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Rakovina (nekontrolované mnozeni bunék) predstavuje hlavni zdravotni problém ve vyspélych zemich. Ve Spojenych stdtech jsou nddorovd

vy

onemocnéni pricinou 1/4 vsech vumrti [1,2]. V soucasnosti je v USA béhem Zivota diagnostikovdna rakovina u kazde tieti Zeny a u kazdého

oy

druhého muze [3]. Na druhou stranu imrtnost zptisobend timto onemocnénim postupné klesd diky véasné diagnostice a také vicinnosti lécby.

V Ceské republice je mortalita spojend s rakovinou 0,425 [4]. Nejbéznéjsi jsou nddory plic, kolorektdlni karcinom, rakovina prsu a rakovina

prostaty [1,5].

Nejcastéjsi zptsoby 1écby jsou chirurgie, chemoterapie (cyto-
statika) a radioterapie (ionizujici zafeni), pfi¢emz je v nékterych
pripadech vyuzivdna také hormonalni Iécba. Mezi nejbéZnéji
pouzivand cytostatika patii slouceniny na bazi platiny, jako je
cisplatina, karboplatina nebo oxaliplatina. Druhou vyznamnou
skupinou protinddorovych IéCiv jsou slouceniny generujici radikaly
jako doxorubicin a epirubicin [6, 7,8, 9].

Doxorubicin (hydroxyldaunorubicin) je antracyklinové vysoce
ucinné a Siroce pouzivané cytostatikum jehoZ historii Ize vystopovat
do padesatych let minulého stoleti (obr. 1A). Dnes se bézné pou-
ziva pro 1é¢bu nékterych z druhd leukémie, Hodgkinova lymfomu,
rakoviny prsu, zaludku nebo vaje¢niki, mnohocetného myelomu a
dalSich [10, 11, 12, 13]. Jeho pouziti je limitovano vysokou kardio-
toxicitou a pri prekroceni kumulativni davky mtize dojit k selhani
srdce. Navic kardiotoxicita antracyklind roste s vékem, nebot’ ve
vys§im véku se télo zbavuje toxickych latek pomaleji. K selhani srdce
mize dojit pfi prekroc¢eni davky 400 mg/m? (nékteré zdroje udavaji
1450 mg/m? [14], nebo 570 mg/m?[15]). Pti dosazeni tohoto mnoz-
stvi je nutné volit jinou, mnohdy méné efektivni 1écbu 16, 17, 18].

Snaha o sniZeni cytotoxicity doxorubicinu vedla k uplatnéni mo-
lekuldrnich prenasecd, které zajisti snizeni jeho kardiotoxicity pii
zachovani terapeutickych tc¢inkd. Jednim z takovych prenasecti mo-
hou byt lipozomy. Lipozomalni doxorubicin, ktery je v soucasnosti
uz i komeréné dostupny, Ize zacilit na konkrétni misto v organizmu
a snizit tak mnozstvi, které se dostane do srdce, na minimum [19,
20]. Kumulativni davka lipozomalniho doxorubicinu je podstatné
vyssi (785 mg/m?) [21]. Pro zvySeni ucinnosti a bezpecnosti 1é¢iva
je nezbytné studovat interakce doxorubicinu s bunikami. Diky
své struktufe ma doxorubicin fluorescencni vlastnosti (obr. 1B ),
proto je mozné jeho pozorovani pomoci fluorescen¢nich metod
véetné fluorescencni mikroskopie [22]. Fluorescence doxorubicinu
1ze vyuzit k pozorovani chovani doxorubicinu jak v bunkéch, tak
v Zivych organismech [21, 23]. Cilem této prace bylo studovat vliv
doxorubicinu na Staphylococcus aureus a bunky BY-2 jako dalsi
modely pro pozorovani vlivu téchto 1éciv.

Experimentalni cast
Riistovd krivka bunék

Byl sledovan rist bakterie Staphylococcus aureus a tabakovych
bunck BY-2 v pritomnosti doxorubicinu. Bunécna suspenze linie
BY-2byla udrzovana v tekutém Murashige-Skoog médiu. Suspenze
(20 ml) v 50 ml Erlenmeyerovych batikach byla umisténa na tre-
pacce (Kithner Shaker LT-W, Adolf Kithner AG, Svycarsko) pfi
27 =1 °C a 135 ot.min-1 ve tm¢. Pouzitd kultura byla ziedéna
kutlivaénim médiem tak, aby pfi vinové délce 600 nm vykazovala
absorbanci 0,1, ¢imz bylo dosazeno koncentrace 5,6 10° bun¢k
ve 150 ul. Tato kultura o objemu 150 ul byla napipetovdna do
mikrotitracni desti¢ky a k ni pfidano 150 ul doxorubicinu o dané
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Obr. 1 — Doxorubicin; A — chemicky vzorec doxorubicinu; B — ex-
citacni a emisni spektrum doxorubicinu
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koncentraci (14,38-230 uM). Absorbance pfi 620 nm byla méfena
prvnich devadesat minut po 10 minutach ((Multiskan EX Micro-
plate Photometer)), nasledné po ptil hodiné, celkové po dobu 20
hodin. Pred kazdym méfenim byla kultura protfepédna a po celou
dobu udrzovéna teplota 37 °C.

In vivo analyza bunék

5 wl bunék bakterie Staphylococcus aureus nebo bunck BY-2
bylo inkubovano s 20 ul doxorubicinu rdznych koncentraci
(14,38-230 uM). Inkubace probihala na tfepacce (1400 rpm) pfi
teploté 20 °C po dobu 30 nebo 60 minut. Po inkubaci byly bun-
ky resuspendovany ve 100 ul PBS pufru (pH = 7,4) a nésledné
centrifugovany (5000 g, 20 °C, 5 minut). Supernatant byl odsat a
buriky byly dvakrat promyty stejnym objemem PBS. Promyté buriky
promichané ve 100 ul PBS pufru se uchovavaly pfi teploté 6 °C.
Mikroskopovany byly hned po pfipravé a po tydnu od pripravy.
Fluorescence byla pozorovana pomoci fluorescen¢niho mikrosko-
pu Olympus IX 71 pii excitacni vinové délce 520-550 nm a emisni
vlnové délce 580 nm.

Vysledky a diskuze

V modelovém experimentu byl studovan efekt doxorubicinu na
bakterialni bunky Staphylococcus aureus a buniky BY-2 [24]. Nizké
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koncentrace doxorubicinu do 50 uM neovliviiuji rist této bakterie.
Naopak, koncentrace doxorubicinu 57,5 uM jiz vyznamné¢ inhibuje
rist bakterie. Z vysledkd jasn¢ vyplyva, ze nejvyssi aplikovana
koncentrace doxorubicinu inhibovala riist bakterii na mén¢ nez
10 % ve srovnani s kontrolni variantou. Tento fakt jasné ukazuje
na znac¢nou toxicitu tohoto 1éku viici bakteridlni kulture. Vysledky
ziskané analyzou bun¢k BY-2 vystavenych stejnému koncentracni-
mu rozsahu prinesl velmi podobné vysledky jako v pfipad¢ bakterii.
A navic jsme se pokusili sledovat doxorubicin pomoci fluorescencni
spektrometrie, protoze je doxorubicin diky své vyrazné fluorescenci
dobfe pozorovatelny fluorescencnim mikroskopem [25]. Bunky
doxorubicin velmi dobfe absorbuji, coz jsme ovéfili na inhibi¢nim
testu a potvrdili pomoci spektrometrie. Mikroskopické obrazky
Staphylococcus aureus a bunék BY-2 jsou ukazany na obr. 2 A a
koncentraci doxorubicinu a fluorescence byla pozorovatelna i tyden
po obarveni. Na obr. 2 C a D jsou ukdzany bunky Staphylococcus
aureus a BY-2 buiiky po aplikaci nejvys$si davky doxorubicinu.

Obr. 2 — Mikroskopické obrazky bunék inkubovanych s 230 uM
doxorubicinem; A — bakterie Staphylococcus aureus ve svételném
poli; B — tabakové bunky BY-2 ve svételném poli; C — bakterie Sta-
phylococcus aureus — fluorescence (excitacni vinova délka 520-550
nm, emisni vinova délka 580 nm); D —bunky BY-2 — fluorescence
(excitac¢ni vinova délka 520-550 nm, emisni vinova délka 580 nm)

Zavér

Doxorubicin Ize diky jeho strukturnim vlastnostem velmi dobfe
pozorovat pomoci fluorescenc¢ni mikroskopie a diky tomu vizuali-
zovat jeho interakce s butikami. Buriky inkubované s doxorubicinem
vykazovaly signifikantni fluorescenci po dobu nékolika dni.

Podékovdni: Prdce byla podporovina grantovym projektem CYTO-
RES GA CR 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

SPOLECNOSTI WACKER BIOTECH A XL-PROTEIN
DEMONSTROVALI PROVEDITELNOST PRODUKCE
PASYLATED BIOFARMACEUTIK TECHNOLOGII
ESETEC® S VELMI VYSOKOU VYTEZNOSTI

Némeckd spolecnost Wacker Biotech a firma
XL-protein tispésné dokoncili studii provedi-
telnosti vyroby PASyldtovych terapeutickych
proteinii s pouzitim technologie vylucovdnit
Wacker ESETEC® E.coli. Pro uicely studie a
sledovdni produkce byla pouzita technologie
PASyldtovych lidskych riistovych hormonii
firmy Wacker, jakozto modeloveho proteinu.
Vysledkem byla bunécnd linie s pomoci
ESETEC® technologie, kterd generuje vel-
mi vysoky vytézek PASyldtovych proteinii.
PASyldtovd technologie tak umoziiuje vyvoj
biofarmaceutik s prodlouzenym polocasem
plazmy a vede tak k vyvoji nové generace
leciv se zvySenou toleranci, ktere vyzaduji
mené castou administrativu, diky jejich déle
trvajict dobé pouZzitelnosti.

Cilem studie bylo posoudit, zda klinicky
zavedené terapeutické proteiny, vylepSené
tzv. PASylation®, mohou byt produkovany
s vysokou vytéznosti ekonomicky efektiv-
nim procesem.

Provedena studie ukazala, Ze testované
PASylatované proteiny, nesouci az 600
sekvenci aminokyselin slozenych z prolinu,
alninu a serinu, mohou byt technologif
ESETEC® uspés$né vyrabéné. Navic to
také vede k ucinné bunécné linii, ktera
béhem fermentace vylucuje presné slo-
zeny, plné funkéni protein v kultivaénim
médiu s vysokym vytézkem (3-4 g/1),
coz je pozoruhodné, protoze dostupnost
dostatecného mnozstvi aminokyselin z
bakteridlniho primarniho metabolizmu
pro biosyntézu rozlehlych PASylatovych
proteint predstavuje potencidlni vyzvu.
Navic detailni analyticka studie ukazala,
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ze PASylatovany lidsky ristovy hormon
byl produkovan s vysokou homogenitou
v monomerni, neagregované formé, zacho-
vavajici si pozoruhodné vysokou afinitu na
jeho receptor.

V porovnani s PEGylaci, coz je nyné&jsi
standardni technologie pro prodlouzeni
polocasu plazmy biofarmaceutik, je hlavni
vyhodou PASylace vyvarovéni se drahého a
uzce selektivniho chemického modifika¢ni-
ho kroku béhem produkce. Navic na rozdil
od chemicky polymerniho PEGu, PAS
aminokyselinové sekvence jsou bioodbou-
ratelné, a tudiz se neakumuluji v bunikach
nebo organech.

ESETEC?®, ktery je patentovan firmou
Wacker, je ekonomicky velmi dobfe za-
vedena technologie vyroby proteind a
fragmentu protilatek. Je na bazi patento-
vaného kmene E.coli K12, ktery je schopen
béhem fermentace rekombinovat proteiny
vylucovanim v jejich pfirozené konfirmaci
v kultiva¢nim roztoku. Vylucovéani do
roztoku znac¢né usnadnuje Cisténi cilenych
proteinti, protoze komplikované kroky,
jako je napf. homogenizace apod., nejsou
jiz nezbytné, a tudiz je cely proces vyrazné
farmaceutik produkovanych ESETEC®
technologii je v sou¢asnosti vyhodnocovéana
v predklinickych a klinickych testech.

Podle Dr. Thomase Maiera, generdlniho
feditele Wacker Biotech GmbH, jsou on a
jeho tym: , potéSeni stavajicimi vysledky spo-
luprdce s XL-protein. PASylation® je velice
zajimavd technologie pro selektivni zlepSeni
viastnosti biofarmaceutik. S nasi inovativni

ESETEC® technologii vylucovdni jsme tak
nyni schopni vyrdbét cenové velmi vyhodné
produkty v priimyslovem meéritku*.

Prof. Dr. Arne Skerra, generalni feditel
XL-protein, souhlasi: , Jsme velice spokojeni
s vysledky soucasné studie. UspéSné spojeni
nasi technologie PASylation® s technologii vy-
luc¢ovdni ESETEC® firmy Wacker md vysoky
synergicky potencidl s diirazem na ticinnou
a rychlou produkci novych terapeutickych
proteinii pouzitim zavedeného hostitelského
organizmu, jako je E.coli*.

PASylation® je geneticka fuze terapeutic-
kého proteinu s konfirmacné usporadanym
polypeptidem definované sekvence, sklada-
jictho se z aminokyselin Pro, Ala a Ser. Tato
technologie nabizi lep$i zpisob pfichyceni
solvatovaného molekularniho nahodilého
retézce s velkym hydrodynamickym obje-
mem k biologicky aktivnimu proteinu. Diky
tomuto vedlejsimu efektu mize byt obvykla
rychlost ¢isténi biofarmaceutik ledvinami
zpomalena faktorem 10-100, v zavislosti
na délce PAS. PAS sekvence jsou vysoce
rozpustné, ackoliv nenabité, biochemicky
inertni, nabizejici i¢innou rekombinant-
ni produkci proteinu v E.coli, stejné tak
jako eukaryotickych hostitelskych bunék,
vyvarujicich se chemickych reakci. Jsou
netoxické, neimunogenni a stabilni proti
plazmovym proteidiim a jsou zaroven plné
biologicky odbouratelné.

Ing. Jaroslav HOLECEK, Ph.D.
Wacker Chemie AG,
Jjaroslav.holecek@wacker.com,
www.wacker.com/biologics
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