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Abstrakt

N 24

jejich incidence neustale stoupa. | ptes velky rozvoj terapeutickych metod b&éhem
poslednich let jsou tato onemocnéni stale obtizné 1éCitelnd. Neuroblastom (NB) je maligni
embryondlni nador déti, vychazejici z periferniho nervového systému a jedna se o
nejcastéjsi nador v détské populaci. Pro jeho 1é¢bu se vyuziva jak chirurgického zékroku,
tak chemoterapie pomoci cytostatik. Doxorubicin je protinadorové 1é¢ivo, jehoz
cytotoxicky cinek je zalozen na mnoha mechanizmech a jednim z nich je interkalace do
molekuly DNA. Spektrofotometricky byla stanovovéna ptitomnost doxorubicinu v DNA,
kterd byla izolovana z lidskych neuroblastomovych linii UKF-NB-4 a UKF-NB-4P°%°,
vystavenych pusobeni tohoto cytostatika. Touto metodou se vSak nepodafilo ptfitomnost

doxorubicinu detekovat.

Kli¢ova slova: neuroblastom, doxorubicin, intrekalace, spektrofotometrie



Abstract

Cancerous diseases are among the most serious problems of modern medicine and
their occurrence is constantly increasing. Despite the significant development of
therapeutic methods during recent years, this disease remains difficult to treat.
Neuroblastoma (NB) is a malignant embryonal tumor in children, emerging from the
peripheral nervous system and is the most frequent tumor in children. It is treated
surgically and also with chemotherapy using cytostatic drugs. The cytostatic drug
Doxorubicin has become very significant in treating cancer. Doxorubicin is a anticancer
medication whose cytotoxic effect is based on a number of mechanisms, one of which is
the intercalation into DNA molecules. Spectrophotometry was used to detect the presence
of doxorubicin in the DNA derived from human neuroblastoma cell lines UKF-NB-4 and
UKF-NB-4P°%° exposed to this substance. This method, however, failed to detect the

presence of doxorubicin.
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Seznam pouzitych zkratek:

ATB
BAX
BCL2
BCLX
DNA
DNR
DOXO
DOXOL
dsDNA
EDTA
FAS
FBS

IM
IMDM
LDH
MALDI
MIBG
MPEG
MS/MS

MYCN
p53
p.a.

pb
PBS
PCR

PEG
pH

antibiotikum

proapoptoticky protein ,,Bcl-2 associated-X*
antiapoptoticky protein ,,B-cell lymphoma-2*
antiapoptoticky protein ,,B-cell lymphoma-extra large*
deoxyribonukleova kyselina

daunorubicin

doxorubicin

doxorubicinol

double-strand DNA

kyselina ethylendiamintetraoctova

receptor, téZ znam jako apoptoticky antigen 1 (APO-1)
fetalni hovézi sérum

infarkt myokardu

kultiva¢ni medium ,,Iscove’s Modified Dulbeccos Medium*
laktatdehydrogenaza

z anglického ,,Matrix-assisted laser desorption/ionization*
metajodbenzylguanin

methoxy-polyelthylenglykol

tandemova hmotnostni spektrometrie ,,tandem mass
spektrometry*

onkogen, z angl. ,,myelocytomatosis viral related,
neuroblastoma derived gen*

protein o molekulové hmotnosti 53 kDa (dle metody SDS-
PAGE)

pro analyzu

pary bazi

sodno-fosfatovy pufr s obsahem NaCl (,,phosphate-buffered
saline®)

z anglického ,,polymerase chain reaction*
polytehylenglykol

zaporny dekadicky logaritmus koncentrace H iontii



RNA
ROS
SHELDI
TBE pufr
uv
UV-RRS

ribonukleova kyselina

reaktivni formy kysliku ,,reactive oxygen species*

z anglického ,,Surface-enhanced laser desorption/ionizatin®
pufr obsahujici Tris, kyselinu boritou a EDTA

z anglického ,,ultra violet*

UV-rezonan¢ni Ramanova spektroskopie



1. Uvod

Zhoubné novotvary patii hned po onemocnéni kardiovaskularniho systému
K nejcastéjSim pii¢inam Gmrti ve vSech civilizovanych zemich [1]. Incidence nadorovych
onemocnéni naristala v priibéhu druhé poloviny 20. stoleti mimoiadnou rychlosti. V Ceské
republice takto onemocni kazdy tfeti obCan a pfiinou kazdého ctvrtého umrti je nador.
Nadorova onemocnéni postihuji jedince kazdého veku, tedy od narozeni az po vysoké
stari [2]. OvSem tato choroba postihuje stale mladsi ro¢niky, coz je dano zejména odlisnou
skladbou potravy, ale rovnéz stresem a kontaminaci zivotniho prostfedi [3]. Nadorové
buniky se od normalnich bunék lisi pfedevsim tim, Ze se trvale a nekontrolovatelné mnozi.
Jedna se o slozity, vicestupiiovy proces (Obr. 1, str. 9). Vznik nadorového onemocnéni
(karcinogeneze) je vyrazem naruSeni piisné udrzované rovnovahy mezi bunécnou
proliferaci, diferenciaci, migraci a programovanou smrti bufiky, ¢ili apoptozou [2]. Lécba
nadorovych onemocnéni je komplikovana z divodu, Ze jeji pomoci potfebujeme znicit
buiiky télu vlastni a nikoli cizorodé. Nadorové bunky se vice ¢i méné 1is$i od bunék
normalnich, ale odliSnosti jsou bud pfili§ malé, takZze jsou imunitnim systémem
ignorovany nebo nadorové bunky vyuzivaji mechanismy, které jim umoznuji paralyzovat
nékteré¢ zbran€ imunitniho systému. Cilem veSkerych opatieni je co nejcasnéjsi diagnoza,
aby se nador zastihl v pocate¢nich stadiich a bez generalizace, tedy jesté kurabilni [1, 3].
Pro 1é¢bu naddorovych onemocnéni se vyuziva vétsi pocet rizny 1écebnych metod, z nichz
tii lze povazovat za hlavni a to jsou chirurgickd lécba, radioterapie (vcetné terapie
radionuklidy) a chemoterapie (véetné megaterapie zajisténé transplantaci kostni diené nebo
hematopoetickych kmenovych bunék) [2]. Az do 20. let 20. stoleti zGstavala chirurgicka
lécba jedinou protinddorovou léebnou metodou. Objev a vyuziti rentgenovych paprski
piedstavoval zcela novy zptisob protinadorové terapie. Az ve 40. letech minulého stoleti
se zaCala vyuzivat chemoterapie pomoci cytostatik a z pivodné doplikové metody se
Vv pribéhu 60. let stala jedna z hlavnich 1é¢ebnych metod [4]. Z chemického hlediska se
jedna o velmi pestrou skupinu latek, jenZ riiznymi mechanismy zpomaluji nebo zastavuji
rist a mnozeni nadorovych bunék. Idealni protinddorova latka by méla zcela znicit
nadorové bunky, aniz by doslo k poskozeni bunék normalnich, nicméné zadné z dosud
pouzivanych cytostatik bohuzel takové vlastnosti nema [5]. Mezi nejbéznéji pouzivana
cytostatika patii slouceniny na bazi platiny, jako je cisplatina, karboplatina nebo

oxaliplatina. Druhou vyznamnou skupinou protinddorovych 1éCiv jsou slouceniny



generujici radikaly jako doxorubicin a epirubicin, jez patii do skupiny cytostatik inhibujici
replikaci a transkripci DNA svoji nekovalentni vazbou do této dvousroubovice [6].
Nejcastéji se vsak uplatiiuje kombinace riznych metod protinadorové 1écby.
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Obr. 1: Schéma vicestupriového procesu karcinogeneze - nejprve dochdzi kvystaveni organismu riznym druhiim
karcinogennich latek, coZ miiZe mit za ndsledek modifikaci DNA a pokud nedojde kopravé, nastupuji tii fdze
karcinogeneze a to iniciace, promoce a progrese, kdy dochdzi ke vzniku malignanci [7].

1.1. DNA

Zjisténi, ze geneticka informace je ulozena v polymerni molekule ve formé kodu
zprosttedkovaného pouze Ctyfmi typy monomernich jednotek, patii k jednomu
z nevyznamnéjsich objevu 20. Stoleti [8].

Schopnost uchovavat a prenaset genetickou informaci maji nukleové kyseliny, které
rozliSujeme na dva zakladni typy a to kyselinu ribonukleovou (RNA) a kyselinu
deoxyribonukleovou (DNA). Lidskou DNA tvoii 3.10° part bazi (pb), které jsou
usporddany do 23 parti chromosomi. Pfesnd sekvence vSech 3 miliard pb je u kazdého
jedince unikatni [8].

Zékladni stavebni jednotkou je nukleotid, ktery vznika spojenim dusikaté baze,
nukleovych kyselin jsou adenin, guanin (purinové baze), cytosin a thymin (pyrimidinové

baze) a v molekule RNA je misto thyminu uracil (Obr. 2, str. 10) [8, 9].
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Jednotlivé baze jsou s cukernou slozkou vazany prosttednictvim N-glykosidové vazby na
prvnim uhliku pentosy [8, 9]. Tyto monomerni jednotky jsou v DNA spolu spojeny pomoci

3¢, 5S*—fosfodiesterovych vazeb, pficemz tvoii linearni fetézec (Obr. 3) [8].
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Obr. 3: Cast Fetézce molekuly DNA. Purinové a pyrimidinové bdze, adenin (A), thymin (T) a guanin (G), jsou pomoci N-
glykosidovych vazeb Navaizany na kostru DNA, kterd je tvorena jednotkami 2'-deoxyribosy spojenymi fosfodiesterovymi
vazbami [10].

V roce 1950 byl navrzen model dvousroubovicové DNA (Obr. 4, str. 11) Watsonem,

Crickem a Wilkinsnem, ktefi vychazeli z predpokladu, ze koncentrace deoxyadenosinu
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v DNA je ckvivalentni koncentraci doxythymidinu a koncentrace deoxyguanosinu je

ekvivalentni koncentraci deoxycytidinu [8].

¥ 5
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sugar phosphate
backbone

- G

Obr. 4: Dvousroubovice DNA [11]

Mezi pfisluSnymi purinovymi a pyrimidinovymi bazemi na protilehlych vldknech jsou
vodikové mustky, které drzi oba fetézce pohromadé, ale také se zde uplatiuji van der
Waalsovy a hydrofobni interakce. Mezi deoxyadenosinem a doxythymidinem jsou dvé
vodikové vazby, které vznikaji mezi vysoce elektronegativnimi atomy N a O, zatimco
deoxyguanosin s deoxycytidinem jsou spojeny pomoci tii vodikovych mistkd, z ¢ehoz je

patrné, ze tato vazba je siln€jsi a odolngjsi vuéi denaturaci (Obr. 5) [8].
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Obr. 5: Pdrovani mezi andeninem a thyminem zahrnuje vznik dvou vodikovych miistkii. Mezi guaninem a cytosinem

vznikaji t7i vodikové miistky. Na obrdzku jsou vodikové interakce zndzornény prerusovanymi carami. [8]

Dva tetézce DNA, takto spojené pomoci vodikovych vazeb, spolecné obtaceji stiedovou

osu a vytvareji tak dvousroubovici. Mluvime tedy o dvouvlaknové DNA (,,double stranded
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DNA“-dsDNA). Vlakna v dvousroubovicové DNA jsou antiparalelni, coz znamend, Ze
smér fosfodiesterovych vazeb jednoho tfetézce v DNA (5° — 3°) je opacny oproti sméru
vazeb druhého fetézce (3° — 5°) [8]. Jako vSechny makromolekuly, jsou i molekuly
nukleovych kyselin vedle primarni struktury charakterizovany jesté strukturami vy$s$imi, a
to konformaci v prostoru. Béznd forma DNA je pravotoCivd dvousroubovice a za
fyziologickych podminek, tedy pii relativné nizké koncentraci soli a vysokém stupni
hydratace, existuje DNA ve formé B (Obr. 6). Pokud vSak snizime relativni obsah vody na
75 % ptechazi do konformacniho uspotradani A, kdy tvoii Sirsi a vice plochou pravotoc¢ivou

Sroubovici (Obr. 7) [9].

Obr. 6: Struktura B-DNA [9] Obr. 7: Struktura A-DNA [9]

1.2. Konven¢ni protinadorova chemoterapie

Pokroky molekularni biologie a genetiky nam umoznily hlubsi poznani patogeneze
nadorového bujeni, které vedlo k identifikaci kli¢ovych struktur podilejicich se na maligni
transformaci. Tyto objevy obohatily 1é¢ebné moznosti, to vedlo k zavedeni novych
lécebnych modalit, ale téZ k moznostem individualizované 1é€by. Vedle konvencni
(klasické) chemoterapie jsou dnes jiz k dispozici dal§i modality, zejména cilend 1écba.
Konvenéni (necilend) chemoterapie byla zavedena do klinické praxe na zakladé
preklinickych a klinickych zkuSenosti s protinddorovou uc¢innosti urcitého ptipravku u
riznych typd ndadorovych onemocnéni. Pouzivanid cytostatika Ize oznacit jako
Sirokospektra a jen zfidka je cytostatikum urceno k 1écbé jednoho druhu nadoru.
Konvenéni cytostatika se vazi na urcité bunécné struktury (DNA, RNA, cytoskelet,
proteiny) a inhibuji jejich funkci, ale jen slabé inhibuji interakce mezi proteiny [12]. Jen

nepiimo indukuji apoptézu (druhotné cestou genotoxického stresu a zastavy bunécéného
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cyklu) [13]. Ktémto cytostatikim se fadi antimetabolity, genotoxicka cytostatika, kam
patii pravé zkoumany doxorubicin, antimitotika, modifikované formy konvencnich
cytostatik a dal$i. Jako proté&jSek ¢i dopln€k k malo specifické konvenéni chemoterapii
vznikla nova lécebnd metoda, tzv. cilena chemoterapie. Rozdil v Gfinku konvencni
chemoterapie a cilené 1é¢by je znazornén na Obr. 8 [4]. Problémy konvenc¢ni 1éEby jsou

v

vedlejsi Géinky cytostatik a také mozny vznik rezistence.

NORMALNITKAN

NADOROVA TKAN

KONVENCNI
CHEMOTERAPIE

Zni¢eni znaéné ¢asti normalnich

Caste¢né vyplenéni nadorovych
bunék, minimalni poskozeni NKB.
Vysoké riziko relapsu.

proliferujicich bunék. Repopulace
zajisténa normalnimi kmenovymi
bunkami. Vysoka toxicita.

CILENA

® ‘. CHEMOTERAPIE
®

® =o

Oe

e
D=5
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nadorovych bunék. Omezené
poskozeni NKB. Riziko relapsu trva.
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proliferujicich bunék je omezené.
Omezena toxicita.

S @@
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® @
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®

Zniceni NKB a ¢asti nadorové populace.
Zbylé nadorové buriky spontanné zahynou
apoptézou. Lécba zajisti trvalé vyléceni.

Minimalni poskozeni normalnich
bunék. Minimalni toxicita.

nadorova kmenova burika (NKB) normadaini kmenova bunka

R znic¢ena nadorova kmenova burika R zni¢ena normalni kmenova burika
. nadorova bunka ‘ normalni burika

. znicena nadorova bunka ‘ znicena normalni bunka

Obr. 8: Zndzornéni zdkladnich rozdili v ucinku mezi konvencni (4), cilenou (B) a supercilenou (C) chemoterapii.
Zobrazena je toxicita chemoterapie jak vii¢i nadorovym buinikam (levy sloupec), tak vuci zdravé tkani (pravy sloupec)

véetné ucinku na kmenové buniky [4].
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1.3. Rezistence

Uginnost protinadorové 1é&by je ¢asto vyrazné omezena vznikem rezistence. Miize
se jednat o primarni necitlivost nddorovych buné€k urcitého histopatologického typu
Kk cytostatiku (tzv. primarni rezistence), necbo mnohem c¢astéji se setkavame s druhotnou
rezistenci, coZ je rezistence ziskand, ktera vznikd az v prubéhu cytostatické 1écby, kdy se
pivodné citliva nadorova populace stava rezistentni a uc¢innost této 1écby je snizena.[4]

Mechanismy latkové rezistence maji komplexni povahu a jsou vazany na tyto
zakladni pochody (Obr. 9, str. 15) — zménu farmakokinetiky (snizena resorpce, zvySené
vyluovani, popf. urychleny katabolismus) a zménu cytokinetiky. Zmény cytokinetiky
nastavaji s nardstajici populaci nadoru, kdy vétsi ¢ast bunék prechazi do faze Go, ve které
je citlivost na chemoterapii omezena a s pribyvajici populaci nadorovych bun¢k vznikaji
nasledné sekundarni mutace bunék, které jsou pfi¢inou vzniku rezistentnich bunéénych
klonli. MtiZe dochéazet ke snizeni koncentrace nebo aktivity enzymi, které jsou nutné pro
konverzi cytostatika v G¢innou latku, nebo naopak zvysSeni koncentrace enzymd, jenz se
podileji na biodegradaci cytostatika. Omezeni priniku chemoterapeutika bunécénou
membranou ¢i poruSeni nitrobunééné distribuce (naptf. do lysosomil) mohou byt dalsi
Z pficin vzniku rezistence. Rezistenci miZe plsobit 1 zvySena rychlost opravy DNA. Velmi
dilezitym mechanismem vzniku rezistence je porucha mechanisml apoptoézy zpisobena
zvySenou expresi apoptotickych molekul (BCL2, BCLX aj.) nebo inaktivaci
proapoptotickych efektorti (napt. p53, BAX, FAS) [4].
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Obr. 9: Schématické zndazornéni moznych mechanismii rezistence na cytostatika [4]

1.4. Doxorubicin

Doxorubicin (DOXO) je antracyklinové antibiotikum (ATB). Antracyklinovd ATB
patii do skupiny genotoxickych konvencnich cytostatik, jenz pisobi inhibici replikace a
transkripce DNA a jedna se o jedny z netc¢inngjSich cytostatik. Inhibice replikace DNA
vznikd nésledkem alterace DNA zpusobené cytostatikem (genotoxicky ucinek). Jde o
pfimé poskozeni struktury jiz hotovych nukleovych kyselin. Pravé k tomuto strukturdlnimu
poskozeni nukleovych kyselin mize dojit rozmanitym zptisobem: alkylaci, rozstépenim
molekuly DNA a nebo interkalaci, kam se fadi jiz zminovana antracyklinova antibiotika
[4]. Pro interkalacni latky je charakteristicka linearné anelovana molekula a to umoznuje
jeji vsunuti do dvouSroubovice DNA, kde se v usecich obsahujicich guanin vaze
vodikovymi vazbami. Biochemickym dusledkem této vazby je jiz zminéna inhibice
replikace DNA a inhibice syntézy RNA [5]. Tato skupina ATB zahrnuje daunorubicin
(DNR), epirubicin (EPI), idarubicin (IDA) a vneposledni fadé nejvyznamnéjsim
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zastupcem je doxorubicin (DOXO). Jde o latku, jenz byla izolovana v 60. letech 20. stoleti
z kultur plisn¢ Streptomyces peucetius [14]. DOXO je téZ znam pod nazvem adriamycin.
Jedna se o hydroxyderivat DNR (14-hydroxydaunorubicin). Chemicky vzorec DOXO je:
(8S,10S) — 10 - [(3 —amino - 2,3,6 — trideoxy — o — L —lyxo - hexapyranosyl)oxy] - 6,8,11
— trihydroxy — 8 - (hydroxyacetyl) — 1 — methoxy - 5,7,8,9,10,12 — hexahydrotetracen -
5,12— dion (Obr. 10). Tato molekula se sklada z chinonového aglykonu, ktery je odvozen
od ¢astecné hydrogenovaného tetracenu a z bazického cukru daunosaminu, jenz je pfipojen
V poloze 10 pomoci glykosidické vazby. Konjugovany systém aglykonu je chromoforem
pro viditelnou oblast. Diky tomu se DOXO vyznacuje charakteristickym Cervenym

zbarvenim [5].

NH,

Obr. 10: Chemické vzorce antracyklinovych antibiotik - doxorubicin (DOX), daunoribicin (DNR), epirubicin (EPI) a
idarubicin (IDA) [15]

Jako hydrochlorid je doxorubicin podavan intravenézné (i. v.) rozpustén ve
fyziologickém roztoku. Po peroralnim podani se vstiebava velmi malo [16]. Ve velké mife
je metabolizovan ptfedevsim v jatrech a je vyluCovan Zluci, mala frakce je pak vylu€ovana
modi. Existuji dvé dulezité metabolické pfemény DOXO a to na primarni metabolit
Doxorubicinol (DOXOL), ktery vznika redukci postranniho fetézce karbonylové skupiny
v pozici C-13. Druha metabolicka cesta predstavuje redukéni deglykosidaci za vzniku 7-
deoxydoxorubicinonu a 7-deoxydoxorubicinolonu (Obr. 11, str. 17) [17]. Ma Siroké
uplatnéni v klinické praxi predevS§im u hematologickych malignit, lymfomt 1 celé fady
solidnich nadorii. Podava se pfevazné v kombinacich s jinymi cytostatiky ve formé
kratkodobé nebo kontinualni infuze. Nejzavaznéjsi je jeho kardiotoxicita, jejiz riziko roste

s kumulativni davkou doxorubicinu, pfedeviim po prekroeni 300 mg/m? [2].
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Obr. 11: Metabolismu doxorubicinu [17]

1.4.1. Mechanismus u¢inku doxorubicininu

Cilem cytostatické lécby je omezeni rGstu nadoru, tedy omezeni bunécéné
proliferace nadorovych bun¢k. Hlavnim mechanismem u¢inku DOXO a antracyklinovych
ATB je interkalace, tedy nekovalentni vazba cytostatika na molekulu DNA
(Obr. 12, str. 18) [4].

Pro sledovani interakci a vztaha proteind, nukleovych kyselin a nizkomolekularnich
latek se vyuziva fada analytickych technik a postupt. Soucasné technologie se zamé&iuji
pfedevSim na hmotnostni spektrometrii MALDI a SHELDI ¢i tandemové detekce MS/MS.
Nevyhody jsou vSak v nutné upravé vzorku pied provedenim analyzy. DalSi intenzivné
rozvijenou oblasti jsou techniky array technologii a vramci téchto technik nachazi
uplatnéni elektrochemickd detekce. Vyuzitim této metody byla sledovéna interakce
protinddorového 1é¢iva doxorubicinu s nukleovymi kyselinami. Interkalovany doxorubicin
snizoval redoxni signaly CA (cytosin/adenin) dsDNA a pravdépodobné téz dochdzelo
k dal§$im strukturnim zménam, které se projevovaly V rizné tvorbé vrstev na povrchu

pracovni elektrody. Kromé signdlu CA dsDNA byl také pozorovan signal odpovidajici
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doxorubicinu. Pomoci elektrochemickych metod lze detekovat interkalaci DOXO do
molekuly DNA [18]. Pro dalsi vyzkum interkace doxorubicinu a DNA bylo vyuzito
metody SERS (povrchem =zesileny Ramantv rozptyl) a UV-rezonanéni Ramanovy
spektroskopie (UV-RRS), kdy bylo zjisténo, ze interakce doxorubicinu a DNA je
realizovana vazbou tohoto 1éCiva na adenin a guanin [19]. Vyzkum, pfi kterém byla
pouzita metoda 32P-postlabeling, prokazal, ze oproti ellipticinu, ktery tvoii kovalentni
adukty, nebyly zadné kovalentni adukty detekovany u DNA vystavené pravé pisobeni

doxorubicinu [20].

Obr. 12: Zndzornéni uicinku cytostatik A) alkylacniho B) interkalacniho [4]

Interkalace daného cytostatika do struktury DNA zptlisobi jednak ztratu funkce
polymeraz a dalSich enzymi a proteinti vazicich se na DNA, ¢imz je zablokovana replikace
a transkripce, ale také mize dochazet ke vzniku mutaci DNA [14]. Krom¢ interkalaéniho
mechanismu se DOXO dokaze vazat na bunéfnou membranu (vazba na bilkovinu a
fosfolipid membrany) a zintenziviuje tak sviij cytotoxicky ucinek [2]. Dale funguje jako
blokada funkci topoizomerazy II [4]. Topoizomerazy jsou enzymy, které se podileji na
zménach v prostorovém uspofadani DNA, pii jeji replikaci pfed délenim bunky.
Topoizomeraza II se vaze na oba fetézce DNA a pulsobi jejich pferuSeni a opétné spojeni.
Pfi blokad¢ tohoto enzymu se nespojuji jednotlivé ¢asti DNA a ta se proto rozpada [4, 21].
Topoisomerazou II indukované poSkozeni DNA je doprovazeno zastavou buné¢ného ristu
v G; a G, fazi a apoptozou [22]. V neposledni fadé dochazi k tvorbé reaktivnich forem

24

doxorubicinu, a tim je kardiotoxicita [2].
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1.4.2. Nezadouci u¢inky doxorubicinu

I pfes své Siroké vyuziti je tento 1€k stadle méné atraktivni vzhledem ke
kardiotoxickym vedlejsim G¢inkim po ukonceni 1é¢by [23, 24]. Navic nékteré studie
zjistily, ze pacienti 1é¢eni DOXO méli zvySené riziko infarktu myokardu a Ze toto riziko
pretrvava az 25 let po 1é¢bé DOXO [25]. LéEba DOXO vykazuje srde¢ni remodelaci, ktera
ma za nasledek srde¢ni fibrozy a apoptdézy myocyti [26]. Bylo zjisténo, ze doxorubicin
indukuje tvorbu komplexti s aminokyselinami v myokardu [22]. Pouziti DOXO je proto
limitovano pravé vysokou kardiotoxiciou v disledku vzniku reaktivnich slou¢enin kysliku
a pii piekro¢eni davky muze tedy dojit k selhani srdce. Navic kardiotoxicita roste s vékem,
nebot’ ve vyssim véku se télo zbavuje toxickych latek pomaleji. K selhani srdce miize dojit
pii prekroeni davky 300 mg/m? (n&které zdroje uvadgji 400 mg/m? i 450 mg/m?). PH
dosazeni takového mnozstvi je nutné volit jinou, mnohdy mén¢ u¢innou 1é¢bu [2, 6].

Snaha omezit toxicitu pouzivanych a ucinnych cytostatik je Casto realizovana
vazbou na nosice, které¢ vyhodnym zptisobem méni farmakokinetiku cytostatik a omezuji
jejich nezadouci 0c¢inky. Nejcastéji se pouziva enkapsulace cytostatik v liposomech,
pegylace cytostatik, pfipadné pegylace liposomi, vzacnéji pak vazba na jiné nosice.
Liposomy jsou lipidové partikule o velikosti 1-2 um s vnéjsi lipidovou vrstvou tvorenou
zpravidla dvéma lipidovymi membranam a vnitinim isolovanym kompartmentem obsahuji
cim vodny roztok, do kterého je inkorporovano cytostatikum. Liposomy snadnéji pronikaji
do tkan¢ nadoru, jehoz nové tvofené cévy nemaji souvislou endotelovou vystelku a
prakticky postradaji pericyty, zatimco unik do tkani parenchymatéznich organt
s nefenestrovanym endotelem je ztiZzen. Do této skupiny patii liposomalni doxorubicin, kdy
se cytostatikum uvolfiuje z liposoml ptimo v nddorové tkani a v metastazach, coz zvysuje
protinadorovy ucinek. Ve dvou klinickych studiich byl shledan signifikantni pokles
kardiotoxicity u liposomalni formy doxorubicinu ve srovnani s klasickym doxorubicinem
pii expozici stejnym davkam cytostatika [4].

Dalsi mozZnosti modifikace konvenc¢nich cytostatik je pegylace, tedy vazba
cytostatika na polyethylenglykol (PEG). Pegylace omezuje degradaci latky v cirkulaci,
zarucuje delsi polocas vylucovani a vyznamné omezuje toxicitu pfi nezmeénéné efektivite.
Tato metoda je vhodnd 1 pro liposomalni formy (napf. liposomalni pegylovany
doxorubicin), které polyetylenglykolovy potah chrani pied degradaci a omezuje jejich
rozpoznani a pohlceni mononukledrnim fagocytarnim systémem. Liposomalni pegylovany

doxorubicin (Obr. 13, str. 20) je oproti liposomalnimu doxorubicinu oSetien pravé touto
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pegylaci, kdy wvn¢j§i vrstva lipidové dvojvrstvy je pokryta  methoxy-
polyelthylenglykolovou (MEPG) vrstvou. Pegylace snizuje clearance liposomalniho
doxorubicinu a prodluzuje jeho biologicky polocas. Diky své malé velikosti pronika
vétsina pegylovanych liposomt velmi dobie do nitra nadorové masy, kdezto cévni sténa
normalnich tkani je pro né¢ mnohem méné pfistupna.(Obr. 13). To zajistuje pomérné
selektivni prinik DOXO do nddorovych bun€k s nizkou toxicitou vic¢i zdravym tkanim,

véetné kardiotoxicity [4].

methoxypolyethylenglykol

nadorova kapildra

fosfolipidova membrana

pegylovany lipozomalni doxorubicin

Obr. 13: Schéma Struktury pegylovaného liposomdlniho doxorubicinu (vlevo) a akumulace pegylovaného liposomdlniho
doxorubicinu v solidnich nadorech [27]

1.5. Nadorova onemocnéni déti

Nadorovéa onemocnéni u déti jsou druhou nejéastéjsi pfi¢innou imrti po urazech a
nejcastéjsi pri¢innou tmrti u déti mezi chorobami vibec (Obr. 14, str. 21). Zhoubné nadory
u déti se od zhoubnych nadord v dospélosti zasadné odlisuji a to tim, ze u déti se jedna o
rychle rostouci nadory s vysokym podilem rustové frakce a také mnohem diive dochazi
K metastazam. Nicméné pravé diky témto vlastnostem jsou nadory u déti daleko vice

chemosenzitivni a radiosenzitivni nez nadory, které se typicky vyskytuji v dospé€losti [28].
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Obr. 14: Priciny umrti v détském véku (vpravo) a typy nadorii v détském véku (vlevo) [29]

1.5.1. Neuroblastom

Jednd se o maligni embryonalni nador déti, vychazejici z periferniho nervového
systému (neuronti autonomnich ganglii sympatiku, prekurzorovou bunkou je neuroblast
neuralni liSty). Neuroblastom je jednim z nejcastéjsich solidnich nddord détského véku,
CastéjSi jsou jen nadory mozku a michy, tvofi pfiblizn€ 6-8 % vSech nadorovych
onemocnéni u déti a u kojencit je nejcastéjSi malignitou vibec. 90 % pftipadd je
diagnostikovano do 5 let véku ditdte a v Ceské republice kazdorotné zjisténo 25-30 déti
postiZzenych neuroblastomem. Jednou z charakteristik tohoto onemocnéni je jednak vékove
specificka incidence klesajici s vékem, ale také vysokd heterogenita biologického chovani.
Pravdépodobnost vyléceni zavisi na véku pfi stanoveni diagndzy, rozsahu onemocnéni a
biologickych charakteristikaich nddoru. Neuroblastom muze byt diagnostikovan kdekoli
Vv t¢le, kde je pfitomen sympaticky autonomni nervovy systém. Primarni nador se nejcastéji
vyskytuje Vv retroperitoneu, pfi¢emz vice nez v poloviné téchto piipadl je postizena dien
nadledviny. Dal§imi typickymi lokalizacemi jsou krk, zadni mediastinum a mala
panev [30]. Lokalizace metastaz je zavisla na véku, coz je pravé jednou z biologickych
zvlastnosti neuroblastomu. V novorozeneckém a cCasném kojeneckém veéku se jedna o
typické metastazy do jater, kostni dfen¢ a kiize. V pozd&jsim véku jsou typické metastazy

do kosti a to zejména kalvy (klenba lebec¢ni), orbity (o¢nice) a do dlouhych kosti [28].
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Neuroblastom se projevuje systémovymi piiznaky, mezi které typicky patii Ginava,
nechutenstvi, slabost, zmény chovani, anemie. Paraneoplastické projevy, tedy projevy
nadorového onemocnéni, které jsou razné¢ vzdalené od vlastniho mista nadoru, ale
souviseji snim a nékdy na n¢j mohou upozornit. U neuroblastomu se setkavame
s protilatkami souvisejici akutni myoklonickou encefalopatii. Ta se projevuje jako
opsoklonus myoklonus. Jedna se o rychlé, mimovolni pohyby oc¢nich bulbi vSemi sméry
(opsoklonus) a motoricka dyskoordinace koncetin a trupu projevujici se myoklonickymi
zaSkuby svali (myoklonus). Dale se setkavame s ptiznaky souvisejici se sekreci
vazoaktivniho intestindlniho polypeptidu (VIP), coz mé za nésledek neprospivani a
vodnaté prijmy. Také se sem fadi ptiznaky spojené s nadmérnou produkci katecholamini
(poceni, navaly zarudnuti, bolesti hlavy) [28].

Dle novych poznatkli je neuroblastom charakterizovan nenahodnymi
chromozomalnimi zménami v nadorovych buiikach, znichz nékteré jsou asociovany
s agresivitou onemocnéni. Nejdulezitéjsi genetickou abnormalitou u neuroblastomu je
amplifikace onkogenu MYCN v nadorové tkani u 20-25 % pftipadd, ktera je nezavislym
negativnim prognostickym znakem. Dal§i prognosticky vyznamné zmény zahrnuji
chromozomy 1, 11 a 17 (delece 1p, delece 11q, zisk 17q) [30]. Mezi dalsi nadorové
markery patii pfedev§im katecholaminy a jejich metabolity stanovené v moci (kyselina
vanilmandlovd a homovanilov4, dihydroxyfenylalanin), které pomahaji potvrdit
diagnozu [28]. Mezi dalsi ukazatele patii zvySené hodnoty laktatdehydrogenazy (LDH),
ferritinu ¢i chromograninu. Vysokou senzitivitu a specificitu pro detekci kostnich metastaz
a metastatického postizeni v lymfatickych uzlinach a mekkych tkanich mé scintigrafické
vySetfeni pomoci metajodbenzylguaninu (*3-1 MIBG, popt. ***-1 MIBG) [30].

Aktualni revize ,,International Nauroblastoma Pathology Classification® rozlisuje
periferni  neuroblastické nadory neuroblastom, ganglioneuroblastom, nodularni
ganglioneuroblastom a ganglioneruom. Zasadni je vySetfeni genetickych markerd
z nadorové tkané molekularné biologickymi metodami (ploidita, amplifikace MYCN a
dalsi). Ohledné terapie se na zdkladé mezinarodniho konsensu, ktery zahrnuje jak klinické,
tak histopatologické a molekularné genetické znaky, jsou pacienti rozdé€leni do skupin
nizkého, stiedniho a vysokého rizika. Pacienti nizkého rizika vyzaduji po operaci pouze
pozorovani nebo jsou léceni relativné malo zatéZujicimi bloky konvencni chemoterapie a
trvalé vyléceni je mozné ve vice nez 95 % piipadi. U pacientl se stfednim rizikem je

vyléceno piiblizné 85 % a je zadouci operace a konven¢ni chemoterapie, popiipadé
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radioterapie. Nemocni vysokého rizika maji i pfes veskerou intenzifikaci 1é€by prognodzu
relativné Spatnou, prezivda méné nez 50 % téchto pacienti a jejich léCba sestava
z konven¢ni chemoterapie, vysocedavkované chemoterapie s podporou autolognich bunék
krvetvorby, radioterapie a diferenciacni bioterapie retinoidy, popiipadé také terapeutického
MIBG [30].

Na vznik neuroblastomu mize mit vliv piisobeni nékterych toxickych latek, kterym
jsou zeny vystaveny béhem téhotenstvi a to predevsim latky obsazené v tabakovém kouii,
marihuané¢ nebo alkoholickych napojich [31]. Nicméné nékteré studie neprokazaly
spojitost mezi pozivanim téchto latek a vnikem neuroblastomu, ovSem pii pozivani
marihuany v prvnim trimestru téhotenstvi bylo prokazéno zvySeni rizika vzniku
neuroblastomu. Jiné studie uvadéji pfipadnou moznost zvySeni rizika vzniku tohoto

onemocnéni pii pouzivani barev na vlasy béhem tehotenstvi [32, 33].
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2. Cil prace

Cilem této bakalaiské prace bylo zjistit, zda dochazi k vazbé doxorubicinu na molekulu
DNA bunéénych linii UKF-NB-4 a UKF-NB-4 rezistentni na doxorubicin
(UKF-NB-4P9%9). K dosazeni vysledki bylo postupovéano podle nasledujicich kroki:

o Kultivace bunéénych linii
o lzolace DNA

o Spektrofotometrické stanoveni ptitomnosti doxorubicinu v molekule DNA
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3. Material a metody

3.1. Material

Ebwe Pharma (Rakousko): doxorubicin

Gibco (USA): sodny fosfatovy pufr s obsahem NaCl (PBS), agarosa

Invitrogen (USA): READY-LOAD 1 Kb PLUS DNA Ladder

Lonza (Svycarsko): fetdlni hovézi sérum (FBS)

PAA (Rakousko): Trypsin-kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)

Penta (CR): ethanol, izopropylalkohol

Quiagen (Némecko): Pregen Core Kit A pro izolaci DNA

Therma Scientific (USA): ,Iscove’s Modified Dulbeccos Medium*“ (IMDM) s L-
Glutaminem

Top-Bio (CR): PCR vkladaci pufr bromofenolova modf a xylen cyanol)

TBE pufr: pH 8,0-8,1 (1 M Tris, 0.9 M kyselina borita, 0.01 M EDTA) pfipraveno
v 1ékarné FN Motol

Vsechny chemikalie byly Cistoty p.a. (pro analyzu) nebo lepsi.

Neuroblastomové bun&éné linie UKF-NB-4 a UKF-NB-4°°%° pyla darem profesora

Jindficha Cinatla, DrSc. z Goetheho univerzity ve Frankfurtu nad Mohanem.

25



3.2. Metody:

3.2.1. Kultivace neuroblastomovych bunéénych linii

Neuroblastomové bunééné linie UKF-NB-4 a UKF-NB-4 rezistentni na
doxorubicin (UKF-NB-4°9%°) byly kultivovany v IMDM médiu, obohaceném 10%
hovézim fetalnim sérem (FBS). Kultivace probihala v inkubatoru Shel lab ( USA) pii 37
°C s 5% CO, a 95% vlhkosti vzduchu. Buitky UKF-NB-4°°%° byly kultivovany
s doxorubicinem, aby jeho koncentrace v mediu byla 92nM. Bunééné linie byly
pasazovany v pravidelnych intervalech 2x tydné. Buiiky byly promyty PBS a poté byly z
povrchu kultiva¢nich lahvicek uvolnovany pomoci 0,05% roztoku trypsinu v PBS a
resuspendovany v dostateném mnozstvi média.

Bunécéné linie byly kultivovany v lahvickach o kultivaéni plose 25 cm? a 75 cm®.

3.2.2. Poditani bunék

Po trypsinaci a resuspendovani bunék, bylo odebrano 20 ul bunééné suspenze, ktera
byla dale 9x tedéna PBS. Bunky byly pocitdny v Biirkerové komirce umisténé v
mikroskopu. Pocet bunék v jednom mililitru média odpovida poc¢tu bunek spocitanych v 9

, . . . . e %1t 4
¢tvercich Biirkerovy komiirky nasobeném fedénim a 10™.

3.2.3. Pfiprava vzorki

Dale byly linie kultivovany na Petriho miskach o kultiva¢ni plose 60,1 cm?. Do
média byl pfidavan doxorubicin, jehoZ koncentrace byla 2 mg/ml tak, aby vysledna
koncentrace v médiu byla: 1uM, 10uM a 120uM. Dvé misky byly ponechdny bez pfidavku
cytostatika. Kultivace UKF-NB-4 a UKF-NB-4°%%° v prostiedi doxorubicinu probihala
24 hodin, popiipadé 4 hodiny.
Po inkubaci byly bunky pomoci kultivacni Skrabky uvolnény ze dna Petriho misky.
Bunééna suspenze byla centrifugovana po dobu 2 minut pti 1200 RMP pii 25 °C na
centrifuze Universal 320 R (Hettich, Némecko). Poté byla vétSina supernatantu odebrana a
bunécna peleta byla resuspendovdna v 1ml PBS s naslednou centrifugaci za stejnych
podminek. Opét byla odstranéna vétSina supernatantu, K peleté bylo ptidano 700 ul PBS a

nasledné byla ptenesena do mikrozkumavky a opét probéhla centrifugace po dobu 2 minut

26



pti 1200 RMP pfii 25 °C. Supernatant byl odstranén a pro dalsi praci byla pouzita peleta
buné¢k byla pro dalsi pouziti uskladnéna pii -20 °C.

3.2.4. 1zolace DNA
Izolace DNA byla provadéna pomoci kitu Pregen Core Kit A.

K peleté bun¢k bylo pridano 300 pl ,,Cell Lysis Solution* a promiseno na vortexu Biosan
Combi-Spin. Poté bylo do zkumavky piidano 1,5 pl ,,Puregene Proteinase K“ a
invertovanim 25 krat byla smés promichdna a inkubovana ptes noc pii teploté 55°C a
700 RPM na pfistroji Thermomixer comfort (Eppendorf, Némecko). Nasledujici den bylo k
této smési pridano 1,5 pl ,,RNase A Solution* a opét doslo k promichani invertovanim
25 krat. Mikrozkumavky byly umistény do vodni 14zn¢ Grant a inkubovany po dobu 30
minut pii 37 °C. Nasledné byl vzorek umistén 1 minutu na led, aby se rychle zchladil.
Ke vzorku bylo pfidano 100 ul ,,Protein Precipitacion Solution* a 20 sekund vortexovano.
Poté byly vzorky umistény do centrifugy Centrifuge 5415 R (Eppendorf, Némecko) a
centrifugovany po dobu 3 minut pfi 13 200 RPM a 4°C. Doslo k vysrazeni proteint, které
se usadily na dné zkumavky. Byl tedy opatrné odebran supernant tak, Ze mensi mnozstvi
bylo ponechano ve zkumavce, aby nedosSlo k nabrani pelety s proteiny. Sepernatant byl
premistén do nové zkumavky a byla provedena centrifugace pii stejnych podminkach.
Opét doslo k odebrani supernatantu do nové zkumavky a bylo k nému ptidano 300 pl
izopropanolu. Poté byl vzorek velmi opatrné€ invertovan zhruba 50 krat, dokud nedoslo k
vysrazeni bilého viditelného vldkna (DNA). V ptipad€ vzorku, ktery plivodné obsahoval
koncentraci doxorubicinu 10 pM bylo vldkno zbarveno cervené. Byla provedena
centrifugace po dobu 2 minut pii pokojové teploté a 13 200 RPM. Supernatant byl opatrné
odstranén tak, aby nedoSlo k poSkozeni pelety a zkumavka s peletou byla vysuSena
buni¢inou. Nasledné bylo pfidano 300 pl 70% ethanolu a promichano v ruce, aby se peleta
rozpustila. Poté byly vzorky centrifugovany po dobu 2 minut pfi 13 200 RPM a pokojové
teploté. Supernatant byl odstranén a zkumavka s peletou byla ponechdna po dobu 5 az 10
minut na buni¢ing, aby doslo k vysuSeni (nez peleta zprusvitnéla). Nakonec bylo ptidano
20 az 100 pl ,,DNA Hydration Solution* podle velikosti pelety a vortexovano po dobu 5
sekund. Nésledné¢ byly vzorky inkubovany po dobu 1 hodiny ve vodni lazni o teploté
65 °C. Poté byla ovéfena kvalita pomoci elektoroforézy na agarosovém gelu. Koncentrace

izolované DNA byla urena spektrofotometricky na zékladé¢ absorbance vzorku pii 260
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nm, a to podilem Aj4/0,02. Jednotky kouncentrace DNA jsou ng/ul. Cistota DNA byla
také stanovena spektrofotometricky. Cistotu udéavaji pomeéry absorbanci Ajeo/Azso. Pomér
Anso/Azgo by mél byt pro Cistou DNA v rozmezi 1,8-2. VSechna tato stanoveni byla
provedena na spektrofotometru ND-1000 (Nanodrop, USA).

3.2.5. Elektroforéza na agarosovém gelu

Tato metoda byla pouzita k ovéfeni kvality DNA a také jako kontrola délky
fragmentti dané DNA.
Pro ptipravu gelu bylo pouzito 0,4 g agarosy a 25 ml TBE pufru. Tato smés byla zahtata
pro rozpusténi agarosy a poté se nechala vychladnout. Roztok byl zamichan a nalit do
elektroforetické vany s hiebenem a gel se nechal zatuhnout. Poté byla vana s gelem, ze
které byl vyjmut hieben vlozena do elektroforetické aparatury a byla naplnéna TBE
pufrem. Do jamek bylo aplikovano 7 ul vzorku DNA s PCR vkladacim pufrem, ktery
usnadiiuje monitorovani prabéhu elektroforézy DNA fragmentt.. Aparatura byla uzaviena,
pfipojena ke zdroji napéti. Elektroforéza se nechala probihat pii 90 V po dobu 30-40
minut. Po ukonceni elektroforézy byl gel vyjmut a vloZzen do nadoby s ethidium bromidem
(10 mg/ml) a nasledné promyt vodou. Poté byl vyhodnocen v pfistroji Geldock darkroom
kabinet (Bio-Rad, USA) pomoci UV lampy.

3.2.6. Spektrofotometrické stanoveni pritomnosti doxorubicinu v DNA

Toto stanoveni probihalo na spektrofotometru NanoDrop ND-1000. Nejprve bylo
prométeno absorpéni spektrum doxorubicinu o koncentaci 0,2 mg/ml v rozmezi vinovych
délek 220 — 800 nm. Jako blank byla pouzita destilovana voda.
Poté byly stejnym zpisobem zméieny vSechny vzorky, které byly nafedény tak, aby mély
koncentraci 300 ng/ul a jako blank bylo pouzito DNA Hydration Solution. Méfeni
probé&hlo 3x.
Stejné méfeni bylo provadéno na spektrofotometru Helios a (Thermo Scientific, USA).
Nejprve bylo tedy zmétfeno absorpcni spektrum samotného doxorubicinu o koncentraci
0,03 mg/ml v rozmezi vinovych délek 220-800 nm. Jako blank byla pouzita destilovana

voda.
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Poté byly stejnym zplisobem zméfeny vSechny vzorky a jako blank bylo pouzito DNA
Hydration Solution. Koncentrace vSech vzorki byla 30 ng/pl. VSechny vzorky byly

zméteny 3X.
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4. Vysledky a diskuse

Tato prace se zabyva vazbou doxorubicinu na DNA. Bunécné linie UKF-NB-4 a
UKF-NB-4P9%° byly vystaveny plisobeni tohoto cytostatika (1uM a 10uM) po dobu 24
hodin a (120uM) po dobu 4 hodin. Doxorubicin je jedno z neju¢inngjsich antracyklinovych
antibiotik. Ma Siroké uplatnéni v klinické praxi a to zejména pii 1é¢bé rakoviny prsu, plic,
vajec¢nikt, Hodgkinova lymfomu a dalSich v kombinaci s jinymi léky. Dale se vyuziva
k 16¢bé neuroblastomu (nadorové onemocnéni vyskytujici se zejména u déti). Pusobi tak,
ze zpomali nebo zastavi rist nddorovych bunék v téle a to interkalaci do molekuly DNA
[34, 35]. Vysledky publikované v né€kolika studijich udavaji, Ze doxorubicin vykazuje
absorpéni maximum pii vinové délce 480 nm [36, 37]. Téchto vlastnosti bylo vyuzito
v pfedkladané bakalarské praci.

Z neuroblastomovych bun&enych linii UKF-NB-4 a UKF-NB-4°%*° byla izolovana DNA

a spektrofotometricky byla detekovana pfitomnost doxorubicinu. Snimky bunécné linie
UKF-NB-4 inkubované bez doxorubicinu a UKF-NB-4 inkubované¢ s 10uM

doxorubicinem jsou na Obr. 15.

Obr. 15: Snimky lidskych neuroblastomovych bunécnych linii UKF-NB-4 (A), UKF-NB-4 vystavené piisobeni
doxorubicinu (10uM po dobu 24 hodin), (B), porizené mikroskopem Olympus 1X51, zvétseno 200x.

4.1. Izolace DNA

Pro nase meéfeni bylo nezbytné izolovat DNA =z lidskych neuroblastomovych
bun&énych linii UKF-NB-4 a UKF-NB-4P°%°_ Izolace probihala podle postupu, uvedeném
v kapitole 3.2.4. na stran¢ 27. Jiz pii ziskani pelety DNA z bunéénych linii UKF-NB-4,
které byly kultivovany s 10uM doxorubicinem po dobu 24 hodin bylo patrné, ze doslo
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k vazbé doxorubicinu do jeji struktury, coz se projevovalo zménou barvy pelety (Obr. 16).
Peleta DNA izolovani z bun&énych linii UKF-NB-4°°%°, které byly kultivovany se
stejnou koncentraci doxorubicinu nevykazovala takové zbarveni, ale byla ¢isté bila. Z toho
1ze soudit, Ze nedoslo k navazani tohoto cytostatika do rezistentni linie viilbec nebo velmi

malého mnozstvi.

Obr. 16: Modrou Sipkou je oznacena peleta DNA bunécné linie UKF-NB-4 inkubované po dobu 24 hodin s 10uM
DOXO (A), peleta DNA bunécné linie UKF-NB-4P%%C inkubované po dobu 24 hodin s 10uM DOXO (B)

Cistota a koncentrace vzorkii byly zjistény spektrofotometricky na pfistroji NanoDrop
ND-1000. Pro méfeni na tomto spektrofotometru je zapotiebi pouze 1 pl studovaného
roztoku.

Jelikoz rizné latky absorbuji pii riznych vinovych délkach rtzné, byly vybrany vinové
délky 280nm, 260nm. Pii 280 nm absorbuji nejvice proteiny, piti 260 nm nukleové
kyseliny.

Cistotu udavaji poméry absorbanci Ago/Azgo. Pomeér Azgo/Azgo by mél byt pro Cistou DNA
Vv rozmezi 1,8-2. Ziskana data jsou uvedena v Tabulce 1, strana 32. Cistota viech métenych
vzorkl byla v tomto intervalu, a tedy spliiovala veskeré podminky pro dalsi praci. VSechny

vzory byly upraveny tak, aby mély stejnou koncentraci 300 ng/pl.
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Tabulka 1: Koncentrace a Cistota DNA

Koncentrace izolované DNA byla urcena spektrofotometricky na zdklade absorbance vzorku pri 260 nm a poté byla
upravena tak, aby byla u vSech vzorkii stejnd (300 ng/ul).

DNA izolovana z linii Koncentrace [ng/ul] | ¢istota
UKF-NB-4 562,0 1,90
UKF-NB-4 s 1uM doxorubicinem 302,4 1,92
UKF-NB-4 s 10pM doxorubicinem 805,8 1,86
UKF-NB-4 s 120uM doxorubicinem 389,6 1,93
UKF-NB-4P9%° 368,5 1,90
UKF-NB-4°°%° s 1uM doxorubicinem | 510,3 1,92
UKF-NB-4°%° s 10uM doxorubicinem | 1014,3 1,97

4.2. Elektroforeza na agarosovém gelu

Podle postupu popsaném v kapitole 3.2.3. na strané 26 byly buné¢né linie
UKF-NB-4 a UKF-NB-4°°%© pripraveny pro experiment a poté z nich byla ziskana DNA
pomoci kitu pro izolaci DNA ,,Pregen Core Kit A“. K izolaci DNA bylo pouzito pfiblizné

2,5%x10° bungk. Kvalita DNA byla analyzovana pomoci agarosové elektroforezy podle
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postupu uvedeném v kapitole 3.2.5. na stran¢ 28. Fotografie vysledného gelu je zobrazena
na Obr. 17.

Do jamky ¢. 1 bylo naneseno 5 ul markeru ,,READY-LOAD 1 Kb PLUS DNA Ladder*
pro urceni velikosti fragmentu DNA a do jamky €. 2-5 pak 7 ul smési vzorku DNA
z bunécné linie UKF-NB-4 se vzriistajici koncentraci doxorubicinu (OuM, 1uM, 10uM a
120uM). Do jamky ¢. 6-8 bylo naneseno stejné mnozstvi DNA zbunéénych linii
UKF-NB-4"%%° rovn&z se vzrustajici koncentraci doxorubicinu (OuM, 1uM a 10uM).
Z Obr. 17 je patrné, ze pii izolaci DNA nedoslo k jeji fragmentaci a tudiz je vhodna pro

experimentalni stanoveni.

12. 000 pb

Obr. 17: Fotografie agarosového gelu se vzorky DNA: 1-marker,
2- DNA izolovand z UKF-NB-4,
3- DNA izolovana z UKF-NB-4 24h inkubované s
1uM DOXO,
4- DNA izolovana z UKF-NB-4 24h inkubované s
10uM DOXO,
5- DNA izolovand z UKF-NB-4 4h inkubované s
120uM koncentraci DOXO,
6- DNA izolovand z UKF-NB-4P°%°,
7- DNA izolovand z UKF-NB-4P%%C 24} inkubované
s luM DOXO,
8- DNA izolovand z UKF-NB-4P°%© 24h inkubované
s 10uM DOXO
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4.3. Spektrofotometrické stanoveni pritomnosti doxorubicinu v molekule DNA
pomoci spektorofotometru NanoDrop ND-1000

Pfi tomto stanoveni bylo vyuzito vlastnosti doxorubicinu, ktery je charakteristicky
svoji Cervenou barvou a proto ma schopnost absorbovat i ve viditelné oblasti. Naproti tomu
DNA ma charakteristické absorpéni maximum v oblasti UV, konkrétn¢ pfi vlnové délce
260 nm. Pokud by tedy doslo k vazbé doxorubicinu do molekuly DNA, mél by tento jev
byt detekovatelny pomoci spektrofotometru, kdy by mélo dojit ke zvySené absorbanci
DNA izolované z bunécnych linii, které byly kultivovany v pfitomnosti tohoto cytostatika.
Jako kontrola byla vzdy pouzita linie bez pfidavku cytostatika.

Ve viditelné oblasti bylo zjist€éno absorpéni maximum doxorubicinu (0,2 mg/ml) pii

vinové délee 480 nm Aggo =0,476 (Obr. 18).
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Obr. 18: Absorpcni spektrum doxorubicinu 0 koncenraci 0,2 mg/ml v UV/VIS oblasti

Poté byla zmétena zavislost absorbance samotného doxorubicinu na jeho koncentraci a tato
ktivka byla pouzita jako kalibra¢ni (Obr. 19, str. 35). Doxorubicin byl fedén dvojkovou

fadou. Z grafu je patrné, Ze s rostouci koncentraci doxorubicinu roste jeho absorbance.
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Obr. 19: Kalibracni kifivka doxorubicinu

Spektrum DNA bylo méfeno v oblasti vinovych délek 220-800 nm. Zaznamenana byla
hodnota absorbance pii 480 nm, kdy samotny doxorubicin vykazoval absorpéni maximum.
Zmétené hodnoty byly zaneseny do grafu (Obr. 20) a byly porovnany rozdily mezi linii
lidskych neurobastomovych bunék UKF-NB-4 a linii rezistentni na doxorubicin
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Obr. 20: Absorbance (Asg) DNA izolovanéz K -UKF-NB-4 a UKF-NB-4P9%°
1- UKF-NB-4 a UKF-NB-4°°%° 24 inkubované s 1uM DOXO
2- UKF-NB-4 a UKF-NB-4°%%° 244 inkubované s 10uM DOXO

Linie kultivované bez doxorubicinu a linie kultivované s doxorubicinem nevykazuji zddné
signifikantni rozdily v absorbancich. Také rozdily Vv absorbanci u bunécénych linii

rezistentnich (UKF-N B-4DOXO) a linii, které nemaji tuto schopnost rezistence (UKF-NB-4)
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nejsou témet zadné. Z grafu na Obr. 20, str. 35 je téz patrné, ze hodnoty absorbanci jsou
velice nizké. Nedd se tedy mluvit o detekci doxorubicinu. Proto byla pomoci kalibra¢ni
kiivky stanovena vyS$$i koncentrace doxorubicinu. Byla tedy pfipravena bunécnd linie
UKF-NB-4, kterd byla po dobu 4 hodin inkubovana s doxorubicinem, aby jeho
koncentrace v mediu byla 120uM. Nasledné probéhla izolace DNA a vzorky byly
spektrofotometricky méteny (Obr. 21). Nicméné i pii takové koncentraci byly rozdily
hodnot absorbance minimalni. Tato metoda neni pravdépodobné dostatené citliva, aby

zaznamenala pfitomnost doxorubicinu v DNA.
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Obr. 21: Absorbance (Asg)) DNA izolovanéz K -UKF-NB-4
1- UKF-NB-4 24h inkubované s 1uM DOXO
2- UKF-NB-4 24h inkubované s 10uM DOXO
3- UKF-NB-4 4h inkubované s 120uM DOXO

4.4. Spektrofotometrické stanoveni piritomnosti doxorubicinu v molekule DNA
pomoci spektorofotometru Helios a

Absorpéni spektrum doxorubicinu o koncentraci 0,03 mg/ml bylo méfeno také na
spektrofotometru Helios a. Doxorubicin vykazoval absorpéni maximum 0,784 pfi vlnové
délce 480 nm. Z naméfené hodnoty absorbance lze soudit, Ze spektrofotometr Helios o je
citlivéj$i nez NanoDrop. Déle pak byly proméfeny vSechny vzorky DNA z ptedeslého

méfeni a zaznamenany hodnoty absorbanci pti vinové délce 480 nm (Obr. 22, str. 37) a
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(Obr. 23). Z grafi je zjevné, Ze vysledky se nijak nelisi od vysledki zméfenych na pfistroji
NanoDrop. Absorpéni spektra doxorubicinu a vzorku (Obr. 24, str. 38) také nevykazuji

pritomnost ,,peaku v této oblasti.

0,008

0,007

0,006

4+

| EUKF-NB-4

o
o
o
(03]

I

—_

4 UKF-NB-4DOXO

Absorbance
o
o
o
N
1

Obr. 22: Absorbance (Asg) DNA izolovanéz K -UKF-NB-4 a UKF-NB-4P°%°
1- UKF-NB-4 a UKF-NB-4°°%° 24} inkubované s 1uM DOXO
2- UKF-NB-4 a UKF-NB-4P%%° 24} inkubované s 10uM DOXO
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Obr. 23: Absorbance (Asg)) DNA izolovanéz K -UKF-NB-4
1- UKF-NB-4 24h inkubované s 1uM DOXO
2- UKF-NB-4 24h inkubované s 10uM DOXO
3- UKF-NB-4 4h inkubované s 120uM DOXO

Absorbance
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Obr. 24: Absorpéni spektra jednotlivych vzorkii A- doxorubicin,

B- DNA izolovand z UKF-NB-4,
C- DNA izolovand z UKF-NB-4 24h inkubované s 1uM

DOXO,

D- DNA izolovand z UKF-NB-4 24h inkubované s 10uM
DOXO,

E- DNA izolovand z UKF-NB-4 4h inkubované s 120uM
koncentraci DOXO,

F- DNA izolovand z UKF-NB-4P°%,

G- DNA izolovand z UKF-NB-4%%° 24h inkubované s 1uM
DOXO

H- DNA izolovand z UKF-NB-4%%C 24 inkubované s 10uM
DOXO

Na Obr. 24 A vidime, ze doxorubicin ma charakteristicky ,,peak” ve viditelné
oblasti. Pokud tedy méfime spektrum DNA v UV/VIS oblasti a dojde k navazani
doxorubicinu do molekuly DNA, méli bychom zaznamenat pfitomnost tohoto ,,peaku.
Nicméné tyto grafy nevykazuji ptitomnost doxorubicinu. To ovsem neznamena, ze nedoslo

k jeho navazani do molekuly DNA. Dikazem pfitomnosti tohoto cytostatika ve struktuie
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DNA byla Cervené zbarvena peleta. Pro méteni na spektrofotometru Helios a bylo potfeba
vzorky vyrazné nafedit, coz mize byt diivodem, ze se tato metoda jevi jako nedostate¢né

citliva.
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5. Zavér

Z lidskych neuroblastomovych bun&énych linii UKF-NB-4 a UKF-NB-4°9%© které
byly po dobu 24 hodin vystaveny doxorubicinu o koncentraci 1uM a 10uM, byla izolovana
DNA a podrobena spektrofotometrickému stanoveni na dvou raznych spektrofotometrech-
NanoDrop ND-1000 a Helios a. Navzdory urcitym predpokladiim, se nepodatilo prokazat
ptitomnost tohoto cytostatika v DNA. Dand metoda se tedy nejevi dostate¢né citliva pro

toto stanoveni.
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