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Abstrakt
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Nazev diplomové prace: Vliv topoisomerasy II beta na citlivost nadorovych bunék

k protinddorové terapii

Topoisomerasa II (TOPII) je bunéény enzym zodpovédny za feSeni
topologickych problémi dvoutetézcové DNA. Izoformy TOP II alfa a beta jsou produkty
riznych genli s téméf stejnou katalytickou funkci. Exprese TOP Ila je vadzadna na
G2/M fazi bunééného cyklu, zatimco TOP IIf je exprimovana kontinudlné. Je proto na
rozdil od TOP Ila pfitomna 1 v neproliferujicich diferencovanych buikach.
Antracyklinova antibiotika jsou starou skupinou protinadorovych 1é¢iv, kterd patii mezi
TOP II jedy. Ackoli je jejich klinické pouziti Casté, incidence vedlejSich u€¢inkl (zejména
myelotoxicity a kardiotoxicity) jejich pouZiti omezuje. Stale Castéji je diskutovana role
inhibice TOP IIP, kterd je taktéz pfitomna v kardiomyocytech. Dexrazoxan, jediné
klinicky pouzivané kardioprotektivum, zptisobuje depleci TOP IIf3 v kardiomyocytech,
coz by mohlo vysvétlovat jeho ucinnost. Ackoli se jiz diive ukazalo, ze TOP IIf je pro
bunécnou proliferaci postradatelna, neni dosud znam efekt deplece TOP IIf na citlivost

nadorovych bungk k protinddorovym 1é¢iviim ze skupiny inhibitort TOP II.

V této praci jsem proto hodnotila vlastnosti noveé ziskané lidské bunécné
suspenzni linie mutantnich nddorovych bunék HL-60 s riznymi profily exprese TOP IIj3,
které byly vytvotfeny pomoci technologie CRISPR-Cas9. Tyto bunécné linie jsme nejprve
sledovali z hlediska exprese TOP Ila. a TOP IIf na urovni mRNA a proteinu (pomoci
RT-qPCR, respektive imunoblotovani) a nasledné¢ z hlediska jejich citlivosti

k daunorubicinu a dexrazoxanu.
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cancer cells to the antineoplastics

Topoisomerase II (TOPII) is a cellular enzyme responsible for solving
topological problems of double-stranded DNA. Alpha and beta isoforms of TOP II are
different gene products having similar catalytic activities. The expression of TOP Ila is
cell-cycle dependent, peaking in G2/M phase, while TOP IIf} isoform is expressed
constitutively throughout the cell cycle. It is therefore present also in non-proliferating
differentiated cells. Anthracycline antibiotics are an old class of anticancer drugs,
belonging to TOP II poisons. Although their clinical usefulness is high, the incidence of
side effects (especially myelotoxicity and cardiotoxicity) may limit the therapy. The key
role of TOP IIf inhibition, which is present also in cardiomyocytes, has been increasingly
discussed. Dexrazoxane, the only clinically used cardioprotective, leads to depletion of
TOP IIP in cardiomyocytes, which may explain its cardioprotection. Although TOP IIf3
was previously shown to be dispensable for cellular proliferation, its possible effects on

the sensitivity to various antineoplastic agents is not known.

Therefore, practical aim of this thesis was to describe the properties of a HL-60
human promyelocytic leukaemia cell lines mutated for TOP IIf. The cells with both, one,
or no functional copies of TOP IIf} gene were previously developed by the CRISPR-Cas9
technology. First, we studied these cell lines regarding the TOP Ila and TOP II mRNA
and protein expression (by RT-qPCR and immunoblotting, respectively), and then

regarding their sensitivity to daunorubicin and dexrazoxane.
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1 Uvod

Tato prace byla vypracovana v ramci dlouholetého studia vyzkumné skupiny
molekularni a bunééné toxikologie pii Farmaceutické fakult¢ v Hradci Kralové
zamétujici se mimo jiné na kardiovaskuldrni toxicitu vyvolanou nékterymi 1é¢ivymi

latkami (zejména protinddorovymi antracykliny).

Antracyklinova antibiotika patii mezi jedny z nejucinnéjSich protinddorovych
1é¢iv. Mechanismus jejich u¢inku je pravdépodobné multifaktorialni, ale formalné jsou
fazeny mezi tzv. topoisomerasové jedy. Topoisomerasa je enzym, ktery je schopen
modifikovat strukturu DNA — napftiklad jeji nadSroubovicové vinuti. V bunkéch vyssich
obratlovcll existuji dva typy topoisomeras (typl a typIl) a také dvé izoformy
topoisomerasy II — topoisomerasa II alfa (TOP Ila), ktera je nezbytna pro bunécné déleni

a TOP IIB, jejiz ptesna funkce neni dosud plné objasnéna.

Hlavni faktor limitujici klinické pouZiti antracyklinovych antibiotik je riziko
vzniku nezadoucich uc¢inkd, zvlast¢ pak myelotoxicity a na davce zavislé kardiotoxicity.
Mechanismus antracykliny navozené kardiotoxicity neni stale plné objasnén. V dnesni
dobé je uz ptekonand, ale stale citovana teorie oxida¢niho poSkozeni srde¢niho svalu
kvili schopnosti antracyklinli produkovat reaktivni kyslikové radikaly. V posledni dobé
se ¢im dal vice diskutuje o0 mozné roli TOP IIf. Dtlezitou tlohu v hledani mechanismu
antracyklinové kardiotoxicity hraje i dexrazoxan, ktery je jedinym klinicky pouzivanym

kardioprotektivem.

Moje prace navazuje na piedchozi experimenty této vyzkumné skupiny popisujici
farmakologickou depleci beta izoformy topoisomerasy II (TOP IIB) u potkanich
kardiomyocyti po inkubaci s kardioprotektivné pulsobicim dexrazoxanem. Funkce
TOP IIP nejsou zcela jasné jak u kardiomyocytt, tak ani u nadorovych buné€k. V této praci
jsem se proto zaméiila na hodnoceni vlastnosti lidské bunécné nadorové linie HL-60

s genetickou depleci TOP IIf, ktera vznikla v ramci staZe dr. Jirkovské a Mgr. Skalické.

Vyuzitim technologie CRISPR-Cas9 vznikly dcetfiné bunéfné linie HL-60,
s homozygotni nebo heterozygotni mutaci genu pro TOP II} a také linie kontrolni bez
mutace. Deplece na trovni DNA byla uz dfive potvrzena pomoci PCR a sekvenace

kratkého tiseku kolem predpoklddaného mista mutace a také pomoci imunofluorescence.



Mym ukolem bylo stanoveni mnozstvi mRNA TOP Ila a TOP II v jednotlivych
bunéénych liniich metodou RT-qPCR. Nejprve byla vyhodnocena exprese pomoci
komer¢nich primerti, které byly pouzivané v ptfedchozich studiich. Nasledné byl
proveden navrh primert cilicich pfimo do mutované ¢asti genu TOP IIf} v homozygotné
mutantni linii HL-60. Né&kolik vybranych dvojic primerti bylo podrobeno pilotnimu
screeningu v praxi. Ovéteni pritomnosti ¢i nepritomnosti deplece bylo provedeno i na
urovni proteinu TOP Ila a TOP II3 metodou imunoblotu. Hlavnim cilem prace pak bylo
studium antiproliferacniho t¢inku dexrazoxanu a daunorubicinu na linie s riiznou mirou
exprese TOP IIf. Tato data jako soucast SirSiho celku pomohou v objasnéni jejich
mechanismu ucinku a pochopeni rozdilu v pisobeni téchto latek na nadorové bunky
a kardiomyocyty, coz by mohlo pfispét napt. k navrhu novych protinddorovych 1é¢iv
s lepsim farmakologickym profilem nebo novych kardioprotektiv. V obecné&jsim métitku
mohou tato data piispét k pochopeni biochemického vyznamu jednotlivych izoforem

TOP II pro proliferujici a neproliferujici bunky.



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 DNA topoisomerasy

DNA topoisomerasy jsou bunééné enzymy zodpovédné za fesSeni topologickych
problému spojenych s replikaci, transkripci a rekombinaci DNA a také remodelaci
chromatinu. Jejich stézejni potieba vyplyvd z dvousroubovicové struktury DNA
a nutnosti uvolnéni nadSroubovicového vinuti pro umoznéni piistupu ke genetické
informaci (Obr. 1). Topoisomerasy zabranuji nadmérnému utaZeni vlaken tvorbou
docasnych  jednofetézcovych (topoisomerasa I, TOPI) nebo dvoufetézcovych
(topoisomerasa II, TOP II) zlom v DNA vytvofenim ptechodnych fosfodiesterovych
vazeb mezi tyrozinovymi zbytky v aktivnim misté proteinu a jednim z fosfatiina 5° konci
rozStépen¢ho vladkna DNA (Champoux, 2001). Bez pisobeni DNA topoisomeras by
akumulace pozitivniho nadSroubovicového vinuti pfed mistem rozvijeni rychle zastavila
replikaci a transkripci. Akumulace negativniho nadSroubovicového vinuti pak miize vést
az ke vzniku D smycek (invaze DNA duplexu komplementarnim jednofetézcovym
segmentem DNA), R smycek (trvalé spojeni nové vzniklé RNA s DNA templatem za
RNA polymerasou), nebo struktur zvanych G-kvadruplexy a Z-DNA. VSechny tyto

struktury znemoznuji dalsi pouziti informace ulozené¢ v DNA (Pommier et al., 2010).
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Obr. 1 Béhem replikace DNA vede oddelovani viaken dvousroubovice k pozitivnimu
supercoilingu pred replikacni vidlickou. Za proteinovym aparatem pak dochazi
k tvorbé prekatenanii (vlevo). Béhem transkripce vede oddélovani vidken k tvorbé
pozitivnich supercoilii pred a negativnich supercoilii za proteinovym aparatem

(vpravo). Prevzato a upraveno z McKie, Neuman a Maxwell (2021)

Obé¢ nadrodiny topoisomeras (TOPI i TOP II) mizeme déale d¢lit do Ctyr
podskupin — IA, IB, IIA a [IB (Wang, 2002). TOP IA tvoti piechodné kovalentni vazby
na 5’ konci DNA a funguje na principu priuchodu vladkna. TOP IB pak tvofi kovalentni
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vazby na 3’ konci DNA a funguje na zékladé¢ mechanismu kontrolované rotace. TOP I1A
1 TOPIIB tvofi pfechodné kovalentni vazby na 5’ konci DNA na obou vldknech
Sroubovice a jejich mechanismus spociva v prichodu dalsiho segmentu dvouvlakna
(McKie, Neuman a Maxwell, 2021). V buiikéch obratlovct jsou pfitomny dvé izoformy
topoisomerasy typu ITA — topoisomerasa [lo. (170 kDa, TOP Ila) a topoisomerasa 113
(180 kDa, TOP IIB). Byt maji tyto izoformy podobnou strukturu a téméf identickou
katalytickou aktivitu (Sakaguchi a Kikuchi, 2004), jejich zastoupeni se 1i§i v zavislosti na
typu tkané a fazi buné¢ného cyklu. TOP Ila je nezbytna pro bunééné déleni. Koncentrace
tohoto enzymu je regulovana v prubéhu bunécného cyklu. Vyrazné zvysené hladiny byly
pozorovany v obdobi bunécné proliferace (nariist v pribéhu bunééného cyklu pocinaje
S-fazi s vrcholem v Go/M fazi) (Woessner ef al., 1991). V pribéhu mitézy je TOP Ila
nejvice patrnd v centromerach a raménkach metafdzovych chromozomu. Pfi depleci
TOP Ila v bunikach zlstavaji chromozomy v metafazi dekondenzované a neusporadané,
kdy normalnimu uspotadani brani vzajemné spojeni sesterskych chromatid. Zasadni role
TOP Io pro bunécné déleni vedla také k jejimu navrzeni jakozto mozného markeru
nadorového bujeni (Heck a Earnshaw, 1986) a je také povazovdna za hlavni cil

protinadorového ucinku antracyklint (Sakaguchi a Kikuchi, 2004).

Izoforma TOP IIf byla poprvé izolovana v roce 1987 z mySich leukemickych
bunék P388 rezistentnich k amsakrinu (Drake et al., 1987). Jeji fyziologické funkce jsou
vSak v porovnani s TOP [la mnohem méné objasnény. Hladina TOP IIf je témet
konstantni v priitbéhu bunéného cyklu (Woessner et al., 1991). ZvySenou expresi
nalézdme v termindlné diferenciovanych buiikéch (Lyu et al., 2006). TOP 1If je pfitomna
ve vSech buiikach a je postradatelna pro jejich preziti 1 déleni (az na in vivo nervovy
vyvoj), coz z ni pravdépodobné déld zdanlivé nevhodny protinadorovy cil (Palchaudhuri
a Hergenrother, 2007). Vytazeni TOP IIf pravdépodobné nezasdhne embryonalni vyvoj,
protoze ji TOP Ilo mize nahradit. Ve vyvoji nervové soustavy ma vSak necekané
kritickou roli (Yang et al., 2000). Pii specifické depleci TOP II3 dochéazi v tomto organu
u mysi k defektu v kortikogenezi a vdznému ovlivnéni stratifikace mozku (Lyu a Wang,
2003). Pozoruhodné je i studie, kde pouze TOP IIf (nikoli TOP Ila) byla detekovana
v srdcich dospélych mysi (Capranico et al., 1992).
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2.1.1 Struktura TOP Ila a TOP 1If

Gen kodujici TOP Ila se v lidském genomu nachazi na chromozomu 17q21
(Tsai-Pflugfelder er al., 1988), zatimco gen kodujici TOPIIB se nachazi
na chromozomu 3p24 (Jenkins et al., 1992). Sekvence obou geni i proteinli vykazuje
pozoruhodnou shodu. Aminokyselinovd sekvence je v 68 % identickd, nicméné

podobnost jednotlivych ¢asti je rtiznd (Austin et al., 2018).

Kvartérni struktura TOP II je charakterizovana jako homodimer. Monomerni
jednotku téchto enzymii miizeme rozdélit do tfi casti (Obr. 2, Obr. 3). Na N-konci
proteinu se nachazi misto pro vazbu molekuly ATP, stfedni ¢ast proteinu zahrnuje
doménu TOPRIM a DNA vazajici doménu, kde se nachdzi aktivni misto s katalyticky
aktivnim tyrozinem. Pravé tato doména zodpovida za rozpojeni a opétovné vytvoreni
fosfodiesterové vazby DNA. C-konec zodpovédny za enzymovou specifitu je také
nejvice rozdilnou ¢asti. Tato €ast je potifebna pro jadernou lokalizaci, regulaci enzymové
aktivity posttranslaénimi modifikacemi a regulaci enzymové funkce interakcemi

s dal$imi proteiny (Nitiss, 2009a).

N-konec Jadro enzymu C-konec

133 1172 1531

N-konec Jadro enzymu C-konec
N | c
1 54 1190 1626

Totoznost Podobnost
N-konec 444 % 55,6 %
Jiadro enzymu 81,7 % 91,5 %

C-konee 354 % 48,3 %

Obr. 2 Schéma porovnavajici aminokyselinovou sekvenci izoforem TOP Ilo. a TOP 115.
Pod obrdzkem je procentualni zastoupeni pro totoznost a podobnost (vysokd
podobnost v oblasti enzymu a variace v kratkém useku na N-konci a C-konci).

Prevzato a upraveno z Bollimpelli, Dholaniya a Kondapi (2017)
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N-brana s hydrolyza ATP v koordinaci s Mg2+ ionty)
ATPasa

Pievodnikovi doména

DNA-bra’ma (G-DNA rozitépena aktivni &isti tyrosinu)
TOPRIM

C-brana

Obr. 3 Krystalicka struktura enzymu TOP II eukaryotickych bunék. Zelené zndzornéna
vazba ATP a oranzové vazba DNA. Prevzato a upraveno z Vavrovd a Simiinek

(2012)

2.1.2 Katalyticka aktivita TOP 1T

Hlavni katalytickou funkci TOP II je schopnost Stépit fosfodiesterové vazby
v obou vldknech DNA. Enzym provede dvoufetézcovy zlom v ¢asti DNA oznaCované
jako G-segment (z angl. gate). Timto zlomem se provlékne druha ¢ast dvouvlaknové
neporusené¢ DNA nazyvané T-segment (z angl. transported). Fosfodiesterova skupina
preruSené¢ho vlakna se kovalentné vaZze na tyrozinové zbytky na kazdé monomerni
jednotce (Tyr805 a Tyr821 pro lidskou TOP Ilo. a TOP IIf). Pro reakci je nutna
piitomnost Mg?" a energie z hydrolyzy ATP (Deweese a Osheroff, 2009).

Pted kontaktem s DNA maji podjednotky enzymu otevienou konformaci
umoznujici pfistup k DNA. V prvnim kroku se TOP II vdaze na DNA pomoci ¢ésti
nazvané DNA-brana (Obr. 3, Cervend ¢ast enzymu v Obr. 4). Béhem S§tépné reakce se
tyrozinovy zbytek v aktivnim misté¢ kazdého monomeru kovalentné¢ navaze na
5’ fosfatovou skupinu jednoho z vlaken DNA. V sekvenci DNA je patrny rozdil 4 bazi
mezi jednotlivymi misty rozdéleni. Tento meziprodukt je oznacovan jako $t€pny komplex
a ma za normalnich okolnosti pouze kratkou zivotnost. Nasleduje prostup T-segmentu do
prostoru C-brany (zelena ¢ast enzymu na Obr. 4) a jeho uvolnéni. Hydrolyza molekul
ATP za vzniku ADP a anorganického fosfatu v N-bran¢€ probiha asynchronné. Hydrolyza
jedné molekuly ATP probiha ve chvili prichodu vlédkna, zatimco hydrolyzou druhé
molekuly ATP se uvoliiuje N-brana a struktura enzymu se vraci do pocatecni faze

(Nitiss, 2009a). Cely proces je znazornén na Obr. 4.
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Specifika této reakce se liSi mezi jednotlivymi zastupci TOP II, pficemz kazdy
diky vnitinim (napi. struktura), tak vnéjSim (napf. interakce protein-protein
a ¢asova/prostorova regulace) charakteristikim umoznuje rozdilné topologické zmény
DNA. Pravdépodobné nejvyrazngj$i rozdily mlzeme najit u eukaryotni TOP II
a bakterialni gyrasy, které jsou si relativné podobné strukturné, ale gyrasa je na rozdil od
TOP II schopnd zvySovat nadSroubovicové vinuti. Chemickd reakce je pii Stépeni
a op€tovném uzavieni dvoutetézcové DNA vysoce ucinna, aby se zabranilo rozsahlému
genotoxickému poskozeni. Predstavuje vSak také zranitelny bod pro inhibici
antimikrobidlnimi nebo protinddorovymi latkami (McKie, Neuman a Maxwell, 2021).
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Obr. 4 Schématické znazornéni katalytického cyklu TOP II. Prevzato a upraveno

z Nitiss (2009a)
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2.1.3 Fyziologické funkce TOP IIB

Mechanismus enzymatické reakce TOP Ila a TOPIIB je témét identicky
(Drake et al., 1987). Jejich funkce v bunikach jsou vSak specifické a obé jsou ve svych
specifickych funkcich nezastupitelné. TOP Ila je nezbytna pro déleni bun¢k, konkrétné
je na ni zavisla kondenzace chromozomut (Grue et al., 1998) a segregace sesterskych
chromatid po replikaci DNA, aby bylo mozné nov¢ syntetizovany genom vérné rozd¢lit
do dcefinych bun¢k v mitodze. Tato funkce se odrazi i na regulaci jeji bunécné exprese,
kterd je obecné velmi mald, ale zvySuje se na konci syntetické faze bunééného cyklu
a nejvyssi hladiny jsou pozorovatelné v ptrechodu G> faze a mitozy (Woessner et al.,
1991; Lee a Berger, 2019). Na zakladé novych studii je TOP Ila nutna i k dal§imu udrzeni
struktury chromozomil a da se tedy fict, zZe ma i1 strukturni funkci. Ke kondenzaci
chromatinu pravdépodobné ¢astecné dochazi na zékladé souhry mezi TOP Ila a dalSimi
proteiny zrodiny tzv. SMC komplexli, jako je kondenzin (Nielsen et al., 2020).
Specifickd dekatenacni aktivita TOP Ila je podminkou spravné a uplné segregace
chromozomt pfed nastupem metafaze (Porter a Farr, 2004; Nagasaka et al., 2016) a je
také diilezita pro rozdeleni chromatid v oblastech ribosomalni DNA béhem anafaze spolu
s dal$imi proteiny jako je PICH, tankyrasa a kondenzin II (Nielsen et al., 2015; Daniloski
et al., 2019). Z tohoto vyplyva zasadni role TOP Ila pro proliferujici, a tedy 1 nadorové
buniky. Bunécéné role TOP IIf jsou vSak v porovnani s TOP Ila pochopeny mnohem
méné. Na rozdil od TOP Ila genetické vytazeni TOP 11 nevede bezprostiedné k bunééné
smrti nebo ke zjevnym defektim na bunécné urovni. Jeji nedostatek se projevi az pti
procesu bun&¢né diferenciace. Bunééné funkce TOP IIf jsou proto v soucasnosti aktivné

zkoumany (Bollimpelli, Dholaniya a Kondapi, 2017).
2.1.3.1 Regulace transkripce zprostredkovana TOP 11

Ucast TOP IIB v regulaci transkripce nékterych gendl a jeji asociaci s riiznymi
proteinovymi komplexy béhem tohoto procesu poskytuji mnohé literarni zdroje. Pro
expresi gend, které jsou aktivované jadernymi receptory hormont, jsou mistné¢ specifické
prechodné dvouietézcové zlomy navozené TOP IIf3 nezbytné. TOP IIB byla nalezena
v oblasti promotoru téchto gent spolu s proteiny, které se za normalnich podminek
ucastni oprav DNA (PARP, DNA-PK, Ku-70, Ku-86) (Ju et al., 2006). Pro produkty genti

nezbytnych pro c¢asny vyvoj nervové soustavy a diferenciace neuroni postacuje
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pritomnost TOP IIf} v promotorové oblasti k indukei jejich exprese, aniz by byl pfitomen
jakykoliv vngjsi podnét (Madabhushi et al., 2015). U kortikalnich neuronti s depleci
TOP II pomoci RNA interference byla exprese genti delSich nez 200 kb celkové snizena
kvili naruseni elongace pii transkripci (King et al., 2013). Ve studii Lyu et al. (2006)
bylo pozorovano, Ze u pfiblizné 30 % genll spojenych s bunécnou diferenciaci v mozku
mySich embryi je zménény profil exprese po depleci TOP IIB, a to v obou smérech.
Naopak exprese gent kodujicich proteiny potfebné obecné pro rist nebo i pro velmi ¢asné
faze bunécné diferenciace zlstala nezménéna. Pfitomnost TOP IIf byla prokazéna
1 pomoci imunoprecipitace chromatinu na 5’ konci mnoha téchto genll. Nasledné studie
jednoho z gent, jejichz exprese byla pozménéna po depleci TOP I (Kcnd2), odhalily
pritomnost TOP IIf} v promotorové ¢asti tohoto genu. Tyto vysledky spolecné podporuji
roli TOP IIP v aktivaci/represi gend, jejichz exprese je regulovdna v priabéhu vyvoje,
zv1asté pak v pozdnich stadiich diferenciace neurond. Podobné velmi rozsédhlé¢ zmény
v transkripci genli byly pozorovany i ve studii, kterd se zamcéfila na rozdily
v transdiferenciaci mesenchymalnich kmenovych bunék kostni diené¢ do neurondlniho
fenotypu po depleci TOP IIf pomoci RNA interference. I v téchto buiikdch deplece
TOP IIP zptsobila zménu exprese genil pro nékteré iontoveé kanaly a transportéry, geny
vapnikového metabolismu, a také genti pro signalni molekuly ucastnici se naptiklad
nitrobunécného transportu, tvorby bunééné morfologie, polarity nebo tvorby axont
(Isik et al., 2015). Pti analyze kmenovych bun€k postmitotickych neuronii byla odhalena
vazba TOPIIB na chromozomy v regulacnich oblastech obsahujicich histon H3
methylovany na lysinu (Tiwari et al., 2012). Bylo také zjisténo, ze TOP IIf3 aktivuje
expresi gent, které byly pivodné potlateny ve struktufe chromatinu vys$siho fadu
a lokalizovany vedle AT bohatych intergenovych oblastech (Sano et al., 2008). Tato
vazebnd mista funguji jako promotorové oblasti geni zahrnutych v neurondlni

diferenciaci (Tiwari et al., 2012).

Pii mutaci TOP II u mySich embryi pozorujeme normalni neurogenezi, avSak
motorické axony nedosahuji ke kosternim svalim a senzorické axony do michy. Tyto
poruchy vedou k poskozeni dychani a smrti mlad’at kratce po narozeni (Yang et al., 2000).
Kli¢ovou roli TOP IIf v pozdéjsich stadiich diferenciace predpoklada i studie provadéjici
pozorovani na modelu in vitro kultury neuronti izolovanych ze sttedniho mozku mysi,

kde pfi absenci gliovych bunék byly neurony viabilni po dobu deviti dni. Desaty den
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nasledovalo radikalni sniZeni viability t€chto bun&k (Bollimpelli a Kondapi, 2015). Studie
se specifickym vyfazenim TOP IIf umySich modelli prokazala odchylku vzoru
stratifikace pii vyvoji mozkové kury v disledku downregulace extracelularniho
matrixového proteinu reelinu zprosttedkovnou topoisomerasou (Lyu a Wang, 2003).
Poskozeni normalni funkce nervovych bunc€k bylo pozorovano i po farmakologické
inhibici TOP II pomoci ICRF-193, kdy dochézi k signifikantni blokaci ristu neurit
a formaci rastové Cepicky (growth cone). Navic embryonalni neurony bez TOP IIf3
nebyly schopné navazat spojeni se svalovymi buiikami (Nur-E-Kamal et al., 2007).
Mutovana TOP IIf byla pfi genetickém screeningu odhalena jako pfi¢ina poruchy cileni
neuritl v axonech gangliovych bun€k narusujici vizuélni reakci u organismu Danio rerio
(Nevin et al., 2011). Navic v mezencefalickych dopaminergnich neuronech byla TOP IIf3
detekovana jako navazujici cil v genezi axonu zprostitedkované Nurrl (Heng et al., 2012).
Také upregulace genu NGFR P75, ktery je obvykle vazan a potlacovan TOP IIf3, vede
k pfedcasné smrti postmitotickych neuront (Tiwari et al., 2012). Byl také nalezen
transkripéni faktor Spl regulujici odnéti TOP IIf pfi neurondlni diferenciaci bunék

SH-SYSY (Guo et al., 2014).

2.1.3.2 Opravy DNA

Jiz jedny z prvnich studii tykajicich se vlivu inhibice TOP Il a UV zéafeni na DNA
navrhly, Ze existuje vzdjemny vztah mezi aktivitou TOP I a opravami poskozené DNA.
Pozd¢ji byla dokonce TOP IIf oznaCena jako jeden z kliCovych enzymu ovliviujici
reparaci DNA (Popanda a Thielmann, 1992). Pouze hladiny TOP IIf} (nikoli TOP Ila)
jsou urcujici pro poSkozeni alkylacnimi €inidly, jako je melfalan, které zptsobuji vznik
kovalentnich vazeb mezi sousednimi fet¢zci DNA (Emmons et al., 2006). Také po podani
genotoxini s jinym mechanismem posSkozeni DNA, bleomycinu a VP-16, byla
zaznamenana zvySend akumulace poSkozeni DNA v mySich ovaridlnich granulosnich
bunkach, kterym byla exprese TOPIIf snizena po narozeni pomoci
Cre rekombinasového systému (Zhang et al., 2013). ZvySené zatizeni poskozenim DNA
bylo pozorovano i v NCH421k glioblastomové bunécéné linii s depleci TOP IIf, které
byly ovlivnény slouceninami navozujici pfimé poskozeni DNA alkylaci (methylmesylat,
cisplatina, temozolomid) nebo oxidaci (peroxid vodiku) (Kenig et al., 2016). Vliv obou
izoforem na poSkozeni DNA vyvolané peroxidem vodiku bylo sledovano také

v bunéénych liniich odvozenych z neuroblastomu a astrocytomu. V této studii pouzili
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RNA interferenci k ovlivnéni exprese jak TOP Ilo, tak TOP IIB. Zatimco deplece
TOP Ila v téchto bunikach oxidacni poskozeni DNA snizovala, deplece TOP II naopak
miru poskozeni zvySovala a buiiky byly k poSkozeni citlivéjsi cestami Ku-70, WRN
ATP-dependentni helikasa acestou zavislou na DNA polymerase [ (Mandraju,
Kannapiran a Kondapi, 2008). Podobné zjisténi provedla stejna skupina na
modelu primérnich cerebelarnich granuldrnich neurontt (Mandraju et al., 2011). Mutace
WRN helikasy zptsobuje jeden ze syndromil piedcasného starnuti (Werneriv syndrom).
Uvadi se tedy, ze TOP IIf je bud’ pfimo nebo nepiimo spojena s procesy a znaky starnuti
jako je naptiklad postupnd ztrata genomové stability, epigenetické zmény, dysfunkce
mitochondrii a zmény v mezibunééné komunikaci. Vzhledem k tomu, Ze role TOP 113
v transkripci a reparaci DNA je nepopiratelnd, je mozné, Ze se uplatiuje i jako klicovy
hrac pti udrZzovani stability genomu. Déle byla pozorovana i regulace excize bazi ptimo
nebo nepiimo zprostfedkovana TOP IIf v primarnich cerebeldrnich granuldrnich

neuronech ovlivnénych nitrosoureou (Gupta et al., 2012).

2.1.3.3 Starnuti

Role TOP IIB se ptedpokladd napiiklad pfi modifikaci struktury chromatinu
a epigenetické regulaci neuronalnich genli spojenych s diferenciaci neuronti
a dlouhovékosti (Tiwari et al., 2012). Podobny zplisob modifikace chromatinu
zprostfedkovany TOP IIf byl zaznamenan i dalsi studii (Ju et al., 2006). Predpoklada se
i role TOP IIP v mitochondrialni dysfunkci: TOP IIf je jedind znamé TOP II, nalezena
v sav¢ich mitochondriich. AvSak jedna se o zkraceny derivat jaderné TOP IIf o velikosti
priblizn¢ 150 kDa (Low, Orton a Friedman, 2003). V nervovém systému je proces, pfi
kterém neurony vysilaji axony, aby dosahly svych spravnych cild, jednou z klicovych
funkci v mezibunééné komunikaci. Nékteré vyzkumy naznacuji jasnou roli TOP IIf
v tomto procesu, a také pii formaci riistovych Cepicek neuronii. Pokles aktivity TOP 113
v pribcéhu starnuti tak mozna mize vést ke komplikacim v intracelularni komunikaci
u dospélych. TOP IIP je v nékterych studiich oznaCovana za marker stdrnuti a DNA
reparace (Mandraju et al., 2011; Gupta et al., 2012). Tuto teorii podporuje také to, ze se
exprese TOP IIB snizuje v zavislosti na véku v oblasti smozecku u potkant

(Kondapi et al., 2004).

18



2.2 Inhibice topoisomeras jako mechanismus protinadorové terapie

Topoisomerasy jsou dilezitym bunéénym cilem v terapii nddorovych onemocnéni
zejména vzhledem k jejich stéZejni roli pii metabolismu DNA (transkripci a replikaci),
které jsou v nadorovych buiikach ¢asto naruseny. VétSina latek cili bud’ na TOP I nebo
TOP II, zatimco zname 1 latky, které jsou schopné inhibice obou enzymu. Bylo
prokéazano, ze lidské nadory exprimuji vyssi hladiny mRNA TOP II neZ normalni tkané,
prficemz zvySend exprese TOPIla je spojena s nejagresivnéjSimi a vysoce
proliferativnimi novotvary (Cummings a Smyth, 1993). Protinddorova 1éCiva cilici na
TOPII jsou jedny znejbéznéji pouzivanych chemoterapeutickych latek (zahrnuji
napiiklad doxorubicin, etoposid, mitoxantron a dalsi). V soucasné dob¢ piedstavuji
efektivni strategii pii boji s nddorovymi onemocnénimi. Léc¢iva zasahujici TOP II spadaji
do dvou kategorii — jedna se bud’ o topoisomerasové jedy nebo katalytické inhibitory
topoisomerasy II. Za normalnich okolnosti méa stépny komplex DNA s kovalentné
navazanou TOP kratkou Zivotnost a je snadno vratny (Nitiss, 2009b). V ptipad¢, ze se
celkova aktivita TOP, a tedy i mnozstvi $tépného komplexu snizi, buniky nebudou
schopné segregace sesterskych chromatid, bunéény cyklus se zastavi v tzv. dekatena¢nim
kontrolnim bod¢ (Deming et al., 2001) a pokud neni zajisténa v€asna naprava, miize byt
spusténa apoptdéza. Na druhou stranu zvySeni hladiny S$t€épného komplexu vede
k permanentnim dvoufetézcovym zlomim DNA. Opét je zastaven bunéény cyklus
a opravné procesy a pokud je poskozeni zavazné, nastavd apoptéza a bunécni smrt

(Deweese a Osheroff, 2009).

2.2.1 Topoisomerasové jedy

Za topoisomerasove jedy oznacujeme latky stabilizujici vznikly $té€pny, nebo také
ternarni komplex (sloZeny z inhibitoru, enzymu a DNA). Pfitomnost inhibitoru zabrafuje
opétovnému spojeni vldken G-segmentu DNA a znemoziuje obnoveni enzymu. Nazev
skupiny vyplyva praveé ze schopnosti transformace enzymu do silnych bunéénych toxind.
Tuto skupinu mizeme obecn¢ rozdélit na latky interkalacni (napft. akridiny, elipticiny,
aktinomyciny, antracendiony, antracykliny) a neinterkalacni (napt. epipodofylotoxiny)
(Topcu, 2001). Objev TOP IIB vyvolal otazku, zda TOP Ila, TOP IIp nebo ob¢ izoformy
jsou cilem riznych TOP II jedl. Nicméné fada studii ukazuje, Ze ob¢ formy, jak TOP Ila,

tak TOP IIB, jsou cilem téchto latek (Austin ef al., 2018).
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2.2.1.1 Antracykliny

Antracykliny patii mezi tzv. interkala¢ni inhibitory TOP II. Prvni zastupce této
skupiny se podatfilo izolovat jiz v Sedesatych letech dvacatého stoleti. Dnes patii mezi
jedny z nejucinnéjsich protinddorovych 1éciv. Strukturou (Obr. 5) se jedna o planarni
molekuly slozené z tetracyklického aglykonu vézajici cukernou slozku (naptiklad
daunosamin v molekule daunorubicinu) prosttednictvim glykosidické vazby (Marinello,

Delcuratolo a Capranico, 2018).

Antracyklinova antibiotika jsou zasadni slozkou kombinované chemoterapie pro
rizné typy nadorovych onemocnéni, vcetn¢ karcinomu prsu, leukemie, lymfomi
a sarkomil. Zastupci doxorubicin a daunorubicin patii do prvni generace antracyklini.
Zatimco daunorubicin je indikovan pfi akutnich lymfoblastickych a myeloblastickych
leukemiich, doxorubicin je aktivnéjsi v terapii lymfomi, sarkomt a Sirokém spektru
solidnich nadorti (rakovina prsu, plic, moCového méchyie, kosti a délozniho Cipku).
V soucCasnosti je vSak nejpouzivanéjsi druhd generace antracyklinti (epirubicin

a idarubicin) (Martins-Teixeira a Carvalho, 2020).
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Obr. 5 Chemicka struktura klinicky nejpouzivanéjsich antracyklinovych antibotik.

Prevzato z Marinello, Delcuratolo a Capranico (2018)

Stabilizace ternarniho komplexu je pouze jednim z moznych mechanismti ucinku
téchto latek. Vzhledem ke struktute planarni ¢asti molekuly mohou ptlisobit interkala¢né.
Dale je moZn4 indukce vzniku volnych radikalt vedouci k oxidaénimu poskozeni DNA.
Popsan byl i vznik DNA aduktd (Gewirtz, 1999). O molekularnim mechanismu
protinddorového ucinku antracyklinii se spekulovalo relativné¢ dlouho, také kviili jejich
ovlivnéni vice bunécnych cilii a jednozna¢né uréeni TOP II jako hlavniho a zasadniho
cile antracyklinii pfinesly az korelacni studie mezi expresi TOP Ila a citlivosti

k antracyklinim u riiznych nadorovych bunék (Tewey et al., 1984). Pii absenci TOP II
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nemohl totiz sdm doxorubicin produkovat dvoufetézcové zlomy v DNA. Doxorubicin,
jako jeden z klasickych zastupct antracyklinit maze inhibovat katalyticky cyklus ve dvou
riznych krocich. Pfi nizké koncentraci doxorubicin blokuje opétovné spojeni vldken
DNA, ¢imz vznikaji vysoké hladiny tzv. St€pnych komplext TOP II proteinu kovalentné
navdzaného na rozst€pena vldkna DNA. Ve vysokych koncentracich se doxorubicin
chova jako interkaldtor zabranénim navazani TOP Il na DNA (Tewey et al., 1984).
Témito mechanismy dochazi k blokad¢ transkripce, replikace a tvorba zlomt vldken
DNA miize vést az k apoptdze. Soucasti bunécné odpoveédi na stabilizaci Stépnych
komplexti (a tedy jejich vyssi koncentraci v jadie) je selektivni proteolyza
zprostiedkovana 26S proteasomem. | kdyz béhem této odpovédi byla zaznamenana
1 degradace TOP Ila, byla zna¢né niz$i nez degradace TOP IIB. A degradace TOP IIf
zprostfedkovana terapii byla zavisla na transkripci nikoli na replikaci. Vysvétlenim mlize
byt prevladajici role TOP IIf v transkripci spise nez role TOP Ila v tomto procesu (Mao
et al., 2001). Dtivéjsi experimenty piedpokladaji, ze buiiky se zvySenou expresi TOP 11
jsou citlivéjsi k TOP II jedm oproti buitkdm s nizS§imi hladinami TOP II (Beck ef al.,
1993).

Klinické pouziti antracyklini je ¢asto limitovano nezddoucimi G¢inky, zejména
pak kardiotoxicitou. Byly popsany tfi odli$né typy antracykliny navozené kardiotoxicity.
Akutni nebo subakutni toxicita se vzacné objevuje béhem 1é¢by nebo bezprostiedné po
jejim skonceni. Nasledkem jsou pfechodné arytmie, perikarditida ¢i selhani levé komory.
Chronicka antracykliny navozena kardiotoxicita se obvykle projevi béhem prvniho roku
1é¢by a je asociovana s kumulativni davkou 1éku (Shan, Lincoff a Young, 1996). Podle
von Hoff ef al. (1979) byl vyskyt méstnavého srde¢niho selhdni pti davkach nizSich nez
400 mg/m? povrchu téla zaznamenan v 0,14 % ptipadf. Vyskyt se dale zvySoval azk 1 %
s ddvkou 550 mg/m* ak 18 % pti davce 700 mg/m?. Tteti formou je pak tzv. pozdni
forma kardiotoxicity projevujici se v fadu let od ukonceni terapie. MiiZzeme ji pozorovat
zvlasté u dospélych s historii malignity v détstvi. Navic kardiotoxicita vznikajici
v disledku dvouvlaknovych zlomiit DNA zprostiedkovana vazbou TOP IIf-doxorubicin
navodila 1 dal§i souvisejici transkripéni zmény vedouci k vadné mitochondridlni
biogenezi a metabolickému selhani (Zhang ef al., 2012). Mezi dal$i nezaddouci G€inky se
pak tadi napiiklad myelosuprese, nauzea, zvraceni, alopecie ¢i mukositida. Pokud

v prub¢hu infuze dojde k extravazaci, antracykliny zptisobuji tézkou mistni tkanovou
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reakci spojenou s postupnym vznikem téZce se hojicich viedii (Shan, Lincoff a Young,
1996).

Mechanismy vzniku kardiotoxicity byly uz od jejiho prvniho klinického
pozorovani pfedmétem intenzivniho vyzkumu, coz vedlo k mnoha hypotézam. Hypotéza
vzniku kardiotoxicity zaloZend na oxidaénim stresu zahrnujici intramyokardialni
nicméné celd fada vysledkt, pfevazné z klinického pozorovani hovofti proti této teorii

(Stérba et al., 2013).

Mezi dalsi diskutované mechanismy kardiotoxicity patii napiiklad metabolismus
antracyklinli na vice hydrofilni a kardiotoxické latky hromadici se v kardiomyocytech
(Menna et al., 2007); poSkozeni exprese riznych dulezitych srde¢nich proteinti (Boucek
et al., 1999); rozvrat bunééné a mitochondrialni homeostizy Ca®" (Solem, Henry

a Wallace, 1994) nebo poskozeni mitochondrialni DNA (Lebrecht et al., 2005).

Jelikoz je TOPIIB pravdépodobné jedind TOP Il pfitomnd v termindlné
diferencovanych kardiomyocytech, nékteré studie ptredpokladaji, ze mulze prispivat
k rozvoji kardiotoxicity. Napiiklad studie Lyu et al. (2007) dolozila, Ze dexrazoxan
specificky snizuje fosforylaci histonu H2AX (marker poskozeni DNA) navozenou
doxorubicinem v H9C2 bunécné linii. SniZzeni fosforylace dexrazoxanem nebylo patrné,
pokud poskozeni DNA bylo navozeno kamptotecinem (inhibitor TOP I) nebo peroxidem
vodiku. Doxorubicinem indukované poSkozeni DNA bylo také sniZeno po inhibici
proteazomu bortezomibem a MG132. TaktéZ mnohonasobné niz§i byla fosforylace
H2AX mySich embryonélnich fibroblastii s geneticky depletovanou TOP IIf. Tyto
skuteCnosti naznacuji, ze dexrazoxan antagonizuje doxorubicinem navozené poskozeni
DNA diky interferenci s TOP II. Tuto hypotézu potvrdila na molekularni arovni studie
Zhang et al. (2012), kterd na mySich kardiomyocytech se specifickou depleci TOP IIf3
prezentuje, ze TOP IIf mize piimo prispivat k rozvoji doxorubicinem navozené
kardiotoxicity, protoze TOP IIf mutantni kardiomyocyty byly doxorubicinem mnohem
méné poskozené nez kardiomyocyty s funkéni TOP IIf3. Tato studie také nabizi spojeni
antracyklinové kardiotoxicity ve form& zmény membranového potencidlu ustici
v strukturni a funk¢éni abnormality (Wallace, 2003; Tokarska-Schlattner et al., 2006).

Zhang et al. (2012) popisuji, ze mitochondridlni dysfunkce vznikd sekundarné po
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potlac¢eni PPARy 1a a PPAR 1 (Peroxisome proliferator-activated receptor koaktvivator
la, respektive koaktivator 1fB). Jejich hladiny byly o 50 % snizeny po expozici
doxorubicinu, av$ak pfi depleci TOP IIf”" v kardiomyocytech nedoslo k Zadné zméné.
Pro minimalizaci srde¢ni toxicity vyvolané antracykliny je v klinické praxi
jednoznac¢né doporuceno pro vSechny pacienty v soucasnosti pouze omezeni kumulativni
davky (napf. doxorubicin 450—550 mg/m?). Dalsi navrzené metody zahrnuji zménu
zpusobu podéani (upfednostnéni pomalé infuze), pouziti analogi z druhé generace
antracyklint, liposomalnich Iékovych forem (liposomélni daunorubicin ¢i doxorubicin,
pegylovany liposomélni doxorubicin). Navrzeno bylo také mozné podani
kardioprotektiva (dexrazoxan, N-acetylcystein, probukol) ¢i zatfazeni vyZivovych
dopliika (vitamin A, vitamin C, koenzym Q, karnitin) (Wouters et al., 2005). Jedinym
kardioprotektivem registrovanym pro prevenci antracyklinové kardiotoxicity je vSak
dosud pouze dexrazoxan. Antioxidanty, které by mély omezovat vznik ROS a které se
zdaly ucinné v in vitro studiich vSak nepfinesly konzistentni vysledky, pokud byly
podavané u zvifecich modelt (Van Vleet, Ferrans a Weirich, 1980; Herman et al., 1985)
nebo dokonce v klinickém hodnoceni. I u N-acetylcysteinu (nejvice preklinicky slibné
latky) se v prospektivni randomizované klinické studii ukazala jeho netc¢innost pii pouZziti

za ucCelem zmirnéni antracykliny navozené kardiotoxicity (Dresdale, Barr a Myers, 1982).

2.2.2 Katalytické inhibitory topoisomerasy I1

Katalytické inhibitory TOP II jsou heterogenni skupinou sloucenin se schopnosti
inhibovat aktivitu TOP II. Na rozdil od klasickych topoisomerasovych jedii jim vSak
chybi schopnost stabilizovat $tépny komplex (Andoh a Ishida, 1998). Tyto slouceniny
maji riznorodou strukturu i rozmanity mechanismus u¢inku, kdy mohou zasahovat do
riznych casti katalytického cyklu. Mohou blokovat vazbu mezi DNA a TOPII
(aklarubicin a suramin), stabilizovat nekovalentni komplexy DNA a TOP II (merbaron,
ICF-187, strukturné¢ ptibuzné derivaty bisdioxopiperazinu) nebo inhibovat vazbu ATP
(novobiocin). Nékteré jsou specifické pro TOP II, jiné mohou mit i dal$i biologické cile
(napt. fostriecin). Pouzivaji se napiiklad jako protinadorova Iléciva (aklarubicin,
sobuzoxan), kardioprotektiva (dexrazoxan) nebo jako moduldtory za ucelem zvyseni

ucinnosti jinych latek (suramin, novobiocin) (Larsen, Escargueil a Skladanowski, 2003).
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2.2.2.1 Dexrazoxan

Dexrazoxan je (+) enantiomer racemické slouceniny ICRF-159 (razoxan) ze
skupiny bis-dioxopiperazinii (Andoh, 1998). Jedna se o cyklicky ve vod¢ rozpustny
derivat silného chelata¢niho ¢inidla kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) (Weiss,
Loyevsky a Gordeuk, 1999).

Dexrazoxan (ICRF-187) byl pivodné vyvijen jako protinadorova latka. Jeho
protinadorové ucinky ale nebyly vyrazné (Weiss, Loyevsky a Gordeuk, 1999).
U zvifecich modeld byl vSak potvrzen jeho kardioprotektivni ucinek pfi terapii
antracyklinovymi antibiotiky (Herman et al.,, 1972). Pfi soucasném podavani
dexrazoxanu s antracyklinovymi antibiotiky bylo prokdzano =zlepSeni preziti
a minimalizace funk¢nich zmén srdce u riznych zvifecich modelt. Dexrazoxan navic
umozioval u zvifat tolerovat vyssi kumulativni davky antracyklinti s niz§imi srde¢nimi
vedlejsimi ucinky (Herman et al., 1988). I v prospektivni randomizované klinické studii
provedené u Zen s pokroCilym karcinomem prsu byla ve skupin€¢ s dexrazoxanem
zaznamenana vyznamn¢ niz§i incidence meéstnavého srde¢niho selhani s lepSim
zachovanim ejek¢ni frakce levé komory ve srovnani s placebo skupinou (Speyer et al.,
1988). 1 v randomizovanych dvojit¢ zaslepenych studiich u pacienti v détském
1 dospélém véku s riznymi formami nddorového bujeni byl ochranny G¢inek dexrazoxanu
pied poskozenim srdce potvrzen (Hensley et al., 2009). Diky dexrazoxanu je také mozné
podavat pacientim vysS$i kumulativni davku doxorubicinu za soucasné tolerance
vedlejsich ucink cilicich na srde¢ni sval (Speyer et al., 1992).

Mechanismus kardioprotektivniho plisobeni dexrazoxanu byl ptivodné pfisuzovan
schopnosti chelatovat volné ionty slouceninou vznikajici hydrolyzou dexrazoxanu
(Obr. 6). Dexrazoxan totiz podléha hydrolyze za vzniku ADR-925 (analog EDTA), ktery

je schopen chelatovat zelezo.
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Obr. 6 Reakcni schéma hydrolyzy dexrazoxanu (4) na meziprodukty s jednim otevienym

kruhem (B a C) a findlni produkt
a Herman (2007)

ADR-925 (D) — prevzato a upraveno z Hasinoff

Dexrazoxan ma vSak dalsi biologickou aktivitu, kterd mize ovlivnit mechanismus

ucinku. Je to jeho schopnost inhibovat T

OP II (Hasinoff a Herman, 2007). Ani samotné

pusobeni ADR-925 nema protektivni efekt proti plisobeni antracyklinii u neonatalnich

ventrikularnich kardiomyocyta (Jirkovsky et al., 2019).
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3 Cile prace

e Stanovit expresi mRNA TOP Ila a TOP IIf} u bunééné linie 1 HL-60 a TOP 113
depletovanych linii 49 HL-60 a 71 HL-60 metodou RT-qPCR

e Navrh a pilotni screening primeru cilicich na mutovanou oblast enzymu TOP 113
pouzité bunééné linie HL-60

e Stanovit mnozstvi proteinu TOP Ila a TOP 118 u bunééné linie 1 HL-60 a TOP 113
depletovanych linii 49 HL-60 a 71 HL-60

e Stanovit citlivost buné¢éné linie 1 HL-60 a TOP IIf3 depletovanych linii 49 HL-60
a 71 HL-60 k dexrazoxanu a stanovit hodnoty ICsg

e Stanovit citlivost bunécéné linie 1 HL-60 a TOP IIf3 depletovanych linii 49 HL-60
a 71 HL-60 k daunorubicinu a stanovit hodnoty 1Cso
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4 Material a metodika

4.1 Material

4.1.1 Bunécna kultura

Bunééna linie HL-60 (Human promyelocytic leukemia cells) byla odvozena
z periferni krve 36leté pacientky trpici onemocnénim akutni promyelocytarni leukemie
v roce 1977 (Collins, Gallo a Gallagher, 1977). Tato buné¢na linie ma kulaty nebo vejcity
tvar, roste kontinudlné v suspenzni kultute a neadheruje k plastu ani sklu. Doba zdvojeni
se pohybuje mezi 3648 hod (Collins, 1987). Mezi dalsi charakteristiku patii
indukovatelnost k diferenciaci v rozlicné typy bunék. Pievladajicim typem bunék jsou
neutrofilni promyelocyty (Gallagher et al, 1979). Piilezitostné jsou pfitomné
myeloblasty, myelocyty a zralej$i promyelocytarni formy. V pfitomnosti DMSO pak
buiiky dozravaji v granulocyty a po expozici esterim forbolu diferencuji v nedélici se
mononuklearni fagocyty. Charakteristicka je také skuteCnost, Ze tyto builky na svém
povrchu neexprimuji zadné lymfocytarni markery — nejsou ptitomné zadné povrchové
imunoglobuliny, antigeny spojené s virem Epstein—Barrové ani nedochézi k tvorbé rozet
s ov¢imi Cervenymi krvinkami. Pouze okolo 5 % populace bunééné linie HL-60 tvofi
rozety s erytrocyty s povrchovou protilatkou nebo protilatkou a komplementem. Enzym
terminalni deoxyribonukleotidyltransferasa (ptitomny v nezralych lymfocytech a vzacné
1 bunikach akutni myeloidni leukemie) nebyl v linii HL-60 detekovan (Koeffler a Golde,
1980). Byt specifické markery pro lymfoidni buiiky chybi, tyto builky exprimuji
povrchové receptory pro Fc fragment a komplement, které jsou spojovany
s diferenciovanymi granulocyty (Gallagher ef al., 1979). K proliferaci dochazi
prostiednictvim receptorti pro transferin a inzulin exprimovanych na povrchu bunék.
Proto je nezbytnd jejich ptitomnost v kultivaénim mediu (Breitman, Collins a Keene,

1980).

V ramci prace byly vyuzity klony HL-60, které byly modifikovany dr. Jirkovskou
a Mgr. Skalickou pomoci metody CRISPR-Cas9 v ramci jejich stdze na pracovisti
Newecastle University v Newcastle upon Tyne ve spolupraci s védeckym tymem
prof. Austin. Cely postup ptipravy nasleduje metodiku popsanou v ¢lanku dr. Khazeema
(Khazeem et al., 2020). Nejprve byly pfipraveny plasmidy pro kontrolni a potencialné
mutantni linii. Jako zéklad byl vyuZit plasmid PX458 (Addgene plasmid #48138), ktery
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obsahuje gen pro efektorovy protein Cas9, zeleny fluorescencni protein (GFP) a v ptipadé
potencialné mutantni linie do né¢j byla navic zaklonovdna navadéci RNA (gRNA) cilici
na exon 1 genu TOP2B. Tyto plasmidy byly poté nukleofekei vpraveny do bunck. Dva
dny poté byly jednotlivé bunky tfidény do jamek 96-jamkové desticky pomoci pritokové
cytometrie s vyuzitim signalu GFP jako selekéniho markeru. Po dvou az ¢tyfech tydnech
jednotlivé bunky vytvorily kolonie, které bylo mozné genotypizovat. Z jednotlivych
kolonii byla izolovana DNA, poté byl metodou PCR amplifikovan gen TOP2B
a transkripty byly rozdéleny na horizontalni gelové elektroforéze (Obr. 7). Pokud se
velikost transkriptu lisila od kontrolni kolonie (byla zde o¢ekavanad mutace, doslo tedy
k vysttizeni nékolika bazi), transkript byl extrahovan z gelu a sekvenovan. Sekvenovani
heterozygotnich mutantii s mutaci v jedné nebo obou alelach nebylo z technickych
divodi mozné provést (klon €. 49). Nasledné byly sekvenované transkripty potencidlné
mutantnich kolonii porovnany s kontrolnimi v programu LALIGN, a tim dosSlo
k ptesnému popisu jednotlivych mutaci (Obr. 8). Dale byla deplece TOP2B potvrzena na
proteinové Urovni imunofluorescenéné (pAb — Rabbit Anti-TOP2B 4555, Newcastle
University, sAb — Anti rabbit AlexaFluor A11008) aimunoblotingem (pAb —
Human/mouse monoclonal to human TOP2B, RD Systems, MAB 6348; sAb — Anti-mouse
IgG, GE healthcare, NXA931). Na experimenty popisujici depleci proteinu TOP2B dale
navazuje tato prace. Celkem bylo vytvofeno a identifikovano nékolik heterozygotné
a 10 homozygotné¢ mutovanych klonli s depletovanou TOP2B, z nichz byl v této praci
vyuzit klon cislo 71 jako homozygotni mutant (71 HL-60) a klon cislo 49 jako
heterozygotni mutant (49 HL-60).
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Obr. 7 Rozdéleni transkriptii genu TOP2B na horizontalni gelové elektroforéze. ,,C*
znaci kontrolni kmen bunek, ¢. 71 predstavuje homozygotniho mutanta, ¢. 49

heterozygotniho mutanta

»>71mutant (150 aa)
Waterman-Eggert score: 1159; 53.9 bits; E(1) < 1.4e-12
89.0% identity (89.6% similar) in 154 aa overlap (1-152:10-159)

1e 208 3e 48 50
contro GGGACAGCGGCCCGCAGGG AGGCGGGAGCGGCG-GCTGCGGCCTCAGGGCCTGTGAGCT

......................................................

71muta GGGCCAGCGGCCCGCAGGGTAGGCGGGAGCGGCGTGCTGCGGCCTCAGGGCC TGTGAGCT

1@ 20 3e 40 5@ 68
€0 7@ 80 99 120 110
contro GGAGGCACT(GCCATGGCCAAGTCGGGTCGCTGCGGCGCGGGAGCCGGCGTGGGLGGCGG
71muta GGAGGCACT( GCC ------------- GTCICTGCAGCGCEGCAGCCGGCATEGGLGGLEE
70 9 99 100 110
120 13e 148 159

contro CAACGGGGCACTGACCTGGGTGGTAAGTGGCTGG

..................................

71lmuta CAACGGGGCACTGACCTGGGTGGTAAGTGGCTGG
120 13e 140 159

Obr. 8 Porovnani sekvence kontrolni (1) a homozygotni kolonie (71) HL-60.
U homozygotniho klonu byla identifikovina delecni mutace o délce 13 bazi

(vyznaceno Zlutym rameckem)
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4.1.2

Pomiicky a pristrojové vybaveni

Kultivaéni lahev 25 cm? (TPP, Svycarsko)

Vodni lazen Memmert WB 14 LV (Memmert, Némecko)

Inkubator s termostatem a regulaci koncentrace CO», model 311 (Forma
Scientific, USA)

Box s lamindrnim proudénim vzduchu TopSafe 1.2 (BioAir, Itélie)

Pistové pipety a Spicky (Eppendorf, Némecko)

Pipetovaci rozplinova¢ Midi Plus (BioHit, UK)

Sérologické pipeta 10 ml (TPP, Svycarsko)

Nesterilni mikrozkumavky rtiznych objemt (Eppendorf, Némecko)

Biirkerova komtrka Assistent (Brand, SRN)

Opticky mikroskop Eclipse TS100 (Nikon, Japonsko)

Pipetovaci $pi¢ky LoRetention pro PCR (Eppendorf, T.LP.S., Svycarsko)
Centrifuga Eppendorf MiniSpin plus (Eppendorf, Némecko)

Laboratorni tfepacka Vortex V-1 Plus (BioSan, Litva)

Mikrozkumavky pro PCR 0,5 ml (Eppendorf, Némecko)

Hlubokomrazici box -80 °C (Trigon-Plus, Ceské republika)

Mikrotitracni desticka pro PCR MicroAmp (Applied Biosystems, USA)
Transparentni adhezivni film MicroAmp na mikrotitracni desticku pro PCR
(Applied Biosystems, USA)

Centrifuga Hermle Z 300 (Hermle, Némecko)

Real-Time PCR systém Quant studio 6 Flex (Applied Biosystems, USA)

Owl EasyCast B1 Mini Gel Electrophoresis Systems (Thermo Fisher
Scientific, USA)

Spektrofotometr Tecan Infinite 200M Pro (Tecan, Svycarsko)

Desti¢ka 96-jamkové s vypouklym dnem (GamaGroup, Ceské republika)
Stolni tiepaci inkubator NB-205 (N-Biotek, Korea)

Pasteurova pipeta (Kartell S.p.A, Italie)

Termoblok ThermoMixer C (Eppendorf, Némecko)

Elektroforeticka vana Mini-Protean Tetra System (Bio-Rad Laboratories, USA)
Mini-Protean Glass Plates (Bio-Rad Laboratories, USA)

ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad Laboratories, USA)
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ImageLab 4.1 software pro ChemiDoc MP

Trans-Blot Turbo Mini-size Transfer Stacks (Bio-Rad Laboratories, USA)
Nitrocellulose Membranes 0,2 um (Bio-Rad Laboratories, USA)

Transferovy systém  Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad
Laboratories, USA)

Polypropylenova zkumavka s vickem o objemu 50 ml (Avantor, Ceska republika)
BioSan Programmable rotator Multi Bio RS-24 (Biosan, Litva)

Sterilni mikrozkumavky o objemu 5 ml (Eppendorf, Némecko)

Pipetovaci vanicka pro multikanalové pipety (Eppendorf, Némecko)
Mikrotitraéni desticka 96-jamkové (TPP, Svycarsko)

Automaticka multikanalova pipeta (Eppendorf, Némecko)

Deskova tiepacka Heidolph Titramax 100 (Heidolph, Némecko)

GraphPad Prism 9 (GraphPadSoftware, Inc., USA)

Chemikalie

Kultivaéni médium IMDM (Gibco, Irsko)
10 % FBS (Gibco, Irsko)
0,4 % Trypanova modf (Sigma, Némecko)
PBS tablety (Sigma, Némecko), piipraveno podle navodu vyrobce pouzitim
redestilované vody, sterilizovano autokldvovanim
NaCl sterilni pro PCR (pfipraveno pomoci DEPC), 2M
Trizma hydrochloride solution, 1M, pH 7,4; pro molekuldrni biologii
(Sigma, Némecko)
Igepal CA-630, 0,08 mM, pro molekularni biologii (Sigma, Némecko)
Lyzaéni roztok pro PCR (10 mM Tris HC1 7,4; 0,25 % Igepal CA-630; 2 M NaCl,
voda pro molekularni biologii)
DNAse I, RNAse Free, 1 U/ul (Thermo-Scientific, USA)
Luna Universal Probe, One step RT-qPCR Kit (Biolabs Inc., USA)
o One-Step Reaction Mix — #M30068S, 2% koncentrovany
o Enzyme Mix — #M3002S, 20x koncentrovany
o Nuclease-free Water — B1502A

Real-time PCR kit for Human Reference Genes (Generi Biotech, Ceska republika)
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o hB2M_Q3 (HEX), 10x
Primery TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems, USA)
o TOP2a—Hs01032137 _ml (FAM) PN4448892, 20x
o TOP2B —Hs00172259 ml (FAM) PN4448892, 20x
Luna Universal, One step RT-qPCR Kit (Biolabs Inc., USA) — na SybrGreen
o One-step Reaction Mix —#M3005S, 2x koncentrovany
o Enzyme Mix — #M3002S, 20x koncentrovany
o Nuclease-free Water — B1502A
Navrhnuté primery, referen¢ni geny B2M, SDHA, YWHAZ (Generi Biotech,
Ceska republika)
Agaréza (Serva, Némecko)
TAE pufr pro gelovou elektroforézu (Thermo-Scientific, USA)
SYBR safe DNA gel Stain (Invitrogen, USA)
50 bp DNA ladder, #N3236L (BioLabs Inc., USA)
Gel loading Dye blue 6x koncentrovany #B07021S
BSA o koncentraci 10 mg/ml (MP Biomedicals, Francie)
Tris (Penta, Ceska republika)
SDS (Serva, Némecko)
Zasobni roztok 2 % SDS-Tris (0,1 M Tris a pH =7.5)
QPRO-BCA kit Standard — 1 % BCA (Cyanagen, Italie)
QPRO-BCA kit Standard — 4 % CuSO4 SH>O (Cyanagen, Italie)
TGX Stain-Free FastCast 7,5 % Acrylamide Kit (Bio-Rad Laboratories, USA)
10 % APS (Bio-Rad Laboratories, USA)
TEMED (Bio-Rad Laboratories, USA)
5% koncentrovany nanaseci pufr LSB bez SDS SDS (300 mM Tris-HCI (pH 8.0),
20mM EDTA, 25 % B-merkaptoethanol, 0.1 % bromfenolovd modi, 50 %
glycerol)
TGS elektroforézovy pufr (1x: 25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1 % SDS, pH 8,3)
(Bio-Rad Laboratories, USA)
Marker molekulovych hmotnosti: Rotimarker Tricolor extra (Roth, Némecko)
Trans-Blot Turbo Transfer Buffer, 5x (Bio-Rad Laboratories, USA)

Susené odstfedéné mléko pro blokovani (Serva, Némecko)
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TBS (10x koncentrovany roztok: 24 g Tris baze, 5,6 g Tris-HCl, 88 ¢g
NacCl, 1000 ml)

TBS-T 0,05 % (1%, 500 ml TBS, 250 pl Tween-20)

Blokovaci roztok (TBS-T s 5 % suSeného odtu¢néného mléka)

Primarni protilatka anti-TOP2A a anti-TOP2B, EPR 5377, 1 : 2000 (Abcam, UK)
Sekundarni protilatka 1 mg/ml, Goat pAb6112, 1 : 10000 (Abcam, UK)
Dexrazoxan (Huaren Chemicals, China)

DMSO (Sigma, Némecko)

Daunorubicin (Pfizer, Svycarsko)

MQ, ultracista voda pro molekularni biologii (Millipore, USA)

MTT (Sigma, Némecko)

Isopropanol (Sigma, Némecko)

HCI (Penta, Ceska republika)

Triton X-100 (Sigma, Némecko)

Lyza¢ni roztok MTT (Isopropanol 475ml; 0,0M HCl 4,35 ml;
TritonX-100 25 ml)
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4.2 Pracovni postupy

4.2.1 Kaultivace buné¢éné linie HL-60

Prace s buné¢nou linii probihala v bunécné laboratoii Katedry biochemickych véd
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Kultivace bunék probihala
v plastovych sterilnich kultivacnich lahvich T-25. Bylo pouzivano kultivatni medium
obohacené o 10 % fetdlniho bovinniho séra. Kultivaéni médium bylo temperovano na
37 °C ve vodni lazni. Bunky byly uchovavany v inkubatoru s termostatem a regulaci
koncentrace CO; pii 37 °C a 5 % COs. Tyto podminky mély co nejpiesnéji napodobit
prosttedi lidského téla. V pribehu prace byly dodrzeny zasady aseptickych technik praci

v boxu s laminarnim proudénim vzduchu.
4.2.2 Pasazovani bunécné linie HL-60

Pasazovani bun¢k probihalo pravidelné kazdy tieti az Ctvrty den. Po dikladné
homogenizaci bunééné kultury lehkym kyvanim se ze zasobni plastové lahve T-25
odebralo 20 pl bunééné suspenze. Ta se v nesterilni mikrozkumavce o objemu 0,5 ml
smisila v poméru 1 : 1 s promichanym 0,4 % roztokem trypanové modii v PBS (fosfatem
pufrovany fyziologicky roztok). Po 2—5 min, kdy se vzorek s trypanovou modii nechal
inkubovat pii pokojové teploté, bylo po promichani naneseno 10 ul ke krajim kryciho
sklicka na horni a dolni polovinu vycisténé Biirkerovy komurky. Trypanova modf
je supravitalni barvivo a pasivné pronika pies membrany. Zivé buiiky se diky aktivnimu
transportu pomoci ATP tohoto barviva zbavuji a nezbarvi se. Pomoci optického
mikroskopu se proto pocitaly bunky jevici se jako bilé na modrém pozadi roztoku
trypanové modfi v dolni i horni oblasti vzdy v péti ¢tvercich z deviti — vzdy stejnym
zpusobem. Nepocitaly se bunky dotykajici se spodniho nebo pravého okraje. Dale byl
proveden vypocet pro zjisténi poctu bunck v 1 ml suspenze (korekce fedéni vynasobenim
dvéma tisici). SméSovaci rovnici se vypocetl objem plvodni suspenze a objem
kultiva¢niho média potiebny pro zisk koncentrace 0,1 miliond bun¢k na mililitr obvykle
v celkovém objemu 10 ml (dle potfeby bunck v dal§im tydnu). Nova kultivacni lahev se
suspenzi byla oznacena ndzvem linie, datem, fedénim, pofadim pasdZe a inicidly
pracovnika, ktery pasazovani provadél. Buniky nepotiebné pro pasaz byly pouzity pro

provedeni experiment.
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4.2.3 Stanoveni exprese mRNA

4.2.3.1 Priprava bunécného lyzatu pro primé stanoveni mRNA metodou RT-qPCR

Pti lyzaci bunécéné kultury byl pouzivany plastik pro PCR (v Cistoté PCR clean).
Ptislusny objem suspenze s 2 miliony bunck v mililitru byl napipetovan do
mikrozkumavek. Nasledovala centrifugace 700% g po dobu 10 min a pfi teploté 4 °C.
Vznikla peleta se resuspendovala v 100 pl PBS. Ze vzniklé suspenze se odebralo 2,5 pl
suspenze, kterd byla lyzovéana 25 pl lyza¢niho pufru pro PCR. Ptfed pouzitim byl lyzacni
roztok doplnén o 10 % DNAsy. Poté probchla inkubace pii pokojové teploté v délce
5 min. Nasledovala stejn¢ dlouhd inkubace pii 75 °C. Nakonec byly ependorfky
preneseny na led a ulozily se do -80 °C v hlubokomrazicim boxu, kde byly skladovany

do doby analyzy.

4.2.3.2 Vyber referencniho genu

Pro stanoveni genové exprese TOP Ila a TOP IIf bylo potieba vybrat vhodny
referencni gen. Na zakladé diive provedenych studii byl jako referencni gen vybran B2M
z komeréné¢ navrzené soupravy Real-time PCR kit for Human Reference Genes
obsahujici deset nejbéznéji pouzivanych referencnich genii vcéetné genu B2M

(Klieber, 2019).

4.2.3.3 Primé stanoveni mRNA metodou RT-qPCR

Nejprve bylo do kazdé jamky naneseno 7,5 pl reakéni smési, ktera byla predem
pripravena do mikrozkumavky v objemu podle poctu vzorkl (s 10 % nadbytkem) za
pouziti promichanych a centrifugovanych reagencii ze setu Luna Universal Probe, One
step RT-qPCR Kit a primert (Tab. 1). Spocitany potfebny objem reakéni smési s 10 %
objemovym nadbytkem byl pfipraven do mikrozkumavky. Bunécné lyzaty obsahujici
mRNA byly po jednom rychle rozmraZeny v dlani a po promichdni na vortexu naneseny
na 96-jamkovou mikrotitra¢ni desti¢ku pro PCR v kvadruplikatech (Obr. 9) — do kazdé
jamky 2,5 pl ptisluSného lyzatu. Po pfikryti transparentnim adhezivnim filmem a kratké
centrifugaci (2500 rpm) byly vzorky podrobeny polymerazové tetézcové reakci

v piistroji Quant Studio 6 Flex (Tab. 2).

35



TOP Ila

NFW + TOP Ila

TOP IIp

NFW + TOP II

B2M

Obr. 9 Schématické znazorneéni pipetovani na 96-jamkovou PCR mikrotitracni desticku
(1 = HL-60 TOP IIB"*; 49 = HL-60 TOP 113", 71 = HL-60 TOP 11",

NFW = nuclease-free water)

Tab. 1 Priprava reakcni smési pro PCR (prevzato a upraveno z Instrukcni manual Luna

Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit [online])

Slozka 10 pl reakce
Luna Universal Probe Reaction Mix 5,0 ul
Enzyme Mix 0,5 pl
Primery 0,4 pl
Nuclease free water 1,6 ul

Tab. 2 Nastaveni PCR reakce (prevzato a upraveno z Instrukcni manudl Luna Universal

Probe One-Step RT-qPCR Kit [online])

Cyklus Teplota Cas Pocet cyklu
Reverzni transkripce 55°C 10 min 1
Pocatecni denaturace 95 °C 1 min 1
Denaturace 95°C 10s

40-45
Extenze 60 °C 30s
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4.2.4 Navrh specifickych primeri pro detekci mista mutace enzymu TOP 11

4.2.4.1 Navrh mutacniho primeru pro detekci enzymu TOP I v bunécné linii HL-60

Pro navrh primeru pro PCR detekci genu byl za pomoci programu Microsoft Excel
vytvofen seznam potencidlnich primerd v mutaci o délce 18—24 nukleotidii. Stejnym
principem byl hledan i druhy primer. Program Oligocalc umoznil vytvofeni jak forward,
tak i reverse primeru a to funkci SWAP STRANDS. Nasledn¢ za pouziti stejného
programu byly primery zkontrolovany a do tabulky se zapsaly dvé hlavni charakteristiky
— procentudlni zastoupeni GC a Tm Salt Adjusted ve °C. Nasledné pomoci funkce
Podminéné formatovani v MS Excel byly barevné zvyraznény vyhovujici parametry.
Vybrané primery, které vyhovovaly jak zastoupenim GC, tak i Tm Salt Adjusted ve °C
a dalSimi charakteristikami, byly poslany do vyroby.

4.2.4.2 Priprava vzorku pro detekci pritomnosti TOP 11 s vyuZitim navrzenych primerii

Vzorky s bunéénym lyzatem mRNA kloni HL-60 TOP 11" a HL-60 TOP IIB™-
pro stanoveni pfitomnosti TOP IIf s vyuzitim navrzenych primert byly pfipraveny
obdobn¢ jako v bodu 4.2.3.1 a do doby analyzy byly uchovavany v hlubokomrazicim
boxu pfi -80 °C.

4.2.4.3 Detekce pritomnosti mutace s vyuzitim navrzenych primeri

Reak¢ni smési s obsahem rtiznych kombinaci forward a reverse primerd (Tab. 3)
byly pfipraveny do mikrozkumavek v objemu podle poc¢tu vzorkt (s 10 % nadbytkem) za
pouziti promichanych a centrifugovanych reagencii ze setu Luna Universal, One step
RT-gPCR Kit a primerii (Tab. 4). Stejn¢ byly piipraveny i reakéni smési s obsahem
housekeep genti, které byly vybrané na zaklad¢ clanku Zarybnicky et al. (2019).
Konkrétné se jednalo o B2M, SDHA, YWHAZ. Reakéni smési byly pipetovany na
desticku vobjemu 7,5ul pro kazdy klon. Bun&tné lyzaty HL-60 TOP IIB™*
a HL-60 TOP IIB”" obsahujici mRNA byly po jednom rychle rozmraZeny v dlani a po
promichani na vortexu naneseny na 96-jamkovou PCR desticku — do kazdé jamky 2,5 ul
ptislusného lyzatu. Pro kaZzdou reakéni smés byl vytvoren i kontrolni vzorek bez templatu.
Po pfikryti transparentnim adhezivnim filmem a kratké centrifugaci (2500 rpm) byly
vzorky analyzovany v piistroji Quant Studio 6 Flex (Tab. 5).
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Tab. 3 Kombinace forward a reverse primerii v jednotlivych reakcnich smeésich. Pouzité

pracovni oznaceni forward a reverse primerii viz Tab. 11

Reakéni smés Forward primer Reverse primer
MM 1 69 16
MM 2 68 17
MM 3 16 51
MM 4 17 45
MM 5§ 69 17
MM 6 68 16
MM 7 16 45
MM 8 17 51
MM 9 B2M_F B2M R

MM 10 SDHA F SDHA R
MM 11 YWHAZ F YWHAZ R

Tab. 4 Priprava reakcni smési pro PCR (prevzato a upraveno z Instrukcéni manuadl Luna

Universal One-Step RT-qPCR Kit [online])

Slozka 10 pl reakce
Luna Universal Reaction Mix 5,0 ul
Enzyme Mix 0,5 pl
Forward primer 0,4 ul
Reverse primer 0,4 pul
Nuclease free water 1,2 ul

Tab. 5 Nastaveni PCR reakce (prevzato a upraveno z Instrukcni manual Luna Universal

One-Step RT-qPCR Kit [online])

W

Cyklus Teplota Cas Pocet cyklu
Reverzni transkripce 55°C 10 min 1
Pocatec¢ni denaturace 95 °C 1 min 1
Denaturace 95 °C 10s

4045
Extenze 60 °C 30s
Kiivka tani 60-95 °C variabilni 1
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4.2.4.4 Elektroforeticka separace v agarozovém gelu

Den pfed samotnym stanovenim jsme pfipravili 3 % agar6zovy gel v objemu
50 ml a do doby analyzy jsme jej uchovavali v alobalu v lednici. Pouzili jsme vzorky
z predchoziho stanoveni — konkrétné vzorky s kombinaci primerti odpovidajici reakénim
smésim soznatenim MM4 a MM 7 sbunéénymi liniemi HL-60 TOP IIB*"*
a-HL-60 TOP IIB”~ a kontrolni vzorky bez templitu. Do t&chto vzork jsme piidali
barvivo a do jamek gelu jsme vzorky nanesli ve vysledném objemu 5 pl. Na agar6zovy
gel byl soucasné nanesen iobarveny velikostni marker 50 bp DNA v objemu 2 pl.
Do elektroforetické vany s TAE pufrem bylo pfivadéno konstantni napéti 56 V po dobu
2,5 hod. Gel byl poté obarven smési 4 ul SYBR safe DNA Gel Stain v 50 ml vody. V této
smési byl gel tfepan po dobu 15 min. Pomoci softwaru Image Lab 4.1 technologii

SYBR-Free byla vizualizovano separace fragmentt nukleovych kyselin.
4.2.5 Stanoveni mnoZstvi proteinu TOP Ila a TOP IIB

4.2.5.1 Priprava vzorkii pro stanoveni obsahu proteinu

Ze zbylych bun€k po paséazi byl ptisluSny objem suspenze se 2 miliony bunék
v mililitru pfenesen do mikrozkumavek a centrifugovan pii RCF 700% g, po dobu 10 min
a pii teploté 4 °C. Sediment bunék byl proplachnut v PBS. Po opétovném stoceni bylo
odsato prebyte¢né mnozstvi supernatantu a sediment bun¢k se resuspendoval v SDS-Tris.
Poté se 5 min zahftivalo pti 95 °C. Takto pfipravené vzorky byly skladovany pii -80 °C

v hlubokomrazicim boxu do doby analyzy.

Z namétenych hodnot celkového proteinu metodou BCA byly vypocteny nanasky
odpovidajici 10 pg celkového proteinu. Vzorky pro nanaSeni obsahovaly vypoctené
mnozstvi proteinu, 4 pl 5x koncentrovaného nanédseciho pufr LSB bez SDS a SDS-Tris
pro doplnéni celkového objemu do 20 pl. Na malé stolni centrifuze byly vSechny vzorky
sto¢eny a nasledné povafeny na termobloku pii 95 °C po dobu 5 min. Takto pfipravené

vzorky byly skladovany v hlubokomrazicim boxu pii teploté -80 °C do doby analyzy.

4.2.5.2 Stanoveni koncentrace proteinu v bunécnych lyzatech

V prvnim kroku bylo nutno vytvofit kalibracni fadu fedénim standardu BSA ze

zasobniho roztoku o koncentraci 10 mg/ml v SDS-Tris. Z tohoto zdsobniho roztoku byly
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vytvofeny do péti rtiznych mikrozkumavek roztoky o koncentraci 1,0, 0,8, 0,6, 0,4
a 0,2 mg/ml, vzorek o nulové koncentraci obsahoval pouze rozpoustédlo (SDS-Tris). Do
jamek 96-jamkové desticky bylo pipetovano 10 ul téchto zasobnich roztokt
v triplikatech. Na stejnou desticku bylo také v triplikatech napipetovano 10 pl bunécného
lyzatu riznych fedéni (1%, 2% a 3x). Multikandlovou pipetou bylo do kazdé jamky
pfidano 200 pl reakéniho roztoku pro BCA (kyseliny bicinchonové a 4 % roztoku
pentahydratu siranu méd’natého v objemovém poméru 50:1). Poté probehla inkubace
96-jamkové desticky po dobu 30 min pfi teploté 37 °C. Nésledn¢ zmétila absorbance pfi
vlnové délce 562 nm na spektrofotometru Tecan. Z namétenych hodnot absorbance byla
sestrojena kalibra¢ni kiivka a pomoci rovnice kiivky byla vypocitdna koncentrace

proteinu ve vzorcich.

4.2.5.3 Separace proteinii z bunécného lyzatu pomoci SDS-PAGE a prenos proteinii na

membranu (Western-blot)

Z akrylamidového kitu TGX Stain-Free FastCast 7,5 % byly ve dvou 50 ml
zkumavkéch s vickem dle ndvodu smiseny roztoky A a B pro separacni a zaostfovaci ¢ast
gelu. Poté bylo do kazdé ptidano ekvivalentni mnozstvi 10 % APS a TEMED (Tab. 6,
Tab. 7). Takto ptipravené 7,5 % polyakrylamidové gely se pomoci Pasteurovy pipety
nanesly mezi pfedem vycisténa skla. Po naliti se vlozil hfebinek do gelu mezi skly a takto
se nechal gel 45 min polymerizovat. Pokud byla elektroforéza provadéna v jiny den, skla

s gely byla obalena navlh¢enymi utérkami a byla uchovavana pii 8 °C.

Tab. 6 Slozeni separacniho roztoku v mnoZstvi piepocitaném pro 2 gely

Slozka Objem
Resolver A 4,5 ml
Resolver B 4,5 ml

APS 45,0 ul
TEMED 4,5 ul
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Tab. 7 Slozeni zaostrovaciho roztoku v mnozstvi prepocitaném pro 2 gely

Slozka Objem
Stacker A 1,75 ml
Stacker B 1,75 ml

APS 17,5 ul
TEMED 3,5u

V den analyzy byly gely ve sklech s vytvofenymi jamkami umistény do kazet
analitim pufru byla zkontrolovana tésnost. Do jednotlivych jamek byly naneseny
kvadruplikaty vzorki v objemu 20 ul. Dale bylo do jedné z krajnich jamek naneseno
12,5 ul proteinového zebticku Rotimarker Tricolor pro odhad molekulové hmotnosti
proteini po rozdéleni. Takto pfipravené kazety se vzorky byly pieneseny do
elektroforetické vany s TGS a elektroforeticky pufr byl doplnén po odpovidajici rysku.
Na elektrody bylo nasledné piivadéno konstantni napéti 120 V. Elektroforéza probihala
do doby, nez bromfenolova modi v nanaSecim pufru dosdhla konce gelu (pfiblizné

90 min).

Poté, co probehla elektroforéza, byla v zobrazovacim syst¢ému ChemiDoc
provedena aktivace a navazani barviva na proteiny v gelu pomoci UV zafeni po dobu
5 min. Obarvené separované proteiny byly vizualizovany s dobou expozice 2 s. Gel byl
pienesen do blotovaciho souvrstvi napusténého transferovym pufrem piipraven¢ho podle
navodu vyrobce ziedénim zasobniho roztoku dvojité destilovanou vodou s piidanim
absolutniho ethanolu (20 %). VSe se umistilo mezi elektrody transferového systému
a probéhl prenos proteini z gelu na membranu (dle protokolu vyrobce pro pienos
proteini s vysokou molekulovou hmotnosti). V sytému Trans-Blot Turbo Transfer
System bylo nastaveno maximalni vlozené napéti 25 V a byl zachovan konstantni
elektricky proud po dobu 10 min. Membrana byla usuSena a pted naslednou imunodetekci

skladovéna pii teploté 8 °C v lednici.

4.2.5.4 Imunodetekce topoisomerasy 11

Kazda blotovaci membrana byla vlozena do 50 ml zkumavky s vickem tak, aby
strana s navazanym proteinem smeéfovala dovniti. Do kazdé zkumavky bylo piidano
10 ml blokovaciho roztoku. Zkumavky byly umistény na rotator, kde byla membrana po

dobu 1 hod blokovéna. Poté byl blokovaci roztok slit do odpadni nadoby. Membréna byla
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10 min promyvéana v TBS-T. Poté byly membrany inkubovany za stalé rotace pfi
pokojové teploté 1 hod s 5 ml primarni protilatky EPR 5377 (anti-TOP2A a anti-TOP2B
— rozeznava ob¢ izoformy TOP II) fedéné v poméru 1 :2000. K jejimu nafedéni byl
pouzit roztok 5 % BSA v TBS-T. Po inkubaci s primarni protilatkou byly membrany
Sestkrat po dobu 5 min promyty v TBS-T o objemu 7 aZ 10 ml. Nasledné se do kazdé
zkumavky ptidalo 5 ml sekundarni protilatky Ab6112 (fedéni 1 : 10000) a prob&hla 1 hod
dlouha inkubace opét pii pokojové teploté. Po inkubaci sekundarni protilatkou byly
membrany opét Sestkrat promyty pomoci TBS-T po dobu 5 min. Nakonec byly
membrany jedenkrat oplachnuty TBS, protoze pfitomnost detergentu by mohla negativné
ovlivnit detekci. V tomto roztoku byly membrany pfeneseny k zobrazovacimu systému

ChemiDoc MP.

Dle névodu vyrobce byl nejprve pfipraven chemiluminiscenéni substrat Clarity
Western ECL Substrate a byl uchovavan ve tmé&. Pomoci softwaru Image Lab 4.1 pro
ChemiDoc MP probéhlo nejprve kolorimetrické sniméni s dobou expozice 0,001 s. Takto
byl ziskan realny obraz membrany s markerem molekulovych hmotnosti. Poté byl snimén
fluorescenc¢ni signal celkového proteinu na membrané pomoci UV excitaéni lampy
(nastaveni pro StainFree technologii) sexpozi¢nim c¢asem 2 s. Chemiluminiscenéni
substrat byl rovnomérné nanesen na membranu v celkovém objemu 500 pl. Membrana
byla nésledné¢ piekryta prusvitnou plastovou folii, ktera jednak zajistila rovnomérné
rozlozeni substratu na membrané, a také zamezila vysychani membrany v pribéhu
aktivace signalu (5 min) a samotného sniméni. Poté bylo provedeno chemiluminiscen¢ni

snimani s vhodnou dobou expozice.

Vyhodnoceni mnozstvi jednotlivych izoforem TOPII bylo provedeno
normalizaci na mnozstvi celkového proteinu pomoci softwaru Image Lab 4.1 pro

ChemiDoc MP.

4.2.6 Stanoveni viability

4.2.6.1 Stanoveni antiproliferacnich ucinkii cytotoxicitnim experimentem

V prvnim kroku byla v pipetovaci vani¢ce pro multikandlové pipety pfipravena
nasazovaci suspenze. Pro nasazeni bun¢k na desticky za Ucelem cytotoxicitniho
experimentu byla pouzita dvojndsobna koncentrace nez pro pasazovani (tj. 0,2 milionu

bun¢k na mililitr). To proto, Ze suspenze byla nasledn¢ v dalSim kroku ziedéna
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kultiva¢nim mediem, ve kterém byly rozpustény sledované latky. Do jamek sloupct
3 az 10 vtadach B az G na 96-jamkové desti¢ce bylo automatickou multikanalovou
pipetou preneseno 50 pul homogenni bunééné suspenze (homogenizovano pribézné
kyvanim korytka). Po naneseni suspenze do jamek byla uzaviend desticka oznaCena

nazvem linie, datem, pofadim pasdze s jménem a ovliviiujici latkou.

V dal$im kroku byly vZzdy do Sesti sterilnich mikrozkumavek o objemu 5 ml
pfipraveny roztoky latek v kultivaénim mediu. V piipad¢ ovliviiovani bunék DEX
(zasobni roztok v DMSO) byly finalni koncentrace 1, 3, 10,30 a 100 pl. V ptipadé
ovliviiovani bun¢k DAU (zéasobni roztok ve vodé MQ) byly finalni koncentrace 1, 3, 10,
30, 100 a 300 pl. Kultivaéni medium s ovliviiyjicimi latkami se po promichani na
laboratorni tfepacce pipetovalo v objemu 50 pl do sloupcti 4 az 9. Do sloupcti 2 a 11 se
napipetovalo 100 pl kultivaéniho media. Tyto sloupce slouzily jako negativni kontrola
neboli blank, byla zde tedy nulova viabilita. Do sloupcti 3 a 10 se k buiikam pfipipetovalo
po 50 ul kultivaéniho media. Tyto sloupce slouzily jako kontrola. Byla zde tedy
maximalni viabilita bun€k neovlivnénd zaddnymi pfidanymi latkami. Schématické
znazornéni rozvrzeni pokusu je zobrazeno nize (Obr. 10). Takto pfipravena desticka byla

vloZena do inkubatoru a zapocala tak 72 hod ovliviiujici faze.
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Obr. 10 Schématické znazornéni rozvrzeni pokusu pro cytotoxicitni experiment (vlievo —

ovliviiovani dexrazoxanem; vpravo — ovliviiovani daunorubicinem)

4.2.6.2 Hodnoceni bunécné viability metodou MTT

Cytotoxicitni experiment byl vyhodnocen pomoci metody MTT. Ta spociva

v metabolizaci Zlutého 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromidu na
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modrofialovy krystalicky formazan. Této pfemény jsou schopné pouze zivé buiky

s aktivné respirujicimi mitochondriemi.

Nejprve bylo v polypropylenové zkumavce s vickem o objemu 50 ml piipraveno
ekvivalentni mnozstvi roztoku MTT v PBS o koncentraci 3 mg/ml. Takto pfipraveny
roztok piedehfaty v lazni na 37 °C byl napipetovan do jamek B2 az G11 po 25 pl
Nésledovala inkubace v inkubdtoru dlouhd 2 hod. Poté bylo do vSech jamek piiddno
100 pl lyzaéniho roztoku MTT. Ptes noc byly desticky umistény na deskovou tfepacku
pfi rychlosti 600 rpm. Rano byla pfistrojem TECAN zméfena absorbance pifi dvou
vlnovych délkach — absorpéni maximum modrého formazanu (570 nm) a referencni

méfeni zlut¢tho MTT (690 nm).
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni exprese mRNA TOP Ila a TOP II metodou RT-qPCR

Ze vzorkG bunéénych lyzath piipravenych pro bunééné linie 1 HL-60
(pfedpokladana exprese TOP IIB*"), 49 HL-60 (pfepokladana exprese TOP IIB7")
a 71 HL-60 (predpokladani exprese TOP IIB”") a nanesenych s reakénimi smésmi na
desticku v biologickém kvadruplikatu a v technickém triplikatu (TOP IIf3, B2M) nebo
duplikatu (TOP Ila) byly metodou RT-qPCR stanoveny hodnoty C: a nasledné
v programu MS Excel vypocitany hodnoty AAC; pro TOP Ila (Tab. 8) respektive
TOPIIB (Tab. 9) vici referencnimu genu B2M a inverznich hodnot AAC,; vici
HL-60 TOP IIB*"*. Hodnoty byly poté graficky a statisticky zpracovdny v programu
GraphPad Prism 9 (Obr. 12, Obr. 13). Jako fluorescen¢ni barviva byla pouzita FAM
(TOP Ila, TOP 1IB) a HEX (B2M).

Vysledky stanoveni exprese mRNA TOP Ila a TOP IIf s vyuzitim komeréné
dostupnych primera cilicich na tyto enzymy a vyhodnoceni metodou RT-qPCR
neprokézalo, Ze by deplece TOP IIf ovliviiovala expresi TOP Ila. Vzhledem k rozsahu
sekvence TOP IIf} a neznamému cileni komercéné navrzenych primert (pravdépodobné
cili do jiného mista, nez je misto mutace pouzitych bunéénych linii), nebylo
u jednotlivych linii mozné s jistotou potvrdit expresi TOP IIf3, a proto jsme v nasledujici
¢ast této prace navrhli primery cilici pfimo do mista mutace v pouzité¢ buné¢né linii a také

provedli stanoveni exprese proteinu.
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Obr. 11 Ukazka amplifikacniho grafu z RT-gPCR reakce (zelené exprese TOP 11— zleva
HL-60 TOP I1B"*; HL-60 TOP IIB"*; HL-60 TOP IIB"~; analogicky cervené
exprese TOP Ila, modre exprese referencniho genu B2M)
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Tab. 8 Vypoctené hodnoty AAC, vztazené na B2M a inverzni hodnoty AAC; vztazené na
linii HL-60 TOP IIB"* pro TOP Ilo. u bunécnych linii HL-60 TOP IIB"",
HL-60 TOP 13" a HL-60 TOP II3" a priimér inverznich hodnot

HL-60 TOP IIB** HL-60 TOP IIB™* HL-60 TOP IIB™

1 0,594 1,00 0,912 1,535 0,839 1,412
2 0,489 1,00 0,615 1,258 0,406 0,830
3 0,714 1,00 0,595 0,834 0,769 1,077
4 1,027 1,00 0,734 0,715 0,391 0,381
Pramér — 1,00 - 1,085 — 0,925

Ukéazka rovnice vypoétu exprese TOP Ila metodou AAC: pro linii HL-60 TOP IIp**
(analogicky vypoéteno i pro linie HL-60 TOP IIB"* a HL-60 TOP IIB™):

AAC, = 2 (CtToP 11a — Ct B2m) VZOTrku HL—60 TOP 113 +/*

Ukézka vypoétu exprese TOP Ila bun&ené linie HL-60 TOP 1B vztazena na bunéénou
linii HL-60 TOP 1IB*"* (analogicky i pro linii HL-60 TOP II3*"* a HL-60 TOP I1IB""):

2744Ct yzorku HL-60 TOP 1137/~
2—44Ct yzorku HL—60 TOP 115+/+

Relativni snizeni expresse =

2.0
ns

1.5= ° u

1
ks

0.5+ N

relativni exprese TOP lla
o
[

0.0

1 | | 1
TOPIR"™ TOPIR™ TOPIR"
HL-60

Obr. 12 Graf znazornujici relativni snizeni exprese TOP Ila bunécnych linii

HL-60 TOP I1B3"*, HL-60 TOP I13"* a HL-60 TOP I1"
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Tab. 9 Vypoctené hodnoty AAC,vztazené na B2M a inverzni hodnoty AAC, vztazené na
linii HL-60 TOP IIB"* pro TOPIIB u bunéénych linii HL-60 TOP II3"",
HL-60 TOP 13" a HL-60 TOP I13" a primér inverznich hodnot

HL-60 TOP IIB** HL-60 TOP IIB™* HL-60 TOP IIB™

1 1,537 1,00 1,093 0,711 2,168 1,411

2 0,990 1,00 1,290 1,304 0,978 0,988

3 2,420 1,00 0,701 0,290 1,422 0,588

4 3,126 1,00 1,702 0,544 1,262 0,404
Pramér — 1,00 - 0,712 — 0,848

Ukéazka rovnice vypoétu exprese TOP IIf metodou AAC: pro linii HL-60 TOP IIp**
(analogicky vypoéteno i pro linie HL-60 TOP 113" a HL-60 TOP IIB™):

AAC, = 2~ (CeTop 115~ Ct B2m) vZoTku HL—60 TOP 11 +/*

Ukazka vypodtu exprese TOP IIf bun&éné linie HL-60 TOP 1137 vztazena bunéénou linii
HL-60 TOP IIB*"* (analogicky i pro linii HL-60 TOP II3**a HL-60 TOP IIB7*):

o 2744Ct yzorku HL—60 TOP 115/~
Relativni sniZeni expresse = ——= 7T
2 t vzorku HL—60 TOP 113

2.0+
ns

Q
o - ()
o) 1.5 T A
| o ] _
<]
o
s 1.0 A
X
()
£ A
£ 0.54
E —A—

0.0

| | 1
TOPIR" TOPIR™ TOPIR™"
HL-60

Obr. 13 Graf zndzornujici relativni snizeni exprese TOP I bunécnych linii

HL-60 TOP I1B3"*, HL-60 TOP I13"* a HL-60 TOP I1"
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5.2 Navrh primeri pro detekci mutaéniho mista v enzymu TOP IIf§

v pouzitych bunéc¢nych liniich

Na zakladé rozdild v sekvenci DNA klonu HL-60 TOPIIB™* a klonu
HL-60 TOP 1IB” byla identifikovana dele¢ni mutace v délce 13 bp. Pro navrh primeru
byl v programu MS Excel vytvotfen seznam potencidlnich primera pfed mutaci, v mutaci
a za mutaci v délkach 18-24 nukleotidi (Tab. 10). Nésledn¢ byly do tabulky zapsany
hodnoty zastoupeni GC [%] a Tm Salt Adjusted [°C] zjisténé v programu OligoCalc.
Optimélni procentudlni zastoupeni GC pro analyzu odpovidd 50-60 % a optimalni
Tm Salt Adjusted odpovidd 55-60 °C. Idealnimu zastoupeni téchto parametrti vSak
odpovidalo velmi malo sekvenci, proto byly hledany 1 hodnoty o 5 °C a 5 % ptesahujici
toto rozmezi v obou smérech. Tyto hodnoty byly podminénym formétovanim v programu
MS Excel vyznaceny. Vybrané primery byly objednany u spole¢nosti Generi Biotech.

Konkrétné se jednalo o sekvence uvedené v Tab. 11.
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Tab. 10 Ukdzka navrhnutych sekvenci, znazorneni jejich lokalizace, délky, zastoupeni

GC [%] a Tm Salt Adjusted [°C]

Umisténi ] Sekverice (zel,ené = pred fnutaci; Zastoupeni
Vzhleden.l Délka cervelfa_= v mutacg; GC [%] Tm [°C]
k mutaci modra = za mutaci)
TAGGGGAGAGGCGGGCCA 72 62,9
18 TCAGGGCCTGTGAGCTGG 67 60,8
CTGTGAGCTGGAGGCACT 61 58,4
5 CGGGAGCGGCGGCTGCGGCC 90 74,8
nflfte:ci 20 AGGGCCTGTGAGCTGGAGGC 70 66,6
CCTGTGAGCTGGAGGCACTC 65 64,6
GGGGAGAGGCGGGCCAGCGGC 86 75,1
21  GGAGCGGCGGCTGCGGCCTCA 81 73,1
GCCTCAGGGCCTGTGAGCTGG 71 69
CACTCGCCATGGCCAAGT 61 58,4
18 ACTCGCCATGGCCAAGTC 61 58,4
GCCATGGCCAAGTCGGGT 67 60,8
TGGAGGCACTCGCCATGGCCAA 64 67,9
Vmutaci 22 ACTCGCCATGGCCAAGTCGGGT 64 67,9
GGCCAAGTCGGGTGGCTGCGGC 77 73,2
CTGGAGGCACTCGCCATGGCCAA 65 69,9
23  ACTCGCCATGGCCAAGTCGGGTG 65 69,9
GGCCAAGTCGGGTGGCTGCGGCG 78 75,2
GCAACGGGGCACTGACCT 67 60,8
18 CACTGACCTGGGTGGTAA 56 56,3
ACCTGGGTGGTAAGTGGC 61 58,4
GGCACTGACCTGGGTGGTA 63 61,6
mftzci 19 CACTGACCTGGGTGGTAAG 58 59,5
CTGGGTGGTAAGTGGCTGG 63 61,6
CGTGGGCGGCGGCAACGGGGCAC 83 77,3
23  ACGGGGCACTGACCTGGGTGGTA 65 69,9
ACTGACCTGGGTGGTAAGTGGCT 57 66,6
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Tab. 11 Vybrané sekvence primerii pouzitych v dalsi analyze (zelena = pred mutaci,
Cervena = v mutaci, modrd = za mutaci) vcéetné lokalizace, zastoupeni GC [%]

a Tm Salt Adjusted [°C]

Pracovni Zastoupeni o
oznadeni Sekvence GC [%] Tm [°C]
68 AGTGCCTCCAGCTCACAG 61 58,4
Pied mutaci
69 GAGTGCCTCCAGCTCACA 61 58,4
16 CACTCGCCATGGCCAAGT 61 58.4
V mutaci
17 ACTCGCCATGGCCAAGTC 61 58.4
45 TACCACCCAGGTCAGTGC 61 58,4
Z.a mutaci
51 GCCACTTACCACCCAGQGT 61 58,4
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5.3 Detekce pritomnosti TOP IIf s vyuzZitim navrZenych primeri

++

Ze vzorkll bunéénych lyzati piipravenych pro bunééné linie HL-60 TOP II3
a HL-60 TOP IIB”~ nanesenych sreakénimi smésmi na destiCku v technickych
triplikatech byl stanovenim ziskan amplifika¢ni graf (Obr. 14). Na ném se vSak
nepotvrdila ocekdvana nepiitomnost signalu u mutantniho klonu HL-60 TOP IIB™.
Vysledek je patrny z kiivek tani (Obr. 15), které umoziuji zobrazeni i1 ostatnich produktti.
Ideélng by na téchto kiivkach byl vizualizovan jeden pik (pfi zahiivani dojde k denaturaci
dvouvlaknové DNA za vzniku jednovldknovych produktl). Na kiivce tani byl vedle
jednoho velkého piku u linie HL-60 TOP II** na rozdil od linie HL-60 TOP IIB"
pfitomen i druhy mensi pik. Pfedpokladame, Ze tento pik je TOP IIB. Pfitomnost vétsiho
piku (zejména vhledem k jeho pfitomnosti i ve vzorku bez templatu) povazujeme za
pozadi (chyba primeru ¢i lyzatu). Dle téchto kiivek tedy dvé dvojice primert (obsazené
v reakéni smési MM 4 a MM 7) dokazaly rozliSit mezi mutovanou a nemutovanou linii.
Pro ovéfeni byla provedena horizontalni elektroforetickd separace vzorkili na agar6zovém

gelu.

Amplification Plot
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Obr. 14 Ukazka amplifikacniho grafu z PCR reakce provedené za pouziti navrhnutych

primerii
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Melt Curve Plot
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Obr. 15 Krivky tani pro kombinaci primeru reakcni smési MM 4. Nahore bunecna linie
HL-60 TOP I1B3"*, uprostied HL-60 TOP II13", dole reakcni smés bez templdtu.
Velky pik = pozadi; mensi pik u HL-60 TOP IIB3"* = pravdépodobnd piitomnost
TOP 113
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5.4 Zobrazeni na agarézovém gelu

Vzorky z ptfedchoziho stanoveni s kombinacemi primert odpovidajici reakénim
smésim MM 4 a MM 7 bunéénych linii HL-60 TOP II** a HL-60 TOP IIp"~ byly
separovany na 3 % agardzovém gelu po dobu 2,5 hod pfi konstantnim napéti 56 V. Gel
byl obarven smési 4 ul SYBER safe DNA Gel Stain v 50 ml vody. Pomoci softwaru

Image Lab4.1 technologii SABR-safe byla vizualizovdna separace fragmentl

nukleovych kyselin.

Na agar6zovém gelu jsme predpokladali zobrazeni jednoho produktu u obou linii
(pozadi) a navic jesté jednoho dalsiho produktu pro HL-60 TOP IIB** (pfitomnost
TOP IIP). Tato hypotéza se potvrdila (Obr. 16) a ptinasi shodnou informaci jako kiivky

tani pfedchoziho stanoveni (Obr. 15).

lllllmm!ll |

B e
g

Obr. 16 Separace nukleovych kyselin na agarozovéem gelu (A = Zebricek;

B = HL-60 TOP IIB"*; C = HL-60 TOP II3")
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5.5 Stanoveni mnozZstvi proteinu TOP Ila a TOP IIf

5.5.1 Stanoveni celkového proteinu v bunéénych lyzatech

Redénim standardniho roztoku BSA o koncentraci 10 mg/ml bylo pfipraveno
5 kalibra¢nich roztokt koncentraci 1,0, 0,8, 0,6, 0,4 a 0,2 mg/ml. Vzorek koncentrace
0 mg/ml obsahoval pouze SDS-Tris. Po inkubaci s reakénim ¢inidlem byla zméfena
absorbance v triplikdtech nanesenych vzorkii pti vinové délce 562 nm (Tab. 12).

Z pramérnych hodnot byla sestrojena kalibra¢ni kiivka (Obr. 17).

Za stejnych vySe popsanych podminek byla proméfena i absorbance vzorki
HL-60 TOP 1IB**, HL-60 TOP IIp”* a HL-60 TOP IIB”" nanesenych na desticku
v triplikatech v riznych fedénich (1%, 2%, 3x). Po dosazeni primérnych hodnot
absorbance do rovnice kalibra¢ni kiivky a nasobeni fedénim (2x) byly vypocteny
koncentrace celkového proteinu ve vzorcich (Tab. 13). Tyto koncentrace byly pouzity pro
vypocet nandSek bunééného lyzatu pro separaci bilkovin na 7,5 % polyakrylamidovém

gelu.

Tab. 12 Namérené hodnoty absorbance a prumér absorbanci kalibracnich roztoki BCA

privinové délce 562 nm

Koncentrace
kalibratoru Ai A2 A3 Primér A
[mg/ml]

1,0 0,387 0,362 0,374 0,374
0,8 0,327 0,315 0,313 0,318
0,6 0,287 0,280 0,286 0,284
0,4 0,249 0,241 0,234 0,241
0,2 0,201 0,185 0,201 0,196

0 0,135 0,142 0,141 0,139
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Obr. 17 Kalibracni kiivka s linedarni rovnici a koeficientem determinace pro stanoveni

koncentrace celkového proteinu ve vzorcich

Tab. 13 Koncentrace celkového proteinu v jednotlivych vzorcich

n=1 n=2 n=3 n=4

Koncentrace [mg/ml]

HL-60 TOP IIB** 1,101 1,367 2,135 1,521
HL-60 TOP IIp™* 0,902 1,392 1,670 1,699
HL-60 TOP 11" 0,694 0,699 1,915 0,967
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5.5.2 Imunodetekce proteinu TOP II

Imunodetekce separovanych proteini bunécnych lyzati byla provedena
rekombinantni primarni protilatkou Abcam EPR 5377 (ab109524), ktera rozeznava ob¢
izoformy TOP II. Pofizené¢ snimky chemiluminiscencniho signalu a fluorescencniho
signalu byly vyhodnoceny softwarem Image Lab 4.1 (Obr. 18, Obr. 19, Obr. 20). Nejprve
byla vyhodnocena optické hustota v oblasti odpovidajici molekulové hmotnosti proteinu
TOP Ila a TOP IIB (Obr. 18). Signal obou izoforem je dobfe patrny ve vzorku
HL-60 TOP 1IB**. V obou depletovanych klonech signal TOP IIf zcela chybi. Tento
kvantifikovany signal byl pak vztazen na vyhodnocenou optickou hustotu ve stejném
nahodném vzorku proteinii obarvenych pomoci chemické modifikace aminokyseliny
tryptofanu. Tento ndhodny vzorek byl vybran tak, aby byl co nejvétsi, oblast
molekulovych hmotnosti byla stejnd pro vSechny vzorky a aby se vyhnul moznym
artefaktim, které na membran¢ byvaji pfitomny. Mnozstvi celkového proteinu
v jednotlivych vzorcich bylo stanovenou prostiednictvim Image Lab 4.1 technologii

Stain-Free.

(kb A B C D
245 —
TOP IIB

180 |- /
140 |- %

TOP Ila
100 |-

45

Obr. 18 Ukazka prekryvu chemiluminiscencniho snimku nitrocelulozové membrany
a kolorimetrického snimku pro stanoveni n=1 (A = zZebricek vcetné
molekulovych hmotnosti v kDa; B = HL-60 TOP 113", C = HL-60 TOP IIB"*;
D = HL-60 TOP I13") zndzoriujici u bunécné linie HL-60 TOP 113" pritomnost
TOP Ila.i TOP 11
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Obr. 19 Ukazka Stain-Free snimku pro stanoveni n = 2 s naznacenymi oblastmi pouzitymi

pro normalizaci (A = marker molekulovych hmotnosti; B = HL-60 TOP 113",
C = HL-60 TOP I1B"*; D = HL-60 TOP I13")

Obr. 20 Ukazka chemiluminiscencniho snimku nitrocelulozové membrany (n = 3)
zndzoriujici  vybér  izoforem  topoisomerasy Il (A = HL-60 TOP IIB"*;
B = HL-60 TOP I1B"*; C = HL-60 TOP II"") — horni linie pro TOP I1f3 a dolni
linie pro TOP Ilo.

Tab. 14 Hodnoty normalizovanych optickych hodnot chemiluminiscencniho signdlu

TOP Il izoforem na mnozstvi celkového proteinu

HL-60 TOP IIB** HL-60 TOP IIB"* HL-60 TOP IIB"-
TOPIlo TOPIIB TOPIle TOPIIB TOPIla TOPIIB

n=1 11092812 10025971 87982 6104939 159222 4370496
n=2 17392476 7391415 426154 8154744 640221 4223703
n=3 9549035 7296963 127956 5185898 189316 5148632
n=4 6500597 6654899 285238 7967104 1177301 10314484
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Obr. 21 Graf znazornujici mnozstvi proteinu TOP Ilo. a TOP IIf u bunécnych linii
HL-60 TOP I1B"*, HL-60 TOP II’* a HL-60 TOP II3". Statisticky vyznamné
snizeni proteinu u linii HL-60 TOP I13"" a HL-60 TOP 113’ oproti bunécné linii
HL-60 TOP IIB"* je zndzornéno *
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5.6 Antiprolifera¢ni uc¢inek dexrazoxanu na bunéénou linii HL-60

Kontrolni bunééna linie HL-60 TOP II™* a jeji TOP IIf depletované verze
HL-60 TOP IIB”* a HL-60 TOP IIB”" byly inkubovany s dexrazoxanem v koncentracich
1, 3, 10, 30, 100 uM pro kazdou koncentraci vzdy v biologickém kvadruplikatu
a technickém hexaplikatu pro vSechny tfi linie vzdy soucasné, aby se minimalizoval vliv
okolnich faktorii jako tlak ¢i teplota v priibéhu dne. Cytotoxicitni experiment byl
vyhodnocen metodou MTT. Absorbance byla zmétena spektrofotometrem TECAN pii
570 nm a pti 690 nm. Ziskané hodnoty absorbance byly vyhodnoceny v MS Excel.
Hodnoty byly nasledn¢ normalizovany, graficky a statisticky zpracovany v programu

GraphPad Prism 9 (Obr. 22, Tab. 15).

Na zaklad¢ dat uvedenych na Obr. 21 a v Tab. 15 jsou hodnoty ICso u klonu
HL-60 TOP 1IB*"* a klonu HL-60 TOP IIB”* velice srovnatelné. Jedind hodnota, ktera se
lisi (u HL-60 TOP IIB” je ICso vy3si), neni statisticky vyznamna. Jeji potencialni
statistickd vyznamnost by mohla naznacovat mozné ovlivnéni antiprolifera¢niho t¢inku

(naptiklad jeho sniZeni).
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Obr. 22 Vliv kardioprotektiva dexrazoxanu na viabilitu bunécnych linii

HL-60 TOP 117", HL-60 TOP 113’ a HL-60 TOP II1"

Tab. 15 Hodnoty ICs (tj. koncentrace dexrazoxanu zpiisobujici pokles aktivity enzymu na

50 %) se smérodatnymi odchylkami. Spocitano interpolaci namérenych dat po

ovlivnéni dexrazoxanem

HL-60 TOP IIB**

HL-60 TOP IIp™* HL-60 TOP 11"

ICs0 £ sd

41,21 £17,52

43,13 £22,02 71,14 + 29,52
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5.7 Antiprolifera¢ni u¢inek daunorubicinu na buné¢nou linii HL-60

Kontrolni bunééna linie HL-60 TOP IIB** a jeji TOP IIf depletované verze
HL-60 TOPIIB”™* a  HL-60 TOPIIB”~ byly inkubovany s daunorubicinem
v koncentracich 1, 3, 10, 30, 100 a 300 nM pro kazdou koncentraci v biologickém
kvadruplikatu a technickém hexaplikdtu pro vSechny tii linie vzdy soucasné, aby se
minimalizoval vliv okolnich faktort jako tlak ¢i teplota v prib&hu dne. Cytotoxicitni
experiment byl vyhodnocen metodou MTT. Absorbance byla zméifena
spektrofotometrem TECAN pii 570 nm a pt1 690 nm. Ziskané hodnoty absorbance byly
vyhodnoceny v MS Excel. Hodnoty byly nasledné normalizovany, graficky a statisticky
zpracovany v programu GraphPad Prism 9 (Obr. 23, Tab. 16).

Grafickym a statistickym zpracovani dat na Obr. 23 a v Tab. 16 je zndzornéno, Ze
pritomnost ¢i nepfitomnost TOP IIf nemd vliv na citlivost buné¢k po ovlivnéni
daunorubicinem. Hodnoty ICso u klonu HL-60 TOP IIf** a klonu HL-60 TOP IIB™" jsou
velice srovnatelné. Jedina hodnota, kter se 1isi (u HL-60 TOP IIB”* je ICso vyssi), neni
statisticky vyznamna. Jeji potencialni statistickd vyznamnost by mohla nazna¢ovat mozné

ovlivnéni t¢inku (naptiklad jeho snizeni).
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Obr. 23 Vliv daunorubicinu na viabilitu bunécnych linii HL-60 TOP IIB3"",
HL-60 TOP 13" a HL-60 TOP I1/3~

Tab. 16 Hodnoty ICsy (tj. koncentrace daunorubicinu zpiisobujici pokles aktivity enzymu
na 50 %) se smérodatnymi odchylkami. Spocitano interpolaci namérenych dat po

ovlivnéni daunorubicinem

HL-60 TOP IIp*"* HL-60 TOP IIp™* HL-60 TOP 11"
ICso % sd 10,12+ 2,14 17,20 + 3,54 10,51 + 3,83
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6 Diskuze

Snad nejnapadnéjSim rysem DNA je propleteni dvou komplementarnich vldken
dvousroubovice (Watson a Crick, 1953). V buikach je topologie DNA ovliviiovana
enzymy znamymi jako topoisomerasy (TOP). Na =zakladé svého katalytického
mechanismu je mizeme rozdé€lit do dvou podskupin — topoisomerasy typu I (TOP I)
a topoisomerasy typu Il (TOP II). TOP II se ucastni riznych biologickych procest
tvorbou dvouretézcovych zlomi DNA. Ve skupiné TOP II pak najdeme n€kolik enzym1,
které jsou casto specifické svym vyskytem, strukturou a funkci (jako napt. bakterialni
enzymy gyrasa a topoisomerasa [V, topoisomerasa VI vyskytujici se u archebakterii
a v n€kterych vyssich rostlinach). Eukaryota jsou v tomto sméru specificka tim, ze z této
skupiny obsahuji pouze tzv. DNA TOP II (Champoux, 2001). U obratlovcti nalézame dvé
izoformy TOP II — TOP Ila a TOP IIB. Pravé TOP II je cilem fady klinicky pouzivanych
a také nékterych experimentdlnich protinddorovych latek, inhibitord TOP II.
Mechanisticky pak dale rozliSujeme tzv. TOP II jedy a tzv. katalytické inhibitory TOP 11
(Pommier, 2013).

Tato prace se zaméfila na sledovani vlivu u€inku protinddorové 1€¢by u lidskych
nadorovych bunék HL-60, kterym byl prostfednictvim CRISPR-Cas9 technologie
permanentn¢é modifikovan usek genomu kédujici TOP I1B. Konkrétné Slo o cilenou deleci
smérovanou na zacatek prvniho exonu této sekvence. Transformované bunécné linie byly
vytvoieny na pracovisti prof. C. A. Austin voln¢ podle protokolu Dr. Khazeema
(Khazeem et al., 2020). Konkrétnim cilem této prace bylo nejprve u tiech ptidélenych
linii ovérit expresi TOP Ilaa TOP IIB. Nasledné byly sledovany mozné zmény v citlivosti
HL-60 kmenti TOP II3**, TOP IIB”* a TOP 1IB”" ke klinicky pouzivanym inhibitorim
TOP II — daunorubicinu a dexrazoxanu. Tyto latky a také pouzitd bunécnd linie byly
vybrany na zékladé¢ dlouhodobého vyzkumu nasi skupiny. Dexrazoxan, zastupce
tzv. katalytickych inhibitort TOP II je jediné registrované kardioprotektivum proti
antracyklinové kardiotoxicité. Tento tzv. pozdni nezadouci G¢inek vyrazn€ omezuje
protinadorovou terapii antracyklinovymi antibiotiky (jako je daunorubicin nebo
doxorubicin) (Lipshultz et al., 2013). Ze zastupcti antracyklinli jsme pouzili daunorubicin
jako modelového zastupce proto, ze je vzhledem k pouzité bunécéné linii klinicky
relevantnéj§i — pouziva se v terapii hematoonkologickych malignit a linie lidské

promyelocytarni leukemie HL-60 je tedy vhodnym modelem.
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Prvni Cast prace je zaméfena na analyzu exprese mRNA TOP Ila a TOP II3
metodou RT-qPCR. Pro ptipravu vzorku jsme pouZzili lyzaéni pufr, jehoZ slozeni, pii
vybéru vhodné reverzni transkriptasy a DNA polymerasy umoziuje piimé stanoveni bez
nutnosti izolace mRNA konven¢nimi technikami, jako je napt. fenol-chloroformova
extrakce nebo pouziti chaotropnich ¢inidel s naslednou precipitaci nukleovych kyselin
ethanolem, pouziti kolonek pro extrakci na pevné fazi nebo izolace pomoci potazenych
magnetickych ¢astic (Ali et al., 2017). Pouziti této zjednodusené metody piimého
stanoveni z lyzatu je vyhodné zejména vzhledem k rychlosti a efektivité (také diky setu
Luna Universal Probe One-Step RT-qPCR — tento set umoziiuje provedeni reverzni
transkripce tésn¢ pred PCR reakci v jedné zkumavce). Z piedchozich vysledka, které
ukazovaly deleci v DNA jsme pfedpokladali, Ze tato relativné velké delece 13 nukleotidi
by mohla vyvolat néaslednou degradaci piepsané mRNA na principu
tzv. nonsense-mediated RNA decay (Kurosaki a Maquat, 2016). To se ovSem nepotvrdilo

a mnozstvi mRNA TOP IIf u jednotlivych bunéénych linii bylo stejné.

Citlivost nadorovych bunék vii¢i TOP II inhibitortim je z velké ¢asti zavisla na
expresi TOP Ila, kviili jeji stéZejni roli v mitdze. V literatufe existuji nékteré naznaky, Ze
inhibice TOP I nebo TOP IIf} vede ke zvySeni exprese TOP Ila. Zaméfili jsme se tedy
1 na tento cil. Nicméné& pomoci RT-qPCR jsme nezaznamenali zvySené mnoZzstvi mRNA
TOP Ila u jednotlivych klonti (Obr. 12) a myslime tedy, Ze narGst pozorovany

v inhibi¢nich studiich nemusi byt zprostfedkovan depleci TOP II v nasem ptipadeé.

Sekvence kodujici gen TOP2B je tvofena pomérné velkym mnozstvim nukleotidii
(konkrétné 5360 nukleotidi (TOP2B DNA topoisomerase Il beta [Homo sapiens
(human)] - Gene - NCBI [online]) a primery obsazené v tomto komeréné navrzeném kitu
cili do mista za deletovanou sekvenci, takze v ptitomnosti mRNA, ktera je zkracena pred
mistem navazani primerti a neni degradovana, jak je uvedeno vyse, nemusime poznat
rozdil mezi klony. Proto by bylo vhodnéjsi pro stanoveni pouzit primery cilici do
muta¢niho mista a eventualné¢ vysledné produkty rozdélit a vizualizovat pomoci
polyakrylamidové elektroforézy (Slatko a Albright, 2001). Proto jsme se rozhodli pro

navrh vlastnich primert cilicich pfimo do mista mutace.

Primery jsou pro PCR reakci nezbytnou komponentou. Aby byly navrhované
primery pro stanoveni vhodné, musely spliiovat ur€ité charakteristiky. Primery musi byt

komplementarni s templatovou oblasti DNA. Zasadni je pak shoda na 3’ konci, aby
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mohlo probihat prodlouzeni (vyhodou je pfitomnost G/C na konci sekvence). Délka obou
primert by méla byt podobnéa (17-28 nukleotidil). Kratsi primery produkuji nepfesné
a nespecifické produkty a delsi primery pak vedou k pomalejsi rychlosti hybridizace.
Dale by mély byt dodrzeny parametry Tm = 55-60 °C, rozdil Tm <1-3 °C, podobné
zastoupeni bazi (GC = 50-60 %), neptitomnost delSich usekd stejnych bazi (>4),
nepfitomnost sekundarnich struktur (vnitini vlasenky) ¢i nepfitomnost tvorby dimera
(mélo GC nukleotidd na 3’ konci). V neposledni fadé je dilezitd samoziejmé i specifita
(Ye et al., 2012). V této praci byly primery navrZeny ,,manudlné“. Program OligoCalc
nasledné¢ umoznil u navrhnutych primert kontrolu vlastnosti (bez nutnosti zaddni
ptivodni sekvence cilového genu) zahrnujici parametry jako naptiklad délka, molekulova
hmotnost, procentudlni zastoupeni GC, teplota tani ¢i1 dimerizace, piitomnost
vlasenkovych struktur a teplota hybridizace s templatem (annealing). Pfi navrhu primeri
je ale mozné vyuzit i sofistikované programy pro samotné vyhledani sekvence, ktera
muze slouzit jako primer. Pro navrh primert je mozné pouzit napiiklad néstroj Primer3,
ktery ze zadané sekvence navrhne dvojici primerti (Rozen a Skaletsky, 2000). Jesté vice
uzivatelsky piivétivé je pouZzit kombinace algoritmu Primer3 s databazi sekvenci
organizace NCBI (Primer-BLAST), kde sta¢i zadat ndzev zndmé sekvence. Déle je
mozné vyuzit naptiklad software mFOLD, ktery umoziiuje predikci struktury DNA/RNA,
abychom se vyhnuli mistiim s vlasenkou (Zuker, 2003).

Na zaklad¢ vysledkl ziskanych stanovenim s navrzenymi primery bylo u dvou
dvojic navrhnutych a testovanych primerd (Tab. 3: MM 4 a MM 7) mozné rozlisit mezi
mutovanou a nemutovanou linii. Vysledky vSak ukazaly pfitomnost dal§iho produktu.
Ten mohl byt zptsoben pfitomnosti (a moznou amplifikaci) genomové DNA, protoZe pro
detekci bylo pouzito interkala¢ni barvivo (Sybr-Green), nebo také existuje moznost, ze
byla amplifikovana jind mRNA. Protoze mél nespecificky signal mensi teplotu tani, coz
muze znamenat krat$i produkt, nemizeme pravdépodobné zcela vyloucit ani pfitomnost
dimerd primert. Pro odstranéni signalu tohoto produktu by bylo mozné navrhnout primer
se sondou, ¢imz by se docililo vyssi specifity detekce, nez ma metoda Sybr-Green.
Hledani pravé pficiny tohoto nespecifického signdlu bylo jiz mimo rozsah této diplomové

prace.

Nasledn¢ byla deplece izoformy TOP IIB potvrzena na urovni proteinu
v bunééném lyzatu metodou imunodetekce, ato i pfes pouziti primarni protilatky

detekujici obé izoformy TOP II, které maji vSak dostate¢né odliSnou velikost a daji se
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tedy rozdélit pii pouziti vhodné koncentrace polyakrylamidového gelu. Tedy i pies
pritomnost pravdépodobné zkracené formy mRNA nevznika v bunikach protein, nebo je
rychle degradovan. Identifikace detailniho mechanismu tohoto procesu byla opét uz
mimo moznosti této diplomové prace. Také jsme v souladu s vysledky exprese mRNA

nezaznamenali zmény v mnozstvi TOP Ila po depleci TOP 11§ (Obr. 21).

Biologické funkce TOPII jsou dilezit¢é pro zajiSténi genomové integrity,
schopnost interferovat s TOP II a zprostfedkovavat poskozeni DNA je tedy efektivni
strategii protinadorové terapie. TOP II je cilem vysoce uc¢innych protinadorovych Iéciv,
které navozuji poSkozeni DNA zprostiedkovanou enzymem (Pommier ef al., 1985; Liu,
1989). Protinadorova 1é¢iva jako doxorubicin, mitoxantron, amsakrin, etoposid, cili na
ob¢ izoformy enzymu TOP II, ptisobi tedy nespecificky (Lyu et al., 2007). Za
molekuldrni podstatu protinadorového uc¢inku doxorubicinu je vSak povazovana spise
interakce s TOP Ila (Martin et al., 2009). Ve studii Lyu et al. (2007) byla u mysich
embryonalnich fibroblasti bez TOP IIf zaznamendna ochrana pied vznikem
kardiotoxicity navozené doxorubicinem. Za piedpokladu, ze TOP IIf neni vyzadovana
pro protinadorové plisobeni antracyklini, by 1éCiva specificky cilici na TOP Ila a nikoli
na TOP II mohla pfinést klinicky vyS$i hodnotu vzhledem k jejich pravdépodobné
omezené kardiotoxicité (Zhang et al., 2012). Latky specifické k TOP Ila by navic mohly
vykazovat niz8i riziko vzniku sekundarnich malignit, na jejichz vzniku se TOP IIf
pravdépodobné také podili. Naptiklad u mysi s kozni depleci TOP IIf se po expozici
etoposidem vyskytuje melanom méné Casto (Azarova et al., 2007). Nékolik latek
specifickych pouze k TOP Ila jiz bylo navrZzeno a vykazuji vynikajici protinddorovou

ucinnost in vitro (Toyoda et al., 2008).

Nekteti autoti spekuluji i 0 moznosti cilit TOP IIf u nékterych malignit. Relativné
novym selektivnim inhibitorem TOP II je XK-469. Preferenc¢né cili na TOP IIf3, zatimco
TOP Ila je ovlivnéna velmi malo. Uginnost vykazuje zejména proti solidnim tumoriim,
konkrétné napiiklad buiikdm kolorektalniho karcinomu. Divodem je pravdépodobné
skutecnost, ze tyto buniky obsahuji populaci pomalu se mnozicich bunék s pomérné
vysokym zastoupenim TOP IIf. Skutecnost, ze TOP II} je méné hojna nez TOP Ila,
neznamend, ze jde o méné dilezity cil. Pozoruhodnd specificita solidnich nadoru
k XK469 naznacuje, ze TOP IIf mize byt velmi dilezitym cilem pro protindadorova

1é¢iva (Gao et al., 1999).
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V této praci jsme se proto zaméfili 1 na stanoventi citlivosti HL-60 klont s riznou
expresi TOP II k daunorubicinu a dexrazoxanu. Vyuzili jsme modelu jiz dfive
pouzivaného v nasi vyzkumné skuping, kdy je bunécna kultura inkubovana kontinudlné
se studovanymi latkami po dobu 72 hod. Podobné jako v pfedchozich experimentech na
neovlivnéné parentni linii HL-60 vyvolal daunorubicin davkové zavislé sniZeni
proliferace bunck. Hodnoty ICso (ptiblizné 10—17 nM) jsou prakticky stejné jako hodnoty
ICso (ptiblizné 15-23 nM) v piedchozich publikacich (Bures et al., 2017; Jirkovska et al.,
2021). Statisticky signifikantni zména citlivosti mezi jednotlivymi klony nalezena nebyla
(Tab. 16). K obdobnému zavéru, tedy Ze ptitomnost ¢i nepiitomnosti TOP II nijak

neovlivni citlivost bunék, jsme dosli 1 u dexrazoxanu (Tab. 15).

Stejné jako v nasi praci byl vztah exprese TOP Il izoforem studovan v praci
Satherley et al. (2000) avSak se zaméfenim na vztah exprese TOP Il izoforem
a chemosenzitivity u choroidalniho melanomu. U explantii odebranych n€kolika (29)
pacientiim s timto nddorem bylo zji$téno, Ze nékteré z téchto nadord vykazuji pomérné
prekvapivé nepfitomnost nebo depleci TOP IIf. U né€kolika explanti byla pozorovana
také deplece TOP Ila. Ale exprese ani jedné z izoforem nijak neovlivnila rezistenci
k terapii antracykliny. I dalsi zjisténi z klinické praxe ohledné role TOP IIf} pti vzniku
rezistence k protinddorové terapii jsou prozatim nejednoznacné. Objevily se studie jak
potvrzujici, Ze TOP II by mohla slouzit jako negativni prognosticky marker n¢kterych
tumort (TOP2B protein expression summary - The Human Protein Atlas [online]), tak
i doklady toho, Ze vyssi relativni zastoupeni TOP IIf vzhledem k TOP Ilo znaci lepsi
progndzu u pacientii (Song et al., 2012).

Doufame, ze vysledky této prace by mohly pomoci k pochopeni mechanismu
ucinku antracyklinovych antibiotik a dexrazoxanu pouZivaného jako prevence
antracykliny navozené kardiotoxicyty a objasnéni tlohy enzymu TOP IIf3 v naddorovych
bunkach. Tyto bunécné linie jsou dale vyuzivany pii studiu TOP II specifickych

inhibitort cilicich na jednotlivé izoformy.
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7 Zavéry

e Stanovené hodnoty relativni exprese mRNA TOP Ila a relativni exprese TOP 113
metodou RT-qPCR s vyuZitim komeréné navrZzenych primerl nepotvrdily
zévislost hladiny enzymu TOP Ila na pfitomnosti TOP IIf v buiikach. Hodnoty
vSak neodpovidaly plvodni hypotéze (oCekavana exprese TOP IIf3
u HL-60 TOP IIB™" blizici se nule). Divodem v3ak bylo pravdépodobné cileni
komer¢né navrzenych primertt do jiného mista, nez je misto mutace pouzité
bunécné linie. Proto jsme navrhli vlastni primery cilici ptimo do mista mutace.

e Dvé dvojice navrzenych primert cilicich do mista mutace dokdzaly odlisit depleci
enzymu TOP IIf.

e Mnozstvi proteinu TOP Ila. a TOP IIf bylo stanoveno metodou imunodetekce
a kvantitativné¢ vyhodnoceno na mnozstvi celkového proteinu pomoci softwaru
Image Lab 4.1. Touto metodou bylo zaznamenano sniZeni exprese TOP IIf3
u bun&énych linii HL-60 TOP IIB”~ a HL-60 TOP IIB”* oproti kontrolni bunééné
linii HL-60 TOP IIB**. Rozdilné hladiny TOP IIf nemély signifikantni vliv na
hladiny TOP Ila u zadné z pouzitych bunéénych linii.

e Stanovenim antiprolifera¢niho u¢inku dexrazoxanu o koncentracich 1, 3, 10, 30,
100 uM nebyly zaznamenany statisticky vyznamné zmény viability v porovnani
bunék depletovanych a nedepletovanych v enzymu TOP IIf3.

e Stanovenim antiprolifera¢niho uc¢inku daunorubicinu o koncentracich 1, 3, 10, 30,
100 a 300 nM taktéz nebyly zaznamenany statisticky vyznamné zmény viability

v porovnani bun¢k depletovanych a nedepletovanych v enzymu TOP IIf.
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8 Seznam zkratek

A

APS
ATP
B2M
BCA
BSA
DAU
DEX
DMSO
DNA
DNA-PK
EDTA
ENU

FBS

GFP
gRNA
kDa
mRNA
NFW
PARP
PBS

PBS-T

Absorbance

Amonium persulfat
Adenosintrifostat
Beta-2-mikroglobulin

Kyselina bicinchoninova
Bovinni sérovy albumin
Daunorubicin

Dexrazoxan

Dimethylsulfoxid
Deoxyribonukleova kyselina
DNA-dependentni protein kinasa
Ethylendiamintetraoctova kyselina
N-ethyl-N-nitrosomoc¢ovina
Fetalni bovinni sérum

Tihové zrychleni

Zeleny fluorescentni protein
Navadéci RNA

Molekulova hmotnost
Messengerova ribonukleova kyselina
Nuclease free water

Poly (ADP-ribose) polymerase
Phosphate Buffered Saline

Phosphate Buffered Saline-0,1 % Tween-20
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PCR
PPAR
RCF
RNA
ROS
rpm
RT-gPCR
SDS
SMC
TAE
TBS
Temed
TGS
Tm
TOP
Tris
(A%

\Y

WRN helikasa

Polymerazova fetézova reakce

Receptory aktivované proliferatory peroxisoml

Relativni centrifugaéni zrychleni

Ribonukleova kyselina

Reactive oxygen species

Otacky za minutu — anglicka zkratka (revolutions per minute)
Kvantitativni polymerazova fetézcova reakce s reverzni transkripci
Dodecysiran sodny

Structural maintenance of chromosomes

Tris base/acetic acid/EDTA

Tris-buffered saline

Tetramethylethylendiamin

Tris/Glycin/SDS

Teplota tani (melting temperature)

Topoisomerasa

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Ultrafialové zatfeni

Volt, jednotka elektrického napéti

Werner syndrom ATP-dependentni helikasa
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