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CILE PRACE
Teoreticka Cast:
e Vypracovat literarni resersi na téma vlastnosti nadorové bunky.
e Popsat charakteristiku inhibitora Heat shock protein 90 (HSP90) geldanamycinu
(GDN) a tanespimycinu (17-AAG).
e Provést literarni reSersi na téma mechanismy vzniku lékové rezistence.

e Popsat multiformni glioblastom (GBM) a jeho 1é¢bu.

Experimentalni Cast:
e Studovat interakce inhibitord HSP90 GDN a 17-AAG s P-glykoproteinem.
e Stru¢né charakterizovat glioblastomové linie.
e Studovat vliv GDN, 17-AAG na proliferaci a viabilitu u glioblastomovych
bunécnych linii.

e Porovnat cytotoxické vlastnosti inhibitord HSP90 s temozolomidem.



1 UVOD

Nadorové onemocnéni je zpiisobeno zménou v regulacnich procesech. Hlavni pfi¢inou
vzniku nadoru jsou mutace na urovni DNA, které reguluji bunécnou proliferaci,
apoptosu, adhesi bun¢k a dalsi. Nadory se lisi riznym fenotypem i genotypem.
Nadorova onemocnéni jsou nejcastéjsi pricinou umrti lidi ve vyspélych zemich. Nadory
muzeme délit podle tkanového pivodu na karcinomy (z epitelialnich bun¢k), sarkomy
(z pojivovych tkani), leukémie a lymfomy (z hematopoetickych bunék a bunék
imunitniho systému), germinalni nadory (zarode¢né bunky), gliomy a blastomy (nadory
nervové soustavy). Mezi nadory centralni nervové soustavy (CNS) patfi multiformni
glioblastom (GBM) (Macak et al., 2012).

nadort (Gladson et al., 2010). V soucasné dob&é kombinovou Ilécbu GBM
tvori chirurgicka resekce, po niz nasleduje 1é¢ba radiacni terapii s chemoterapii. TMZ
je hlavnim pouzivanym chemoterapeutikem, nicméné jeho ucinnost neni velka.
Neléceni pacienti umiraji do tif mésicl, léCeny pacient md medidn pteziti jeden rok
(Krex et al., 2007; Bai et al., 2011). GBM je obtizné 1éCitelny z divodu heterogenity
nadord a hematoencefalické bariéry (HEB). HEB omezuje vstup chemoterapeutik
do mozku. Bariéra GBM obsahuje ABC transportéry (ABCB1, ABCC1 a ABCG2),
které vedou ke vzniku 1ékové rezistnce (Parkin, 2001). GBM obsahuje rtizné typy
mutaci, napf. mutaci genu EGFR. K 1é¢bé se vyuziva inhibitor tyrosinkinas
(napt. erlotinib, gefitinib, imatinib). Ani cilena terapie nevede k vyraznému zlepSeni
1é¢by, proto se stale hledaji dalsi alternativni postupy (Peereboom et al., 2010).

V diplomové praci jsme se zaméfili na inhibitory Heat shock protein 90 (HSP90).
Protinddorovy Ucinek je zaloZen na rozdilné citlivosti inhibice HSP90, kdy nadoroveé
buniky maji vyssi citlivost nez normalni buiiky. Inhibitory HSP90 zptsobuji snizenou
bunécnou proliferaci, dochazi k akumulaci bun¢k ve fazi G2/M, coz nésledné zplisobi
apoptosu (Sharp a Workman, 2006). Mezi inhibitory HSP90 patii geldanamycin (GDN)
a tanespimycin (17-AAG). GDN je pouze modelova latka, kvili cytotoxicité
se nepouziva v klinické praxi. Proto byla nasyntetizovana fada derivati GDN s lepSimi
farmakologickymi vlastnostmi. Do klinického testovani se dostala latka 17-AAG
(Adams a Elliot, 2000; Sydor et al., 2006). V této praci jsme studovali vliv inhibitora
HSP90 na bunky GBM.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Nadorova bunka

Nadorova buiika je bunécny novotvar, ktery ztratil kontrolu v regulaénich procesech.
Pfi¢inou jsou mutace DNA, které vedou ke zvySené bunécné proliferaci a ke vzniku
nadorové tkané. Nadorova burika je tedy genotypove a fenotypové odlisna od ostatnich
bunck lidského téla. V bunce se nahromadi nékolik mutaci napt. jednobodové mutace,
které mohou vést k transformaci bunky. Ke vzniku nadorové buiiky dochazi k aktivaci
n¢kolika onkogent a inaktivaci supresorovych gent. Tyto buiiky také maji neomezeny
replikacni potencial, ¢imz se reaktivuje telomerasa. Vznik mutaci je vyvolan puisobenim
faktort z vnitiniho i vné&j§iho prostiedi. Jednim z kol imunitniho systému je likvidace
poskozenych ¢i abnormalnich bunék. Selhanim imunitniho systému nasledkem
genetickych poruch, dochazi k nekontrolovatelnému mnozeni nédorovych bunék

(Renan, 1993; de Visser et al., 2006).

2.1.1 Benigni nadorova tkan

Nezhoubny (benigni) nddor byva ostfe ohrani¢en od okolni tkanég, a proto lze vétSinu
snadno chirurgicky odstranit. Na rozdil od maligniho typu se nesifi do okoli a zustava
Vv misté vzniku. Jedna se o neinvazivni nador, tudiz prognéza byva obvykle piizniva.
Tento nezhoubny Utvar miize byt zdvazny, pokud tlac¢i na primarni nervy, hlavni tepnu,

¢i na mozek.

2.1.2 Maligni nadorova tkan

Zhoubny (maligni) nador je oproti nezhoubnému typu agresivnéjsi a invazivnéjsi.
Tento typ nadoru ma schopnost se Sifit do riznych Casti téla (metastdzy) a napadat
okolni tkan. Do okolnich tkdni pronika prostfednictvim krevnich a lymfatickych cest,

kde pak vytvafi sekundarni nadory.

2.1.3 Histogeneze benigniho a maligniho nadoru
Na zaklad¢ histologického pivodu rozliSujeme nadory podle plvodni lokalizace

nadorové tkané (Tab. 1).



Tab. 1 Zakladni rozdé€leni nadort podle histogeneze (upraveno podle Macak et al., 2012).

Déleni nadort Kritéria déleni
odle tkaniového PostiZené tkané ., .,
P o Benigni Maligni
puvodu
. , ovrchovy a zlazovy . karcinom, adenokarcinom
epitelové P vy vy papilom, adenom
epitel
. . leukémie, lymfom
e fibrom, lipom, > Y Y
tukova a pojivova tkan, myelom
j . chondrom, . .
cévy, svalovina, osteom, angiom fibrosarkom, liposarkom,
mezenchymové chrupavka, kosti, ’ ’ chondrosarkom,
AN myom,
krevni bunky, . osteosarkom, myosarkom,
O myofibroblastom, .
hematopoeticka tkan angiosarkom,
rabdomyom
gliom,
oligodendrogliom,
o astrocytom, .
mozek, centralni . yt glioblastom, neuroblastom,
. , ganglioneurom,
neuroektodermové nervova soustava araanaliom melanom, meduloblastom
(CNS), micha pargangtiom,
meningiom,
schwannom,
ependrogliom
erminalni zarodeéné bunky gonadoblastom, saminom dysgerminom,
& (vajeCniku a varlete) teratom zraly teratom nezraly

2.2 Vlastnosti nadorové buiky

Od konce minulého stoleti dochdzi k rychlému pokroku ve vyzkumu nadorovych
onemocnéni. Byly odhaleny charakteristické znaky, které vedou ke vzniku nadoru.
Nadorové onemocnéni je genetické, souvisi s mutacemi DNA. Mutace zpisobuji
bud’ aktivaci protoonkogenti na onkogeny, a nebo inaktivaci nadorovych supresord.
Diky pokrokim v oblasti molekularni biologie, biochemie a genetiky byly odhaleny
charakteristické vlastnosti nadorti. Diikazy naznacuji, Ze tumorigeneze u lidi
je vicestupniovy proces, pii Kterém dochazi k progresivni pfeméné normalnich bunék
z benigniho stavu k malignim nadortiim (Renan, 1993).

Hanahan a Weinberg v roce 2000 popsali Sest charakteristickych vlastnosti nadort,
které poskytly pochopeni neoplastickych onemocnéni. Patii mezi né sobéstacnost
pii tvorbé rustovych signalt, ztrata citlivosti k signalim inhibujici proliferaci bungk,
neomezeny replikacni potencial, rezistence vici signalim bunécné smrti, angiogeneze,
invazivita a schopnost metastazovat (Obr. 1). VSechny tyto znaky jsou zakladem
nestability genomu. Posledni desetileti pfineslo dal§i charakteristické znaky,
jako je pteprogramovani metabolismu buniky a unik nadorové bunky imunitnimu
systému. Rozsifeni poznatkd o naddorovych onemocnéni dava moznost vzniku novych

1é¢iv pro 1é¢bu nadoru (Hanahan a Weinberg, 2011).



Sobéstacnost jpii
tvorbé rustovych
signali

schopnost
metastizovs

Obr. 1 Sest zakladnich vlastnosti maligniho nadort (upraveno podle Hanahan a Weinberg,
2000).

2.2.1 Sobésta¢nost pri tvorbé ristovych signala

Normalni bunka vyzaduje pro rist a déleni mitogenni ristové signaly. Nadorova burika
si dokaze vytvaret mnozstvi vlastnich rustovych faktort. Signalni molekuly (ristové
faktory, cytokiny, hormony, mitogeny a dal$i) se na povrchu buiikky vazou na receptory
a spousti signdlni kaskddu. Jedna se o receptory spfazené s iontovym kandlem,
G proteinem nebo obsahujici kinasovou doménu. Signal se uvnité buiky pienasi,
amplifikuje a muize aktivovat dal$i signdlni drahy, které napt. reguluji pribéh
bunécného cyklu. Tyrosinkinasové receptory (RTK) [EC 2.7.10.1] byvaji v ruznych
typech nador nadmérné exprimovany napi. receptor pro epidermalni rdstovy faktor
(EGFR), jenz byva exprimovan v nadorech zaludku a prsu (Fedi et al., 1997).

Diky vykonnym sekven¢nim analyzam DNA byly u pacienti s nadory odhaleny
rizné somatické mutace. U nadoru tlustého stieva bylo zjiSténo, ze polovina piipada
obsahuje mutantni onkogen Rat sarkoma (RAS) [EC 3.6.5.2] (Kinzler a Vogelstein,
1996). Nadory (napft. kolorektalni karcinom, karcinom prsu a plic) maji ¢asto mutaci
v EGFR, coz nasledné vede k aktivaci riznych signalnich molekul, které pak aktivuji

signalni drahy napfi. fosfatidylinositol (3,4,5) trisfosfat kinasy (PI3K) [EC 2.7.1.153],



Akt [EC 2.7.11.11] nebo mammalian target of rapamycin (mTOR) [EC 2.7.11.1]
(Obr. 2) (Li et al., 2016).

Navazanim signalnich molekul dojde k aktivaci PI3K, ktera fosforyluje
fosfatidylinositol-(4,5)-difosfat (PIP2) na fosfatidylinositol-(3,4,5)-trifosfat (PIP3).
Negativnim regulatorem PI3K drahy je fosfatasa a tensin homolog (PTEN)
[EC 3.1.3.48]. PTEN byl poprvé objeven v roce 1997 na chromosomu 10 (Li et al.,
1997). Jde o nadorovy supresorovy gen, ktery koduje lipidové fosfatasy a defosforyluje
PIP3. Mutace PTEN zpusobuje zesileni signalizace PI3K a podporuje tumorigenezi.
Exprese PTEN mize byt snizena naptf. methylaci promotoru. Mutace PTEN genu
je spojovana s nadory prostaty, kuize a prsu (Yuan a Cantley, 2008; Jiang a Liu, 2009).

Signalni drahu proteinové kinasy mTOR tvoti dva komplexy mTORCL (citlivy
K rapamycinu) a mTORC2 (neni citlivy k rapamycinu). mTOR ovliviiuje bunéénou
proliferaci a metabolismus. Je aktivovan kinasou Akt ze signalni drahy PI3K (O'Reilly
et al., 2006; Sudarsanam a Johnson, 2010).

Dal§im typem signalni drahy je mitogenem aktivovana protein kinasa (MAPK),
ktera stimuluje bunéénou proliferaci, buné¢nou diferenciaci a samoobnovovani bunék.
Aktivace je zahajena navazanim signalni molekuly, coz zplsobi dimerizaci
a autofosforylaci receptoru. Po autofosforylaci se navaze protein growth factor receptor-
bound protein 2 (GRB2), Src homology 2 (SH2) skupina a protein Son of Sevenless
(SOS) spole¢né na receptor. Po vytvoreni komplexu SOS/GRB2 se aktivuje protein
RAS vyménou kofaktoru guanosindifosfatu (GDP) za guanosintrifostat (GTP).
RAS aktivuje proteinkinasu RAF [EC 2.7.11.25] a spousti signalni drahu MAPK
[EC 2.7.11.24]. U drahy MAPK jsou znamy tfi proteinkinasy MAPK3 (RAF)
[EC 2.7.11.25], MAPK2 (MEK) [EC 2.7.12.2] a MAPK.

Zvysena exprese RAF v dne$ni dob¢ tvoii az 40 % lidskych melanomi (Davies
a Samuels, 2010).

Aktivace PI3K a Akt drahy vede k expresi transkripéniho faktoru nuclear factor-
kappaB (NFkB). NFkB zpusobuje bunétnou proliferaci, angiogenezi, metastazovani,
zanét. Zplsobuje také snizovani exprese proapoptotickych genli a zvySovani exprese
ATP binding cassette transporters (ABC transportéri). ABC transportéry jsou jednim
z mechanismu vedouci ke vzniku mnohocetné 1¢kové rezistence (multidrug resistance;
MDR). Draha mTOR se také podili na vzniku MDR. Mnozstvi inhibitori zaméfenych
na EGFR a PI3K, Akt, mTOR drahy se vyuzivaji v preklinickych studiich

jako samostatné 1éky nebo jsou soucasti 1é¢by (Sami a Karsy, 2013).

5



Tyrosinkinasové receptory (RTK)

Bunétné procesy (preziti,
proliferace, samoobnovovani)

Lékova < mTORCI> mTORC
rezistence
Rictor

[ _pS6k | [ 4EBP1 |
Bunéctna proliferace i ‘ Bunéény rast
Bunééna diferenciace Translace
Samoobnovovani m Ribozomalni biogeneze

Obr. 2 Mechanismus aktivace drahy PI3K/Akt/mTOR a funkce v bunétnych procesech.
Fosfatidylinositol-(3,4,5)-trisfosfat kinasa (PI3K) je aktivovana pomoci tyrosinkinasovych
receptorii (RTK) po navézani rustovych faktori napt. epidermalni rustovy faktor. RTK
je aktivovan a nasledné dochazi k fad¢ kaskadovych reakci. Po spojeni regula¢ni podjednotky
p85 a uvolnéni katalytické podjednotky p110 dochazi k fosforylaci fosfatidylinositol-(4,5)-
difosfatu (PIP2) na fosfatidylinositol-(3,4,5)-trifosfatu  (PIP3) a navaze se protein
fosfatidylinositol-dependentni kinasa 1 (PDK-1). Dulezitou roli v mechanismu ma fosfatasa
a homolog tensinu (PTEN), ktery defosforyluje PIP3 na PIP2. PDK-1 fosforyluje a nasledné
aktivuje Akt, ktera fosforyluje dalsi molekuly, které maji dalezitou funkci v bunéénych
procesech (proliferace, diferenciace ¢i regulace proapoptotickych a antiapoptotickych faktorn).
Dochazi kaktivaci mouse double minute 2 homologu (MDMZ2), ktery negativné
reguluje nadorovy supresorovy protein (p53). Dale aktivuje transkripéni faktor nuclear factor-
kappaB (NFkB), mutace nadorovych supresorovych gena (TSCL1/2) a glykogen kinasovou
synthesu 3 B (GSK3p). Mammalian target of rapamycin (mTOR) je aktivovan pomoci proteinu
RAS homolog enriched in brain (RHEB). mTORC1 obsahuje regula¢ni protein raptor, dochazi
k fosforylaci klicovych proteinti pS6k (ribosomalni pp70S6k kinasy) a translation initiation
factor 4E binding protein 1 (4EBP1). Komplex mTORC2 obsahuje specifickou regulaé¢ni
podjednotku rictor. MAPK kaskada je aktivovana vazbou mitogenu na receptor. RTK zméni
konformaci a navaze se na né& protein growth factor receptor-bound protein 2 (GRB2),
ktery nasledné reaguje s proteinem Son of Sevenless (SOS) a aktivuje protein RAS (dochazi
k vyméné kofaktoru guanosindifosfatu (GDP) za guanosintrifosfatu (GTP). Protein RAS spousti
MAPK kaskadu (RAF, MEK a MAPK), aktivuje transkrip¢ni faktory, které vedou k proliferaci
a diferenciaci bun¢k (upraveno podle Li et al., 2016).



2.2.2 Ztrata citlivosti k signaliim inhibujici proliferaci bunék

Zakladni charakteristikou vSech nadord je nekontrolovatelny rast. Mitogeny se vazou
na transmembranové receptory a aktivuji signalni drahy propojené s bunéénym cyklem.
V G: fazi buiikky reaguji na signdly a rozhoduji se, zda zlstanou v klidové fazi
Go nebo budou-li proliferovat. Aby si nadorové bunky zachovaly proliferacni aktivitu
musi Se vyhnout antiproliferacnim signalim. Inhibice bunééné proliferace zavisi
na nadorovych supresorovych genech. K nejvyznamnéjsim nadorovym supresorim patii
nadorovy supresorovy protein (p53), retinoblastomovy protein (pRb), PTEN a TSC1/2
(Hanahan a Weinberg, 2000; Sherr a McCormick, 2002; Deshpande et al., 2005;
Burkhart a Sage, 2008).

2.2.3 Neomezeny replikacni potencial

Normélni typy lidskych bunék maji koneény pocet cyklil bunécného déleni.
U somatickych bun¢k se telomerasa [EC 2.7.7.49] témétf nevyskytuje, zatimco
U nadorovych bunck je aktivni a umoziuje ziskani neomezené¢ho poctu replikaci.
Nékteré¢ kmenové buiiky musi byt doplitovany po cely zivot (kostni ¢i kozni), proto maji
uplnou telomerasovou aktivitu. Telomerasa zabranuje zkracovani DNA pii jednotlivych
replikacich a syntetizuje konec DNA.

Telomera je koncova oblast, jejiz struktura zajiStuje dokonceni replikace linearniho
chromosomu. U ¢loveéka jsou typické telomerové repetice. PO vyrazném zkraceni
telomer, buitka vyhodnoti DNA jako poSkozenou, aktivuje p53 a zplisobi apoptosu
(Shay a Wright, 2000; Blasco, 2005; Artandi a de Pinho, 2010).

2.2.4 Angiogeneze

Angiogeneze je termin pro tvorbu novych krevnich kapilar. Jsou dulezité pro piivod
kysliku, zivin a zaroven slouzi k vylu¢ovani metaboliti a oxidu uhli¢itého. U zdravych
tkani je angiogeneze aktivovdna pouze piechodné, napf. pfi hojeni ran a bchem
menstrua¢niho cyklu. U vznikajicich nadori se krevni zasobeni nevyskytuje.
Po dosaZeni urcité velikosti nddoru, za¢nou nadorové buiiky uvoliiovat ristové faktory,
coz vede k indukci angiogeneze (Hanahan a Folkman, 1996). Jestlize je aktivita
angiogeneze vysoka, dochazi k progresi nadoru a zvysuje se riziko metastaz (Bergers
a Benjamin, 2003; Baeriswyl a Christofori, 2009). Angiogeneze je tizena faktory,
které ji bud’ aktivuji nebo inhibuji. Mezi znamé aktivatory angiogeneze patii
napf. vaskularni endotelialni rustovy faktor (VEGF), kysely a bazicky fibroblastovy
rustovy faktor (FGF) [EC 2.7.10.1] a inhibitorem je napt. thrombospondin-1 (TSP-1)
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[EC 3.4.21.78]. Pti nedostatku kysliku (hypoxii) je aktivovan transkripcni faktor
hypoxia inducible factor (HIF), ktery spousti gen VEGF, coz vede k aktivaci
angiogeneze (Carmeliet, 2005; Ferrara, 2009).

Inhibitorem angiogeneze je TSP-1 fragment angiostatinu. Je aktivni v procesu
ovulace a hojeni ran. Vaze se na transmembranovy receptor endotelovych bun¢k CD36
a je spojen s intracelularnimi Src-like tyrosinkinasami [EC 2.7.10.2] (Bull et al., 1994).
U vétSiny lidskych nadora je exprese TSP-1 regulovana p53. Inaktivace p53 zplsobi
pokles hladiny TSP-1 (Dameron et al., 1994). Znakem inhibitord je, Ze se v bufice nebo
extracelularnim matrix (ECM) nachézi v neaktivni form¢ a aktivovany az naslednym
proteolytickym Stépenim (Whitelock et al., 1996; Gately et al., 1997).

Pro angiogenezi jsou dilezité pericity, znamé jako podpirné bunky. Tésné ptiléhaji
k vngjsi strané endotelialnich bun¢k a maji funkci mechanickou a fyziologickou
(Bergers a Song, 2005; Raza et al., 2010).

V soucasné dob¢ se angiogeneze nabizi jako terapeuticky cil pro vétSinu lidskych
nadord. Cilem potladeni angiogeneze je zpomaleni ¢i zastaveni rUstu nadoru.
Mezi pouzivana 1éCiva se fadi napf. bevacizumab (monoklonalni protilatka
proti VEGF), sunitinib (tyrosinkinasovy inhibitor) (Pérez-Santonja et al., 2010;
Almokadem a Belani, 2012).

2.2.5 Invazivita a schopnost metastazovat

Dojde-li u normalnich bunék ke ztraté¢ kontaktu s ECM, spusti se apoptosa tzv. anoikis.
Béhem rustu riznych typt nadord muze dojit K uvolnéni nadorovych bunék
z primarniho nadoru, ty putuji pfes ECM a bazalni membranu do krevniho systému.
Opét prostupuji bazalni membranou krevniho ftecist¢ a ECM, nakonec vytvori
sekundarni nador. Metastazy se S§ifi tfemi zpusoby. Pomoci lymfogennich cév
se nadorové bunky S$ifi do lymfatickych uzlin  (napf. epitelidlni  bunky).
Pfi hematogennim S§ifeni se nddorové buiiky rozvadi cévnim systémem. U porogenniho
typu dochazi k $iteni t€lnimi dutinami (Fidler, 2003; Talmadge a Fidler, 2010).

Jednim z divodu vzniku metastaz je snizena exprese adhezivnich molekul
(napt. kadheriny, integriny, imunoglobiny). U epitelovych tkani je nejcastéjsi adhezivni
molekulou E-kadherin, ktery zajistuje kontakt mezi sousednimi buiikami a prenasi
antiproliferacni signaly mezi buitkami (Hanahan a Weinberg, 2000).

Dalsim faktorem ovlivnujici tvorbu metastaz je epitelidlni-mesenchymalni piechod

(EMT). Je to dulezity proces v embryonalnim vyvoji, a také se casti hojeni ran.



Principem je pfeména epitelidlni bunky na mesenchymalni (Obr. 3). Tento EMT
ptechod vede ke genetickym a biochemickym zménam (K aktivni invazivité, zvySené
pohyblivosti nadorovych bun¢k a rezistenci vuc¢i apoptose). Mezi EMT regulatory
muzeme zafadit napf. Slug, Snaill, Twist a ZEB1/2 (Yang a Weinberg, 2008;
2009; Micalizzi et al.,

Schmalhofer et al., 2010). Nadorové buiky, které podstoupily

EMT bé&hem pocatecni invaze a metastdz, mohou projit reverznim procesem

tzv. mezenchymalnim epitelialnim pfechodem (MET) (Hugo et al., 2007).
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Obr. 3 Prehled epitelidlné mezenchymalniho piechodu (EMT). EMT je indukovan cytokiny
¢irGstovymi faktory, které reguluji aktivitu transkripénich faktoru. Regulatory EMT vedou
k pfeméné epitelialni buriky na buiiku mezenchymalni, coz vede ke zvySeni schopnosti invaze
a metastaz, k 1ékové rezistenci a k tvorbé nadorovych kmenovych bun¢k (Shih a Yang, 2011).



2.2.6 Rezistence vidi signalim bunécéné smrti

Naprogramovana bunécna smrt (apoptosa) je fyziologicky proces, dilezity pro udrzeni
bunééné homeostazy a pii embryogenezi. Apoptosu Vv jednotlivych buiikach spousti
signaly vedouci ptes nékolik kroki v bunce. Apoptosa zplsobuje zmenSeni objemu
bunky a ztratu kontaktu se sousednimi buiikami. Morfologickym znakem apoptosy
je kondenzace chromatinu, cytoplasmy a tvorba membranovych vacka. Biochemickym
pak fragmentace DNA a aktivace kaspasovych proteas. Buika se rozpada
na apoptoticka t€liska rtzné velikosti, které jsou pak pohlceny bunkami,
napi. makrofagy (Kerr et al., 1972; Wyllie et al., 1980).

Apoptosa je regulovana dvéma drahami: vnéjSi pies receptory smrti a vnitini
mitochondrialni apoptotickou drahou. Vnéjsi draha za¢ina vazbou signalnich ligandt
(FasL) na membranovy Fas receptor (FasR). Receptory smrti [(FasR, TNF-related
apoptosis-inducing ligand receptor-R2 (TRAIL-R2)] pak aktivuji kaspasové proteasy.
FasR je napt. exprimovan natural Killer bunkami (NK) a T-buiikami. Nékteré nadorové
builkky na povrchu membriny vysoce exprimuji FasR. Imunitni systém rozezna
nadorové bunky a pomoci ligandli indukuje apoptosu (Lynch et al., 1995; Ashkenazi
a Dixit, 1998). Nadorové bunky ¢asem diky snizené expresi receptord (mutace) zacinaji
unikat imunitnimu systému. Jedna se o moznou strategii, kdy nadory reguluji apoptosu
(Perez-Gracia et al., 2014).

Vnitini mitochondrialni apoptoticka draha je v soucasné dobé zkoumana pro vyuziti
v 1é€bé nadorti. Vnitini signal zpusobeny proteiny rodiny Bcl-2, zptsobi zménu
propustnosti vnéj$i mitochondrialni membrany. Proapoptotické proteiny Bcel-2 (Bax,
Bak s aktivatory Bim/Bid) vytvafi pory, kde z mezimembranového mitochondrialniho
prostoru pronikaji rozpustné proteiny do cytosolu. Membranou difunduje cytochrom c,
vaze se na apoptotic protease activating factor 1 (Apaf-1), méni konformaci a dovoluje
vazbu dATP. Apaf-1 se dale méni a oligomerizuje (sedm podjednotek vytvari
apoptosom), aktivuje prokaspasu-9, a ta pak aktivuje kaspasy. Antiapoptotické proteiny
Bcl-2 inhibuji aktivator (Bim/Bid) a brani tvorbé port (Lowe et al., 2004; Adams
a Cory, 2007).

Bunéénou  fyziologickou odpovédi apoptosy je autofagie. Vyskytuje
se pii nedostateném piisunu zivin a v ur€itém stavu bunécného stresu. Autofagie
je fyziologicky proces, vedouci k degradaci bunécnych organel (napf. ribosomt,
mitochondrii), které mohou byt vyuzity k nasledné biosyntéze a metabolismu energie.

Autofagosomy zpusobuji degradaci bunéénych komponent. Jedna se o intracelularni
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vacky pohlcujici organely a fuzuji se s lysoSomy. U nadorovych bunék autofagie
zpusobuje jak preziti, tak i umrti buniky nachazejici se ve stresovém prostiedi
s omezenym obsahem zivin. Mezi autofagii, apoptosou a bunécnou homeostazou byla
zjiSténa podobna regulace. Jedna se o signalni drahy PI3K, Akt a mTOR, které jsou
stimulovany signaly, vedouci k inhibici autofagie a blokovani apoptosy. Hlavnim
regulatorem autofagie je Beclin-1, ktery obsahuje BH3 doménu, diky ni je schopen
vazat Bel-2/Bcl-xI proteiny (Mathew et al., 2007; Mizushima, 2007; Levine a Kroemer,
2008; Sinha a Levine, 2008).

Druhym typem bunééné smrti je nekrosa. Na rozdil od apoptosy se nekrotické
bunky zvétsuji, prasknou a uvolni sviij obsah do okolniho mikroprostiedi. Nekrosa
uvolnuje prozanétlivé signaly, vyvold v okolnich tkénich zanét. Nefyziologickym
poskozenim (napf. hypoxii, hypotermii, metabolickymi jedy nebo virovou infekci)
je vyvolana nekrosa (Galluzzi a Kroemer, 2008; Grivennikov et al., 2010; White et al.,
2010).

2.3 DalSi vlastnosti nadorové bunky
Hanahan a Weinberg (2011) ptidali dalsi 4 vlastnosti vedouci ke vzniku nadort: vyhnuti
se imunitnim mechanismim, reprogramovani energetického metabolismu, podplrna

zané&tliva infiltrace, genomicka nestabilita a mutace.

2.3.1 Reprogramovani energetického metabolismu

Pieprogramovanim bunééného energetického metabolismu dochézi k proliferaci bunék
I za nepfiznivych podminek. To zplsobuje hypoxii, zvySuje aktivitu HIF, umoziuje
nadorovym buinkam preZzit v nedostatku kysliku. HIF je heterodimericky transkripéni
faktor indukovany hypoxii. Sklada se z podjednotek HIF-1a a HIF-1B. ZvySena exprese
HIF ovliviiuje expresi dal§ich genli, to mé& za nasledek zvySeny energeticky
metabolismus glukosy (Chaika et al., 2012). Za aerobnich podminek normalni bunka
zpracovava glukosu pomoci glykolysy na pyruvat v cytosolu a nasledné se uvolnuje
oxid uhli¢ity v mitochondriich. Mechanismus anaerobni glykolysy v nadorech
pozoroval Otto Warburg. Potvrdil tak, ze jsou na rychlé glykolyse zavislé (Warburg,
1956a, 1956b). Zvyseny piijem a vyuziti glukosy v mnoha typech lidskych nadoria bylo
vizualizovano pomoci pozitronové emisni tomografie (PET) s radioaktivné znacenym
analogem glukosy (18F-fluorodeoxyglukosa). Bylo prokazano, ze glykolysa je spojena
s aktivovanymi onkogeny (RAS, MYC) a TP53 (de Berardinis et al., 2008; Jones
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a Thompson, 2009). V nadorovych bunkach je vice GLUT transportéru, které slouzi
K lepsi distribuci glukosy do buiiky (Adekola et al., 2012). Cim vic je transportéru,
tim je nador agresivnéjsi a zvySuje se riziko metastaz (Medina a Gareth, 2002).

Ptestoze HIF je aktivovan hypoxii, vyznamnou roli pro stabilizaci a aktivaci HIF
maji reaktivni formy kysliku (ROS; reaktive oxygen species). Oxidacni stres zptisobuje
vznik nemoci i tvorbu nadoru. Nadorové buiky produkuji ve vétsi mife ROS. Jedna
se 0 skupiny vysoce reaktivnich molekul zahrnujici superoxid, singletovy kyslik,
peroxid vodiku, perhydroxylovy radikal, hydroxylovy radikal a hydroxylovy ion.
Latkami chranici bunky ptfed oxidativnim stresem jsou Casto antioxidanty (redukovany
glutathion; thioredoxin; kyselina askorbové; o-tokoferol) a antioxidacni enzymy
(glutathionperoxidasa [EC 2.5.1.18]; superoxiddismutasa [EC 1.15.1.1];
katalasa [EC 1.11.1.6]) (Pauwels et al., 2007; Cherubini et al., 2008). Hlavnim zdrojem
ROS jsou elektrony pochéazejici z mitochondrii za hypoxickych podminek.
Zvysena produkce ROS poskozuje jadernou a mitochondridlni DNA, zptsobuje
peroxidaci lipidd, muze vést k poskozeni mitochondrialni membrany, tim K uvolnéni
cytochromu ¢ z mezimembranového prostoru mitochondrii do cytosolu. Vysoka hladina
ROS zptisobuje u normalnich bunék apoptosu, zatimco nadorové buiiky jsou vici ROS
rezistentni (Lopez-Lazaro, 2009). Tvorba ROS ovliviiuje aktivitu signalni drahy
MAPK, aktivitu transkripéniho faktoru nuclear factor-erythroid 2-related factor-2 (Nrf2)
a NF-xB (Kovacic a Thurn, 2005; de Nicola et al., 2011).

2.3.2 Podpiirna zanétliva infiltrace
Po celém téle se nachazi Siroké spektrum bun€k imunitniho systému (IS). IS udrzuje
rovnovahu vnitiniho prostfedi v téle. Organismus je neustale ohrozen patogennimi
mikroorganismy (bakterie, viry, houby a paraziti). Ukolem IS je nejen odstranéni
cizorodych, infekénich &astic, poskozenych bunék, ale musi byt schopen rozpoznat
vlastni organy a tkané. Imunita je vrozena (nespecificka) nebo ziskana (specificka).
Vrozena imunita je prvotni faze imunitni odpovedi na ptitomnost cizorodych ¢astic
anema imunologickou pamét. Projevem vrozené imunity je zanét. Ten miize piispét
K vicenasobné  tumorigenezi, dodava bioaktivni molekuly do nadorového
mikroprostiedi, vcetné ristovych faktorti, faktord pieziti, proangiogennich faktori,
induk¢nich signalti, vedouci k aktivaci EMT, zplsobuje také invazi a metastazu

(de Nardo et al., 2010; Grivennikov et al., 2010). Zanétlivé buniky mohou uvoliovat
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reaktivni druhy kysliku, jsou mutagenni, v blizkosti nddorovych bunék urychluji jejich
vyvoj smérem do maligniho stavu (de Visser et al., 2006; Qian a Pollard, 2010).

Ziskana imunitni reakce je pozd¢jsi faze imunitni odpovédi a navazuje na vrozenou
imunitu. Ziskana imunita ma imunologickou pamét. Specifickd imunitni odpovéd
je zajistovana T a B lymfocyty, které jsou aktivovany vazbou na specifické receptory
se znamym antigenem. B lymfocyty ptedstavuji latkovou slozku ziskané imunitni
odpovédi a po kontaktu s antigenem produkuji protilatky. T lymfocyty jsou bunécnou
slozkou, které po stimulaci antigenem produkuji cytokiny, ovliviiujici fadu dalSich
bunék a jejich chovani.

IS dokaze rozpoznat naddorovou bunku a zlikvidovat ji, jest¢ diive, nez je nador

diagnostikovan (Beutler, 2009).

2.3.3 Vyhnuti se imunitnim mechanismim

Nédorové bunky maji schopnost vyhnout se kontrole buiikami imunitniho systému
pomoci mechanismi imunosuprese. Dochdzi ke sniZzeni exprese hlavniho
histokompatibilniho komplexu (MHC), naddorovych antigenti, kostimula¢nich molekul
(aktivac¢niho antigenu T-lymfocyti (CD80, CD86) nebo interferonu (IFN). Nadorové
buniky mohou uvolfiovat imunosupresivni molekuly napt. cytokiny, chemokiny, IL-10,
prostaglandin E2, nadorovy rustovy faktor (TGF) nebo VEGF, ty mohou
potlacovat aktivaci T-lymfocyti. Nadorové buniky mohou uniknout imunologickym
T a B lymfocytim a makrofagim, coz vede k progresi nadort (Hanahan a Weinberg,
2011; Schreiber et al., 2011).

2.3.4 Nestabilita genomu a mutace
Dilezitou roli u nadorovych onemocnéni hraje nestabilita genomu. Ta ma
pak za nasledek vznik fady riznych mutaci (v onkogenech a nadorové supresorovych
genech) vedoucich k transformaci normalni builky v buniku nédorovou. Geneticka
nestabilita je divodem velké heterogenity nadorovych populaci. U nadori mizZeme
pozorovat dva typy genetické nestability. Prvnim je zména na urovni sekvence DNA
(bodové mutace). Castéji se vyskytuje typ genetické nestability, pti kterém dochazi
ke zméné na urovni celé molekuly DNA — delece, inzerce, translokace, amplifikace,
aneuploidie (Artandi a de Pinho, 2010).

Za vznik mutaci jsou zodpoveédné rizné faktory:

e fyzikalni: napf. ionizujici zéafeni (a, B, y a rentgenové zafeni), UV zafeni,

radioaktivita;
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e chemické: napf. toxiny (aflatoxin), radikaly (NO);

e Dbiologické
o vnitini: napt. chyba DNA polymerasy, transposomy;
o vnéjsi: napt. virova infekce;

e dédicné: Lynchiv syndrom — mutace MutS protein homologu 2 (MSH2), mutL
homolog 1 (MLH1), Li-Fraumeniho syndrom — mutace p53; Xeroderma
pigmentosum (XP) — mutace XP-A az XP-G, Wilmstv nador — mutace wilms
tumor 1 (WT1) a dalsi (Lane, 1992).

Nadory maji ¢asto mutovany nadorovy supresor p53 ¢i pRb.

2.3.4.1 Protein p53

Protein p53 [EC 2.7.1.37], dilezity nadorovy supresor, ma vyznamnou roli
p53 je zastaveni bunééného déleni pied replikaci DNA ve fazi G1 nebo pfed mitosou
ve fazi Go. Protein p53 byl objeven v roce 1979 (Linzer et al., 1979). Je umistény
na chromosomu 17p. Je nejvice mutovanym genem u vice nez 50 % lidskych nadora
(Harris, 1996). Tyto mutace se vyskytuji v riznych typech malignit, hematologickych
a solidnich nadorti. Pfitomnost mutantniho proteinu p53 c¢ini nadory casto obtizné
lécitelnymi.

Pokud je p53 aktivovan, zvySuje se exprese cyklin dependentnich kinas (Cdks;
napt. p21; [EC 2.7.11.37]) a dalSich regula¢nich proteind, které spousti signaliZza¢ni
kaskadu vedouci k apotose (Dey et al., 2008). Lidsky p53 je fosforylovan na vice
mistech proteinkinasami aktivovanymi stresem a kinasami zavislymi na cyklinech.
U normalnich bun¢k je Cdkl [EC 2.7.11.22] zodpovédna za zahéjeni mitosy a vstupu
do M faze z G; faze. Regulace Cdkl1 je zaloZena na interakci s cyklinem B, fosforylaci
nebo defosforylaci Cdk1l béhem bunécéného cyklu (Morales et al., 2007). Aktivace p53
je dana poskozenou DNA, abnormélnimi proliferacnimi signaly, hypoxii ¢i ztratou
bunécné adheze. Zatimco nadorové builky maji deregulované signalni dradhy, vedouci
k zastaveni apoptosy.

Transkripce p53 je regulovana piitomnosti mouse double minute 2 homologu
(MDM2) [EC 2.3.2.27], jedna se o p53-indukovany fosfoprotein, vaZze se na malou
doménu na N-konci a negativné reguluje jeho aktivitu. Transkripce MDM?2
je aktivovana proteinem p53, kvuli tomu jsou v pfitomnosti vysokych hladin p53
také zvySené hladiny MDM2. MDM2 funguje jako ubikvitin ligasa (E3 ligasa)
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[EC 2.3.2.27], dochazi k exportu p53 z jadra do cytoplazmy, kde je nasledné
v proteasomu degradovan. Fosforylace p53 poskytuje stabilitu, MDM2 se nenavaze

a dochazi ke zvySeni exprese cilovych genu (el-Deiry et al., 1993; Mayo et al., 2002).

2.3.4.2 Retinoblastomovy protein

Dalsim nadorovym supresorovym proteinem je pRb, ktery je zodpovédny za inhibici
transkripce, tidi rist a vstup buiiky z Gi1 do S faze. V Gi fazi se pRb nachazi
V hypofosforylovaném stavu, proto na sebe vaze regulacni proteiny a transkripéni
faktory (EF2). pRb v komplexu s EF2 blokuje proliferaci a nemize byt zahajena
transkripce. ZvySena exprese cyklinu D a aktivace Cdk zpusobi fosforylaci pRb
a uvolnéni transkrip¢niho faktoru EF2, coz vyvola piechod do S faze (Weinberg, 1995).
Fosforylace pRB je pozitivné ovlivnéna komplexy cyklini D, E, Cdk2, Cdk4/Cdké.
Negativni regulaci pRB jsou inhibitory CDK (CKI), které ovliviiuji pribéh bunééného
cyklu. CKIl jsou rozdéleny do dvou skupin. Do prvni skupiny oznacované jako CIP
(také WAF1)/KIP, patii inhibitory p21°®" (CDKN1a), p27XP (CDKN1b) a p57KiF?
(CDKN1c). Druhou skupinou inhibitorci jsou INK4, které tvoii p16'NK4 (CDKN2a),
p15'NK4b (CDKN2b), p18"™K4c (CDKN2c) a p19'NK4d (CDKN2d). CKI zastavuji bunéény
cyklus v Gi fazi. Gen CDKN2 je lokalizovan na chromosomu 9 p21.3. Pusobi
jako nadorovy supresor pii regulaci bunééného cyklu. Inhibitory CDKN2 se navazou
na CDK4/CDK®6, pRB je v hypofosforylovaném stavu, coz znemozni vstup buiky
do S faze. CDKN2 patii k nejcastéjsim inaktivovavym genim u vétSiny lidskych nadort
(Kim a Sharpless, 2006; Ullah et al., 2009).

2.3.5 Heat shock protein

Heat shock proteins (HSPs), proteiny teplotniho Soku, jsou molekularni chaperony,
které se podileji na udrzovani spravné konformace proteini v bunce. HSPS jsou
evoluéné vysoce konzervované proteiny, které byly objeveny v roce 1962 v buikach
larvy Drosophily melanogaster (Ritossa, 1962). Ptitomnost HSPs byla potvrzena
u Sirokého spektra druhii, od bakterii az po clovéka. Veskeré eukaryotické
a prokaryotické buiikky maji schopnost exprimovat HSPs. HSPs maji na starosti
opravovat proteiny, které jsou vystaveny stresovym situacim. Builka za normalnich
podminek ma nizkou expresi HSPs. Zatimco nadorové buiiky vice exprimuji HSPs,
protoZe jsou vystaveny stresovym situacim (oxidativnimu stresu, mutacim, produkci
ROS atd.). Pokud selze repara¢ni mechanismus a degrada¢ni procesy v proteasomu,

nahromadi se nefunk¢ni proteiny, které vytvori cytotoxické u¢inky na nadorové bunky.

15



HSPs se diive délily podle molekulové hmotnosti. V soucasné dobé rozliSujeme Sest
hlavnich rodin HSPs, podle strukturni homologie: mal¢ HSP, HSP40, HSP60
(chaperoniny), HSP70, HSP90 a HSP100. Posledni rodina obsahuje velké HSPs
s molekulovou hmotnosti od 100 do 110 kDa. HSPs se nachazeji nejen cytoplasm¢,
aleiv riznych bunéénych kompartmentech (mitochondrii, jadfe, endoplasmatickém
retikulu). Existuji i1 dal§i chaperony a enzymy, napf. proteindisulfidisomerasa
[EC 5.3.4.1], kalnexin, Kalretikulin, které se tcastni sbalovani proteini Vv drsném
endoplazmatickém retikulu (Feder a Hafmann, 1999).

Nejrozsitengjsi chaperony typu HSP70 jsou charakterizovany molekulovou
hmotnosti v rozmezi od 70 do 80 kDa. U eukaryotickych organismi znadme ctyfi ¢leny
této rodiny: HSP72, HSP73, HSP75 a HSP78. Zvysenou expresi HSP70 zpusobuji
pfedev§im abiotické stresové faktory (napf. teplota, salinita, sucho nebo piisobeni
toxickych latek). HSP70 se podili na translaci, translokaci proteinli, ucastni
se na spravném sbaleni protein a potlacuje agregaci proteini (Kregel, 2002; Wegele
et al., 2004).

Chaperonin HSP60 vytvati soudkovité tutvary. Tvoii ho komplex GroEL a ko-
chaperoninovy protein GroES. Uzaviené proteiny uvniti soudku vytvaii ochranu
pro spravnou konformaci.

Rodina HSP70 s HSP60 byla podrobné prostudovana u Escherichia coli (Horwich
et al., 2009).

Zakladni funkci malych proteinti (HSP20) je zabranéni nevratné agregace. HSP20
vyzaduji spolupraci s dal§imi chaperony a podili se na dvojkrokovém sbalovani proteint
(Nakamoto a Vigh, 2007). Do rodiny malych proteinu patii HSP27, ktery byl poprvé
charakterizovan v Poeciliopsis lucida (Norris et al., 1997). HSP27 také ovliviuje
apoptosu tim, ze inhibuje uvolnéni cytochromu c¢ z mitochondridlni membrany,
inaktivuje kaspasu 3 a 9, zabranuje vazbu ligandi FAS a TNF na pfislu$né receptory.
Protein HSP27 zptsobuje tumorogenezi a ma vliv na metastazovani diky procesu EMT
(Paul et al., 2010; Shiota et al., 2013).

Jednim z nejlépe charakterizovanych molekularnich chaperond je HSP90
[EC 3.6.4.10]. HSP90 je vSudypiitomny protein, ktery ma zvySenou expresi
v nddorovych buiikach, a je dilezity pro spravné skladani nckolika onkoproteind.
HSP90 ma 2-10x vyssi expresi v nadorové buiice oproti burnice normalni (Gooljarsingh
et al., 2006). HSP90 se také podili na udrzeni spravné konformace, skladani, degradace

a stability u vice nez 200 cilovych proteini (Trepel et al., 2010). HSP90 vyuziva
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k vykonavani svych funkci vice nez 20 pomocnych proteini (ko-chaperony) (Kamal
et al., 2004).

V buiice se HSP90 nachdzi v homodimerni formé, sklada se ze dvou identickych
monomerd, z nichz kazdy obsahuje 3 domény: N-terminalni, sttedni M-doménu a C-
terminalni doménu. N-terminalni doména obsahuje ATP-vazebné misto, po navazani
dochazi ke zméné konformace. Naslednou hydrolyzou ATP na ADP dochazi
k vyvazani proteinu (Pearl a Prodromou, 2006). Stfedni M-doména identifikuje
proteiny, C-terminalni doména vaze proteiny, ke kterému se vaze ko-chaperon Hop
(Hawle et al.,, 2006). V nadorovych buikach je HSP90 pfitomen vyhradné
v komplexech s vyssi aktivitou ATPasy, podili se na zpracovani onkoproteint
dulezitych pro progresi nadoru (Workman, 2004).

U c¢lovéka ma HSP90 dvé isoformy oznacované HSP90a [EC 3.6.4.10], HSP90B
[EC 3.6.22.63] a funguji jako ATP-dependentni homodimery. Aktivita HSP90a
se zvysuje pii bunééném stresu a HSP90PB ma konstantni aktivitu (Millson et al., 2007).

2.3.5.1 Inhibitory Heat shock proteinu

Byly nasyntetizovany specifické inhibitory HSP90, které se vyuzivaji jako potencialni
terapeutika v klinickych testech. Protinadorovy ucinek je zalozen na rozdilné citlivosti
na inhibici HSP90. Nadorové buiiky vykazuji vyssi citlivost k inhibitorim HSP90
narozdil od normalnich bunék. V nadorovych bunkach inhibitory HSP90 snizuji
aktivitu onkoproteini. Nefunk¢ni proteiny ptestanou byt opravovany chaperony, buika
pfestane proliferovat. Dochédzi k akumulaci bun€k ve fazi G2/M a nasledné jde bunika
do apoptosy. Inhibice aktivity HSP90 ATPasy zpusobuje degradaci proteint
prostiednictvim ubikvitin-proteasomové drahy (Sharp a Workman, 2006).

2.3.5.2 Geldanamycin

Geldanamycin (GDN), benzochinonové ansamycinové antibiotikum, byl poprvé
izolovan z kultury Streptomyces hygroscopicus v roce 1970 (Obr. 4). GDN se ptivodné
pouzival jako antibiotikum, ale ukazalo se, Zze je neucinné. V roce 1994 Whitesell
et al. (1994) zjistili, Ze GDN inhibuje aktivitu HSP90. GDN ma silnou protinadorovou
aktivitu aprochazi ptes hematoencefalickou bariéru (HEB) (Zagzag et al., 2003).
Ukazalo se, ze GDN je prilis cytotoxicka latka pro 1é¢bu pacientd multiformniho
glioblastomu (GBM), proto byla nasyntetizovana rizna analoga GDN s lepS$imi
farmakologickymi vlastnostmi, se snizenou cytotoxicitou, a aby byl zachovan

jako inhibitor HSPs (Sydor et al., 2006). GDN inhibuje molekularni chaperon HSP90,
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zabraniuje spravnému skladani onkoproteinli, cozvede Kk destabilizaci proteint
az nasledné apoptose (Webb et al., 2000).

Rentgenova krystalova struktura komplexu HSP90/GDN dokazala, Ze GDN se vaze
na N-terminalni vazebnou doménu ATP, coz inhibuje jeho aktivitu HSP90 (Grenert
et al., 1997; Stebbins et al., 1997).

Obr. 4 Geldanamycin ((4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-13-hydroxy-8,14,19-trimethoxy-
4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-azabicyklo[16.3.1]dokosa-1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl
karbamat).
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2.3.5.3 Tanespimycin

17-allylamino-17-demethoxygeldanamycin ~ (17-AAG)  derivat  ansamycinového
antibiotika geldanamycinu, se vyuziva jako u¢inné antiprolifera¢ni Cinidlo (Obr. 5)
(Adams a Elliot, 2000). 17-AAG inhibuje rast bunéénych linii lidského gliomu
a nadorovych kmenovych bun¢k gliomu. Vyuziva se k 1écbé GBM (Sauvageot et al.,
2009). V Kklinické praxi je 17-AAG malo vyuzivan z divodu nizké rozpustnosti ve vodé
a kratkého biologického polocasu (Saxena a Hussain, 2013). Jeho rozpustnost
ve vodném roztoku ¢ini 50 %, proto se vyuziva organosirova kapalina dimethylsulfoxid
(DMSO) (Sausville et al., 2003). Vysoké mnozstvi DMSO ale zptsobuje u pacientd
nezadouci uUCinky (nauzea, zvraceni a zéapach), ma hepatotoxické a kardiotoxické
ucinky (Davis et al., 1990; Zambelli et al., 1998). Oproti GDN, ktery je hepatotoxicky
invivo, 17-AAG ma snizenou cytotoxicitu a u¢inn¢ inhibuje HSP90 (Sausville et al.,
2003). 17-AAG blokuje ATPasovou aktivitu HSP90 navazanim do ATP-vazebného
mista (Schneider et al., 1996; Neckers et al., 1999; Roe et al., 1999).

NH,

Obr. 5 Tanespimycin ([(3S,5S,6R,7S,8E,10R,11S,12E,14E)-21-(allylamino) -6- hydroxy- 5,11-
dimethoxy-3,7,9,15-tetramethyl-16,20,22-trioxo-17-azabicyklo [16.3.1] dokosa-8,12,14,18,21-
pentaen-10-yl] karbamatu).
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Dalsi slouceninou je 17-dimethylamino-17-demethoxygeldanamycin (17-DMAG;
alvespimycin), ktery ma lepsi rozpustnost ve vodé nez 17-AAG. ZvySenim rozpustnosti
doslo ke zvySeni cytotoxicity ve srovnani s 17-AAG (Eiseman et al., 2005).

Nasledujicim analogem je retaspimycin (IP1-504), vysoce rozpustny hydrochlorid
hydrochinonu, ktery byl nasyntetizovan jako inhibitor HSP90 se slibnymi
farmaceutickymi vlastnostmi (Sydor et al., 2006). IPI-504 se vyuziva v klinickych
testech u pacientd s nemalobunéénym karcinomem plic. V dalSich studiich bylo
zjisténo, ze IP1-504 vykazuje hepatotoxicitu (klinicka studie u pacienta

S gastroinstestinalnim stromalnim nadorem) (Sequist et al., 2010).

2.3.6 Lékova rezistence
Mezi hlavni pficiny selhdni 1écby u nadorovych onemocnéni patii 1€kova rezistence.
Chemoterapie je jednou z nejpouzivanéjSich metod v 1é¢bé malignich nadort,
ale vysledek a progndza je pro pacienty nadale Spatnd. Prostfednictvim rdznych
mechanismt  si  nadorové bunky postupné vytvareji odolnost vi¢i vSem
chemoterapeutickym 1ékam. Lékova rezistence muze byt: primarni (pfirozena)
a sekundarni (ziskana). Primarni rezistence se projevi ihned po prvnim podani 1éciva.
Sekundarni se rozviji az v prib&hu 1é¢by, kdy dochazi ke sniZzeni koncentrace 1é¢iva
v buiice (Skovsgaard, 1978). Existuji i ptipady, kdy se v prubéhu chemoterapie
nadorové bunky stavaji rezistentni vici danému 1é¢ivu (Obr. 6). Jedna se o MDR a mezi
hlavni pfi¢iny vzniku jsou:

a) mutace cilového mista (inhibitory tyrosinkinas);

b) zmény v regulaci bunééného cyklu a necitlivost k signalim bunécné smrti;

C) zvySena aktivita genu, které ovliviuji detoxikaci 1é¢iv (napf. cytochrom P450);

d) zmény v regulaci buné¢né smrti (zvySena exprese antiapoptotickych proteinti

napf. protein Bcl-2);
e) zmény v transportu vedouci ke snizeni hladiny latek v buiice (zvySena exprese
ABC transportéru);

f) dalsi mechanismy vedouci ke vzniku MDR (napt. lysosomalni sekvestrace).

U nadorovych bunék je exprese ABC transportérii zvySena, coz je jednou z hlavnich

pti¢in vedouci ke vzniku MDR (Gottesman et al., 2002).
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Obr. 6 Mozné mechanismy vzniku mnohocetné 1ékové rezistence v buiice. Ke vzniku rezistence
vici chemoterapeutikim dochazi hlavné diky mutaci cilového genu. Primarni i ziskana
rezistence je zplisobena zmenami v transportu 1éCiv, zvySenou expresi ABC transportéru,
snizenym piijmem 1é¢iv, zménou apoptotické drahy (zvySena exprese antiapoptotickych
proteinu rodiny Bcl-2) a zvysenou opravou DNA (upraveno podle Kapse-Mistry et al., 2014).

2.3.7 ABC transportéry
ABC transportéry [EC 3.6.3.44] jsou transmembranové proteiny, rozdélené do sedmi
odlisnych podrodin od A - G. Bylo zjisténo, ze lidsky genom koduje 49 ABC
transportérii. Funkci lidskych ABC transportérti je transport substratli (aminokyselin,
lipidi, anorganickych iontl, sacharidd, 1éciv, peptidi a proteinti) hydrolyzou ATP
pies membranu proti koncentraénimu gradientu (Jones a George, 2004). Pokud dochézi
k nadmérné expresi ABC transportérd, stavaji se nadorové bunécné linie rezistentnimi
vici chemoterapeutikim (Sajid et al.,, 2018). Eukaryotické ABC geny byly
charakterizovany v kvasinkach Saccharomyces cerevisiae, Drosophila melanogaster
a Caenorhabditis elegans (Dean et al., 2001).

Mezi nejcastéjsi zkoumané transmembranové proteiny (Obr. 7) patii ABCBI1 (P-
glykoprotein; P-gp; MDR1), ABCC1 (multidrug resistence protein; MRP1) a ABCG2
(breast cancer resistance protein; BRCP; Miller, 2015).
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Obr. 7 Schématické znazornéni usporadani lidskych ABC transportéri: ABCCI1 (a), ABCB1
(b), ABCG2 (c). ABC transportéry se skladaji z transmembranovych domén (TMDs), nukleotid
vazajicich domén (NBDs) a smyc¢ky (Lo, loop) (Kunjachan et al., 2013).

2.3.7.1 ABCB podrodina

této podrodiny. Julian a Ling v roce 1976 poprvé popsali ABC transportér P-gp, ktery
byl vyizolovany z ovaridlnich nadorovych bunék c¢inskych kieckll rezistentnich
na kolchicin. P-gp je multi-specificka efluxni transmembranova pumpa. Jeho nadmérna
exprese a funkcnost je jednou z hlavnich pfi¢in MDR. Jedna se o 170 kDa velky
transportni protein. Ze strukturniho hlediska je P-gp monomer, skladd se ze dvou
transmembranovych domén (TMDs) a dvou nukleotid vazajicich domén (NBDs)
(Chufan et al., 2015). Transportuje celou fadu hydrofobnich a amfipatickych slou¢enin
véetné¢ protinadorovych 1é¢iv (Sharom, 2008; Sajid et al., 2018). P-gp transportuje
pfirozené substraty, napt cytokiny, lipidy, steroidni hormony a peptidy. Mezi pfendSena
chemoterapeutika patii napt. doxorubicin, daunorubicin, vinblastin, vinkristin, digoxin
ataxol (Dean et al., 2001). Dalsimi pfenasenymi latkami jsou antibiotika, blokatory
vapenatych kanall, kardioaktivni glykosidy, imunosupresivni latky, antiepileptika
a toxiny (Shityakov et al., 2013). P-gp se nachazi v epitelialnich bunkach stieva, ledvin,
jater, placenty a nadledvinek (Ambudkar et al., 1999). P-gp je nadmérné exprimovan
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na povrchu endotelovych bunék HEB, chrani CNS pfed piisobenim neurotoxini
a udrzuje homeostazu (Abdullahi et al., 2017). Nadmérna exprese P-gp je spojena
se Spatnou prognozou v 1écbé kolorektalniho karcinomu, nadoru jater, slinivky biisni,
hematopoetického systému (myelomu, lymfomu, leukémii) a mocového méchyie
(Goldstein et al., 1989; Borst et al., 2000).

Na regulaci aktivity P-gp se vyuzivaji inhibitory ABCBI, které jsou rozdéleny do tii
generaci. Inhibitory zablokuji P-gp, coZ zptsobi zvySenou koncentraci cytotoxické latky
uvnitt  bunky. Do prvni generace fadime verapamil a cyklosporin A, jedna
se 0 kompetitivni inhibitory s nizkou specifitou a u¢innosti. Pfikladem druhé generace
je valspodar, ma vyss$i ucinnost, ale problémem je jeho nespecificnost. Tteti generace
obsahuje nekompetitivni inhibitory, patfi zde zosuquidar (ZSQ) (Dantzig et al., 1996),
elacridar (Hyafil et al., 1993), tariquidar (Roe et al., 1999) ¢i laniquidar (Thomas
a Coley, 2003). Oproti ostatnim generacim se vyznacuji lep$i specifitou, nizkou

cytoxicitou a vysokou a¢innosti.

2.3.7.2 ABCC podrodina

Podrodinu ABCC tvofi 12 transportérd. Jsou vyznamnymi transportéry pro rizné
skupiny organickych aniontd konjugované s redukovanym glutathionem (GSH),
glukoronidem nebo sulfaitem. Nejvyznamnéj$im ¢lenem je ABCCI, ktery je spojen
s rezistenci na vice 1ékd. Poprvé byl charakterizovan v roce 1992 v bunétné linii
karcinomu plic, ktera byla vystavena opakovatelné ptisobeni doxorubicinu (Cole et al.,
1992). Mezi vyznamné chemoterapeutické slouceniny patii vinkristin, doxorubicin,
etoposid, irinotekan, mitoxantron a methotrexat (Munoz et al., 2007). Nachazi
se V lumindlni membrané endotelovych bunck, transportuje substraty z mozku ven
(Strazielle a Ghersi-Egea, 2013). ABCCI1 je vSudypiitomny transportér, vyskytuje
se napi. v ledvinach, plicich, mofovém méchyii, nadledvinkach, tlustém stieve,
placenté, sleziné, zaludku, varlatech, HEB, erytrocytech, kostni dfeni a ve svalovych
bunkach (Wijnholds et al., 1998).

Bylo zjisténo, Ze zvySena exprese ABCC1 byla nalezena u pacientl s karcinomem
prsu (Filipits et al., 2005), nemalobunééného karcinomu plic (Li et al., 2009), akutni
myeloidni leukémii (Schaich et al., 2005) a akutni lymfoblastické leukémii (Plasschaert
et al., 2005).

Inhibitorem pro ABCC1 mohou byt rizné flavonoidy ¢i biricodar (Boumendjel et al.,
2005).
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2.3.7.3 ABCG podrodina

Do podrodiny ABCG patii ABCG2 transportér. ABCG2 byl poprvé identifikovan
Vv nadorové bunééné linii inkubovan s doxorubicinem (Doyle et al., 1998). Jedna
se 0 ,,polovi¢ni* transportér (75 kDa), obsahuje 655 aminokyselin, tvofi ho jedna NBD
ajedna TMD (Ni et al., 2010). Ovliviwje farmakokinetiku mnoha bézné¢ uzivanych
1€kd. Jeho zvysend exprese ovliviiuje Spatnou prognézu 1é¢by nadorovych onemocnéni
MDR (Jackson et al., 2018). Transportuje Siroké spektrum substrati, vcetné
vyznamnych chemoterapeutik (mitoxantron, methotrexat, kamptothecin topotekan,
irinotekan, etoposid a doxorubicin) (Bram et al., 2009a, b; Mao a Unadkat, 2015).
Kromé znamych cytotoxickych latek jsou substraty ABCG2 také inhibitory tyrosinkinas
(imatinib, gefitinib a nilotinib) (Dohse et al., 2010; Hegedus et al., 2012). Nachazi
se na lumindlni membrané endotelovych bunck (Fan a Liu, 2018). Byva exprimovan
Vv gastrointestinalnim traktu, hematopoetickych kmenovych bunkach, placenté, plicich,
jatrech, ledvinach, prostat¢ a HEB (Doyle et al., 1998; Miyake et al., 1999; Robey
etal., 2018).

VétSina studii ohledné ABCG2 na MDR byla zkoumdna u pacientd s akutni
myeloidni leukemii a s nadorem prsu a plic (Natarajan et al., 2012; Mao a Unadkat,
2015).

Problém s MDR se fe$i pouzitim inhibitoru, ktery zabraiiuje cytotoxickym latkdm
ven z bun€k. Prvnim inhibitorem pro ABCG2 byl fumitremorgin C (FTC). V dnes$ni
dobé¢ se nevyuziva kvuli nezadoucim neurotoxickym u¢inkim (Gekeler et al., 1995).
Proto byly vyvinuty syntetické analogy FTC se sniZzenou cytoxicitou napi. KO143
(Allen et al., 2002) a PZ-39 (Peng et al., 2009).

2.4  Multiformni glioblastom
Nadory se déli podle organu, ve kterych se vyskytuji. K nejcetnéjSim nadorovym
onemocné&nim patfi karcinom plic a kolorektalni karcinom. Ceska republika se fadi mezi
staty s nejvysSim vyskytem naddorovych onemocnéni ve svéte. Muze nejcastéji postihuje
kolorektalni karcinom, karcinom plic, prostaty, praduSnice a pridusek. U Zen
je nejcastéji diagnostikovan karcinom prsu, kolorektalni karcinom, karcinom délohy,
zhoubné nadory pradusnice, pridusek a plic.

K ménég cetnym fadime nador slinivky bfi$ni a nervove tkané, které tvoii 1 % nadori.
GBM je vysoce agresivni nadorové onemocnéni se Spatnou prognézou (Gladson et al.,

2010; Onconet, 15. 3. 2019).
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2.4.1 Epidemiologie a etiologie

Multiformni glioblastom je nejagresivngj$i maligni primarni mozkovy néador
u dospélych osob mezi 45-75 lety s incidenci 3-4 piipada na 100 000 osob za rok
(NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology, 13. 11. 2018). Prognoza pro pacienty
je nadale Spatna, pramérna doba pieziti je jeden rok. Po uspésné 1é¢bé se kolem 3 let
doziva 3-5 % pacienta (Krex et al., 2007). K rizikovym faktorim vedoucim ke vzniku
multiformniho glioblastomu patfi naptf. plusobeni chemickych latek, terapeutické
ionizujici zafeni (Navas-Acién et al., 2002). U déti, které byly ozafovany béhem 1é¢by
leukémie, se zvySuje riziko mozkovych nadord véetné GBM (Krishnan et al., 2010;
Galloway et al., 2011).

Gliomy byly rozdéleny podle pivodu vzniku na pilocyticky astrocytom,
gangliogliom,  difazni  (fibrilarni)  astrocytom,  anaplasticky  astrocytom,
oligodendrogliom, anaplasticky oligodendrogliom a GBM. Nejhor§i prognoza
je spojena s gliomy astrocytického pivodu, zatimco gliomy s oligodendroglialnim
pivodem maji vyssi citlivost k chemoterapii. Nadory jsou rozdéleny do 4 skupin
podle malignity (I-1V). I-1I skupina (low grade glioma) oznacéuje benigni formu nadoru,
I11-IV (high grade glioma) je typ maligni. Podle Svétové zdravotnické organizace
(WHO) patii GBM, astrocytom IV. stupné, mezi nejagresivnéj$i maligni mozkové
nadory. Tento typ nadoru je charakterizovan extrémni invazi, mitotickou aktivitou,

jadernou atypii, mikrovaskularni proliferaci, trombdzami a nekrosou (Louis, 2006).

2.4.2 Hematoencefalicka bariéra

Po uspésné resekci nadorové tkané se podava chemoterapie. Ta umozZiuje prinik
cytostatik pfes HEB. Mozek je chranén pted neurotoxickymi latkami HEB, diftzni
bariérou mezi CNS a krevnim ob&hem (Parkin, 2001). Prvni zminku o existenci HEB
popsal Paul Ehrlich, ktery zjistil, Ze po vstupu barviva do krevniho ob&hu dojde
k zabarveni vSech organu mimo mozku a michy. Nasledné¢ Ehrlichtiv student Edwin
Goldmann toto tvrzeni vyvratil. Zavadél do bunék mozkomiSniho moku injekci
trypanovou modi a doSlo k obarveni mozkovych bunck. Do ostatnich buné¢k
v perifernich tkénich se barvivo nedostalo. Tim dokazal, Ze existuje bariéra mezi CNS
a krevnim ob&éhem (de Vries et al., 1997). V 60. letech Reese a Karnovsky popsali
lokalizaci HEB na trovni endotelovych mozkovych kapilar pomoci kienové peroxidasy

[EC 1.11.1.7] (Reese a Karnovsky, 1967).
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HEB je tvofena endotelovymi bunikami kapildr, které nasedaji na bazalni membranu,
ke které jsou pfipojeny astrocyty, perycity, tight junction a celkové vytvari

"neurovaskularni jednotku" (Obr. 8) (Redzic, 2011).

Obr. 8 Hematoencefalicka bariéra (HEB) rozd€luje mozkovy parenchym od krevniho obé&hu.
Neurovaskularni jednotku tvofi bazalni membrana, ktera obklopuje endotelové bunky
mozkovych kapilar. Obsahuje nepravidelné umisténé pericity a té€sné spoje (tight junction).
K endotelovym buikam se pfipojuji koncové vybézky astrocytd (upraveno podle Fan a Liu,
2018).
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Véaznym problémem pii 1é¢bé gliomu je to, ze HEB omezuje vstup 1éCiva,
proto dochazi ke klinické rezistenci vac¢i chemoterapeutickym lé¢ivim. Vyuziva
se terapeutickych c¢inidel, které dodavaji cytostatika z krve do mozku. ZlepSeni
transportu terapeutickych latek pres HEB Ize dosdhnout inhibici efluxnich
transmembranovych proteint (Miller a Kabanov, 1999; Batrakova et al., 2001).
HEB je propustna pro Oz, CO2, He, Xe, N2 a dalSich plynnych anestetik. Latky
rozpustné v lipidech mohou za fyziologickych podminek prochazet pasivni difazi.
Proteiny a peptidy se dostavaji do mozku pomoci adsorpci zprostfedkovanou
trancyt6zou (AMT) a receptorem zprostiedkovanou transcytdézou (RMT). Mensi peptidy
mohou prochdzet HEB endocytézou nebo mechanismem RMT. Polarni molekuly
napt. glukosa, aminokyseliny ¢i nukleosidy nemohou prochézet difuzi pfes bunécnou
membranu. Vyuzivaji se specifické transportni proteiny, pro glukosu je vyuZzivan

GLUTL1 (Obr. 9) (Pardridge, 2005).

e e Pr Receptorem - : Adsorpei
Bunééna migrace  Pasivni difize os pomoci zprostiedkovani P"'f"‘;lmmm zprostiedkovana  Tight junction
efflux % influx i 6

3590 o0 0 0o o
0 |

O—jj ©E|3 L ®f8 @

Léciva rozpustna v tucich

\" v
Nepolarni latky Cytokiny Aminy Albumin_ Polarni latky
Latky rozpustné v tucich Inzulin Aminokyseliny Histony

Transferin Glukosa
Nukleosidy
Malé peptidy

Obr. 9 Potencionalni cesty transportu v hematoencefalické bariéfe (HEB). Buiikky mohou
prochazet pies HEB pasivnim nebo aktivnim transportem. Nepolarni a latky rozpustné v tucich
prochazi pasivnim transportem difuzi pfes bunéénou membranu. Polarni molekuly, glukosa,
aminokyseliny, nukleosidy pronikaji do CNS diky aktivniho transportu. Receptor
zprostiedkovana transcytoza transportuje makromolekuly (peptidy, proteiny). Adsorbci
zprosttedkovana transcyt6za prochazi kladné nabité makromolekuly pfes HEB. Bunéénymi
spoji (tight junction) dochdzi k propojeni bunck a transportuji se polarni latky (upraveno podle
Serlin et al., 2015).
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2.4.3 Diagnostika

K diagnostice nadort CNS se pouziva vypocetni tomografie (CT). Piistroj zobrazuje
mozek Vv rizné silnych fezech a muze tak piesné nador lokalizovat. Jinou metodou
pro stanoveni 1éCby maligniho gliomu je magnetickd rezonance (MR). Poskytuje
presnéjsi obraz a umoziuje zobrazeni mozku ve vice rovinach. Pro zvyseni intenzity
se podava kontrastni latka. Nevyhodou MR jsou vyssi naklady a ¢asovd ndroCnost
ve srovnani s CT. MR je zalozena na jiném principu nez CT. Kvili magnetickému poli
nelze vySetfovat pacienty s kardiostimulatorem nebo s kovovym materidlem v téle.
Problémem je, ze pomoci CT a MR nelze upln¢€ urcit presnou hranici nadoru od zdravé
mozkové tkang¢.

Pro pfesné uréeni typu nadoru se vyuzivaji histologicka vySetieni a stereotakticka
biopsie. Odebrana mozkova tkan se vyhodnocuje pod mikroskopem, zjisti
se tak definitivné, zda je nador benigni nebo maligni povahy. Onkologicka 1é¢ba
by neméla zacit bez histologického potvrzeni (Helseth, 1995; Legler et al., 1999; Linet
etal.,, 1999). Dalsi zobrazovaci technikou je PET, kterd slouzi ke zlepSeni
diagnostickych metod v 1é¢bé maligniho gliomu. V PET je !C-methyl methionin
nejpouzivanéj§i aminoskupinou pro vyhodnoceni mozkovych nadoru (Miwa et al.,
2004). V soucasné dob& pokroc¢ilé metody MR, CT a PET zlepSuji kvalitu 1écby
a vysledky pacientti v 1é¢bé GBM (Hockel a Vaupel, 2001; Fink et al., 2015).

Nefunkénost HEB vede ke snizeni exprese ABC transportéric v endotelovych
bunkach a miize vyvolat rizné patologické zmény. V klinickych studiich byly zvysené
nékteré zanétlivé markery véetné interleukinu-1 (IL-1), interleukinu-6 (IL-6) a tumor
nekrotizujici faktor alfa (TNF-a) v plazmé (Jalan et al., 2004). Pokud se buiika nachazi
ve stresové situaci, vylu¢uje HEB, napt. TGF, neurotroficky faktor odvozeny od glialni

bunééné linie (GDNF) nebo FGF (Fan a Liu, 2018).

2.4.4 Standardni lécba

V  souCasné¢ dobé standardni 1ébu  GBM  tvoii chirurgickd resekce,
po niZ nasleduje 1écba radiacni terapii (RT), chemoterapeutickym alkyla¢nim ¢inidlem
temozolomidem (TMZ), coz umoznuje zvysit dobu preziti o jeden rok (Madajewicz
etal., 2000). Stupp et al. V roce 2005 zavedl uspé€$nou metodu pro lécbu GBM.
Snahou je co nejlépe odstranit nejvEétsi ¢ast nadoru, po které nasleduje soubézna
aplikace TMZ (75mg/m?/den) s radioterapii (60 Gy). Nasledné se podava Sest cykli
TMZ (150-200 mg/m?/den) po dobu péti dni po osmiadvaceti dnech. Ziskana rezistence
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vuci 1é¢iviim patii mezi hlavni ptekazky pro tspéSnou 1é¢bu nadoru. U chirurgického
zakroku je rozhodujicim prognostickym faktorem radikalita vykonu. Pfed operaci
se pacientovi podava peroralné napi. kyselina 5-aminolevulova. Aby se vyloudilo
krvaceni nebo residua nadorti, je tfeba do 48-72 h po operaci provést znovu
CT nebo MR (Pichlmeier et al., 2008; NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology,
13. 11. 2018).

2.4.4.1 Temozolomid
TMZ je nejdéle pouzivanym cytostatikem a patii mezi alkylacni ¢inidla. Pouziva se jako
u¢inny 1€k pro pacienty s GBM, protoze muze projit HEB (Friedman et al., 2000). TMZ
(Obr. 10) pti fyziologickém pH podléha hydrolyze na vlastni aktivni metabolit 5-(3-
dimethyl-I-triazenyl) imidazol-4-karboxamid (MTIC), ktery zplsobuje methylaci
(Koukourakis et al., 2009). Methylace v DNA na O° pozici guaninu je cytotoxické
a pti replikaci dochazi k zaméné (methyl)guaninu za adenin (Trivedi et al., 2005).
Zasahuje do replikacniho procesu, coz vede k tvorbé zloml na dvouvlaknovém fetézci
DNA, celkové se zpomaluje rast gliovych bunék, nakonec dochazi k apoptose
(Giinther et al., 2003). Mezi vlakny DNA se vytvoii pifi¢né vazby, které inhibuji
bun&ény DNA-repara¢ni protein OS-methylguanin-DNA-methyltrasferasu (MGMT).
MGMT je reparacni enzym, ktery se podili na opravé DNA. Odstranuje methylovou
skupinu na pozici O°guaninu z poskozené DNA, methylova skupina je pienesena
na cystein (Kaina et al., 2007). Tato reakce je nevratna, pozdé¢ji je ubiquitovana
a zni¢ena v proteasomu (Ludlum, 1990).
Piiblizné¢ 60 % GBM ma nemethylovanou promotorovou oblast MGMT, coz vede
k nadmérné expresi MGMT opravujici DNA, ktera je zodpovédna za rezistenci nadord
na chemoterapii TMZ (Smalley et al., 2014). U n¢kolika bunéénych linii GBM,
které mély riiznou expresi MGMT, byla zjisténa zvysena citlivost na TMZ (Khan et al.,
2008). Studium zaméiené na 1écbu GBM pfineslo poznatky
0 molekularnich biomarkrech, které byly zatazené do klinické praxe. Prvnim markerem
byl O%-methylguanylmethyltransferasa [EC 2.1.1.63] (McLendon et al., 2008).

I kdyz TMZ patii mezi dobfe sndSend cytostatika, je tfeba se vyhnout vysokym
davkadm, protoze muze dojit k myelosupresi (Agarwala a Kirkwood, 2000).
Proto kombinace nizsich davek TMZ s inhibitorem napt. lomeguatribem (LMB), mize

zvysit terapeuticky uc¢inek TMZ (Taspinar et al., 2013).
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TMZ se podava peroralné, dochézi k rychlému a uplnému absorbovani. U¢inna latka

rychle vstupuje do mozkomisniho moku (Lanzetta a Minniti, 2010).

2.4.4.2 Lomeguatrib

Lomeguatrib (LMB) je netoxicka nizkomolekularni protinadorova chemoterapeuticka
sloucenina, ktera se vyuziva v klinickych testech jako inhibitor pro MGMT. Inaktivuje
enzym a inhibuje opravu DNA u mnoha nadorovych bunécnych linii. LMB (Obr. 11)
se podava spolecné s TMZ, ¢imz dochazi ke zvySeni uc¢innosti chemoterapeutika.
Kombinaci 1é¢iv TMZ a LMB v glioblastomovych bunikdch dochéazi ke snizeni aktivity
MGMT a zvySeni exprese p53, coz vede k fragmentaci DNA a nasledné apoptose.
Taspinar et al. (2013) uvedli, ze LMB s TMZ lze pouzit pro 1é¢bu GBM.

NH,

Obr. 10 Temozolomid (4-methyl-5-0x0-2,3,4,6,8-pentazabicyklo[4.3.0]nona-2,7,9-trien-9-

karboxamid).
Y \>
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Obr. 11 Lomeguatrib (2-amino-6-[(4-bromo-2-thienyl)-methoxy]-9H-purin).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Bunécné linie

Nadorové bunécné linie GBM T98G, U87 a H4 byly vybrany s rozdilnou genetickou
variabilitou (Tab. 4). Mezi nejdulezitéjsi mutace patii napi. CDKN2A, PTEN, MGMT
a TP53. Bunécna linie U87, H4 byla ziskana z ATCC (American Type Culture
Collection), T98G z ECACC (European Collection of Cell Cultures). Buiky T98G a H4
mély zvySenou expresi MGMT, jsou rezistentni na ptidavek TMZ. Zatimco bunky U87
mély nizkou expresi MGMT (Lee et al., 2011; Agnihotri et al., 2012; Taspinar et al.,
2013; Paul-Samojedny et al., 2014; Chu et al., 2018).

Rovnéz byla pouzita bunéna linie K562 (odvozena od chronické myeloidni
leukemie) charakteristicka vyskytem tzv. Filadelfského chromosomu, ktera koduje fuzni
BCR-ABL tyrosinkinasu [EC 2.7.10.2]. Bunky byly ziskany od ECACC (European
Collection of Cell Cultures) (Kalidas et al., 2001).

Bunééna linie K562/DOX (odvozena od K562 s dlouhodobou kultivaci doxorubicinu
se zvySenou expresi P-gp). Bunky K562/DOX mély fenotyp mnohocetné
1ékové rezistence. V diplomové praci byly pouzity bunééné linie DOX3 6 (stfedni
exprese P-gp) a DOX1 (vysoka exprese P-gp).

Buriky byly uchovany pii -80°C. Po rozmraZeni probihala kultivace buné¢nych linii
v RPMI 1640 médiu nebo DMEM s 10% obsahem fetdlniho hovéziho séra (FBS)
a s ptidavkem penicilinu a streptomycinu (0,1 mg ml?). Ke kultivaci byly vyuzity

kultiva¢ni 1ahve v inkubatoru s 5% obsahem CO: a teplotou 37 °C.

3.1.2 Pristrojové zarizeni a pouZzité softwary

Chemikalie a vzorky byly vazeny na analytické vaze ABS 120-4N (KERN, Némecko)
a chemikalie pro ptipravu médii a roztokl byly vazeny na digitalnich vahach DENVER
MXX 612 (Merci, CR) a michany na magnetické michaéce RCT basic IKAMAG®
(Verkon, CR). Roztoky, deionizovana voda a pouzité materidly byly sterilizovany
autoklavem WOSON, B-class (BMT Medical Technology s.r.o., Brno, CR). Roztoky
byly upravovany pH metrem 3510 (Jenway, Velka Britanie). Vzorky byly staceny
v centrifuze Boeco M-240 (Biotech, Némecko), HERMLE Z 326 K (LaborTechnik,
Némecko) a minicentrifuga blue Lid SE (MTI Corporation, USA). Bunééné linie byly
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kultivovany v inkubatoru CellCulture (ESCO, USA) a byly pfipraveny ve sterilnim
prostiedi ve flowboxu MSC-Advantage (ThermoScientific, USA). Pro stanoveni poc¢tu
bundk a bun&né viability byl pouzit Vi-Cell ™XR (Beckman Coulter, USA).
Vizualizace buné¢nych linii byla provedena pomoci fluorescenéniho mikroskopu
s kamerou (XDS-3FL (OPTIKA, USA). Experimenty byly analyzovany na pratokovém
cytometru Cytomics FC 500 (Beckman Coulter, USA) a na hmotnostnim detektoru
s trojitym kvadrupolem API 3200 (MDS SCIEX, Ontario, Kanada). Vzorky byly
vortexovany BioVortex V1 (BioSan, LotySsko) a za stdlého michani byla pouzita
tiepacka Bio RS-24 (BioSan, Lotyssko). Vzorky byly vyhfivany v termobloku Bio-TDB
100 (BioSan, Lotyssko). Koncentrace proteini a stanoveni MTT testu bylo méfeno
pomoci spektrofotometru Epoch (BioTek, Nizozemsko). Na elektroforézu byla pouzita
aparatura pro elektroforetickou separaci MiniProtean-3 cell (BioRad, USA)
aprowestern blott analyzu aparatura TransBlot SD (BioRad, USA). Zdrojem
elektrického napéti byl PowerPac HC (BioRad, USA). Denzitometrické kvantitativni

vyhodnoceni exprese proteinti bylo provedeno pomoci softwaru ImageJ.

3.1.3 Pouzité chemikalie a roztoky
e 1x phosphate buffered saline (PBS): 130 mmol I NaCl; 10 mmol It NaH2POq;
2,7 mmol I KCI; 1,8 mmol It KH2PO4, roztok byl upraven na pH 7,4.

e 17-(allylamino)-17-demethoxygeldanamycin: Selleckchem, Némecko.
e 4% FA (formic acid): Sigma Aldrich, USA.

e DMSO: Duchefa Biochemie, Nizozemsko.

e Geldanamycin: Selleckchem, Némecko.
e Kalcein-AM: Sigma Aldrich, USA.
e K0O143: Sigma-Aldrich, USA.

e Lomeguatrib: Selleckchem, Némecko.

e P/S: 625 mg penicilinu a 1 g streptomycinu bylo rozpusténo ve 100 ml
deionizované vodé a sterilné piefiltrovano do falkony.

e Ristové médium (0.5 1): RPMI 1640 a DMEM (Sigma Aldrich USA) + 38 mi
FBS (fetalni bovinni sérum, Sigma Aldrich, USA) + 5 ml P/S.

e Temozolomid: Selleckchem, Némecko.

e Zosuquidar: Tocris, USA.
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Stanoveni poctu Zivych a mrtvych bunék

e Trypanova modi: Sigma-Aldrich, USA.

Stanoveni bunécné proliferace a viability
e MTT roztok: 5 mg mit 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- difenyl tetrazolium
bromidu s 0,04 mol I HCI bylo rozpusténo v 96% (v/v) ethanolu.

Stanoveni koncentrace proteini

e Cinidlo Bradfordové (1 1): 50 mg It Coomassie Brilliant Blue G-250; 50 ml

methanolu; 100 ml 85% H3PO4 bylo rozpusténo v 850 ml deionizované vode¢.

e Standard: hovézi sérovy albumin.

Analyza bunééného cyklu

e Vindaltv roztok (100 ml): 20 mg mI* RNasa A; 2 mg ml? propidium jodid
(Invitrogen, USA); 100 ul Triton X—100 (Serva, Némecko) bylo doplnéno
1x PBS do 100 ml.

e Propidium jodid: 1 pg ml? propidium jodidu (Invitrogen, USA); 30% (v/v)
glycerinu; 70% (v/v) 1x PBS.

Stanoveni intracelularni hladiny léciva

o Silikonové oleje: Silicone oil AP100 a Silicone oil AR20 v poméru 1:1.

e Extrakéni Cinidlo pro latku GDN a 17-AAG: 600 pl 4% kyseliny mravenci
(Wiv).

Analyza exprese P-glykoproteinu
e Protilatka proti receptoru P-gp: mysi mAb CD243/P-glykoprotein-PE, klon
UIC2, PN IM2370U (Beckman Coulter).
Western blott
e 1xPBS +0,1% TWEENZ20: 100 ml 10x PBS, 1 ml TWEEN20 bylo rozpusténo

v 900 ml deionizované vodé.

e 1x Lyzaéni pufr (RIPA PUFR): 150 mmol I* NaCl (0,876 g), 1% Nonidet P 40
(1 ml), 50 mmol It Tris (0,606 g), 50 mmol It NaF (0,21 g), 5 mmol I EDTA
(0,186 g), 5 mmol I pyrofosfat sodny dekahydrat (NAPP) (0,223 g) bylo

sterilné rozpusténo ve 100 ml deionizované vodé a roztok byl upraven na pH 8.

Inhibitory proteas a fosfatas (Roche) byly ptfidany k pufru zvIast’ pred pouzitim

ke vzorku.
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5% blokovaci mléko: 5 g suseného odtu¢néné¢ho mléka bylo rozpusténo v 100

ml 1x PBS + 0,1% TWEEN20.

10% APS: 1 g ammonium persulfate bylo rozpusténo v 10 ml deionizované
vodé.

10x Running pufr: 30 g TRIS, 145 g glycinu doplnéno do 1 1 deionizovanou

vodou.

Blotovaci pufi: 100 ml Running pufru, 200 ml methanolu a 700 ml deionizované

vody.

Délici gel 4x TRIS/SDS: 1,5 mol I 4x TRIS (45,5 g), 0,4% SDS (1g), 4 ml 36%
HCI bylo rozpusténo v 250 ml deionizované vod¢ a roztok byl upraven na pH
8,8.

ECL kit: GE HealthCare (UK).

Elektrodovy pufr: 100 ml Running pufru 10x, 10 ml 10% SDS a roztok byl
doplnén deionizovanou vodou do 1 1.

Laemmliho pufr (6%): 12% SDS (1,44 g), 0,3 mol It TRIS (pH 8,9, 3,6 ml
1 mol I TRIS), 0,3% bromphenolova modi (0,036 g), 60% glycerol (9,16 g
=7,27 ml), 0,75 mol I (1,3878 g) bylo sterilné rozpusténo ve 12 ml

deionizované vodé.
Primarni protilatka: P-glykoprotein (P7965) mysi mADb, B-aktin (A2066) kralic¢i
mAb (DAKO).

Standard molekulovych hmotnosti: Spectra Multicolor (Thermo Scientific).
Ustalovaé: G150 (AGFA)

Vyvojka: G354 (AGFA)

Zaostiovaci gel 4x TRIS/SDS: 0,5 mol It 4x TRIS (15,13 g), 0,4% SDS (1 g),
10,5 ml 36% HCI bylo rozpusténo v 250 ml deionizované vod¢ a roztok byl

upraven na pH 6,8.
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3.2 Metody

3.2.1 Urceni poctu zZivych a mrtvych bunék

Pocet zivych a mrtvych bun¢k v bunécné suspenzi byl monitorovan pomoci pfistroje
Vi-CELL™XR. Analyzator hodnoti viabilitu bundk na zikladé propustnosti
cytoplasmatické membrany pro trypanovou modi. Trypanova modi obarvi mrtvé bunky,
protoze barvivo prochazi pies porusenou cytoplasmatickou membranu. Zivé buiky
S neporuSenou membranou zlstavaji neobarvené. K méieni bylo pouzito 600 pl bunééné
suspenze. Vysledkem analyzy byl pocet bunék v mililitru média a vyhodnoceni viability

Vv procentech.

3.2.2 Analyza exprese P-glykoproteinu

Bunééna suspenze o piiblizné hustoté 2x10° bunék/ml byla centrifugovana (5 min,
890 g, pfi laboratorni teploté). K 50 ul bunééné suspenze byla pfidana fluorescencné
znacend protilatka, ktera je specificky charakteristickd proti danému receptoru. Vzorek
byl za stalého michani inkubovan 1 h pti 4 °C. Nasledn¢ byla suspenze promyta 1x PBS
a sedimentovana (5 min, 890 g, pfi laboratorni teploté). Ke vzniklému peletu bylo
pfidano 500 pl 1x PBS a méfeni bylo provedeno na pritokovém cytometru

pii 488/575 nm. Naméiena exprese receptoru odpovidala obsahu navazané protilatky.

3.2.3 Analyza funkce P-glykoproteinu

K bunééné suspenzi (cca 1x10° bunék/ml) byl pfidan kalcein acetoxymethyl ester
(kalcein-AM), coz je substrit pro P-gp (0,25 umol IY) a inkubace probihala
Vinkubatoru po dobu 20 min. Pokud mél  vzorek  obsahovat
inhibitor, tak se k nasazenym burikdm pridal substrat i inhibitor (0,1 pmol I* ZSQ

ke kalceinu-AM). Méteni bylo provedeno na pritokovém cytometru pii 488/575 nm.

3.2.4 Stanoveni intracelularni hladiny geldanamycinu a tanespimycinu

Bunécna suspenze o piiblizné hustot¢ 5 miliond bunék byla inkubovana
3 hspozadovanou koncentraci testované latky v triplikatech. Poté byla bunécna
suspenze nanesena na vrstvu silikonového oleje. Vzorek byl centrifugovan (15 min,
3880 g, pii laboratorni teploté). Po centrifugaci doslo k oddéleni bunék od rstového
média. Nasledné bylo médium s olejem odsato a stény zkumavky byly dikladné otfeny

do sucha. Poté bylo pfidano extrak¢ni ¢inidlo a inkubace probihala 10 min na ledu.
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Vzorky byly centrifugovany (10 min, 24000 g, pii 4 °C) a Cisty bunény extrakt
obsahujici studované latky byl analyzovan pomoci LC-MS/MS.

3.2.5 Stanoveni bunééné proliferace a viability

Ke stanoveni bunécné proliferace a viability byl proveden standardni MTT test
(Mosmann, 1983), ktery vyuziva tetrazoliovou sul [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyl tetrazolium bromid; MTT]. Metabolicky aktivni bunky jsou schopné pomoci
produkti dehydrogenas redukovat zlutou rozpustnou tetrazoliovou sul MTT
na nerozpustny fialovy formazan (krystaly). Formazan se z bunék extrahuje okyselenym
ethanolem a vzniklé mnozstvi formazanu odpovida poctu zivych bunék. Vyhodnoceni
se provadi spektroskopicky pfi vinové délce 570 nm.

Ke 2 ml bunécéné suspenze bylo ptidano 180 pul MTT a inkubace probihala 45 min
pii 37 °C. Po 45 min buriky byly centrifugovany (5 min, 1400 g, pfi laboratorni teplotg).
Bylo pfidano 500 pl okyseleného ethanolu na extrakci formazénu a poté probihala
centrifugace (5 min, 24 000 g, pti laboratorni teploté). Vznikly formazan byl stanoven

spektroskopicky pii 570 nm.

3.2.6 Bunécna extrakce

Bunécnad suspenze byla centrifugovana (5 min, 350 g, pii laboratorni teplotg),
supernatant byl odstranén. Ke vzniklému sedimentu byly pfidany 4 ml studeného
1x PBS a dalsi kroky probihaly na ledu. Probihala centrifugace (5 min, 350 g, pti 4 °C)
a k bunikam bylo napipetovano 180 pl lyza¢niho pufru RIPA, ktery obsahoval inhibitory
proteas a fosfatas. Nasledovala 30 min inkubace na ledu za obcasného promichéni.

Extrakt byl precistén centrifugaci (10 min, 24000 g, pii 4 °C).

3.2.6.1 Stanoveni koncentrace proteini
Mnozstvi proteinli bylo méfeno pomoci metody Bradfordové, kterd vyuziva barvivo
Coomassie Briliant Blue G-250. Barvivo se vaze na odpovidajici mnozstvi proteint
a intenzita vzniklého modrého zbarveni se detekuje na spektrofotometru.

K 1 ml ¢inidla Bradfordové bylo pfidano 1 pl preciSténého bunécného extraktu.
Smés byla inkubovdna 10 min pii laboratorni teplot¢ a vzniklé zbarveni bylo
detekovano spektroskopicky pii 595 nm. Jako standard byl pouzit hovézi sérovy

albumin.
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3.2.6.2 Priprava vzorki, SDS-PAGE, western blott a detekce

Bunééné lyzaty byly nafedény vodou do vysledné koncentrace a byl ptidan
4x koncentrovany Loading buffer. Vzorky byly zvortexovany a denaturovany
pii 95 °C na 5 min.

Vzorky byly separovany elektroforézou (SDS-PAGE; 80V/120 V) v 7,5% SDS-
polyakrylamidovém separa¢nim a 3,5% SDS-zaostfovacim gelu.

Separované proteiny byly pfeneseny na nitroceluldsovou membranu (wet blott;
0,15 A na jednu membranu, 30 min). Membrany byly nasledné blokovany po dobu 1 h
vV 5% mléku, 1x PBS, 0,1% Tween-20. Membrana byla omyta v 1x PBS 0,1 % Tween-
20 (40 min). Na membranu byla nanesena primarni monoklondlni protilatka fedéna
1:1000 (P-gp), 1:2000 (B-aktin) v blokovacim roztoku a inkubace probihala pies noc
pii 4 °C. Nasledujici den byly membrany promyvany 1x PBS 0,1 % Tween-20 (40 min).
Na membranu byla nanesena sekundarni protilaitka s konjugovanou kienovou
peroxidasou (fedéni: mysi — 1:10 000; krali¢i - 1:5 000) (Dako, Dansko). Inkubace
sekundérni protilatky fedéna v blokovacim mléku probihala 1 h pfi pokojové teploté.
Membrany byly opét promyvany 1x PBS 0,1 % Tween-20 (40 min).

Vizualizace byla provedena pomoci chemiluminiscenéniho ECL  Kitu,
ktery obsahoval substrat pro enzym navazany na sekundarni protilatce. Membrany byly
inkubovany 5 min ve tm¢ s chemiluminiscen¢nim substratem. Vysledkem byly ¢erné
prouzky na fotografickém filmu zndzoriujici jednotlivé proteiny (GE HealthCare).

Filmy byly naskenovany pomoci denzitometru.

3.2.7 Stanoveni Zivych bunék pomoci transmembranového mitochondridlniho
potencialu
Bunky, které vstupuji do apoptosy nebo nekrosy, jsou ovlivnéné bud oxida¢nim
stresem, nebo jinymi bunécnymi procesy, coz zpusobi depolarizaci mitochondrialniho
membranového potencialu  (Aym). Proapoptotické rodinné proteiny Bcl-2
zpusobuji permeabilizaci mitochondrialni vnéjSi membrany, coz vede k uvolnéni
cytochromu ¢ a k nasledné aktivaci kaspasy-9 [EC 3.4.22.62] a apoptotické kaskady.
Burniky nésledné vstupuji do apoptosy.

Pouziva se fluorescen¢ni barvivo TMRE (tetramethylrhodaminethylester). Vznikla
fluorescence u aktivnich mitochondrii se méfi pomoci pritokové cytometrie (excitaéni
maximum 488 nm, emisni maximum 575 nm) za ucelem posouzeni apoptoSy

nebo mitochondrialni depolarizace. Neapoptotické nebo bunky s polarizovanymi
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mitochondriemi fluoreskuji, zatimco apoptotické bunky nebo bunky s depolarizaénimi
mitochondriemi maji snizenou fluorescenci.
K 1 ml bunééné suspenze byl piidan jeden ul 100 uM TMRE a inkubace probihala

pti 37 °C. Po 30 min byly vzorky analyzovany na pritokovém cytometru.

3.2.8 Analyza bunééného cyklu
Tento postup lze vyuzit ke stanoveni relativniho zastoupeni jednotlivych fazi bunécného
cyklu na =zakladé mnozstvi DNA. Metoda rovnéz umoziiuje odhadnout pocet
apoptotickych bunék, které maji snizeny obsah jaderné DNA (hypodiploidni DNA).
Ke stanoveni obsahu DNA byl pouzit pratokovy cytometr, ktery pomoci
fluorescen¢niho barviva (nejCastéji propidium jodid, dale ethidium bromid ¢i DAPI)
interkaluje do DNA a vytvaii komplexy.

Bunééna suspenze byla centrifugovana (5 min, 970 g, pii laboratorni teplot¢)
a supernatant byl odstranén. Ke vzniklému sedimentu bylo pfidano 450 ul Vindalova
roztoku a inkubace probihala 30 min ve tm¢. Vzorek byl zméfen na pratokovém
cytometru pii 488/608 nm a vysledny histogram znazoriiuje zastoupeni bunck

V jednotlivych fazich bunétného cyklu.

3.2.9 Stanoveni apoptotickych bunék

Apoptotické buiiky jsou charakterizovany zménou morfologie jader, které vedou
k tvorb¢é apoptotickych télisek. U apoptosy se zmenSuje objem buiikky a dochazi
ke kondenzaci chromatinu.

Bunééna suspenze (1 ml) byla centrifugovana (5 min, 970 g, pii laboratorni teploté).
Po odstranéni supernatantu bylo k peletu pfidano 500 pl 96% ethanolu na fixaci
a inkubace probihala 30 min pfi -20 °C. Nasledn¢ probihala centrifugace (5 min, 970 g,
pfii laboratorni teploté), k peletu se piidal propidium jodid. Zména morfologie jader byla

pozorovana pomoci fluorescen¢niho mikroskopu.
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4 VYSLEDKY

4.1  Utinnost 1é¢by glioblastomu

U nédoru GBM se pouziva kombinovand lécba tzn. radikalni chirurgickd resekce,
radioterapie a chemoterapie (TMZ). Median pieziti je v soucasné dob& u nelécenych
pacientd tii mésice, u 1é¢enych jeden rok (Krex et al., 2007; Bai et al., 2011). Pfi¢in
selhani je spousta, hlavni jsou genetické alterace nadort. Rada mutaci zpUsobuje,
ze je nador rezistentni vici chemoterapeutikim. TMZ je hlavnim chemoterapeutikem,
ktery se pouziva, nicméné jeho uc¢innost neni velka. Divodem obtiznosti 1éCby je to,
ze nador je geneticky heterogenni, je nositelem celé fady rliznych mutaci, napt. MGMT,
TP53, PTEN, EGFR, isocitrat dehydrogenasa (IDH1/2) [EC 1.1.1.42] a ztrata
heterozigosity u chromosomu 10q. Nékteré mutace jsou dulezitym prognostickym
faktorem u GBM a také se vyuzivaji jako novy smér v cilené terapii (Karsy et al.,
2015).

Inhibice angiogeneze byla vyznamnym molekularnim cilem. Je pouzivan 1€k
bevacizumab. Je to monoklonalni protilatka proti VEGF. Byl testovan ve III. fazi
klinickych zkousek, ale ukazalo se, Ze pouze zpomaluje rust nadoru (Mamo et al.,
2016). Za slibny 1ék v 1é¢bé recidivujiciho GBM byla povazovana kombinace
bevacizumabu s irinotecanem (inhibuje topoisomerasu 1) (Peters et al., 2015).

Mutace EGFR se vyskytuje pfiblizné u 20-30 % vsech GBM (Sugawa et al., 1990;
Frederick et al., 2000). K 1é¢bé se pouzivaji tyrosinkinasové inhibitory (s gefitinibem,
erlotinibem ¢i imatinibem). Nicméné aplikace 1é¢iva u pacientt, ktefi maji danou
mutaci EGFR, vysledek neni uspokojivy. Zadna studie nepotvrdila zlepseni 1ééby GBM
oproti soucasné 1é¢bé (Peereboom et al., 2010). Cetuximab (inhibitor EGFR) byl dobie
snasen u pacientll v I. a II. fazi klinického testovani, ale ukazal se pouze mirny efekt
v 1éEbé GBM (Neyns et al., 2009; Hasselbalch et al., 2010).

Zkoumanym je také inhibitor everolimus mTOR. Draha ma dulezitou roli
V metabolismu, bunééné proliferaci a angiogenezi. ZvySena aktivita mTOR
je zpasobena mutaci PTEN ¢i amplifikaci EGFR, dochazi k rozvoji nadoru. Mutace
genu PTEN se vyskytuje pftiblizné u 25 % GBM (Kato et al., 2000). Everolismus
(derivat rapamycinu) vytvaii komplex s intracelularnim proteinem FKBP-12, inhibuje
mTOR serinthreoninovou kinasu, ale aplikace nepfinesla zadny efekt (Mecca et al.,
2018).
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Zkoumanym inhibitorem byl také cilengitid (antagonista integrinu), vaze
se na bunécné receptory, a tim inhibuje rist nddoru a angiogenezi. Cilengitid vykazoval
slibné vysledky pouze u pacienti s methylovanym promotorem MGMT (Stupp et al.,
2014).

Zvyseny ucinek TMZ byl zkouman v pfitomnosti [-asaronu. [-asaron
ma antikarcinogenni u¢inky a usnadiuje vstup TMZ do bunék pies HEB. In vitro
testech B-asaron s TMZ inhibuje expresi P-gp, coz zptsobi zpomaleni rustu nadoru
(Wang et al., 2017).

Ani cilend terapie nevede, jak je vySe uvedeno k podstatnymu zlepSeni 1écby.
Proto se stale hledaji nové cesty. Hledaji se proto 1éciva, kterd by méla obecnéjsi
ucinnost na vSechny nadory a nebyla by zavisla na dil¢ich mutacich. Problémem je,
ze mozkova tkan je od krevniho fecist¢ oddélena HEB. Léciva by méla Castecné
prochazet HEB. Jako jednu z alternativ jsme zvolili inhibitory HSP90 GDN
a jeho derivatu 17-AAG. Tyto latky byly vybrany, protoze vétSina nadord je na HSPs
zavisla. GDN je modelova latka, ale v klinické praxi se nevyuziva kvili cytotoxicité.

V klinickych testech se proto pouziva derivat 17-AAG.

4.2  Utinnost vzhledem k expresi ABCB1
Testovali jsme latky GDN a 17-AAG s bunikami exprimujici riiznou uroven P-gp.

Vybrali jsme bunécné linie DOX3 6 a DOXI.
4.2.1 Charakteristika rezistentnich bunék

4.2.1.1 Analyza exprese P-glykoproteinu

K bunéénym liniim byla pfiddna fluorescenéné znafena protilatka receptoru P-gp.
Polh inkubaci byla provedena analyza exprese P-gp, vzorky byly méfeny
na pratokovém cytometru. Jako pozitivni kontrola byla pouzita bunétnd linie
se zvySenou expresi P-gp (DOX3_6 a DOX1). Vysledek méfeni exprese P-gp
je znazornén na Obr. 12. Nejvyssi exprese ABCB1 genu byla naméfena u buné¢k DOXI.
Tato exprese byla 54 krat vyssi, nez v kontrolni bunétné linii K562. Bunky DOX3 6
maji 32 nasobné¢ vyssi expresi ve srovnani s K562. Bunééna linie K562 neexprimuje

ABCBI transportér.
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Obr. 12 Analyza exprese P-gp u bun¢k K562, DOX3 6 a DOX1. K bunééné suspenzi byla
pfidana fluorescen¢né znaCena protilatka CD243/P-glykoprotein-PE. Vyhodnoceni bylo
provedeno na pritokovém cytometru. Vysledky byly ziskany ze 3 méfeni se smérodatnou
odchylkou. * - statisticky vyznamny rozdil v expresi P-gp mezi buinkami K562
a DOX3_6/DOX1 (P<0,05).

4.2.1.2 Stanoveni funkce P-glykoproteinu

Pro stanoveni funkce P-gp byly pouZity bunécné linie K562 (kontrola), DOX3 6
(stfedni exprese P-gp) a DOX1 (vysoka exprese P-gp). P-gp je schopny transportovat
kalcein-AM (substrat). U bunék s nejvyssi expresi P-gp (DOX1) byla namétena nejnizsi
fluorescence kalceinu. Bylo porovnano, zda po piidani inhibitoru (0,1 pmol I ZSQ)
Kk substratu se zvysi fluorescence kalceinu u bunéénych linii s expresi P-gp.
Z Obr. 13 bylo zjisténo, ze ziskana rezistence je zpusobena ABCBI transportérem.

Po ptidani inhibitoru ZSQ se zvysila fluorescence kalceinu u bunék se zvySenou expresi

P-gp.
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Obr. 13 Stanoveni funkce P-gp u bun¢k K562, DOX3-6 a DOX1. K bunéné suspenzi byl
piidan kalcein acetoxymethyl ester (0,25 umol 17 kalcein-AM) substrat pro P-gp. K bufikam,
inkubované s kalceinem-AM, byl také ptidan inhibitor zosuquidar (ZSQ; 0,1 pumol 1*). Mé&feni
bylo provedeno na pritokovém cytometru. Vysledky jsou ziskany ze 3 méfeni se smérodatnou
odchylkou. * - statisticky vyznamny rozdil po pusobeni kalceinu-AM mezi bunkami K562
a DOX3_6/DOX1 (P<0,05).

4.2.1.3 Intracelularni hladina geldanamycinu a tanespimycinu u rezistentnich
bunék

LC-MS/MS je wvysoce citliva, specifickd metoda, vyuziva se pro stanoveni
protinddorovych 1é¢iv. Tato metoda se pouziva pro stanoveni intracelularniho
obsahu GDN a 17-AAG u bun€k K562 a u bunék se zvysenou expresi P-gp DOX3_6
a DOX1. Buiiky byly inkubovany s GDN a 17-AAG o koncentracich 0,3 a 1 umol I
3h pti 37 °C. Bylo potvrzeno, ze GDN je transportovan s vys$s§i ucinnosti vzhledem
k derivatu 17-AAG (Obr. 14). Po aplikaci inhibitoru ZSQ (0,1 umol 1) k rezistentnim
bunkam, doslo ke zvySeni intracelularni hladiny GDN a 17-AAG.
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Obr. 14 Vliv geldanamycinu (GDN; a) tanespimycinu (17-AAG; b) na u¢innost vzhledem
k expresi ABCB1 u buné&nych liniich K562, DOX3 6 a DOXI. Buiky byly inkubovany
3 h ve standardnim riistovém médiu v ptitomnosti GDN nebo 17-AAG (0,3 a 1 pmol 17)
a v piitomnosti inhibitoru P-gp (0,1 umol I ZSQ). Po inkubaci byl GDN nebo 17-AAG
extrahovan 600 pl extrakéniho roztoku 4% (w/v) FA + 40% (v/v) MeOH/voda a analyzovan
pomoci LC-MS/MS. Zobrazena data byla ziskana ze 3 méfeni a uvedeny se smérodatnou
odchylkou. * - statisticky vyznamny rozdil po pusobeni latky GDN a 17-AAG mezi buitkami
K562 a DOX3_6/DOX1 (P<0,05).
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4.2.1.4Vliv geldanamycinu a tanespimycinu na citlivost rezistentnich bunéénych
linii

K zjisténi rozdila cytotoxicity GDN a 17-AAG byl pouzit MTT test. Standardni MTT
test vyhodnocuje jak bunécnou proliferaci, tak indukci apoptosy. Bunécné linie byly
inkubovany ve standardnim rdstovém médiu s pfitomnosti GDN a 17-AAG (100, 300,
1000, 3000 nmol I'Y). Cytotoxické teinky latek byly po 120 h vyhodnoceny. Kontrolni
bunéénou linii byla K562. K buitkam byl ptidan inhibitor ZSQ, ktery povrdil, Ze ziskana
rezistence je zpusobena ABCBL transportérem. Vysledkem bylo potvrzeno, ze vyssi
cytotoxicky u¢inek ma derivat 17-AAG (Tab. 2).

Tab. 2 Cytotoxické ucinky geldanamycinu a tanespimycinu vyjadiené jako hodnoty ICso
vypoctené z MTT testu.

Buiiky Geldanamycin 1Csp (nmol 1) Tanespimycin I1Cso (hmol I1)
K562 122,4+ 18,4 485+73
K562 + ZSQ 128,6 +£20,4 51,4 +£8,9
DOX3 6 1246,3 + 188,9 7142 +104,1
DOX3 6 +ZSQ 160,8 + 24,5 63,4 +10,2
DOX1 2950,3 + 455,5 1950,2 + 305,7
DOX + ZSQ 175,84 +27.8 68,1+ 13,2

Zobrazena data byla ziskana z 6 méfeni a uvedeny se smérodatnou odchylkou. ZSQ -
0,1 umol I zosuquidar.

4.3 Charakteristika nadorovych bunék multiformniho glioblastomu
Pro tuto studii byly pouzité tfi glioblastomové bunétné linie s rozdilnou genetickou
variabilitou. V Tab. 3 byl u kazdé linie popsan histologicky ptivod a mutace gend.
Informace o mutacich byly ziskany z literatury (American Type Culture Collection,
13. 4. 2019; Paul-Samojedny et al., 2014).
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Tab. 3 Panel s nadorovymi buiitkami multiformniho glioblastomu. Kazda bunééna linie
obsahuje histologicky ptvod a status genu (American Type Culture Collection, 13. 4. 2019;
Paul-Samojedny et al., 2014).

Nazev ATCC ® No. Histologie Status genu

ABCBL1 - neexprimovany
CDKN2A - mutace

i ) glioblastom, CDKN2C - mutace
U-87 MG HTB-14 astrocytom MGMT - sniZzena exprese
PTEN - mutace
TP53 - WT

ABCBL - neexprimovany
CDKN2A - mutace

multiformni CDKN2C - WT
T98G CRL-1690 glioblastom MGMT - zvysena exprese
PTEN - WT

TP53 - mutace
ABCB1- zvysena exprese
CDKN2A - mutace
. CDKN2C - WT
H4 HTB-148 neuroglioma MGMT - zvyZend exprese
PTEN - mutace
TP53 - WT

WT — z angl. Wild type (divoky typ)
4.4  Charakteristika bunec¢né linie H4

4.4.1 Analyza exprese P-glykoproteinu
Pomoci western blottu byla ovéfena exprese P-gp u bunécéné linie H4. Vysledky
ukazaly, Ze H4 mé zvysSenou expresi P-gp. Bunky H4 maji niZsi expresi P-gp nez bunky

DOX3_6. Bunééna linie DOX3 6 ma stredni expresi P-gp (Obr. 15).
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Obr. 15 Typicky wvysledek P-gp z western blottu (a). Denzitometrické kvantitativni
hodnoceni exprese P-gp pomoci myS$i monoklonalni protilatky u bunék H4 a DOX3 6 (stfedni
exprese P-gp) (b). Jako referen¢ni protein byl pouzit B-aktin. U exprese P-gp bufiky H4 byla
pridélena hodnota 1. Denzitometrické kvantitativni hodnoceni exprese proteini bylo provedeno
pomoci programu ImageJ. Stfedni chyba priméru byla vypocitana ze 3 replikatd. * - statisticky
vyznamny rozdil v expresi P-gp mezi bunikami H4 a DOX3_6 (P<0,05).

4.4.2 Stanoveni funkce P-glykoproteinu

U bunécné linie H4 byla potvrzena zvysena exprese P-gp. Substrat pro P-gp byl kalcein-

AM. U bunék H4 byla pozorovana snizena fluorescence kalceinu. U bunécné linie

cvwr

Po pfidani inhibitoru ZSQ (0,1 umol 1) byla fluorescence srovnatelna s kontrolni

bunécnou linii K562 (Obr. 16).
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Obr. 16 Stanoveni funkce P-gp u bunék K562, H4 a DOX3 6. K bunééné suspenzi byl pfidan
kalcein acetoxymethyl ester (0,25 umol 1? kalcein-AM) substrat pro P-gp. K buiikam,
inkubované s kalceinem-AM, byl také pfidan inhibitor zosuquidar (ZSQ; 0,1 pumol 1). Mé&feni
bylo provedeno na prutokovém cytometru. Vysledky jsou ziskdny ze 3 méfeni se smérodatnou
odchylkou. * - statisticky vyznamny rozdil po pfidani kalceinu-AM mezi bunkami K562
a H4/DOX3_6 (P<0,05).

4.5 Vliv geldanamycinu a tanespimycinu na proliferaci a viabilitu

U bunék glioblastomu

Testovaly se dva inhibitory HSPs GDN a jeho derivat 17-AAG na tfech bunéénych
liniich T98G, U87 a H4 po dobu péti dni. Pro srovnani byl pozorovan vliv pouzivaného
lé¢iva TMZ a inhibitoru LMB. Ke stanoveni bun&cné proliferace a viability byl pouZit
standardni MTT test. Bunétné linie T98G a U87 neexprimovaly zadny Iékovy
transportér, nicmén¢ H4 exprimovala ABCB1 transportér. Proto u bunééné linie H4 byl
pfidan inhibitor 0,1 pmol I1 ZSQ. Podle odekavani nase vysledky ukézaly
u vSech liniich, ze GDN a 17-AAG mély mnohem vyssi cytotoxicky ucinek, pficemz
derivat 17-AAG byl jesté silngjsi nez GDN (Tab. 4). U vSech bunécnych liniich
oSettenych TMZ, LMB a jejich kombinaci nebyl pozorovan vyrazny efekt. U bunécné
linie H4 byla naméfena nejvyssi hodnota ICsp GDN a 17-AAG z divodu zvySené
exprese ABCB1. Po pfidani inhibitoru ZSQ doslo ke zvySeni cytotoxického ucinku.
Rozdil cytotoxického u¢inku GDN u vSech bunécnych linii byl v tom, ze GDN
je transportovan s vyssi G¢innosti oproti 17-AAG.
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Tab. 4 Cytotoxické uc¢inky GDN, 17-AAG, TMZ, LMB a TMZ + LMB vyjadiené jako hodnoty

ICso vypoctené z MTT testu.
. Lo . . Temozolomid
. Geldanamycin Tanespimycin ~ Temozolomid  Lomeguatrib :

Buiky o (nmol 1Y) 1Cs (nmol 1Y) 1Cs (umol 1Y) ICso (umol 1) Someguatrib
ICso (umol I'9)

T98G 151,8 £ 23,7 241+3.2 >10 >10 >10

usg7 66,0 £8,9 20,3+28 >10 >10 >10

H4 626,2 + 98,5 26,2+ 3,9 >10 >10 >10

H4 + ZSQ 57,2+9,6 45+0,7 >10 >10 >10

Zobrazena data byla ziskana z 6 méfeni a uvedeny se smérodatnou odchylkou. ZSQ -

0,1 umol I zosuquidar.

4.6 Vliv geldanamycinu a tanespimycinu na analyzu

transmembranového potencialu u bunék glioblastomu

Ptedchazejici vysledky z MTT testu ukazaly zmény v proliferaci a viabilité. Vysledek

je ptesto nedostacujici, protoze test nedokaze upiesnit, jestli doslo k samotnému poklesu

proliferace ¢i viabilité, nebo jestli doslo soucasné ke dvéma jeviim. Proto byla vyuzita

dals$i metoda transmembranového mitochondrialniho potencidlu, kterd zjistila pocet

mrtvych a zivych bunék. Analyza vyuziva fluorescen¢ni barvivo TMRE. Fluorescence

aktivnich mitochondrii byla naméfena na pratokovém cytometru u bunécnych linii

T98G, U87 a H4. Pusobeni TMZ, LMB oproti GDN a 17-AAG vykazoval mirny ucinek

u bun€k T98G a H4. Bunétna linie U87 ma sniZzenou expresi MGMT, proto byly buiiky

citlivgjsi k TMZ. Vysledky dokazaly, Ze nejucinngjsi latkou byl derivat 17-AAG
u vsech bunéénych liniich (Obr. 17, 18 a 19).
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Obr. 17 Analyza transmembranového potencialu u bunék T98G po inkubaci s GDN, 17-AAG,
TMZ a LMB. Buiky byly kultivovany 120 h pfi 37 °C ve standardnim rdstovém
médiu s latkami GDN, 17-AAG, 1é¢ivy TMZ, LMB a méfeny na prutokovém cytometru. Bunky
T98G inkubované s GDN a 17-AAG (100, 300, 1000, 3000 nmol I*) (a), bufiky s piidavkem
10 umol 1t TMZ, LMB nebo kombinaci obou 1é¢iv (b). Stiedni chyba priméru byla vypoc&itana
z 6 replikatd. * - statisticky vyznamny rozdil u bunééné linie T98G neovlivnéné
chemoterapeutiky a po pasobeni latek GDN, 17-AAG, 1é¢iv TMZ a LMB (P<0,05). 17-AAG —
tanespimycin, GDN — geldanamycin, LMB — lomequatrib, TMZ — temozolomid.
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Obr. 18 Analyza transmembranového potencialu u buné€k U87 po inkubaci s GDN, 17-AAG,
TMZ a LMB. Bunky byly kultivovany 120 h pfi 37 °C ve standardnim rtstovém médiu
a méfeny na pratokovém cytometru. U87 inkubované s GDN a 17-AAG (100, 300, 1000, 3000
nmol 1Y) (a), bufiky s pfidavkem 10 umol I TMZ, LMB nebo kombinaci obou 1é¢iv (b). Stiedni
chyba priméru byla vypocitana z 6 replikatii. * - statisticky vyznamny rozdil u bunééné linie
U87 neovlivnéné chemoterapeutiky a po plsobeni latek GDN, 17-AAG, 1éciv TMZ a LMB

(P<0,05). 17-AAG - tanespimycin, GDN - geldanamycin, LMB - lomequatrib, TMZ -
temozolomid.
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Obr. 19 Analyza transmembranového potencialu u bunék H4 po inkubaci s GDN, 17-AAG,
TMZ, LMB a v ptitomnosti inhibitoru P-gp (0,1 umol It ZSQ). Butiky byly kultivovany 120 h
pii 37 °C ve standardnim ristovém médiu a méfeny na prutokovém cytometru. H4
inkubované s GDN a 17-AAG (50, 100, 300, 1000 nmol I) (a), butiky s pfidavkem 10 pmol 1
TMZ, LMB nebo kombinaci obou 1é¢iv (b). Stfedni chyba praméru byla vypocitana
z 6 replikatd. * - statisticky vyznamny rozdil u bunécné linie H4 neovlivnéné chemoterapeutiky
a po pusobeni latek GDN, 17-AAG, 1é¢iv TMZ a LMB (P<0,05). 17-AAG — tanespimycin,
GDN - geldanamycin, LMB — lomequatrib, TMZ — temozolomid, ZSQ — zosuquidar.
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4.7  Vliv geldanamycinu a tanespimycinu na bunéc¢ny cyklus

a indukci apoptosy u bunék glioblastomu

Analyza bunécného cyklu byla provedena na pritokovém cytometru. Byly pouzity
tf1 bunécné linie T98G, U87 a H4 inkubovanych s GDN a 17-AAG ve srovnani s TMZ
a LMB. Typické histogramy ukazuje Obr. 20, 21 a 22. Vysledkem analyzy byly
graficky, Ciselné vyznacené apoptotické bunky, rozlozeni bunék v jednotlivych fazich
bunécného cyklu. Prvni pik je charakteristicky pro Gi fazi, nasleduje S faze a druhy pik
znaCi G2/M fazi. Byl zjistén vyrazné¢ mensi pocet apoptotickych bunék nez u analyzy
membranového mitochondridlniho potencialu, ktery zjistil vysoky pocet mrtvych bunék.

Primérné mnozstvi apoptotickych bunék ukazuje Obr. 23, 24 a 25. Apoptosa byla
pozorovana V subpopulaci bunék v Gi fazi. Vysledek TMZ v kombinaci s LMB
zpusobil i pii vysoké koncentraci 10 umol It velmi maly apoptoticky efekt. GDN mél
vyssi apoptoticky efekt nez TMZ s LMB. Zatimco derivat 17-AAG zpusobil velky
apoptoticky efekt uz pfi nanomolarni koncentraci. Piestoze je zjiSténa exprese P-gp
U buné&tné linie H4, rozdil mezi indukci apoptosy u bunck H4 a H4 s ZSQ byl maly.
Rozdil v G¢innosti GDN a derivatu 17-AAG byl maly.

Analyzou bunééného cyklu (Obr. 26) u bun¢k T98G nebyl sledovan zadny efekt.
Ptidavek TMZ nezplisobil zmény v bunécném cyklu, protoze mél zvySenou expresi
MGMT, mutaci TP53 a CDKN2. Po pisobeni GDN, 17-AAG, TMZ a TMZ
v kombinaci s LMB nebyly pozorovany signifikantni rozdily oproti kontrole.

U bunécné linie U87 byl pozorovan blok v G2/M fazi s vyjimkou LMB. U87 méla
snizenou expresi MGMT, proto TMZ a jeho kombinace s LMB meéla vliv
na zménu bunééného cyklu. Zminény efekt byl také pozorovan u bunék inkubovanych
s GDN a 17-AAG. Zptsobena akumulace bunék v G2/M fazi méla za nasledek snizeni
bunék v Go/G1 a byl pozorovan narist v S fazi.

U bunék H4 a H4 se ZSQ nebyly signifikantni rozdily mezi vysledky. Lé¢iva TMZ,
LMB a jejich kombinace neméla zadny efekt, z divodu vysoké exprese MGMT. Bunky
H4 mély neexprimovany TP53 gen. U bunécné linie nebyly pozorovany Zadné zmény,
kvili zvysené expresi ABCBL. Po pouziti inhibitoru ZSQ nebyl zaznamenan zadny

efekt.
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Obr. 20 Analyza bunééného cyklu u bunék T98G inkubovanych s GDN, 17-AAG, TMZ
a LMB. Buiniky T98G byly kultivovany 120 h pfi 37 °C ve standardnim rdstovém médiu,
obarveny propidium jodidem a méfeny na pratokovém cytometru. Kontrolni buiiky T98G (a),
butiky T98G s ptidavkem 300 nmol It GDN (b), 300 nmol It 17-AAG (c), 10 umol It TMZ (d),
10 pmol I LMB (e), 10 umol 1 TMZ + LMB (f). Na histogramu byla ¢&iseln& zobrazena
Cetnost apoptotickych bun€k. Na ose x byla zobrazena intenzita naméfené fluorescence
propidium jodidu, odpovidajici mnozstvi DNA v jadfe. Na ose y byla relativni Cetnost
bunék v jednotlivych fazich buné¢ného cyklu. 17-AAG — tanespimycin, GDN — geldanamycin,
LMB — lomequatrib, TMZ — temozolomid.
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Obr. 21 Analyza bunééného cyklu u bun¢k U87 inkubovanych s GDN, 17-AAG, TMZ a LMB.
Bunky U87 byly kultivovany 120 h pfi 37 °C ve standardnim rGstovém médiu, obarveny
propidium jodidem a méfeny na pratokovém cytometru. Kontrolni buiky U87 (a),
buriky U87 s ptidavkem 300 nmol I GDN (b), 300 nmol I* 17-AAG (c), 10 pmol It TMZ (d),
10 pmol I* LMB (e), 10 umol I TMZ + LMB (f). Na histogramu byla ¢&iseln& zobrazena
Cetnost apoptotickych bunék. Na ose x byla zobrazena intenzita naméfené
fluorescence propidium jodidu, odpovidajici mnozZstvi DNA v jadie. Na ose y byla relativni
cetnost bun¢k v jednotlivych fazich bunétného cyklu. 17-AAG — tanespimycin, GDN —
geldanamycin, LMB — lomequatrib, TMZ — temozolomid.
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Obr. 22 Analyza bunééného cyklu u bunék H4, H4 s ZSQ inkubovanych s GDN, 17-AAG,
TMZ, LMB a s inhibitorem 0,1 pmol I* ZSQ. Buiiky H4 byly kultivovany 120 h ve standardnim
rustovém médiu, obarveny Vindalovym roztokem a meéfeny na pritokovém cytometru.
Kontrolni buitky H4 (a), buiky H4 s piidavkem 300 nmol I* GDN (b), 300 nmol I 17-AAG
(c), 10 pmol 1"t TMZ (d), 10 pmol It LMB (g), 10 pmol It TMZ + LMB (f). Na histogramu byla
¢iselné zobrazena Cetnost apoptotickych bunék. Na ose X byla zobrazena intenzita naméiené
fluorescence propidium jodidu, odpovidajici mnozstvi DNA v jadfe. Na ose y byla relativni
cetnost bunek v jednotlivych fazich bunétného cyklu. 17-AAG — tanespimycin, GDN —
geldanamycin, LMB — lomequatrib, TMZ — temozolomid, ZSQ - zosuquidar.
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Obr. 23 Analyza bunééného cyklu u bunééné linie T98G inkubovanych s GDN, 17-AAG, TMZ
a LMB. Bunky byly kultivovany 120 h pti 37 °C ve standardnim rstovém médiu, nasledné byly
obarveny Vindalovym roztokem a méfeny na prutokovém cytometru. Buiky T98G
inkubované s GDN a 17-AAG (100, 300, 1000, 3000 nmol I*) (a), buiiky s ptidavkem
10 umol I TMZ, LMB nebo kombinaci obou 1é¢iv (b). Stiedni chyba priiméru byla vypo&itana
z 6 replikatd. * - statisticky vyznamny rozdil u bunééné linie T98G neovlivnéné
chemoterapeutiky a po pasobeni latek GDN, 17-AAG, léciv TMZ a LMB (P<0,05). 17-AAG —
tanespimycin, GDN — geldanamycin, LMB — lomequatrib, TMZ — temozolomid.
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Obr. 24 Analyza buné¢ného cyklu u bunééné linie U87 inkubovanych s GDN, 17-AAG, TMZ
a LMB. Bunky byly kultivovany 120 h pti 37 °C ve standardnim riistovém médiu, nasledné byly
obarveny Vindalovym roztokem a méfeny na pritokovém cytometru. Buiky US87
inkubované s GDN a 17-AAG (100, 300, 1000, 3000 nmol I*) (a), bufiky s pfidavkem
10 umol I TMZ, LMB nebo kombinaci obou 1é¢iv (b). Stfedni chyba priméru je vypocitana
z 6 replikatd. * - statisticky ~ vyznamny rozdil u bunééné linie U87 neovlivnéné
chemoterapeutiky a po pusobeni latek GDN, 17-AAG, 1é¢iv TMZ a LMB, (P<0,05). 17-AAG —
tanespimycin, GDN — geldanamycin, LMB — lomequatrib, TMZ — temozolomid.
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Obr. 25 Analyza bunétného cyklu u bunééné linie H4 a H4 s ZSQ inkubovanych s GDN, 17-
AAG, TMZ a LMB a s piidavkem 0,1 umol It ZSQ. Buiky byly kultivovany 120 h pfti 37 °C
ve standardnim rdstovém médiu, nasledn¢ byly obarveny Vindalovym roztokem
a méfeny na prutokovém cytometru. Bunky H4 inkubované s GDN a 17-AAG (50, 100, 300,
1000 nmol 1) (a), buriky s piidavkem 10 umol I TMZ, LMB nebo kombinaci obou 1é&iv (b).
Stfedni chyba primeéru je vypocitana z 6 replikatl. * - statisticky vyznamny rozdil u bunécné
linie H4 neovlivnéné chemoterapeutiky a po puisobeni latek GDN, 17-AAG, 1é¢iv TMZ a LMB
(P<0,05). 17-AAG - tanespimycin, GDN - geldanamycin, LMB - lomequatrib, TMZ -
temozolomid, ZSQ - zosuquidar.
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Obr. 26 Zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunétného cyklu. Byly pouzité bunécéné linie
T98G (a), U87 (b), H4 (c) a H4 s pfidavkem 0,1 pmol I* ZSQ (d) inkubovanych s GDN
(300 nmol I), 17-AAG (30, 100, 300 nmol 1Y), 10 TMZ (10 umol I), 10 LMB (10 umol I%),
10 TMZ + 10 LMB (10 umol IY). Buiky byly kultivovany 120 h pii 37 °C ve standardnim
rustovém médiu, nasledn¢ byly obarveny Vindalovym roztokem a méfeny na pritokovém
cytometru. Stiedni chyba priméru je vypocitana ze 3 replikatt. * - statisticky vyznamny rozdil
U bunécnych linii neovlivnénych chemoterapeutiky a po pusobeni latek GDN, 17-AAG, 1éciv
TMZ a LMB, (P<0,05). 17-AAG - tanespimycin, GDN — geldanamycin, LMB — lomequatrib,
TMZ — temozolomid, ZSQ — zosuquidar.
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4.8 Vliv geldanamycinu a tanespimycinu na morfologii jader

u bunék glioblastomu

Bunéény cyklus nedokaze odhalit veskeré apoptotické bunky. K ovéfeni, zda dochazi
K bunécné smrti apoptotickym mechanismem, byla u bunéc¢né linie H4 zkoumana
morfologie jader. Buiiky byly zafixovany v ethanolu, nasledn¢ obarveny propidium
jodidem. U bun¢k H4 byly pozorovany intaktni a bunky tvofici apoptoticka téliska
pomoci fluorescenéniho mikroskopu (Obr. 27). U bunécné linie H4 inkubované s GDN
a 17-AAG doslo k apoptose.

U bunécné linie H4 se prokazal vliv GDN a 17-AAG na morfologii a pocet
apoptotickych jader. Bunétné linie T98G a US87 se délaly naposledy (vysledky
neuvedeny). Buiky oSetieny 17-AAG vykazuji vysoké poéty apoptotickych bunék.
Ubunek H4 bylo sledovano mnozstvi apoptotickych jader, které byly pocitany
fluorescen¢nim mikroskopem. U bun&k H4 po inkubaci s 17-AAG (100 a 300 nmol 1)
bylo mikroskopem zjisténo az 90 % apoptotickych jader. Buné¢na linie H4 po oSetieni
GDN obsahovala 26 % (100 nmol 1Y) a 43 % (300 nmol I*) apoptotickych jader
(Obr. 28).

a)

10 pm

10 pm 10 uym

| —  —

Obr. 27 Typicky obrazek morfologie jader u bunétné linie H4 barvené propidium jodidem
pii 1000x zvétseni. Kontrolni neoSetiend buiika H4 (a), H4 po 120 h plsobeni 100 nmol 1*
geldanamycinu (b) a H4 po 120 h plisobeni 100 nmol I tanespimycinu. Velikost méfitka bylo
10 pum.
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Obr. 28 Analyza morfologie jader. Vliv latek geldanamycinu (GDN) a tanespimycinu (17-
AAG) na mnozstvi apoptotickych jader u bunééné linie H4. Bunky byly fixovany v ethanolu,
barveny propidium jodidem a pozorovany fluorescencnim mikroskopem pii 400x zvétsSeni.
U kazdého vzorku bylo vzdy pocitano 200 jader. Vysledky jsou ziskany ze 3 méfeni
se smérodatnou odchylkou. * - statisticky vyznamny rozdil u bunééné linie H4 neovlivnéné
chemoterapeutiky a po pisobeni latek GDN a 17-AAG (P<0,05).
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3) DISKUSE

V teoretické c¢asti diplomové prace byly popsany vlastnosti nadorové burky,
charakteristika HSPs a vyuziti jejich inhibitorGi jako potencialnich 1é¢iv. Dale byly
popsany mechanismy vzniku MDR. Posledni ¢ast prace se zabyva nadorovym
onemocnénim GBM. Soucasnou 1écbou GBM je chirurgicka resekce, ozafovani
a aplikace chemoterapeutik. Pokud nejsou pacienti s diagnozou GBM 1é¢eni, umiraji
do tfi mésici. Po provedeni 1é¢by je u pacienti median pieziti prodlouzen piiblizné
na jeden rok (Krex et al., 2007; Bai et al., 2011). I ptes pokroky v cilené terapii
nedoslo k vyraznému zlepSeni 1é¢by, proto se stale hledaji dalsi alternativni 1écby
(viz. kapitola 4. 2).

V roce 2009 Stupp a jeho kolegové objevili nejdileZitéjsi prognosticky marker
pro 1é¢bu GBM, jednd se o methylovany promotor genu pro MGMT. U pacientt
s methylovanym promotorem MGMT byla pozorovana lepsi Uc¢innost chemoterapie
TMZ s radioterapii. Wang et al. (2013) zjistili vztah mezi mutaci TP53 a expresi
MGMT. Vysledky ukazaly, Ze nemutovany TP53 zvySuje citlivost bunck k TMZ.
V naSich experimentech jsme dokazali, Zze vyssi citlivost K TMZ maji buiky U87,
protoze maji nemutovany TP53 a snizenou expresi MGMT. U bun¢k T98G nemél TMZ
zadny efekt z divodu mutace v TP53 a zvySené exprese MGMT. Pokud bunky maji
mutovany TP53 a zaroven zvySenou expresi MGMT, jsou vétSinou k TMZ rezistentni.
Ackoliv bunécna linie H4 méla nemutovany TP53, ale méla zvySenou expresi MGMT,
byla tak rezistentni k TMZ (Hegi et al., 2005).

DalSim prognostickym faktorem u GBM je mutace genu
pro IDH1/2. IDH1/2 je soucasti Krebsova cyklu, katalyzuje oxidativni dekarboxylaci
isocitratu na o-ketoglutarat za soucCasné tvorby NADPH a CO,. Vznikly NADPH
je dalezity pro regeneraci GSH. Mutace IDH1/2 se castéji vyskytuje u sekundarnich
GBM s mutaci genu TP53, tim dochazi k diferenciaci gliomu. Pokud buinika obsahuje
mutaci v IDH1/2, ma vyssi citlivost vici TMZ. V soucasné dobé se vyuziva
jako prognosticky faktor po 1é¢bé GBM (Parsons et al., 2008; Sanson et al., 2009;
Karsy et al., 2015).

Jednim z problémi pifi 1écbé nadoru GBM je sniZeny transport vétSiny
chemoterapeutik pfes HEB do mozku. Bariéra obsahuje Iékové transportéry,
které vedou ke vzniku 1ékové rezistence. Zkoumanymi lékovymi transportéry u GBM
jsou ABCB1, ABCC1 a ABCG2 (zZhang et al., 2003). V diplomové praci jsme

72



se zaméfili na ABCBL transportér. Exprese a funkce P-gp byla ovéfena pomoci
prutokové cytometrie (Obr. 12 a 13). Podle analyzy LC-MS/MS jsme zjistili, ze GDN
je transportovan vyssi u¢innosti nez 17-AAG (Obr. 14). Z MTT testu byla stanovena
cytotoxicka ucinnost latek GDN a 17-AAG vzhledem k expresi ABCB1l. U bunék
DOX1 byla naméfena nejniz$i G¢innost latek, kvili vysoké expresi P-gp. Vysokou
ucinnost V nanomolarni koncentraci mél derivat 17-AAG u vSech bunécnych liniich
(Tab. 2).

Nadory GBM patii k méné ¢etnym nadorovym onemocnénim, obsahuji piiblizné
1 % vSech nadort (Gladson et al., 2010). Pii 1é¢bé GBM jsou hlavnim problémem
jednotlivé mutace gent, napt. methylace promotoru MGMT v bunéénych liniich, a tim
dochazi ke vzniku rezistence vuci podavanym chemoterapeutikim (Dunn et al., 2012).
V préaci jsme pouzili tfi glioblastomové bunééné linie s riznym genetickym pozadim
(Tab. 3). V dnesni dob¢ stale neexistuje zadny I€k, ktery by odpovidal na vSechny
mutace, a navic by jesté¢ musel prochazet HEB. Soucasna kombinovana 1é¢ba s TMZ
neni Gisp&na. Nase vysledky v in vitro testech ukazaly, Ze po pouziti TMZ (10 pumol I'%)
byla ucinnost 1é¢iva stalé nizka. U TMZ v kombinaci s inhibitorem LMB byl pozorovan
podobny efekt (Tab. 4).

Existuje nékolik sméru v 1é€bé GBM, ale zadny neni uspokojivy, my jsme
se zamétili na inhibitory HSPs GDN a 17-AAG. Latky bez ohledu na genetické pozadi,
expresi P-gp in vitro testech ukazuji vynikajici vysledky. Dulezité je, aby inhibitory
vibec ¢i slabé interagovaly s ABCBI1 transportérem v HEB. GDN je pouze
modelova latka, kvili cytotoxicit¢ se nepouzivd v klinickych testech. Proto byly
nasyntetizovany derivaty GDN s lep§imi farmakologickymi vlastnostmi (napt. 17-AAG,
17-DMAG, IP1-504). V nasich testech jsme vyuzili derivat 17-AAG. V soucasné dobé
se vyuziva pii 1é¢b¢ karcinomu prsu, prostaty, ledvin a melanomu (Wang et al., 2016).
Byl proveden standardni MTT test, analyza transmembranového mitochondrialniho
potencialu, bunééného cyklu a morfologie jader u bun¢k GBM.

Pfi analyzach bunééné linie H4 jsme zjistili zvySenou expresi ABCB1. Exprese P-gp
ovlivni cytotoxicky ucinek viici GDN a 17-AAG. U bun¢k H4 byla ovéfena exprese P-
gp pomoci western blottu. Exprese P-gp u bunécéné linie DOX3 6 byla pfiblizné
2,5x vyssi nez u bun¢k H4 (Obr. 15). Funkce u bunééné linie H4 byla porovnavana
s buitkami DOX3 6 a K562 (Obr. 16). U¢innost GDN a 17-AAG je vysoké i pres

zvysenou expresi P-gp.
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Vyhodnoceni MTT testu ukazalo, ze latky GDN a 17-AAG inhibuji proliferaci
a viabilitu u vSech bunéénych liniich (Tab. 4). MTT test je nedostacujici metoda,
protoze nedokaze odhadnout, zda je inhibovana proliferace nebo je proliferace snizena
na ukor viability nebo jestli maji vliv ob¢ slozky.

Dalsi metodou pro stanoveni viability bunék byla pouzita analyza
transmembranového mitochondrialniho potencialu. Z vysledkl je patrné, Ze pokles

v

proliferace jde na ukor indukce bunécné smrti. U vSech bun¢k byla nejucinngjsi latkou
17-AAG (Obr. 17-19).

Analyzou bunécného cyklu se zjisti pocet apoptotickych bunék (Obr. 20-25). Pomoci
histogramu bylo u bun¢k U87 zjisténo, ze GDN, 17-AAG i TMZ a TMZ + LMB
zpiisobi zastaveni bunééného cyklu v G2/M fazi. U ostatnich bunéénych linii H4 a T98G
nebyl zaznamenam zadny efekt (Obr. 26). K potvrzeni apoptosy, byla provedena
morfologie jader pomoci fluorescenéniho mikroskopu. U bunék byly potvrzeny
morfologické znaky apoptosy. Buika osSetiena s GDN nebo 17-AAG se rozpada a tvoii
apoptoticka téliska (Obr. 27 a 28).

Experimenty dokazuji, ze 17-AAG ma nizs$i cytotoxicitu, vyS$i Uc€innost
Vv nanomolarni koncentraci a interakce s P-gp je niz§i nez GDN. Diky analyze
bunééného cyklu a stanoveni morfologie jader, bylo zjiSténo, Ze typ bunéfné smrti
je apoptoticky s morfologickymi a biochemickymi znaky. V in vitro testech 17-AAG

vykazuje skvélou ucinnost.
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ZAVER
V teoretické Casti této prace byly shrnuty vlastnosti nadorové buriky, charakteristika
HSPs a ucinek jejich inhibitort. V nasledujici ¢asti byly popsany mechanismy
vzniku 1ékové rezistence. Posledni ¢ast popisuje charakteristiku GBM a souc¢asnou
1écbu.
Transport a cytotoxicita obou inhibitort HSP90 zavisi na expresi P-gp.
Vyraznou rezistenci vi¢i obéma inhibitorim zprostfedkovava pouze velmi vysoka
exprese P-gp.
Struéné jsme charakterizovali bunééné linie T98G, U87 a H4. U bun¢k H4 jsme
zjistili zvysenou expresi P-gp.
MTT testem bylo dokazano, ze 17-AAG inhibuje proliferaci a viabilitu u bunék
glioblastomu v nanomolarnich koncentracich. GDN inhiboval proliferaci
aviabilita pti vyssich koncentracich nez 17-AAG. Buiky H4 byly pfiblizné
10x mén¢ citlivé ke GDN a piiblizné 5 az 6x méné citlivé k 17-AAG, i piesto byly
oba inhibitory vysoce cytotoxické a hodnoty ICso byly 626,2 nmol It pro GDN
a 26,2 nmol I* pro 17-AAG. Pozorovanou rezistenci bylo mozno revertovat aplikaci
inhibitort P-gp.
Pomoci meéfeni transmembrdanového mitochondidlniho potencidlu jsme zjistili,
Ze oba inhibitory indukuji bunécnou smrt v nanomoléarnich koncentracich.
Mikroskopicka analyza bunéfnych jader ukazala, Ze oba inhibitory indukuji
bunécnou smrt s morfologickymi rysy apoptosy.
Z histogramu bylo zjisténo, ze GDN, 17-AAG a TMZ zpusobuji blok v Go/M fazi
ubunék U87. U ostatnich glioblastomovych linii nebyl pozorovan zadny efekt
V bunécéném cyklu.
Utinek inhibitort HSP90 byl porovnan s 1é¢ivem TMZ a LMB. Cytotoxicita TMZ
byla velmi nizka, hodnoty ICso byly >10 umol It. Kombinace TMZ s inhibitorem
LMB mél také maly efekt.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

17-AAG
17-DMAG

4EBP1
ABC
AMT
Apaf-1
ATCC
BCRP, ABCG2
Cdk1
CDKN2A
CKI
CNS
CT
DMEM
DMSO
ECACC
ECM
EF2
EGFR
EMT
ERK
FasL
FasR
FGF
FTC
GBM
GDN
GDNF
GRB2
GSH
GSK3p

17-allylamino-17-demethoxygeldanamycin, tanespimycin

17-dimethylaminoethylamino-17-
demethoxygeldanamycin, alvespimycin
translation initiation factor 4E binding protein
ATP binding cassette transporters

adsorpce zprostfedkovana trancytézou
apoptotic protease activating factor 1
American Type Culture Collection

breast cancer rezistence protein
cyklin-dependentni kinasa 1

cyklin dependentni kinasovy inhibitor 2A
inhibitor cyklin dependentni kinasy
centralni nervova soustava

vypocetni tomografie

z angl. Dulbecco s modifed Eagle’s medium
dimethylsulfoxid

European Collection of Cell Cultures
extracelularni matrix

transkripcni faktor

receptor pro epidermalni rastovy faktor
epitelidlni-mesenchymalni ptechod

kinasa regulovana extracelularnim signalem
Fas ligant

Fas receptor

fibroblastovy rtistovy faktor

fumitremorgin C

multiformni glioblastom

geldanamycin

z angl. glial cell-derived neurotrophic factor
growth factor receptor-bound protein 2
redukovany glutathion

glykogen synthasa kinasa 3 3
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HEB

HIF

Hop

HSP

IDH1/2

IFN

IL-1a (6, 10)
IP1-504

IS

KO143

LMB

MAPK
MDM2
MDR
MDR1, ABCB1, P-gp
MEK

MET

MGMT
MHC

MLH1

MR

MRP1, ABCC1
MSH2
mTOR
mTORCL1 (2)
MTIC

MTT

NBDs
NF-xkB
NK
Nrf2
p53
PBS

hematoencefalicka bariéra

hypoxia inducible factor

z angl. HSP70-HSP90 organizing protein
proteiny teplotniho Soku

isocitrat dehydrogenasa

interferon

interleukin-1a (6, 10)

rataspimycin

Imunitni systém

derivat fumitremorginu C

lomeguatrib

mitogenem aktivovand protein kinasa
mouse double minute 2 homolog
mnohocetna 1ékova rezistence
P-glykoprotein

MAPK/ERK kinasa

mezenchymalni epitelidlni prechod
0°%-methylguanin-DNA-methyltrasferasa
hlavni histokompatibilni komplex

mutL homolog 1

magnetick4 rezonance

multidrug resistance protein 1

mutS protein homolog 2

mammalian target of rapamycin
mTORcomplex1 (2)
5-(3-dimethyl-I-triazenyl) imidazol-4-karboxamid
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl

bromid

tetrazolium

nukleotid vazajici domény

nuclear factor-kappaB

natural killer

nuclear factor-erythroid 2-related factor-2
nadorovy supresorovy transkripcni faktor

phosphate buffered saline
89



PDK-1 fosfatidylinositol-dependentni kinasa 1

PET pozitronova emisni tomografie

PI3K fosfatidylinositol (3,4,5) trisfosfat kinasa
PIP2 fosfatidylinositol-(4,5)-difosfat

PIP3 fosfatidylinositol-(3,4,5)-trifosfat

pRB retinoblastomovy protein

pS6K ribosomalni pp70S6k kinasa

PTEN fosfatasa a tensin homolog

RAF protoonkogen serin/threonin-protein kinasa
RAS Rat sarcoma

RHEB Ras homolog enriched in brain

RIPA pufr, z angl. radioimmunoprecipitation assay buffer
RMT receptorem zprostiedkovana transcytoza
ROS reaktive oxygen species

RPMI medium, z angl. roswell park memorial institute
RT radiacni terapie

RTK tyrosinkinasovy receptor

SH2 Src homology 2

SOS Son of Sevenless

TGF nadorovy rustovy faktor

TMDs transmembranové domény

T™™Z temozolomid

TNF-a tumor nekrotizujici faktor-a

TLR Toll-like receptory

TP53 tumor supresorovy gen

TRAIL-R2 TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor-R2
TSC1/2 nadorové supresorové geny

TSP-1 thrombospondin-1

VEGF vaskularni endotelialni ristovy faktor
WHO svétova zdravotnicka organizace

WT1 z angl. Wilms tumor 1

XP xeroderma pigmentosum

ZSQ zosuquidar
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