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Rakovina (nekontrolované množení buněk) představuje hlavní zdravotní problém ve vyspělých zemích. Ve Spojených státech jsou nádorová 
onemocnění příčinou 1/4 všech úmrtí [1,2]. V současnosti je v USA během života diagnostikována rakovina u každé třetí ženy a u každého 
druhého muže [3]. Na druhou stranu úmrtnost způsobená tímto onemocněním postupně klesá díky včasné diagnostice a také účinnosti léčby. 
V České republice je mortalita spojená s rakovinou 0,425 [4]. Nejběžnější jsou nádory plic, kolorektální karcinom, rakovina prsu a rakovina 
prostaty [1,5].

Nejčastější způsoby léčby jsou chirurgie, chemoterapie (cyto-
statika) a radioterapie (ionizující záření), přičemž je v některých 
případech využívána také hormonální léčba. Mezi nejběžněji 
používaná cytostatika patří sloučeniny na bázi platiny, jako je 
cisplatina, karboplatina nebo oxaliplatina. Druhou významnou 
skupinou protinádorových léčiv jsou sloučeniny generující radikály 
jako doxorubicin a epirubicin [6, 7 ,8, 9].

Doxorubicin (hydroxyldaunorubicin) je antracyklinové vysoce 
účinné a široce používané cytostatikum jehož historii lze vystopovat 
do padesátých let minulého století (obr. 1A). Dnes se běžně pou-
žívá pro léčbu některých z druhů leukémie, Hodgkinova lymfomu, 
rakoviny prsu, žaludku nebo vaječníků, mnohočetného myelomu a 
dalších [10, 11, 12, 13]. Jeho použití je limitováno vysokou kardio-
toxicitou a při překročení kumulativní dávky může dojít k selhání 
srdce. Navíc kardiotoxicita antracyklinů roste s věkem, neboť ve 
vyšším věku se tělo zbavuje toxických látek pomaleji. K selhání srdce 
může dojít při překročení dávky 400 mg/m2 (některé zdroje udávají 
i 450 mg/m2 [14], nebo 570 mg/m2 [15]). Při dosažení tohoto množ-
ství je nutné volit jinou, mnohdy méně efektivní léčbu [16, 17, 18].

Snaha o snížení cytotoxicity doxorubicinu vedla k uplatnění mo-
lekulárních přenašečů, které zajistí snížení jeho kardiotoxicity při 
zachování terapeutických účinků. Jedním z takových přenašečů mo-
hou být lipozomy. Lipozomální doxorubicin, který je v současnosti 
už i komerčně dostupný, lze zacílit na konkrétní místo v organizmu 
a snížit tak množství, které se dostane do srdce, na minimum [19, 
20]. Kumulativní dávka lipozomálního doxorubicinu je podstatně 
vyšší (785 mg/m2) [21]. Pro zvýšení účinnosti a bezpečnosti léčiva 
je nezbytné studovat interakce doxorubicinu s buňkami. Díky 
své struktuře má doxorubicin fluorescenční vlastnosti (obr. 1B ), 
proto je možné jeho pozorování pomocí fluorescenčních metod 
včetně fluorescenční mikroskopie [22]. Fluorescence doxorubicinu 
lze využít k pozorování chování doxorubicinu jak v buňkách, tak  
v živých organismech [21, 23]. Cílem této práce bylo studovat vliv 
doxorubicinu na Staphylococcus aureus a buňky BY-2 jako další 
modely pro pozorování vlivu těchto léčiv.

experimentální část 

Růstová křivka buněk

Byl sledován růst bakterie Staphylococcus aureus a tabákových 
buněk BY-2 v přítomnosti doxorubicinu. Buněčná suspenze linie 
BY-2 byla udržována v tekutém Murashige-Skoog médiu. Suspenze  
(20 ml) v 50 ml Erlenmeyerových baňkách byla umístěna na tře-
pačce (Kühner Shaker LT-W, Adolf Kühner AG, Švýcarsko) při  
27 ±1 °C a 135 ot.min-1 ve tmě. Použitá kultura byla zředěna 
kutlivačním médiem tak, aby při vlnové délce 600 nm vykazovala 
absorbanci 0,1, čímž bylo dosaženo koncentrace 5,6×106 buněk 
ve 150 μl. Tato kultura o objemu 150 μl byla napipetována do 
mikrotitrační destičky a k ní přidáno 150 μl doxorubicinu o dané 

koncentraci (14,38–230 μM). Absorbance při 620 nm byla měřena 
prvních devadesát minut po 10 minutách ((Multiskan EX Micro-
plate Photometer)), následně po půl hodině, celkově po dobu 20 
hodin. Před každým měřením byla kultura protřepána a po celou 
dobu udržována teplota 37 °C.

In vivo analýza buněk

5 μl buněk bakterie Staphylococcus aureus nebo buněk BY-2 
bylo inkubováno s 20 μl doxorubicinu různých koncentrací  
(14,38–230 μM). Inkubace probíhala na třepačce (1 400 rpm) při 
teplotě 20 °C po dobu 30 nebo 60 minut. Po inkubaci byly buň-
ky resuspendovány ve 100 μl PBS pufru (pH = 7,4) a následně 
centrifugovány (5 000 g, 20 °C, 5 minut). Supernatant byl odsát a 
buňky byly dvakrát promyty stejným objemem PBS. Promyté buňky 
promíchané ve 100 μl PBS pufru se uchovávaly při teplotě 6 °C. 
Mikroskopovány byly hned po přípravě a po týdnu od přípravy. 
Fluorescence byla pozorována pomocí fluorescenčního mikrosko-
pu Olympus IX 71 při excitační vlnové délce 520–550 nm a emisní 
vlnové délce 580 nm. 

výsledky a diskuze
V modelovém experimentu byl studován efekt doxorubicinu na 
bakteriální buňky Staphylococcus aureus a buňky BY-2 [24]. Nízké 

Obr. 1 – Doxorubicin; A – chemický vzorec doxorubicinu; B  – ex-
citační a emisní spektrum doxorubicinu
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koncentrace doxorubicinu do 50 μM neovlivňují růst této bakterie. 
Naopak, koncentrace doxorubicinu 57,5 μM již významně inhibuje 
růst bakterie. Z výsledků jasně vyplývá, že nejvyšší aplikovaná 
koncentrace doxorubicinu inhibovala růst bakterií na méně než 
10 % ve srovnání s kontrolní variantou. Tento fakt jasně ukazuje 
na značnou toxicitu tohoto léku vůči bakteriální kultuře. Výsledky 
získané analýzou buněk BY-2 vystavených stejnému koncentrační-
mu rozsahu přinesl velmi podobné výsledky jako v případě bakterií.  
A navíc jsme se pokusili sledovat doxorubicin pomocí fluorescenční 
spektrometrie, protože je doxorubicin díky své výrazné fluorescenci 
dobře pozorovatelný fluorescenčním mikroskopem [25]. Buňky 
doxorubicin velmi dobře absorbují, což jsme ověřili na inhibičním 
testu a potvrdili pomocí spektrometrie. Mikroskopické obrázky 
Staphylococcus aureus a buněk BY-2 jsou ukázány na obr. 2 A a 
B. Obarvení buněk bylo zaznamenáno i při inkubaci při nejnižší 
koncentraci doxorubicinu a fluorescence byla pozorovatelná i týden 
po obarvení. Na obr. 2 C a D jsou ukázány buňky Staphylococcus 
aureus a BY-2 buňky po aplikaci nejvyšší dávky doxorubicinu. 

Obr. 2 – Mikroskopické obrázky buněk inkubovaných s 230 μM 
doxorubicinem; A – bakterie Staphylococcus aureus ve světelném 
poli; B – tabákové buňky BY-2 ve světelném poli; C – bakterie Sta-
phylococcus aureus –  fluorescence (excitační vlnová délka 520–550 
nm, emisní vlnová délka 580 nm); D –buňky BY-2 –  fluorescence 
(excitační vlnová délka 520–550 nm, emisní vlnová délka 580 nm)

závěr
Doxorubicin lze díky jeho strukturním vlastnostem velmi dobře 
pozorovat pomocí fluorescenční mikroskopie a díky tomu vizuali-
zovat jeho interakce s buňkami. Buňky inkubované s doxorubicinem 
vykazovaly signifikantní fluorescenci po dobu několika dní. 

Poděkování: Práce byla podporována grantovým projektem CYTO-
RES GA ČR P301/10/0356 a projektem centra excelence CEITEC 
CZ.1.05/1.1.00/02.0068.
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Abstract
ANTICANCER DRUG DOXORUBICIN AND ITS IN VIVO ANALY-
SYS WITH FLUORESCENT MICROSCOPY
Summary: Doxorubicin is a cytostatic drug used in cancer therapy; however 
its cardiotoxicity is limiting the clinical application. On the other hand, it has 
fluorescence properties, and therefore it is suitable for monitoring by fluorescence 
microscopy. In this study fluorescence microscopy was used for imaging of 
doxorubicin interactions with Staphylococcus aureus and BY-2 cells. Bacterial 
and BY-2 cells were stained by doxorubicin, and the influence of doxorubicin 
on cells viability was investigated.
Key words: Cancer, Doxorubicin, Cytostatic drugs, Fluorescence Microscopy

sPolečnosti Wacker biotech a xl-Protein  
demonstrovali Proveditelnost Produkce  
PasYlated biofarmaceutik technoloGií  
esetec® s velmi vYsokou výtěŽností

Německá společnost Wacker Biotech a firma 
XL-protein úspěšně dokončili studii provedi-
telnosti výroby PASylátových terapeutických 
proteinů s použitím technologie vylučování 
Wacker ESETEC® E.coli. Pro účely studie a 
sledování produkce byla použita technologie 
PASylátových lidských růstových hormonů 
firmy Wacker, jakožto modelového proteinu. 
Výsledkem byla buněčná linie s pomocí 
ESETEC® technologie, která generuje vel-
mi vysoký výtěžek PASylátových proteinů. 
PASylátová technologie tak umožňuje vývoj 
biofarmaceutik s prodlouženým poločasem 
plazmy a vede tak k vývoji nové generace 
léčiv se zvýšenou tolerancí, které vyžadují 
méně častou administrativu, díky jejich déle 
trvající době použitelnosti.

Cílem studie bylo posoudit, zda klinicky 
zavedené terapeutické proteiny, vylepšené 
tzv. PASylation®, mohou být produkovány  
s vysokou výtěžností ekonomicky efektiv-
ním procesem.

Provedená studie ukázala, že testované 
PASylátované proteiny, nesoucí až 600 
sekvencí aminokyselin složených z prolinu, 
alninu a serinu, mohou být technologií 
ESETEC® úspěšně vyráběné. Navíc to 
také vede k účinné buněčné linii, která 
během fermentace vylučuje přesně slo-
žený, plně funkční protein v kultivačním 
médiu s vysokým výtěžkem (3–4 g/l), 
což je pozoruhodné, protože dostupnost 
dostatečného množství aminokyselin z 
bakteriálního primárního metabolizmu 
pro biosyntézu rozlehlých PASylátových 
proteinů představuje potenciální výzvu. 
Navíc detailní analytická studie ukázala, 

že PASylátovaný lidský růstový hormon 
byl produkován s vysokou homogenitou  
v monomerní, neagregované formě, zacho-
vávající si pozoruhodně vysokou afinitu na 
jeho receptor.

V porovnání s PEGylací, což je nynější 
standardní technologie pro prodloužení 
poločasu plazmy biofarmaceutik, je hlavní 
výhodou PASylace vyvarování se drahého a 
úzce selektivního chemického modifikační-
ho kroku během produkce. Navíc na rozdíl 
od chemicky polymerního PEGu, PAS 
aminokyselinové sekvence jsou bioodbou-
ratelné, a tudíž se neakumuluji v buňkách 
nebo orgánech.

ESETEC®, který je patentován firmou 
Wacker, je ekonomicky velmi dobře za-
vedená technologie výroby proteinů a 
fragmentu protilátek. Je na bázi patento-
vaného kmene E.coli K12, který je schopen 
během fermentace rekombinovat proteiny 
vylučováním v jejich přirozené konfirmaci  
v kultivačním roztoku. Vylučování do 
roztoku značně usnadňuje čištění cílených 
proteinů, protože komplikované kroky, 
jako je např. homogenizace apod., nejsou 
již nezbytné, a tudíž je celý proces výrazně 
efektivnější a ekonomičtější. Řada bio-
farmaceutik produkovaných ESETEC® 
technologií je v současnosti vyhodnocována 
v předklinických a klinických testech.

Podle Dr. Thomase Maiera, generálního 
ředitele Wacker Biotech GmbH, jsou on a 
jeho tým: „potěšeni stávajícími výsledky spo-
lupráce s XL-protein. PASylation® je velice 
zajímavá technologie pro selektivní zlepšení 
vlastností biofarmaceutik. S naší inovativní 

ESETEC® technologií vylučování jsme tak 
nyní schopni vyrábět cenově velmi výhodné 
produkty v průmyslovém měřítku“.

Prof. Dr. Arne Skerra, generální ředitel 
XL-protein, souhlasí: „Jsme velice spokojeni 
s výsledky současné studie. Úspěšné spojení 
naší technologie PASylation® s technologií vy-
lučování ESETEC® firmy Wacker má vysoký 
synergický potenciál s důrazem na účinnou 
a rychlou produkci nových terapeutických 
proteinů použitím zavedeného hostitelského 
organizmu, jako je E.coli“.

PASylation® je genetická fúze terapeutic-
kého proteinu s konfirmačně uspořádaným 
polypeptidem definované sekvence, skláda-
jícího se z aminokyselin Pro, Ala a Ser. Tato 
technologie nabízí lepší způsob přichycení 
solvatovaného molekulárního nahodilého 
řetězce s velkým hydrodynamickým obje-
mem k biologicky aktivnímu proteinu. Díky 
tomuto vedlejšímu efektu může být obvyklá 
rychlost čištění biofarmaceutik ledvinami 
zpomalena faktorem 10–100, v závislosti 
na délce PAS. PAS sekvence jsou vysoce 
rozpustné, ačkoliv nenabité, biochemicky 
inertní, nabízející účinnou rekombinant-
ní produkci proteinu v E.coli, stejně tak 
jako eukaryotických hostitelských buněk, 
vyvarujících se chemických reakcí. Jsou 
netoxické, neimunogenní a stabilní proti 
plazmovým proteidům a jsou zároveň plně 
biologicky odbouratelné.

Ing. Jaroslav HOLEČEK, Ph.D. 
Wacker Chemie AG,  

jaroslav.holecek@wacker.com,  
www.wacker.com/biologics
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