm-Siddk; * - Statisticky
vyznamné oproti kontrole; *- P <0,05; **- P <0,01; ***-P<0,001; ****-P<0,0001;
stlpce neoznacené hviezdickou — nesignifikantnd statistickd vyznamnost,
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8.2.5 Antiprolifera¢né ucinky analégov MC-149, MC-150 a MC-152

Po inkubdcii buniek so skimanymi latkami je mozné sledovat’ u derivatu
MC- 149 statisticky signifikantné znizenie proliferacie od koncentracie 100 uM. Hodnota
ICs0 bola stanovend na 301,9 uM. Pri MC-150 bolo zaznamenané Statisticky signifikantné
znizenie proliferacie od koncentracie 30 uM. Hodnota ICso bola stanovena na 195,3 uM.
Derivat MC-152 prejavil Statisticky signifikantné znizenie proliferacie od koncentracie

100 uM. Hodnota ICso bola stanovena na 226,5 pM.
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Obrazok 19 - Vplyv MC-149, MC-150 a MC-152 vo vzrastajucich koncentrdciach na
proliferaciu bunkovej linie HL-60. Bunkova proliferdcia je vyjadrenda ako priemer zo
Styroch merani spolu so smerodajnou odchylkou. Hodnotenie Statistickej vyznamnosti
bolo vykonané pomocou One-way ANOVA s Post-hoc testom Holm-Sidak; * - Statisticky
vyznamné oproti kontrole; *- P <0,05; **- P <0,01; ***-P<0,001; ****-P<0,0001;
stlpce neoznacené hviezdickou — nesignifikantnd Statistickd vyznamnost,

66



8.2.6 Antiprolifera¢né ucinky Pinosylvinu

Pri Pinosylvine bolo zaznamenané Statisticky signifikantné znizZenie proliferacie
buniek od koncentracie 100 pM. Hodnotu ICso nebolo mozné stanovit’ a to v dosledku
nedostatocného antiproliferaného uc¢inku tohto derivatu, kde ani pri najvysSej

koncentracii lieciva proliferacia buniek neklesla pod 50%.
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Obrazok 20 - Vplyv Pinosylvinu vo vzrastajucek koncentrdacii na proliferaciu bunkovej
linie HL-60. Bunkova proliferacia je vyjadrend ako priemer zo Styroch merani spolu so
smerodajnou odchylkou. Hodnotenie Statistickej vyznamnosti bolo vykonané pomocou
One-way ANOVA s Post-hoc testom Holm-Sidak, * - Statisticky vyznamné oproti
kontrole; * - P < 0,05; ** - P < 0,01; *** - P < 0,001; **** - P < 0,0001; stlpce
neoznacené hviezdickou — nesignifikantna Statisticka vyznamnost.
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9 DISKUSIA

Antracykliny st sucastou najucinnejsSej klasickej terapie v protinadorovej
liecbe. Klinické pouzitie tychto lieCiv je obmedzené kardiotoxicitou, ktora patri medzi
ich casty neziaduci uCinok. Neddvne S§tadie potvrdili, ze cielom antracyklinov

v kardiomyocytoch je TOP IIp (Kerestes et al. 2024).

V ramci tejto prace sme pracovali s dvomi bunkovymi liniami, ktoré tvorili
zaklad pre hodnotenie antiproliferacnej aktivity ANT a to DOX a DAU. Bunkova linia
MCF-7 je liniou karcindému prsnika, ktord je vyuzivand mnohymi vyskumnymi
skupinami uz viac ako 40 rokov (Chen, Liu, and Yan 2022). Bunkové linia HL-60
predstavuje bunky akutnej myeloidnej leukémie. Tato bunkova linia patri medzi
suspenzné bunkové linie, v ktorych bunky rasti v suspenzii v médiu. Umoziiuje ndm
sledovat’ pochody, ktoré si zamerané¢ na proliferaciu a diferenciaciu leukemickych

buniek (Collins 1987).

Vysledky naznacuju predpokladany antiproliferacny €inok ANT pri bunkovych
linid<ch MCF-7 a HL-60. Hodnoty ICso pri MCF-7 bunkovej linii poukazuji na niZ$iu
ucinnost DNR (ICso = 669,3 nM) ako DOX (ICso = 385,6 nM), Co je zrovnatelné
napriklad so Stidiou (Lovitt, Shelper, and Avery 2018), kde 1Cso pre DOX bola 225,2 +
64,2 nM. Antiproliferacné U¢inky DNR na bunkovej linii HL-60 boli stanovené na
hodnotu ICsp = 48,39 nM, ¢o je vysSie ako predchadzajuce vysledky nasej vyskemne;j
skupiny (ICso=19 nM), ale stile zrovnate'né (Jirkovska et al. 2013). Hodnotenie
antiproliferacného u¢inku DOX a DNR v rdmci tejto prace bolo na zaciatku zamyslané
so zamerov vytvorit kombinacie DOX a DNR s RES ajeho novo syntetizovanymi
analogmi hlavne na bunkovej liniit MCF-7. AvSak, nakoniec sme sa rozhodli pre skimanie
antiproliferacného Uc¢inku aj na bunkovej linie HL-60 a kombinacné Studie vykonat’

v dalSom vyskume.

RES (3,4',5-trihydroxy-trans-stilbén), prirodzene vyskytujuci sa fytoalexin je
produkovany rastlinami za lohou ich ochrany pred stresom a patogénmi. Najvacsiu
popularitu ziskal po tom ako sa zistilo, ze RES vyskytujici sa v ¢ervenom vine ma
kardioprotektivny Uc¢inok. V roku 1997 sa ukdazali jeho protinadorové ucinky, ktoré
zabranovali nadorovému Sireniu u karcinomu koze u mysi (Jang et al. 1997). RES sa
vyskytuje v dvoch geometrickych izoméroch. Vacsiu stabilitu prejavuje trans-izomér,

ktory nesie protinddorové a zdravotné ucinky RES. Napriek tomu, tento izomér podliecha
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vplyvom UV ziarenia a vysokému pH premene na cis-izomér, ktory nie je stabilny.
Chemoprotektivne ucinky RES modzeme sledovat v Styroch hlavnych krokoch
karcinogenézy, a to v Stadiu iniciacie, propagacie, progresie a metastazovania. Jeho
ucinnost’ v protinddorove;j terapii bola potvrdena in vitro a sicasne aj in vivo. Vlastnosti
RES ho preduréuji k zabezpeceniu doplnkovej terapie pri konvenénej chemoterapii.
Toxicita RES je podmienena jeho davkou a diZkou trvania lie¢by. Jednorazové davky
RES, ktoré nepresiahnu 1 g na denn lieCby predstavuji malé alebo dokonca ziadne
neziaduce ucinky. Pri davke nad 0,5 g/den, ktora bola podavana pocas jedného mesiaca
sa moézu objavit’ mierne neziaduce U¢inky ako nevolnost, hnacka, bolest’ hlavy alebo
vyrazka. Vo vSeobecnosti sa ale RES povazuje za dobre tolerované liecivo pri davke pod

1 g/deii (Ren et al. 2021).

In vitro $tadie potvrdili proapopticky G¢inok RES na bunkéch adenokarcindmu
prostaty (LNCaP), na bunkach prsného karcindmu (MCF-7), na HelLa bunkach a na
bunkéach karcinému pedene (HepG2) (Meng et al. 2020). Dalej sa potvrdil Géinok RES
pri potlacani rastu kolorektidlneho karcindmu (HCT116) (Berretta et al. 2020). Pokles
bunkovej proliferacie a viability spojeny s procesom apoptdzy je ucinkom RES na
bunkach l'udskej epitelovej rakoviny pl'ic (NCI-H460) (Wright et al. 2017) a na 'udskych
leukemickych bunkach (HL-60) (Fan et al. 2018). Hodnoty ICso zistené v ramci Stadii
boli stanovené u bunkovej linit MCF-7 na hodnotu 131,0 uM (Schmidt, et al. 2020), a pri
bunkovej linii HL-60 po 48 hodinovej inkubacii na hodnotu 30 uM (Fan, et al. 2018).
Pri¢om nami namerand hodnota ICso bola stanovend na 281,5 uM pri bunkovej linii

MCEF- 7, a pri bunkovej linit HL-60 na hodnotu 40,56 uM.

Stadie vykonané Demoulinom et al. klasifikuja RES ako TOP 1II jed, ktory
stabilizuje kovalentny medziprodukt enzym-DNA a vyvoldva stimul na spustenie
apoptozy zavislej od p53. Tieto Stadie zaroven potvrdili, Ze RES je menej G¢inny ako
etopozid a na dorovnanie jeho uCinku by sme museli pouzit' koncentraciu RES, ktora
bude 2-4 krat vysSia (Demoulin et al. 2015). Na druhej strane, novSie Studie vykonané
Lee et al. ukazuja, Zze RES ma minimalnu alebo ziadnu schopnost’ vystupovat’ ako jed
TOP 11, ale naopak ma schopnost’ inhibovat’ aktivitu ATPazy a vystupuje ako katalyticky
inhibitor TOP II. LieCivd patriace do tejto skupiny preukdzali efekt spojeny
s kardioprotektivnym a protinadorovym uc¢inkom (Lee, Wendorff, and Berger 2017).
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Po preukazani kardioprotektivnych a protinddorovych t¢inkov RES, ktoré maju
pravdepodobne stvis s inhibiciou TOP II sme sa zamerali na hl'adanie novych lieciv,

ktoré by mohli byt’ potencionalne ucinnejsie ako RES.

Hrladanie novych lie¢iv, ktoré ovplyvituji TOP II je dblezitym aspektom v boji

proti rakovine a rovnako aj pre vyvoj novych terapeutickych stratégii (Nitiss 2009).

Analégy RES boli syntetizované vyskumnou skupinou doc. Roha na Katedre
organickej a bioorganickej chémie (Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové, Univerzita
Karlova). Jednotlivé analégy RES sa liSili polohou apoctom methoxylovych
a hydroxylovych skupin. Pinosylvin a analog MC-111 mali rovnaky zékladny skelet ako

RES. Ostatné anal6gy mali namiesto spojovacieho eténu naviazanti amidova skupinu.

RES a jeho novo syntetizované derivaty boli vo v§eobecnosti menej tspesné pri
bunkovej linit MCF-7, nakol’ko sledujeme, Ze hodnotu ICso sme neboli schopny stanovit’
u derivatov MC-121, MC-122, MC-126, MC-149, MC-150, MC-152 a Pinosylvinu,
pretoze nedoslo k znizeniu proliferacie buniek pod 50% oproti kontrole. Koncentracia
RES a jeho derivatov potrebna na zniZenie proliferacie buniek na polovicu bola priblizne
1 000x vysSia, ako u DOX alebo DNR. Najvyssi antiproliferacny uc¢inok pri tejto
bunkovej linii predstavoval analog MC-130, kde hodnota ICso bola 69,48 uM.

RES a jeho analégy predstavovali u bunkovej linii HL-60 potenciondlne lepsi
ucinok. Analdgy, ktoré nezniZovali bunkovu proliferaciu pod 50% st Pinosylvin
a MC- 126, z tohto dovodu sme neboli schopny stanovit’ hodnotu ICso a to v dosledku
nedostatocnej antiprolireracnej aktivity. Rovnako ako pri bunkovej liniit MCF-7, aj pri
tejto bunkovej linii sme na znizenie proliferacie buniek na polovicu vyuZzivali
koncentréciu, ktora bola priblizne 1 000x vyssia ako koncentracia DNR. Platia rovnaké
podmienky ako v pripade bunkovej linie MCF-7. Najvyssiu inhibiciu proliferacie

sledujeme u analogu MC-130, kde hodnota ICso bola 12,76 uM.

Antiprolifera¢né Uc¢inky RES preukazovali Statisticky signifikantné a na davke
zavislé znizenie bunkovej viability pri oboch bunkovych liniach. V pripade bunkove;j linie
MCF-7 bola hodnota ICso = 281,5 uM a pri bunkovej linii HL-60 bola hodnota
IC50=40,56 pM. Na zéklade porovnania hodnot ICso je zrejmé, ze RES ma silnejsi
antiprolifera¢ny u¢inok na bunkovej linii HL-60. Uginok analégu MC-111 na pokles

bunkovej viability predstavoval silnejsi U¢inok pri  bunkovej linii  HL-60

70



(ICso = 63,22 uM) ako pri bunkovej linii MCF-7 (ICs0=120,1 uM). Rovnako posobil aj
analog MC- 151, ktorého hodnoty ICso boli stanovené¢ u HL-60 na 120,6 uM a pri
MCF- 7 na 141,6 uM. VysSia antiproliferacné aktivita bola zaznamenand pri bunkove;j
linii HL-60 aj u analogov MC-137 (ICso = 126,3), MC-136 (ICso= 123,7), MC-108 (ICso
=78,13 uM), MC-139 (ICso= 121,0 uM) pricom, rovnaké analogy, ale u MCF-7 naberali
hodnoty MC- 137 (ICso = 558,8 uM), MC-136 (595,3 uM), MC-108 (ICso =363.9)
aMC- 138 (ICso = 396,2 uM). Zvysné analogy MC-121 (ICso= 253,8 uM), MC-122
(ICso =208,2 uM), MC-149 (ICso = 301,9 uM), MC-150 (ICso = 195,3 uM) a MC-152
(ICs0=226,5 uM) prejavili Statisticky vyznamné a na davke zavislé znizenie bunkovej

proliferacie oproti kontrole len pri bunkove;j linii HL-60.

Najvicsia limitacia pouzitia RES je jeho zla rozpustnost' a nizka biologicka
dostupnost’ po perordlnom podani. Zlepsit jeho biologicki dostupnost moédzeme
inkorporaciou RES do micel alebo lipozomov. V stcasnosti sa stale popularnejSimi
stdvaju nanotechnoldgie, ktoré sa taktiez podielaji na zvySovani rozpustnosti
a biologickej dostupnosti RES. Nanoformulacie sa zdaju byt preferované a to hlavne
z dovodu ich selektivneho pdsobenia na konkrétne miesta a zniZovania toxicity (Ren, et

al. 2021).

Z nameranych vysledkov tejto diplomovej prace moZeme konStatovat, ze
samotny RES a niektoré z testovanych analégov preukézali sI'ubné ucinky na pokles
viability na bunkovych linidch MCF-7 a HL-60 a mohli by byt pouzité ako potencionélne
ucinné protinadorové lie¢iva. RES samotny uz protinadorové u¢inky preukézal a to najma
na bunkovych linidch spomenutych vyssie. Jeho ucinok bol vSak hodnoteny aj na
modeloch in vivo. Ddlezité je poznamenat, Ze na objasnenie presného mechanizmu

ucinku tychto analdégov st potrebné d’alSie vyskumy.
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10 ZAVER

Vysledky predkladanej diplomovej prace poukazuji na antiproliferacnt aktivitu
vybranych a klinicky pouzivanych antracyklinov a zarovenn sa zaoberaju vysledkami
a hodnotenim antiproliferaénych Uc¢inkov resveratrolu ajeho novo syntetizovanych
analogov. Tieto vysledky ndm pomohli ziskat uzito¢né informdacie ohladom uz
jestvujucich antiproliferacnych ucinkoch resveratrolu a zabezpecili ziskat’ novy néhl'ad

na analogy resveratrolu.
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11 ZOZNAM SKRATIEK

ANT

ATTC

DEX

DMEM

DMSO

DNA

DNR

DOX

EDTA

ER

FBS

HEPES

MHC

mtDNA

MTT

NT-proBNP

P/S

PBS

PR

RES

antracykliny

americka banka bunkovych linii(American Type Culture Collection)
dexrazoxan

kultivaéné médium (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

daunorubicin

doxorubicin

etyléndiaminotetraoctova kyselina

estrogénny receptor

fetalne bovinné sérum

pufor; N-2-hydroxyethylpiperazin-N’-2-etansulfénova kyselina
myozin tazkého retazca

mitochondridlna deoxyribonukleova kyselina
3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
N-terminalny proB-typ natriuterického peptidu

zmes penicilin/streptomycin

fosfatovy pufor

progesteronovy receptor

resveratrol
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T/E

t-AML

t-APL

TOP 11

VLEF

zmes trypsin s EDTA

akutna myeloidna leukémia
akutna promyelocytova leukémia
topoizomeraza II

lava komora ejekénej frakcie
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