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Cesky

Tato diplomova prace se zabyva problematikou mnohocetné 1€ékové rezistence (MDR)

nadorovych bunék vici inhibitorim HSP90. Nadorové buiiky s MDR fenotypem vyka-

zuji snizenou senzitivitu proti 1éktim, které jsou strukturné a funkcné odlisné. V teoretické

casti diplomové prace jsou shrnuty klasické mechanismy mnohocetné 1ékové rezistence

se zaméfenim na ABC transportéry a proteiny tepelného Soku. V experimentalni Casti

byly ziskany rezistentni linie bunek vic¢i geldanamycinu, coz je specificky inhibitor

HSP90. Tyto rezistentni bunky byly dale charakterizovany a byly analyzovany mecha-

nismy jejich ziskané rezistence. Zaznamenali jsem, Ze rezistence bunék A549 vici gelda-

namycinu je pravdépodobné spjata se zvySenou expresi ABCC1, jednozna¢né dikazy pro

tento zaver ovSem nebyly ziskany. Lze vyloucit, ze by rezistence byla spojena se zvySe-

nou expresi ABCB1, ABCG2 nebo HSP90, HSP70, HSP27.
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Czech

This thesis deals with the issue of multidrug resistance (MDR) of tumor cells to HSP90

inhibitors. Tumor cells with an MDR phenotype show reduced sensitivity against drugs

that are structurally and functionally different. The theoretical part of the thesis summa-

rizes the classic mechanisms of multiple drug resistance with a focus on ABC transporters

and heat shock proteins. In the experimental part, cells resistant to geldanamycin, which

is a specific inhibitor of HSP90, were obtained. These resistant cells were further charac-

terized, and the mechanisms of their acquired resistance were analyzed. We note that the

resistance of A549 cells to geldanamycin is likely to be associated with increased expres-

sion of ABCCI, but unequivocal evidence for this conclusion has not been obtained. It

can be ruled out that resistance is associated with increased expression of ABCBI,

ABCG?2 or HSP90, HSP70, HSP27.
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1 UVOD

V poslednim desetileti byl proveden rozsahly vyzkum zaméteny na vyvoj specifickych
inhibitort proteint tepelného Soku (HSPs). Mezi nejslibnéjsi patii inhibitory HSP90, pro-
toze mohou inhibovat n€kolik onkogennich proteinti, na kterych zavisi preziti nadorovych
bunék (Lianos a kol., 2015). Specifickym inhibitorem HSP90 je geldanamycinu (GDN)),
ktery vykazuje silnou protinddorovou aktivitu u Siroké skaly rakovin (Fukuyo a kol.,
2010). V klinické praxi v§ak nemuze byt pouzivan z diivodu hepatotoxicity. Proto byly
vyvinuty analogy geldanamycinu, jako je naptiklad tanespimycin (17-AAG), ktery vyka-
zuje snizenou jaterni toxicitu bez ztraty ucinnosti (Pham a kol., 2009). Jiz pfi prvnich
studiich inhibitord HSP90 vsak byla identifikovana rezistence, ovliviyjici ti€innost gel-
danamycinu a jeho derivatd (Piper a Millson, 2011).

Rezistence existuje proti kazdému a¢innému protinadorovému Iéku a maze se vy-
vinout fadou mechanismi (Gillet a Gottesman, 2010). Lékova rezistence mize byt pfi-
tomna ihned pfi prvni chemoterapeutické 16€b€, pak mluvime o rezistenci primarni (pfi-
rozené). Pokud dojde k rozvoji rezistence u puvodné citlivych bun€k az v prubéhu 1écby,
jedna se o rezistenci sekundarni (ziskanou) (Wang a kol., 2019). Dale mohou nadorové
bunky vykazovat zkfizeny rezistentni fenotyp proti Iékiim, které jsou strukturné a funkéné
odlisné. V tomto pripadé se jedna o mnohocetnou lékovou rezistenci (MDR). I MDR
muize byt pfirozena nebo ji mohou nadorové buiiky ziskat béhem chemoterapie (Sara-
swathy a Gong, 2013). K rozvoji piirozené a ziskané rezistence vede mnoho mechanismu.
Mezi klasické mechanismy rezistence patii zvySena exprese ABC (ATP-binding cassette)
transportért, ktera vede k vyssimu efluxu 1é¢iva z nadorovych bunék, mutace molekular-
niho cile 1éCiva, deregulace bunécné smrti, naruSeni mechanismu opravy DNA atd. Dale
existuji zmény v nadorovych buiikach, které jsou spjaty s jejich zvysenou odolnosti, ale
nejsou popsany jako klasické mechanismy lékové rezistence. Do této skupiny byla zata-
zena zménéna exprese proteint tepelného Soku a senescence (Gottesman, 2002; Housman
a kol., 2014; Karthika a kol., 2022).

Tato diplomova prace je rozdélena na teoretickou a experimentalni ¢ast. V teore-
tické Casti byla vypracovana literarni reSerSe na téma lékové rezistence se zamérenim na
ABC transportéry a proteiny tepelného Soku. V experimentalni ¢asti jsme se ziskali rezi-
stentni linii bunék A549 vici geldanamycinu a tyto buiky jsme charakterizovali. V ne-
posledni fadé jsme se pokusili identifikovat mechanismus ziskané rezistence téchto bu-

v

nék.



2 CILE DIPLOMOVE PRACE

e Vypracovat literarni reSersi tykajici se mechanismi 1ékové rezistence se zaméfe-
nim na ABC transportéry a proteiny tepelného Soku.

e Ziskat a charakterizovat rezistentni linii nadorovych bunék vuéi inhibitorim
HSP90.

e Pokusit se identifikovat mechanismus rezistence k inhibitortim HSP90 u nadoro-

vych bunék.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Mnohocetna lékova rezistence nadorovych bunék

V poslednich nékolika desetiletich doslo k obrovskému pokroku v prevenci, detekci a
1écbé nadorového onemocnéni. Presto riziko, ze nadory ziskaji rezistenci na chemoterapii
zustava hlavni prekazkou uspésné 1écby raznych typa nadora (Saraswathy a Gong, 2013;
Wang a kol., 2019). Rezistence existuje proti kazdému tcinnému protinadorovému Iéku
a muze se vyvinout fadou mechanismi (Gillet a Gottesman, 2010).
1é¢bée, jedna se o tzv. pfirozenou (primarni) rezistenci. O ziskané (sekundarni) rezistenci
mluvime poté, co se puvodné citlivé buriky stavaji rezistentnimi az v prubéhu protinado-
rové lécby (Wang a kol., 2019). Déle mohou nadorové buiiky vykazovat zkiizeny rezis-
tentni fenotyp proti 1ékam, které jsou strukturné a/nebo funkcné odlisné. V tomto pripadé
se jedna o mnohocetnou lékovou rezistenci (MDR). I MDR miize byt pfirozena nebo ji
mohou nadorové buriky ziskat béhem chemoterapie (Saraswathy a Gong, 2013).
K rozvoji pfirozené a ziskané rezistence vede mnoho mechanismt. Mezi klasické

mechanismy rezistence patfi:

e zvySena exprese ABC (ATP-binding cassette) transportéri, ktera vede

k vy§§imu efluxu 1é¢iva z nadorovych bunek;

e mutace molekularniho cile 1é¢iva;

e deregulace bunécné smrti;

e naruSeni mechanismi opravy DNA;

e zvySena detoxikace 1éCiva,;

e mikroprostfedi nadoru;

e lysozomalni sekvestrace.
Dale existuji zmény v nadorovych burnikéch, které jsou spjaty s jejich zvySenou odolnosti,
ale nejsou popsany jako klasické mechanismy lékové rezistence. Do této skupiny byla
zatazena zménéna exprese proteina tepelného Soku (Heat shock proteins — HSPs) a sene-

scence (Gottesman, 2002; Housman a kol., 2014; Karthika a kol., 2022).



3.1.1 ZvySeny eflux lé¢iva — 1ékové transportéry

Nékolik bunécnych membranovych transportnich proteint je spojovano s rezistenci vici
bézn€ pouzivanym chemoterapeutikim (Holohan a kol., 2013). ZvySena exprese téchto
transportéril a s tim spojeny zvySeny eflux protinadorovych latek vede ke snizeni intrace-
lularni akumulace 1é¢iva (Wang a kol., 2019). Vyraznou roli zde hraje zeyména rodina
ATP-dependentnich transportérii, ktera se podili na transportu zivin a dalSich molekul
pfes membranu (Mansoori a kol., 2017).

Transportni proteiny ATP-vazebné kazety (ABC) jsou velkou nadrodinou mem-
branovych proteint obsahujici 48 clent (Gillet a Gottesman, 2010). Tfi transportéry z této
nadrodiny ABC jsou spojeny s mnohocetnou 1ékovou rezistenci. Konkrétné se jedna o
ABCBI1 (P-glykoprotein, MDR1), ABCC1 (MRP1) a ABCG2 (BCRP). Fyziologicky
tyto transportéry hraji dilezitou roli pfi ochrané tkani pifed endogennimi metabolity a to-
xickymi xenobiotiky (Sharom, 2008). Ackoliv exprese ABC lékovych transportérti v na-
dorovém onemocnéni byla spojena s rezistenci k protinadorovym ¢inidlim a Spatnou pro-
gnozou, pokusy inhibovat jejich aktivitu v klinickych studiich dosud nebylo tspésné

(Amawi a kol., 2019). ABC transportérim je vénovana podkapitola 3.2.

3.1.2 Mutace molekularniho cile 1é¢iva

Tradi¢ni chemoterapie zabiji nadorové buriky naruSenim rychlé bunécné proliferace a
mohou ovlivnit normalné délici se buriky. Na rozdil od cilené terapie, ktera muze bloko-
vat rast nadorovych bunék inhibici aktivity specifickych cilovych proteind, které se po-
dilejicich se na vyvoji nadoru. Cilené terapie jsou tedy selektivnéjsi a ucinnéjsi proti na-
dorovym burikam a méneé skodlivé pro normalni buriky. Muze se zde vSak vyvinout pro-
blém vyplyvajici ze zmény molekularniho cile 1éki (Wang a kol., 2019). Pokud u néj
dojde k mutaci nebo modifikaci na Grovni exprese, mohou tyto zmény vést k 1ékové re-
zistenci (Housman a kol., 2014; Mansoori a kol., 2017).

Naptiklad jednou z Iékovych rezistenci zpusobenych sekundarnimi mutacemi mo-
lekularniho cile je rezistence na imatinib u chronické myeloidni leukemie (CML). CML
je charakterizovana pfitomnosti Filadelfského chromozomu a vznikem fuzniho genu
BCR-ABL (Mansoori a kol., 2017). Gen BCR-ABL koduje tyrozinovou kindzu, ktera je
klicovou molekulou vedouci ke vzniku CML (Hehlman a kol., 2007). Imatinib je selek-
tivni inhibitor pro tyrozinovou kinazu. Bodové a posunové mutace v BCR-ABL vedou

ke zméné struktury tyrozin kindz a zabrariuji vazbé imatinibu. Objev mechanismi této



rezistence umoznil vyvoj druhé generace (dasatinib nebo niblotinib) a tieti generace (po-
natibib, bosutinib) BCR-ABL inhibitort, které mohou vazat vétSinu mutovanych forem
BCR-ABL (Ramos a Bentires-Alj, 2015).

Mezi dalsi priklady rezistence zptisobené mutaci molekularniho cile patfi rezistence
na inhibitory receptoru fibroblastového rustového faktoru (FGFR), protoonkogen Sar-
coma genu (SRC) nebo inhibitorim mitogenem aktivované proteinkinazy 1 (MEK1) (Ra-
mos a Bentires-Alj, 2015).

3.1.3 Deregulace bunécné smrti

Nadorové buriky maji Sirokou Skalu moznosti, jak omezit nebo obejit jednu z forem re-
gulované bunécné smrti — apoptozu. Apoptdza je jednim z hlavnich mechanismt bunécné
smrti v reakci na 1é¢bu nadorového onemocnéni. Zmény nachylnosti k apoptoze piispi-
vaji nejen k neoplastickému vyvoji, ale mohou také zvysit odolnost vic¢i konvencnim
protinadorovym latkam. Jednim z moznych mechanismu rezistence na cytotoxické anti-
neoplastické 1éky je zména exprese ¢lent rodiny B-bunécného lymfomu-2 (Bcl-2) (Kang
a Reynolds., 2009).

Jednou ze strategii, jak obejit apoptozu, je nadmérna exprese antiapoptotickych
proteint jako Bcl-2, Mcl-1. Dalsi moznosti je pak inaktivace proapoptotickych gent, jako
jsou mutace v genech kodujicich kaspazy, v proaptotickcyh Bcel-2 (napt. Bax). Tyto de-
fekty nejen podporuji rist nadoru, ale také Cini nadorové buiiky odolnym vuci terapii
(Rebucci, 2013). Protoze apoptoticka signalizace je vysledkem homeostazy Bcl-2 pro-
teind, jejich modifikace ovliviiuje odpovéd nadorovych bunék na chemoterapeutickou

1écbu (Lage, 2008).

3.1.4 NarusSeni mechanismu opravy DNA

Oprava DNA je d¢j, pfi kterém burika identifikuje a opravuje poSkozeni molekul DNA
(Zheng, 2017). Nejbézngjsi 1écba nadorového onemocnéni, véetné chemoterapie nebo ra-
dioterapie indukuje bunécnou smrt poSkozenim DNA (Li a kol., 2021). Buné¢né signalni
drahy se vyvinuly tak, aby zastavily bunéény cyklus po identifikaci poskozeni DNA a tim
poskytly burice Cas na jeho opravu. Pokud je poskozeni piilis rozsahle a oprava je neu-
plna, buiiky podstoupi apoptdézu. Vztah mezi zastavou bunééného cyklu a apoptdzou po
chemoterapii je vSak slozity a zavisi jak na pouzité chemoterapii, tak na molekularnim

fenotypu nadorové buiiky (Longley a Johnston, 2005).



Dulezitym proteinem zapojenym do chemorezistence je nadorovy supresor p53 (Ne-
ophytou a kol., 2021). Jeho signalizace je spousténa prostfednictvim nesc¢etnych bunéc-
nych udalosti od poskozeni DNA az po hypoxii a stres. Po aktivaci p53 ptsobi jako tran-
skripéni faktor a fidi transkripci genti zapojenych do opravy DNA, metabolismu, zasta-
veni bunécného cyklu, apoptdzy a starnuti (Hientz a kol., 2016; Neophytou a kol., 2021).
Mutace nebo delece genu TP53, ktery koduje protein p53, je pfitomna u témér 50 % lid-
skych nadort a primarn€ vedou k naruseni funkce nadorovych supresort (Wang a kol
2012). Po ztraté funk¢nosti pS3 mohou poskozené buriky proliferovat pfenosem mutaci

na dalSi generaci (Hientz a kol, 2016).

3.1.5 ZvySena detoxikace léciva

Zmeénéna exprese a aktivita enzymt metabolizujicich 1éky v nadorovych bunkach méni
metabolické a signalni drahy. To hraje zna¢nou roli v 1ékové rezistenci. Enzymy metabo-
lizujici 1éky byly Siroce rozdéleny do dvou kategorii — enzymy metabolizujici 1éky faze
I. a faze II. Mezi enzymy faze I. patii oxidazy, dehydrogenazy, deaminazy a hydrolazy.
Mezi enzymy II. faze patii glutathiontransferazy (GST), UDP-glukuronosyltransferazy
(UGT), sulfotransferazy (SULT), N-acetyltransferazy (NST). Enzymy faze II. generuji
ve vode rozpustné slouceniny konjugaci produktu reakci faze 1. popt. matetské slouce-
niny s kyselinu glukuronovou, sulfatem nebo glutathionem (Kaur a kol., 2020). Tyto kon-
jugaty pak mohou byt pfirozené eliminovany nebo odstranény pomoci pumpy zavislé na
ATP (Balendiar a kol., 2004).

Prikladem zvysené odolnosti viici 1éCivim v nadorovych burikach mize byt zvy-
Send exprese GST. Protoze zvySend exprese GST v kombinaci s vysokymi hladinami glu-
tathionu (GSH) muze zvySit rychlost a detoxikace chemoterapeutickych latek, a tim snizit
jejich ucinnost (Traverso a kol., 2013). Odolnost mohou enzymy GST zvySovat pifimo
detoxikaci protinadorového 1éciva nebo nepfimo inhibici drahy mitogenem aktivované
proteinkinazy (MAPK) v draze RAS-MAPK (Mansoori a kol., 2017). ZvySena detoxi-

kace 1éCiva a role glutathionu v ni je popsano v kapitole 3.3.

3.1.6 Mikroprostiredi nadoru
Nadorova hmota se sklada nejen z heterogenni populace nadorovych bunék, ale také
z riznych rezidentnich a infiltrujicich hostitelskych bunék, secernovanych faktort a pro-

teind extracelularni matrix, souhrnné znamych jako nadorové mikroprostiedi. Progrese



nadoru je silné€ ovlivnéna interakcemi nadorovych bunék s jejich prostfedim (Anderson a
Simon, 2021).

Vzhledem k tomu, Ze rychla a nekontrolovana proliferace nadort omezuje dostup-
nost kysliku, je hypoxie typickym rysem mikroprostiedi téméf u vSech solidnich nadord.
V reakci na hypoxii je st€Zejnim charakteristickym znakem zvySena exprese hypoxii in-
dukovatelného faktoru (HIF) (Jing a kol., 2019). HIF podporuji expresi vice nez 150
gend, jejichz produkty koordinuji adaptivni reakce. Hypoxické nadorové buriky je nad-
mérné exprimuji, aby zvysili preziti, aberantni angiogenezi a extrémni bunéCny rust
(Nejad a kol., 2021).

Vedle hypoxie patii k béznym charakteristikam solidnich nadort také zvysena
glykolyticka aktivita vedouci ke zvySené produkci a sekreci laktatu a H do nadorového
mikroprostfedi. Vrcholem zvySené glykolyzy spojené se Spatnou vaskularni perfuzi je
kysely extracelularni prostor (Wojtkowiak a kol., 2011). To vede k protonaci slab¢ bazic-
kych 1é¢iv, jako je doxorubicin, ¢imz se snizuje jejich pusobeni intracelularné (Alfarouk,

2016).

3.1.7 Lysozomalni sekvestrace

V literatufe je uvedeno, ze lysozomy prispivaji k rezistenci chemoterapeutickych ¢inidel
prostfednictvim mechanismu znamého jako lysozomalni sekvestrace. Je popsana jako
proces, pii kterém se hydrofobni slabé bazické slouceniny vysoce akumuluji v kyselych
lysozomech. Tyto latky diky své hydrofobni povaze volné prostupuji pres lysozomalni
membrany. Po setkani s kyselym prostfedim lumenu lysozomu se hydrofobni slou¢eniny
protonuji kvuli svym slabym bazickym vlastnostem. To vede k tomu, Ze jiZ nemohou
prochazet ptes lipidovou membranu lysozomu a dochazi tak k jejich vyrazné lysozomalni
akumulaci a kompartmentalizaci (Zhitomirsky a Assaraf, 2016).

Existuji vSak diikazy, ze koncentrace protinadorového léciva v cilenych mistech mize
byt vyznamné snizena lysozomalni sekvestraci pouze tehdy, jestlize je v dusledku rovno-
vahy soucasné snizena také jeho koncentrace extracelularné. Nenabita forma slabé bazic-
kého 1é¢iva volné difunduje pres bunécné membrany (Ruzickova a kol., 2019). Role ly-

sozomalni sekvestrace v rozvoji 1ékové rezistence je tak stale nejasna.



3.1.8 Zmény pusobici zvySenou odolnost nadorovych bunék

V nadorovych burikach existuji zmény, které mohou zvySovat odolnost vuc¢i chemotera-
pii, ale nejsou zafazeny mezi klasické mechanismy lékové rezistence. K t€émto zménam

patii zménéna exprese proteint tepelného Soku a senescence.

Zménéna exprese proteinu tepelného Soku

Proteiny tepelného Soku, zejména HSP27, HSP70 a HSP90, jsou exprimovany ve zvyse-
nych hladinach u fady nadord. Exprese HSPs se zda byt zasadni v mnoha charakteristic-
kych rysech malignich buné€k, vCetné nekontrolovatelného ristu, suprese nadoru, zvyse-
ného preziti bunék, angiogeneze a metastazovani (Calderwood, 2016). Jejich nadmérna
exprese byla pevné spojena s terapeutickou rezistenci. Konkrétné HSP90 by mél umoz-
fiovat dynamické zmény v nadorech a napomahat rychlému vyvoji novych fenotypt bu-
nék rezistentnich na 1écbu. HSPs tak mohou mit terapeutické dusledky a mohou byt cileny
specifickymi 1éCivy (Calderwood, 2016; Lianos a kol., 2015). Proteinim tepelného Soku
vénuji podkapitolu 3.3.

Senescence

Alternativni bunééna odpoveéd’, senescence, muze byt zahajena po vystaveni buriky endo-
gennim nebo exogennim stresovym signaliim a pasobit tak jako sebeochranny mechanis-
mus (Schmitt, 2007; Gordon a Nelson, 2012). Nadorové buitkky mohou podstoupit sene-
scenci také po vystaveni chemoterapeutickym ¢inidlim. Kromé suprese tumorigeneze
zustavaji senescentni buriky metabolicky aktivni. Senescence muze také prispivat k odol-
nosti vici cytotoxickym ucinkiim protinadorovych 1éCiv. Senescentni buriky jsou typicky
zvétSené a zplostélé. Kromé charakteristickych zmén v morfologii vykazuji se senescenci
spojenou aktivitu B-galaktosidazy (Gewirtz a kol., 2008). V literatuie byla senescence
popsana jako pravdépodobny nezadouci vysledek 1é¢by nadorového onemocnéni. Jedna
se zejména o ucinky sekretli senescentnich bunék, stejné jako jejich schopnost uniknout

ze zastavy bunécného cyklu a regenerovat onemocnéni (Carpenter a kol., 2021).



3.2 ABC transportéry
ABC transportéry jsou pojmenovany podle jejich charakteristickych ATP-vazebnych ka-

zetovych domén. Jsou to evoluéné konzervované proteiny, které typicky transportuji roz-
pustné latky pres bunéénou membranu. Funkcni jednotka ABC transportéru obsahuje dveé
transmembranové domény (TMD) a dvé nukleotidové ATP-vazebné domény (NBD)
(Szakacs a kol., 2006). Az na né€kolik vyjimek transportéry ABC pumpuji transportni
substraty proti chemickému gradientu, coz je proces, ktery vyzaduje hydrolyzu ATP, jako
hnaci silu (Wilkens, 2015).

Lidsky genom obsahuje 48 gent, které koduji transportéry ABC. Byly rozdéleny do
sedmi podrodin oznacenych A-G (Wilkens, 2015; Liu 2019). Tyto transportéry translo-
kuji rizné substraty, od chemoterapeutickych 1éka po pfirozené se vyskytujici biologické
slouCeniny, Casto proti jejich koncentracnimu gradientu. Ackoli nékolik ¢lent této rodiny
ma specializované funkce zahrnujici transport specifickych substrat, ukazuje se, ze fy-
ziologicka sit ABC transportéri ma klicovou roli v detoxikaci a ochrané pred xenobio-
tiky. Ochranou a detoxikacni roli odhaluje tkanova distribuce transportéra ABC, které
jsou vysoce exprimovany v dalezitych farmakologickych bariérach, jako je membrana
kartacového lemu stfevnich bunék, membrana zlucovych kanalk hepatocytl, luminalni
membrana v proximalnich tubulech ledvin a epitel, ktery pfispiva ke vzniku hematoence-

falické bariéry (Szakacs a kol., 2006; Fletcher a kol., 2016).

3.2.1 Obecna struktura ABC transportéru

Oznaceni ,,ABC-transporters” zavedl Higgins a tyka se spoleCnych strukturnich prvka
téchto proteint (Higgins, 1992). Nejvice charakteristickym rysem této proteinové rodiny
je vysoce konzervovana, piiblizné 215 aminokyselinova konsenzualni sekvence oznacena
jako ATP-vazebna kazeta (ABC) nebo nukleotidova vazebna doména (NBD). Doména
ABC obsahuje dva kratké peptidové motivy: Walker A — bohaty na glycin; hydrofobni
Walker B — motiv. Oba se podileji na vazbé ATP a jsou pritomny ve vSech proteinech
vazajicich nukleotidy. Tteti konsenzualni sekvence se nazyva ABC signatura a je jedi-
nec¢na pouze v ABC doménach. Spravného vyznamu terminu ABC-transportér je vSak
dosazeno, kdyz je protein obsahujici NBD navic spojen hydrofobni TMD ulozenou
v membrané, obvykle slozenou z alespori Sesti transmembranovych a-helixi (Lage,
2008). Funk¢ni jednotka ABC transportéru obsahuje dvé TMD a dvé NBD (Szakacs

a kol., 2006).



3.2.2 Mechanismus prenosu substratu

ABC transportéry umoziiuji eflux chemickych cinidel proti jejich koncentraénimu gradi-
entu, coz je proces, ktery vyzaduje hydrolyzu ATP jako hnaci silu (Obr. 1) (Wilkens,
2015).

Cyklus aktivniho transportu zacina vazbou substratu na vysoce afinitni strukturu tvo-
fenou dvéma TMD a NBD vazajici molekulu ATP. Vazebna mista pro ATP jsou na NBD
tvofena strukturnim piispévkem kazdého z monomera NBD. V disledku toho dochazi ke
konformacni zméné€ TMD bud’ z venku smérem dovnit (importér) nebo naopak (expor-
tér), coz umoziuje jednotkdm NBD tvofit dimer. Dimer NBD indukuje hlavni konfor-
macni zménu TMD, coz umoziiuje translokaci substratu pres plazmatickou membranu.
Hydrolyza ATP umoziiuje, aby se dimery NBD disociovaly a znovu vyvolaly konfor-
macni zménu TMD, coz ma za nasledek uvolnéni substratu. Poté probéhne posledni krok

obnoveni oteviené konformace NBD-dimeru (Ahmed a kol., 2021).

Otevirena konformace  Uzaviena konformace Uvolnéni susbtratu
Vné a
Uvniti * -
ATP
g B fi]

‘ Substrat

Obr. 1 Mechanismus pienosu substratu zndzornén schématicky. Aktivni transport zacina vazbou substratu
na TDM, ktera se nachazi v oteviené konformaci. Nasledn¢ dochdzi k navazani dvou molekul ATP,
k dimerizaci NBD a konformace pfenasece se uzavie. Dimer NBD indukuje hlavni konforma¢ni zménu na
TDM, coz zpusobi translokaci substratu. Hydrolyza ATP poté umozni disociaci dimeri NBD a znovu
indukuje konformacni zménu TDM. Poslednim krokem je obnoveni oteviené konformace pienaSece
(pfevzato a pielozeno od Ahmed a kol., 2021).
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3.2.3 ABC transportéry spojeny s mnohocetnou lékovou rezistenci

Tti transportéry zrodiny ABC; P-glykoprotein (ABCB1), MRPI (ABCC1) a BCRP
(ABCQG2) jsou spojovany s mnohocetnou lékovou rezistenci (Obr. 2). Fyziologicky tyto
transportéry hraji dalezitou roli pfi ochrané tkani pred toxickymi xenobiotiky a endogen-
nimi metabolity. Jejich pfitomnost je dokazana také v mnoha lidskych nadorech, kde se

podilet na rezistenci vii¢i chemoterapeutické 1écbé (Sharom, 2008).

ABCB1 TMD1 TMD?2
Vné
0 ¢ x ¢ € 00X D> X X X 000
000 ¢ X € X € %00t B X X X 000
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N
NBD1 NBD2
©
ABCC1 N TMDO TMDI TMD2
Vneé
000¢ > < x c OO0 c x ° X D> 000C x ¢ ° X D00
CO0¢ < x c OO0 £ 4 > 0oL b < DOO
Uvnitt
NBD1 NBD2
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ABCG2 TMD
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¢ X ¢ X © X poo
66t X € X b X Boo _
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NBD C

Obr. 2: Schematicky model ABC transportéru ABCB1, ABCC1, ABCG2 (pfevzato a pielozeno od Hu
akol., 2016).
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ABCB1
P-glykoprotein (P-gp) byl prvnim identifikovanym ABC transportérem. V roce 1976 byl
popsan v bunécnych liniich rezistentnich na kolchicin a popsan jako glykoprotein modu-
lujici permeabilitu 1éCiva (Juliano a Ling, 1976). O deset let pozd€ji se ukazalo, ze P-gp
je energeticky zavisla efluxni pumpa odpoveédna za snizenou akumulaci protinadorovych
1é¢iv (Chen a kol., 1986).

Lidsky P-gp je kodovan genem ABCBI. Jedna se o protein plazmatické membrany
s molekulovou hmotnosti 170 kDa. Je povazovan za nejlépe prostudovany transportér pro
eflux 1é¢iv (Liu, 2019). Je vysoce exprimovan ve stievni slizni¢ni membrané, epitelu pro-
ximalniho tubulu ledvin, v jatrech, placenté a luminalni hematoencefalické bariéte. Fyzi-
ologicky slouzi k ochrané proti xenobiotikim (Budge a kol., 2017).

P-gp transportuje nemodifikované neutralni nebo kladné nabité hydrofobni slou-
ceniny a bylo prokazano, ze odvadi Sirokou Skalu klinicky nepostradatelnych chemotera-
peutik proti nadorovému onemocnéni, vCetné taxolu, vinkristinu, etoposidu, daunorubi-

cinu, irinotekanu a mnoha dal§ich (Fletcher a kol., 2016).

ABCC1

ABCCI1 neboli Multidrug resistence-associated protein 1 (MRP1) je kédovan genem y).
Pavodné byl identifikovan jako mediator ziskané 1ékové rezistence v bunééné linii malo-
bunécného karcinomu plic, ktera byla rezistentni vici doxorubicinu (Cole a kol., 1992).
Molekulova hmotnost MRP1 je 190 kDa (Rosenberg a kol., 2001).

Je exprimovan témét ve vSech lidskych tkanich a transportuje Siroké spektrum sub-
strat, toxickych latek a konjugatt glutathionu, glukuronidu a sulfatu (Jiye a Jianting,
2011). Vedle toho je MPR1 schopen transportovat nekonjugovana léciva (Leslie a kol.,
2001). Je zodpovédny i1 za odCerpavani celé skaly protinadorovych latek, jako jsou vinka
alkaloidy, antracykliny, kamptoteciny a metotrexat (Wang a kol., 2019). I ptes relativné
nizky stupen identity aminokyselinové sekvence s ABCB1 (15 %) existuje vyznamny
prekryv mezi profilem rezistence ABCB1 a ABCC1 (Kathawala, 2015).

ABCG2

Dalsi dulezity ABC transportér, ktery je zapojen do 1ékové rezistence se nazyva Breast
cancer resistence protein (BCRP; ABCG2). Byl identifikovan v roce 1998 jako xenobio-
ticky transportér, ktery hraje hlavni roli ve fenotypu mnohocetné 1ékové rezistence lid-

skych bunék nadoru prsu (MCF-7) (Doyle a kol., 1998). Jeho rozmanita Skala substratt
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zahrnuje mnoho béznych chemoterapeutik, jako je imatinib, doxorubicin a mitoxantron.
Fyziologicky je ABCG2 vysoce exprimovan v oblastech, jako je hematoencefalicka ba-
riéra a gastrointestinalni trakt, kde se pfedpoklada, ze hraje roli v ochrané proti xenobio-
tikim (Stacy a kol., 2013).

Jedna se o prvni znamy ,,polovicni transportér s jednou TMD a jednou NBD (Katha-
wala a kol., 2015). Protoze pro hydrolyzu ATP a transport substratu jsou zapotiebi dvé
NBD, funkéni jednotkou ABCG je dimer, aby tvofil ,,plny transportér (Szakacs, 2006;
Dezi a kol., 2010).

3.2.4 [Inhibitory ABC transportéru

Objev, ze nadmérna exprese ABC transportéra v nadorovych bunkach zprostredkovava
rezistenci k protinadorovym lékim vedl ke zvySenému usili vyvinout terapie, které by
mohly tyto transportéry blokovat nebo inaktivovat (Kathawala a kol., 2015). M¢lo by se
jednat o netoxickou slouceninu, ktera by inhibovala relativni ABC transportér s vysokou
ucinnosti a specifitou. Tato sloucenina by vSak neméla nepiiznive ovlivitovat farmakoki-
netiku terapeutického 1é¢iva, které by bylo podano soucasné s ni k usmrceni samotné na-
dorové buiky (Falasca a kol., 2012). Nekolik takovychto sloucenin bylo testovano jak in
vitro, tak klinicky a niZe jsou uvedeny jako tii rizné generace inhibitora ABCB1.

V 80. letech minulého stoleti bylo identifikovano mnoho latek, které moduluji
transportéry P-gp, vCetné verapamilu, cyklosporinu A, tamoxifenu a nékolika antagonistti
kalmodulinu (Coley, 2010). Tyto latky, oznaované jako inhibitory prvni generace, jiz
byly pouzivany jako léky pro jiné indikace. I ptes jejich ucinnost v inhibici ABCB1-de-
pendentniho 1ékového efluxu in vitro, tyto inhibitory nedokézaly poskytnout pozitivni
ucinek v klinickych studiich (Falasca a kol., 2012). Jejich nizké vazebné afinity vyzado-
valy zvySeni davek, coz mélo za nasledek vysokou vyslednou toxicitu, ktera byla pro
organismus nepfijatelna (Nobili a kol.,2006; Coley, 2010).

Inhibitory druhé generace vcetné valspodaru, dexniguldipine, elakridaru jsou
slouceniny bez terapeutického vyuziti. Maji vyssi afinitu k P-gp nez slouceniny prvni ge-
nerace. Valspodar je analog cyklosporinu A, ale nemé jeho imunosupresivni uc¢inek a
muze byt pacientd podavan v pomérné vysokych davkach (Liu, 2019). Klinickou aplikaci
valspodaru v§ak omezuji jeho farmakokinetické interakce (Wang a kol., 2010). Prostted-
nictvim soucasné inhibice CYP3A4 (cytochrom P450 3A4) valsopodar interferoval s me-

tabolismem a eliminaci 1€¢iv, ¢imz zvySoval jejich expozici (Tamaki a kol., 2011).
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Inhibitory tfeti generace, jako elacridar, zosuquidar, tariquidar byly specialng vyvi-
nuty pro interakci s P-gp a ABCG2. Mezi témito inhibitory byl nejrozsahleji studovan
dualni inhibitor elecridar. V klinickych studiich vykazoval pozoruhodny reverzni u€inek
MDR s pouze minimalnimi vedlej§imi ucinky (Wang a kol., 2010). Zvraceni 1ékové re-
zistence elacridaru byla pozorovana jiz pfi nano molarni koncentraci a byla spojena se
zvySenou akumulaci protinadorového 1éciva v butikach (Coley, 2010). Zosuquidar, jako
inhibitor P-gp obnovuje citlivost na 1é¢iva a mize zvys$it cytotoxicitu antracyklinim (dau-

norubicinu, mitoxantronu) u akutni myeloidni leukémie (Tang a kol., 2008).
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3.3 Zvysena detoxikace l1éCiv piisobenim glutathionu
Glutathion je tripeptid, vychytava volné radikaly a ptisobi jako detoxikac¢ni ¢inidlo v buni-
kach. Jedna se o nejcastéji zvySeny metabolit detekovany v buiikach béhem oxida¢niho
stresu. Za fyziologickych podminek je redukovany glutathion (GSH) hlavni pfitomnou
formou glutathionu s koncentraci 10 az 100krat vy§si nez oxidované druhy (GSH disulfid
[GSSG]). P11 oxidativnim stresu je GSH po reakci s reaktivnimi formami kysliku (ROS)
konvertovan na GSSG peroxiddzami zavislymi na GSH (Bansal a Simon, 2018). GSH je
v burice Siroce distribuovan, ale vétsina (90 %) je ulozena v cytosolu. Zbyvajici frakce
GSH je pritomna v mitochondriich, jadfe a endoplazmatickém retikulu. V extracelular-
nim prostoru 1ze nalézt pouze nizké koncentrace GSH (Desideri a kol., 2019). V subce-
lularnich kompartmentech (v cytosolu, jadre, mitochondriich a peroxizomu) je udrzovano
vysoce redukéni prostiedi, aby bylo usnadnéno spravné skladani proteinti. Naproti tomu
endoplazmatické retikulum udrzuje vysoce oxidované prostiedi a zvySené hladiny GSSG.
To podporuje funkéni konformaci peptidd, zejména pro pridani disulfidovych vazeb do
vznikajicich sekrecnich a membranovych proteint (Bansal a Simon, 2018).

GSH zprostiedkovava burtice nekolik zivotné dulezitych roli, vedle jiz zmino-
vané antioxidace se jedna napiiklad o udrzovani redoxniho potencialu, modulace imu-
nitni odpovédi, detoxikace xenobiotik, bunécna proliferace, bunécné déleni a diferenci-

ace (Obr. 3) (Balendiran a kol., 2004; Bansal a Simon, 2018).

Antioxida¢ni ochrana

Detoxikace

@

\ Glutathion

' Post-translaéni
modifikace

Bunééné déleni
a proliferace

/
\(@)) SO0
Signalizace Syntéza proteind

Obr. 3: Glutathion ma fadu roli ve zdravych i nadorovych butikach (pfevzato a pielozeno od Kennedy
a kol., 2020).
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3.3.1 Detoxikace lé¢iv a glutathion S-transferaza

V 1ékové rezistenci hraje znacnou roli zménéna exprese a aktivita enzymi metabolizuji-
cich 1éky v nadorovych butikach. Dochazi u nich ke zméné metabolické a signalni drahy
(Kaur a kol., 2020). Enzymy metabolizujici léky jsou klasifikovany jako enzymy I. a II.
Féaze. Enzymy L. faze Casto katalyzuji oxidacni, redukéni a hydrolyzacni reakce. VétSina
enzymu II. faze katalyzuje konjugacni reakce: glutathion S-transferazy (GST), UDP-
glukuronosyltransferazy (UGT) nebo sulfotransferazy (SULT) (Iyanagi, 2007). Tyto en-
zymy katalyzuji konjugacni reakce xenobiotika s glutahionem, glukuronidem nebo sulfa-
tem (Joyce a kol., 2015).

Nadrodina enzymi znamych jako glutathion transferazy (GST) vyuziva glu-
tathion k obrané proti nejriznéjsim xenobiotikiim. Existuje Siroka skala funkci spojena
s témito enzymy, ale nejrelevantnéjsi z nich jsou pravé xenobiotické reakce. GST v nich
funguji jako detoxikacni enzymy II. faze a eliminuji rizné hydrofobni a elektrofilni slou-
Ceniny prostrednictvim GSH (Kennedy a kol., 2020). Konkrétné GST katalyzuje nukleo-
filni substituci za vzniku GSH konjugatu (Balendiar a kol., 2004). Vytvoreny konjugat
GSH-Iécivo je efluxovan z butiky prostiednictvim transportnich membranovych proteint
asociovanych s rezistenci (ABCC1). Exprese MRP1 je Casto zvySena v nadorovych buii-
kéach rezistentnich na léky spolu s GST (Bansal a Simon, 2018). ZvySena exprese GST
v kombinaci s vysokymi hladinami GSH muze zvysit rychlost a detoxikaci chemoterape-
utickych latek, a tak snizit jejich ¢innost (Traverso a kol., 2013). Odolnost vici 1éCivim
v nadorovych burikach mohou enzymy GST zvySovat pfimo detoxikaci protinadorového
1éciva nebo nepiimo inhibici dradhy mitogenem aktivované proteinkinazy (MAPK)

v draze RAS-MAPK (Mansoori a kol., 2017).

3.3.2 Role GSH u nadorového onemocnéni

Bylo prokazano, ze hladiny GSH jsou zvysené v fadé raznych lidskych nadorovych tka-
nich vc€etné kostni dien€, prsu, tlustého stfeva, hrtanu a plic. Role GSH u nadorového
onemocnéni je velmi komplexni a vyskytuje se zde urcity dualismus (Kalinina, 2020). Je
zdlrazinovan vyznam GSH pii eliminaci karcinogent a ochranu pred jejich toxickymi
vlivy. Na druhou stranu zvy§ené hladiny GSH jsou schopny chranit nadorové burky tim,
ze interferuji s cytotoxickym ucinkem mnoha protinadorovych 1éka (Balendiran a kol.,

2004).
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3.4 Proteiny tepelného Soku
Proteiny tepelného Soku (Heat shock proteins — HSPs) byly nejprve popsany v roce 1962

v bunikach Drosophily hydei jako genové produkty, jejichz exprese je indukovana teplem
(Ritossa, 1962). V dnesni dob¢ byl vyzkum pfesunut k pochopeni role HSPs jako mole-
kularnich chaperont. Interaguji s jinymi proteiny a tim minimalizuji pravdépodobnost, Ze
dojde k jejich nevhodnym interakcim. Rozpoznavaji proteiny, které jsou v nepiirozenych
konformacich, at’ uz kvuli stresu nebo v ptipad€, ze peptidy, které obsahuji jesté nebyly
plné syntetizovany, slozeny nebo lokalizovany do vhodného bunécného kompartementu
(Feder a Hofman, 1999). Navic HSPs pravdépodobné maji antiapoptotické vlastnosti a
jsou aktivné zapojeny do raznych procesu, jako je proliferace nadorovych bunék, invaze,
metastdzovani a bunécna smrt. Bylo popsano, ze tyto proteiny jsou vyznamné zvySeny u
mnoha lidskych nadort. Jejich nadmérma exprese byla pevné spojena s terapeutickou re-
zistenci a §patnym prezitim bunek. HSPs tak mohou mit dilezité terapeutické dusledky a
mohou byt cileny specifickymi 1éCivy (Lianos a kol., 2015). Také je diskutovano jejich
potencialni klinické vyuziti jako biomarkery pro diagnostiku nadoru nebo na hodnoceni
progrese onemocnéni (Wu a kol., 2017).

Podle velikosti byly proteiny tepelného Soku zatazeny do nasledujicich rodin:
malé HSP, HSP40, HSP60, HSP70, HSP9O0 a rodina velkych HSP (Wu a kol., 2017).

HSP27 je ¢lenem rodiny malych HSP a ptisobi jako ATP-zavisly chaperon. Uvadi
se, Ze tento protein byl poprvé charakterizovan jako proteinovy chaperon, ktery usnadriuje
opétovné skladani proteina poskozenych tepelnym Sokem (Kim a kol., 1998). Pokracujici
vyzkum HSP27 odhalil, Ze protein reaguje také napiiklad na oxidac¢ni a chemicky stres.
Béhem oxidacéniho stresu funguje HSP27 jako antioxidant, ktery snizuje hladiny reaktiv-
nich forem kysliku zvySenim hladin intracelularniho glutathionu a snizenim hladin intra-
celularniho zeleza. Za podminek chemického stresu funguje jako antiapoptotické ¢inidlo
interakci s mitochondrialné zavislymi i nezavislymi cestami apoptozy (Vidyasagar a kol.,
2012). Tento protein se nachazi zejména v cytosolu a ucastni se migrace bunék, architek-
tury cytoskeletu, bunééného rustu, diferenciace a progrese nadoru (Lianos a kol., 2015).
Vedle antiapoptotické aktivity byla u HSP27 popsana také aktivita antisenescencni (Sher-
man a Multhoff, 2007).

HSP40 (DNAJ) je rodina ko-chaperont. Lidsky genom koduje vice nez 41 ¢lena
rodiny HSP40, ktefi sidli intracelularné na riznych mistech. Navzdory jejich velkému

poctu, je o jejich fyziologickych rolich je znamo pouze malo. Bylo popsano zapojeni
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nékterych ¢lent této rodiny do riznych typa nadora (Mitra a kol., 2009). Studie odhalily
paraleln¢ vysokou expresi HSP40, HSP70 a HSP90 v nadorech mozku. Zda se, ze HSP90
a komplex HSP40-HSP70 ptsobi spolecné na posileni Akt drahy, ktera predstavuje zna-
mou a zasadni drahu pfeziti bunék. Kromé toho byla pozorovana zvysena exprese HSP40
také u nadoru plic (Lianos, 2015).

HSP60, pivodné nazyvan chaperonin, se nachazi hlavné v mitochondriich euka-
ryot, kde interaguje s HSP10 a HSP70 (Wu a kol., 2017). Ale byl detekovan i extramito-
chodrialné. HSP60 napomaha skladani mitochondrialnich proteind a usnadiiuje proteoly-
tickou degradaci chybné sloZzenych nebo denaturovanych proteinti zptisobem zavislym na
ATP (Li a kol., 2014). HSP60 je aktivné vyluCovan nadorovymi buitkami a hraje roli
v transformaci, podpofe angiogeneze a metastazovani (Wu a kol., 2017). Zda se, ze ma
potencial v oblastech diagnostiky, progndzy, prevence a 1écby riznych lidskych nadort,
veetné karcinomu jicnu, kolorektalniho karcinomu nebo glioblastomu (Li a kol., 2014).

HSP70 je zakladajicim ¢lenem vysoce konzervované rodiny molekularnich cha-
perontt HSP70, které se nachazeji v kazdé membranové organele buiiky (Sherman a kol.,
2015). Za normélnich podminek funguji HSP70 jako molekularni chaperony zavislé na
ATP, které napomahaji skladani nové syntetizovanych polypeptidl, sestavovani multi-
proteinovych komplexa a transportu proteint pes bunééné membrany (Jego a kol., 2013).
HSP70 se vaze na useky exponovanych hydrofobnich zbytkt neslozenych, chybné sloze-
nych proteinu a brani jejich agregaci (Murphy, 2013). HSP70 je nadmérné exprimovan u
vSech lidskych nadort. Bylo popsano, ze HSP70 kromé své molekularni chaperonové
funkce ma také specialni roli v apoptotické signalni transdukci (Sherman a kol., 2015).

Rodina HSP90 je pojmenovana podle nejlépe prostudovaného Clena této rodiny —
HSP90. Jedna se o evolu¢né konzervovany molekularni chaperon. Je zavisly na ATP,
ktery je nezbytny pro udrzeni, aktivaci nebo zrani Siroké Skaly proteind (znamé jako kli-
entské). Zprostiedkovava rizné zakladni bunécné procesy a funkce vcetné fizeni bunéc-
ného cyklu, pteziti buné€k, hormonalni signalizace a reakce na bunécny stres (Miyata a
kol., 2013). Klientské proteiny HSP90 zahrnuji mnoho onkogennich proteind, které se
podileji na proliferaci nadorovych bunék, preziti a angiogenezi, napt. pS3, Ber-Abl, Raf-
1, Akt, Erb2 a hypoxii indukovatelny faktor 1o, (HIF-1 o). HSP9O z téchto duvodu patii
k protinadorovym chemoterapeutickym cilam (Neckers a Percy, 2003; Miyata a kol.,
2013).

Rodina velkych HSP zahrnuje dva hlavni ¢leny: HSP110 (také znamy jako
HSP105), ktery je indukovan tepelnym Sokem a GRP170, ktery se nachazi
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v endoplazmatickém retikulu a je indukovan hlavné glukézovou deprivaci (Wu a kol.,
2017). Zvysena exprese HSP110 proptjcuje bunikam tepelnou toleranci a ze muze zabra-
nit agregaci denaturovanych proteina in vitro. GRP170 se vaze na proteiny v endo-
plazmatickém retikulu a zajiSt'uje jejich spravné skladani (Easton a kol., 2000). Tyto pro-
teiny jsou nyni studovany zejména v souvislosti s jejich funkci chranit nadorové buiky

pred lékovym a hypoxickym stresem (Chakafana a Shonhai, 2021).

3.4.1 Inhibice HSP90

Zajem o inhibici HSP90 prameni z jeho jedinecné role pii regulaci funkce a stability ros-
touciho pocCtu proteint, na kterych zavisi preziti nadorovych bunék. Mezi klientské pro-
teiny HSP9O patii také mnoho mutovanych nebo nadmémeé exprimovanych proteind,
které tidi proliferaci nadorovych bunék nebo umoziuyji jejich unik z apoptozy (Neckers a
Percy, 2003). To vysvétlyje, pro¢ inhibice HSP90 specifickymi inhibitory potlacuje pro-
liferaci a rast nadorovych bunék (Miyata a kol., 2013).

Trida antibiotik znamych jako benzochinonové ansamyciny a zejména gelda-
namycin se specificky vazala na HSP90, inhibovala asociaci chaperonu s proteinem v-

Src a vedla k pripadné destabilizaci proteinu (Whitesell a kol., 1994).

Geldanamycin

Geldanamycin byl prvni benzochinonové ansamycinové antibiotikum identifikované ze
Streptomyces hygroscopicus v roce 1970 (Obr. 4) (DeBoer a kol., 1970). Pavodné bylo
popsano, Ze pusobi jako inhibitor tyrozin kinazy, protoze blokoval aktivitu nékolika sig-
nalizaCnich kinaz. Ale dulezitéjsi je, ze geldanamycin vykazuje silnou protinadorovou
aktivitu u §iroké skaly nadort (Fukuyo a kol., 2010). Geldanamycin je specificky inhibi-
tor HSP90 (Schnaider a kol., 2000). Vaze se na N-koncové vazebné misto ATP, to vede
k inhibici aktivity ATPazy zavislé na HSP90, coz bylo prokazano na rentgenové krysta-
lové struktuie komplexu HSP90/GDN (Grenert a kol., 1997). Geldanamycin vykazuje
zavaznou hepatotoxicitu v terapeutickych davkach na zvifecich modelech a je také meta-
bolicky nestabilni a Spatné rozpustny ve vodé (Fukuyo a kol., 2010). Problém cytotoxi-
city byl vyfesen piipravou semisyntetickych derivati geldanamycinu 17-AAG (tanespi-
mycin) a 17-DMAG (alvespimycin) vytésnénim 17-methoxy skupiny vhodnym aminem

(Chackalamannil a kol., 2017).
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Obr. 4: Geldanamycin ((4E,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-8,14,19-Trimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-
3,20,22-trioxo-2-azabicyklo[16.3.1]dokosa-1(21),4,10,18-tetraene-9,13-diyl dikarmabat).

Tanespimycin (17-AAG)

Synteticky analog geldanamycinu (17-allylamin-17-demethoxigeldanamycin, 17-AAG)
se stejné jako jeho matetska sloucenina vaze na HSP90 a destabilizuje jeho klientské pro-
teiny v nadorovych bunikach (Obr. 5) (Dimopoulos, 2011). Bylo zjisténo, ze tento derivat
ma vyrazné zlepSeny profil toxicity (Erlichman, 2009). Vykazoval dobrou aktivitu a se-
lektivitu v preklinickych mySich modelech a postoupil do prvni faze studie na lidech
(Singh a kol., 2010). Byl testovan pro stanoveni davky a ve farmakokinetickych studiich
u pacienttl se solidnim nadorem. Stejné€ jako ostatni analogy geladanymcinu se tanespi-
mycin Spatné rozpousti ve vodnych roztocich, coz vyzaduje uziti rozpoustédel jako je
dimethylsulfoxid (DMSO). Pravé pouziti DMSO byly pfipisovany nékteré nezadouci
ucinky tanespymicinu (Dimopoulos, 2011). V poslednich letech pokrok v nosi¢ich na

bazi nanomateriala vedl k prekonani téchto prekazek (Talaei, 2018).
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Obr. 5: Tanespimycin ([(3S, 55, 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]docosa-8,12,14,18,21-pen-
taen-10-yl]karbamat))
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3.5 Uvod experimentalni &4sti

V poslednim desetileti byl proveden rozsahly vyzkum zaméteny na vyvoj specifickych
inhibitort HSP. Mezi nejslibnéjsi patfi inhibitory HSP90, protoze mohou inhibovat né-
kolik onkogennich proteint, na kterych zavisi preziti nadorovych bunék (Lianos a kol.,
2015). Cileni na HSP90 by mohlo vést k sou¢asnému naruSeni mnoha drah onkogenniho
prenosu signalu (Jego a kol., 2013). Specifickym inhibitorem HSP90 je geldanamycin,
ktery vykazuje silnou protinddorovou aktivitu u Siroké skaly rakovin (Fukuyo a kol.,
2010). V klinické praxi vS§ak nemuze byt pouzivan z divodu hepatotoxicity a Spatné roz-
pustnosti ve vode. Proto byly vyvinuty dva analogy geldanamycinu: 17-(allylamino)-17-
demethoxygeldanamycin (17-AAG) a 17-(2-dimethylaminoethyl)amino-17-demethoxy-
geldanamycin (17-DMAG). Tyto derivaty vykazuji snizenou jaterni toxicitu bez ztraty
ucinnosti, ale Spatna rozpustnost ve vodé u nich zustava (Pham a kol., 2009).

Jiz pfti prvnich studiich inhibitort HSP90 byla identifikovana rezistence, ovliviiu-
jici ucinnost geldanamycinu a jeho derivata (Piper a Millson, 2011). S rezistenci vici
geldanamycinu a jeho derivatim jsou spojovany membranové ABC transportéry. Nezbyt-
nym piedpokladem pro ucinek jakéhokoli protinadorového léku je jeho dostatecna intra-
celularni akumulace (Huang a kol., 2007). ZvySena exprese ABC transportéra vede k
vys§simu efluxu 1éciva z nadorovych bunék a ke snizeni jeho akumulace intracelularné
(Gottesman a kol., 2002).

Obecné jsou s rozvojem rezistence vuci geldanamycinu a jeho derivatim jsou spo-
jovany zejména ABC transportéry ABCB1 (P-gp) a ABCC1 (MRP1). Pérez-Tomas
(2006) uvadi geldanamycin jako substrat ABCB1 transportéru. Huang a kol. (2007) po-
tvrzuji, ze geldanamycin patii k 1ékam, jejichz ucinek miaze byt ovlivnén mechanismem
mnohocetné 1ékové rezistence zprostiedkované ABCB1. Naopak Pham a kol. (2009) po-
tvrzuji, ze ABCCI muze fungovat jako efluxni pumpa pro GDN a jeho analogy. Stejny
autor také poskytuje dikaz, ze rezistence viici GDN byla spojena s funkci ABCC1. Z di-
vodu rozporuplnosti v téchto vysledcich jsme se pokusili ovéfit zapojeni ABC transpor-

térd ve vyvoji rezistenci vici geldanamycinu.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Material

4.1.1

Bunééna linie A549

Bunécna linie A549 byla ziskana z European Collection of Authenticated Cell Cultures

(ECACC), Velka Britanie. Jedna se o adenokarcinomové lidské alveolarni bazalni epite-

lialni buiiky a jsou adherentni. Poprvé byly ziskany v roce 1972 odstranénim a kultivaci

rakovinné plicni tkané z nadoru 58letého kavkazského muze (Giard a kol., 1973).

Tato bunécni linie byla kultivovana ve standardnim rastovém médiu RPMI-1640

a DMEM (v poméru 1:1), které bylo doplnéno o 10 % fetalni bovinni sérum (FBS), peni-

cilin a streptomycin (0,1 mg/ml). Buiiky byly pasazovany dvakrat tydné ve sterilnich pod-

minkéach laminarniho boxu a inkubovany v malych kultiva¢nich nadobach pii 37 °C a 5

% obsahu COx.

4.1.2

Chemikalie a roztoky

Ix fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS): 130 mmol/l NaCl; 10 mmol/l
NaH2POg; 2,7 mmol/l KCI; 18 mmol/l K,PO4; pH 7,4

DMEM rastové médium (VWR International, USA)

DMSO (dimethylsulfoxid) (Duchefa Biochemie, Nizozemsko)
Geldanamycin ((4E,8S,9S,10E,128S,13R,14S,16R) -8,14,19-Trimethoxy-
4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-azabicyklo[16.3.1]dokosa-
1(21),4,10,18-tetraene-9,13-diyl dikarmabat) (MedChemExpress, USA)
RPMI-1640 rastové médium (VWR International, USA)

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-azabi-
cyklo[16.3.1]docosa-8,12,14,18,21-pentaen-10-yl]karbamat)) (MedChe-
mExpress, USA)

Trypsin (Sigma-Aldrich, USA)

4.1.3 Pristroje

Analytické vahy ABS 120-4N (KERN, Némecko)
Analyzator po€tu buné€k a viability Vi-CELL XR (Beckman Coulter, USA)
Centrifuga BOEco M-240 (BioTech, Némecko)
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Centrifuga HERMLE Z 326 K (LaborTechnik, Némecko)

Digitalni vahy DENVER MXX 612 (Merci, Ceska republika)
Inkubator bunéénych kultur CelCulture (ESCO, USA)

Kvadrupoélovy hmotnostni spektrometr API 3200 (MDS SCIEX, Kanada)

Laminarni box MSC-Advantage (ThermoScientific, USA)
Magneticka michacka RCT basic IKAMAG (Vekron, Ceska republika)
Minicentrifuga myFuge™ (Benchmark Scientific, USA)
Minirotator Bio RS-24 (BioSan, LotySsko)

Prutokovy cytometr Cytomics FC 500 (Beckman Coulter, USA)
Spektrofotometr Epoch (BioTek, Nizozemsko)

Termoblok Bio-TDB 100 (BioSan, Loty$sko)

Vertikalni elektroforeticka komora MiniProtean-3 cell (BioRad, USA)

Vortex BioVortex V1 (BioSan, LotySsko)
Vysokoucinna kapalinova chromatogratie (HPLC) Ultimate 3000 (Germering, Némecko)
Wester blot systém Trans-Blot® Turbo™ (BioRad, USA)

Zdroj napéti PowePac HC (BioRad, USA)

4.2 Pouzité metody

4.2.1 Urdceni poctu zivych a mrtvych bunék

K urgeni poctu Zivych a mrtvych bunék byl pouzit piistroj Vi-CELL ™XR. Ten je scho-
pen urcit zivotaschopnost bunék, jejich pocet, velikost a koncentraci. Vyuziva k tomu
trypanovou modf, ktera pronikne pouze do mrtvych bunék s poskozenou cytoplazmatic-
kou membranou, naopak do buné€k zivych se nedostane. Pro méteni je potieba 600 pl
bunécné suspenze.

Pouzité roztoky a chemikalie:

e Trypanova modr (Sigma-Aldrich, USA)

4.2.2 Stanoveni bunécné proliferace a zivotaschopnosti

Pro stanoveni bunécné proliferace a zivotaschopnosti byl pouzit standardni MTT test.
Tento test je zalozen na pouziti tetrazoliového barviva 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-
difenyltetrazoliumbromid (MTT). Metabolicky aktivni buiiky mohou pomoci svych pro-
duktt dehydrogenaz redukovat zluté tetrazoliové barvivo MTT na nerozpustny formazan

fialové barvy. Formazan je z bunék extrahovan pomoci extrakéniho ¢inidla (96% ethanol
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okyseleny HCI). Vzniklé mnozstvi formazanu je pfimo tmérné poctu zivych bunek. Ne-
vyhodou MTT testu je, ze nerozliSuje mezi buitkami mrtvymi a t€mi, které prestaly pro-
liferovat.
Pti praci s adherentni bunécnou linii A549 byl ponechan 1 ml ristového média
v jamkové desce s narostlymi buitkami. K burikam bylo pfidano 100 pl MTT a byly in-
kubovany pii teploté 37 °C po dobu 45 minut. Poté bylo riistové médium odstranéno a
centrifugovano (5 min, 3000 rpm, laboratorni teplota). K buiikdm v jamkové desce bylo
pfidano 500 pl extrakéniho €inidla pro extrakci formazanu. Po centrifugaci byl ostranén
supernatant a k peletu bylo pridano extraké¢ni Cinidlo z jamkové desky. Vse bylo protie-
pano a opét vlozeno do centrifugy (5 min, 14 000 rpm, laboratorni teplota). Do pfipravené
96 jamkové desky bylo vlozeno 200 ul blanku (extrakéni Cinidlo) a stejné mnozstvi su-
pernatantu. Vytvoreny formazan byl detekovan spektrofotometricky pii 570 nm. Viabilita
testovanych vzorkt byla porovnavana se vzorkem kontrolnim (100 %). Jako kontrolni
vzorek byly pouzity butiky, které nebyly ovlivnény testovanou latkou.
Pouzité roztoky a chemikalie:
e Extrakéni ¢inidlo: 96 % (v/v) ethanol; 0,04 M HC1
e MTT roztok: Smg/ml 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5- difenyltetrazoliumbro-
mid 96 % (v/v), (Sigma-Aldrich, USA)

4.2.3 Analyza bunécéného cyklu

Prutokova cytometrie je metoda, ktera umoziuje analyzovat vlastnosti jednotlivych bu-
nek. Pii analyze buné¢ného cyklu byla tato metoda vyuzivana na odhad obsahu bunécné
DNA. Odhad je umoznén fluorescencnim barvenim (obvykle propidium jodid nebo
DAPI), které se interkaluje do bunécné DNA a tvoii stechiometrické komplexy. Pied
replikaci (v G1 fazi) maji buriky diploidni pocet chromozomi (2n). Pfi replikaci (v S fazi)
se pocet chromozomu zdvojnasobi. G2 faze pak obsahuje 4n chromozom?, stejné je tomu
1 na po¢atku mitozy (M faze). Pti barveni Vindelovym roztokem dochazi ke stépeni DNA
endonukleazami k extrakci DNA fragmentt.

Jeden mililitr bunécné suspenze byl centrifugovan (5 min, 2 500 rpm, laboratorni
teplota) a vznikly supernatant byl odstranén. Vytvoteny pelet byl rozpustén v 400 ul Vin-
delova roztoku a inkubovan ve tmé po dobu 30 minut. Néasledné byl vzorek hodnocen
prutokovou cytometrii pii 488/608 nm. Vysledny histogram piedstavuje podil bunék

v kazdé fazi bunécného cyklu.
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Pouzité roztoky a chemikalie:
e Vindelv roztok: 0,1 % (v/v) Triton X-100, 200 ul/ml RNaza A; 20 pg/ml pro-
pidium jodid; 1x PBS

4.2.4 Stanoveni poc¢tu zivych bunék pomoci TMRE

Fluorescencni barvivo TMRE (tetramethylrhodamin ethyl ester) se snadno dostava do
bunék a barvi aktivni mitochondrie na zdkladé membranového potencialu. Vyssi mira
fluorescence je detekovana u zivych bunék s polarizovanymi mitochondriemi. Naopak
snizena fluorescence bude u bunék apoptotickych a u bunek s nizkym membranovym po-
tencialem mitochondrii.

Od bunék v jamkové desce bylo odstranéno médium, buriky byly promyty v 1 ml
1xPBS a sklizeny pomoci 500 pl trypsinu. K butikam bylo zpét pfidano médium a 1 ml
suspenze s butikami byl pfenesen do cytometrické zkumavky. K 1 ml suspenze byl ptidan
1 ul 500 pM TMRE a inkubace probihala 15 minut pfi 37°C. Nasledné byl vzorek hod-

nocen pratokovou cytometrii pii 488/575 nm.

4.2.5 Extrakce glutathionu

Extrakci glutathionu z adherentni bunééné linie je dulezité provadét pii konfluenci 70-80
%. Pti vyssi konfluenci bunky zpomaluji sviij metabolismus, coz by mohlo zkreslovat
vysledky.

Petriho misky s narostlymi buiikami byly umistény na led. Bylo odstranéno ras-
tové médium a miska byla 2x promyta studenym 1x PBS (skladovano pfi teploté 4 °C).
K burikam byl ptidan 1 ml 5 % formiatu a byly tak ponechany na ledu po dobu 20 minut.
Poté byly vSechny burtiky sklizeny Skrabkou a centrifugovany (5 min, 15 000 rpm, 4 °C).
Precistény supernatant byl skladovan pii -20 °C. Nasledné kvantitativni stanoveni redu-
kovaného a oxidovaného glutathionu za pouziti HPLC-MS/MS bylo provadéno na Us-
tavu biologie Univerzity Palackého v Olomouci RNDr. Petrem Dolezelem.

Pouzité roztoky a chemikalie:

e [Extrakéni ¢inidlo: 5 % formiat v dH20

4.2.6 Stanoveni redukovaného a oxidovaného glutathionu

Kvantitativni stanoveni redukovaného (GSH) a oxidovaného (GSSG) glutathionu bylo

provedeno pomoci analytického systému vysokoucinné kapalinové chromatografie
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s hmotnostni detekci. Analyty byly separovany na chromatografické kolon¢ a nasledné
detekovany vysoce selektivnim hmotnostnim detektorem na principu rozdilnych moleku-
lovych hmotnosti, pro GSH = 307,1 g/mol a GSSG = 612,1 g/mol . Koncentrace byly
pocitany na zakladé€ linearni zavislosti kalibracni kiivky vyjadrené pomeérem velikosti

signalu detektoru vzhledem ke koncentraci analytu.

4.2.77 Bunécna extrakce proteinu

Z Petriho misek s narostlymi adherentnimi buiikami bylo odstranéno rastové médium.
K bunkam bylo pfidano 2 ml 1xPBS a buriky byly sklizeny Skrabkou. Ristové médium
s rozsuspendovanymi buiikami v 1xPBS bylo centrifugovano (5 minut, 1500 rpm, 4 °C).
Po centrifugaci jiz bylo pracovano s burikami na ledu. Po odstranéni supernatantu byly
ke vzniklému peletu pfidany 4 ml studeného 1x PBS (skladovano pfi 4 °C). Buiiky v ném
byly rozsuspendovany a znovu centrifugovany (5 minut, 1 500 rpm, 4 °C). V dalSim
kroku byl opét odebran supernatant a k peletu bylo ptfidano 200 ul lyzac¢niho pufru RIPA,
ktery obsahoval také inhibitory fosfataz a proteaz. Takto pfipraveny vzorek byl inkubo-
van po dobu 30 minut na ledu, béhem inkubace byl promichan. Extrakt byl v kone¢ném
kroku precistén centrifugaci (10 min, 16 000 rpm, 4 °C). Ptecistény extrakt byl skladovan
pti -20 °C.
Pouzité roztoky a chemikalie:
e RIPA pufr: 150 mM NaCl; 1 % NP-40 pufr; 50 mM TRIS; 50 mM NaF; SmM
EDTA,; S5SmM dekahydratpyrofosfatu sodného (NAPP); dH»0; pH 8 + inhibitory
fosfataz a proteaz (Roche), které byly ptidany k RIPA pufru tésné pred jeho pfi-

danim do vzorku

4.2.8 Stanoveni celkové koncentrace proteinu Bradfordovou metodou

Principem metody Bradfordové je adsorpcni vazba barviva Coomassie Briliant Blue G-
250 (CBB) na molekulu proteinu. Do 1 ml roztoku Bradfordové byl piidan 1 ul preciste-
ného bunécného lyzatu. Poté byl vzorek promichan a inkubovan pii laboratorni teploté
po dobu 10 minut. Dojde ke zméné barvy z hnédé do modré, a to po navazani proteinu na
CBB. Nasledn¢ bylo naneseno 200 pl vzorku do 96 jamkové desky spolu s 200 ul ¢inidla

Bradfordové jako blank. Absorbance byla méfena na spektroforometru pii 595 nm.
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Pouzité roztoky a chemikalie:
e Bradfordovo ¢inidlo: 50 mg/l Coomassie Briliant Blue G-250; 50 ml methanolu;
100 ml 85 % H3PO4; 850 ml dH»0

e Fetalni bovinni sérum bylo pouzito jako interni standard pro kalibraci

4.2.9 Separace proteinua, Western blot a vizualizace

Bunécné lyzaty byly nafedény vodou do vysledné koncentrace a byl pfidan 4x koncen-
trovany vzorkovy pufr (Laemmliho). Takto pfipravené vzorky byly denaturovany 5 minut
pfi teploté 95 °C, nasledné protiepany a kratce stoceny na stolni centrifuze.

Samotna separace elektroforézou SDS-PAGE probihalav 5 % SDS — polyakrylami-
dovém zaostfovacim gelu a 10 % SDS-polyakrylamidovém gelu separacnim. Jejich
tloustka byla 1 mm. Do jedné jamky bylo naneseno 35 ug proteint. Elektroforéza probi-
hala vzdy 30 minut pfi 80 V a nasledné vzdy 66 minut pii 120 V.

Separované proteiny byly pfeneseny na nitrocelul6zovu membranu pomoci metody
semi-dry Wester blot. Na kazetu pfistroje byl umistén blotovaci papir, na n¢j membrana,
ktera byla predem namocena do blotovaciho pufru, stejné jako blotovaci papir. Nasledné
byl na membranu umistén gel se separovanymi proteiny. Poté byl na gel umistén znovu
blotovaci papir a z takto pfipraveného vzorku byl valeCkem vytlaen zbytek blotovaciho
pufru. Kazeta byla uzamcena a vlozena do pfistroje. Na semi-dry blotu byl nastaven pro-
gram bud’ pro proteiny s vysokou nebo smiSenou molekulovou hmotnosti.

Nasledné byla membrana promyvana v 5 % blokovacim mléce na tfepacce. Poté
byla nanesena primarni monoklonalni protilatka, ktera byla naredéna v blokovacim mléce
v nasledujicich pomérech:

e ABCBI (P7965-2ML), mysi: fedéni 1:1000 (Sigma-Aldrich)

e ABCCI (D708N), kralici: fedéni 1:1000 (Cell Signaling Technology)

e ABCG2 (D5V2K), kralici: fedéni 1:1000 (Cell Signaling Technology)

e HSPOO, kralici: fedéni 1:1000 (Cell Signaling Technology)

e HSP70, kralici: fedéni 1:1000 (Cell Signaling Technology)

e HSP27 (D6W5V) kralici: fedéni 1:1000 (Cell Signaling Technology)

e GADPH (D16H11) XP(R), krali¢i: fedéni 1:2000 (Cell Signaling Technology)

Membrany s primarni protilatkou byly inkubovany ptes noc pii 4°C. Nasleduyjici
den byla membrana na tfepacce promyta 3x 10 min v roztoku 1x PBS + 0,1 % Tween 20.

Poté byla nafedéna sekundarni protilatka v blokovacim mléce v poméru 1:5000 (kralici),
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1:10 000 (mysi) a nanesena na membrany. Takto byla sekundarni protilatka znacena kie-
novou peroxidazou inkubovana 1 hod pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byly membrany
opét promyty 3x 10 min v 1x PBS + 0,1 % Tween 20.

Chemiluminiscencni detekce proteint byla provadéna ve fotokomote. Na nitro-
celulézovou membranu, na které byly pfeneseny proteiny, byl nanesen ECL (Enhanced
chemiluminescence) kit. Ten obsahuje substrat pro kifenovou peroxidazu, ktery se vaze
na sekundarni protilatku. Membrana byla takto inkubovana po dobu 5 minut. Nasledné
byl na membranu umistén fotograficky film, ktery je citlivy na svétlo a uzavien ve vyvo-
lavaci komurce. Thned po expozici byl film vyjmut z komurky, vloZzen do vyvojky, poté
do ustalovace, a nakonec omyt vodou. Takto vyvolany film byl naskenovan a byla ode-
Ctena relativni opticka hustota jednotlivych bandd, ktera byla vyhodnocena pomoci pro-
gramu Image J.

Pouzité roztoky a chemikalie:
e 10% APS: 1 g persiranu amonného bylo rozpusténo v 10 ml dH20
e 10 x Running pufr: 30 g TRIS; 145 g glycinu doplnéno do 1 1 dH20
e 1x PBS +0,1 % Tween 20 (1 1): 100 ml 10x PBS; 1 ml Tween 20; 900 ml dH>O
¢ 4x koncentrovany vzorkovy pufr (Laemmliho pufr): 8 % SDS; 0,250 mol/l TRIS

(pH 6,8); 0,2 % bromfenolova modf, 40 % glycerol; 0,75 mol/l dithiotreitol

(DTT); 8 % PB-merkaptoethanol

e 5% blokovaci mléko: 5 g suseného odtucnéného mléka bylo rozpusténov 100 ml

1x PBS + 0,1 % Tween 20

e Akrylamid (Biomedicals, USA)

e Blotovaci pufr: 100 ml Running pufru; 200 ml methanolu; 700 ml dH>O

e ECL (Enhanced chemiluminescence) kit: (GE HealthCare, UK)

e N, N, N, N'-tetramethylethylendiamin (TEMED) (Fluka, Svycarsko)

e Peroxiddazou (HRP) znacend praseci sekundarni polyklonalni protilatka proti kra-
li¢im imunoglobulinim (Dako, Némecko)

e Peroxiddzou znacena kralici polyklonalni sekundarni protilatka proti mySim imu-
noglobulinim (Invitrogen, USA)

e Standard molekulovych hmotnosti: Spectra Multicolor (Thermo Scientific, USA)

e TANK pufr: 100 ml Running pufru; 10 ml 10 % SDS; 900 ml dH20O

e Ustalovac: G150 (AGFA, Belgie)

e Vyvojka: G354 (AGFA, Belgie)
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5 VYSLEDKY
5.1 Charakterizace bunééné linie A549

Prvnim cilem mé diplomové prace bylo ziskat rezistentni linii nadorovych bunék k inhi-
bitorim HSP90. Byla ziskana rezistentni linie bunék A549 vici geldanamycinu, coz je
specificky inhibitor HSP90. Buiiky linie A549 byly dlouhodobé inkubovany s postupné
se zvySujicimi koncentracemi geldanamycinu. Nejprve byla stanovena poloviéni inhi-
bi¢ni koncentrace bunek A549 pomoci MTT testu. Hodnota ICso téchto bunék byla 16,1
+ 7,4 nM (Tab.1). Poté jsme citlivé parentalni buiky A549 oSetfili 10 nM geldanamyci-
nem. Tato koncentrace byla zvolena, protoze se blizi polovi¢ni inhibi¢ni koncentraci cit-
livych bunék A549. Proliferace takto oSetfenych bunék stagnovala po dobu dvou tydnu
a Cast populace bun¢k zemftela (Obr. 6). Proliferace se opét plné obnovila po jednom me-
sici. Protoze MTT test neni schopen rozlisit mezi zivymi burikami, které prestaly prolife-
rovat a mrtvymi bunkami, byla jejich zivotaschopnost méfena barvenim TMRE a prito-
kovou cytometrii. U bunék s 10 nM, 30 nM a ani s 60 nM koncentraci geladnamycinu
jsme nezaznamenali zvySeni rezistence bune€k, proto jsme koncentraci GDN zvysili az na
120 nM. Buriky oSetfené 120 nM koncentraci GDN jiz vykazovaly vyznamné zvySeni
rezistence oproti pavodni citlivé parentalni bunécné linii A549 (Obr. 7). Protoze prodlou-
zena kultivace s geldanamycinem zvySila hodnotu ICso a rezistenci téchto bunék, byly
povazovany za rezistentni, oznaceny jako A549 120GDN a pouzity pro dalsi analyzy.
Poté, co buriky A549 120GDN dal stabilné rostly po dobu 14 dnti, byly oSetfeny 250 nM
geldanamycinem. Znovu se opakoval trend zpomaleni proliferace a nésledné jeji opé-
tovné stabilizace po jednom mésici (Obr. 6). Doslo ke zvySeni hodnoty ICs a rezistence,
tyto buriky byly oznaceny jako rezistentni A549 250GDN. Stejnym zpusobem byly se-
lektovany buiiky A549 500GDN. Po ptidani 1000nM koncentrace geldanamycinu buii-
kam A549 S00GDN doslo opét po jednom mésici k plnému obnoveni proliferace, ale na-
sledn€ po dalSich 14 dnech tyto buiiky spontanné€ umiraly. I pres to byly dal$i analyzy
mechanisma rezistence provadény na liniich A549 120GDN, AS549 250 GDN,
A549 500GDN a A549 1000 GDN. ICso byla hodnocena s rostouci koncentraci gelda-
namycinu, konkrétné¢ 1000 nM, 2000 nM, 3000 nM, 4000 nM a to po 72 hodinach.
Stejnym zpusobem jsme se pokouseli selektovat také rezistentni linii bunék A549
vuéi tanespimycinu. Nejprve byla stanovena polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace citlivych
parentalnich bunék A549 pomoci MTT testu. Poté jsme vystavily buitkky A549 10 nM

koncentraci tanespimycinu, coz jsou koncentrace, které se blizi polovicni inhibi¢ni
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koncentraci citlivych bun¢k A549. Proliferace takto oSetfenych bunék stagnovala po dobu
dvou tydnl a cast populace bunék zemfela. Proliferace se opét plné obnovila po jednom
mesici. U bunék A549 s 10 nM, 20 nM a ani s 40 nM koncentraci tanespimycinu jsme
nezaznamenali zvySeni rezistence, proto jsme jeho koncentraci zvysili az na 80 nM. Tato

koncentrace vSak byla pro buiky opakované letalni. Pokus o selekci rezistentni linie

A549 vici tanespimycinu byl oznacen jako netspésny.

Tab. 1: Citlivost buné¢k na geldanamycin. Data pfedstavuji primérnou hodnotu £+ SD ziskanou ve dvou
nezavislych experimentech. Hodnota ICsy byla stanovena pomoci MTT testu. Statistické analyzy byly pro-

vedeny pomoci programu SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., USA).

Buné¢na linie ICs0 (nmol-1'")
A549 16,1+ 7.4
A549 120GDN 4227+ 285
A549 250GDN 492,6 + 27,5
A549 500GDN 793.7 + 96,5
A549 1000GDN 26409 + 1795
10 nM GDN 30 nM GDN
100 /
80
= 60
3
£ 40
>
20
0
1 15 29 43 57 71
Dny

Obr. 6: Typicky graf zmény proliferace po osetfeni citlivych bunck A549 10 nM a 30 nM geldanamyci-
nem. Doslo ke stagnaci bunééné proliferace v prvnich 14 dnech. Po mésici byla proliferace pln€ obno-
vena. Tento trend se opakoval u vsech selektovanych rezistentnich linii.
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Obr. 7: Utinek geldanamycinu na Zivotaschopnost bun¢k A549, A549 120GDN, A549 250GDN, A549
500GDN a A549 1000GDN. Buiiky byly inkubovéany s geldanamycinem po dobu 72 hodin. Zivotaschop-
nost bun¢k byla stanovena barvenim pomoci TMRE a analyzovana priitokovou cytometrii. Data ptedsta-
vuji prumérné hodnoty + SD ziskané ve tfech nezavislych experimentech. Statistické analyzy byly prove-
deny pomoci programu SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., USA). Statistickd vyznamnost byla stano-
vena Studentovym t-testem. Byla pouzita * pro vyznamny rozdil v Zivotaschopnosti bun¢k A549
120GDN, A549 250GDN, A549 500GDN a A549 1000GDN po oSetieni geldanamycinem, v porovnani

s parentalni linii A549 (p < 0,05).

5.1.1 Analyza bunééného cyklu
K prokazani vlivu geldanamycinu na bunéénych cyklus parentélni citlivych bunék A549
a rezistentnich linii A549 120GDN, A549 250 GDN, A549 500GDN, A549 1000GDN
byly buiky barveny Vindelovym roztokem a analyzovany na prutokovém cytometru. Po-
moci téchto vysledkt jsme provedli analyzu bunéénych cykla, abychom ziskali distribuci
zivych bunék v kazdé fazi bunécného cyklu

Doslo ke snizeni populace buné€k v G2/M a S féazi a zvysSeni poctu bun¢k v GO/G1
fazi u bunek A549 120GDN, A549 250 GDN, A549 500GDN i A549 1000 GDN ve srov-
nani s citlivymi buitkami A549 (Obr. 8). Signifikantni rozdil vii¢i kontrole byl pozorovan

u bunék nejvice rezistentnich, tedy A549 1000GDN.
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Obr. 8: Analyza bunécného cyklu bun¢k A549. Typicke histogramy a) citlivych bun¢k A549, b) bunck
A549 120GDN, c) bun¢k A549 250GDN, d) bunck A549 500GDN, e) bunck A549 1000GDN, f) kvanti-
tativni analyzy zivych bun¢k ve fazich buné¢ného cyklu. Builky byly barveny Vindelovym roztokem a
analyzovany pritokovou cytometrii. Data pfedstavuji primémé hodnoty = SD ziskané ve tiech nezavis-
Iych experimentech. Statistické analyzy byly provedeny pomoci programu SigmaPlot 11.0 (Systat Soft-
ware Inc., USA). Statistickd vyznamnost byla stanovena Studentovym t-testem. Byla pouzita * pro vy-
znamny rozdil v distribuci zivych bunck A549 1000GDN ve fazich bunééného cyklu, v porovnani

s parentalni linii A549 (p < 0,05).

5.1.2 Vliv geldanamycinu na morfologii bunék
Byl analyzovan vliv geldanamycinu na morfologii bunék A549 120GDN, A549 250
GDN, A549 500GDN i A549 1000GDN ve srovnani s citlivymi butikami A549 pod své-
telnym mikroskopem.

Zejména u nejvice rezistentnich bunék A549 1000GDN doslo k zvétSeni a zplos-

téni bunék (Obr. 9e).
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Obr. 9: Vliv geldanamycinu na morfologii bun¢k A549, A549 120GDN, A549 250 GDN, A549
500GDN i A549 1000 GDN ve srovnani s citlivymi butikami A549. Fotografie a) bun¢k A549. b) bunck
A549 120GDN. ¢) bun¢k A549 250GDN. d) bun¢k A549 S00GDN. e) bun¢k A549 1000GDN. Morfolo-
gic bunck byla hodnocena ve svételném mikroskopu s kamerou ve zvEétSeni 400x.

5.2 Mechanismy rezistence

Dalsim cilem mé diplomové prace bylo pokusit se identifikovat mechanismy rezistence
k inhibitorim HSP90 u nadorovych bunék. Konkrétné jsem se vénovala mechanismiim
zvySené exprese ABC transportéri a zménéné expresi proteinu tepelného Soku. Exprese
proteintl byla analyzovana metodou Western blot.

5.2.1 Exprese ABC transportériu

Byly studovany tii transportéry z rodiny ABC, které jsou dle literatury spojeny s mnoho-
cetnou Iékovou rezistenci: ABCB1, ABCG2 a ABCC1 (Sharom, 2008). McCollum a kol.
(2008) z casti pripisovali rezistenci bunék A549 vici geldanamycinu zvysSené expresi
ABCBI. U proteinu ABCG2 nezaznamenali zménu exprese a protein ABCC1 zde studo-
van nebyl. My jsme ABCCI studovali z divodu jeho zvySené neindukované exprese u
bunék A549 (dle NCI-60).

U prvnich dvou zmirniovanych transportéri — ABCB1 a ABCG2 nebyla zazname-
nana zadnd zména v expresi u bunék A549 120GDN, A549 250GDN, A549 500GDN,
A549 1000GDN ve srovnani s A549 (Obr. 10, Obr. 11). Byla pozorovéana zvysena ex-
prese ABCCI1 transportéru u bunék AS549 120GDN, A549 250GDN, ale u linii
A549 500GDN, A549 1000GDN se v porovnani s A549 250GDN exprese opét snizovala
(Obr. 12).
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Obr. 10: Utinek geldanamycinu na expresi ABCBI v buiikach A549. A549 120GDN, A549 250 GDN,
A549 500GDN i A549 1000 GDN. a) Typické obrazky Western blotu. GADPH byl1 pouzit jako kontrola
nanaseni proteinu. b) Kvantitativni denzitometrické hodnoceni exprese ABCBI. Jako kontrolni hodnota
bylo pouzito 100 % v citlivych bunikdch A549. Vyhodnoceni bylo provedeno v programu ImageJ. Data
piedstavuji prumérné hodnoty = SD ziskané ve tfech nezavislych experimentech. Statistické analyzy byly
provedeny pomoci programu SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., USA).
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Obr. 11: Utinek geldanamycinu na expresi ABCG2 v buiikach A549, A549 120GDN, A549 250 GDN,
A549 500GDN i A549 1000 GDN. a) Typické obrazky Western blotu. GADPH byl pouzit jako kontrola
nanaSeni proteinu. b) Kvantitativni denzitometrické hodnoceni exprese ABCG?2. Jako kontrolni hodnota
bylo pouzito 100 % v citlivych buiikkdich A549. Vyhodnoceni bylo provedeno v programu ImageJ. Data
predstavuji primérné hodnoty =+ SD ziskané ve tfech nezavislych experimentech. Statistické analyzy byly
provedeny pomoci programu SigmaPlot 11.0 (Systat Software, USA).
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Obr. 12: Utinek geldanamycinu na expresi ABCC1 v buiikach A549. A549 120GDN, A549 250 GDN,
A549 500GDN i A549 1000 GDN. a) Typické obrazky Western blotu. GADPH byl1 pouzit jako kontrola
nanaseni proteinu. b) Kvantitativni denzitometrické hodnoceni exprese ABCC1. Jako kontrolni hodnota
bylo pouzito 100 % v citlivych butikdch A549. Vyhodnoceni bylo provedeno v programu ImageJ. Data
piedstavuji prumérné hodnoty + SD ziskané ve tiech nezavislych experimentech. Statistické analyzy byly
provedeny pomoci programu SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., USA). Statistickd vyznamnost byla
stanovena Studentovym t-testem. Byla pouzita * pro vyznamny rozdil v expresi ABCCI1 u bunck A549
120GDN, A549 250 GDN, A549 500GDN i A549 1000 GDN, v porovnani s A549 (p < 0,05).

5.2.2 Vliv geldanamycinu na intracelularni koncentraci redukovaného a oxidova-
ného glutathionu

Dale jsme studovali intracelularni koncentraci redukovaného (GSH) a oxidovaného glu-
tathionu (GSSG). Ovérovali jsem, zda zvySend exprese ABCC1 vede ke zméné€ produkce
redukovaného glutathionu. A také, zda dochazi ke zméné intracelularni koncentrace glu-
tathionu oxidovaného. Z bunécné linie A549 a rezistentnich sublinii A549 120GDN,
A549 250 GDN, A549 500GDN byl glutathion extrahovan ze stejného poctu bunék
(700 000), které byly inkubovany v ristovém médiu pii teploté 37 °C a v atmosfére 5 %
CO.. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci HPLC-MS/MS na Ustavu biologie Lékaiské
fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

Bylo zjisténo, ze u bunék A549 S00GDN dochazi k signifikantnimu poklesu in-
tracelularni koncentrace GSH oproti buiitkam A549 (Obr. 13a). U oxidovaného glu-

tathionu nebyla zaznamenéana zmeéna jeho intracelularni koncentrace (Obr. 13b).
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Obr. 13: Vliv geldanamycinu na intracelularni koncentraci redukovaného (GSH) a oxidovaného glu-
tathionu (GSSG) u bun¢k A549, A549 120GDN, A549 250 GDN, A549 500GDN. a) Vliv geldanamycinu
na intracelularni koncentraci GSH. b) Vliv geldanamycinu na intracelularni obsah GSSG. Data piedsta-
vuji pruimérné hodnoty + SD ziskané ve tfech nezavislych experimentech. Statistické analyzy byly prove-
deny pomoci programu SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., USA). Statistickd vyznamnost byla stano-
vena Studentovym t-testem. Byla pouzita * pro vyznamny rozdil v intraceluldrni koncentraci GSH u bu-
n¢k A549 500GDN, v porovndni s parentdlni linii A549 (p < 0,05).

5.2.3 Exprese proteini tepelného Soku
V literatufe byla rezistence bunék vuci geldanamycinu u bunék A549 z Casti pripsana
zmeénéné expresi HSP27 spojené se zvySenou produkci glutathionu. Exprese HSP90 a
HSP70 zménéna nebyla (McCollum a kol., 2008). Proto byla dal$im studovanym mecha-
nismem rezistence vici geldanamycinu zménéna exprese proteina tepelného Soku (HSP).
A vénovali jsme pozornost zejména proteinum HSP90, HSP70 a HSP27. Exprese téchto
proteint byla studovana metodou Western blot.

U bunek A549 120GDN, A549 250GDN, A549 500GDN, A549 1000GDN nedo-

§lo ke zméné€ exprese ani u jednoho ze studovanych proteint tepelného Soku (HSP9O,
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HSP70, HSP27) (Obr. 14, Obr. 15, Obr. 16). Nalezena rezistence vuci geldanamycinu

nesouvisi se zmé€nénou expresi proteint tepelného Soku.
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Obr. 14: Uginek geldanamycinu na expresi HSP90 v butikdch A549, A549 120GDN, A549 250
GDN, A549 500GDN i A549 1000 GDN. a) Typické obrazky Western blotu. GADPH byl pouzit jako
kontrola nandsSeni proteinu. b) Kvantitativni denzitometrické hodnoceni exprese HSP90. Jako kon-
trolni hodnota bylo pouzito 100 % v citlivych buiikdich A549. Vyhodnoceni bylo provedeno v pro-
gramu Image]J. Data ptedstavuji primérné hodnoty + SD ziskané ve tfech nezavislych experimentech.
Statistické analyzy byly provedeny pomoci programu SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., USA).
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Obr. 15: Utinek geldanamycinu na expresi HSP70 v buiikach A549, A549 120GDN, A549 250 GDN,
A549 500GDN i A549 1000 GDN. a) Typické obrazky Western blotu. GADPH byl1 pouzit jako kontrola
nanaseni proteinu. b) Kvantitativni denzitometrické hodnoceni exprese HSP70. Jako kontrolni hodnota
bylo pouzito 100 % v citlivych butikdch A549. Vyhodnoceni bylo provedeno v programu ImageJ. Data
pfedstavuji primémné hodnoty + SD ziskané ve tiech nezavislych experimentech. Statistické analyzy byly
provedeny pomoci programu SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., USA).
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Obr. 16: Utinek geldanamycinu na expresi HSP27 v buiikach A549, A549 120GDN, A549 250 GDN,
A549 500GDN i A549 1000 GDN. a) Typické obrazky Western blotu. GADPH byl1 pouzit jako kontrola
nanaSeni proteinu. b) Kvantitativni denzitometrické hodnoceni exprese HSP27. Jako kontrolni hodnota
bylo pouzito 100 % v citlivych butikdch A549. Vyhodnoceni bylo provedeno v programu ImageJ. Data
piedstavuji prumérné hodnoty + SD ziskané ve tiech nezavislych experimentech. Statistické analyzy byly
provedeny pomoci programu SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., USA).

42



5.3 Charakterizace bunééné linie K562

Za cilem ziskat rezistentni linii nadorovych bunék vici inhibitoraim HSP90 byla testovana
také bunécna linie K562 s geldanamycinem (GDN) a jeho derivatem tanespimycinem
(17-AAG). Citliva parentalni linie K562 byla inkubovana s postupné se zvysujici kon-
centraci geldanamycinu nebo tanespimycinu. Nejprve byla stanovena polovicni inhibicni
koncentrace bun¢k K562 pomoci MTT testu pro ob€ zminéna 1é¢iva. Poté jsme vystavili
buriky K652 10 nM geldanamycinu a 10 nM tanespimycinu, coZ jsou koncentrace, které
se blizi polovi¢ni inhibi¢ni koncentraci citlivych bunék K562. Proliferace takto osSetie-
nych buné¢k stagnovala po dobu dvou tydnu a Cast populace bunék zemfela. Jejich proli-
ferace se plné obnovila po jednom meésici. U bun¢k K562 s 10 nM, 20 nM, 40 nM a ani s
80 nM koncentraci geldanamycinu jsme nezaznamenali zvySeni rezistence, proto jsem
koncentraci GDN zvySili az na 160 nM. Tato koncentrace vSak byla pro burky letalni.
Stejny postup jsme opakovali pro tanespimycin. U bun¢k K562 s 10 nM, 20 nM, 40 nM
a ani s 80 nM koncentraci tanespimycinu jsme nezaznamenali zvySeni rezistence, proto
jsem koncentraci 17-AAG zvysili az na 160 nM. Proliferace takto oSetfenych bun¢k ne-

byla obnovena a 160 nM koncentrace 17-AAG byla pro tyto buriky letalni.

43



6 Diskuse

V teoretické Casti diplomové prace byla vypracovana literarni reSerSe na téma mnoho-
cetné 1€kové rezistence. Byly zde uvedeny klasické mechanismy jejiho vzniku a stru¢né
charakterizovany. Déle zde byly popsany zmény v nadorovych buiikach, které ovliviiuji
jejich citlivost, ale nejsou zarazeny mezi klasické mechanismy rezistence. Podrobngji
byly rozepsany mechanismy, které byly dale analyzovany v experimentalni ¢asti: ABC
transportéry, role glutathionu v detoxikaci 1é¢iv a v neposledni fadé proteiny tepelného
Soku.

Prvnim cilem experimentalni casti mé diplomové prace bylo ziskat a charakteri-
zovat rezistentni linii nadorovych bunék vici inhibitorim HSP90. Za timto Gcelem byly
testovany buiiky A549 a K562. Pouzivanymi 1éCivy byly geldanamycin a jeho derivat
tanespimycin, coz jsou specifické inhibitory HSP90. Bunécné linie A549 a K562 byly
kultivovany se zvySujici se koncentraci geldanamycinu nebo tanespymicinu. Nepodaftilo
se ziskat rezistentni linii bunék K562 vici geldanamycinu ani tanespimycinu. A nebyla
uspésna ani selekce rezistentni linie A549 vici tanespimycinu. Podafilo se ziskat rezis-
tentni bunécné linie A549 120GDN, A549 250GDN, A549 500GDN, A549 1000GDN
vuci geldanamycinu. Tento vysledek byl prekvapivy, protoze geldanamycin vykazuje sil-
nou hepatotoxicitu (Fukuyo a kol., 2010). Na rozdil od jeho derivatu tanespimycinu, ktery
ma vyrazné zlepSeny profil toxicity (Erlichman, 2009). Nebyl objasnén diivod Gspesnosti
selekce rezistentni linie pouze u bunék A549, a to jen vici geldanamycinu.

Ziskané rezistentni linie A549 120GDN (ICso = 422,7 + 28,5), A549 250GDN
(ICs0 = 492,6 + 27,5), A549 SO0GDN (ICso = 793,7 + 96,5) a A540 1000GDN (ICso =
2640,9 £ 179,5) vykazovaly zvySeni rezistence pfiblizn€ 26krat, 30krat, SOkrat a 160krat
oproti parentalni linii A549 (ICso = 16,1 + 7,4) (Tab. 1). Linie A549 120GDN,
A549 250GDN, A549 500GDN vykazovaly stabilni rist v obdobi minimalné 6 meésict.
Vyjimkou byly buiiky A549 1000GDN, které¢ po obnoveni proliferace po jednom mésici
nasledné po dalSich 14 dnech spontanné umiraly. U téchto bunék doslo k zastaveni bu-
nécného cyklu v GO/G1 fazi (Obr. 8) a byla u nich zménéna také morfologie. Vysvétleni
zastaveni proliferace bunék A549 1000GDN miuZe byt, Ze pfechazely do senescence. Dal-
§im prvek pro dikaz senescence je aktivita B-galaktosidazy (Gewirtz a kol., 2008). Akti-
vita B-galaktosidazy testovana nebyla, proto otazka senescence u téchto bunek zlstava

otevrena.
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Dal§im cilem experimentalni cCasti bylo pokusit se identifikovat mechanismus
mnohocetné 1ékové rezistence nadorovych bunek vici inhibitorim HSP90. Mnohocetna
l1ékova rezistence (MDR) vici chemoterapii ziistava hlavni vyzvou v 1é¢bé nadorového
onemocnéni. Rezistence existuje proti kazdému ucinnému protinadorovému léku a muze
se vyvinout fadou mechanismu, véetné zvySeného efluxu l1éku, aktivace detoxikacnich
systému, aktivace mechanismua opravy DNA, vyhybani se apoptdze vyvolané 1ékem atd.
(Gottesman, 2002). Prvnim z mechanismu lékové rezistence, ktery jsme se pokusili iden-
tifikovat byla zvysena exprese ABC transportéri. Konkrétné ABCB1 (P-glykoprotein,
MDR1), ABCG2 (BCRP) a ABCC1 (MRP1) které jsou spojovany s mnohocetnou léko-
vou rezistenci (Sharom, 2008). Nezaznamenali jsme zvySenou expresi proteinu ABCB1
(Obr. 10). Coz je v rozporu s literaturou, protoze rezistence bunék A549 vuci geldanamy-
cinu byla z ¢asti pfipisovana pravé ABCB1 (McCollum, 2008). Huang a kol. (2007) také
potvrzuji, Zze geldanamycin patii k 1éktim, jejichz ucinek muze byt ovlivnén mechanis-
mem mnohocetné 1ékové rezistence zprostiedkované ABCB1. Pérez-Tomas (2006) uvadi
geldanamycinu jako substrat ABCB1 transportéru. DalSim studovanym proteinem, ktery
je spojovan s mnohocetnou Iékovou rezistenci je ABCG2. Jeho exprese nebyla zvySena
u bunék A549 120GDN, A549 250GDN, A549 500GDN ani u A549 1000GDN (Obr.
11). Také McCollum a kol. (2008) nezaznamenali zvySenou expresi toho transportéru u
bunek rezistentnich vi¢i geldanamycinu. Pastvova a kol. (2021) uvedli, Ze GDN a jeho
analog 17-AAG jsou slabym substratem ABCG2. V neposledni fadé byla analyzovana
exprese proteinu ABCC1. McCollum a kol. (2008) tento transportér nestudovali. Ale
z divodu zvysené bazalni exprese ABCC1 u bunék A549 (dle NCI-60), jsme se pokusili
overit, zda ABCCI nehraje roli také v rezistenci bunék A549 vici geldanamycinu. Za-
znamenali jsme zvySeni exprese ABCCl zejména u bunék A549 120GDN
a A549 250GDN. U bunék A549 500GDN a A549 1000GDN se exprese ABCC1 snizo-
vala (Obr. 12). Pham a kol. (2009) potvrzuji, z2 ABCCI1 muze fungovat jako efluxni
pumpa pro GDN a jeho analogy. Stejny autor také poskytuje dikaz, ze rezistence vuci
GDN byla spojena s funkci ABCC1. Roli ABCC1 v rezistenci vici geldanymcinu nemu-
zeme definitivné potvrdit, protoze nebylo testovano zvraceni rezistence pomoci inhibitoru
ABCCI.

Dale jsme ovéfovali, zda zvySena exprese ABCC1 vede ke zméné produkce redu-
kovaného glutathionu (GSH). A také, zda dochazi ke zméné intracelularni koncentrace
glutathionu oxidovaného (GSSG). Bylo zjisténo, ze u bunék A549 S00GDN dochazi k

signifikantnimu poklesu intracelularni koncentrace redukovaného glutathionu oproti
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burtkdm A549 (Obr. 13a). Snizena intracelularni koncentrace redukovaného glutathionu
by mohla byt spojena se zvysenou expresi ABCCI a s tim spojenou zvySenou funkci to-
hoto transportéru, ktera vede k odcerpavani GSH extracelularné. Toto tvrzeni vSak neni
podloZeno méfenim extracelularni hladiny redukovaného glutathionu. Dale mazeme kon-
statovat, ze zde nedochazelo k oxidativnimu stresu, protoze oxidovana forma glutathionu
nebyla zvySena (Obr. 13b).

Dal§im krokem identifikace mechanismu rezistence bunék AS549 rezistentnich
vuci geldanamycinu byla analyza exprese proteint tepelného Soku. Nejedna se o klasicky
mechanismus rezistence, ale zvySena exprese proteinu tepelného Soku je spojovana se
zvétSenou odolnosti nadorovych bunék vici chemoterapii (Lianos a kol., 2015). Kon-
krétn€ jsme se zaméfili na HSP90, HSP70 a HSP27. Prvnim studovanym proteinem byl
HSP90. Pouzivané 1é¢ivo geldanamycin je specificky inhibitor HSP90 (Schnaider a kol.,
2000). Nebyla pozorovana zvySena exprese HSP90 (Obr. 14). Tento vysledek je ve shodé
s McCollum a kol. (2008). V literatufe je popsano, ze inhibice HSP90 zpuisobuje silnou
indukci reakce tepelného Soku, ktera zvysuje bunécné hladiny chaperonit HSP27 a HSP70
(Piper a Millson, 2011). Ke zméné exprese vSak nedoslo u proteinu HSP70 (Obr. 15) a
ani u HSP27 (Obr. 16). McCollum a kol. (2000) uvadi, ze u buné€k rezistentnich na gel-
danamycinu nedoslo ke zvyseni exprese HSP70, ale HSP27 byl u téchto bunék upregulo-
van.

Zavérem lze fici, ze jsme neodhalili mechanismus, ktery je zodpovédny za ziska-
nou rezistenci u bunék A549 120GDN, A549 250GDN, A549 500GDN, A549 1000GDN
odolnych vici geldanamycinu. Mechanismus zvysené exprese ABCC1 naznacoval zapo-
jeni do rezistence vuci geldanamycinu. Chybi zde vSak definitivni potvrzeni pomoci inhi-
bitoru ABCC1, ktery by zvratil rezistenci té€chto rezistentnich bunék. Dle nasich vysledkt
vsak mizeme vyloucit, ze by rezistence bunék A549 vici geldanamycinu byla spojena se

zvySenou expresi ABCB1, ABCG2 nebo HSP90, HSP70, HSP27.
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7 Zavér

V teoretické Casti jsou shrnuty klasické mechanismy mnohocetné 1ékové rezis-
tence se zaméfenim na ABC transportéry a proteiny tepelného Soku.

Kultivaci parentalni senzitivni linie A549 v postupné se zvySujici koncentraci gel-
danamycinu byly ziskany rezistentni linie AS549 120GDN, A549 250GDN,
A549 500GDN, A549 1000GDN. Nepodaftilo se ziskat rezistentni linii bun¢k
A549 vici tanespimycinu. Nebyla uspésna ani selekce rezistentnich bunék K562
vuci geldanamycinu nebo tanespimycinu.

S postupné se zvysujici rezistenci bunék A549 vici geldanamycinu stoupala také
polovi¢ni inhibicni koncentrace téchto bunék. Rezistentni linie A549 120GDN,
A549 250GDN, A549 500GDN vykazovaly stabilni rist nejméné po dobu 6 mé-
sict. Buriky linie A549 1000GDN po 6 tydnech spontann€ umiraly.
Mechanismus rezistence bunék A549 120GDN, A549 250GDN, A549 500GDN,
A549 1000GDN vuci geldanamycinu je pravdépodobné spjat se zvySenou expresi
ABCC1, jednoznac¢né diikazy pro tento zaveér ovS§em nebyly ziskany.

Lze vyloucit, ze by rezistence byla spojena se zvysenou expresi ABCB1, ABCG2
nebo HSP90, HSP70, HSP27.

47



SEZNAM POUZITE LITERATURY

AHMED, Mohammed, Maite VERREAULT, Xavier DECLEVES a Ahmed IDBAIH,
2021. Chapter 9 - Role of multidrug resistance in glioblastoma chemoresistance: Focus
on ABC transporters. In: Ramasamy PAULMURUGAN a Tarik F. MASSOUD, ed.
Glioblastoma Resistance to Chemotherapy: Molecular Mechanisms and Innovative Re-
versal Strategies [online]. B.m.: Academic Press, Cancer Sensitizing Agents for Che-
motherapy, s. 243-261 [vid. 2023-01-04]. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-12-821567-
8.00025-7

ANDERSON, Nicole M. a M. Celeste SIMON, 2020. The tumor microenvironment.
Current biology: CB [online]. 30(16), R921-R925. ISSN 1879-0445. Dostupné
z: doi:10.1016/j.cub.2020.06.081

AMAWI, Haneen, Hong-May SIM, Amit K. TIWARI, Suresh V. AMBUDKAR a
Suneet SHUKLA, 2019. ABC Transporter-Mediated Multidrug-Resistant Cancer.

In: Xiaodong LIU a Guoyu PAN, ed. Drug Transporters in Drug Disposition, Effects
and Toxicity [online]. Singapore: Springer, Pokroky v experimentalni mediciné a biolo-
gii, s. 549-580 [vid. 2023-05-03]. ISBN 9789811376474. Dostupné z: doi:10.1007/978-
081-13-7647-4 12

ALFAROUK, Khalid O., 2016. Tumor metabolism, cancer cell transporters, and micro-
environmental resistance. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry [on-
line]. 31(6), 859—-866. ISSN 1475-6366. Dostupné

z: d0i:10.3109/14756366.2016.1140753

BALENDIRAN, Ganesaratnam K., Rajesh DABUR a Deborah FRASER, 2004. The
role of glutathione in cancer. Cell Biochemistry and Function [online]. 22(6), 343-352.
ISSN 0263-6484, 1099-0844. Dostupné z: doi: 10.1002/cbf.1149

BANSAL, Ankita a M. Celeste SIMON, 2018. Glutathione metabolism in cancer prog-
ression and treatment resistance. Journal of Cell Biology [online]. 217(7), 2291-2298.
ISSN 0021-9525. Dostupné z: doi:10.1083/jcb.201804161

BATES, Susan E., Wyndham H. WILSON, Antonio T. FOJO, Manuel ALVAREZ,
Zhirong ZHAN, Joanna REGIS, Rob ROBEY, Curtis HOSE, Anne MONKS, Yoon
Koo KANG a Bruce CHABNER, 1996. Clinical Reversal of Multidrug Resistance.
STEM CELLS [online]. 14(1), 56-63. ISSN 1549-4918. Dostupné

z: doi:10.1002/stem.140056

BUDGE, Piyush, Riva BISWAS, Fabricie MERIEN, Jun LU, Dong-Xu LIU, Mingwei
CHEN, Shufeng ZHOU, Yan LI, 2017. The therapeutic potential of targeting ABC tran-
sporters to combat multi-drug resistance. Expert Opinion on Therapeutic Target [on-
line]. 21(5), 511-530. Dostupné z: doi: 10.1080/14728222.2017.1310841

CALDERWOOD, Stuart K. a Jianlin GONG, 2016. Heat Shock Proteins Promote Can-
cer: It’s a Protection Racket. Trends in Biochemical Sciences [online]. 41(4), 311-323.
ISSN 0968-0004. Dostupné z: doi:10.1016/].tibs.2016.01.003

CARPENTER, Valerie, Tareq SALEH, So MIN LEE, Graeme MURRAY, Jason
REED, Andrew SOUERS, Anthony C. FABER, Hisashi HARADA a David A.

48



GEWIRTZ, 2021. Androgen-deprivation induced senescence in prostate cancer cells is
permissive for the development of castration-resistance but susceptible to senolytic the-
rapy. Biochemical Pharmacology [online]. 193, 114765. ISSN 0006-2952. Dostupne

z: doi:10.1016/1.bcp.2021.114765

COLE, S. P. C., G. BHARDWAJ, J. H. GERLACH, J. E. MACKIE, C. E. GRANT, K.
C. ALMQUIST, A.J. STEWART, E. U. KURZ, A. M. V. DUNCAN a R. G. DEELEY,
1992. Overexpression of a Transporter Gene in a Multidrug-Resistant Human Lung
Cancer Cell Line. Science [online]. 258(5088), 1650—1654. Dostupné

z: doi:10.1126/science.1360704

COLEY, Helen M., 2010. Overcoming Multidrug Resistance in Cancer: Clinical
Studies of P-Glycoprotein Inhibitors. In: Jun ZHOU, ed. Multi-Drug Resistance in Can-
cer [online]. Totowa, NJ: Humana Press, Methods in Molecular Biology, s. 341-358
[vid. 2023-01-30]. ISBN 978-1-60761-415-9. Dostupné z: doi:10.1007/978-1-60761-
416-6_15

DEBOER, C., P. A. MEULMAN, R. J. WNUK a D. H. PETERSON, 1970. GELDA-
NAMYCIN, A NEW ANTIBIOTIC. The Journal of Antibiotics [online]. 23(9), 442—
447. ISSN 0021-8820, 1881-1469. Dostupné z: doi:10.7164/antibiotics.23.442

DESIDERI, Enrico, Fabio CICCARONE a Maria Rosa CIRIOLO, 2019. Targeting
Glutathione Metabolism: Partner in Crime in Anticancer Therapy. Nutrients [online].
11(8), 1926. ISSN 2072-6643. Dostupné z: doi:10.3390/nul 1081926

DEZI, Manuela, Pierre-Fréderic FRIBOURG, Aurelie DI CICCO, Ophelie ARNAUD,
Sergio MARCO, Pierre FALSON, Attilio DI PIETRO a Daniel LEVY, 2010. The mul-
tidrug resistance half-transporter ABCG?2 is purified as a tetramer upon selective ex-
traction from membranes. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Biomembranes [on-
line]. 1798(11), 2094-2101. ISSN 00052736. Dostupné z: doi:10.1016/j.bba-
mem.2010.07.034

DIMOPOULOS, Meletios-Athanassios, Constantine S. MITSIADES, Kenneth C. AN-
DERSON a Paul G. RICHARDSON, 2011. Tanespimycin as Antitumor Therapy. Cli-

nical Lymphoma Myeloma and Leukemia [online]. 11(1), 17-22. ISSN 2152-2650. Do-
stupné z: doi:10.3816/CLML.2011.n.002

DOYLE, L. Austin, Weidong YANG, Lynne V. ABRUZZO, Tammy KROGMANN,
Yongming GAO, Arun K. RISHI a Douglas D. ROSS, 1998. A multidrug resistance
transporter from human MCF-7 breast cancer cells. Proceedings of the National Aca-
demy of Sciences of the United States of America. 95(26), 15665-15670. ISSN 0027-
8424.

EASTON, Douglas P., Yoshiyuki KANEKO a John R. SUBJECK, 2000. The Hsp110
and Grp170 stress proteins: newly recognized relatives of the Hsp70s. Cell Stress &
Chaperones. 5(4), 276-290. ISSN 1355-8145.

ERLICHMAN, Charles, 2009. Tanespimycin: the opportunities and challenges of targe-
ting heat shock protein 90. Expert Opinion on Investigational Drugs [online]. 18(6),
861-868. ISSN 1354-3784, 1744-7658. Dostupné z: doi:10.1517/13543780902953699

49



FALASCA, Marco a Kenneth J. LINTON, 2012. Investigational ABC transporter inhi-
bitors. Expert Opinion on Investigational Drugs [online]. 21(5), 657-666. ISSN 1354-
3784, 1744-7658. Dostupné z: doi:10.1517/13543784.2012.679339

FEDER, Martin E. a Gretchen E. HOFMANN, 1999. HEAT-SHOCK PROTEINS, MO-
LECULAR CHAPERONES, AND THE STRESS RESPONSE: Evolutionary and Eco-
logical Physiology. Annual Review of Physiology [online]. 61(1), 243-282. Dostupne

z: doi:10.1146/annurev.physiol.61.1.243

FLETCHER, Jamie 1., Rebekka T. WILLIAMS, Michelle J. HENDERSON, Murray D.
NORRIS a Michelle HABER, 2016. ABC transporters as mediators of drug resistance

and contributors to cancer cell biology. Drug Resistance Updates [online]. 26, 1-9.
ISSN 13687646. Dostupné z: doi:10.1016/j.drup.2016.03.001

FUKUYO, Yayoi, Clayton R. HUNT a Nobuo HORIKOSHI, 2010. Geldanamycin and
its anti-cancer activities. Cancer Letters [online]. 290(1), 24-35. ISSN 0304-3835. Do-
stupné z: doi:10.1016/j.canlet.2009.07.010

GEWIRTZ, David A., Shawn E. HOLT a Lynne W. ELMORE, 2008. Accelerated se-
nescence: An emerging role in tumor cell response to chemotherapy and radiation. Bio-
chemical Pharmacology [online]. 76(8), 947-957. ISSN 0006-2952. Dostupné

z: doi:10.1016/5.bcp.2008.06.024

GIARD, Donald J., Stuart A. AARONSON, George J. TODARO, Paul ARNSTEIN,
John H. KERSEY, Harvey DOSIK a Wade P. PARKS, 1973. In Vitro Cultivation of
Human Tumors: Establishment of Cell Lines Derived From a Series of Solid Tumors2.
JNCI: Journal of the National Cancer Institute [online]. 51(5), 1417-1423. ISSN 1460-
2105, 0027-8874. Dostupné z: doi:10.1093/jnci/51.5.1417

GILLET, Jean-Pierre a Michael M. GOTTESMAN, 2010. Mechanisms of Multidrug
Resistance in Cancer. In: Jun ZHOU, ed. Multi-Drug Resistance in Cancer [online]. To-
towa, NJ: Humana Press, Methods in Molecular Biology, s. 47-76 [vid. 2022-12-31].
ISBN 978-1-60761-415-9. Dostupné z: doi:10.1007/978-1-60761-416-6_4

GORDON, Ryan R. a Peter S. NELSON, 2012. Cellular senescence and cancer che-
motherapy resistance. Drug Resistance Updates [online]. 15(1), 123—-131. ISSN 1368-
7646. Dostupné z: doi:10.1016/].drup.2012.01.002

GOTTESMAN, Michael M., 2002. Mechanisms of Cancer Drug Resistance. Annual Re-
view of Medicine [online]. 53(1), 615-627. Dostupné z: doi:10.1146/annu-
rev.med.53.082901.103929

GOTTESMAN, Michael M., Tito FOJO a Susan E. BATES, 2002. Multidrug resistance
in cancer: role of ATP—dependent transporters. Nature Reviews Cancer [online]. 2(1),
48-58. ISSN 1474-1768. Dostupné z: doi:10.1038/nrc706

50



GRENERT, J. P., W. P. SULLIVAN, P. FADDEN, T. A. HAYSTEAD, J. CLARK, E.
MIMNAUGH, H. KRUTZSCH, H. J. OCHEL, T. W. SCHULTE, E. SAUSVILLE, L.
M. NECKERS a D. O. TOFT, 1997. The amino-terminal domain of heat shock protein
90 (hsp90) that binds geldanamycin is an ATP/ADP switch domain that regulates hsp90
conformation. The Journal of Biological Chemistry [online]. 272(38), 23843-23850.
ISSN 0021-9258. Dostupné z: doi:10.1074/jbc.272.38.23843

HEHLMANN, Ridiger, Andreas HOCHHAUS a Michele BACCARANTI, 2007. Chro-
nic myeloid leukaemia. The Lancet [online]. 370(9584), 342-350. ISSN 0140-6736.
Dostupné z: doi:10.1016/S0140-6736(07)61165-9

HIENTZ, Karin, André MOHR, Dipita BHAKTA-GUHA a Thomas EFFERTH, 2016.
The role of p53 in cancer drug resistance and targeted chemotherapy. Oncotarget [on-
line]. 8(5), 8921-8946. ISSN 1949-2553. Dostupné z: doi:10.18632/oncotarget.13475

HIGGINS, Christopher F., 1992. ABC Transporters: From Microorganisms to Man.
Annual Review of Cell Biology [online]. 8(1), 67—-113. Dostupné z: doi:10.1146/annu-
rev.cb.08.110192.000435

HOLOHAN, Caitriona, Sandra VAN SCHAEYBROECK, Daniel B. LONGLEY a Pat-
rick G. JOHNSTON, 2013. Cancer drug resistance: an evolving paradigm. Nature Re-
views Cancer [online]. 13(10), 714—726. ISSN 1474-1768. Dostupné

z: doi:10.1038/nrc3599

HOUSMAN, Genevieve, Shannon BYLER, Sarah HEERBOTH, Karolina LAPINSKA,
Mckenna LONGACRE, Nicole SNYDER a Sibaji SARKAR, 2014. Drug Resistance in
Cancer: An Overview. Cancers [online]. 6(3), 1769—1792. ISSN 2072-6694. Dostupné
z: doi:10.3390/cancers6031769

HRABETA, Jan, Marie BELHAJOVA, Hana SUBRTOVA, Miguel Angel MERLOS
RODRIGO, Zbynék HEGER a Toma§ ECKSCHLAGER, 2020. Drug Sequestration in
Lysosomes as One of the Mechanisms of Chemoresistance of Cancer Cells and the Pos-

sibilities of Its Inhibition. International Journal of Molecular Sciences [online]. 21(12),
4392. ISSN 1422-0067. Dostupné z: doi:10.3390/ijms21124392

HU, Yunhui, Kaiyong LI, Muhammad ASADUZZAMAN, Raquel CUELLA, Hui SHI,
Selina RAGUZ, Raoul Charles COOMBES, Yuan ZHOU a Ernesto YAGUE, 2016.
miR-106b~25 cluster regulates multidrug resistance in an ABC transporter-independent
manner via downregulation of EP300. Oncology Reports [online]. 35(2), 1170-1178.
ISSN 1021-335X. Dostupné z: doi:10.3892/0r.2015.4412

HUANG, Ying, Paul E. BLOWER, Ruqing LIU, Zunyan DAI, Anh-Nhan PHAM, Ho-
jin MOON, Jialong FANG a Wolfgang SADEE, 2007. Chemogenomic Analysis Identi-
fies Geldanamycins as Substrates and Inhibitors of ABCB 1. Pharmaceutical Research
[online]. 24(9), 1702—-1712. ISSN 1573-904X. Dostupné z: doi:10.1007/s11095-007-
9300-x

CHACKALAMANNIL Samuel, David ROTELLA a Simin E. WARD, 2017. Compre-
hensive Medicinal Chemistry III. B.m.: Elsevier. ISBN 978-0-12-803201-5.

51


http://rev.cb.08

CHAKAFANA, Graham a Addmore SHONHAI, 2021. The Role of Non-Canonical
Hsp70s (Hsp110/Grp170) in Cancer. Cells [online]. 10(2), 254. ISSN 2073-4409. Do-
stupné z: doi:10.3390/cells10020254

CHEN, Chang-jie, Janice E. CHIN, Kazumitsu UEDA, Douglas P. CLARK, Ira PAS-
TAN, Michael M. GOTTESMAN a Igor B. RONINSON, 1986. Internal duplication and
homology with bacterial transport proteins in the mdr1 (P-glycoprotein) gene from mul-
tidrug-resistant human cells. Cell [online]. 47(3), 381-389. ISSN 00928674. Dostupné
z: d0i:10.1016/0092-8674(86)90595-7

I'YANAGI, Takashi, 2007. Molecular Mechanism of Phase I and Phase II Drug-Meta-
bolizing Enzymes: Implications for Detoxification. In: International Review of Cytology
[online]. B.m.: Academic Press, s. 35—112 [vid. 2023-05-03]. Dostupné

z: doi:10.1016/S0074-7696(06)60002-8

JEGO, Gaétan, Adonis HAZOUME, Renaud SEIGNEURIC a Carmen GARRIDO,
2013. Targeting heat shock proteins in cancer. Cancer Letters [online]. 332(2), Apopto-
sis Targeting Drugs in Cancer, 275-285. ISSN 0304-3835. Dostupne

z: doi:10.1016/j.canlet.2010.10.014

JING, Xinming, Fengming YANG, Chuchu SHAO, Ke WEI, Mengyan XIE, Hua
SHEN a Yonggian SHU, 2019. Role of hypoxia in cancer therapy by regulating the tu-
mor microenvironment. Molecular Cancer [online]. 18(1), 157. ISSN 1476-4598. Do-
stupné z: doi:10.1186/s12943-019-1089-9

JIYE, YIN a ZHANG JIANTING, 2011. Multidrug resistance-associated protein 1
(MRP1/ABCCI) polymorphism: from discovery to clinical application. Zhong nan da
xue xue bao. Yi xue ban = Journal of Central South University. Medical sciences [on-
line]. 36(10), 927-938. ISSN 1672-7347. Dostupné z: doi:10.3969/j.issn.1672-
7347.2011.10.002

JOYCE, Helena, Andrew MCCANN, Martin CLYNES a Annemarie LARKIN, 2015.
Influence of multidrug resistance and drug transport proteins on chemotherapy drug me-
tabolism. Expert Opinion on Drug Metabolism & Toxicology [online]. 11(5), 795-809.
ISSN 1742-5255. Dostupné z: doi:10.1517/17425255.2015.1028356

JULIANO, R. L. a V. LING, 1976. A surface glycoprotein modulating drug permeabi-
lity in Chinese hamster ovary cell mutants. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Bio-
membranes [online]. 455(1), 152-162. ISSN 0005-2736. Dostupné z: doi:10.1016/0005-
2736(76)90160-7

KALININA, E. V. aL. A. GAVRILIUK, 2020. Glutathione Synthesis in Cancer Cells.
Biochemistry (Moscow) [online]. 85(8), 895-907. ISSN 1608-3040. Dostupné
z: doi:10.1134/S0006297920080052

KANG, Min H. a C. Patrick REYNOLDS, 2009. Bcl-2 Inhibitors: Targeting Mitochon-
drial Apoptotic Pathways in Cancer Therapy. Clinical Cancer Research [online]. 15(4),
1126-1132. ISSN 1078-0432. Dostupné z: doi:10.1158/1078-0432.CCR-08-0144

52



KARTHIKA, Chenmala, Raman SURESHKUMAR, Mehrukh ZEHRAVI, Rokeya AK-
TER, Faraat ALI, Sarker RAMPROSHAD, Banani MONDAL, Priti TAGDE, Zubair
AHMED, Farhat S. KHAN, Md Habibur RAHMAN a Simona CAVALU, 2022. Mul-
tidrug Resistance of Cancer Cells and the Vital Role of P-Glycoprotein. Life (Basel,
Switzerland) [online]. 12(6), 897. ISSN 2075-1729. Dostupné

z: doi:10.3390/1ife 12060897

KATHAWALA, Rishil J., Pranav GUPTA, Charles R. ASHBY a Zhe-Sheng CHEN,
2015. The modulation of ABC transporter-mediated multidrug resistance in cancer: A
review of the past decade. Drug Resistance Updates [online]. 18, 1-17. ISSN 1368-
7646. Dostupné z: doi:10.1016/j.drup.2014.11.002

KAUR, G., Sonu GUPTA, Priyanka SINGH, Villayat ALI, Veerandra KUMAR a
Malkhey VERMA, 2020. Drug-metabolizing enzymes: role in drug resistance in cancer.
Clinical and Translational Oncology [online]. 22. Dostupné z: doi:10.1007/s12094-020-
02325-7

KENNEDY, Luke, Jagdeep K. SANDHU, Mary-Ellen HARPER a Miroslava CUPER-
LOVIC-CULF, 2020. Role of Glutathione in Cancer: From Mechanisms to Therapies.
Biomolecules [online]. 10(10), 1429. ISSN 2218-273X. Dostupné

z: d0i:10.3390/biom 10101429

KIM, Kyeong Kyu, Rosalind KIM a Sung-Hou KIM, 1998. Crystal structure of a small
heat-shock protein. Nature [online]. 394(6693), 595-599. ISSN 1476-4687. Dostupné
z: doi:10.1038/29106

LAGE, H., 2008. An overview of cancer multidrug resistance: a still unsolved problem.
Cellular and Molecular Life Sciences [online]. 65(20), 3145-3167. ISSN 1420-682X,
1420-9071. Dostupné z: doi:10.1007/s00018-008-8111-5

LESLIE, Elaine M, Roger G DEELEY a Susan P. C COLE, 2001. Toxicological rele-
vance of the multidrug resistance protein 1, MRP1 (ABCC1) and related transporters.

Toxicology [online]. 167(1), 3—23. ISSN 0300-483X. Dostupné z: doi:10.1016/S0300-
483X(01)00454-1

LI Lan-ya, Yi-di GUAN, Xi-sha CHEN, Jin-ming YANG a Yan CHENG, 2021. DNA
Repair Pathways in Cancer Therapy and Resistance. Frontiers in Pharmacology [on-
line]. 11 [vid. 2023-05-05]. ISSN 1663-9812. Dostupné z: https://www.frontier-
sin.org/articles/10.3389/fphar.2020.629266

LIANOS, Georgios D., George A. ALEXIOU, Alberto MANGANO, Alessandro MAN-
GANO, Stefano RAUSEI, Luigi BONI, Gianlorenzo DIONIGI a Dimitrios H. RO-
UKOS, 2015. The role of heat shock proteins in cancer. Cancer Letters [online]. 360(2),
114-118. ISSN 0304-3835. Dostupné z: doi:10.1016/j.canlet.2015.02.026

LIU, Xiaodong. 2019. Drug Transporters in Drug Disposition, Effects and Toxicity. Ad-
vances in Experimental Medicine and Biology. [online]. 1141. Dostupné z: doi:
10.1007/978-981-13-7647-4_2

53


https://www.frontier-
http://sin.org/articles/10.3389/fphar.2020.629266

LONGLEY, Db a Pg JOHNSTON, 2005. Molecular mechanisms of drug resistance.
The Journal of Pathology [online]. 205(2), 275-292. ISSN 1096-9896. Dostupné
z: doi:10.1002/path.1706

MANSOORI, Behzad, Ali MOHAMMADI, Sadaf DAVUDIAN, Solmaz SHIRJANG a
Behzad BARADARAN, 2017. The Different Mechanisms of Cancer Drug Resistance:
A Brief Review. Advanced Pharmaceutical Bulletin [online]. 7(3), 339-348.

ISSN 2228-5881. Dostupné z: doi:10.15171/apb.2017.041

MCCOLLUM, Andrea K., Cynthia J. TENEYCK, Bridget STENSGARD, Bruce W.
MORLAN, Karla V. BALLMAN, Robert B. JENKINS, David O. TOFT a Charles ER-
LICHMAN, 2008. P-Glycoprotein—Mediated Resistance to Hsp90-Directed Therapy Is
Eclipsed by the Heat Shock Response. Cancer Research [online]. 68(18), 7419-7427.
ISSN 0008-5472. Dostupné z: doi:10.1158/0008-5472.CAN-07-5175

MCCOLLUM, Andrea K., Cynthia J. TENEYCK, Brian M. SAUER, David O. TOFT a
Charles ERLICHMAN, 2006. Up-regulation of Heat Shock Protein 27 Induces Re-
sistance to 17-Allylamino-Demethoxygeldanamycin through a Glutathione-Mediated
Mechanism. Cancer Research [online]. 66(22), 10967-10975. ISSN 0008-5472. Do-
stupné z: doi:10.1158/0008-5472.CAN-06-1629

MITRA, Aparna, Lalita A. SHEVDE a Rajeev S. SAMANT, 2009. Multi-faceted role
of HSP40 in cancer. Clinical & Experimental Metastasis [online]. 26(6), 559-567.
ISSN 1573-7276. Dostupné z: doi:10.1007/s10585-009-9255-x

MIYATA, Yoshihiko, NAKAMOTO, Hitoshi, NECKERS, Len, 2013. The therapeutic
target Hsp90 and cancer hallmarks. Current pharmaceutical design [online]. 19(3), 347-
365. Dostupné z: doi: 10.2174/138161213804143725

MURPHY, Maureen E., 2013. The HSP70 family and cancer. Carcinogenesis [online].
34(6), 1181-1188. ISSN 0143-3334. Dostupné z: doi:10.1093/carcin/bgt111

NECKERS, Len a S. Percy IVY, 2003. Heat shock protein 90. Current Opinion in On-
cology. 15(6), 419. ISSN 1040-8746.

NEJAD EMAMI, Asieh, Simin NAJAFGHOLIAN, Alireza ROSTAMI, Alireza
SISTANI, Samaneh SHOJAEIFAR, Mojgan ESPARVARINHA, Reza NEDAEINIA,
Shaghayegh HAGHJOOY JAVANMARD, Marjan TAHERIAN, Mojtaba
AHMADLOU, Rasoul SALEHI, Bahman SADEGHI a Mostafa MANIAN, 2021. The
role of hypoxia in the tumor microenvironment and development of cancer stem cell: a

novel approach to developing treatment. Cancer Cell International [online]. 21, 62.
ISSN 1475-2867. Dostupné z: doi:10.1186/s12935-020-01719-5

NEOPHYTOU, Christiana M., [OANNIS P. Trougakos, NURAV Erin a PANAGIOTIS
Papageorgis, 2021. Apoptosis Deregulation and the Development of Cancer Multi-Drug
Resistance. Cancers [online]. 13(17), Dostupné z: doi: 10.3390/cancers13174363

54



NOBILI, Stefania, Ida LANDINI, B. GIGLIONI B., Encrico MINI. 2006 Pharmacolo-
gical strategies for overcoming multidrug resistance. Current drug targets. [online] 7.7:
861-879. Dostupné z: doi: 10.2174/138945006777709593

PASTVOVA, Nikola, DOLEZEL Petr, MLEJNEK Petr, 2021. Heat Shock Protein Inhi-
bitor 17-Allyamino-17-Demethoxygeldanamycin, a Potent Inductor of Apoptosis in Hu-
man Glioma Tumor Cell Lines, Is a Weak Substrate for ABCB1 and ABCG2 Transpor-
ters. Pharmaceuticals [online]. 14(2), 107. ISSN 1424-8247. Dostupné

z: doi:10.3390/ph14020107

PEREZ-TOMAS, Ricardo, 2006. Multidrug Resistance: Retrospect and Prospects in
Anti-Cancer Drug Treatment. Current Medicinal Chemistry [online]. 13(16), 1859—
1876. ISSN 09298673. Dostupné z: doi:10.2174/092986706777585077

PHAM, Anh-Nhan, Jeffrey WANG, Jialong FANG, Xin GAO, Yilong ZHANG, Paul
E. BLOWER, Wolfgang SADEE a Ying HUANG, 2009. Pharmacogenomics Approach
Reveals MRP1 (ABCC1)-Mediated Resistance to Geldanamycins. Pharmaceutical Re-
search [online]. 26(4), 936-945. ISSN 1573-904X. Dostupné z: doi:10.1007/s11095-
008-9796-8

PIPER, Peter W. a Stefan H. MILLSON, 2011. Mechanisms of Resistance to Hsp90 In-
hibitor Drugs: A Complex Mosaic Emerges. Pharmaceuticals [online]. 4(11), 1400—
1422. ISSN 1424-8247. Dostupné z: doi:10.3390/ph4111400

RAMOS, P. a M. BENTIRES-ALJ, 2015. Mechanism-based cancer therapy: resistance
to therapy, therapy for resistance. Oncogene [online]. 34(28), 3617-3626. ISSN 1476-
5594. Dostupné z: doi:10.1038/onc.2014.314

REBUCCI, Magali a Carine MICHIELS, 2013. Molecular aspects of cancer cell re-
sistance to chemotherapy. Biochemical Pharmacology [online]. 85(9), 1219-1226.
ISSN 0006-2952. Dostupné z: doi:10.1016/j.bcp.2013.02.017

RITOSSA, F., 1962. A new puffing pattern induced by temperature shock and DNP in
drosophila. Experientia [online]. 18(12), 571-573. ISSN 0014-4754. Dostupné
z: doi:10.1007/BF02172188

ROSENBERG, Mark F., Qingcheng MAO, Andreas HOLZENBURG, Robert C.
FORD, Roger G. DEELEY a Susan P. C. COLE, 2001. The Structure of the Multidrug
Resistance Protein 1 (MRP1/ABCC1): CRYSTALLIZATION AND SINGLE-PAR-
TICLE ANALYSIS*. Journal of Biological Chemistry [online]. 276(19), 16076—16082.
ISSN 0021-9258. Dostupné z: doi:10.1074/jbc.M 100176200

RUZICKOVA, Eliska, Nikola SKOUPA, Petr DOLEZEL, Dennis A. SMITH a Petr
MLEJNEK, 2019. The Lysosomal Sequestration of Tyrosine Kinase Inhibitors and
Drug Resistance. Biomolecules [online]. 9(11), 675. ISSN 2218-273X. Dostupné

z: doi:10.3390/biom9110675

55



SARASWATHY, Manju a Shaoqin GONG, 2013. Different strategies to overcome
multidrug resistance in cancer. Biotechnology Advances [online]. 31(8), 1397-1407.
ISSN 0734-9750. Dostupne z: doi:10.1016/].biotechadv.2013.06.004

SHAROM, Frances J, 2008. ABC multidrug transporters: structure, function and role in
chemoresistance. Pharmacogenomics [online]. 9(1), 105—127. ISSN 1462-2416, 1744-
8042. Dostupné z: doi:10.2217/14622416.9.1.105

SHERMAN, M. Y. a V. L. GABALI, 2015. Hsp70 in cancer: back to the future. Onco-
gene [online]. 34(32), 4153-4161. ISSN 1476-5594. Dostupné
z: doi:10.1038/onc.2014.349

SHERMAN, Michael a Gabriele MULTHOFF, 2007. Heat Shock Proteins in Cancer.
Annals of the New York Academy of Sciences [online]. 1113(1), 192-201. ISSN 1749-
6632. Dostupné z: doi:10.1196/annals.1391.030

SCHMITT, Clemens A., 2007. Cellular senescence and cancer treatment. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - Reviews on Cancer [online]. 1775(1), 5-20. ISSN 0304-419X.
Dostupné z: doi:10.1016/j.bbcan.2006.08.005

SCHNAIDER, Tamas, Janos SOMOGY]I, Péter CSERMELY a Marta SZAMEL, 2000.
The Hsp90-specific inhibitor geldanamycin selectively disrupts kinase-mediated signa-
ling events of T-lymphocyte activation. Cell Stress & Chaperones [online]. 5(1), 52-61.
ISSN 1355-8145. Dostupne

z: d0i:10.1043/13558145(2000)005<0052: THSIGS>2.0.CO:2

SINGH, Sheo B., Olga GENILLOUD a Fernando PELAEZ, 2010. Terrestrial Microor-
ganisms — Filamentous Bacteria. In: Comprehensive Natural Products II [online]. B.m.:
Elsevier, s. 109-140 [vid. 2023-04-19]. ISBN 978-0-08-045382-8. Dostupné

z: doi:10.1016/B978-008045382-8.00036-8

STACY, Alexandra E., Patric J. JANSSON a Des R. RICHARDSON, 2013. Molecular
Pharmacology of ABCG2 and Its Role in Chemoresistance. Molecular Pharmacology
[online]. 84(5), 655-669. ISSN 0026-895X, 1521-0111. Dostupné

z: doi:10.1124/mol.113.088609

SZAKACS, Gergely, Jill K. PATERSON, Joseph A. LUDWIG, Catherine BOOTH-
GENTHE a Michael M. GOTTESMAN, 2006. Targeting multidrug resistance in can-
cer. Nature Reviews Drug Discovery [online]. 5(3), 219-234. ISSN 1474-1776, 1474-
1784. Dostupné z: doi:10.1038/nrd 1984

TALAEI, Sona, Hassan MELLATYAR, Asadollah ASADI, Abolfazl AKBARZADEH,
Roghayeh SHEERVALILOU a Nosratollah ZARGHAMI, 2019. Spotlight on 17-AAG
as an Hsp90 inhibitor for molecular targeted cancer treatment. Chemical Biology &
Drug Design [online]. 93(5), 760-786. ISSN 1747-0285. Dostupné

z: doi:10.1111/cbdd.13486

56



TANG, Ruoping, Anne-Marie FAUSSAT, Jean-Yves PERROT, Zora MARJANOVIC,
Simy COHEN, Thomas STORME, Hamid MORJANI, Ollivier LEGRAND a Jean-
Pierre MARIE, 2008. Zosuquidar restores drug sensitivity in P-glycoprotein expressing
acute myeloid leukemia (AML). BMC Cancer [online]. 8(1), 51. ISSN 1471-2407. Do-
stupné z: doi:10.1186/1471-2407-8-51

TAMAKI, Akina, Caterina [IERANO, Gergely SZAKACS, Robert W. ROBEY a Susan
E. BATES, 2011. The controversial role of ABC transporters in clinical oncology.
Essays in Biochemistry [online]. 50, 209-232. ISSN 0071-1365, 1744-1358. Dostupné
z: doi:10.1042/bse0500209

TRAVERSO, Nicola, Roberta RICCIARELLI, Mariapaola NITTI, Barbara MA-
RENGO, Anna Lisa FURFARO, Maria Adelaide PRONZATO, Umberto Maria MARI-
NARI a Cinzia DOMENICOTTI, 2013. Role of Glutathione in Cancer Progression and
Chemoresistance. Oxidative Medicine and Cellular Longevity [online]. 2013, €972913.
ISSN 1942-0900. Dostupné z: doi:10.1155/2013/972913

VIDYASAGAR, Aparna, Nancy A. WILSON a Arjang DJAMALLI, 2012. Heat shock
protein 27 (HSP27): biomarker of disease and therapeutic target. Fibrogenesis & Tissue
Repair [online]. 5(1), 7. ISSN 1755-1536. Dostupné z: doi:10.1186/1755-1536-5-7

WANG, Shaomeng, Yujun ZHAO, Denzil BERNARD, Angelo AGUILAR a Sanjeev
KUMAR, 2012. Targeting the MDM2-p53 Protein-Protein Interaction for New Cancer
Therapeutics. In: Michael D. WENDT, ed. Protein-Protein Interactions [online]. Berlin,
Heidelberg: Springer, Témata lékaiské chemie, s. 57-79 [vid. 2023-04-30]. ISBN 978-
3-642-28965-1. Dostupné z: doi:10.1007/978-3-642-28965-1 2

WANG, Xiao-Kun a Li-Wu FU, 2010. Interaction of Tyrosine Kinase Inhibitors with
the MDR-Related ABC Transporter Proteins. Current Drug Metabolism [online]. 11(7),
618-628. ISSN 13892002. Dostupné z: doi:10.2174/138920010792927316

WANG, Xuan, Haiyun ZHANG a Xiaozhuo CHEN, 2019. Drug resistance and comba-
ting drug resistance in cancer. Cancer Drug Resistance [online]. 2(2), 141-160.
ISSN 2578-532X. Dostupné z: doi:10.20517/cdr.2019.10

WHITESELL, L, EG MIMNAUGH, B DE COSTA, CE MYERS a LM NECKERS,
1994. Inhibition of heat shock protein HSP90-pp60v-src heteroprotein complex forma-
tion by benzoquinone ansamycins: essential role for stress proteins in oncogenic tran-
sformation. Proceedings of the National Academy of Sciences [online]. 91(18), 8324—
8328. Dostupné z: doi:10.1073/pnas.91.18.8324

WILKENS, Stephan, 2015. Structure and mechanism of ABC transporters. F1000Prime
Reports [online]. 7. Dostupné z: doi:10.12703/P7-14

WOIJTKOWIAK, Jonathan W., Daniel VERDUZCO, Karla J. SCHRAMM a Robert J.
GILLIES, 2011. Drug Resistance and Cellular Adaptation to Tumor Acidic pH Micro-
environment. Molecular Pharmaceutics [online]. 8(6), 2032—2038. ISSN 1543-8384.
Dostupné z: doi:10.1021/mp200292¢

57



WU, Jianming, Tuoen LIU, Zechary RIOS, Qibing MEI, Xiukun LIN a Shousong CAO,
2017. Heat Shock Proteins and Cancer. Trends in Pharmacological Sciences [online].
38(3), 226-256. ISSN 01656147. Dostupné z: doi:10.1016/j.tips.2016.11.009

ZHENG, Hua-Chuan, 2017. The molecular mechanisms of chemoresistance in cancers.
Oncotarget [online]. 8(35), 59950-59964. ISSN 1949-2553. Dostupné
z: doi:10.18632/oncotarget. 19048

ZHITOMIRSKY, Benny a Yehuda G. ASSARAF, 2016. Lysosomes as mediators of
drug resistance in cancer. Drug Resistance Updates [online]. 24, 23-33.
ISSN 13687646. Dostupné z: doi:10.1016/j.drup.2015.11.004

58



