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ABSTRAKT

Tato diplomova prace pojednavéd o vlivu vybranych chemickych latek na viabilitu
bunécnych linii. V teoretické Casti prace jsou rozebrany poznatky o moznostech 1€cby
rakoviny pomoci chemoterapeutik véetné jejich mechanismu ptisobeni a nezadoucich
ucinkd. Dale jsou zde popsany alternativni struktury DNA se zaméfenim na
G-kvadruplexy a ligandy, které s G-kvadruplexy interaguji. Tyto latky jsou
povazovany za slibnd 1éciva pii boji proti rakoviné diky jejich vysoké specifité vici
G-kvadruplexiim nachazejicich se v telomerdch chromozomi. Ligandy interagujici
s G-kvadruplexy stabilizaci G-kvadruplexii mohou inhibovat enzym telomerasu
nezbytnou pro prodluzovani telomer rychle se délicich nadorovych bunék. Dale jsou
v teoretické ¢asti shrnuty moznosti testovani viability. Cilem experimentalni ¢asti bylo
porovndni cytotoxické aktivity mezi komercné dostupnymi chemoterapeutiky
a vybranymi ligandy interagujici s G-kvadruplexy. Dal$im ukolem bylo studium
apoptdzy a nekrozy po pusobeni vybranych chemickych latek na bunééné linie
a nasledné prob¢hla 1 lokalizace ligandil interagujicich s G-kvadruplexy v bunikach
nadorové bunécné linie karcinomu prsu. V ramci experimentalni ¢asti bylo zjisténo,
ze ligandy interagujici s G-kvadruplexy vykazuji podobnou cytotoxickou aktivitu jako
komeréné dostupna chemoterapeutika.

ABSTRACT

The subject of this diploma thesis is the influence of selected chemicals on cell lines
viability. The theoretical part contains options of cancer treatment by using
chemotherapeutics including their mechanism of action and side effects. Additionally,
there are described alternative DNA structures with focus on G-quadruplexes and
ligands that interact with G-quadruplexes. These compounds are promising drugs in
cancer treatment due to their high specificity to G-quadruplexes, which are found in
telomeres of chromosomes. G-quadruplex interacting ligands by stabilization of
G-quadruplexes can inhibit the enzyme telomerase, which is necessary for telomere
lengthening of rapidly dividing cancer cells. Additionally, the possibilities of viability
assays are summarized in the theoretical part. The aim of the experimental part was
comparing cytotoxic activity between commercially available chemotherapeutics and
selected G-quadruplex interacting ligands. Another task was the study of apoptosis and
necrosis after the treatment of selected chemicals on cell lines and after the localization
of ligands interacting with G-quadruplexes in the cells of the breast cancer cell line. In
the experimental part, G-quadruplex interacting ligands have been shown to exhibit
similar cytotoxic activity to commercially available chemotherapeutic agents.

KLICOVA SLOVA

Chemoterapeutika, G-kvadruplexy, ligandy interagujici s DNA, testovani viability
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2 UVOD

V dnesni dobé se lidé dozivaji vyssiho veéku, nez tomu bylo v minulosti, ale s prodluzujici se
délkou Zivota narasta pravdépodobnost, Ze u nds propukne rakovina. Je to velmi aktudlni téma,
jelikoz spolu s nemocemi obéhové soustavy se jedna o nejcastéjsi pricinu smrti ve vétSing
rozvinutych zemich a Ceska republika neni vyjimkou. A&koliv je zndmo mnoho nemoci, které
jiz byly vymyceny nebo proti nim Ize G¢inné bojovat, spolehlivy 1¢k na rakovinu se dosud
nepodafilo objevit. Proto je hledani u¢inného lé¢iva na rakovinu stale v popfedi zajmu mnoha
veédci. Ve vétSing piipada je také zasadni, v jaké fazi byla nemoc diagnostikovana a v¢asna
diagnostika tak mize vyrazné zvysit Sanci na vyléeni, coz je dal$im problémem pfi boji proti
rakoving, jelikoZ nemoc miize dlouho probihat bez piiznaki a prvni pfiznaky se mohou objevit
az kdyz dojde k rozvoji metastaz.

Existuji nekteré 1écebné postupy, kterymi lze proti rakoving vice ¢i méné uspésné bojovat.
Tyto postupy ve vétSiné pripadt zahrnuji chirurgické odstranéni nadoru kombinované
s chemoterapii a radioterapii. Tento zplsob 1é¢by je vSak spojen s mnoha nezddoucimi ucinky
a nejistym vysledkem. V dnesni dobé se také do poptedi dostavaji metody vyuzivajici k boji
proti rakoving vlastni imunitni systém nebo metody genové terapie.

Slibnymi 1é¢ivy jsou také ligandy interagujici s G-kvadruplexy, coz jsou sekundarni
struktury v DNA. Jedné se o Ctyifetézcové struktury vyskytujici se v oblastech bohatych na
guanin, které se ¢asto nachazi v regulacnich oblastech DNA, jako jsou naptiklad promotory
adale jsou G-kvadruplexy také hojné zastoupeny v telomerach. Ligandy interagujici
s G-kvadruplexy jsou schopné stabilizovat strukturu G-kvadruplexu, a tim inhibovat enzym
telomerasu, kterd je nezbytna pro prodluzovéni telomer rychle se délicich nadorovych bunék.
Podobné ligandy interagujici s G-kvadruplexy mohou stabilizovat tyto Ctyftetézcové struktury
v promotorovych oblastech gent, a tim ovlivnit jejich expresi.

Cilem této diplomové prace je porovnat vliv vybranych komeréné dostupnych
chemoterapeutik a ligandll interagujicich s G-kvadruplexy na viabilitu buné¢nych linii. Testy
byly provedeny na nadorové bunéfné linii karcinomu prsu (MCF7) a nenadorovych
embryonalnich bunikach ledvin (HEK293FT). V praci byly testovany ctyii chemoterapeutika
a Ctyfi ligandy interagujici s G-kvadruplexy.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Nadory

Rakovina patii mezi nejcastéj$i onemocnéni ve vétsin€ rozvinutych zemich. Podle Mezinarodni
agentury pro vyzkum rakoviny byla v roce 2018 rakovina diagnostikovéna 18,1 milionu lidi
a zemielo na ni 9,6 milionu lidi [1]. Vyznacuje se rychlym bunéénym délenim a tvorbou
abnormalnich bunék, které se mohou S$ifit do okolnich tkani a metastazovat. Mezi soucasné
zpusoby léCby patii chirurgickd resekce, radioterapie, hormondlni 1écba a chemoterapie [2].
Nadorové bunky jsou nachylnéjsi na poskozeni DNA diky neustadlému d€leni a chemoterapie
a radioterapie ma tak na n¢ mnohem v¢tsi efekt nez na okolni tkan¢, které se nedéli. Nadorové
bunky také maji nedostatek moznosti opravit poskozenou DNA [3].

3.1.1 Chemoterapeutika

Od vétsiny momentalné pouzivanych chemoterapeutik se o¢ekava, Ze spusti apoptézu u bunek,
které jsou na n¢ nachylné. Pouziti téchto latek je vSak spojeno s mnoha nezadoucimi ucinky,
jako je naptiklad alopecie, imunodeficience, inava a problémy s plodnosti [2, 4].

Chemoterapeutika (téz cytostatika nebo antineoplastika) se d€li do n¢kolika kategorii.
Jednou z kategorii jsou alkyla¢ni ¢inidla, ktera zptusobuji alkylaci DNA. To vede k tvorbé
crosslinkll a rozlomeni vlakna dvousroubovice, coz ma za nasledek apoptdzu nebo nekrdzu.
Nejvice nachylné na alkylaci DNA jsou rychle délici se bunky, ale alkylace mlze téz nastat
i v buiikach klidovych. Mezi alkylac¢ni c¢inidla patifi naptiklad cyklofosfamid, ifosfamid,
busulfal a melfalan [5]. Dalsi skupinou jsou antimetabolity, které ovliviiuji syntézu DNA nebo
RNA, a to bud’ nahrazenim nukleotidu (napf. 6-merkaptopurin), nebo blokaci syntézy
nukleotidu (5-fluorouracil). DNA nebo RNA obsahujici antimetabolitové nukleotidy vede
k tvorbé zkracenych proteint a nasledné apoptdze. Dal§imi cytostatiky jsou ptirodni produkty,
tedy chemoterapeutika odvozend od rostlin, hub nebo bakterii. Patii sem pfevazné rostlinné
alkaloidy a antibiotika s protinddorovym Uc¢inkem. Rostlinné alkaloidy jako vinblastin nebo
vinkristin inhibuji pohyb mikrotubulli tvoficich bunéény cytoskelet, ktery umoziuje
intracelularni transport. Funk¢ni mikrotubuly jsou také dilezité béhem mitdzy, kdy umoznuji
transport replikovanych chromozomi. Pferuseni transportu znemoZni rozdéleni délici se buniky.
Protinadorovéa antibiotika (napf. doxorubicin, mytomycin C) se izoluji z bakterii rodu
Streptomyces, které patii mezi volné se vyskytujici aktinobakterie. DalSi kategorie zahrnuje
platinové slou¢eniny jako cisplatina, karboplatina a oxaliplatina. Jejich mechanismus ucinku
spociva v tom, Ze dokaZou kovalentné spojit molekuly DNA, RNA a proteinti. To nasledné
vede k chybam pfi replikaci, transkripci a inhibuje to funkci poSkozenych proteinti. Poslednim
pfikladem mohou byt také multikinazové inhibitory [6].

3.1.1.1 5-Fluorouracil

Tato latka byla vyvinuta v roce 1957 a patii mezi antimetabolity. Je to analog uracilu s atomem
fluoru v poloze C5 (Obrazek 1). Jeho protinadorové ucinky spocivaji v inhibici thymidylat
syntazy a v inkorporaci svych metabolitli (fluorodeoxyuridinmonofosfat,
fluoredeoxyuridintrifosfat, fluorouridintrifosfat) do RNA, ¢imz naruSuji syntézu a jeji funkci.
Thymidylat syntdza  katalyzuje pifeménu deoxyuridinmonofosfatu (dUMP) na
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Obrazek 1 Struktura 5-fluorouracilu (prevzato z [119])

O

deoxytymidinmonofosfatu (dTMP). Jeji inhibici je tedy blokovéana syntéza dTMP, coz vede
k nerovnovéaze deoxynukleotidi a zvySené hladin¢ deoxyuridintrifosfatu. To zpiisobuje
naruSeni syntézy DNA a vede k jejimu poskozeni [7, 8].

5-Fluorouracil se pouzivd béhem chemoterapie proti n¢kolika druhim rakoviny, zejména
traviciho traktu. Obvykle se podava kontinudlni infizi, casto také v kombinaci
s chemoterapeutickymi latkami [9]. Problémem mohou byt jeho toxické vedlejsi G€inky, jako
jsou prijem, mukozitida a leukopenie [10].

3.1.1.2 Roskovitin

R-roskovitin, také znamy jako Seliciclib a CYC202, patii mezi inhibitory cyklin-dependentnich
kinas (Cdk) a byl objeven roku 1997. Cyklin dependentni kinasy hraji dilezitou roli pfi regulaci
bunécného déleni a Cdk proteiny a jejich regulatory jsou Casto deregulovany v lidskych
nadorech. Mechanismus ucinku roskovitinu je zaloZzen na tom, Ze soutézi s ATP o vazebné
misto na Cdk [11, 12]. V podminkéch in vitro je ucinny vuci Cdkl, Cdk2, CdkS, Cdk7 a Cdk9
[3]. U bunéénych linii zpisobuje akumulaci bun€k v G1 a G2 fazi, inhibuje zpracovani rRNA,
inhibuje transkripci, zptsobuje poskozeni jadérka a indukuje v buiikdch apoptoézu ve vSech
fazich bunécného cyklu [12]. R-roskovitin je tfikrat substituovany purinovy analog, konkrétné
se jedna o benzylaminovy substituent, (2R) -1-hydroxybutan-2-yl a isopropyl v polohach C-6,
C-2-N a N-9 (Obrazek 2) [13].

Roskovitin ma Siroky lékafsky potencial, kromé rakoviny byly provedeny ptedklinické
studie na tfadu dalSich onemocnéni. Mezi né€ patii mrtvice, Parkinsonova choroba, nékteré
virové infekce, Lambert-Eatoniiv syndrom, Cushingtiv syndrom, diabetes a dalsi [14].

HN)I\N/ N\>
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Obrazek 2 Chemicka struktura R-roskovitinu (prevzato z [12])
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Obrazek 3 Chemicka struktura doxorubicinu (prevzato z [120])

Momentalné¢ je roskovitin ve fazi klinického testovani na 1écbu rakoviny a mezi jeho dosud
zjisténé negativni ucinky patfi Unava, zvraceni, nauzea, horecka a hypokalémie. Bylo také
zjisténo, ze roskovitin ma synergisticky uc¢inek spolu s dal§imi chemoterapeutiky (napft.
doxorubicin, taxol, vinblastin, 5-fluorouracil) [15, 16].

3.1.1.3 Doxorubicin

Doxorubicin, také zndmy pod obchodnim ndzvem Adriamycin, je jednim z nejucinnéjSich
cytostatik a je bézn¢ pouzivan pro 1é¢bu nékolika typd rakoviny. Patfi mezi anthracyklinova
antibiotika a poprvé byl izolovan v roce 1969 ze Streptomyces peucetius var. caesius [17]. Ma
rizny mechanismus ucinku na maligni buiiky. Je schopny interkalace do DNA, a tim dochazi
k inhibici syntézy DNA a RNA vrychle rostoucich buiikdch blokovanim replika¢nich
a transkrip¢nich procest. Také inhibuje topoizomerasu II a vyvolava tvorbu volnych radikalu,
coz zpusobuje oxidacni poskozeni membran, proteini a DNA [18]. Molekula doxorubicinu
obsahuje anthrachinonové jadro spojené glykosidickou vazbou s aminosacharidem
daunosaminem (Obrazek 3) [19].

Tato latka se pouziva k 1é¢bé riznych typt rakoviny, jako jsou nékteré typy leukémii,
lymfomy, sarkomy, myelomy, rakovina prsu, prostaty, vajecnikli, pankreatu a dalsi [20].
U doxorubicinu se také projevuji nékteré vedlejsi ucinky jako u jinych chemoterapeutik. Patii
mezi né€ alopecie, hyperpigmentace nehtl, vyrazka, svédéni, nevolnost, zvraceni, mukositida,
prijem, dehydratace a dalsi. Jeho negativem je ale kardiotoxicita, kterd je pravdépodobné
spojena s tvorbou volnych radikali a tvorbou komplexii doxorubicinu s Zelezem v membranach
mitochondrii a s tim spojenou zvySenou permeabilitou vnitini mitochondrialni membrany [18].

3.1.1.4 Cisplatina

Cisplatina, cisplatinum nebo cis-diamminedichloroplatinum (II) byla poprvé syntetizovana
v roce 1844, ale zdjem o mozné pouziti sloucenin platiny pfi 1écbé rakoviny vznikl pozdéji.
V 60. letech 20. st. bylo zjiSténo, Ze nékteré elektrolytické produkty platinovych elektrod jsou
schopné inhibovat déleni bunék Escherichia coli. Nasledn¢ se zjistilo, Ze ¢inidlo odpovédné
za inhibici byla cisplatina [21, 22]. Jedna se o komplex platiny s navazanymi dvéma atomy
chloridu a dvéma molekulami amoniaku (Obrazek 4). Aby cisplatina vykazovala
protinadorovou aktivitu, musi dojit ke ztraté chlori z molekuly cisplatiny. Ty jsou pfi disociaci
nahrazeny molekulami vody, zatimco dvé aminové skupiny zUstavaji pfipojeny k platiné
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Obrazek 4 Chemicka struktura cisplatiny (prevzato z [21])

i po vazbé na DNA. V extracelularnim prostiedi je koncentrace chloridii vysoka, nevznikaji zde
tedy vodné komplexy cisplatiny. Ty vznikaji az v intracelularnim prostiedi, kde je koncentrace
téchto iontl nizsi [23]. Vstup této latky do bunck ptes plazmatickou membranu neni zcela
objasnén. Dfive se ptedpokladalo, ze cisplatina vstupuje do bunek pasivni difiizi, ale pozdéji se
ukazalo, ze transportér médi (CRT1) souvisi se vstupem cisplatiny. Bunky, které jsou oSetfeny
médi, coZ je hlavni substrat CRT1, jsou tedy chranény pted cytotoxickymi ucinky cisplatiny
atento mechanismus také mize vysvétlovat nékteré ptipady ziskané rezistence na toto
chemotarapeutikum [24]. Vznikem vodnych komplex® uvniti bunék se cisplatina stava silnym
elektrofilem a mize reagovat s nukleofily. Vaze se v pozici N7 na purinovych zbytcich a miize
tak zplisobit poskozeni DNA, blokovani bunééného déleni a vyvolat naslednou apoptdzu [21].

Pro klinické vyuziti byla cisplatina schvélena v roce 1978 a bézné se pouziva pii 1ébé
mnoha typl rakoviny, véetné rakoviny mocového méchyte, hlavy a krku, vajecnikl a varlat.
Pouziti cisplatiny se poji s mnoha nezddoucimi ucinky. Mezi né patii naptiklad zvraceni,
nauzea, myelosuprese, nefrotoxicita, neurotoxicita, neurosenzorické poruchy, kam patii hlavné
ototoxicita [25]. Cisplatina se také dlouhodobé akumuluje v téle. U pacientq, ktefi se 1&¢ili
na rakovinu varlat, bylo zjisténo, Ze az 20 let po 1é€b€ je moZné detekovat cisplatinu v plazmé
[26]. U derivatu cisplatiny, karboplatiny a oxaliplatiny bylo pozorovano méné nezadoucich
ucinkd. Avsak karboplatina vykazuje niZsi cytotoxické ucinky oproti cisplatiné a musi byt
podavana ve vysSich davkach. Druhy derivat oxaliplatina ve srovnani s cisplatinou ptisobi vice
cytotoxicky [27].

3.2 Alternativni struktury DNA

Struktura DNA je znama od roku 1953, kdy Watson a Crick popsali jeji strukturu na zakladé
rentgenové strukturni analyzy Wilkinse a Franklinové [28]. Tato struktura, slozena ze dvou
fetézch tvoticich pravotoc¢ivou dvousroubovici, je nejznaméjsi verze této Sroubovice a byva
oznatovana jako B-DNA. Retézce, které maji antiparalelni orientaci, jsou spojeny vodikovymi
vazbami mezi dusikatymi bdzemi a na jednu otocku dvousroubovice pfipadd 10,5 part bazi.
Struktura B-DNA je nejstabilngjsi pi1 vysoké vlhkosti a pfi snizeni aktivity vody se meéni
na jinou formu, pravoto¢ivou A-DNA. A-DNA obsahuje 11 parti bazi na jednu otocku helixu
ama tedy vice ohnutou konfiguraci, ktera je mén¢ vyhodna [29]. Kromé& pravotoCivé
dvousroubovice miize DNA zaujmout fadu dalsich struktur, jako je Z-DNA, vlasenky, kiizové
struktury, triplexy a kvadruplexy (i-motivy a G-kvadruplexy). Tvorba téchto struktur je
ovlivnéna fyziologickymi podminkami, sekvenci nukleotidl a torznim napéti DNA. Funkce
téchto struktur nebyla zatim zcela objasnéna. Z diivodu Castého vyskytu v blizkosti promotoru,
je mozné, ze se mohou podilet na iniciaci transkripce [30].
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3.2.1 G-kvadruplexy

Sekvence DNA a RNA, které jsou bohat¢ na guanin, se mohou sklddat do stabilnich
sekundéarnich struktur nazyvanych G-kvadruplexy (guaninové kvadruplexy, G4). Jsou
tvofeny minimalné¢ dvéma G-kvartety, coz je rovinna struktura skladajici se ze Ctyf
guaninovych zbytkli spojenych pomoci Hoogstenova parovani. G-kvadruplexy se déli na
intramolekularni, pokud je struktura tvofena jednim fetézcem nukleové Kkyseliny,
a na intermolekularni, ktery je slozeny zvice nez jednoho fetézce nukleové kyseliny.
G-kvadruplexy mohou mit paralelni nebo antiparalelni topologii. U paralelni topologie jsou
vSechny fetézce nukleovych kyselin orientovany stejnym smérem, kdezto u antiparalelni
probihaji v opacnych smérech. Struktura G-kvartetu a rozdilné moznosti usporadani
G-kvadruplexu jsou znazornény na Obrazku 5 [31, 32].

V 60. letech minulého stoleti bylo pozorovano, ze guanosinmonofosfat (GMP) tvofii
agregaty slozené ze Ctyf jednotek [33]. Pozd€ji béhem experimentil s oligonukleotidy
obsahujicich tii nebo ¢tyfi sousedici guaniny bylo zjisténo, ze oligonukleotidy spontanné tvori
Ctyitetézcovou strukturu — G-kvadruplex [34]. Dlouhou dobu byly kvadruplexy pozorovany
pouze in vitro a potvrzeni jejich existence in vivo bylo umoznéno diky vyvoji specifickych
protilatek namifenych proti G-kvadruplexiim v telomerach. G-kvadruplexy byly poprvé
vizualizovany v roce 2001 pomoci imunodetekce v telomerach Stylonychia lemnae [35].

Tvorba a stabilita G-kvadruplexti zavisi na nékolika faktorech, jako jsou interakce mezi
bazemi nukleovych kyselin, elektrostatickymi interakcemi a hydrata¢nim obalem. Pro tvorbu
G-kvadruplexti je nutna pfitomnost monovalentniho kationtu, jako je Na" nebo K*. Tyto ionty
se nachazi ve stiedu guaninového uspotadani a jejich umisténi zavisi na jejich velikosti a néboji.
Velikost ovliviluje, jestli se kation bude nachéazet v roviné kvartetu nebo mezi dvéma kvartety.
Mensi Na* se tedy miiZze nachazet v obou pozicich, ale vétsi ionty jako K™ a NH4" jsou prili§
velké a byvaji umistény pouze mezi dvéma sousednimi kvartety [36]. Nedavné studie také
ukazuji, Ze kromé velikosti iontu muZe zalezet i na topologii kvadruplexu. Na® dokéazal
stabilizovat antiparalelni G-kvadruplex, ale K" tuhle topologii destabilizoval [37].

Nejvice sekvenci, které maji potencial tvofit G-kvadruplexy se nachéazi v telomerach, jsou
také Casté v promotorech a na hranici mezi introny a exony. Jejich tvorba v bunkach hraje roli
v ruznych biologickych funkcich. Tvorba v promotorech genti muZe souviset s vazbou
transkripéniho faktoru a expresi genu. G-kvadruplexy také mohou blokovat postup DNA
polymerasy a zplsobit tak poskozeni DNA, kterym je napiiklad zlomeni fetézce. Dale hraji
dalezitou roli pii iniciaci replikace a bylo také zjiSt€no, Ze mohou vyvolavat epigenetické
zmeény tim, ze G-kvadruplexy docasné zastavi proces duplikace a toto Casové zpozdéni zplsobi
ireverzibilni zménu v histonové konfiguraci tvorbou mezery a tim dochézi ke ztraté rodicovské
epigenetické informace [38, 39].
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Obrdazek 5 Struktura G-kvartetu a jednotlivé typy G-kvadruplexii (prevzato a upraveno dle [121])
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3.2.1.1 G-kvadruplexy v telomerech

Telomery jsou nukleoproteinové struktury, které se vyskytuji na koncich chromozomu. Jsou
nezbytné pro replikaci chromozomt a chrani je pted degradaci a fuzi. Jejich udrzovani je
zajisténo specifickou reverzni transkriptasou — telomerasou. Hlavni funkci telomerasy je tedy
syntéza telomernich DNA repetic k zachovani délky telomer. V opa¢ném piipadé se buiky
rychle dostavaji do stavu senescence a miize dojit k apoptdze [40]. Telomerasa je potlacena
ve vétsing€ lidskych somatickych buiikkdch a znovu byvé aktivovéna ve vétSin€ nadorech.
Telomery jsou tedy chranény a nadorové buitky mohou proliferovat neomezenym zptisobem
[40, 41].

Telomery obratlovci jsou tvoreny dvouietézcovou DNA s opakujici se sekvenci
d(GGGTTA)n/d(CCCAAT)n a jsou zakonceny 50-200 nukleotidi dlouhym jednofetézcovym
pievislym usekem. Previs telomery na konci 3’ je obvykle bohaty na guanin a mize vytvaret
rizné struktury, jako jsou G-kvadruplexy nebo T-smycky. S kazdym bunéénym délenim
dochazi ke ztraté 100 az 200 bp ze sekvence telomery. To je zpisobeno tim, Ze polymerasa neni
schopna pln¢ syntetizovat opozd’ujici se fetézec béhem replikace [35, 42]. Udrzovani a ochrana
telomer je spojena také s proteinovym komplexem (Shelterin), ktery je tvofen Sesti proteiny, a
to TRF1, TRF2, POT1, RAP1, TIN2 a TPP1. TRF2 je také zapojen do tvorby T-smycky a jeji
stabilizace. T-smycka je tvofena jednotetézcovym 3’ previsem zapletenym do dsDNA telomery
a slouzi hlavn¢ jako ochrana konce telomery [43].

Telomerasa je aktivni asi u 85 % nadorovych bun€k a vznik G-kvadruplext v telomerni
DNA zptisobuje inhibici enzymu telomerasy nutnou pro proliferaci nddorovych bunék. A proto
slouceniny, které jsou schopny se vazat na G-kvadrueplexy a stabilizovat je, mohou byt
slibnymi protinddorovymi 1é¢ivy. Dlouhodoba aplikace takovych ligandii na bunécné linie
s aktivni telomerasou vedla ke zkraceni telomer a nasledné apoptoze, ktera souvisela
s poruchou funkce telomerasy. Pfi pokusech s mySimi a lidskymi nadorovymi bunkami bylo
také prokazano, Ze rizné ligandy (telomestatin, RHPS4) stabilizujici G-kvadruplexy, zplsobily
dysfunkci telomery zménou integrity komplexu Shelterinu, nutného pro udrzeni telomer [44].

3.2.1.2 G-kvadruplexy v promotorovych oblastech

Ptiblizné 40 % lidskych genti obsahuje v blizkosti promotorovych oblasti sekvence, které maji
potencial k tvorbé G-kvadruplexil, coz pravdépodobné souvisi s jejich funkei pti regulaci
transkripce. Tyto struktury byly identifikovany u fady genii jako jsou c-MYC, c-Kit, KRAS,
PDGF-A, hTERT, Rb, RET a HIF. Také mezi onkogeny a nadorové supresorovymi geny je
pocet G-kvadrupexti rozdilny, coz naznacuje rizné regulaéni mechanismy téchto gent [45].

c-MYC kéduje multifunkéni transkripéni faktor, ktery miize ptlisobit jako aktivator
transkripce nékterych genli zapojenych do bunécéné proliferace a zaroven putsobi jako
transkrip¢ni represor jinych gent podilejicich se na zastaveni rlistu. V nadorovych buiikéch je
funkce proteinu c-MYC téméet vzdy aktivovana prostfednictvim zvysené aktivace onkogennich
drah. Vzhledem k tomu, ze nadmérna exprese c-MYC se vyskytuje u mnoha lidskych malignit,
veetné nddort, snizeni exprese genu by mohlo byt t¢inné pii 1écbé rakoviny [46]. Promotorova
oblast c-MYC genu obsahuje nukleasovy hypersenzitivni element NHE III;, ktery se nachazi
—142 a7z —115 part bazi pfed promotorem P1. V tomto elementu existuje jedna domnéla
sekvence tvofici G-kvadruplex. Prav€ tvorba G-kvadruplexit vc-MYC promotoru
pravdépodobné zplisobuje potlaceni transkripce. Tudiz by ligandy interagujici s G-kvadruplexy
mohly potlacit expresi c-MYC pomoci stabilizace G-kvadruplext [47].
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3.2.1.3 G-kvadruplexy v RNA

G-kvadruplexy v RNA jsou spojeny s mnoha biologickymi procesy, jako je udrzovani telomer,
sestfih pre-mRNA, polyadenylace a regulace translace. Sekvence bohaté na guaniny maji vétsi
tendenci se skladat do G-kvadruplexti z ditvodu chybéjiciho komplementéarniho fetézce a také
diky vyssi stabilit¢ nez DNA kvadruplexy. V lidském genomu se tyto struktury vyskytuji
v nepiekladanych oblastech (UTR) mRNA, které hraji dilezitou roli v post-transkripcni
regulaci genové exprese. Iniciace translace probihad v nékolika krocich, zacind vazbou malé
ribozomélni podjednotky na 5’ konec a nésleduje skenovéni 5' UTR ve sméru 5'—3" az
vzniku ribozomu. U vétSiny mRNA, které obsahuji G-kvadruplex v 5'-UTR, dochazi k inhibici
translace. G-kvadruplexy byly objeveny i v molekulach TERRA (Telomeric repeat-containing
RNA). TERRA je RNA, ktera je transkribovana z telomerické DNA a slouzi k regulaci délky
telomer a inhibici telomerasy [45].

3.2.2 I-motivy

I-motivy (interkalovany motiv, iM) jsou vedle G-kvadruplexti dal§im typem kvadruplexni
struktury. Byly poprvé popsany v roce 1993, kdy bylo objeveno, Ze sekvence DNA obsahujici
useky cytosinii mohou tvofit interkalované Ctyitetézcové struktury za kyselych podminek [48].

[-motiv je jedinou zndmou strukturou nukleové kyseliny, kterd obsahuje systematickou
interkalaci bazi. Struktura iM je tvofena dvéma paralelnimi fetézci duplexi, které jsou
interkalované v antiparalelni orientaci. Jsou drzeny pohromad¢ hemiprotonovanymi
cytosin-cytosin® (C-C") pary bazi. Stejné jako G-kvadruplexy mohou byt i-motivy
intermolekularni a byt tedy sloZzeny ze dvou nebo ¢tyt oddélenych fetézcii nukleové kyseliny.
Nebo mohou byt intramolekularni v dasledku usporadani ctyt sekvenci bohatych na cytosin
na stejném fetézci. Existuji dvé rizné interkalacni topologie iM oznacované jako 3'E a 5'E.
Pokud je nejkrajngjsi par C-C* na 3’ konci, struktura je ozna¢ovana jako 3'E a naopak [49, 50].
Struktura a schématické zobrazeni iM je zobrazeno na Obrazku 6.

l
@ Cytosin
@ Adenin
@ Thymin

o SmCytosin
Uracil

Obrazek 6 (A) 3D struktura i-motivu, (B) schémetické zobrazeni 3'E struktury i-motivu (prevzato a
upraveno dle [122])
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Jelikoz i-motivy obsahuji hemiprotonované pary bazi, ptredpokladalo se, ze se mohou tvofit
pouze za kyselych podminek. Ale nékteré studie ukazuji, Ze mize dojit k tvorbé i-motivil
v zavislosti na sekvenci a podminkdch prostfedi 1 pfi neutrdlnim pH [51]. Nejdiive se
predpokladalo, ze iM se nemohou tvofit in vivo z divodu jejich velké zavislosti na podminkach
prostiedi. Nedavno byly pro jejich studium v zivych bunikach vyvinuty protilatky iMab, které
jsou schopné se na iM vézat s vysokou afinitou a specifitou, a tyto protilatky byly pouzity pro
imunofluorescencni barveni na tfech riznych bunéénych liniich (MCF7, U20S, HelLa)
a lokalizovaly tak struktury i-motivl v jadfe. Také se ukazalo, ze jejich pocet kolisd béhem
bunécného cyklu a tvofi se v regulacnich oblastech lidského genomu, vcetné¢ promotor
a telomer [52]. Pfedpoklada se, ze iM se zapojuji do regulace genové exprese a tyto struktury
mohou fungovat jako rozpoznavaci motivy pro proteiny, které se podili na aktivaci
transkripéniho aparatu. Vyskyt iM v genomu souvisi diky komplementarité s vyskytem
G-kvadrpluxt, ale jejich Cetnost a funkce v genomu neni zatim zcela prozkoumana [49].

3.2.3 Triplexy

Struktura DNA slozena ze tii fetézcli byla poprvé popsana v roce 1957 [53]. Sklada se
z pomocného jednofetézcového vldkna oznacovaného jako oligonukleotid tvofici triplex
(triplex-forming oligonucleotide, TFO) a z dvoufetézcové DNA. Vznik triplexu je zajistén
pomoci Hoogstenova parovani bazi, pficemz TFO se vaze do velkého zlabku duplexu. Rozlisuji
se dva typy triplext, intermolekularni a intramolekularni. Pro tvorbu triplexu je idedlné
vyzadovana ptitomnost homopurinové sekvence duplexu a homopyrimidinové sekvence
u komplementarniho fetézce [54, 55].

U intermolekularnich triplexi pochazi tfeti fetézec z jiné molekuly nukleové kyseliny.
Rozlisuji se dva rizné motivy podle orientace tietiho fetézce vuc¢i duplexu. Treti
polypyrimidinovy fetézec mlze byt pfipojen na polypurinové duplexni vldkno pomoci
Hoogstenova parovani paraleln¢, tedy v orientaci 5'—3’, stejné¢ jako vlakno duplexu bohaté na
puriny. Nebo mulZe byt také pfipojen antiparalelné, a to pomoci reverznich Hoogsteenovych
vodikovych vazeb. Zatimco antiparalelni pfipojeni je stabilni pfi neutrdlnim pH, paralelni
orientace se tvoii pouze za kyselych podminek, kdy N3 v cytosinu u TFO je protonovan.
Intramolekularni triplex (H-DNA nebo *H-DNA) se sklada z duplexu a TFO pochazejiciho
z jednoho fetézce stejného duplexu. Komplementarni fetézec zlstava jednotfetézcovy a je
citlivy na nukleasovou aktivitu. H-DNA je struktura, ve které se pyrimidinovy fetézec vaze
paralelné na purinové vldkno v duplexu, kdezto u *H-DNA se pyrimidinovy fetézec vaze
k purinovému vlaknu antiparalelng [55].

Hoogsteenova vodikové vazba je v porovnani s Watson-Crickovou slabsi, proto k tvorbé
triplexti dochazi jen za urcitych podminek. Kromé kyselych podminek kvili protonizaci
cytosinu v N3 miize byt stabilita triplexti zvySena ionty Mg>*, které slouzi k neutralizaci
neptiznivého odpuzovani tii negativné nabitych fetézcii nukleové kyseliny [56].

Vyskyt triplext v genomu souvisi s regulaci genové exprese, poskozenim DNA, a také
s genetickou nestabilitou vedouci k riznym poruchédm, vcetné rakoviny. Piedpoklada se, ze
geneticka nestabilita miZe byt vyvolana fadou mechanismd, jako je blokovani replikace nebo
prodlouzeni transkripce [57]. Napftiklad bylo zjisténo, ze existence H-DNA struktur blokuje
replikaci in vitro vytvotrenim silné bariéry pro Taq DNA polymerasu [58]. Sekvence bohaté na
polypuriny-polypyrimidiny byly lokalizovany hlavné v intronech, promotorech, 5’ a 3’
nepieklddanych oblastech a ve vétsi mife se také vyskytovaly v genech souvisejicich
s bunénou signalizaci a bunéfnou komunikaci. Také geny obsahujici sekvence
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3.2.4 K¥izové struktury

Ktizové struktury se tvoii v palindromatickych oblastech DNA a jako celek jsou tvofeny ze
dvou delSich ramen duplexu a dvou kratSich vlasenkovych ramen. K vytvofeni kfizové
struktury musi byt preruseny vodikové vazby mezi jednotlivymi komplementarnimi bazemi
anasledn¢ mohou vzniknout intramolekularni vodikové vazby, ¢imz vznikd rameno
s neparovymi bazemi ve Spicce. Tvorba téchto struktur ovliviiuje superhelicitu DNA a mohou
mit také vliv na umisténi nukleozomu, transkripci, replikaci, opravy DNA, mohou poskytovat
vazebnd mista pro proteiny a maji také pravdépodobné spojitost s methylaci DNA [60]. Existuji
dvé rizné konformace ktizovych struktur, prvni konformace je symetricka a je tvofena rameny,
ktera sviraji uhel pfiblizné 90°. Druhy typ konformace se vyznacuje ostrymi uhly mezi
jednotlivymi rameny ki#izové struktury [61].

3.2.5 Z-DNA

Levoto¢ivda DNA neboli Z-DNA je dvouietézcova Sroubovice DNA, ktera se obtaci podle
,»cik-cak® (zig-zag) vzoru. Diky tomu ziskala i své pojmenovéani Z-DNA, kdyz byla roku 1979
objevena [62]. Molekula se otaci kolem glykosidovych vazeb tak, ze se baze stiidaji v syn a anti
konformaci, coz zajistuje jeji klikaty tvar. Zména konformace z B-DNA na Z-DNA zpiisobi,
ze si jsou fosfatové skupiny blize, coz zpisobuje vyssi elektrostatické odpuzovani téchto
nabitych skupin. V pfitomnosti roztoku s vysokym obsahem soli je vSak elektrostatické
odpuzovani znac¢né snizeno a struktura Z-DNA se stava stabilni konformaci. Tvorba levotocivé
Sroubovice je také ovlivnéna sekvenci a nejsnadnéji se tvoii pokud se purinovd baze stida
s pyrimidinovou [63].

Z divodu vyssi potieby energie byla zpochybniovana existence Z-DNA in vivo, ale tato
struktura mize vznikat i za fyziologickych podminek. Vyskytuje se ve velké mitfe v blizkosti
mista po¢atku transkripce a pfedpoklada se, Ze jeji funkce souvisi s negativni superhelicitou
[64].

3.3 Ligandy interagujici s DNA
Existuje ne€kolik zptisobt, kterymi se molekuly mohou vazat na dvousroubovici DNA. Patii
mezi n€ elektrostatické atrakce s aniontovou cukr-fosfatovou kostrou DNA, interakce s velkym
nebo malym Zlabkem, interkalace mezi pary bazi prostiednictvim velkého nebo malého zlabku
a interkalace mezi vlakny. V zévislosti na strukturnich vlastnostech molekuly a DNA, vykazuje
mnoho molekul vice nez jeden zpisob interakce s nukleovou kyselinou. Tyto interakce 1ze
rozdélit do dvou kategorii — interkalace a interakce pfes vodikovou vazbu ve Zlabku DNA [65].
Interkalace zahrnujici vlozeni molekuly mezi pary bazi DNA ma za nasledek snizeni
Sroubovicového vinuti a prodlouzeni DNA. Interkalatory se ¢asto pouzivaji jako protinadorova,
antimalarickd, antibiotickd a antifungélni ¢inidla, ne vSechny maji genotoxické Ucinky. Pro
genotoxicitu je casto nezbytnd ptitomnost bazickych, kationtovych nebo elektrofilnich
funk¢nich skupin a mezi genotoxické ligandy patifi napiiklad chinolin [66, 67]. Vazby
ve zlabcich DNA, na rozdil od interkalacnich ¢inidel, nevyvolavaji vyrazné konformacni
zmény. Molekuly maji nejcastéji ptilmésicovy tvar a vaZou se do malého Zlabku. Podobné jako
interkalatory maji prokédzané vyuziti jako protinadorova nebo antibakterialni ¢inidla [67].
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3.3.1 Ligandy interagujici s G-kvadruplexy

G-kvadruplexy kvili své poloze a nizké Cetnosti v genomu se staly terapeutickym cilem pfi
1€¢bé rakoviny. To vedlo k vyvoji fady ligandii, které jsou schopny se vazat na G-kvadruplexy
a tim ovliviiovat bunécné procesy a ovlivnit tak rozvoj rakoviny [68]. Tyto malé molekuly
mohou stabilizovat telomerovou strukturu G-kvadruplexu a inhibovat funkci enzymu
telomerasy. Podobné¢ lze ovlivnit stabilitu G-kvadruplexti i v promotorovych oblastech
onkogent [69].

Ligand jiz bylo popsano velké mnozstvi a jsou pro né typické urcité charakteristické rysy.
Tyto molekuly obsahuji planarni aromatické chromofory a kladné nabité postranni fetézce
(Obrazek 7) [69]. Pti jejich syntéze je dilezité, aby byly selektivni pro G-kvadruplexy a jako
lé¢iva proti rakoviné by mély mit antiproliferativni ti€inky na rakovinné buiiky, indukovat
inhibici telomerasy nebo supresi onkogent [70].
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Obrazek 7 Priklady jednotlivych ligandii interagujicich s G-kvadruplexy ukazujici jejich planarni
aromatickd jadra (prevzato z [71])

Berberin patfi mezi pfirodni rostlinné isochinolinové alkaloidy a je jednim z liganda
interagujicich s G-kvadruplexy. Nachazi se v rostlinach jako jsou naptiklad dfist’al obecny nebo
vlastovicnik vétsi. Izoluje se hlavné z kofent, oddenkti a kmenové kiiry. Z chemického hlediska
je berberin odvozeny od 5,6-dihydrodibenzo[a,g]quinolizinia, jednd se tetrasubstituovany
alkaloid s methylendioxy skupinou na C2 a C3 a dvéma methoxyskupinami na C9 a C10
(Obrazek 8) [72]. Vykazuje vice farmakologickych ucinkl, jako jsou antioxidacni,
prijmim, hyperlipidemii, obezit€¢, onemocnénim jater, hypertenzi, diabetu, metabolickému
syndromu, polycystickym vajenikiim a Alzheimeroveé chorobé. Také byla zkoumana jeho
ucinnost proti rakoving a riizné in vitro studie ukézaly, Ze berberin inhibuje proliferaci a migraci
rakovinnych bunék a indukuje apoptézu v fadé nddorovych bunéénych linii [73, 74]. Bylo
prokazano, Ze indukuje hypomethylaci promotoru 7P53 vedouci k apoptéoze u lidského
myelomu U266 [75]. Dale také pti experimentech s nadorovou bunécnou linii karcinomu prsu
MCF7 a nenadorovou buné€nou linii lidského prsniho epitelu MCF-12F bylo zjisténo, ze
berberin vykazoval vyrazny cytotoxicky uc¢inek na linii MCF7, bez ovlivnéni MCF-12F
v koncentraci 25pM. Vysledky studie také naznaCuji, Ze berberin hraje vyznamnou
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pro-apoptotickou roli v rakovinnych buiikach [76]. Ackoliv je berberin slibnym ptirodnim
lé¢ivem, rizné farmakologické studie ukédzaly, Ze po perordlnim podani podléhd slozitému
metabolismu a jeho koncentrace v cytoplazmé je extrémné nizkd. Proto se mnohé studie
zamé&iuji vice na metabolity berberinu, které mohou taktéz hrat diilezitou roli pii 1é€b€ riznych
onemocnéni. V klinické praxi je berberin vyuzivan k 1é¢bé nékterych onemocnéni jako je
diabetes mellitus druhého typu, neurodegenerativni onemocnéni nebo rakovina [73].

H,CO

OCH;

Obrazek 8 Chemicka struktura berberinu (prevzato z [72])

Prikladem dalSiho ligandu, ktery stabilizuje struktury G-kvadruplexti, je TMPyP
(5,10,15,20-tetrakis(N-methyl-4-pyridyl)porphyrin). Patii mezi kationtové porfyriny, coz jsou
aromatické makrocykly odvozené od porfinu. Jsou to tetrapyrolické slou€eniny, které se
podileji na mnoha biologickych procesech, jako je pienos kysliku (ve formé hemu) nebo
fotosyntéza (jako chlorofyl). TMPyP je heterocyklicka slou¢enina obsahujici ¢tyfi pyrrolové
kruhy spojené ¢tyifmi methinovymi mustky, které jsou nezbytné pro fotochemické reakce
a transport elektrontt [77]. TMPyP se mlze véazat na G-kvadruplexy dvéma zptisoby. Jednim
z nich je interkala¢ni vazba mezi sousednimi G-kvartety a druhym je vazba na jeden nebo oba
termindlni G-kvartety (moZnosti vazby ligandi na G-kvadruplexy jsou zobrazeny
na Obrazku 9). Porfyrinovy kruh TMPyP ma podobnou velikost jako G-kvartet, coz usnadiiuje
jejich vazbu [78]. V buiikéach se tento ligand hromadi pfevazné v lysozomech a Golgiho aparatu
(organelach bohatych na kyslik), ale pii pouZziti ve vysokych koncentracich nebo po jeho
fotochemické aktivaci se rychle vaze na nukleové kyseliny v jadie bunék. TMPyP lze
na zakladé jeho zajimavych fyzikalné-chemickych vlastnosti vyuZit na fadu aplikaci, od 1écby
rakoviny nebo mikrobidlnich infekci aZ po vyvoj biosenzori. Terapeuticky ucinek TMPyP po
fotoaktivaci byl popsan proti Sirokému spektru nddorovych bunécénych linii v€etné rakoviny
prsu, délozniho ¢ipku, leukémie, plic, tlustého stfeva a hrtanu. Normalni bunky prokéazaly
snizenou schopnost akumulovat porfyrin ve srovnani s rakovinnymi buitkami, coZ mizZe byt
zpusobeno jejich pomalejsi metabolickou rychlosti [77].

Peryleny ptedstavuji skupinu ligandii interagujicich s G-kvadruplexy, ktera obsahuje odlisné
substituovany kondenzovany aromaticky kruhovy systém (napf. ligand PIPER na Obréazku 7).
Toto hydrofobni heptacyklické centradlni jadro je zodpovédné za vazbu na G-kvartet
prostfednictvim © — 7 interakci. Studie na tomto skeletu poukézaly na dva rysy vazby na G-
kvadruplexy. Prvnim je zasaditost systému, ktera zabranuje agregaci slouCeniny a vzdalenost
mezi aromatickym centrdlnim jadrem a dusikovym zbytkem v postrannim fetézci, ktery
moduluje rozpustnost ligandu a ovlivituje rozpoznavani G-kvadruplexu [79]. PIPER (N,N'-
bis[2-(1-Piperidino)ethyl]-3,4,9,10-perylenetetracarboxylic diimide; Obrazek 7) je hlavnim
zéastupcem této skupiny ligandii a jedna se o velmi u€inny a selektivni G-kvadruplexovy ligand.
Bylo prokézano, Ze dokaze inhibovat DNA polymerasu a telomerasu pfipojenim na G-tetrady

19



v G-kvadruplexech a dale zplsobovat s tim spojené zkracovani telomer, snizeni bunécné
proliferace a indukci senescence [79, 80]. PIPER vykazoval cytotoxicky tc¢inek na HeLa
bunky, ktery byl jasné€ viditelny jiz po 24 hodinach. Bylo zjisténo, ze pti nizkych koncentracich
ligandu je telomerasa mirn¢ inhibovana, zatimco pii vyssich koncentracich dochazi k uplné
inhibici enzymu [81]. Jiné vyzkumné studie ukazaly, ze perylenové derivaty PIPER a PM2
indukovaly v in vitro podminkach tvorbu G-kvadruplexti jak z telomerické DNA, tak
1 promotorové oblasti. Dale testy na bunécné linii karcinomu plic ukézaly, Ze tyto slouceniny
inhibovaly telomerasu a pii dlouhodobém vystaveni sub-cytotoxickych déavek téchto
perylenovych derivati bylo pozorovano zkraceni telomer a snizeni bunécné proliferace [82].
PIPER vykazuje i antivirovou aktivitu. Bylo prokazano, ze PIPER stabilizoval struktury
G-kvadruplexti v nef oblasti genomu HIV-1, kterd je dtlezita pro replikaci viru, jeho infek¢nost
a patogenezi [79].
N,N'"-(9-((4-(dimethylamino)phenyl)amino)akridin-3,6-diyl)bis(3-(pyrrolidin-1-yl)propan-

amid), neboli BRACO-19 (Obrazek 7), je dalSim z podrobnéji prostudovanych ligandi
interagujicich s G-kvadruplexy. Jednd se o 3,6,9-trisubstituovany akridinovy ligand
a predstavuje jeden z nejucinnéjSich inhibitord lidské telomerasy. Mechanismus vazby
na telomerni G-kvadruplexy je zprostfedkovavan pomoci tii zplsobl — externi vazba,
interkalace a vazba do zlabku (zplisoby vazby ligandi na G-kvadruplexy jsou zobrazeny na
Obrazku 9). U lidskych nadorovych linii zplsobuje BRACO-19 inhibici rlstu a vyvolava
senescenci bun¢k uz pii velmi nizkych koncentracich po dnech az tydnech [83, 84]. V dalsi
studii byl testovan vliv BRACO-19 na funkci telomerasy in vitro a in vivo. Testy probihaly
na bunécné linii UXF1138L (karcinom d¢lohy), kterd ma velmi kratké telomery (2,7 kb). U in
vitro experimentli doSlo k vyraznému snizeni exprese lidské telomerasové reverzni
transkriptasy po 24 hodinéach a plné zastaveni ristu bylo pozorovano po 15 dnech. Soucasné
doslo ke zkraceni telomer o 0,4 kb. In vivo testy, provadéné na mySich, ukézaly také vyrazny
inhibi¢ni ucinek na rist nadoru, a to 0 96 % v porovnani s kontrolou [40]. Obecné¢ BRACO-19
muZze ovliviiovat pfevis na 3’ konci telomer, inhibovat helikasovou aktivitu proteinli a vyvolat
rozsahlé poskozeni telomer. BRACO-19 vykazuje dobré protinddorové uc¢inky jako samotné
nebo v kombinaci s jinymi latkami na Sirokou Skalu lidskych nédort. Jeho nevyhodou je jeho
$patny priichod pfes bunééné membrany [85]. BRACO-19 by také bylo mozné vyuzit jako
¢inidlo proti HIV. Pii virologickych testech bylo prokazano, Ze BRACO-19 zastavuje reverzni
transkripci viru tak, Ze ligand pravdépodobné stabilizuje G-kvadruplexy na 3’ konci RNA viru,
a tim inhibuje proces reverzni transkripce [86].

Externi vazba Interkalace Vazba do zlabku

Obrazek 9 Moznosti interakce ligandii s G-kvadruplexy (prevzato a upraveno dle [87])
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3.4 Testy viability

Zivotaschopnost (viabilita) bunék je definovana jako poéet zdravych bunék ve vzorku
a zpusoby stanoveni zivotaschopnosti bunék se obecné pouzivaji pro testovani 1€kii. Existuje
fada metod, které jsou zalozeny na riznych bunéénych funkcich, jako je enzymova aktivita,
permeabilita bunééné membrany, bunééna adherence, produkce ATP nebo produkce koenzymii
[88]. Jednim z nejjednodussich zplsobl je test, ktery je zalozen na vyluCovani barviva
trypanové modii. Zatimco zivé buniky tuto latku skrze membrany nepfijimaji a nebarvi se, tak
u mrtvych bunék je situace odlisna. Diky porusené integrit€¢ membran mrtvych bun¢k dochézi
k pronikani barviva do bun¢k. Timto se mrtvé buiiky nabarvi a je mozné je rozlisit od zivych
bunék. Bunky jsou po obarveni spocitany za vyuziti mikroskopu [89].

3.4.1 Tetrazoliové slouceniny

Kvantitativni kolorimetricky test s pouzitim tetrazoliové soli byl poprvé popsan roku 1983
Timem Mossmannem [90]. A dnes patii mezi nejznaméj$i a nejpouzivanéjsi testy
zivotaschopnosti bun¢k. Tetrazoliova sil MTT, celym nadzvem 3-[4,5-dimethyl-2-thiazolyl]-
2,5-difenyl-2H-tetrazolium bromid, je nazloutly vodny roztok, ktery po redukci
dehydrogenasami a reduk¢énimi €inidly pfitomnymi v metabolicky aktivnich bunikach poskytuje
ve vod¢ nerozpustny fialovomodry formazan (Obrazek 10). Formazan muize byt rozpustén
organickymi rozpousStédly a stanoven spektrofotometricky, pfi¢emz se predpoklada, ze
mnozstvi MTT formazanu je pfimo tmérné poctu metabolicky aktivnich bunék [91]. Pfeména
MTT na formazan je zprosttedkovdna enzymem, ktery se nachazi v mitochondriich a jedna se
konktrétn¢ o sukcinatdehydrogenasu [92].
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MTT Formazan

Obrdazek 10 Struktura MTT a formazanu a jejich preména probihajici v metabolicky aktivnich bufikach
(prevzato a upraveno dle [93])

Ackoliv je tato metoda Siroce pouzivana k hodnoceni cytotoxicity, nemusi byt zcela pfesna
[94]. Také nebyla zatim objasnéna piesna lokalizace redukovaného formazanu v bunikach. Pti
mikroskopické analyze lokalizace MTT fomazanu v HelLa bunkach pomoci selektivnich
fluorescen¢nich sond bylo zjisténo, Zze krystaly formazanu nebyly lokalizovany
v mitochondriich, jak se ptedpokladalo, ale v lipidovych kapénkach [91].

Pouziti MTT je také spojeno s nékterymi nevyhodami, jako je pouziti velkého mnozZstvi
dimethylsulfoxidu (DMSO), ktery se pouziva k rozpousténi krystalkii formazanu. DMSO je
drazdivy a negativné pisobi na laboratorni vybaveni. Dalsi nevyhodou MTT je, Ze neni
metabolizovan nékterymi bunéénymi liniemi. Tyto diivody vedly k vyvoji jinych alternativnich
metabolicky aktivnich barviv, tedy barviv, kterd se po metabolizaci méni na detekovatelnou
barevnou formu. Jednim znich je XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-
tetrazolium-5-karboxanilid), ktery byl poprvé popsan v roce 1988. Na rozdil od MTT se XTT
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metabolizuje v zivych bunkach na ve vodé rozpustny XTT formazan, tim se eliminuje krok
solubilizace a je umoznéno pfimé meéteni absorbance. Jeho nevyhodou je vSak jeho omezené
pouziti, protoze vétsina lidskych nadorovych bunécénych linii metabolizovala XTT mén¢ G¢inné
nez MTT. Utinnost vsak mize byt zvysena pfidinim dalsich slozek, napiiklad fenazin
methosulfatem (PMS) [95].

Dalsim piikladem tetrazoliové soli pouzivanym k testim viability je MTS (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium). V tomto
pfipad¢ je také z tetrazoliové soli MTS tvofen ve vod€ rozpustny odpovidajici formazan
a odpada tedy proces solubilizace krystalkl. Pro zvysSeni u€innosti l1ze stejné jako u XTT pouzit
intermediarni akceptor elektroni PMS, ale v kombinaci s MTS je smés vice stabilni a test dava
piesnéjsi vysledky [96].

Poslednim typem jsou WST derivaty — WST-1 a WST-8. WST-1 (4-[3-(2-methoxy-4-
nitrofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen disulfonat sodna stl), ktery se kromé
testd bunécné proliferace pouziva také jako citlivy chromogenni indikator NADH. Produktem
reakce je ve vodé rozpustny derivat formazanu, ktery je rozpustny ve vodé v koncentracich
vyssich nez 0,1 M [97]. V porovnani WST-8 (2-(2-methoxy-4-nitrofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-
(2,4-disulfofenyl)-2H-tetrazolium monosodna stl) je vSak povazovan za citlivéjsi nez WST-1
nebo XTT, mé nizké hodnoty pozadi a zadny cytotoxicky ucinek. Oba vsak kvili negativnim
sulfonovanym skupinam vyZzaduji pfitomnost intermediarniho akceptoru elektront PMS [98].

3.4.2 Resazurin

Od roku 1993 je k testim viability mozné pouzivat barvivo resazurin prodavané pod jménem
Alamar blue (AB). Jedna se o nejrychlejsi a nejjednodussi test, ktery ma tu vyhodu, Ze se mlize
méfit kolorimetricky i fluorimetricky, ackoliv vétsi citlivosti je dosazeno pii fluorimetrickém

\NQ Resazurin
C,,H,NO,
O O

HO
Primarni redukce
(ireverzibilni)
N
N Resorufin
C,H;NO;,
HO O (@)
11 Sekundarni redukce
(reverzibilni)
|
N\ Hydroresorufin
HO O OH

Obrdzek 11 Kroky premeény resazurinu na resorufin a hydroresorufin (prevzato a upraveno dle [100])
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meéieni. Alamar blue je pro buiiky netoxicky a pro méfeni neni vyZzadovano usmrceni bunék
jako u MTT testu a buiiky tedy mohou byt pouzity pro dalsi experimenty [99]. Pomoci bunécné
aktivity dochazi k redukci modrého a nefluorescen¢niho resazurinu na rizové fluorescencni
barvivo resorufin a toto barvivo je uvoliiovano z bunék. Tato reakce je zprostiedkovéana
intracelularnimi enzymy a vysledkem je silny fluorescencni signdl. Priméarni redukce
resazurinu na resorufin je ireverzibilni, ale mize nasledn¢ vznikat jeste¢ vedlejsi produkt
ze sekundarni reakce, ktera vyCerpava resorufin za vzniku bezbarvého a nefluorescenc¢niho
hydrorufinu (Obrazek 11). To mtize zptisobit nepiesny vysledek testu [100].

3.4.3 ATP-bioluminiscencni test

Intracelularni obsah ATP je dilezitym indikatorem Zivotaschopnosti bunék. Pfi bunécné smrti
je syntéza ATP velmi rychle zastavena, avSak hydrolyza mize jesté néjakou dobu pokracovat.
Proto intracelularni obsah ATP velmi rychle klesd. Existuji rtizné metody na stanoveni
koncentrace ATP, ale bioluminiscencni test je povazovan za nejcitlivéjsi. Jsou zaloZeny na tom,
7ze ATP je nezbytnym substratem enzymu luciferasy svétluSek. Enzym luciferasa zajistuje
oxidaci luciferinu v pritomnosti ATP a hotfe¢natych iontli na oxyluciferin pfi souc¢asné tvorbé
pyrofosfatu a AMP. Oxyluciferin je produkovan v excitovaném stavu a pii prechodu na
zakladni hladinu je emitovana energie ve form¢ svétla. Intracelularni ATP je vSak pro enzym
nepiistupné, protoze enzym nepronika do bunék a je tedy nutné predem zvysit permeabilitu
nebo indukovat rozruseni bunééné membrany k uvolnéni ATP [101].

3.4.4 Sulforhodamine B

V roce 1990 byl vyvinut novy zplisob na méfeni obsahu bunécnych proteini u adherentnich
nebo suspenznich kultur. Sulforhodamine B (SRB) je rizové aminoxantenové barvivo se
dvéma sulfonovymi skupinami, které se vaZou na bazické aminokyselinové zbytky za mirné
kyselych podminek. Kolorimetrické vyhodnoceni poskytuje odhad celkového obsahu proteint,
které souvisi s poctem bunck v kultute. Citlivost tohoto testu je srovnatelna s fluorescenénimi
metodami barveni a Casto nahrazuje testy zalozené na tetrazoliovych slouceninach. Barveni
pomoci SRB (Obrazek 12) se Siroce pouziva pro testovani toxicity l€k proti riiznym
nadorovym i nenddorovym bunéénym liniim [102, 103].

Proces barveni pomoci SRB vyzaduje nejprve opatrnou fixaci kultury kyselinou
trichloroctovou tak, aby nedoslo k uvolnéni bunék ptredtim, nez se zafixuji. K naslednému
barveni se pouzivd SRB v 1% roztoku kyseliny octové k zajisténi mirné kyselych podminek.
K solubilizaci se pouziva Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan) [103].
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Obrdazek 12 Chemicka struktura barviva Sulforhodaminu B (prevzato z [104])
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CILE PRACE

Vypracovani literarni reSerse na téma diplomové prace

Kultivace nadorové a nenadorové bunécné linie

Testovani viability bunéénych linii po pusobeni vybranych chemoterapeutik a liganda
interagujicich s G-kvadruplexy

Detekce apoptozy a nekrdzy

Studium lokalizace chemickych latek v buiikdch pomoci konfokalni mikroskopie
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Material

5.1.1 Pouzité chemikalie

Annexin V Apoptosis Detection Kit (Santa Cruz Biotechnology)
DMEM High Glucose (Biosera)

DMSO (Sigma-Aldrich)

Fetalni bovinni sérum (Biosera)

Hoechst 33342 (Thermo Fisher Scientific)

Kyselina octova (Lachner)

Methanol (Penta)

Penicilin/Streptomycin (PAA Laboratories)

Sulforhodamine B Cell Cytotoxicity Assay Kit (Abcam)
Trypsin-EDTA (Biosera)

5.1.2 Pouzité roztoky a média

10 x PBS (11):
e Slozeni: 80 g NaCl + 2 g KCI + 14,4 g Na2HPO4 + 2,4 g KH2PO4 + Milli-Q voda
e Pfiprava pracovni koncentrace (1x): smichdni 100 ml 10x PBS a 900 ml Milli-Q
vody

Kultiva¢ni médium:
e 500 ml DMEM High Glucose + 50 ml fetalniho bovinniho séra + 5 ml antibiotik
Penicilin/Streptomycin

5.1.3 Pouzité pristroje a pomicky

Analytické vahy XS105 (METTLER TOLEDO)

Automaticke pipety (VWR)

Biirkerova komiirka

ELISA reader Synergy H1 Hybrid Multi-mode Reader (BioTek)
Inverzni fluorescenéni mikroskop IX83 (Olympus)

Konfokalni mikroskop Leica TCS SP5 (Leica)

Kultivaéni nddoby o objemu 75 cm? (TPP)

Inkubator (Memmert)

Inverzni mikroskop AE30 (Motic)

Laminarni box (Telstar)

NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer (Marshall Scientific)
Pipety jednorazove 5, 10, 25 ml (TPP)

Spektrofluorimetr PC1 Photon Counting (ISS)

Spektrofotometr Specord 210 Plus (Analytik Jena)

Ttepacka Orbital shaker OS-10 (Biosan)

Vortex Genie 2 (Scientific Industries)

8 jamkové desticky (PAA Laboratories)

96 jamkové desticky (TPP)
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5.1.4 Bunécné linie

MCF7 —jedna se o nadorovou bunécnou linii karcinomu prsu izolovanou v roce 1970, bunécna
linie si zachovava vlastnosti podobné epitelu mlécné zlazy a pfi narGstu tvofi monovrstvu
bun¢k, obsahuje estrogenové a progesteronové receptory [105]

HEK293FT — nenadorova bunécnd linie lidskych embryondlnich ledvinovych bun¢k, bunky
byly transfekovany imortalizovanym adenovirem a velkym T antigenem simian viru 40,
bunééna linie se pouziva k produkci mnoha virovych vektorti [105]

Bunééné linie MCF7 a HEK293FT byly poskytnuty Biofyzikalnim tstavem Akademie véd CR
v Brné.

5.1.5 Chemoterapeutika a ligandy interagujici s G-kvadruplexy

Berberin (Sigma-Aldrich)
BRACO-19 (Sigma-Aldrich)
Cisplatina (Sigma-Aldrich)
Doxorubicin (Sigma-Aldrich)
PIPER (EMD Millipore)

Roskovitin (Sigma-Aldrich)

TMPyP (Sigma-Aldrich)
5-Fluorouracil (Duchefa Biochemie)

5.2 Metody

5.2.1 Kultivace bunéénych linii

Bunééné linie MCF7 a HEK293FT byly kultivovany v inkubétoru za standardnich podminek
(37 °C, 5 % CO»). Ptiblizné jednou tydné probihalo pasdzovani bunck v zavislosti na typu
bunécné linie a rychlosti jejiho ristu. Béhem pasaZovani se nejprve z kultivacni lahve odsalo
star¢ médium a bunky pfichycené na dné kultivani nadoby byly oplachnuty roztokem PBS.
Nasledné bylo PBS odséto a do kultivacni nddoby byl pfidan trypsin, ktery buiiky uvolnil od
povrchu kultivacni nadoby. Trypsin se nechal ptisobit 5 minut a jeho ptisobeni bylo nasledné
zastaveno pfidanim kultivaéniho média DMEM High Glucose obohaceného o fetalni bovinni
sérum a antibiotika penicilin a streptomycin. Poté byly buiikky s médiem pieneseny do falkony
a 5 pul suspenze se naneslo na Biirkerovu komirku. Biirkerova komtirka je specialni podloZzni
sklicko obsahujici miizku tvofici policka s definovanou velikosti. Pomoci Biirkerovy komurky
se spocitala koncentrace bun¢k v médiu a z tohoto zjisSténého udaje se spocital potiebny objem
pro vyseti dostatecného poctu bun€k do cerstvého média. Komurka se suspenzi a ptikryta
krycim skli¢kem se umistila na inverzni mikroskop a spocital se pocet bun¢k v deseti ctvercich
vcetné bunek dotykajicich se horni a levé strany ¢tverce (nebo dolni a pravé strany). Z primérné
koncentrace bun¢k v jednom ¢tverci byla vypocétena koncentrace bun¢k v 1 ml suspenze, kdy
jedna bunika ve ¢tverci odpovidd 250 000 bunck/1 ml suspenze. Nésledné bylo odpovidajici
mnozstvi vyseto do nové kultivaéni nddoby obsahujici 10 ml Cerstvého kultivaéniho média.
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Tabulka 1 Priprava vybranych koncentraci cytostatik pro testy viability

Pozice na 96 : Redéni _ Koncentrace | Koncentrace
jamkové destitce Cytostatikum |Rozpou3tédlo | zasobniho | cytostatikav
() (pl) roztoku (mM) | jamce (uM)
1 0 20 0 0
2 20 (\l,) 20 0,039 0,781
3 20(J) 20 0,078 1,563
4 20 (\L) 20 0,156 3,125
5 20 (\],) 20 0,313 6,250
6 20(J) 20 0,625 12,500
7 20(J ) 20 1,250 25,000
8 20(J) 20 2,500 50,000
9 20 ( \L) 20 5,000 100,000
10 40 0 10,000 200,000

5.2.2 Testy viability

Pro testy viability byla pouzita 96 jamkova desti¢ka, na kterou bylo vyseto potiebné mnozstvi
bun¢k ve 200 pl kultivaéniho média. Potfebny pocet bunék byl zjistén pomoci Biirkerovy
komurky a pro buné¢nou linii MCF7 bylo vyseto 20 000 bun¢k na jamku a 5 000 bun¢k
na jamku pro linit HEK293FT. Po vyseti bunék se nechala desti¢ka 24 hodin v inkubétoru
za standardnich podminek. Po uplynuti této doby byly do jamek pfidany 4 pl zasobni
koncentrace cytostatika (0,039-10mM), a tim byla dosaZena kone¢néa koncentrace cytostatika
v jamce 0,781-200uM. Pouzité koncentrace cytostatik jsou zobrazeny v Tabulce 1 a pipetovaci
schéma na Obrazku 13. Na testy viability byla pouZita ¢tyfi chemoterapeutika (5-fluorouracil,
roskovitin, doxorubicin, cisplatina) a ¢tyfi ligandy interagujici s G-kvadruplexy (berberin,
TMPyP4, PIPER, BRACO-19). Souhrn rozpoustédel k jednotlivym cytostatikiim je shrnut
v Tabulce 2. Doba ptisobeni cytostatika byla 48 hodin, béhem které byla kultiva¢ni desticka
umisténa v inkubdtoru, a poté probcéhlo vyhodnoceni testu pomoci kitu vyuzivajiciho
sulforhodaminu B. Nejprve bylo ptidano 50 pl fixaéniho roztoku, aniZ by se predem odstranilo
z jamek médium. Poté se destiCka nechala kultivovat jednu hodinu pti 4 °C. Nésledné se
odstranil obsah bun¢k a tfikrat se jamky promyly 200 pl destilované vody. Obarveni bunck
bylo provedeno pomoci SRB roztoku, jehoZ plisobeni probihalo po dobu 15 minut, ve tmé a pfi
pokojové teploté. Nasledné se barvivo odstranilo a buiiky byly ¢tyfikrat promyty pomoci 200 ul
Promyvaciho roztoku. Nakonec bylo ptidano do kazdé jamky stejné mnoZstvi Solubiliza¢niho
roztoku a desticka byla umisténa na tiepacku po dobu 10 minut. Absorbance byla zmétena na
ELISA readeru pii 565 nm. Vysledky byly nasledné zpracovany v softwaru GraphPad Prism,
ve kterém byla vypoctena i hodnota stfedni inhibi¢ni koncentrace (ICso).

5.2.3 Méreni absorpénich a emisnich spekter

Méteni absorpCnich a emisnich spekter bylo provedeno u ligandi interagujicich
s G-kvadruplexy — berberin, TMPyP, PIPER a BRACO-19. Zkoumana latka byla nejprve
nafedéna a nasledné byla zméfena jeji absorbance na spektrofotometru. Tim byla zjiSténa
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Tabulka 2 Shrnuti pouZitych rozpoustédel k pripravé jednotlivych cytostatik

Chemoterapeutikum Rozpoustédlo
5-Fluorouracil 100% DMSO
Roskovitin 100% DMSO
Doxorubicin 100% DMSO
Cisplatina 0,1 M chloristan sodny
G4 ligand Rozpoustédlo
Berberin 100% methanol
TMPyP destilovana voda
PIPER 5% kyselina octova
BRACO-19 destilovana voda

excitacni vlnova délka potfebnd pro zmétfeni emisniho spektra. Nasledné byl s pomoci
nanodropu ligand opétovné natfedén tak, aby jeho absorbance v bodé¢ maxima byla nizsi nez
0,01. Poté¢ mohlo byt zméfeno emisni spektrum ligandu na spektrofluorimetru. Spektra byla
porovnana se spektry barviv Hoechst 33342, annexin V (FITC) a propidium jodid, aby se
zjistilo, zda je moZné pouzit tyto ligandy k detekci apoptdzy a nekrozy a k lokalizaci ligandu
interagujiciho s G-kvadruplexy v buiikéch. Spektra barviv byla zjiSténa na strdnkach Thermo
Fisher Scientific.

5.2.4 Detekce apoptozy a nekrozy

K detekci apoptozy a nekrozy byla pouzita 96 jamkova destiCka a piiprava experimentu byla
stejnd jako u testl viability. Na desticku byly vysety buiiky (20 000 pro linit MCF7, 5 000
bunék pro linii HEK293FT) ve 200 pl kultivacniho média. Desticka se nechala kultivovat
po dobu 24 hodin v inkubatoru a nasledn¢ probé&hlo oSetfeni pomoci ligandl interagujicich
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s G-kvadruplexy (TMPyP, BRACO-19) a chemoterapeutika roskovitin. Pouzité koncentrace
a zpusob nanéseni na kultivacni desti¢ku je popsan v Kapitole 5.2.2. Ligandy se nechaly piisobit
po dobu 48 hodin, béhem kterych byla desticka umisténa v inkubatoru. Po uplynuti této doby
probéhlo vyhodnoceni pomoci kitu na detekci apoptdzy a barviva Hoechst 33342. Annexin V
Apoptosis Detection Kit obsahuje propidium jodid pro obarveni nekrotickych bun¢k a annexin
V pro obarveni apoptickych bunc¢k a barvivo Hoechst je schopné obarvit jadra ve vsSech
bunkach, tedy zivych, apoptickych i nekrotickych. Vyhodnoceni probihalo tak, Ze nejprve bylo
odsato médium z jamek a buniky byly proplachnuty v PBS a néasledné pomoci roztoku Assay
Buffer. Poté bylo do kazd¢ jamky piidano 200 ul Assay Bufferu. Nasledné byla do kazdé jamky
postupné napipetovana tfi zminéna fluorescencni barviva, a to v objemech - 50 ul pro Hoechst
(ptipraven ze zasobniho roztoku 291 ul/14 ml PBS), 10 ul pro propidium jodid a 1 ul annexinu
V. Nakonec se desticka nechala inkubovat 15 minut ve tmé pfi pokojové teploté a nasledné byla
pozorovana pod fluorescen¢nim mikroskopem.

5.2.5 Studium lokalizace cytostatika v burikach

Pro studium lokalizace cytostatika v buiikach byly pouzity 8 jamkové desticky. Na desticku
byly vysety buiiky bunééné linie MCF7, a to v koncentraci 30 000 buné€k na jamku v 300 pl
kultivaéniho média. Desti¢ka s vysetymi bunkami se nechala kultivovat 24 hodin a nasledné
probéhlo osetfeni pomoci ligandi interagujicich s G-kvadruplexy — berberin, TMPyP, PIPER,
BRACO-19. Kazda testovana latka byla ptidana do jamek v koncentracich odpovidajicich ICjo,
ICs0, IC90 namétenych pfi testech viability pro berberin v pfedchozim experimentu a kone¢né
koncentrace cytostatika v jamce byly tedy 1,5uM, 12,5uM, 50uM. Jedna jamka v kazdé rade
slouzila jako kontrola, ke které se pfidalo pouze rozpoustédlo. Po oSetieni ligandy se desticka
nechala kultivovat v inkubatoru a pod konfokalnim mikroskopem byla pozorovéana po 24 a 48
hodinach. Pro lepsi zobrazeni byla jadra bunék pied pozorovanim obarvena pomoci barviva
Hoechst 33342, kter¢ho se po natedéni v PBS (291 pl Hoechst/14 ml PBS) pfidalo 50 pl
na jamku.
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6 VYSLEDKY

6.1 Testovani viability a stanoveni ICso

K testlim viability byla pouzita komer¢ni a prostudovana chemoterapeutika (5-fluorouracil,
roskovitin, doxorubicin, cisplatina) a jejich cytotoxicita byla porovnéna s cytotoxicitou ligandi
interagujicich s G-kvadruplexy (berberin, TMPyP, PIPER, BRACO-19). Na testovani
cytotoxicity byla pouzita nddorova bunécna linie MCF7 a nenddorova bunécna linie
HEK293FT. Pouzité koncentrace chemoterapeutik a ligandt jsou uvedené v tabulce v kapitole
5.2.2. Testovani bylo provedeno ve ctyfech opakovanich. Stanoveni cytotoxicity bylo
provedeno po 48 hodinach pomoci kitu vyuzivajiciho Sulforhodamine B. Zpracovani dat véetné
zjisténi hodnoty ICso bylo provedeno pomoci softwaru GraphPad Prism. Na nasledujicich
obrazcich je graficky zndzornéno pilisobeni jednotlivych chemoterapeutik (Obrazky 14-17)
a ligandi interagujicich s G-kvadruplexy (Obrazky 18-21).
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Obrazek 14 Graf znazornujici pusobeni S-fluorouracilu na nadorovou bunecnou linii MCF7 (vlevo) a
nenddorovou bunécnou linii HEK293FT (vpravo)

Na Obrazku 14 je zobrazen vliv chemoterapeutika 5-fluorouracilu na nadorovou bunéénou
liniit MCF7 (vlevo) a nenddorovou bunécnou linii HEK293FT (vpravo). Z graft je vidét, Ze
na bunécnou linit MCF7 5-fluorouracil méa cytotoxicky uc¢inek 1 pfi nizSich koncentracich,
kdezto u bunécné linie HEK293FT je silngjsi cytotoxicky efekt pozorovan az ve vyssi
koncentraci testované latky.
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Obrdzek 15 Graf zndzornujici piisobeni roskovitinu na nadorovou bunécnou linii MCF7 (vievo)
a nenadorovou bunécnou linii HEK293FT (vpravo)
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Pisobeni chemoterapeutika roskovitinu na bunééné linie MCF7 a HEK239FT je zobrazeno
na Obrazku 15. Z grafl neni patrné, na kterou bunécnou linii mé roskovitin vétsi cytotoxické
ucinky, ale podle hodnot ICso zobrazenych v Tabulce 3 mél roskovitin mirné vétsi cytotoxické
ucinky na nenadorovou bunécnou linii.
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Obrazek 16 Graf znazornujici piisobeni doxorubicinu na nadorovou bunécnou linii MCF7 (vievo)
a nenadorovou bunécnou linii HEK293FT (vpravo)

Doxorubicin a jeho vliv na vybrané bunééné linie je zobrazen na Obrazku 16. Z grafu je
patrné, ze doxorubicin ma mirné vétsi cytotoxické t€inky na bunéénou linii HEK293FT, kdy

cvwr

koncentraci.
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Obrazek 17 Graf znazornujici pusobeni cisplatiny na nadorovou bunécnou linii MCF7 (vievo) a
nenadorovou bunécnou linii HEK293FT (vpravo)

Poslednim studovanym chemoterapeutikem byla cisplatina. Jeji piisobeni na nadorovou
a nenadorovou bunécnou linii je zobrazeno na Obrazku 17. Z grafi vyplyva, ze cisplatina ma
z vybranych chemoterapeutik nejmensi cytotoxické ucinky (Obrazky 14-17). Mezi viabilitou
buné¢k u bunécnych linii po oSetfeni cisplatinou neni vidét rozdil u nizkych koncentraci
chemoterapeutika, u vysSich koncentracich vSak cisplatina ptlisobila vice cytotoxicky
na bunécnou linii HEK293FT.

31



MCF7 (Berberin) HEK293FT (Berberin)

1504 150
s 1004 s 100
c c
= =]
o a
£ P
8 504 E 501
> >
0 - v = 0 v T v T .
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
Log koncentrace (uM) Log koncentrace (uM)

Obrazek 18 Graf znazornujici piisobeni G4 ligandu berberinu na ndadorovou bunécnou linii MCF7
(vlevo) a nendadorovou bunécnou liniit HEK293FT (vpravo)

Na Obrazku 18 je zobrazen vliv ligandu berberinu na bunééné linie MCF7 a HEK293FT.
Z vysledkll neni patrné, na kterou linii bylo plisobeni tohoto ligandu vyraznéjsi, ale podle
hodnot ICso shrnutych v Tabulce 3 vyplyva, ze berberin mél mirn¢ vyraznéjsi inhibi¢ni ucinek
na nadorovou bunéénou linii MCF7.
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Obrazek 19 Graf znazornujici piisobeni G4 ligandu TMPyP na nadorovou bunécnou linii MCF'7 (vlevo)
a nenddorovou bunécnou linii HEK293FT (vpravo)

DalSim testovanym ligandem interagujicim s G-kvadruplexy byl TMPyP, jehoz vliv
na bunécné linie je zobrazen na Obrazku 19. Z grafii vyplyva, Ze tento ligand mél vétsi inhibicni

v v

TMPyP. U nenadorové bunétné linie lze pozorovat snizovani viability bun¢k az u vySSich
koncentraci ligandu, pfiblizn€ od koncentrace 25uM.
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Obrazek 20 Graf znazornujici piisobeni G4 ligandu PIPER na nadorovou bunécnou linii MCF7 (vlevo)
a nenadorovou bunécnou linii HEK293FT (vpravo)

PIPER byl dal§im testovanym ligandem interagujicim s G-kvadruplexy a jeho vliv
na vybrané bunécné linie je zobrazen na Obrazku 20. Z hodnot lze zjistit, Ze jeho cytotoxicky
ucinek byl mensi v porovnani s ostatnimi pouzitymi ligandy. Rozdil v ptsobeni tohoto ligandu
na jednotlivé bunécné linie neni vyrazny, ale mirn¢ vétsi inhibi¢ni vliv mél na nadorovou
bunécnou linit MCF7.
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Obrazek 21 Graf znazornujici puisobeni G4 ligandu BRACO-19 na nadorovou bunécnou linii MCF7
(vlevo) a nendadorovou bunécnou linii HEK293FT (vpravo)

Na Obrazku 21 je zobrazeno ptsobeni posledniho testovaného ligandu interagujiciho
s G-kvadruplexy BRACO 19. Z vysledk je patrné, Ze tento ligand mé vétsi cytotoxicky ucinek
na nadorovou bunécnou linii MCF7, kdy uz pfi jeho koncentraci 12,5uM je viabilita bun€k
témet nulova. Z vysledk také vyplyva, Ze ptsobil ze v§ech zkoumanych ligandii interagujicich
s G-kvadruplexy na bunky nejvic cytotoxicky.
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Tabulka 3 Shrnuti strednich inhibicnich koncentraci vybranych chemoterapeutik a ligandii
interagujicich s G-kvaduplexy

ICs0 (UM)
Chemoterapeutikum| MCF7 |HEK293FT
5-Fluorouracil 5,356 9,808
Roskovitin 3,486 2,916
Doxorubicin 2,690 0,684
Cisplatina 96,050 34,990
G4 ligand
Berberin 8,907 10,280
TmPyP 9,812 35,840
PIPER 33,460 24,970
BRACO-19 3,294 7,246

V Tabulce 3 je zobrazeno shrnuti hodnot ICso vSech zkoumanych latek. Ze ctyf testovanych
cisplatina, u které byl také pozorovan vyrazny rozdil mezi vlivem na nadorovou a nenadorovou
bunécnou linii. Zaroven vsak jedinym chemoterapeutikem, které mélo po 48 hodinach ptisobeni
veétsi cytotoxicky vliv na nadorovou bunéénou linii nez na nenadorovou linii, byl 5-fluorouracil.
U ligandi interagujicich s G-kvadruplexy bylo nejvice cytotoxické BRACO-19 a nejmensi
cytotoxicita byla pozorovana u latky PIPER. Oproti testovanym chemoterapeutikim mély tfi
ze Ctyt ligandii vetsi inhibicni ucinek na naddorovou bunéénou linii nez na nenadorovou, jediny
PIPER pusobil méné cytotoxicky na buiky MCF7. Pfi¢emz u latky TMPyP byl tento rozdil
mezi bunéénymi liniemi nejvyraznéj$i. Mezi chemoterapeutiky a ligandy interagujici
s G-kvadruplexy neni vidét vyrazny rozdil pfi porovnani hodnot ICso a hodnoty stiedni
inhibi¢ni koncentrace vSech testovanych ligandl se pohybuji mezi nejucinnéjsSim a nejméné
uc¢innym chemoterapeutikem.

6.2 Absorp¢ni a emisni spektra ligandi interagujicich s G-kvadruplexy

U vSech ligandii interagujicich s G-kvadruplexy byla zméfena absorpéni a emisni spektra.
Absorpcni spektra byla zmétena na spektrofotometru a diky nim byla zjisténa excita¢ni vinova
délka potfebna ke zméfeni emisnich spekter. Ta byla nasledné¢ zméfena na spektrofluorimetru
Grafy kombinujici absorpéni a emisni spektra jednotlivych ligandi jsou zobrazeny
na Obrazcich 22-25. Nasledné byla spektra porovnana se spektry barviv Hoechst 33342,
annexin V (FITC) a propidium jodid, aby nedochazelo k pfekryvu pii pouZziti na jednom
vzorku.
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Obrazek 22 Absorpcni spektrum (modra) a emisni spektrum (Zluta) G4 ligandu berberinu

Z absorp¢niho a emisniho spektra berberinu (Obrazek 22) bylo zjisténo, ze tento ligand neni
vhodny pro detekcei apoptozy a nekrozy z diivodu prekryvu jeho spektra s barvivem slouzicim
k obarveni apoptickych bunék (Annexin V FITC). Lokalizace tohoto ligandu v buiikédch
pomoci konfokalniho mikroskopu vSak byla mozna, v¢etné pouziti barviva Hoechst 33342.
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Obrdzek 23 Absorpcni spektrum (modrd) a emisni spektrum (Zlutd) G4 ligandu TMPyP

Spektrum dal$iho ligandu, interagujictho s G-kvadruplexy, TMPyP je zobrazeno
na Obrazku 23. Tento ligand je vhodny pro testovani detekce apoptdzy a nekrdzy i k lokalizaci
ligandu v buiikdch pomoci konfokalniho mikroskopu, av§ak bez pouZiti barviva Hoechst kviili
piekryvu absorpcéniho a emisniho spektra.
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Obrazek 24 Absorpcni spektrum (modra) a emisni spektrum (zluta) G4 ligandu PIPER

Absorpcni a emisni spektrum ligandu PIPER je zobrazeno na Obrazku 24. Spektrum se vSak
prekryva se spektrem propidium jodidu, ktery slouzi k obarveni nekrotickych bunék. Proto
tento ligand neni vhodny na detekci apoptozy a nekrézy zaloZené na pouZiti tohoto barviva. Je
vSak mozné pouzit PIPER k testim jeho lokalizace v bunkach, a to zaroven s barvivem
Hoechst.
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Obrazek 25 Absorpcni spektrum (modra) a emisni spektrum (Zlutd) G4 ligandu BRACO-19

Na Obrazku 25 je zobrazeno absorpéni a emisni spektrum latky BRACO-19, ligandu
interagujicitho s G-kvadruplexy. Z n¢j vyplyvd4, Ze je mozné pouzit tento ligand k testim
detekce apoptozy a nekrozy i k lokalizaci tohoto ligandu v buiikach. AvSak neni mozné obarvit
jéadra buné¢k barvivem Hoechst z diivodu ptekryvu jejich spekter.

6.3 Detekce apoptozy a nekrozy

K detekci apoptdzy a nekrozy byly pouzity ligandy interagujici s G-kvadruplexy TMPyP4 a
BRACO-19 a pro porovnani chemoterapeutikum roskovitin. Testy probihaly na nadorové
bunécné linii MCF7 a nenadorové bunécné linii HEK293FT. Doba plsobeni ligandu
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na bunécné linie byla 48 hodin a po uplynuti této doby byla pouzita tfi fluorescen¢ni barviva
k detekci apoptozy a nekrozy. Annexin V byl vyuzit k obarveni apoptickych bun€k, pomoci
propidium jodidu byla odliSena populace nekrotickych bun¢k a Hoechst 33342, ktery se vaze
na DNA Zzivych, apoptickych inekrotickych buné¢k. Vyhodnoceni probihalo pomoci
fluorescencniho mikroskopu a ukazka je zobrazena na Obrazku 26 (konkrétné se jedna o buiky
MCF7 oSetiené ligandem TMPyP o koncentraci 6,25uM). Na nasledujicich grafech (Obrazek
27-29) je znazornéno pusobeni TMPyP, BRACO-19 a roskovitinu na bunécné linie.

Obrazek 26 Ukdzka bunék z fluorescencniho mikroskopu, zvétsené 10x; (A)vSechny buiiky obarvené
Hoechst; (B) apoptické buiiky obarvené annexinem V; (C) nekrotické buiiky obarvené propidium
jodidem, (D) prekryv Zivych, apoptickych a nekrotickych bunék
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Obrazek 27 Graf zndzornuji pusobeni G4 ligandu TMPyP v ruznych koncentracich na bunécné linie
MCF7 (vlevo) a HEK293FT (vpravo);, modra barva znazornuje vsechny bunky, oranzZovd barva
apoptickeé a Seda barva nekrotické

Na Obrazku 27 je znédzornéno ptisobeni TMPyP na bunééné linie. Z grafii je patrné, ze tento
ligand interagujici s G-kvadruplexy indukoval apoptdézu u vétS§tho mnozstvi bunék bunécéné
linie MCF7 nez u linie HEK293FT. Nartst apoptickych bunék byl zavisly na koncentraci
TMPyP a srostouci koncentraci dochézelo k nartstu procenta apoptickych bunck u obou
bunéénych linii. Pocet nekrotickych bunék mél u nddorové bunécné linie klesajici tendenci se
zvysujici se koncentraci TMPyP. U nenadorové bunécné linie bylo vSak procento nekrotickych
bunc¢k vyssi a neni zde patrnd zdvislost na koncentraci ligandu. Vyraznéjsi vliv TMPyP
na nadorovou bunécnou linii odpovida vysledklim ziskanym pomoci testl viability (Tabulka 3).
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Obrazek 28 Graf znazornuji prisobeni G4 ligandu BRACO-19 v riiznych koncentracich na bunécné
linie MCF7 (vlevo) a HEK293FT (vpravo);, modra barva zndazoriuje vSechny buiiky, oranzova
barva apoptické a Seda barva nekrotické

Na Obrazku 28 je zobrazeno grafické znazornéni vlivu ligandu BRACO-19 na bunééné linie
MCF7 a HEK239FT. U linie MCF7 byl stejné jako u TMPyP vyrazny nartist poctu apoptickych
bunék v zavislosti na zvySujici se koncentraci ligandu, kdeZto u nenddorové bunéené linie se
pocet apoptickych bunék zvySoval az pfi vysSich koncentracich. Také procento nekrotickych
bun¢k bylo vyssi u nenddorové bunécné linie, avSak u obou bunécnych linii nebyla patrna
zavislost poctu nekrotickych bun€k na koncentraci ligandu BRACO-19. Vyraznéjsi nartst
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apoptickych bunék 1 v nizsich koncentracich u nadorové bunécné linie odpovida vysledkiim
z testll viability (Tabulka 3).
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Obrazek 29 Graf znazornuji pusobeni chemoterapeutika roskovitinu v riiznych koncentracich na
bunecne linie MCF7 (vievo) a HEK293FT (vpravo); modra barva zndzoriuje vsechny buriky, oranzova
barva apoptické a Seda barva nekrotické

Na Obrazku 29 jsou zobrazeny grafy zndzornujici ptisobeni chemoterapeutika roskovitin
na bunééné linie. U obou grafii je patrné, Ze mnozstvi apoptickych bunck se zvySuje s rostouci
koncentraci chemoterapeutika, kdezto procento nekrotickych bunék na koncentraci zavislé
neni. MnozZstvi apoptickych bunék u linie MCF7 se vSak zvySuje v porovnani s nenddorovou
bunécnou linii az ve vyssich koncentracich, coz je v souladu s vysledky naméfenymi pii testech
viability (Tabulka 3).

Pfi porovnani vysledkd detekce apoptozy a nekrozy u ligandd interagujicich
s G-kvadruplexy a chemoterapeutika roskovitin je patrné, Ze roskovitin u buné¢k nadorové
bunécné linie vice vyvolaval nekrézu nez ligandy interagujici s G-kvadruplexy. Oproti tomu
u bun¢k linie MCF7 oSetfené ligandy interagujicimi s G-kvadruplexy dochéazelo k apoptoze
1 pi1 nizSich koncentracich. U nenddorové bunécéné linie neni patrny Zadny vyrazny rozdil mezi
jednotlivymi grafy.

6.4 Lokalizace ligandi interagujicich s G-kvadruplexy v buiikach

Ke stanoveni lokalizace ligandl interagujicich s G-kvaduplexy byl pouzit konfokalni
mikroskop. K testlim byly pouzity ligandy berberin, TMPyP, PIPER a BRACO-19, kter¢ byly
pouzity v koncentracich 1,5uM, 12,5uM a 50uM. K ligandiim berberin a PIPER se ptidalo
tésné pred pozorovanim fluorescen¢ni barvivo Hoechst 33342 na obarveni bunéénych jader.
Toto barveni nebylo mozné provést u ligandi TMPyP a BRACO-19 z diivodu ptekryvajicich
se absorpCnich a emisnich spekter se zkoumanou latkou. Testy byly provedeny s nadorovou
bunécnou linii MCF7 a pozorovani probihalo po 24 a 48 hodinach plsobeni testované latky.
Na Obrazcich 30-35 jsou zobrazeny fotky z konfokalniho mikroskopu, které jsou pro lepsi
zobrazeni doplnéné o prekryv s fotkou vyuzivaji mikroskopii ve svétlém poli (BF).
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Obrazek 30 Lokalizace berberinu v bunkach MCF7 po 24 hodindch piisobeni testované latky
v koncentraci 50uM; (A, D) berberin zobrazen zelenou barvou, (B, E) modrou barvou je znaceno jadro
(Hoechst); (C, F) prekryv (berberin, Hoechst, BF)

Y,

Obrazek 31 Lokalizace berberinu v bunkach MCF7 po 48 hodindch pusobeni testované latky
v koncentraci 50uM; (A, D) berberin zobrazen zelenou barvou, (B, E) modrou barvou je znaceno jadro
(Hoechst); (C, F) prekryv (berberin, Hoechst, BF)




Obrazek 30 a 31 znazoriiuje plsobeni ligandu berberinu po 24 a 48 hodindch plsobeni
testované latky. V obou piipadech jsou zobrazeny buiiky, které byly oSetfeny berberinem
0 50uM koncentraci. Jadra, obarvena pomoci barviva Hoechst (modrd), se z velké Casti
prekryvaji se zelené zobrazenym ligandem. Z toho se d4 usuzovat, Ze tento ligand je v buiikdch
pievazné koncentrovan v jadie. Po 48 hodinach plisobeni berberinu lze na Obrazku 30 vidét, ze
modrfe zbarvena jadra nemaji jiz pravidelny tvar a modie zbarvena je skoro celd bunka. Stejné
tak zelen¢ zbarveny berberin se nenachazi pouze v jadfe jako to bylo u pozorovani provedeném
po 24 hodinach. To mlze byt zpisobeno tim, ze u bunék z diivodu cytotoxicity pouzitého
berberinu dochazi ke zméné permeability jaderné membrany, nasledné k rozdilné distribuci
materialu v rdmci umirajici nebo apoptické buiky.

Dalsim pozorovanym ligandem interagujicim s G-kvadruplexy byl PIPER. Ten je zobrazen
na Obrazcich 32 a 33, které znazoriiuji ptisobeni tohoto ligandu po 24 a 48 hodinach. Z obrazka
je patrné, Ze tento ligand, ktery je na fotce zbarven zelen€, se nenachazi v jadfe (znazornéno
modrfe). Na Obrazku 32 na snimcich D-F je dobie vidét, ze PIPER vstupuje do bunék, ale do
jéadra se jiz nedostava. Ani po 48 hodinach piisobeni ligandu nebylo pozorovéno, Ze by delsi
doba piisobeni ovlivnila vstup testované latky do jadra bunék. Pti pozorovani bunck osetfenych
ligandem PIPER bylo také pozorovano ve snimcich ve svétlém poli vyrazné mnozstvi shluk
v cytoplazmé bunck, které korelovaly se zelené¢ zbarvenym ligandem. Tvorba shlukl
v cytoplazmé tedy miiZe souviset s tim, Ze ligand nemiize vstoupit do jadra. To, Ze nevstupuje
do jader bunck, miize ovliviiovat jeho nizsi cytotoxicitu a vyssi ICso namétené pfi testech
viability (Tabulka 3). Po 48 hodinach plsobeni testovaného ligandu lze na Obrazku 33
pozorovat, ze jadra n€kterych bunck netvoii pravidelny tvar, coz miize souviset s cytotoxicitou
latky, a tim zpisobenou rozdilnou distribuci materidlu v rdmci umirajici nebo apoptické buiiky.

e DIENG-
< - s " (

Obrazek 32 Lokalizace PIPER v burikach MCF7 po 24 hodindch puisobeni testované latky v koncentraci
L5uM; (A, D) PIPER zobrazen zelenou barvou, (B, E) modrou barvou je znaceno jadro (Hoechst);
(C, F) prekryv (PIPER, Hoechst, BF)
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Obrazek 33 Lokalizace PIPER v buiikach MCF'7 po 48 hodindch piisobeni testované latky v koncentraci
12,5uM; (A, D) PIPER zobrazen zelenou barvou,; (B, E) modrou barvou je znaceno jadro (Hoechst),
(C, F) prekryv (PIPER, Hoechst, BF)

Obrazek 34 Lokalizace TMPyP v buikich MCF7 po 48 hodindch piisobeni testované latky
v koncentraci OuM slouzici jako kontrola (4, B) a 12,5 M (C, D); (4, C) TMPyP zobrazen zelenou
barvou; (B, D) prekryv (TMPyP a BF)
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Na Obrazku 34 a 35 jsou zobrazeny ligandy TMPyP a BRACO-19. Tyto ligandy byly
po zméteni absorp¢nich a emisnich spekter excitovany laserem o vinové délce 355 nm. Jelikoz
byl pozorovan slaby fluorescen¢ni signal 1 v kontrolnim vzorku bez piidaného ligandu
interagujiciho s G-kvadruplexy, lze predpokladat, ze vinova délka 355 nm excituje i jiné latky
obsazené¢ v buiikach linie MCF7 a zptsobuje autofluorescenci. Nelze tedy vyhodnotit lokalizaci
TMPyP a BRACO-19 v buiikach s pouzitim laseru o této vinové délce.

Obrazek 35 Lokalizace BRACO-19 v busnikach MCF7 po 48 hodinach pusobeni testované latky
v koncentraci QuM slouzici jako kontrola (A, B) a 1,5uM (C, D), (A, C) BRACO-19 zobrazeno zelenou
barvou, (B, D) prekryv (BRACO-19 a BF)
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7 DISKUZE

V ramci experimentalni ¢asti byl v prvni fad¢ testovan vliv vybranych chemoterapeutik
a ligandi interagujicich s G-kvadruplexy na nadorovou bunécnou liniit MCF7 a nenadorovou
bunécnou liniit HEK293FT. Doba plisobeni testovanych latek na bunécné linie byla 48 hodin
a cilem bylo zjisténi stfedni inhibi¢ni koncentrace a porovnani ziskanych vysledki mezi sebou.
Namétené vysledky se blizi sttednim inhibi¢nim koncentracim ziskanym v jinych publikacich.
Napiiklad 5-fluorouracil mél naméfenou hodnotu ICso 5,356uM u bunécné linie MCF7 (podle
[106] byla tato hodnota 10uM po 24 hodinach). Naméfend hodnota ICso roskovitinu u linie
MCF7 byla 3,486uM, publikace udavaji hodnotu 16,7 uM u stejné bunécné linie s rozdilnymi
podminkami inkubace (24 hodin v médiu obsahujici roskovitin, nasledn¢ 24 hodin v ¢erstvém
médiu bez cytostatika) [107]. U doxorubicinu byla naméfena hodnota ICso 2,69uM (pro
porovnani podle [108] byla hodnota ICsp doxorubicinu 1.2009uM po 24 hodinach). Stiedni
inhibi¢ni koncentrace cisplatiny byla 96,05uM pro MCF7 a 34,99uM pro HEK293FT, coz
nekoreluje s vysledky podle [109], kde ziskané hodnoty byly vyrazné nizsi. To mohlo byt
zpisobeno Spatnym rozpuSténim tohoto chemoterapeutika v pouzitém rozpoustédlu.
U berberinu, ligandu interagujiciho s G-kvadruplexy, byla naméfena hodnota ICso 8,907uM
(25uM podle [110] u stejné bun&tné linie). Podle [111] byla naméfena stfedni inhibi¢ni
koncentrace TMPyP v rozmezi 1,49-19,1uM u riznych bunéénych linii, kam spada i hodnota
nameétena v této praci. Pti porovnani namétenych vysledkt 1ze usuzovat, ze ligandy interagujici
s G-kvadruplexy maji podobnou cytotoxickou aktivitu v porovnani s pouZitymi
chemoterapeutiky. Ligandy berberin, TMPyP a BRACO-19 také mély vétsi cytotoxicky ti¢inek
na linii MCF7 nez na liniit HEK293FT. Jedinym ligandem, ktery pisobil vice cytotoxicky
na nenadorovou bunéc¢nou linii byl tedy PIPER. U chemoterapeutik to bylo naopak a pouze
5-fluorouracil mél vétsi inhibi¢ni G€inek na nadorovou bunéénou linii.

Dalsi ¢ast experimentalni prace se zabyvala zméfenim absorpcnich a emisnich spekter
ligandl interagujicich s G-kvadruplexy. To bylo nezbytné, aby se zjistilo, zda se spektra téchto
latek neptekryvaji se spektry barviv pouzitych pro detekci apoptézy a nekrozy. Kvuli tomu
nemohl byt proveden test detekce apoptozy a nekrdzy u ligandii berberin a PIPER a pfi testech
lokalizace ligandt v buiikach bunééné linie MCF7 nemohlo byt pouZzito barvivo Hoechst 33342
k obarveni jader bunck. Naméfené spektrum berberinu odpovidd spektru dostupnému
v literatuie [112].

Nasledujicim experimentem byla detekce apoptézy a nekrdzy v buikdch néadoroveé
a nenadorové bunécné linie. Byly testovany ligandy interagujici s G-kvadruplexy TMPyP
a BRACO-19. K porovnani byl tento test proveden i s chemoterapeutikem roskovitin.
U bunécné linie MCF7 bylo naméfeno po pusobeni roskovtinu vyssi procento nekrotickych
bunék v porovnani s ligandy, které indukovaly ve véts$i mife zase apoptézu. U bunécné linie
HEK293FT nebyly vidét vyrazné rozdily mezi témito tfemi testovanymi latky, coZ nekoreluje
s vysledky testl viability z pfedchozi ¢asti experimentu. Pro lepsi vyhodnoceni by tedy bylo
vhodné zkusit pouZit jiné metody detekce, naptiklad pritokovou cytometrii, kterd by mohla
poskytnout piesnéjsi vysledky nez fluorescencni mikroskop.

Posledni casti experimentu byla lokalizace ligandl interagujicich s G-kvadruplexy
v buitkkdch MCF7 pomoci konfokalni mikroskopie. K testim byly pouzity ligandy berberin,
TMPyP, PIPER a BRACO-19. Pti studiu berberinu a PIPER mohly byt jaddra bunék pro lepsi
vizualizaci obarveny barvivem Hoechst 33342. Pozorovani probihalo po 24 a 48 hodinach.
U ligandu berberinu bylo pozorovano, zZe latka vstupuje do jader bun¢k. Po 48 hodinach se
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nachazel berberin v mensi mife 1 kolem jadra, coz mohlo souviset s jeho cytotoxicitou. Avsak
ve studii [113] zjistili, ze berberin u tii riznych bunéénych linii byl lokalizovan pievazné
v cytoplazmé. Jina studie vSak uvadi, Ze berberin vstupuje do jader jiz po 30 minutach podani
ligandu [114]. Dal§im pozorovanym ligandem byl PIPER, bylo zji$téno, Ze tento ligand
nevstupuje do jader bunék a koncentruje se v cytoplazmé, coz muize souviset s jeho nizsi
cytotoxickou aktivitou oproti jinym testovanym ligandim v rdmci této prace. Posledni dva
pozorované ligandy, TMPyP a BRACO-19, byly pii studiu pomoci konfokalniho mikroskopu
excitovany laserem o vinové délce 355 nm. AvsSak u kontrolniho vzorku neobsahujiciho ligand
byla pozorovéana slaba autofluorescence, a proto neni mozné urcit lokalizaci této latky
v buiikach. Autofluorescence mohla byt zptsobena latkami ptitomnymi v bunikach, jako jsou
NADH a FAD [115, 116]. TMPyP se podle publikaci nachazi v lysozomech, Golgiho aparatu
a pii vyssich koncentracich v jadrech [77, 117]. Ligand BRACO-19 by m¢l byt lokalizovan
v jadre bunck [118].
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8 ZAVER

Teoreticka Cast této diplomové prace se zabyva charakterizaci chemoterapeutik a konkrétnim
popisem vybranych chemoterapeutik testovanych v experimentalni ¢asti prace. Nasledné jsou
rozebrany alternativni struktury DNA, zejména G-kvadruplexy a ligandy, které se na tyto
struktury vazou. Pozornost je vénovana pievazné ligandim pouzitych v experimentalni ¢asti.
V posledni kapitole teoretické ¢asti jsou popsany testy viability.

Experimentalni ¢ast diplomové prace se nejprve zabyvad pasobenim vybranych
chemoterapeutik a ligandl interagujicich s G-kvadruplexy na nadorovou bunécnou linii MCF7
a nenddorovou bunécnou linii HEK293FT. Viabilita bun¢k byla vyhodnocena pomoci testli
vyuzivajicich Sulforhodamin B a zvysledkii byla zjisténa hodnota stfedni inhibicni
koncentrace, kterd byla porovnana mezi jednotlivymi testovanymi latkami. Bylo zjisténo, ze
ligandy interagujici s G-kvadruplexy maji po 48 hodinach ptisobeni podobny cytotoxicky efekt
jako komer¢né dostupna chemoterapeutika. Zaroven tfi ze ¢tyt testovanych liganda (berberin,
TMPyP, BRACO-19) vykazovaly vyssi cytotoxicitu u bunééné linie MCF7 nez HEK293FT.

Dal$im provedenym experimentem byla detekce apoptdézy a nekrdézy po plsobeni
chemoterapeutika roskovitin a ligandl interagujicich s G-kvadruplexy TMPyP a BRACO-19
u bunéénych linii. V této casti bylo pozorovano, ze puisobeni ligandii u nadorovych bunék
vyrazngji indukovalo apoptézu nez chemoterapeutikum roskovitin, jehoz plsobeni vedlo
k nekrdze u vétsiho procenta buné¢k nadorové bunééné linie oproti ligandtim.

Posledni cast se zabyvala lokalizaci ligandl interagujicich s G-kvadruplexy v buiikach
bunééné linie MCF7 pomoci konfokalni mikroskopie. Ligand berberin byl lokalizovan
v jadrech bunék, kterd byla pro lepsi vizualizaci a hodnoceni obarvena barvivem Hoechst
33342. Ligand PIPER se nachazel v buiikach, ale do jader nevstupoval ani po 48 hodinach
pusobeni. Posledni dva ligandy TMPyP a BRACO-19, excitované laserem o vlnové délce
355 nm, neslo zhodnotit kviili pozorované autofluorescenci v buiikach.
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adenosintrifostat

mikroskopie ve svétlém poli (Bright-field microscopy)

N,N'-(9-(4-(dimethylamino)phenylamino)akridin-3,6-diyl)bis(3-
(pyrrolidin-1-yl)propanamid)

cyklin-dependentni kinasa

cis-diammin-dichlorido-platnaty komplex

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

flavinadenindinukleotid

lidské embryonalni ledvinové bunky

nadorové¢ epitelidlni buiiky

G-kvadruplex

stfedni inhibi¢ni koncentrace

[-motiv

bunécna linie karcinomu prsu

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-
sulfofenyl)-2H-tetrazolium

3-[4,5-dimethyl-2-thiazolyl]-2,5-difenyl-2H-tetrazolium bromid
(methyl-thiazolyl-tetrazolium)

nikotinamidadenindinukleotid

fostatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)

N,N'-bis[2-(1-Piperidino)ethyl]-3,4,9,10-perylenetetracarboxylic
diimide

fenazin methosulfat

ribonukleova kyselina

(R)-2-((6-(benzylamino)-9-isopropyl-9H-purin-2-yl) amino) butan-1-

ol
Sulforhodamine B
Telomeric Repeat-containing RNA
oligonukleotid tvortici triplex (triplex-forming oligonucleotide)
5,10,15,20-tetrakis(N-methyl-4-pyridyl)porphyrin

nepiekladand oblast (untranslated region)



WST-1 4-[3-(2-methoxy-4-nitrofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-

benzen disulfonat sodna sul

WST-8 2-(2-methoxy-4-nitrofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-
tetrazolium monosodna stl

XTT 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-
karboxanilid
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