Uvod
Etoposid patri mezi bézné pouzivana kancerostatika a v klinické praxi je vyuzivan pres ctyricet let. Primarnim mechanizmem ucinku etoposidu je inhibice topoisomerazy |l, coz vede
k dvouvlaknovym zlomum v DNA. Nejnovéjsi poznatky naznacuiji, Zze Ize jeho |éCebny potencial ovlivnit pomoci mikroRNA, coz jsou kratké molekuly nekddujici RNA se schopnosti ovlivnit

expresi az stovek proteinl. Zasadni problém v onkologické praxi vSak predstavuje potencidlni nefrotoxicita protinadorovych |éciv. Proto si tato prace klade za cil prozkoumat potencidlni vliv
miR-29b na nefrotoxicitu etoposidu s vyuzitim bunécné linie HEK 293 jako modelu ledvin.

Metodika

Bunécna kultura
V experimentech byla pouzita bunécna linie HEK 293 (ECACC No. 85120602), ktera je odvozena z embryonalnich bunék ledvin. Pro kultivaci bunék bylo vyuzito Minimum Essential Medium
Eagle. Pouzité médium bylo doplnéno o 10 % fetalniho bovinniho séra, 1 % pyruvatu, 100 j/ml penicilinu, 0,1 mg/ml streptomycinu. Bunécéna kultura byla inkubovana v atmosfére obsahuijici
5 % CO, pri teploté 37 °C. Bunky byly pasazovany kazde 2-4 dny.

MTT

Pro zakladni vyhodnoceni cytotoxicity etoposidu u bunécné kultury HEK 293 byla pouzita metoda MTT, ktera umoznuje stanovit viabilitu bunék prostrednictvim schopnosti jejich
oxidoreduktaz preménovat tetrazoliovou sul na formazanovy produkt. Tento produkt lze stanovit spektrofotometricky pri vinové délce 570 nm. Absorbance tedy reflektuje zZivotaschopnost
bunék. Bunky byly den po vyseti vystaveny etoposidu v rozmezi koncentraci 1-60 pumol/l, tritonu x-100 a DMSO (negativni kontrola) po dobu 24 hodin pred mérenim.

Transfekce

Bunécénd kultura byla transfekovana v sérovém médiu po dobu 24 hodin (pre-miR-29b/siRNA/kontrolni RNA), poté byla transfekéni smés vyménéna za rudstové médium. K lipozomalni
transfekci bylo pouzito Cinidlo Lipofectamine 2000. E
Systém xCELLigence 45
K méreni cytotoxicity etoposidu byl pouzit systém xCELLigence. Tento systém stanovuje mnozstvi zivych bunék prostrednictvim
méreni impedance zlatymi elektrodami umisténymi na dné kazdé kultivaéni jamky. Rust bunék na elektrodach zptsobuje narust
impedance. Prirustek impedance pak systém prevadi na Cell index. Bunécna linie byla transfekovana prekurzory miR-29b,
siRNA nebo negativni kontrolou. Po transfekci byly bunky vystaveny 5 uM etoposidu a inkubovany. Po celou dobu experimentu
probihalo méreni kazdych 15 minut. Vysledkem je zde uvedeny graf C. 1, ze kterého byl vypocten doubling time za pomoci
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Elektroforéza a Western blot L

Pro analyzu exprese proteinu Mcl-1L a Mcl-1S byly vyuzity celkové bunécné lyzaty. Separace proteinu byla provedena na 0

12,5% SDS PAGE gelech. Nasledné byly proteiny preneseny na PVDF membrany pomoci pristroje Trans-Blot Turbo. ° 0 20 10 ¢ae i N . 100
Jednotlivé proteiny byly na membrane detekovany pomoci prislusnych primarnich protilatek (1:1 000) (Cell signaling) Graf &. 1: Piiklad m&Feni v systému xCELLigence. Vyznagena

a sekundarnich protilatek spojenych s HRP (1:10 000). Obsah sledovanych proteinu byl normalizovan oproti housekeeping ¢ast kfivky byla pouzita pro vypocet doubling time. Skokové zmény na kfivce
proteinu B-Tubulinu. odpovidaji manipulaci s bunkami.

Statisticka analyza
Analyza statistické vyznamnosti byla provedena za pomoci programu Statistica 13. Statisticka vyznamnost dat z experimentu byla stanovena studentovym T testem nebo jednofaktorovou
kANOVA s Tukeyho posthoc testem.
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Graf €. 2: Stanoveni vlivu transfekce prekurzory miR-29b na cytotoxicitu etoposidu v bunécné linii HEK 293. Graf €. 3: Stanoveni vlivu transfekce anti-Mcl-1 siRNA na cytotoxicitu etoposidu v bunécné linii HEK 293.
Bunky HEK 293 byly transfekovany prekurzory miR-29b nebo negativni kontrolou a nasledné vystaveny Bunky HEK 293 byly transfekovany siRNA proti Mcl-1 nebo negativni kontrolou a nasledné vystaveny
5 uM etoposidu. Data predstavuji pramér + smérodatnou odchylku tfi nezavislych experimentdu. 5 uM etoposidu. Data predstavuji prumér £ smérodatnou odchylku tfi nezavislych experimentd.
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Graf ¢. 4: Stanoveni vlivu transfekce prekurzory miR-29b na expresi izoforem Obr. ¢. 1: Reprezentativhi Western bloty. Modul A - Efekt Koncentrace etoposidu [pmol/I]
proteinu Mcl-1. Bunky byly transfekovany prekurzory miR-29b nebo miRNA transfekce pre-miR-29b na expresi L a S formy Mcl-1. Modul B - & Graf ¢. 5: Stanoveni cytotoxicity etoposidu pomoci MTT testu. Graf
negativni kontrolou a nasledné vystaveny etoposidu. Data predstavuji prumér + Vyhodnoceni efektivity transfekce anti-Mcl-1 siRNA. reprezentujici vysledky ziskané metodou MTT pfi méFeni cytotoxicity

smérodatnou odchylku tfi nezavislych experimentl. *p < 0,05 proti negativni etoposidu pro buné&nou linii HEK 293. **p < 0,01 (***p < 0,001) proti
kontrole. negativni kontrole.

Zaver Literatura

o YO U 1Y s 0 Kollinerova et al., 2017. MicroRNA hsa-miR-29b potentiates etoposide toxicity in Hela cells via
Transfekce bunécne linie HEK 293 pomocl prekurzoru down-regulation of Mcl-1. Toxicol. in Vitro 40, 289-296.

miR-29b nezvyéuje CytOtOXiCitu EtOpOSidu. Jiang et al., 2014. Diverse roles of miR-29 in cancer (Review). Oncol Rep 31, 1509-1516.

Hande, K.R., 1998. Etoposide: four decades of development of a topoisomerase Il inhibitor.

Vysledky pravdépodobné souviseji s témer nulovou fur. J. Cancer 34, 1514-1521.
odezvou na S|gna'|y zprgstFedkgvané proteinem MCl-l, Anai S et al., 2018. Association of nephrotoxicity during platinum-etoposide doublet therapy with

UGT1A1 polymorphisms in small cell lung cancer patients, Lung Cancer

coz jsme prokazali pomoci siRNA mirené proti Mcl-1.




