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Souhrn

Lékové rezistence jsou jednim z vyznamnych faktort, které komplikuji lécbu
onkologickych pacientll. V ramci této prace byla provedena pfiprava nadorovych linii
rezistentnich vi¢i znamym 1é¢ivim (cytarabin, fludarabin, 6-thioguanin, 6-merkaptopurin,
cisplatina, karboplatina), ale také vaci experimentalnim latkdm (roskovitin, PNH173,
PNH192, AB-61, CuEt). V ptipadé latek s nukleosidovou strukturou byla pfiprava Gspésna a
byly ziskany linie s vyrazné rezistentnim fenotypem. U té€chto linii byl pozorovan nejen rozvoj
na latku, ktera byla vyuzita k samotné selekci, také zkiizena rezistence s dal$imi latkami.
V ptipadé selekce cisplatinou a karboplatinou nebyl rozvoj rezistence tak vyrazny a v piipadé
latky CuEt k narustu rezistence prakticky nedoslo. V ramci zakladni charakterizace téchto linii
byla ovéfena exprese dvou proteinli spojenych s mnohocetnou lékovou rezistenci, P-
glykoproteinu a Multidrug resistance-associated proteinu 1 (MRP1). Dale pak byla ovéiena
mira exprese nukleosidovych membranovych transportértt (ENT, CNT) a vybrané linie byly
pouziti pro screening novych latek, které by mohly slouzit jako potencialni protinadorova

1é¢iva.
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Summary

Drug resistance is one of the key problems in cancer therapy. In this thesis, we were
mainly focused on the development of cell lines resistant to known drugs (cytarabine,
fludarabine, 6-thioguanine, 6-mercaptopurine, cisplatin, carboplatin) and also to experimental
compounds (roscovitine, PNH713, PNH192, AB-61, CuEt). Selection done by nucleoside-
based compounds was successful for all compounds and we detected secondary and also cross
resistant phenotype. Selection by cisplatin and carboplatin did not lead to development of such
a huge increase in resistant phenotype compared to nucleosides and in the case of CuEt
selection, there was almost no change in the sensitivity after the selection. Basic
characterization was done for all selected cell lines, including expression of MDR proteins,
such as P-glycoprotein a Multidrug resistance-associated protein and expression of nucleoside
membrane transporters (ENTs, CNTs). Some of the resistant cell lines were used for the

screening of new compounds with promising anticancer activity.
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Seznam symbolu a zkratek

3D-CRT Trojrozmérna konformni radioterapie

5-FU 5-fluorouracil

6-MP 6-merkaptopurin

6-TG 6-thioguanin

6-TIMP 6-thioinosin-5-monofosfat

ABC z angl. ATP-binding cassete

ALDH Aldehyd dehydrogenaza

ALL Akutni lymfoblastickd leukémie

AML Akutni myeloidni leukémie

AMP Adenosinmonofosfat

ANLL Akutni nelymfoblastickd leukémie

AraC Cytarabin

ATP Adenosintrifosfat

Aza Azacytidin

BCRP z angl. breast cancer resistance protein

BRT Brachyradioterapie

BSA Hov¢ézi sérovy albumin, z angl. bovine serum albumine

CD Cytidin deaminaza

CDK Cyklin-dependentni kinaza

CLL Chronickd lymfoidni leukémie

Clo Klofarabin

CML Chronicka myeloidni leukémie

CMP Cytidin monofosfat kinaza

CNS Centralni nervova soustava

CNT Koncentrativni nukleosidové transportéry, z angl. concentrative nucleoside
transporters

CT Pocitacova tomografie, z angl. computer tomography

CuEt [(bis (diethyldithiocarbamate)—copper)]

dCK Deoxycytidin kinaza

DCTD Deoxycytidin deaminasa

DMSO Dimethyl sulfoxid

DNA Deoxyribonukleova kyselina

DTC Diethyldithiokarbamat

dUTPaza Deoxyuridin trifosfataza

ENT Ekvilibrativni nukleosidové transportéry

ERT Externi radioterapie

Eto Etoposid

FDR Fludarabin

GAPDH Glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenaza

GEM gemcitabin

GSC Glukosylceramid syntaza

HGPRT Hypoxantin-guanin fosforybosyltransferaza

HIF z angl. hypoxia-induced factor

HPMC Hydroxypropylmethylceluloza

ICso Polovina maximalni inhibiéni koncentrace

JNK ¢-JUN terminalni kinaza
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LRP
MAPK
MDR
MGMT
MRD
MRI

MRP
mTOR
MTS

NBTI
NDPK
NK-xB
NOR
NPL4
NT5C
PCR
PDX
PET
Pgp
PKM2
RNA
ROS
RTG
TPMT
TS
UMP
UMTM
UOCHB

z angl. lung resistance related protein

z angl. mitogen-activated protein kinase

Mnohocetna lékova rezistence, z angl. multidrug resistance
O(6)-methylguanin-DNA-methyltransferaza

Minimalni rezidudlni choroba, z angl. minimal residual disease
Magneticka rezonance, z angl. magnetic resonance imaging
Protein asociovany s mnohocetnou lékovou rezistenci, z angl. multidrug resistance
associated protein

z angl. mammalian target of rapamycin
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2h-
tetrazolium

S-(4-nitrobenzyl)-6-thioinosin

Nukleosid-difosfat kinaza

Nuklearni faktor kappa B

Nérodni onkologicky registr

z angl. nuclear protein localization protein 4

5'nukleotidaza

Polymerazova fetézova reakce, z angl. polymerase chain reaction
z angl. patient derived xenograft

Pozitronova emisni tomografie

P-glykoprotein

Pyruvat kinaza M2

Ribonukleova kyselina

roskovitin

Rentgen

Thiopurin S-methyltransferaza

Thymidylat syntaza

Uridin-5-monofosfat kinaza

Ustav molekulérni a translaéni mediciny v Olomouci

Ustav organické chemie a biochemie AV CR v Praze
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1. Uvod

Lékové rezistence jsou jednim z vyznamnych problémd, s nimiz se musi onkologicka
terapie potykat. Kazdoro¢né postihne nadorové onemocnéni miliony lidi po celém svété,
pticemz statistiky uvadgji, ze v roce 2020 bylo celosvétové diagnostikovano vice nez 19
milionti novych piipadi.! Dle informaci uvedenych v Nérodnim onkologickém registru
(NOR) se v Ceské republice jednalo 0 67 000 novych piipadii a bylo zde evidovano 27 468
umrti spojenych s onkologickou diagndzou.? Celosvétové pak zemielo vice nez 10 miliont
pacientl.! Za neuspéSnosti 1é¢by lze hledat celou fadu pii¢in, od pozdni diagnostiky
onemocnéni, pres omezené moznosti chirurgické 1€¢by ¢i radioterapie, az po 1ékové rezistence,
které znacné redukuji moznosti vybéru vhodnych chemoterapeutik.

Aby bylo mozné simulovat situaci, ktera se odehrava v téle pacienta 1é¢eného latkami
s cytostatickym, ptipadné cytotoxickym tc¢inkem, je nutné zvolit spravny biologicky model.
Jednou z vhodnych variant se zdaji byt nadorové bunécné linie, u nichz je mozné cilenou
selekci vybrat klony S rezistentnim fenotypem a ty dale testovat vin vitro i in vivo
podminkach.®>® U rezistentnich bunéénych linii je mozné popsat mechanismus vzniku
rezistence vici danému 1é¢ivu, a tim oteviit cestu nové potencialni terapii, ovEfit senzitivitu
rezistentniho nadoru na nové vytvofena cytostatika, piipadné predikovat, jak snadno a zda
viibec bude vznikat na konkrétni 1é¢ivo rezistence.®

Tato prace je zamétena jak na selekci rezistentnich nadorovych bunéénych linii, tak
na jejich zakladni charakterizaci, moznosti piekonani 1ékové rezistence a testovani novych

potencialnich 1éCiv, ktera by mohla mit pfinos v onkologické terapii.



2. Cile prace

= Selekce rezistentnich nadorovych bunék
= Zakladni charakterizace rezistentnich linii

= Screening novych potencialnich 1é¢iv



3. Literarni prehled

Onkologicka onemocnéni tvoii heterogenni skupinu, kterou spojuje nekoordinovany
riist bunék.” Dle biologické povahy miizeme tato onemocnéni délit na maligni (zhoubné) ¢&i
benigni (nezhoubné) nadory. Dalsi déleni mize byt naptiklad dle typu tkan€, které onemocnéni
postihuje. V piipad¢ epitelové tkané hovofime o karcinomech, v pfipadé pojivovych tkani o
sarkomech, u krve o leukémiich, u lymfatické tkan¢ o lymfomech a pfi postizeni zarodecnych
bunék o germinélnich nadorech.®

Kazda tkan je svym zplisobem unikatni a je tvofena bunkami, které se diferencovaly
a nyni plni svou specifickou funkci. Piestoze je jejich geneticky zaklad stejny, jejich expresni
profil a s nim spojené vlastnosti mohou byt odli§né, coz odrazi také odlisné biologické chovani

riiznych typt nadori a variabilitu jejich citlivosti na 1é&¢bu.®
3.1 Karcinogeneze

Vyvoj onkologického onemocnéni, neboli karcinogeneze, je vicestupiiovy proces
zahrnujici mutace v n¢kolika klicovych genech. Jedna se zejména o geny regulujici apoptozu,
tumor supresorové geny a onkogeny, resp. protoonkogeny.’ 1

Béhem zivota je lidské télo vystaveno plisobeni celé fady mutagentl, pfes chemické
mutageny obsazené napiiklad v jidle (napf. akrylamid v tepelné upravovanych potravinach
obsahujicich $krob), nebo v zivotnim prostiedi (napt. benzo(a)pyren ve vzduchu
v prumyslovych oblastech), fyzikalni mutageny, jakym je naptiklad ultrafialové zafeni, az po
biologické mutageny, kterymi mohou byt napiiklad viry.!*!* Pfesto ne kazdy ¢lovek
onemocnéni béhem svého Zivota rakovinou.

Svou zasluhu na tom maji bezesporu reparacni mechanismy, které jsou schopny
opravit chyby ve struktufe i sekvenci DNA.®® Tyto chyby mohou vznikat jak ptsobenim
vnéjsich vlivi, tak béhem fyziologickych procesi, jakym je napiiklad replikace DNA. Udava
se, ze DNA dependentni DNA polymeraza, zodpovidajici za proces replikace DNA, pracuje
s chybovosti 1-10® az 1-10° na 1 bun&né déleni.’® Z &ehoz Ize soudit, Ze intenzivné se délici
buiiky (jako jsou napiiklad krevni bunky) budou mit vyssi frekvenci vyskytu chyb, a tim
padem mohou byt nachylné&jsi na rychlejsi rozvoj nadorového bujeni. Nastésti jsou za béznych
podminek reparaéni mechanismy schopny tyto chyby rozpoznat a opravit. Trochu rozvést a
doplnit. (replikacni stres a jeho vliv na vznik mutaci, chybovost pfi replikaci DNA)?
Tomasetti, C., Li, L., & Vogelstein, B. (2017). Stem cell divisions, somatic mutations, cancer
etiology, and cancer prevention. Science (New York, N.Y.), 355(6331), 1330-1334.

Tomasetti, C., & Vogelstein, B. (2015). Variation in cancer risk among tissues can be

explained by the number of stem cell divisions. Science, 347(6217), 78-81.



Uplatiiuji se zde napiiklad nukleosidové excizni reparace, bazové excizni reparace,
fotoreaktivaci, tzv. missmatch repair nebo SOS reparace.’® V ptipadé, Ze tyto reparacni
mechanismy nefunguji spravné, mize dochazet k rozvoji celé fady patologickych stavii, jako
je naptiklad Xeroderma pigmentosum, Cockayniiv syndrom, Wernertiv syndrom, Hutchinson-
Gilfordiv syndrom a jiné.1"2

Riziko vzniku onkologického onemocnéni je u kazdého ¢lovéka odlisné. Ovliviiuje ho
prostiedi, v némz dany ¢loveék zije a pracuje, zivotni styl a také jeho genetické predispozice.
Z hlediska dédi¢nosti Ize rozliSovat dvé skupiny onkologickych onemocnéni a) monogenné
dédicné (tykajici se jednoho alelového paru) a b) polygenné dédi¢né (zahrnujici zmény ve
vice alelovych pérech). 8

Monogenni dédi¢nost se tyka zejména hereditarnich nadorovych syndromii, které
tvoii pfiblizné 5-10 % nadort.” Gen je obvykle vyfazen z funkce az mutaci obou alel, pii¢emz
mutace muZe byt dédéna od jednoho, ale i od obou z rodi¢t. V ptipadé, Ze je dédéna pouze
jedna defektni alela, mtize byt gen stale pIln¢ funkéni, ovSem je zde vysoka pravdépodobnost,
7e béhem zivota dojde k mutaci i druhé alely. Vzhledem k vysoké genetické zatézi se tyto
hereditarni syndromy projevuji obvykle jiz v raném véku, a jsou tedy Casté&jsi u déti (tvofri
pfiblizné 15-29 % nadort détského veéku).?!

Nejcastéjsim  hereditirnim  nadorovym  syndromem  détského véku je
neurofibromat6za typu I s prevalenci 1: 3 000.24?2 Tento syndrom je podminén mutaci
Vv tumor-supresorovém genu NF1 na lokusu 17q11.2.2 Mezi jeho klinické projevy patii
naptiklad neurofibromy, cafe au lait skvrny a Lischovy noduly. Pacienti nesouci tuto mutaci
maji také zvySené riziko vyskytu dalSich onemocnéni, jako jsou sarkomy, leukémie, nadory
centralni nervové soustavy (CNS) nebo gliomy.?

Mezi hereditarni syndromy vyskytujici se v dospélosti patfi naptiklad hereditarni
syndrom nadoru prsu a/ nebo ovaria, ktery je nej¢astéji zpisoben zarode¢nou mutaci v genech
BRCAL1 a/ nebo BRCA2.% Ve vétsing piipadii je vyskyt nadoru prsu sporadicky, ale v pfiblizné
10-20 % ma familiarni vyskyt a v 80-90 % za né&j zodpovidaji pravé mutace genit BRCAL nebo
BRCA2, méné ¢asty je pak vyskyt mutace genu TP53 a CHEK?2.26-28

3.2 Onkologicka terapie

V klinické praxi se obecné vyuzivaji tfi ptistupy k onkologické terapii. Lé¢ba mize
byt a) kurativni, b) paliativni a ¢) symptomaticka. Kurativni 1é¢ba ma za cil kompletni
remisi, tj. vyléCeni pacienta, paliativni 1écba si klade za cil zlepseni kvality zivota pacienta,
pfipadné zabranit zhorSeni prib&hu nemoci a symptomatickd 1é¢ba pouze mirni aktualni
pribéh nemoci.®

Kurativni 1é€ba ma obvykle charakter chirurgického zdkroku a miiZe na ni navazovat

lécba adjuvantni, v podobé chemoterapie, radioterapie, imunoterapie, hormonalni 1écby
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apod.?®3! Chirurgickému zakroku mize piedchazet také neoadjuvantni 1é¢ba slouzici k
redukci velikost nadorového loziska a zniceni ptipadnych mikrometastaz, coz muze usnadnit
provedeni chirurgického zakroku a pomoci zachovat funk&nost postizeného organu.®? Cilem
chirurgické 1é¢hy je fyzické odstranéni populace nadorovych bungk z téla pacienta, pticemz
se odstrafiuje jak primarni nadorové lozisko, tak ptipadné uzlinové metastazy. Tento ukol je
ovSem mnohdy nesnadny, a to jak diky lokalizaci nadoru, tak diky jeho velikosti. Pfestoze je
rany zachyt rakovinného bujeni zddouci, v pfipadé nehmatného nadoru mtize byt pro chirurga
komplikované piesné lokalizovat naddorovou 1ézi a jeji hranice.®® V takovych piipadech je
nutna spoluprace s radiologem, ktery by mél byt schopen oblast nadoru spolehlivé oznacit.
K tomuto Gcelu se vyuziva napiiklad metoda Magseed vyuzivaji magnetické zrno nebo
naptiklad barveni 4% roztokem Carbo adsorbens.3435

Mezi dalsi kurativni postupy mizeme tadit také radioterapii, kterd se vyuziva jako
samostatna terapie napiiklad v 1é¢be epidermalnich karcinomt, nebo karcinomu délozniho
¢ipku ve 2. a 3. stadiu.®*3 Ve vétsing dalsich pfipadi je radioterapie vyuZivana spiSe jako
dopliikova, adjuvantni 1é¢ba. Pro radioterapii se vyuzivaji umélé radionuklidy ®°Co, **¥'Cs
nebo *2Ir a dle umisténi zdroje zafeni rozliSujeme: a) externi radioterapii (ERT) a b)
brachyradioterapii (BRT). Pfi externi radioterapii je zdroj zafeni umistén nejéastéji ve
vzdalenosti 80 az 100 cm od téla pacienta, zatimco u brachyradioterapie je zdroj zaveden
pfimo do nadorové tkané, piipadné do postizeného organu, coz umoznuje 1épe koncentrovat
zéfeni izolovang, pouze do konkrétni oblasti.33

Standardni metodou externi radioterapie je trojrozmérna konformni radioterapie (3D-
CRT), pii niz je davka zafeni pfizplsobovana nepravidelnému tvaru nddorové léze. Mezi
nové&jsi metody pak patii stereotaktické ozarovani ¢i radioterapie s modulovanou intenzitou
svazku.® Zajimavé moznosti nabizi také metabolicka radioterapie, pfi které je radionuklid
vychytavan konkrétni tkani, diky ¢emuz se kumuluje pouze v misté nadoru. Takto je
vyuZzivano napiiklad **3Sm, které se kumuluje v kostni tkéni, a to zejména v oblastech kostnich
metastaz.*

Chirurgicky zékrok, pfipadné radioterapie mohou byt doplnény o dalsi adjuvantni
1é¢bu v podobé chemoterapie, pti niz jsou podavany latky s cytotoxickym nebo cytostatickym
ucinkem. Dle mechanismu ucinku muZeme tyto latky délit do sedmi zakladnich skupin: a)
antimetabolity, b) inhibitory mitozy, ¢) interkalaéni latky, d) inhibitory topoizomeraz, e)
alkylaéni latky, f) inhibitory reparaénich mechanismi a g) induktory apoptozy.>>*
Pestoze je jejich mechanismus ucinku odli$ny, obecné se da fici, ze v8echny skupiny cili na
bunécnou proliferaci. Proto byvaji proliferujici bunky chemosenzitivngjsi, nez bunky
v klidové fazi. Diky tomu mohou nékteré nadory reagovat na 1é¢bu az ve chvili, kdy se jejich

bufiky ptesunou do faze replikace.’



Ptestoze je chemoterapie obvykle indikovana ve formé adjuvantni 1écby, v nekterych
pfipadech je vyuzivdna jako samostatna terapie. A to zejména u akutni lymfoblastické
leukémie (ALL), nadorti varlat, malobunééného karcinomu plic, Wilmsova tumoru,
Hodgkinova lymfomu a nékterych malignich Nehodgkinskych lymfomi.%*

Systémové podavani cytostatik mize pomoci zredukovat velikost nadorového loziska,
¢ehoz se vyuziva v ramci neoadjuvantni 1é¢by a stejné tak mutize odstranit metastazy v ramci
1é€by adjuvantni. Pfitomnost metastaz je standardné vySetfovana pomoci makroskopickych
zobrazovacich metod s rozliSovaci schopnosti okolo 5 az 10 mm. Patifi sem napftiklad
ultrasonografie, RTG, CT a MRI vysSetifeni, scintigrafie nebo PET-CT vySetfeni
parenchymovych organt a dutin.*? Tato vySetieni jsou v nékterych pfipadech dopliiovana také
0 testovani pomoci imunohistochemickych a molekularné-biologickych metod, jako je
napiiklad polymerazova fetézova reakce (PCR), ktera ma vyssi citlivost a je schopna detekovat

i mikrometastazy.*

3.3 Lékové rezistence v onkologii

3.3.1 Inter a intratumorova heterogenita

Nadory jsou velmi variabilni tkdné a muZzeme U nich rozliSovat jak intra, tak
intertumorovou variabilitu.

Intertumorova heterogenita se tyka proménlivosti stejného druhu nadoru u riznych
pacienti. Zde se projevuji odchylky v ramci genetickych predispozic pacienta, jeho véku,
pohlavi, vystaveni rizikovym faktorim apod.**

Intratumorova heterogenita pak odrazi variabilitu v ramci jedné nadorové masy. Ta
neni obvykle tvofena naprosto identickymi buiikami, ale vyskytuji se zde bunécné
subpopulace, které se mohou vzijemné liSit svou genetickou vybavou. Pfitomnost téchto
subpopulaci mtze byt dana jak chybovosti béhem replikace DNA (zejména u rychle
proliferujicich nadortt), tak vlivem exogennich mutagenti. Rakovinné buiiky mivaji navic
velmi Casto poskozené DNA reparacni mechanismy, coz piispiva ke kumulaci genetickych
chyb. Typické solidni nadory obsahuji okolo 30 az 70 mutaci, které se akumulovaly béhem
procesu karcinogeneze, ovsem vétSina z nich nema vliv na rychlost ristu nadoru a jeho
ptripadné metastazovani. Predpoklada se, Ze pouze piiblizné 5 az 10 % procent téchto mutaci
davé nadorovym butikim riistovou vyhodu.*

Diky témto odlisnostem mohou byt jednotlivé nadorové subpopulace rovnéz riiznou
mérou senzitivni na onkologickou 1éébu. Prestoze tedy mtize dojit u pacienta béhem 1é¢by
k docasné remisi, pretrvavajici nadorova loziska, ktera byla schopna dané 1é¢bé odolavat,

mohou dat vzniknout novym, rezistentnim nadorim, vedoucim ke klinickému relapsu.



Z tohoto ditvodu je nutna spravna volba lécebného postupu a odstranéni celé nadorové masy
vCetné piipadnych metastaz.*+4

Stav, kdy dochazi k remisi, prestoze se v té€le nachazeji (mikro)metastazy, se oznacuje
jako minimalni rezidualni choroba (MRD) a jeji detekce je klicovym faktorem pro stanoveni
progndzy pacienta. S rozvojem molekularné-biologickych metod doslo k znaénému pokroku
v moznostech detekce a zejména pak kvantifikace nddorovych bunek ve vzorku tkané/krve
pacienta. Cytologické vySeteni je mozné nahradit naptiklad detekci pomoci real-time PCR,
kterd nabizi vys$si citlivost nez dfive vyuzivané mikroskopické metody a diky tomu
spolehlivéjsi diagnostiku piitomnosti/ nepfitomnost metastaz nebo cirkulujicich nadorovych

bunék. 347

3.3.2 Mnohocetna lékova rezistence

Lékové rezistence je mozné rozdélit do nékolika skupin. Pfirozenad rezistence
vyskytujici se jiz pfi prvnim podani 1é¢iva se oznauje jako primarni rezistence. Dojde-li ke
vzniku rezistentniho fenotypu béhem [éCby, pfipadné pii opakovaném podani stejného 1éCiva,
hovotime o sekundarni rezistenci. V takovém piipadé pravdépodobné doslo k selekci
rezistentni subpopulace nddorovych bunék.*

Lékové rezistence mohou vznikat mezi latkami s podobnou chemickou strukturou,
ptipadné s podobnym mechanismem ucinku, tento stav se oznacuje jako zkfizena rezistence.
Existuji ovSem také ptipady, kdy vzniké rezistence na latky s naprosto odlisnou strukturou
a zcela jinym mechanismem ucinku, v takovém piipad¢ se jedna o mnohocetnou lékovou
rezistenci (MDR, multidrug resistance). Tu muzeme dale délit na typickou (spojenou se
zménami v expresi P-glykoproteinu) a atypickou (spojenou se zménami v expresi jinych
proteint).*

P-glykoprotein (Pgp) je nejdéle znamy protein spojovany s MDR fenotypem. Poprvé
byl popsan v roce 1976 u ovarialnich bunék ki'ecka rezistentnich ke kolchicinu, které rovnéz
vykazovaly silnou rezistenci k celé fadé amfifilnich 1é¢iv.>® Pgp je transmembranovy protein
o velikosti 170 Da, ktery je produktem genu mdrl nachazejicim se na lokusu 7g21.%! Jedna se
0 ATP-dependentni efluxni pumpu, ktera je bézné exprimovana v tkanich, v nichz zajistuje
ochranu pted pfipadnym toxickym u¢inkem latek endogenniho i exogenniho pavodu. Pgp je
exprimovan napiiklad v hepatocytech, enterocytech nebo nefrocytech, ale nachazi se také u
bun€k dilezitych télnich bariér, jako je naptiklad hematoencefalicka bariéra, placenta nebo
hematotestikularni bariéra, u nichZ limituje transport mezi tkani a krvi.5?

Zvyseni exprese P-glykoproteinu bylo pozorovano u cel¢ fady onkologickych
onemocnéni, pfiCemz zvySené mnozstvi tohoto proteinu v membrané zpiisobuje snizeni
efektivity 1é¢iv, které jsou jeho substraty, coz vede k rozvoji MDR fenotypu.5® Substraty Pgp

jsou strukturné velmi rozmanitou skupinou. Patii mezi né¢ naptiklad steroidni hormony, ale



také cela trada 1éCiv, jako je cyklosporin, dexametazon, etoposid, paklitaxel, tetracyklin,
vinblastin a jiné.>* Identifikace 1é¢iva jako Pgp substratu miize mit vyznamnou roli v predikci
jeho farmakodynamickych parametrii a s nimi souvisejici u¢innosti.>®

P-glykoprotein patii do proteinové rodiny ABC (ATP-binding cassete) transportéri.>*
Do stejné rodiny patii také dalsi skupiny proteind, jejichz zménéné exprese je spojovana se
vznikem MDR fenotypu, jedna se o MRP (multidrug resistance associated protein) a BCRP
(breast cancer resistance protein).%-58

Ve skupiné MRP proteinti bylo identifikovano 9 ¢lend nesouci oznaceni MRP1-9.
Stejné jako Pgp, také MRP proteiny jsou exprimovany v normalnich tkanich, najdeme je
zejména v bunkach t€lnich bariér (napt. hematoencefalické bariéie), kde ovliviuji transport
endogennich substratl i xenobiotik.*® Mezi substraty MRP transportérii patii napiiklad
kyselina listova, zluGové kyseliny, vinca alkaloidy, antracykliny, cisplatina, 5-fluorouracil,
cytarabin, fludarabin, 6-merkaptopurin, 6-thioguanin nebo gemcitabin.>-%® Zvysena exprese
MRP proteinti byla zjisténa u celé fady onkologickych onemocnéni, napiiklad u pacienti
s rakovinou prsu (zejména MRP1 a 8)%, rakovinou plic (MRP1 — 3)%, kolorektalnim
karcinomem (MRP1 a 2)% nebo rakovinou prostaty (MRP1)%".

Také protein BCRP je exprimovan v normalnich tkanich a jeho fyziologickou funkci
je ochrana pied toxickymi uéinky xenobiotik a ochrana bunék pied hypoxii prostfednictvim
udrzovani homeostazy hemu a folat(.°3®° Najdeme ho napiiklad v butikich hematoencefalické
bariéry, hematotestikularni bariéry, stfev, placenty, kmenovych buiikach nebo bungk ledvin.%®
Jeho zvySend exprese méni farmakokinetické parametry latek, které jsou jeho substraty
(intestindlni absorbci, eliminaci skrz jatra a ledviny a plazmatickou clearance), coz muze
snizovat jejich u¢innost. V klinické praxi byva vyssi exprese BCRP proteinu pozorovana
naptiklad u pacientek s rakovinou prsu, ale také u hematologickych malignit, jako je napiiklad
ALL.%™ Pfirozenymi substraty BCRP proteinu jsou napiiklad kyselina listova, steroidni
molekuly nebo protoporfyrin. Mezi 1éCiva transportovana pomoci BCRP patii naptiklad
flavopyridol, mitoxantron, fludarabin, 6-merkaptopurin, 5-fluorouracil nebo metotrexat, ktery
je analogem kyseliny listové.%8°

Dalsim proteinem spojovanym s MDR je LRP (lung resistance related protein), ktery
byl popséan v roce 1993.7? Jedna se 0 tzv. ,,vault protein‘ piirozené exprimovany napiiklad u
makrofagi nebo v burikach epitelt. Vaults jsou multi-podjednotkové struktury zapojené
zejména do transportu lé¢iva z jadra do cytoplazmy. ZvySena exprese LRP proteinu je
spojovana s horsi odpovédi na 1é¢bu, a to zejména v ptipadé chronické myeloidni leukémie
(CML) a ovaridlniho karcinomu.”® Mezi substraty LRP patii napiiklad rapamycin, 5-

fluorouracil nebo mitoxantron.”™



3.3.3 Rezistence na nukleosidova cytostatika

Nukleosidy jsou skupinou biologicky aktivnich latek, které se svou strukturou
podobaji zakladnim stavebnim kamenim DNA. Léciva s nukleosidovou strukturou jsou
vyuzivana naptiklad jako antivirotika nebo cytostatika. V obou ptipadech tyto latky cili na

® Vtéto praci byla pouzita nasledujici cytostatika

replikaci nukleovych kyselin.’
s nukleosidovym strukturnim zakladem: cytarabin (Ara-C), fludarabin (FDR), 6-
merkaptopurin (6-MP) a 6-thioguanin (6-TG), pomoci nichz byly selektovany rezistentni
nadorové linie. Pro testovani zkifizené rezistence byla vyuzita také dalsi nukleosidova
cytostatika a to: roskovitin (ROS), gemcitabin (GEM) a 5-fluorouracil (5-FU). Tato 1é¢iva jsou
Vv klinické praxi schvalena k 1é€bé leukémii, lymfoma a v nékterych piipadech i solidnich
nadord.”®"’

Jednim ze zakladnich mechanismil vzniku rezistence na nukleosidova cytostatika je
zména miry exprese membranovych transportéra slouzicich k pfenosu nukleosidt z/ do buriky.
Tyto zmény se mohou tykat jak proteinti spojenych s mnohocetnou 1ékovou rezistenci (Pgp,
MRP, BCRP, LRP), tak proteinil specializovanych na transport nukleosidii. Zde rozlisujeme
ekvilibrativni nukleosidové transportéry (ENT) a koncentrativni nukleosidové transportéry
(CNT), pticemz ENT mohou fungovat jako influxni i efluxni pumpy, zatimco CNT umoziiuji
pouze influx.”8-&

Ekvilibrativni nukleosidové transportéry patii do proteinové rodiny SLC29 a
V soucasnosti jsou popsani ¢tyii jeji €lenové s oznacenim ENT1-4.

ENT1 transportér je exprimovan napii¢ celym télem. Najdeme ho naptiklad u
erytrocytl, hepatocytli, kardiomyocytt, ale také u neuront ¢i gliovych bunék. Kromée
cytoplazmatické membrany byva exprimovan také v membrané mitochondrii.®%® ENT1
slouzi k transportu purint i pyrimidinti a mezi jeho substraty patii také cela fada xenobiotik,
naptiklad ribavirin, gemcitabin, cytarabin, 6-merkaptopurin a fludarabin.®-88

ENT2 transportér je stejné¢ jako ENTI1 Siroce exprimovan napfi¢ nejriznéjSimi
tkanémi. Najdeme ho u mimo jiné u bunék placenty, prostaty, brzliku, pankreatu, ledvin,
gliovych bunék, neuronti nebo kardiomyocyti, pficemz nejvyssi zastoupeni je v bunkach
kosternich svalti (rhabdomyocytech). Opét se jedna o transportér zajist'ujici pienos jak purinu,
tak pyrimidinii a nachazi se zejména v cytoplazmatické membrang.”®8%° Mezi substraty ENT2
patii napiiklad fludarabin, gemcitabin, 6-merkaptopurin, 6-thioguanin a 5-fluorouracil .81:91-%3

ENTS3 transportér je exprimovan zejména v membrané lysozomt a své maximalni
aktivity dosahuje pfi hodnoté pH 5,0.%* Nachazi se také v cytoplazmatické membrané a
membran¢ mitochondrii. Z hlediska tkani jej najdeme napiiklad v placenté. Substratem ENT3

transportéru je naptiklad azacytidin.8%



ENT4 transportér je siln¢ exprimovan zejména v mozkové tkani a svou substratovou
specifitou odpovida spiSe SCL22 proteinové rodin€, kterd transportuje malé endogenni
molekuly mezi tkdnémi a t€lnimi tekutinami (najdeme je naptiklad v oblasti choroidniho
plexu, hepatocytech nebo proximalnich tubulech ledvin), nez ostatnim ¢lenim SLC29
proteinové rodiny.®® Typickym endogennim substratem ENT4 transportéru jsou naptiklad
neurotransmitery serotonin a dopamin. Kromé lokalizace v mozkové tkani (choroidni plexus,
hippocampus, cortex atd.) je ENT4 exprimovan (stejné jako SLC22) v jatrech a ledvinach, kde
hraje vyznamnou roli pfi transportu latek skrz membranové bariéry, pficemz jeho afinita
k nukleosidiim je pomé&rné slaba.®

CNT1 transportér je exprimovan zejména jatrech, ledvinach, tenkém stieve,
makrofazich kostni dfené, ale také v nékterych oblastech mozku. Tento transportér prenasi
zejména latky s pyrimidinovou strukturou a mezi jeho substraty patii cela fada 1é¢iv, naptiklad
zidovudin, zalcitabin, cytarabin a gemcitabin.%:%8
spektrem tkani. Najdeme ho v ledvinach, srdci, kosternim svalstvu, tenkém stievé, pankreatu,
ale napiiklad také v placent&.®® Jeho pfirozenou funkci je transport latek S purinovou
strukturou a mezi tyto patii také néktera 1é¢iva, naptiklad ribaviridin, kladribin, klofarabin a
fluoropyrimidiny (5-fluorouracil).®1%

CNT3 transportér se nachazi v cytoplazmatické membrané bunék pankreatu,
pradusnice, prsnich zlaz, kostni dien¢ a stieva. V niz$i mife je exprimovan také v plicich,
jatrech, placenté, varlatech, predstojné zlaze a také v nekterych oblastech mozkové tkané,
srdce a nosni sliznice.'® Substraty CNT3 jsou jak puriny, tak pyrimidiny a kromé& endogennich
latek (adenosin, guanosin, thymidin apod.) jsou jim transportovana i léCiva, jako jsou naptiklad

gemcitabin, cytarabin, fludarabin, kladribin a dal$i.10%-104

Cytarabin (Ara-C, cytosin arabinosid)

Cytarabin je analog pyrimidinu vyuzivajici se k 1é€b¢ riznych forem leukémie (ALL,
ANLL, AML, CML) a Nehodgkinského lymfomu.'%1% Cytarabin je v klinické praxi vyuzivan
pro 1é¢bu rakoviny od roku 1969 a od 90.let 20.stoleti je vyzivan v kombinované terapii
s jinymi cytostatiky, pfi¢emz kombinace 1é¢iv zvysuje efektivitu 16¢by.2%” V 1é¢bé akutni
myeloidni leukémie (AML) se vyuziva kombinace cytarabinu naptiklad s azacitidinem (Aza),
etoposidem (Eto), klofarabinem (Clo) nebo fludarabinem.?%-1° V/ roce 2018 bylo popsano
prolécivo s oznacenim BST-236, které je konjugatem cytarabinu a asparaginu a na cytarabin
se metabolizuje az po vstupu do rakovinné butiky.!'! Volny cytarabin je pak fosforylovan do
své aktivni formy, cytarabinu trifosfatu (Ara-CTP).}? Tento metabolit se nasledné vaze do
struktury DNA béhem S faze bunécného cyklu a v misté jeho zaclenéni konci syntéza nového

fetézce, ¢imz dochazi k inhibici procesu replikace DNA.'? Rezistence na cytarabin je obvykle
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spojovana se snizenou expresi ENT1 transportéru, ktery je hlavni cestou prichodu cytarabinu
do buriky, se snizenim aktivity deoxycytidin kinazy (dCK), ktera jej fosforyluje na aktivni
formu Ara-CTP, nebo zvySenim exprese enzymd, které jej degraduji (cytidin deaminaza, 5'-

nukleotid4za).!4

Fludarabin (FDR, 2-F-Ara-A)
Fludarabin je analog adeninu vyuzivajici se zejména v 1é¢bé chronické lymfoidni
leukémie (CLL).!*® Fludarabin je podavan ve formé& monofosfatu (2-F-Ara-AMP; FAMP) jako

prolécivo, které se nasledné defosforyluje na 2-F-Ara-A. V této formé prochazi fludarabin do

bun¢k, kde je fosforylovan deoxycytidin kindzou na aktivni formu 2-F-Ara-ATP. Tento
metabolit se nasledné vaze na DNA primazu, DNA polymerazu a a ribonukleotid reduktazu,
¢imz inhibuje proces syntézy DNA.'6117 Snizena aktivita deoxycytidin kinazy, stejné jako
zvySena exprese P-glykoproteinu zpusobuji sniZzeni koncentrace aktivni formy fludarabinu
V intraceluldrnim prostfedi bunek. S tim souvisi snizena citlivost leukemickych bunék na 1écbu
fludarabinem, ktera byla popisovana v in vitro i in vivo testech.!'®® Analyzou vzorki
pacientd trpicich CLL byla prokdzana rovnéz spojitost mezi zvySenou expresi
glukosylceramid syntazy (GSC) a rezistenci na fludarabin. Tento enzym pievadi ceramid na
glukosylceramid inhibujici apoptézu, usnadnujici ptezivani bun€k a podporujici jejich

proliferaci a diky tomu vznik rezistentniho fenotypu.®

6-merkaptopurin (6-MP)

6-merkaptopurin je analogem hypoxantinu a vyuziva se v 1é¢bé akutni lymfoblastické
leukémie (ALL), chronické myeloidni leukémie (CML) a autoimunitnich onemocnéni. 2012
6-merkaptopurin je podavan ve forme proléciva, které je transportovano v inaktivni formé do
buriky, tam je nasledné metabolizovano hypoxantin-guanin fosforybosyltransferazou
(HGPRT) na 6-thioinosin-5-monofosfat (6-TIMP). 6-TIMP je nasledné metabolizovan dvojim
zpusobem: a) thiopurin S-methyltransferazou (TPMT) na 6-methyl-merkaptopurin
ribonukleotidy, které inhibuji syntézu purinti a b) inosin-5-monofosfat dehydrogenazou na 6-
thioguanin nukleotidy, které se blokuji syntézu DNA i RNA.'?124 Mechanismus rezistence
na 6-MP byl spojovan se sniZzenou aktivitou enzymi metabolizujicich ho na jeho aktivni

formu, nicméné v poslednich letech se objevuji prace poukazujici na vliv inhibice mTOR

komplexu 1 (mTOR-C1) na rozvoj tohoto rezistentniho fenotypu. 125127

6-thioguanin (6-TG)

6-thioguanin je metabolitem 6-merkaptopurinu. Jedna se analog guanosinu a jako

cytostatikum se vyuziva v 1é¢bé akutni myeloidni leukémie (AML) a akutni lymfoblastické
leukémie (ALL). Stejné jako jina 1éCiva ze skupiny antimetabolitti je také 6-thioguanin
fosforylovan na svou aktivni formu. Tuto fosforylaci zajistuje hypoxantin-guanin-
fosforybosyltransferaza (HGPRT), fosforyluje 6-TG nejprve na difosfat (6-TGDP) a nasledné
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na trifosfat (6-TGTP), ktery se inkorporuje do struktury DNA i RNA, coz vede k inhibici
procesu syntézy DNA i RNA a nasledné az Kbunécné smrti.!?21?® Snizena citlivost
leukemickych bunék na 6-thioguanin je obvykle spojovana se snizenou expresi HGPRT, ktera
jej fosforyluje na aktivni formu, pficemz bylo zjisténo, ze pocet rezistentnich klonii nesoucich
mutaci pro HGPRT roste u pacientii exponencidlné s vékem.!?130 Studie provedené na
buiikach lidského melanomu ukazuji, Ze rezistence na 6-TG miiZe souviset také s vy$si expresi
O(6)-methylguanin-DNA-methyltransferazy (MGMT), coz je enzym zajist'ujici opravné
mechanismy DNA a rozpoznavajici bazové analogy zalenéné do DNA, Konkrétné O(6)-

alkylovany guanin.'®!

5-fluorouracil (5-FU)

5-fluorouracil je analogem pyrimidinu, ktery je vyuzivan u Sirokého spektra

onkologickych onemocnéni, a to jak v mono, tak v kombinované terapii. Ze studii vyplyva, ze
vétsina molekul 5-fluorouracilu je po podani katabolizovana na inaktivni metabolity a na
cytotoxickém efektu se podili jen 1- 3 % z pGvodniho mnozstvi 1é¢iva.'®?> Aktivnimi
metabolity 5-FU jsou fluorouridin trifosfat (FUTP), ktery se inkorporuje do RNA,
fluorodeoxyuridin trifosfat (FAUTP) inkorporujici se do struktury DNA a fluorodeoxyuridin
monofosfat (FAUMP) inhibujici enzym thymidylat syntazu (TS), ktery je vyznamny pro
syntézu thymidinu a jeho inhibice zplisobuje poskozeni struktury DNA béhem replikace a
reparaénich mechanismii.’* Pro 5-FU byla popséna celd fada mechanismi vzniku lékovych
rezistenci. Souvisely jak s vysokou expresi TS, tak se zvySenou aktivitou deoxyuridin
trifosfatazy (dUTPaza), ktera fosforyluje 5-FU na jeho aktivni metabolity, pifipadné s
methylaci genu MLH1 kédujiciho MLHI1 protein podilejici se na repara¢nich mechanismech

DNA nebo se zvySenou expresi proteinii Bcl-2, Bel-XL, Mcl-1 nebo Pgp.13+140

Gemcitabin (GEM)

Gemcitabin je analogem cytidinu s vysokou aktivitou vuéi Sirokému spektru

nadorovych onemocnéni. V klinické praxi se vyuziva naptiklad k 1é¢bé nemalobunééného
karcinomu plic, rakoviny pankreatu a ovaria, metastazujici rakoviny prsu, karcinomu
modového méchyie, ale také hematologickych malignit.1**12 Gemcitabin je transportovan do
bunék zejména pomoci nukleosidovych transportért, pticemz hlavni roli zde hraje ENT1
transportér. V mensi mife je gemcitabin transportovan také ENT2 a 3 a CNT1 a 3. 08914
Gemcitabin je po vstupu do buiiky fosforylovan dCK na gemcitabin-monofosfat. Dalsi dvé
fosforylace zajistuji UMP/CMP kinaza (CMPK1) a nukleosid-difosfat kindza (NDPK).}* Ve
formé trifosfatu je nasledné gemcitabin zaclenén do struktury DNA i RNA. Hlavni cestou
deaktivace gemcitabinu je jeho deaminace cytidin deamindzou (CD) na 2’2’-
difluorodeoxyuridin (dFdU). Dalsi inaktivacni kroky jsou naptfiklad deaminace gemitabin-

monofosfatu  deoxycytidin deaminasou (DCTD) nebo jeho defosforylace pomoci
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5’nukleotiddzy (NT5C).}**  Mechanismus rezistence na gemcitabin obvykle souvisi se
zménami v drdze jeho metabolismu — rychlej$i degradaci, nebo inaktivaci enzymu
zajist'ujicich jeho fosforylaci. Stejné tak byva u buné€k rezistentnich na gemcitabin popisovana
zvysena exprese ABC transportérll, piiéemz gemcitabin je substratem Pgp i MRP proteinu.®
Studie ukazuji, Ze do gemcitabinové rezistence mohou byt zapojeny také AKT, MAPK, HIF-

lo.a NF-kB drghy 145148

Roskovitin (seliciclib, CYC-202)
Roskovitin je derivatem purinu inhibujicim cyklin-dependentni kinazy (CDK) skrz

kompetici v ATP-vazebném misté. Velmi dobie inhibuje CDK1, 2, 5, 7 a 9, ale je pomé&rné
slabym inhibitorem CDK4, 6 a 8.1%° Diky inhibici CDK zastavuje bun&ény cyklus, ¢imZ bréni
proliferaci nadorovych bunék. Roskovitin je experimentalnim léCivem, jehoZ aktivita byla
sledovana v ramci faze I a II klinickych testi. Faze I zahrnovala testovani aktivity u celé fady
solidnich nadorti, napfiklad u adenokarcinomu, hepatocelularniho  karcinomu,
nasofaryngealniho karcinomu nebo nemalobunééného karcinomu plic, pticemz roskovitin byl
podévan ve formé mono i kombinované terapie.!®® V druhé fazi klinickych testd byl roskovitin
podavan pacientim s diagnézou nemalobunééného karcinomu plic, avSak tyto testy
neprokazaly vliv 1é&by na delsi dobu piezivani pacientii V porovnani s placebem.™ VVzhledem
Kk tomu, ze roskovitin prozatim neni standardné vyuzivan v klinické praxi, nebyl u néj zatim
popsan in vivo vznik lékové rezistence.'®® In vitro studie nicméné rozvoj rezistentniho
fenotypu popisuji. Naptiklad na buiikach lidského kolorektalniho karcinomu (HCT116)
rezistentniho na flavopyridol byla pozorovana zkiizena rezistence pravé s roskovitinem,

pii¢emz tento fenotyp nesouvisel s mirou exprese transportérti Pgp ani MRP. %2

3.3.4 Rezistence na cytostatika obsahujici ve strukture kov

Cisplatina

Cisplatina je nejstars§im z platinovych cytostatik a vyznacuje se pomérné Sirokym
spektrem mozné klinické aplikace. V onkologii se vyuziva napiiklad k 1é¢bé ovarialniho
karcinomu, germinalnich nadort, lymfomid nebo sarkomti. Mechanismus uU¢inku spociva
v interkalaci do struktury DNA, naruSeni repara¢nich mechanismi DNA a indukovani
apoptozy. 15315 Pacienti 1é¢eni cisplatinou mivaji obvykle velmi dobrou primérni odpovéd’ na
1é¢bu, oviem neni zde vyjimkou klinicky relaps zptsobeny vznikem lékové rezistence.'®® Za
rozvojem rezistentniho fenotypu mulze stat v piipadé cisplatiny vice faktord: a) zvySena
exprese efluxnich pump snizujici koncentraci l€¢iva uvniti bunky (cisplatina je substratem pro
MRP protein), b) zvysena exprese metalothioneint, které se vazi na cisplatinu a inaktivuji ji,
¢) zvySena exprese glutathion-S-transferazy inhibujici signalni drdhu c-Jun terminalni kindzy
(INK), a tim blokujici apoptdézu nebo d) snizena exprese proteinu p21, ktery je inhibitorem

cyklin-dependentnich kinaz a je tedy schopen zastavit proliferaci poskozené bufiky. %515
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Karboplatina

Karboplatina patii do druhé generace platinovych cytostatik. Je metabolizovana
intracelularné na svou aktivni formu, pfiCemz se vytvareji platinové komplexy, které se vazi
na nukleofilni ¢asti ve struktufe DNA (zejména na guanin a cytosin). Jeji zaclenéni do DNA
vede K naruseni bunééného riistu a indukci apoptdzy.®31% V klinické praxi je karboplatina
vyuzivana napiiklad k 1¢¢bé ovarialniho karcinomu a malobunééného karcinomu plic, pfi¢emz
oproti cisplatiné vykazuje niz§i orgdnovou toxicitu. Vyhodou karboplatiny je také vyssi
stabilita v krevni plazmé oproti cisplatiné¢ (6x delsi biologicky polocas) a mensi vyskyt
nezadoucich G¢inkd.?®311 Mechanismus vzniku rezistence na karboplatinu je podobny
rezistenci na cisplatinu a mezi témito dvéma léCivy vznikd pomérné Casto zkiizena

rezistence.1%2

CuEt [(bis (diethyldithiocarbamate)—copper)]

CuFEt je experimentalni latkou, ktera doposud nebyla zatfazena do bézné klinické
praxe. Jednd se o metabolit disulfiramu, u n&jz byly jiz dfive pozorovany protinadorové
¢inky, oviem mechanismus u¢inku nebyl zcela znam.®31% V roce 2017 byla publikovana
prace popisujici blize metabolismus disulfiramu v lidském organismu, pficemz bylo zjisténo,
ze je metabolizovan na diethyldithiokarbamat (DTC) a nasledné formuje komplex s médi
(CuEt), ktery stoji za protinadorovymi G¢inky disulfiramu.%

Pro testovani mechanismu t¢inku CuEt byly pouzity bunky MDA-MB-231 (karcinom
prsu), které byly nasledné aplikovany do mysi. Bylo zjisténo, ze prave tyto méd’naté komplexy
jsou hlavni aktivni molekulou, kterd zodpovida za protinadorové ucinky disulfiramu.
Mechanismus u¢inku CuEt spociva ve vazbé na NPL4 protein (nuclear protein localization
protein 4), ktery je zapojen do ubiquitinace proteind, pfi¢emz vazba CuEt zpisobi jeho
agregaci.'®®%” Tim je narusena drdha zahrnujici formovani komplexu p97-NPL4-UFD1, coz
vede k bun&éné smrti. 6

V roce 2021 byla nasledné publikovana dalsi prace zkoumajici vliv CuEt na progresi
kolorektalniho karcinomu. V této praci bylo zjisténo, ze CuEt nejen potlacuje mnozeni
nadorovych bungk, ale rovnéZ redukuje metabolismus gluk6zy. Pomoci RNA-seq analyzy byl
identifikovan cilovy gen pusobeni CuEt, a to ALHDIA3, coz je isoforma aldehyd
dehydrogenazy (ALDH). V ramci in vitro a nasledné také in vivo experimentt byla popsana
interakce ALDH1A3 s PKM2, coz je isoenzym glykolyticky ptisobici pyruvat kinazy, coz
vede k redukci aerobni glykolyzy.1%
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3.4 Bunécéné modely

Biologické modely jsou vyznamnym nastrojem pro pochopeni mechanismui
patogeneze dosud popsanych onemocnéni, coz dava prostor identifikaci biologickych
markerd, cilené terapii a napomaha vyvoji novych 1é¢iv. Neustaly vyvoj molekularné-
biologickych metod ndm umoziiuje stale presnéji identifikovat terapeutické cile, na néz je
mozné zaméfit 1é¢bu a ta se tak stava mnohem efektivnéjsi. V minulosti se vyuzivaly zejména
zviteci modely, které maji své nesporné vyhody i nevyhody. Mezi nevyhody zvitecich modelt
muzeme fadit naptiklad nemoznost testovani obsadhlych knihoven chemickych latek v kratkém
¢ase, finan¢ni ndroc¢nost, velké naroky na prostory, v nichz jsou zvifata chovédna a slozitou
legislativu souvisejici s povolenim testl na zvitatech, nemluvé o etické strance véci. Vyhodou
je zde pak vys$si Groven organizace biologického systému, nez je tomu napiiklad u in vitro
bunéénych kultur, moznost testovani metabolismu jednotlivych 1é¢iv, sledovani akutni i
chronické toxicity, vlivu na graviditu apod.*®

Prace s in vitro modely, jako jsou nadorové bunééné linie, je v porovnani se zvifecimi
modely mnohem snadnéjsi. Bunky jsou kultivovany v kultiva¢nich lahvich, pfi¢emz jedna
lahev jich muZe obsahovat miliony. Navic je moZzné je pomérné snadno namnozit, ¢imz
ziskavame prakticky neomezeny zdroj biologického materidlu pro experimenty. Bunécné
modely jsou idealni pro primarni selekci biologicky aktivnich latek — je mozné otestovat
aktivitu stovek/tisicu latek v pomérné kratkém case, jejich piipadnou toxicitu, bunécny
metabolismus apod. Diky informacim ziskanym z primarnich testti je mozné testovat v in vivo
podminkach pouze nejzajimavéjsi kandidaty, ¢imz se uSetii nejen Cas, ale také se znacné
zredukuje mnozstvi laboratornich zvifat potfebné pro experimenty.16-171

Bohuzel ne vSechny bunééné typy lze kultivovat in vitro a vytvofit tak bunéény model
(problematickd je zejména in vitro kultivace neuronil).!’> Nicméné pro celou fadu
onkologickych onemocnéni, jako je naptiklad leukémie, adenokarcinom, osteosarkom nebo
glioblastom, tyto buné¢né modely existuji a pomahaji ve vyzkumu jejich 1écby. Stejné tak je
mozné kultivovat in vitro napiiklad kmenové buiiky, a to jak indukované pluripotentni
kmenové buriky, tak ty embryonalni.1”*17

Nédorové bunécné modely lze bud’to komercné zakoupit, nebo vytvorit z nddorové
tkané pacienta. V piipad¢ komercnich linii je prace mnohem snadnéjsi a rychlejsi. Navic 1ze
velmi dobfe popsat ptivod a ,,stafi* bunck a experimenty provedené s vyuzitim téchto modelt
jsou velmi dobfe reprodukovatelné, protoze se vzdy vychazi ze stejného biologického
materialu.

Naproti tomu bunécné modely odvozené od tkané pacienta jsou specifické pouze pro
jeden konkrétni ptipad a replikovani vysledku je prakticky nemozné, pokud nedojde

k odebrani nadorové tkané stejného pacienta, a i tak je zde pravdépodobnost ur¢ité variability
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diky intratumorové heterogenit&.!’®’” Nespornou vyhodou je zde fakt, Ze ziskame
relevantnéjsi informace pro daného pacienta, ovSem pievést odebranou nadorovou tkan na in
vitro model neni Gplné snadny ukol, ktery je navic ¢asové pomérné naroény.

Proto se Cast&ji voli in vivo model, oznacovany jako PDX (z angl. patient derived
xenograft) umoznujici testovat pacientiiv nador v Zivém organismu. Timto organismem byvaji
imuno-deficientni mySi Scilené potlaéenou imunitou, coz zredukuje riziko
piipadného odmitnuti lidskych bunék jejich imunitnim systémem.!’® PDX modely pak
umozinuji sledovat rist nadorti v Zivém organismu a testovat jejich odpovéd’ na cytostatika,
ptipadné jiné druhy 1é€by, naptiklad radioterapii, pfi¢emz vysledky maji relevantni klinicky

vyznam pro daného pacienta a mohou pomoci s planovéanim jeho terapie.!’

3.4.1 Rezistentni nadorové linie

Rezistentni nadorové linie mohou byt vytvoreny jak v in vitro podminkach (naptiklad
cilenou selekei s eskalacnim zvySovanim koncentrace cytostatika, coz je metodika, ktera byla
vyuzita v praktické ¢asti této prace) tak v in vivo podminkach v téle pacienta 1é¢eného danou
latkou. V tomto piipadé ovSem narazime na stejny problém jako pii vytvareni in vitro
bunécénych modelt z tkané pacienta. Opét se jednd o pomérne slozity a casove narocny proces,
ktery si zada pokroc¢ilé zkuSenosti s praci s tkanovymi kulturami. Naproti tomu selekce
Vv in vitro podminkach muze zadit prakticky okamzité po nasazeni bunék do kultivaéni lahve.

Obecné se popisuji dva zakladni postupy selekce rezistentnich klonti: a) eskalacni
ptistup, pfi némz jsou latky nejprve selektovany nizkou koncentraci cytostatika a pfi
optimalnich podminkach zivotnosti a koncentrace bunék je tato navySovana a b) selekce
vysokou davkou, odpovidajici naptiklad 5-ti az 10-ti nasobku hodnoty ICso (poloviny
maximalni inhibi¢ni koncentrace). 80181

Vysledkem by méla byt selekce bunécnych klonti se zménénou expresi gend, pipadné
klont nesoucich mutaci v sekvencich DNA zodpovédnych za rozvoj rezistentniho fenotypu.
Velmi Casto se jedna se o zmény v expresi membranach transportérd, inhibici aktiva¢nich
enzymil, resp. zvySenou expresi enzymi zajistujicich biodegradaci dané latky.'®? Na téchto
burikach je mozné sledovat zmény vedouci k vzniku daného rezistentniho fenotypu, pfi¢emz
ziskané informace nam mohou pomoci 1épe pochopit, k ¢emu mize dochazet v téle pacienta,
jakymi mechanismy se nadorové buiiky brani chemoterapii, a jak zacilit novou terapii, aby se
vzniku rezistence predeslo, pfipadné abychom byli schopni tento rezistentni fenotyp piekonat.

Rezistentni nadorové linie jsou vhodny model pro primarni screening novych
potencidlnich 1é¢iv. Diky velkokapacitnim screeningovym laboratofim je mozné pomeérné
snadno otestovat velké mnozstvi latek a vybrat ty, které jsou vysoce aktivni na rezistentnich
nadorovych liniich a zéarovenl netoxické pro fyziologické tkéan€. Samozfejmé cesta od

pozitivnich vysledkl v primarnim screeningu az po nové lécivo, je dlouhd a komplikovana,
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ale tyto prvotni informace jsou podstatnym krokem pro selekci zajimavych struktur, kterymi

ma smysl se dale zabyvat.
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4. Material a metody

4.1 Biologicky material

V praci byly pouzity bunééné linie CCRF-CEM, K562 a U-87MG ATCC, které byly

kultivovany pii 37 °C a 5 % CO». Kultiva¢ni médium obsahovalo antibiotika (smés penicilin/

streptomycin, Gibco, kat. ¢islo: DH150) a 10 % hovéziho fetalniho séra (Gibco, kat. ¢islo:
10270106).

a) CCRF-CEM (ATCC, kat. ¢islo: CCL-119): akutni lymfoblasticka leukémie (ALL)

= Kultivaéni médium: RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: FG1215)

b) K562 (ATCC, kat. ¢islo: CCL-243): chronicka myeloidni leukémie (CML)

= [MDM (Isove’s Modified Dulbecco’s Medium; Sigma-Aldrich, kat. cislo:
17633)

¢) U-87MG ATCC (ATCC, kat. ¢islo: HTB-14): glioblastom

=  MEM (Minimum Essential Medium Eagle; Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: M2279)

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Cytostatika:

Nukleosidova cytostatika syntetizovana na Ustavu organické chemie a biochemie AV
CR (UOCHB) v Praze

Experimentalni 16¢iva z chemické knihovny Ustavu molekularni a translaéni mediciny
(UMTM) v Olomouci

Fludarabin (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: F9813)

Cytarabin (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: C3350000)

6-merkaptopurin (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: PHR1611)

6-thioguanin (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: A4882)

Fluorouracil (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: F6627)

Gemcitabin (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: G6423)

Roskovitin (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: R7772)

Protilatky, enzymy a chemikalie:

Dimethyl sulfoxid (DMSO; Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: D8418)
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2h-
tetrazolium (MTS; Promega, kat. ¢islo: G1111)

Cell wash (BD, kat. cislo: 349524)

10x permeabiliza¢ni roztok (BD, kat. ¢islo: 340973)
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= BSA (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: A6793)

= FC receptor saturation reagent (BD, kat. ¢islo: 732802)

= Pgp primarni protilatka (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: P7965)

=  MRPI1 primarni protilatka (MRPmS5; Alexis, kat. ¢islo: 57M)

= Pgp isotypova kontrola (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: M5284)

= MRP isotypova kontrola (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: M5409)

»  Sekundarni protilatka, anti-mouse 1gG (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: F2883)

*= RevertAid™ H Minus M-MuLV, Reverse Transkriptase (5 x 10 000 U) (UAB
Fermentas, kat. ¢islo: EP0452)

= TagMan Assay kity pro geny SLC29A1 — SLC29A4 a SLC28A1-A3 (Thermo Fisher,
kat. ¢isla: 4331182, 4351372)

= TRl reagent (Molecular Research Center, kat. ¢islo: TR 118/500)

= RNAsin ribonuclease inhibitor (Promega, kat. ¢islo: N2111)

= RiboPure Kit (Ambion, kat. ¢islo: AM1924)

= |sopropanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: 19516)

= Chloroform (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: C2432)

= Ethanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: 493511)

= DEPC Treated Water (Ambion, Austin, TX, USA)

= Tris-hydrochlorid (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: 10812846001)

= Kyselina chlorovodikova (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: H1758)

= Kyselina ethylendiamin (EDTA, Serva, kat. ¢islo 11280)

= Proteinaza K (BioLabs, kat. ¢islo P8102S)

Pouzité roztoky:
a) Testovani exprese Pgp:
o Blokovaci roztok: 500 mg BSA + 100 ml cell wash
o Rinse buffer (RB) pro testovani Pgp: 100 mg BSA + 20 ml cell wash
o FC receptor saturation reagent: 10 ul FC receptor saturation reagent + 30 ul
blokovaciho roztoku/ 1 vzorek
o Pgp primarni protilatka: 4 pl primarni protilatky + 996 pl blokovaciho roztoku
o Isotypova kontrola pro testovani Pgp: 7,1 ul isotypové kontroly + 992,9 ul
blokovaciho roztoku
o Sekundarni protilatka pro testovani Pgp: 4 ul sekundéarni protilatky + 996 pl
blokovaciho roztoku
b) Testovani exprese MRP:
o Rinse buffer (RB) pro testovani MRP: 0,5 % BSA, 0,1 % NaNj3, 1xPBS
o MRPI1 primarni protilatka: 5 ul + 1000 pul RB pufru pro testovani MRP
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o Isotypova kontrola pro testovani MRP1: 5 pl isotypové kontroly + 995 ul RB
pufru
o Sekundarni protilatka pro testovani MRP: 4 pl sekundarni protilatky + 996 pl
RB pufru pro MRP
c) lzolace RNA
o Tris-HCI, pH 8,1
o 75 % Ethanol fedény v RNA vodé (30 ml 96% ethanolu + 10 ml vody)

4.3 Material:

= Kultivaéni lahve (TPP, kat. ¢isla: N900250, N900750, N901500)

= 384-jamkové desky pro MTS test: clear, flat bottom, with lid, tissue culture treated
(Corning, kat. ¢islo: CLS3701)

= Echo 550 source plate: 384well polypropylene PP-plate (Labcyte, kat. ¢islo: PP-0200-
BC)

= PCR mikrozkumavky (Eppendorf, kat. ¢islo: Z316121)

= LoBind zkumavky (Eppendorf, kat. ¢islo: Z666505)

= EpDualfilter T.I.P.S. (Eppendorf, kat. ¢islo: 0030078500)

4.4 Pristroje a zarizeni

= Herasafe KS (Thermo)

= Multidrop combi (Thermo)

= Echo 550 (Labcyte)

= Envision (Perkin Elmer)

= Laminarni box (BioAir)

= Kombinovana chladni¢ka (Gorenje)

= Vortex (Scientific Industries)

= Minicentrifuga (Eppendorf)

= Thermal Cycler PTC 100 (MJC)

=  (Chlazena centrifuga (Hermle)

= Termoblok (Eppendorf)

= Vahy (Scaltec)

= Homogenizator Mixer Mill 300 (Retsch)
= SpeedVac Eppendorf 5031 (Eppendorf)
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4.5 Pouzité metody

4.5.1 Selekce rezistentnich klonu

Selekce rezistentnich kloni probihala eskala¢nim zptisobem V kultiva¢nich lahvich o
riistové plose 150 cm?, pii¢emz koncentrace latek se zvySovala pii dostate¢né viabilité bungk
(80 % a vyssi) v pripad€ suspenznich bunék a pii konfluenci minimalné 70 % v ptipadé bunck
adherentnich.

Buinky CCRF-CEM a K562 byly seclektovany fludarabinem, cytarabinem, 6-
merkaptopurinem, 6-thioguaninem, tfemi experimentalnimi latkami z UOCHB (PNH173,
PNH192, AB-61), experimentalni latkou z UMTM [CuEt; bis (diethyldithiocarbamate)—
copper], cisplatinou a karboplatinou. CuEt bylo piipraveno ve ¢tyfech variantach: rozpusténé
v dimethylsulfoxidu (DMSO) a ve variantach nanocastic, které se vytvarely v roztoku
Kolidonu 17, hovéziho sérového albuminu (BSA) a hydroxypropylmethylcelulozy (HPMC).
Schéma selekei viz tabulka ¢. 1 a 2.

Buniky U-87MG ATCC byly selektovany CuEt (v DMSO a variantami nanocastic),
cisplatinou a karboplatinou. Schéma selekce viz tabulka ¢. 3. Chemické struktury vsech latek

vyuzivanych k selekcim rezistentnich klonti jsou zobrazeny na obrazku ¢. 1.

Tabulka ¢&. 1: Schéma selekce bunééné linie CCRF-CEM nukleosidovymi derivaty, CuEt, cisplatinou
a karboplatinou.

CCRE-CEM Koncentrace latek [umol-17]

1. 2. 3. 4. 5. 6.
Fludarabin 0,05 0,25 1,00 5,00 10,00 15,00
Cytarabin 0,05 0,25 1,00 3,00 4,00 5,00
6-merkaptopurin 0,05 0,25 1,00 5,00 10,00 20,0
6-thioguanin 0,05 0,25 1,00 5,00 10,00 15,0
PNH173 0,50 1,00 1,25 1,75 2,25 2,75
PNH192 0,50 0,75 1,25 1,75 2,25 3,50
AB-61 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 2,25
CuEt (DMSO) 0,05 0,10 0,28 0,49 0,75 0,86
CuEt (Kolidon 17) 0,05 0,10 0,28 0,49 0,75 0,86
CuEt (BSA) 0,05 0,10 0,28 0,49 0,75 0,86
CuEt (HPMC) 0,05 0,10 0,28 0,49 0,75 0,86
Cisplatina 4,125 14,85 21,45 37,95 50,50 82,50
Karboplatina 9,29 10,76 13,45 - - -
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Tabulka €. 2: Schéma selekce bunéné linie K562 nukleosidovymi derivaty, CuEt, cisplatinou

karboplatinou

Koncentrace latek [umol-1"]

Ko62 1. 2. 3. 4. 5. 6.
Fludarabin 0,08 0,41 1,00 5,00 10,00 -
Cytarabin 0,05 0,25 1,00 3,00 5,00 -
6-merkaptopurin 0,05 0,25 1,00 5,00 10,00 15,00
6-thioguanin 0,05 0,25 1,00 5,00 10,00 15,00
PNH173 0,50 1,00 1,25 1,75 2,25 2,75
PNH192 0,50 0,75 1,25 1,75 2,25 3,50
AB-61 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 2,25
CuEt (DMSO) 0,05 0,10 0,28 0,49 0,75 0,86
CuEt (Kolidon 17) 0,05 0,10 0,28 0,49 0,75 0,86
CuEt (BSA) 0,05 0,10 0,28 0,49 0,75 0,86
CuEt (HPMC) 0,05 0,10 0,28 0,49 0,75 0,86
Cisplatina 4,13 14,85 21,45 37,95 50,50 82,5
Karboplatina 9,29 10,76 13,45 20,18 47,07 53,8

Tabulka €. 3: Schéma selekce bunééné linie U-87MG ATCC CukEt, cisplatinou a karboplatinou.

Koncentrace latky [pmol-17]

U-87MG ATCC T > T n 3 3
CuEt (DMSO) 0,21 0,50 1,00 2,10 - -
CuEt (Kolidon 17) 0,21 0,50 1,00 2,10 2,50 2,80
CuEt (BSA) 0,21 0,50 1,00 2,10 - -
CuEt (HPMC) 0,21 0,50 1,00 2,10 2,50 2,80
Cisplatina 4,13 6,60 13,30 24,75 37,95 -
Karboplatina 30,50 53,80 65,60 80,70 - -
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Obrazek ¢. 1: Chemicka struktura latek vyuzivanych k selekcim rezistentnich bunék a testovani zkiizené
rezistence. Vzorce byly zpracovany v programu MarvinSketch 21.8.

4.5.2 MTS test cytotoxicity

Pro ovéfeni miry rezistence ndmi selektovanych klonid jsme vyuZzivali MTS test
cytotoxicity optimalizovany na 384 kultivaéni desti¢ky. Pracovni objem v kazdé jamce byl 30
ul kapaliny. Prvni a posledni sloupec slouzily jako kontrola pozadi testu a obsahovaly 30 pl
média, vSechny ostatni sloupce obsahovaly suspenzi média a bun€k, pficemz koncentrace
bunék byla 1,2.10% bunék/30 ul v ptipadé linii CCRF-CEM a U-87MG ATCC a 8.10 buné&k/30
ul v pfipadé linie K562.

Buiiky byly pfeneseny do Ciré 384jamkové desticky (AssayPlate, Corning) pomoci
multidropu a inkubovany po dobu 24 hodin (37 °C, 5 % CO). Po uplynuti doby inkubace byly
k buitkam ptidany testované latky (Echo 550). Jejich cytotoxicita byla testovana v 9
koncentracnich bodech (¢tytkové fedéni), pficemz maximalni testovand koncentrace CuEt
byla 15 umol- I, cisplatiny 20 umol-I*, karboplatiny 180 pmol-I* a nukleosidi 50 uM. Pozice

oznacené na desticce jako kontrola 100% viability bun¢k byly bez aplikace latek, kontrola 0%
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viability obsahovala DMSO ve finalni koncentraci 10 %. Schéma rozloZeni 384jamkové desky
pro MTS test viz obrazek €. 1.

Bunky byly s latkami inkubovany po dobu 72 hodin a nasledné obarveny roztokem
MTS. Panely byly umistény zpét do inkubatoru, pti¢emz zivé buiiky méni diky aktivnim
mitochondridlnim dehydrogenazadm zluty roztok MTS na modro-fialovy formazan. Intenzita
barevné zmény je pak pfimo umérnd mnozstvi zivych bunék. Kvantifikace mnozstvi

formazanu byla provedena spektrofotometricky pti vinové délce 490 nm (Envision).

1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
: ; ) : , : _Kontrola: viabilita 100 % . X ; ) ' ,
1 2.1 3 4 5 6 7 8 | 9 | 1 2 3 | 4 5 6 7 8 9
(9 koncentraci latek ve Etyfkovém fedéni) | (9 koncentraci latek ve &tyfkovém Fedéni)

N OB WN =

©
Médium

10
1
12
13
14
15
16 Kontrola: viabilita 100 %

Kontrola: viabilita 100 %
Kontrola: viabilita 0 %

Kontrola: viabilita 100 %
Kontrola: viabilita 100 %
Médium

Obrazek ¢. 2: Rozlozeni 384jamkového panelu pro MTS test

Vysledky MTS testu byly vyhodnoceny pomoci programu Dotmatics a ze ziskanych
dat byla ur¢ena hodnota poloviéni inhibiéni koncentrace (ICsg). Tato hodnota byla vypocitana
jak pro selektované linie, tak pro parentalni buiiky, které nebyly vystaveny selekénimu tlaku.
Z vysledného poméru hodnot ICso parentalnich a selektovanych bunék byla uréena mira

nardstu/ poklesu rezistence.
4.5.3 Exprese MDR transportnich proteini

V ramci zékladni charakterizace selektovanych bunék probéhlo testovani exprese

dvou proteinti spojenych s mnohocetnou Iékovou rezistenci: Pgp a MRPI.

a) Exprese Pgp

Pro testovani exprese Pgp vyuzivame 3 miliony bunék zafixovanych do methanolu
vychlazeného na -20 °C. Takto zafixované buniky miizeme uchovavat pti -20 °C po dobu
ptiblizn€ 10-ti tydnd, ptipadné zpracovat nasledujici den.

Odstranime methanol a buniky promyjeme 2 ml roztoku cell wash a nasledné
centrifugujeme na 500 g po dobu 5 minut pti pokojové teploté (stejné parametry centrifugace
jsou vyuzivany v celém protokolu). Odstranime cell wash a ptidame k peleté bun¢k 0,5 ml 1x
permeabiliza¢niho roztoku (zasobni roztok ma koncentraci 10x, fedime deionizovanou vodou)

a inkubujeme 10 minut pfi pokojové teploté. Po uplynuti doby inkubace pfidame 2 ml roztoku
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RB pufru (rinse buffer) a centrifugujeme. Odstranime supernatant, ptidame 40 pl roztoku FC
saturation reagent a inkubujeme 10 minut pfi pokojové teploté. Centrifugujeme, odstranime
supernatant, pfidame 2 ml RB pufru a vzorek rozdélime do dvou zkumavek po 1 ml. Obé
zkumavky centrifugujeme, nasledné odstranime supernatant a pfidame do prvni zkumavky 40
ul primarni Pgp protilatky (fedéni 1: 250 v blokovacim roztoku) a do druhé zkumavky 40 pl
isotypové kontroly (fedéni 1: 140 v blokovacim roztoku). Obé zkumavky inkubujeme ve tmé
pti pokojové teploté 30 minut.

Piidame 2 ml RB pufru, centrifugujeme, odstranime supernatant, ptidame 40 pl
sekundarni protilatky (fedéni 1: 250 v blokovacim roztoku) do obou zkumavek a inkubujeme
ve tmé pii pokojové teploté 30 minut. Pfidame 2 ml RB pufru, centrifugujeme, odstranime
supernatant a vzorek resuspendujeme v 500 ul blokovaciho roztoku. Takto zpracovany vzorek
je mozné uchovavat ve tmé pii 4 °C az po dobu tii hodin.

Expresi Pgp métime pomoci pratokového cytometru. Sekundarni protilatku

detekujeme pii vinové délce 488 nm. Zpracovani vysledkt probiha v programu Cell Quest.

b) Exprese MRP1

Stejné jako v ptipadé testovani exprese Pgp fixujeme 3 miliony bun¢k do methanolu
vychlazeného na -20 °C. Buiiky centrifugujeme na 500 g, 5 minut pfi pokojové teploté (stejné
podminky centrifugace opét vyuzivame béhem celého protokolu). Odstranime supernatant,
resuspendujeme v 0,5 ml 1x permeabiliza¢niho roztoku a inkubujeme 10 minut pii pokojové
teploté. Po uplynuti doby inkubace pfidame 2 ml RB pufru pro testovani MRP a vzorek
rozdelime na 2 ¢asti po 1 ml. Nasledné centrifugujeme, odstranime supernatant a pfidame 100
ul primarni protilatky. Inkubujeme 60 minut ve tmé pii pokojové teplotée.

Po uplynuti inkubace pfidame 2 ml RB pufru, centrifugujeme, odstranime supernatant
a pridame 100 pl sekundarni protilatky. Inkubujeme 30 minut ve tmé pii pokojové teploté. Po
uplynuti inkubace ptfidame 2 ml RB pufru, centrifugujeme, odstranime supernatant a
resuspendujeme v 0,5 ml RB pufru. Vzorek nasledné¢ analyzujeme pomoci prutokového
cytometru. Sekundarni protilatka je detekovana pti vinové délce 488 nm. Zpracovani vysledk

probiha v programu Cell Quest.

4.5.4 Testovani nukleosidovych transportéra

Pro linie CCRF-CEM a K562 selektované nukleosidovymi cytostatiky byl proveden
test miry exprese nukleosidovych transportérti (ENT1-4 a CNT1-3). Nasledné byly provedeny
funk¢ni testy, pii nichZ byl hodnocen vliv inhibice nukleosidovych transportérti na senzitivitu

bunék.
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Exprese nukleosidovych transportéri:
a) lzolace RNA

Izolace RNA byla provedena z bunék v koncentraci 5-11 miliond/ 1 ml TRI reagentu.
Vzorky bunék v TRI reagentu byly ponechany pti pokojové teploté po dobu 15-ti minut, aby
mohla prob&hnout kompletni disociace nukleoproteint. Poté bylo ke vzorkiim pridano 200 pl
chloroformu a vzorky byly silné protfepavany na vortexu po dobu alespon 30 sekund. Poté se
nechaly vzorky stat po dobu 10-ti minut pfi pokojové teploté. Po uplynuti této doby byly
vzorky centrifugovany 15 minut pii 12 000 g a 4°C. Do nové zkumavky bylo odebrano 500 pl
svrchni ¢iré faze obsahujici RNA. Ke vzorku bylo pfidano 500 pl isopropanolu a kratkym
opakovanym protfepanim (4 -5x) byly promichany ob¢ vrstvy tak, aby nezistal bily prstenec.
Vzorky byly poté 5 minut inkubovany pii pokojové teploté¢ a nasledné centrifugovany 10
minut pti 12 000 g a 4°C. Supernatant byl opatrné¢ odstranén a RNA peleta byla promyta 1,5
ml chlazeného 75% ethanolu (peletka byla odstranéna jemnym prevracenim zkumavky).
Vzorek byl opét centrifugovan (5 minut, 12 000 g, 4 °C), byl odstranén supernatant a peletka
byla ususena na vzduchu ve flow boxu (10-20 minut). K ususené RNA peleté bylo ptidano 25-
60 pl vody (DEPC treated) v zavislosti na velikosti pelety. Koncentrace a Cistota izolované
RNA byly méfeny pomoci Nanodropu ND 1000. Vzorky RNA byly nasledné pouzity pro
reverzni transkripci. Pokud by nebyly hned zpracovany, je mozné je kratkodobé ulozit pti -20

°C, ptipadné je dlouhodobé skladovat pii -80 °C.

b) Reverzni transkripce

Reverzni transkripce byla provedena ze 3 pg izolované RNA (viz ptredchozi krok
izolace RNA), ke které bylo pfidano 0,3 ug hexameru a vzorky byly doplnény vodou do 19,5
ul). Vzorky byly kratce promichany pomoci vortexu a centrifugovany (1400 rpmi, 30 sekund).
Nasledné byly inkubovany v termocykléru s vyhfivanym vi¢kem pti 70 °C po dobu 5 minut.
Poté byly vzorky zchlazeny v chladicim stojanku minimalné 1 minutu. Mezitim byl pfipraven
master mix: 6 pl 5x RT pufr, 3 ul 20mM dNTP a 0,75 pl RNAsinu/ 1 vzorek. K vychlazenému
vzorku bylo pfidano 9,75 pl master mixu, vzorky byly promichdny propipetovanim a byly 5
minut inkubovany pii pokojové teploté ve flowboxu. Nasledné bylo ke vzorku ptidano 0,75
ul reverzni transkriptazy, vzorky byly kratce promichany na vortexu, centrifugovany a
inkubovany 10 minut pii pokojové teploté ve flowboxu. Po uplynuti doby inkubace byly
vzorky pfeneseny do termocykléru s vyhfivanym vikem, kde byly inkubovény pii 42°C po
dobu 60 minut, poté 10 minut pii 70 °C a nasledn¢ chlazeny na 4 °C. cDNA byla nasledné
skladovana pfi -80 °C.
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¢) Real-time PCR

Master mix pro PCR byl pfipraven smichanim 4 pl vody, 5 pl 2x LC 480 Probes
Master, 0,5 pl 20x TagMan Gene Expression Assay/ 1 vzorek. Nasledné bylo smichéno 9 pl
master mixu s 1 ul cDNA z ptedchoziho kroku. Celkovy reakéni objem byl tedy 10 ul a PCR
byla provedena v 96ti jamkové desce. Podminky PCR byly nastaveny na 10 minut pfi 95 °C,
nasledné bylo provedeno 50 cykld zahrnujicich 15 sekund pii 95 °C a 1 minutu pfi 60 °C a
poté byla reakce chlazena na 37 °C. Pro real-time PCR byl vyuzit Cobas cycler. Jako vnitini
kontrola byla vyuzita sonda pro GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza) a jako
negativni kontrola byla pouzita voda. Testovani bylo provedeno v duplikatu.

Pro vypocet miry exprese jednotlivych transportéri byla vyuzita relativni

kvantifikace, ktera byla vztazena ku vnitini kontrole (GAPDH).

Funk¢ni test nukleosidovych transportérii:

Vliv aktivity nukleosidovych transportéri byl testovan pomoci MTS testu
cytotoxicity. Byla sledovana senzitivita rezistentnich linii k vybranym cytostatikiim
(cytostatika byla testovana v 9-ti koncentra¢nich bodech, étyfkovém fedéni a maximalni
koncentraci 50 umol-I") pii soucasné aplikaci inhibitoru nukleosidovych transportérti
(dipyridamol, S-(4-Nitrobenzyl)-6-thioinosin).

V pripadé testovani vlivu S-(4-Nitrobenzyl)-6-thioinosinu (NBTI) byla pouZita jedna
koncentrace inhibitoru (10 pumol-I") a bufiky byly s inhibitorem inkubovany 60 minut.
Nasledné byla pridana cytostatika ve vySe popsaném fedéni. Nasledny postup odpovidal
klasickému schématu provedeni MTS testu (72 hodin inkubace, barveni MTS, méfeni
absorbance pti 490 nm).

V piipadé testovani vlivu dipyridamolu na senzitivitu bunék byly provedeny dva
zpasoby aplikace latek: a) nejprve byly pifidany testované latky, buiky byly 60 minut
inkubovany a nasledné¢ byl pfidan dipyridamol a b) nejprve byla provedena inhibice
dipyridamolem (60 minut inkubace) a az poté byly pfidany latky.

Dipyridamol byl aplikovéan v koncentracich 5 az 0,083 umol-I, pficemz byl sledovan
pokles, ptipadné nartst hodnoty ICso. Jako kontrola slouzily buiky bez aplikace tohoto
inhibitoru. Schéma rozlozeni 384jamkové desky pro testovani je zobrazeno na obrazku ¢. 2.
Ptiprava bungk, intervaly inkubace, aplikace latek i vyhodnoceni probihaly shodné jako
v ptipadé MTS testu v bod¢ 4.6.2.

Samotnému funk¢énimu testu predchdzelo ovéteni toxicity dipyridamolu na bunécnych
liniich vybranych pro tento experiment. Toxicita byla ovéfena MTS testem dle postupu

uvedeného v kapitole 4.5.2.

27



1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1
Kontrola (bez dipyridamolu) 2
3 (9 koncentraci latek ve Etyfkovém fedéni)
4
Dipyridamol 0,083 pmol-T'
5 =
1 6 °
Dipyridamol 0,17 pmol-I" @
7 =
E =1 =
8 3 o =
Dipyridamol 0,5 umol-I! © > 5
g @ o @
= o =
Dipyridamol 1,0 pmol T | 10 £
ipyridamol 1,0 pmol 1 g
¥
Dipyridamol 2.0 pmol 11 | >
ipy! o 13
14
Dipyridamel 5,0 pmol-l" 15
16

Obrazek ¢€. 3: Schéma rozlozeni 384jamkového panelu pro funkéni test nukleosidovych transportérd.
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5. Vysledky

5.1 Selekce rezistentnich klonu

Selekce rezistentnich klonil probihala dle postupu uvedeném v metodické Casti prace.
V pfipadég rezistence na nukleosidové derivaty (linie CCRF-CEM a K562) probihala selekce
po dobu 12-ti tydnt, béhem kterych doslo k Sesti cyklim navyseni koncentrace latek. Selekce
klonu rezistentnich na CuEt, cisplatinu a karboplatinu probihala na leukemickych bunkach
(CCRF-CEM a K562) po dobu 20-ti tydnti a na bunkach glioblastomu (U-87 MG) po dobu
15-ti tydnd. Po ukonceni selekce byla ovéfena mira rezistence pomoci MTS testu cytotoxicity,
pficemz byla porovnavana hodnota ICso parentalnich linii bez selekce s hodnotou
selektovanych bunék. V tabulce ¢. 4 jsou uvedeny hodnoty ICsy parentalnich bunék bez

provedené selekce.

Tabulka &. 4: Hodnoty 1Cs [umol-17] parentélnich bunék CCRF-CEM, K562, U-87 MG a smérodatné
odchylky (sd; z angl. standard deviation).

CCRF-CEM K562 U-87 MG
o [pr‘!l%fi(')l'l] sd [urﬁ?rl] sd [mﬁ(»)rl] sd
Cytarabin 0,0086 0,0016 0,017 0,0001 -
Fludarabin 1,04 0,21 48,65 1,90 -
6-merkaptopurin 0,47 0,03 0,57 0,13 -
6-thioguanin 0,17 0,02 0,42 0,0252 -
5-fluorouracil 4,65 1,29 2,70 0,73 -
Gemcitabin < 0,0008 0 0,02 0,0069 -
Roskovitin 17,88 2,8 12,74 4,00 -
AB-61 0,11 0,0008 0,019 0,0026 -
PNH173 0,09 0,007 0,071 0,0042 -
PNH192 0,10 0,02 0,036 0,0061 -
CuEt (DMSO) 0,033 0,004 0,19 0,027 0,20 0,044
CuEt (Kolidon 17) 0,034 0,004 0,23 0,004 0,18 0,039
CuEt (HPMC) 0,031 0,005 0,17 0,043 0,17 0,045
CuEt (BSA) 0,031 0,002 0,11 0,01 0,11 0,032
Cisplatina 1,92 0,05 123,52 14,65 16,75 1,08
Karboplatina 9,29 2,12 84,01 14,23 60,10 1,16

5.2 Testovani selektovanych linii

Po ukonceni selekce, bylo provedeno ovéieni miry narustu/ poklesu rezistence pomoci
MTS testu cytotoxicity. Testovala se nejen rezistence vuci latce, jiz byly buiiky selektovany,

ale také pripadna zk¥izena rezistence a MDR. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach ¢. 5 az 14,
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Tabulka ¢. 5: Citlivost parentalnich a selektovanych linii CCRF-CEM (selekce cytarabinem,
fludarabinem, 6-merkaptopurinem a 6-thioguaninem) vi¢i 10 testovanym latkam. V tabulce jsou
uvedeny hodnoty I1Csp [umol-1'], smérodatné odchylky (sd) a také nariist rezistence oproti parentalni
linii, ktera nebyla vystavena selekénimu tlaku.

CCRF-CEM: selekce CCRF-CEM: selekce CCRF-CEM: selekce CCRF-CEM: selekce
CCRF-CEM . r . . .
cytarabinem fludarabinem 6-merkaptopurinem 6-thioguaninem
Latky
Ic Ic Narust Ic Nartst Ic Nartist I1Cso Narist
[ ??1,1] sd | T?l'l] sd | rezistence | ?]'1] sd rezistence | i?l'l] sd | rezistence | [pmol'l | sd | rezistence
pmo pmo (x-krat) | MM (x-krat) | MM (x-krat) 1 (x-krat)
Cytarabin 0,0086 0,0016 41,59 5,39 | 4836,54 0,41 0,06 47,66 0,01 0,001 1,56 0,05 0,006 5,63
Fludarabin 1,04 0,21 > 50,00 0 > 48,08 > 50 0 > 48,08 22,79 4,05 21,92 23,45 1,17 22,55
6-
merkaptopurin 0,47 0,03 9,47 0,61 20,15 > 50 0 > 106,38 > 50 0 > 106,38 > 50 0 > 106,38
6-thioguanin 0,17 0,02 1,64 0,62 9,64 > 50 0 > 294,12 > 50 0 > 294,12 >50 0 > 294,12
5-fluorouracil 4,65 1,29 21,15 4,24 4,55 19,53 2,13 4,20 12,14 1,76 2,61 2,47 0,44 0,53
Gemcitabin <0,0008 0 23,53 2,04 4;8222 0,030 0,004 > 37,25 < 0,0008 0 <1 0,001 | 0,0002 >15
Roskovitin 17,88 2,8 17,64 1,96 0,99 12,14 1,26 0,68 14,09 0,85 0,79 16,56 2,92 0,93
AB-61 0,11 0,0008 0,10 0,03 0,95 3,09 0,70 28,07 8,69 0,20 79,04 0,026 0,004 0,24
PNH173 0,09 0,007 0,20 0,003 2,18 0,10 0,016 1,12 0,11 0,03 1,20 0,058 0,003 0,65
PNH192 0,10 0,02 0,21 0,04 2,12 0,07 0,009 0,70 0,09 0,002 0,87 0,053 0,002 0,53
Nartst rezistence
>2 >10 > 50
Tabulka ¢. 6: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii CCRF-CEM (selekce PNH173, PNH192,
AB-61) viigi 10 testovanym latkam. V tabulce jsou uvedeny hodnoty ICso [umol-1?], smérodatné
odchylky (sd) a také nartist rezistence oproti parentalni linii, kterd nebyla vystavena selekénimu tlaku.
CCRF-CEM CCRF-CEM: selekce PNH173 CCRF-CEM: selekce PNH192 CCRF-CEM: selekce AB-61
La'tky IC Narast IC Narast IC Narast
[ I:E)?]rl] sd * » sd rezistence % » sd rezistence % » sd rezistence
K [umol-17] (x-krét) [umol-17] (x-krat) [umol-17] (x-krat)
Cytarabin 0,0086 0,002 0,006 0,002 0,70 0,21 0,03 24,42 0,40 0,06 46,05
Fludarabin 1,04 0,21 3,53 0,3 3,39 35,76 1,99 34,38 > 50 0 >7,39
6-merkaptopurin 0,47 0,03 48,88 2,24 104,00 0,17 0,03 0,36 10,74 1,87 22,85
6-thioguanin 0,17 0,02 2,18 0,47 12,82 0,05 0,003 0,29 0,18 0,02 1,06
5-fluorouracil 4,65 1,29 11,53 2,95 2,48 0,47 0,02 0,10 0,69 0,08 0,15
Gemcitabin < 0,0008 0 0,002 0,0005 >25 0,02 0,003 >25 0,03 0,003 >37,5
Roskovitin 17,88 2,8 22,04 4,18 1,23 15,48 1,34 0,87 32,38 8,67 1,81
AB-61 0,11 0,0008 15,34 4,36 139,45 0,05 0,008 0,45 3,98 1,53 36,18
PNH173 0,09 0,007 > 50 0 > 555,56 0,29 0,02 3,22 3,83 0,81 42,56
PNH192 0,10 0,02 >50 0 > 500,00 0,32 0,02 3,20 1,66 0,10 16,60
Narust rezistence
>2 >10 > 50
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Tabulka ¢&. 7: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii K562 (selekce cytarabinem, fludarabinem,
6-merkaptopurinem a 6-thioguaninem) viéi 10 testovanym latkam. V tabulce jsou uvedeny hodnoty
ICso [umol 1], smérodatné odchylky (sd) a také nartist rezistence oproti parentalni linii, kterd nebyla
vystavena selekénimu tlaku.

. . K562: selekce X .
K562 K562: selekce cytarabinem K562: selekce fludarabinem . K562: selekce 6-thioguaninem
6-merkaptopurinem
Latky
Ic Ic Nariist Ic Nariist Ic Nartist Ic Narist
[ moi?l'l] sd moi(-]l'l] sd | rezistence | moi?l'l] sd | rezistence | | mo?-]l'l] sd | rezistence | | mo?-)l'l] sd rezistence
K M (xkraty | ¥ (xkrat) | M (xkraty | (x-krét)
Cytarabin 0,017 0,0001 > 50 0,006 11,92 0,22 0,027 13,22 0,15 0,02 8,96
Fludarabin 48,65 1,90 > 50 0 > 50 >50
6-merkaptopurin 0,57 0,13 0,37 0,035 0,81 > 50 >50
6-thioguanin 0,417 0,0252 0,46 0,08 1,01 > 50 > 50
5-fluorouracil 2,70 0,73 9,25 2,18 3,15 10,07 8,53
Gemcitabin 0,02 0,0069 > 50 0,003 0,54 0,026 0,009 1,28 0,006 0,001 0,28
Roskovitin 12,74 4,00 479 3,64 3,45 45,47 3,92 3,57 28,50 0,84 2,24
AB-61 0,019 0,0026 0,02 0,001 1,05 0,020 0,003 1,04 0,020 0,0004 1,05 0,16 0,04 8,33
PNH173 0,071 0,0042 0,04 0,01 0,56 0,048 0,008 0,68 0,055 0,007 0,77 0,16 0,04 2,31
PNH192 0,036 0,0061 0,03 0,008 0,83 0,024 0,002 0,67 0,028 0,001 0,77 0,10 0,04 2,70

Narist rezistence

>2

>10

>50

Tabulka ¢&. 8: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii K562 (selekce PNH173, PNH192, AB-61)
viidi 10 testovanym latkam. V tabulce jsou uvedeny hodnoty ICso [umol 1], smérodatné odchylky (sd)
a také narist rezistence oproti parentalni linii, ktera nebyla vystavena selekénimu tlaku.

Nardst rezistence

>2

>10

>50
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K562 K562: selekce PNH173 K562: selekce PNH192 K562: selekce AB-61
Latky [pr:l?)??l‘l] sd [p,nl’f)i?l'l] sd reriizl{lel;z:e [unlf(:j?l'l] sd reT;IiZl{g;[ce [ nlqii(-’l' 1 sd reT;Ii:;g;tce

(x-krat) (x-krat) W (x-krat)

Cytarabin 0,017 0,0001 0,19 0,003 11,18 0,21 0,02 12,35 0,22 0,03 12,94

Fludarabin 48,65 19 >50 0 > 50 > 50 0

6-merkaptopurin 0,57 0,13 29,02 0,83 > 50 > 50 0

6-thioguanin 0,417 0,0252 8,8 2,47 21,10 2,21 5,45 0,88 13,07

5-fluorouracil 2,70 0,73 43,75 9,83 16,20 > 50 40,05 10,13 14,83

Gemcitabin 0,02 0,0069 | <0,0008 0 <0,04 < 0,0008 0 <0,04 0,009 0,0037 0,45

Roskovitin 12,74 4 33,69 7,27 2,64 46,55 4,19 3,65 39,45 1,23 <0,79

AB-61 0,019 0,0026 18,74 591 20,20 19,42

PNH173 0,071 0,0042 > 50 0 7,96 12,75

PNH192 0,036 0,0061 16,19 3,69 3,98 0,40 0,28 11,11




Tabulka ¢. 9: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii U-87MG ATCC (selekce cisplatinou,
karboplatinou) vi¢i vybranym variantdm CuEt, cisplatiné a karboplatingé. V tabulce jsou uvedeny
hodnoty ICso [umol-1?], smé&rodatné odchylky (sd) a také nariist rezistence oproti parentalni linii, ktera
nebyla vystavena selekénimu tlaku.

U-87MG ATCC: U-87MG ATCC:
U-87MG ATCC ] . .
selekce cisplatinou selekce karboplatinou
Latky - o
1Cs0 1Cs0 Nrlist 1Cs0 Niriist
[wmol-1] sd [wmol-11] sd rezistence [umol-11] sd rezistence
M H (x-krat) | ¥ (x-krat)
CuEt (DMSO) 0,20 0,044 0,17 0,03 0,85 0,30 0,07 151
CuEt (Kolidon17) 0,18 0,039 0,15 0,04 0,84 0,45 0,08 2,49
CuEt (HPMC) 0,17 0,045 0,29 0,16 1,70 0,22 0,02 1,28
CuEt (BSA) 0,11 0,032 0,11 0,02 1,00 0,23 0,01 2,05
Cisplatina 16,75 1,08 131,74 10,28 7,87 102,80 18,15 6,14
Karboplatina 60,10 1,16 > 180 0 >3 > 180 0 >3

Narist rezistence

>2 > 10 > 50

Tabulka ¢. 10: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii U-87MG ATCC (selekce CuEt v DMSO
a CuEt nanocCasticemi) vi¢i vybranym variantim CuEt, cisplatiné a karboplatiné. V tabulce jsou
uvedeny hodnoty 1Csp [umol-11], smérodatné odchylky (sd) a také nariist rezistence oproti parentélni
linii, ktera nebyla vystavena selekénimu tlaku.

U-87 MG U-8 MG ATCC: selekce CuEt U-87MG ATCC: selekce U-87MG ATCC: selekce U-87MG ATCC: selekce
(DMSO) CuEt (Kolidon 17) CUEt (HPMC) CUEt (BSA)
Latky i c Nariist c Narist |  ICso Narist i Narist
[ T?I’l] sd [ i?l'l] sd | rezistence [ i?l'l] sd | rezistence | [umol'l" | sd | rezistence [ T?l'l] sd | rezistence
Hmo Hmo (x-krat) | LHMO (x-krat) 1 (xkrat) | LA (x-krat)
CuEt (DMSO) 0,20 0,044 0,25 0,012 1,23 0,43 0,12 2,14 0,24 0,006 1,21 0,24 0,00 1,18
CuEt
(kolidon17) 0,18 0,039 0,24 0,004 1,31 0,45 0,13 2,51 0,24 0,016 1,33 0,37 0,14 2,06
CuEt (HPMC) 0,17 0,045 0,29 0,057 1,68 0,33 0,11 191 0,33 0,098 1,94 0,20 0,04 1,19
CuEt (BSA) 0,11 0,032 0,22 0,011 1,98 0,24 0,007 2,21 0,22 0,006 1,97 0,25 0,00 2,27
Cisplatina 16,75 1,08 143,61 17,810 8,57 128,96 27,02 7,70 77,18 5,32 4,61 71,63 5,60 4,28
Karboplatina 60,10 1,16 > 180 0 >3 > 180 0 >3 > 180 0 >3 > 180 0 >3

Narust rezistence

>2 > 10 > 50
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Tabulka ¢. 11: Citlivosti parentdlnich a selektovanych linii CCRF-CEM (selekce cisplatinou a
karboplatinou) vi¢i vybranym variantdm CuEt, cisplatiné a karboplatingé. V tabulce jsou uvedeny
hodnoty ICso [umol-1?], smé&rodatné odchylky (sd) a také narfist rezistence oproti parentalni linii, kterd
nebyla vystavena selekénimu tlaku.

CCRF-CEM: CCRF-CEM:
CCRF-CEM i ) .
selekce cisplatinou selekce karboplatinou
Latky . e
1Cso 1Cs0 Nardst 1Cs0 Nariist
" sd " sd | rezistence " sd | rezistence
[umol-17] [umol-17] (x-krit) [umol-17] (x-krat)
CuEt (DMSO) 0,033 0,004 0,04 0,010 1,20 0,064 0,005 1,94
CuEt (Kolidon17) 0,034 0,004 0,07 0,006 1,94 0,054 0,013 1,60
CuEt (HPMC) 0,031 0,005 0,03 0,003 1,00 0,062 0,002 2,01
CuEt (BSA) 0,031 0,002 0,03 0,002 0,83 0,056 0,001 1,80
Cisplatina 1,92 0,05 104,04 19,09 54,19 3,23 0,31 1,68
Karboplatina 9,29 2,12 > 180 0,00 | >19,38 12,11 0,67 1,30

Narist rezistence

>2 > 10

>50

Tabulka ¢. 12: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii CCRF-CEM (selekce CuEt v DMSO a CuEt
nanod¢asticemi) vuéi vybranym variantim CukEt, cisplatiné a karboplatiné. V tabulce jsou uvedeny
hodnoty ICso [umol-1], smé&rodatné odchylky (sd) a také nariist rezistence oproti parentalni linii, ktera
nebyla vystavena selekénimu tlaku.

CCRE-CEM CCRF-CEM: selekce CuEt CCRF-CEM: selekce CuEt CCRF-CEM: selekce CuEt CCRF-CEM: selekce CuEt
(DMSO0) (Kolidon 17) (HPMC) (BSA)
Latky Coo ICso Narist ICeo Narist 1Cso Narist ICso Nariist
[umol 1] sd » sd | rezistence [umol 1] sd | rezistence " sd | rezistence [umol-11] sd | rezistence
H [pmol-T7] (xkrat) | M (x-krat) | [wmolT] (x-kraty | M (x-krat)
CuEt (DMSO) 0,033 0,004 0,075 0,003 2,28 0,074 0,008 2,24 0,059 0,004 1,78 0,044 | 0,002 1,34
CuEt 0,034 | 0,004 0,033 0,014 0,96 0,032 0,008 0,95 0,033 0,004 0,96 0,062 0,007 1,84
(kolidon17)
CuEt (HPMC) 0,031 0,005 0,036 0,011 1,18 0,042 0,013 1,36 0,046 0,010 1,49 0,046 0,014 1,47
CuEt (BSA) 0,031 0,002 0,050 0,008 1,60 0,045 0,009 1,44 0,035 0,010 1,12 0,048 0,007 1,54
Cisplatina 1,92 0,05 36,89 6,77 19,22 33,26 2,86 17,32 23,50 1,40 12,24 23,61 2,08 12,30
Karboplatina 9,29 2,12 19,63 1,60 2,11 18,84 0,48 2,03 12,41 1,03 1,34 13,44 0,67 1,45

Narust rezistence

>2

>10

>50
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Tabulka ¢&. 13: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii K562 (selekce cisplatinou a karboplatinou)
vici vybranym variantam CuEt, cisplating a karboplating. V tabulce jsou uvedeny hodnoty ICso [umol -1
11 smérodatné odchylky (sd) a také nariist rezistence oproti parentalni linii, kterd nebyla vystavena
selekénimu tlaku.

K562 K562: selekce cisplatinou K562: selekce karboplatinou
Latky ICso Nartst ICso Narist
[url'ﬂ%i?l'll sd ol 11 sd | rezistence [xmol 1] sd | rezistence

(x-krat) H (x-krat)
CuEt (DMSO) 0,082 0,003 0,06 0,00 0,79 0,068 0,003 0,82
Cukt 0041 | 0,008 0,04 001 | 099 0028 |0005| 069

(Kolidon17) ' ’ ’ ’ ’ ' ' '
CuEt (HPMC) 0,066 0,006 0,04 0,01 0,64 0,042 0,010 0,64
CuEt (BSA) 0,051 0,008 0,04 0,01 0,78 0,049 0,009 0,97
Cisplatina 123,52 14,65 > 180 0 > 1,46 13,81 1,05 0,11
Karboplatina 89,20 5,02 > 180 0 > 2,02 78,12 5,35 0,88
Narust rezistence
>2 > 10 >50

Tabulka €. 14: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii K562 (selekce CuEt v DMSO a CuEt
nanocasticemi) viéi vybranym variantim CuEt, cisplatiné a karboplatiné. V tabulce jsou uvedeny
hodnoty ICso [umol-1], smé&rodatné odchylky (sd) a také nartist rezistence oproti parentalni linii, ktera
nebyla vystavena selekénimu tlaku.

K562 K562: selekce CuEt (OMs0) | K56% se'ekcel%“Et (Kolidon | 565 selekce CuEt (HPMC) | K562: selekce CUEt (BSA)
Litky Ic Nariist Nariist Nariist Nariist
1Cs0 d 50 d N 1Cs0 d . 1Cs0 d . 1Cso d .
[ m01~1’1] S 1A1>1 S rezistence [pmol'l'l] S rezistence [pmol'l'l] S rezistence [umol~1'1] S rezistence
M [nmol-17] (x-krat) (x-krat) (x-krat) (x-krat)
CUEt (DMSO) 0082 |0003| 0072 |0007| o088 0090 [0012| 1,10 0070 |0010| 085 0099 |0015| 1,20
CuEt 0041 [0008| 0050 |0005| 1,22 0051 [0019| 126 0,036 |0006| 0,88 0078 |0022| 101
(Kolidon17)
CUEt (HPMC) 0066 |0006| 0063 |0006| 096 0139 [0040| 210 0101 |0023| 152 0048 |0008| 0,72
CUEt (BSA) 0051 [0008| 0039 |0004| 077 0,052 |0,003| 1,08 0041 |0010| 081 0042 |0004| 083
Cisplatina 12352 | 14,65| 13244 |2098| 1,07 4721 | 313 | 038 10623 | 744 | 086 97,00 |1084| 079
Karboplatina 8920 | 502 | 6162 |995| 069 61,82 | 435 | 0,69 >180 | 0,00 | >2,02 >180 | 0,00 | >2,02

Narust rezistence

>2 >10 > 50
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5.3 Zakladni charakterizace rezistentnich linii

5.3.1 Exprese Pgp a MRP1

V ramci zakladni charakterizace rezistentnich linii byla testovana exprese transportéra
asociovanych se vznikem mnohocetné Iékové rezistence, P-glykoproteinu (Pgp) a proteinu
spojeného s mnohocetnou lékovou rezistenci (MRP1, z angl. multidrug resistance related
protein 1). Exprese obou proteind byla ovéfovana jak na parentalnich (graf ¢. 1), tak na
selektovanych liniich (grafy ¢. 2 -6) s vyuzitim specifickych protilatek a detekce fluorescence

prutokovym cytometrem. Vzorky byly normalizovany k izotopové kontrole.
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Graf ¢. 1: Exprese Pgp a MRP1 u parentalnich linii CCRF-CEM, K562 a U-87MG ATCC.
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Graf ¢, 2: Exprese Pgp a MRP1 u linie CCRF-CEM a jejich odvozenych linii selektovanych nukleosidy:
cytarabinem (Ara-C), fludarabinem (FDR), 6-merkaptopurinem (6-MP), 6-thioguaninem (6-TG),
PNH173, PNH192 a AB61.
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Graf ¢&. 3: Exprese Pgp a MRP1 u linie CCRF-CEM a jejich odvozenych linii selektovanych étyifmi
variantami CuEt, cisplatinou a karboplatinou.
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Graf €. 4: Exprese Pgp a MRP1 u linie K562 a jejich odvozenych linii selektovanych nukleosidy:
cytarabinem (Ara-C), fludarabinem (FDR), 6-merkaptopurinem (6-MP), 6-thioguaninem (6-TG),
PNH173, PNH192 a AB61.
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Graf ¢. 5: Exprese Pgp a MRP1 u linie K562 a jejich odvozenych linii selektovanych ¢tyfmi variantami
CuEt, cisplatinou a karboplatinou.
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Graf ¢. 6: Exprese Pgp a MRP1 u linie U-87MG ATCC a jejich odvozenych linii selektovanych ¢tyimi
variantami CuEt, cisplatinou a karboplatinou.

5.3.2 Exprese nukleosidovych transportéri

U linii selektovanych nukleosidovymi derivaty (cytarabinem, 6-merkaptopurinem, 6-
thioguaninem, fludarabinem, PNH173, PNH192 a AB-61) byla pomoci real-time PCR ovéiena
exprese nukleosidovych transportéri ENT1-4 a CNT 1-3. Exprese byla ovéfena na trovni

MRNA a vysledky (tabulka ¢.15 — 18) byly normalizovany k vnitini kontrole (GAPDH).
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Tabulka ¢&. 15: Exprese ekvilibrativnich nukleosidovych transportérti (ENT) u linie CCRF-CEM a
jejich odvozenych selektovanych linii. V tabulce jsou uvedeny primérné hodnoty ze dvou méteni, mira
narustu/poklesu exprese vuci parentalni linit CCRF-CEM a smérodatna odchylka (sd).

ENT1 ENT2 ENT3 ENT4
Bunééna linie s Narust/ . Nartst/ I Nartst/ I Nartst/
Relativni Relativni Relativni Relativni
exprese sd pokles exprese sd pokles exprese sd pokles exprese sd pokles
exprese exprese exprese exprese
CCRF-CEM 4,29E-03 1,02E-03 5,40E-04 | 1,79E-04 1,00 1,20E-04 | 3,49E-05 1,00 3,46E-05 1,12E-05 1,00
CCRF-CEM-Ara-C 0 0 0 0 0 0 0 0
CCRF-CEM-FDR 1,83E-07 2,60E-08 0 0 1,75E-07 | 1,11E-07 | 0,0015 0 0
CCRF-CEM-6-MP 0 0 0 0 0 0 4,96E-07 6,52E-07 0,02
CCRF-CEM-6-TG 5,00E-07 5,14E-08 1,17E-04 0 0 0 0 3,61E-07 3,50E-07 0,01
CCRF-CEM-PNH173 1,34E-07 1,57E-08 3,11E-05 0 0 0 0 0 0
CCRF-CEM-PNH192 0 0 0 0 2,17E-07 | 3,50E-08 | 0,0018 0 0
CCRF-CEM-AB61 3,73E-07 8,51E-08 8,68E-05 0 0 2,67E-07 | 1,06E-07 | 0,0022 0 0
‘e . Gen nebyl ,
Nartst miry exprese exprimovén Pokles miry exprese
>2 >4 >10 >10

Tabulka €. 16: Exprese koncentrativnich nukleosidovych transportériit (CNT) u linie CCRF-CEM a
jejich odvozenych selektovanych linii. V tabulce jsou uvedeny primérné hodnoty ze dvou méfeni, mira
narustu/poklesu exprese vici parentalni linii CCRF-CEM a smérodatna odchylka (sd).

CNT1 CNT2 CNT3
Bunéena linie Relativni Narist 1 p efativni Narist | pelativai Nrisst/
exprese sd pokles exprese sd pokles exprese sd pokles
exprese exprese exprese
CCRF-CEM 1,05E-05 2,69E-06 1,00 0 0 0 0
CCRF-CEM-Ara-C 1,60E-04 1,80E-05 - 1,51E-04 2,73E-05 0 0
CCRF-CEM-FDR 4,70E-05 1,60E-05 4,48 2,66E-04 2,61E-06 0 0
CCRF-CEM-6-MP 1,23E-05 3,80E-06 1,17 2,50E-04 2,32E-05 0 0
CCRF-CEM-6-TG 1,15E-04 2,56E-05 - 3,74E-04 1,65E-05 0 0
CCRF-CEM-PNH173 6,12E-05 2,10E-06 5,83 5,40E-05 3,44E-06 0 0
CCRF-CEM-PNH192 1,49E-05 2,48E-06 1,43 3,39E-04 2,32E-05 0 0
CCRF-CEM-AB61 2,78E-05 5,14E-06 2,65 3,06E-04 1,95E-05 0 0
Narist miry exprese Gen nebyl exprimovan Pokles miry exprese
I
>2 >4 >_10 >10
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Tabulka €. 17: Exprese ekvilibrativnich nukleosidovych transportéri (ENT) u linie K562 a jejich
odvozenych selektovanych linii. V tabulce jsou uvedeny primérné hodnoty ze dvou méfeni, mira
narustu/poklesu exprese vici parentalni linii K562 a smérodatna odchylka (sd).

ENT1 ENT2 ENT3 ENT4

Bunécné linie Relativni sd I;Isrkf;:;/ Relativni sd I;srk?:g Relativni <d I;I(e;rkt;:;/ Relativni sd I;grk:l:;/

exprese exprese exprese exprese exprese exprese exprese exprese
K562 4,90E-03 | 7,18E-04 1,00 9,07E-03 | 2,16E-03 1,00 6,46E-03 | 2,85E-04 1,00 2,64E-05 5,89E-06 1,00
K562-Ara-C 1,11E-02 | 3,42E-03 2,26 1,42E-02 | 7,67E-04 1,56 3,58E-03 | 5,06E-04 0,55 6,31E-05 4,07E-05 2,10
K562-FDR 7,43E-03 | 6,91E-04 1,52 7,94E-03 | 1,47E-03 0,87 2,33E-03 | 5,87E-04 0,36 1,40E-04 2,72E-05 4,65
K562-6-MP 3,83E-02 | 1,88E-04 7,82 8,46E-03 | 9,10E-04 0,93 1,34E-02 | 1,96E-03 2,06 1,46E-04 2,14E-06 4,86
K562-6-TG 1,47E-02 | 1,36E-03 2,99 1,03e-02 | 2,85E-03 1,14 5,32E-03 | 2,61E-05 0,82 1,49E-04 5,10E-06 4,96
K562-PNH173 | 8,35E-03 | 2,04E-04 1,70 1,07E-02 | 5,78E-04 1,18 5,05E-03 | 6,13E-18 0,78 2,16E-05 2,30E-05 0,72
K562-PNH192 | 1,54E-02 | 3,76E-04 3,13 4,97E-03 | 511E-04 0,55 1,22E-02 | 1,13E-03 1,87 2,07E-04 1,62E-05 6,90
K562-AB61 1,56E-02 | 3,34E-03 3,18 8,49E-03 | 2,18E-03 0,93 5,69E-03 | 8,62E-04 0,88 2,98E-05 1,06E-05 0,99

Nartst miry exprese
>2 >4 >10

Tabulka €. 18: Exprese koncentrativnich nukleosidovych transportért (CNT) u linie K562 a jejich
odvozenych selektovanych linii. V tabulce jsou uvedeny primérné hodnoty ze dvou méfeni, mira
narustu/poklesu exprese vici parentalni linii K562 a smérodatna odchylka (sd).

CNT1 CNT2 CNT3

Bunécnd linie Relativni sd I;grklll;;/ Relativni sd I;\)IS{(T:SU Relativni sd I;gal:;/

exprese exprese exprese exprese Exprese exprese
K562 3,21E-05 4,73E-07 1,00 8,41E-07 6,92E-07 1,14E-06 4,09E-07 1,00
K562-Ara-C 2,73E-05 1,56E-05 0,85 2,00E-06 3,60E-07 1,72E-04 1,51E-05 151,13
K562-FDR 3,57E-05 2,52E-05 1,12 0 0 1,39E-05 2,10E-06 12,21
K562-6-MP 1,62E-04 9,54E-06 5,07 8,86E-05 7,30E-05 3,57E-04 3,67E-05 314,22
K562-6-TG 7,73E-05 3,09E-05 2,41 0 0 1,16E-05 3,78E-06 10,17
K562-PNH173 2,85E-05 1,03E-05 0,89 0 0 1,18E-05 2,41E-06 10,35
K562-PNH192 1,48E-04 4,01E-05 4,62 0 0 5,56E-05 2,72E-07 48,90
K562-AB61 3,68E-05 1,44E-06 1,15 8,27E-07 4,01E-07 3,95E-05 6,93E-06 34,73

Nartst miry exprese Gen nebyl exprimovan
L
>?2 >4 >10

5.3.3 Funk¢ni test nukleosidovych transportéri

Pro linie selektované latkami s nukleosidovou strukturou byly provedeny funkéni

testy s vyuzitim dipyridamolu a S-(4-Nitrobenzyl)-6-thioinosinu (NBTI). Témto testim

ptredchazelo ovéfeni toxicity samotnych inhibitort, pficemz vysledky jsou uvedeny v tabulce

¢. 19.
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Béhem funkcnich testi byl sledovan vliv pfitomnosti inhibitorti na senzitivitu bunék
k vybranym latkam. Dipyridamol byl ptidavan do reakce v 7 riznych koncentracich: 0,2 az
5,0 umol-I* pted/ po pfidani testovanych latek (ob& varianty jsou ve vysledcich barevné
vyznaceny). Senzitivita bun€k byla hodnocena pomoci MTS testu cytotoxicity a vyjadiena
pomoci hodnoty ICso. Vysledky jsou uvedeny v grafech ¢. 7 az 10. NTBI byl testovan pii jedné
koncentraci 10 pmol.I"%. Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 20.

Tabulka €. 19: Toxicita nukleosidovych inhibitort

Dipyridamol S-(4-Nitrobenzyl)-6-thioinosin
Bunécna linie
1Cso [umol-17] sd 1Cso [umol 1] sd
CCRF-CEM 18,73 0,14 > 50 0
CCRF-CEM-AraC 16,83 4,69 > 50 0
CCRF-CEM-FDR 27,40 1,44 49,47 0,82
CCRF-CEM-6-MP 16,94 0,53 > 50 0
CCRF-CEM-6-TG 20,46 0,75 >50 0
CCRF-CEM-PNH173 29,30 3,90 > 50 0
CCRF-CEM-PNH192 27,59 1,97 42,62 7,06
CCRF-CEM-ABG61 26,64 3,40 42,22 6,79
A B Cc
CEM-Ara-C: cytarabin CEM-FDR: cytarabin CEM-6-MP: cytarabin
= = - z [
I
I |I| LR
L I b st |l
Koncentrace dipyridamolu [umol-11] I | m:k:u:‘u:!|.L\xr.:;_;.1)-~|l. [umol-11] \
m Ara.C — dipyridamol = dipyridamol — Ara- uAmC — dipyridamol  wdipyridamol — Ara-C u Ara-C — dipyridamol  m dipyridamol — Ara-C

D E
CEM-6-TG: cytarabin CEM-PNH192: cytarabin

ICs, [pmol-1]

o .‘ I 1 "[ 1 I ) I I I ‘
SR RIR N NN iil

Koncentrace dipyridamolu [pmol- 1] Koncentrace dipyrida mmlu \uum\ H]

® Ara-C — dipyridamol dipyridamol — Ara-C ® Ara-C — dipyridamol dipyridamol — Ara-C

Graf ¢ 7: Hodnoty ICso pro cytarabin (Ara-C) u vybranych rezistentnich linii v pfitomnosti
dipyridamolu. (A) CCRF-CEM selektované cytarabinem, (B) CCRF-CEM selektované fludarabinem,
(C) CCRF-CEM selektované 6-merkaptopurinem, (D) CCRF-CEM selektované 6-thioguaninem a (E)
CCRF-CEM selektované PNH192.
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Graf ¢&. 8: Hodnoty ICso pro AB61 u vybranych rezistentnich linii v pfitomnosti dipyridamolu. (A)
CCRF-CEM selektované cytarabinem, (B) CCRF-CEM selektované fludarabinem, (C) CCRF-CEM
selektované 6-merkaptopurinem, (D) CCRF-CEM selektované 6-thioguaninem, (E) CCRF-CEM
selektované PNH173 a (F) CCRF-CEM selektované PNH192.
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Graf ¢ 9: Hodnoty ICso pro PNH173 u vybranych rezistentnich linii v ptitomnosti dipyridamolu. (A)
CCRF-CEM selektované cytarabinem, (B) CCRF-CEM selektované fludarabinem, (C) CCRF-CEM
selektované 6-merkaptopurinem, (D) CCRF-CEM selektované 6-thioguaninem, (E) CCRF-CEM
selektované PNH173 a (F) CCRF-CEM selektované PNH192.
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Graf &. 10: Hodnoty 1Cso pro PNH192 u vybranych rezistentnich linii v pfitomnosti dipyridamolu. (A)
CCRF-CEM selektované cytarabinem, (B) CCRF-CEM selektované fludarabinem, (C) CCRF-CEM
selektované 6-merkaptopurinem, (D) CCRF-CEM selektované 6-thioguaninem, (E) CCRF-CEM
selektované PNH173 a (F) CCRF-CEM selektované PNH192.

Tabulka ¢&. 20: Toxicita vybranych nukleosidovych latek na parentalni linii CCRF-CEM bez a po
pfidani inhibitoru S-(4-Nitrobenzyl)-6-thioinosinu (NBTI).

CCRF-CEM CCRF-CEM + 10 pnM NBTI Nartst
Latky rezistence

ICs0 [wmol-17] sd ICso [wmol-17] sd (x-krat)
Cytarabin 0,01 0,0016 3,38 0,017 Narust rezistence
Fludarabin 11,40 1,06 43,82 8,74 3,84 -
6-merkaptopurin 2,12 0,35 1,26 0,010 0,60 >2 > 10 >50
6-thioguanin 0,20 0,011 0,23 0,01 1,15
5-fluorouracil 19,22 4,29 15,79 1,76 0,82
Gemcitabin 0,0033 0,0003 2,17 0,20 -I
Roskovitin 20,92 2,26 19,73 2,80 0,94
AB-61 0,04 0,001 0,09 0,004 2,47
PNH173 0,12 0,010 0,10 0,001 0,87
PNH192 0,11 0,003 0,13 0,03 1,16
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5.4 Testovani novych potencialnich 1é¢iv

Selektované bunécné linie s rezistentnim fenotypem byly pouzity pro testovani

novych latek vykazujicich vysokou aktivitu na parentalni linii CCRF-CEM (ICso < 1 umol-I

1) a zaroveti nizkou toxicitu pro nenadorové linie MRC-5 (buiiky plicni tkan&) a BJ (buiiky

kaze predkozky). Celkem bylo vybrano 22 latek, pti¢emz byla hodnocena jejich cytotoxicita

vici buikam selektovanym cytarabinem, fludarabinem, 6-merkaptopurinem, 6-thioguaninem,
PNH173, PNH192 a AB-61 a to jak u linie CCRF-CEM, tak u K562. Vysledky jsou uvedeny

V tabulkach ¢. 21 az 24.

Tabulka €. 21: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii CCRF-CEM (selekce cytarabinem,
fludarabinem, 6-merkaptopurinem a 6-thioguaninem) vi¢i vybranym aktivnim latkam. V tabulce jsou
uvedeny hodnoty I1Csp [umol‘1'], smérodatné odchylky (sd) a také nartist rezistence oproti parentalni
linii, ktera nebyla vystavena selekénimu tlaku.

CCRF-CEM: selekce

CCRF-CEM: selekce

CCRF-CEM: selekce 6-

CCRF-CEM: selekce 6-

CCRF-CEM cytarabinem fludarabinem merkaptopurinem thioguaninem
LEM code » » » »
[prln((:jl‘)l'l] sd [wﬁ?rl] sd r%%gge [ur::(:)?l‘]l'l] sd %:Ei%e [pr:li?(-)rl] sd re(zj'zgije [ur::(:)??l'l] sd reg'zgf:ie

LEM00001208 0,057 0,023 0,31 0,02 5,45 0,18 0,03 3,15 0,017 0,01 0,31 0,010 0,0001 0,17
LEM00001300 0,047 0,028 0,012 0,004 0,26 0,012 0,002 0,25 0,009 0,00 0,20 0,005 0,0007 0,11
LEM00001302 0,11 0,026 0,019 0,001 0,17 0,019 0,001 0,18 0,010 0,00 0,09 0,007 0,0009 0,06
LEM00001305 0,44 0,054 37,09 25,77 84,30 2,45 0,49 5,57 0,009 0,00 0,02 0,004 0,0011 0,01
LEMO00001306 0,036 0,015 0,25 0,09 6,81 0,21 0,07 5,94 0,082 0,02 2,28 0,020 0,0021 0,56
LEMO00001307 0,563 0,089 0,075 0,02 0,13 0,067 0,01 0,12 0,016 0,01 0,03 0,012 0,0014 0,02
LEM00001309 0,674 0,034 0,150 0,01 0,22 0,082 0,01 0,12 0,039 0,01 0,06 0,031 0,0075 0,05
LEM00001313 0,172 0,133 0,046 0,01 0,27 0,049 0,01 0,28 0,007 0,00 0,04 0,006 0,0003 0,03
LEMO00001315 0,431 0,259 0,16 0,04 0,37 0,13 0,01 0,30 0,032 0,01 0,08 0,016 0,0028 0,04
LEMO00001316 0,11 0,003 0,021 0,003 0,19 0,024 0,01 0,21 0,030 0,01 0,27 0,011 0,0008 0,10
LEMO00001319 0,143 0,009 0,031 0,01 0,22 0,078 0,002 0,55 0,018 0,00 0,13 0,009 0,0001 0,07
LEM00001320 0,206 0,043 > 50 0,00 | >242,72 0,046 0,02 0,22 0,008 0,00 0,04 0,005 0,0004 0,03
LEM00001324 0,064 0,004 0,86 0,53 13,36 1,07 0,57 16,65 0,029 0,00 0,46 0,013 0,0014 0,21
LEM00001326 0,162 0,09 0,094 0,02 0,58 0,39 0,13 2,40 0,021 0,00 0,13 0,011 0,0013 0,07
LEMO00001546 0,089 0,002 0,018 | 0,002 0,21 0,014 0,002 0,16 0,007 0,00 0,08 0,001 0,0000 0,01
LEM00001548 0,05 0,006 4,40 1,27 | 88,00 24,48 4,20 489,60 0,021 0,00 0,43 0,012 0,0007 0,25
LEM00001549 0,035 0,014 19,64 1,22 561,14 2,60 0,42 74,29 0,007 0,00 0,19 0,003 0,0007 0,09
LEMO00001551 0,423 0,082 0,81 0,20 1,92 > 50 0,00 >118,2 0,061 0,05 0,14 0,052 0,0078 0,12
LEM00001552 0,578 0,569 43,11 42,13 74,58 0,006 0,001 0,01 0,008 0,00 0,01 0,008 0,0005 0,01
LEMO00001555 0,012 0,001 0,001 0,001 0,05 0,001 0,00 0,08 0,000 0,00 0,01 0,001 0,0000 0,08
LEM00011473 0,403 0,076 0,020 | 0,002 0,05 0,025 0,001 0,06 0,017 0,00 0,04 0,019 0,0016 0,05

Nardst rezistence

>2

>10

>50
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Tabulka ¢&. 22: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii CCRF-CEM (selekce PNH173, PNH192
a AB61) vii¢i vybranym aktivnim latkam. V tabulce jsou uvedeny hodnoty I1Cso [umol-17], smérodatné
odchylky (sd) a také narGst rezistence oproti parentalni linii, ktera nebyla vystavena selekénimu tlaku.

CCRF-CEM CCRF-CEM: CCRF-CEM: CCRF-CEM:
Testované selekce PNH173 selekce PNH192 selekce AB61
fadey 1Cso " sd 1Cso " sd rel;lii‘tg;tce 1Cso " sd reljizgzriz:e 1Cs0 " sd reljizgsslce
[umol 1] [umol-1] fckrdy | (wmol 1] fckrdy | (wmol 1] (ke
LEM00001208 0,057 0,023 7,42 1,81 130,18 19,68 2,83 345,19 0,83 0,092 14,61
LEM00001300 0,047 0,028 0,39 0,018 8,36 0,67 0,18 14,16 0,19 0,012 4,11
LEM00001302 0,11 0,026 0,99 0,058 8,97 1,27 0,16 11,53 0,21 0,034 1,93
LEMO00001305 0,44 0,054 2,57 0,17 5,84 2,54 0,27 5,77 0,55 0,13 1,25
LEMO00001306 0,036 0,015 30,81 6,40 855,71 23,95 2,36 665,23 0,40 0,050 11,12
LEM00001307 0,563 0,089 0,50 0,037 0,89 0,50 0,033 0,89 0,11 0,018 0,20
LEM00001309 0,674 0,034 0,95 0,059 1,40 0,79 0,040 1,17 0,13 0,020 0,19
LEMO00001313 0,172 0,133 0,40 0,038 2,31 0,58 0,017 3,36 0,21 0,009 1,20
LEMO00001315 0,431 0,259 2,66 0,36 6,16 3,22 0,46 7,48 0,35 0,045 0,80
LEMO00001316 0,11 0,003 1,05 0,19 9,53 1,21 0,16 11,01 0,31 0,016 2,80
LEM00001319 0,143 0,009 1,50 0,042 10,52 1,87 0,19 13,08 0,38 0,030 2,67
LEMO00001320 0,206 0,043 0,44 0,031 2,12 0,43 0,021 2,07 0,11 0,018 0,52
LEMO00001324 0,064 0,004 0,58 0,042 9,01 1,58 0,056 24,76 0,43 0,019 6,73
LEM00001326 0,162 0,09 1,83 0,11 11,32 1,74 0,092 10,71 0,65 0,082 4,04
LEMO00001546 0,089 0,002 0,61 0,27 6,82 8,52 0,25 95,71 0,066 0,004 0,74
LEMO00001548 0,05 0,006 0,31 0,020 6,25 0,55 0,014 10,99 0,062 0,002 1,24
LEMO00001549 0,035 0,014 0,24 0,021 6,74 0,31 0,030 8,94 0,043 0,007 1,22
LEM00001551 0,423 0,082 1,49 0,20 3,52 1,35 0,068 3,19 0,12 0,011 0,28
LEM00001552 0,578 0,569 0,030 0,001 0,05 0,024 0,001 0,04 0,010 0,002 0,02
LEMO00001555 0,012 0,001 0,024 0,003 2,00 0,026 0,007 2,16 0,016 0,002 1,31
LEMO00011473 0,403 0,076 0,088 0,010 0,22 0,106 0,014 0,26 0,059 0,004 0,15

Narust rezistence

>2 >10

> 50
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Tabulka ¢. 23: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii K562 (selekce cytarabinem, fludarabinem,
6-merkaptopurinem a 6-thioguaninem) vuéi vybranym aktivnim latkam. V tabulce jsou uvedeny
hodnoty ICso [umol-1?], smé&rodatné odchylky (sd) a také narfist rezistence oproti parentalni linii, kterd
nebyla vystavena selekénimu tlaku.

K562: selekce 6-

K562: selekce 6-

K562 K562: selekce cytarabinem | K562: selekce fludarabinem merkaptopurinem thioguaninem
Testované ity ICso ICso Nrtist 1Cso Nrtist 1Cso Nrtist ICso Nrtst
o) || ot | S| e | gy |0 e |y |4 reence |y | S| reristence
LEMO00001208 0,09 0,1 0,038 0,005 0,42 0,079 0,016 0,88 0,11 0,018 1,20 0,59 0,129 6,53
LEMO00001300 0,15 0,02 0,081 0,005 0,54 0,12 0,033 0,83 0,12 0,010 0,78 0,16 0,043 1,09
LEMO00001302 0,24 0,02 0,074 0,009 0,31 0,13 0,009 0,55 0,16 0,021 0,68 0,22 0,020 0,93
LEM00001305 0,35 0,05 0,21 0,028 0,61 0,24 0,028 0,69 0,43 0,023 1,23 0,63 0,024 1,81
LEM00001306 0,26 0,01 0,094 0,010 0,36 0,16 0,028 0,61 0,17 0,019 0,66 0,69 0,115 2,65
LEM00001307 0,33 0,03 0,107 0,010 0,33 0,23 0,018 0,70 0,32 0,007 0,96 0,29 0,015 0,87
LEM00001309 3,23 0,33 0,519 0,029 0,16 1,25 0,121 0,39 1,66 0,139 0,51 0,73 0,17 0,23
LEM00001313 0,09 0,01 0,039 0,003 0,43 0,054 0,013 0,60 0,10 0,001 1,14 0,15 0,026 1,72
LEMO00001315 0,34 0,05 0,137 0,012 0,40 0,18 0,032 0,52 0,26 0,008 0,77 0,31 0,031 0,91
LEMO00001316 0,25 0,03 0,079 0,007 0,32 0,11 0,012 0,42 0,17 0,013 0,70 0,22 0,029 0,90
LEM00001319 0,09 0,01 0,038 0,009 0,42 0,045 0,005 0,50 0,085 0,005 0,94 0,14 0,018 1,61
LEM00001320 0,25 0,03 0,087 0,005 0,35 0,14 0,005 0,56 0,20 0,015 0,79 0,32 0,031 1,29
LEM00001324 0,06 0,0009 0,019 0,001 0,31 0,025 0,003 0,42 0,060 0,013 0,99 0,14 0,010 2,33
LEMO00001326 0,12 0,03 0,022 0,004 0,18 0,038 0,017 0,32 0,11 0,014 0,92 0,17 0,033 1,42
LEMO00001546 0,11 0,01 0,044 0,010 0,40 0,099 0,030 0,90 0,092 0,013 0,84 0,14 0,009 1,27
LEM00001548 0,08 0,003 0,031 0,002 0,39 0,062 0,007 0,78 0,057 0,007 0,71 0,32 0,18 4,02
LEM00001549 0,05 0,004 0,025 0,001 0,50 0,036 0,006 0,73 0,037 0,005 0,74 0,19 0,001 3,83
LEMO00001551 0,88 0,15 0,299 0,038 0,34 0,57 0,040 0,65 0,537 0,039 0,61 0,74 0,083 0,84
LEMO00001552 0,13 0,01 0,039 0,006 0,30 0,073 0,007 0,56 0,077 0,007 0,59 0,19 0,002 1,47
LEMO00001555 0,05 0,01 0,023 0,003 0,47 0,035 0,006 0,69 0,042 0,005 0,84 0,016 0,000 0,32
LEMO00011473 0,04 0,002 0,032 0,007 0,79 0,052 0,002 1,30 0,052 0,006 1,29 0,044 0,005 1,09

Narust rezistence

>2

>10

>50
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Tabulka ¢. 24: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii K562 (selekce PNH173, PNH192 a AB61)
vii¢i vybranym aktivnim latkam. V tabulce jsou uvedeny hodnoty ICso [umol-17], smérodatné odchylky
(sd) a také narust rezistence oproti parentalni linii, kterd nebyla vystavena selekénimu tlaku.

K562 K562: selekce PNH173 K562: selekce PNH192 K562: selekce AB61
Tefz?l:];ne ICz0 " sd ICz0 " sd reI;iiigriE:e 1Ce0 " sd reI;Ii:{g:t:e ICeo " sd reljiéslt’ilritce

[pmol-17] [umol 1] (ckedty | wmol'l ] (xckrdty | [Hmoll 1 (ki)
LEM00001208 | 0,09 01 >50 0,00 11,73 1,69 - >50 0,00 -
LEMO00001300 | 0,15 0,02 7,65 0,88 0,60 0,16 4,00 4,56 0,44 30,40
LEMO00001302 | 0,24 0,02 7,46 1,06 31,08 1,07 0,34 4,46 6,83 0,62 28,46
LEMO00001305 | 0,35 0,05 16,55 1,15 47,29 10,38 1,44 29,66 46,87 6,26
LEMO00001306 | 0,26 0,01 >50 0,00 - >50 0,00 - >50 0,00
LEMO00001307 | 0,33 0,03 9,72 0,76 29,45 1,31 0,14 3,97 8,46 0,34 25,64
LEMO00001309 | 3,23 0,33 0,47 0,04 0,15 0,49 0,15 0,15 1,62 0,22 0,50
LEM00001313 | 0,09 0,01 46,43 5,86 - 8,68 0,58 - 17,86 2,86
LEMO00001315 | 0,34 0,05 10,72 0,68 31,53 4,47 1,60 13,15 9,78 0,17 28,76
LEMO00001316 | 0,25 0,03 7,41 1,36 29,64 3,34 0,44 13,36 7,15 0,04 28,60
LEMO00001319 | 0,09 0,01 5,46 1,63 1,40 0,24 15,56 4,89 1,02
LEM00001320 | 0,25 0,03 37,27 7,02 9,81 1,35 39,24 16,25 1,92
LEMO00001324 | 0,06 0,0009 10,62 2,24 181 0,19 30,17 0,19 0,00
LEMO00001326 | 0,12 0,03 >50 0,00 0,41 0,24 3,42 9,57 0,44
LEMO00001546 | 0,11 0,01 23,79 2,68 0,41 0,11 3,73 14,40 4,54
LEMO00001548 | 0,08 0,003 21,02 4,69 9,10 0,75 - 10,90 0,63
LEMO00001549 | 0,05 0,004 9,95 0,41 2,38 0,46 47,60 8,10 1,29
LEMO00001551 | 0,88 0,15 6,12 1,15 3,29 1,39 3,74 7,91 2,00
LEMO00001552 | 0,13 0,01 32,78 3,81 0,19 0,00 1,46 22,82 3,22
LEMO00001555 | 0,05 0,01 0,02 0,01 0,40 0,01 0,00 0,22 0,02 0,00 0,40
LEM00011473 | 0,04 0,002 0,04 0,02 1,00 0,06 0,01 1,50 0,03 0,00 0,75

Narust rezistence
1]
>2 >10 > 50
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6. Diskuse

6.1 In vitro modely 1ékové rezistence na nukleosidova cytostatika

V experimentalni ¢asti prace byly Gispé$né vytvoreny bunééné modely rezistence vici
nukleosidovym cytostatikim (cytarabinu, fludarabinu, 6-merkaptopurinu, 6-thioguaninu,
PNH173, PNH192 a AB61), a to jak pro akutni lymfoblastickou leukémii (CCRF-CEM), tak
pro chronickou myeloidni leukémii (K562).

Selekce bunék s rezistentnim fenotypem probihala postupnym zvySovanim
koncentrace latky v kultivaénim médiu a po pfiblizn€ osmi tydnech a Sesti cyklech navySeni
koncentraci byla ovéfena citlivost bunék vi¢i vybranym cytostatikim. Testovala se jak
senzitivita vuéi latce vyuzivané v selekci, tak vici dalsim latkam s nukleosidovou strukturou,

pro ovéteni pripadné zkiizené rezistence. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach ¢. 5 az 8.

6.1.1 Selekce cytarabinem (Ara-C)

V piipad¢ linii selektovanych cytarabinem (K562 i CCRF-CEM) doslo k vyraznému
narGstu rezistence na samotny cytarabin (2 941- 4 836x vyssi hodnota ICso), ale také na
gemcitabin (> 2 500 - 29 418x vyssi ICso) a fludarabin (> 1-48x vyssi 1Csg). Stejny profil
zk¥izené rezistence je popisovan také v literatufe.'®®28 Napfiklad u bunék Ne-Hodkingského
lymfomu (linie MCL) rezistentniho na fludarabin, byla popsana vysoka rezistence na cytarabin
i gemcitabin a soucasné také na kladribin.'®® Mechanismus zkiizené rezistence mezi
cytarabinem a témito 1é¢ivy je V literatufe ¢asto spojovan se snizenou expresi deoxycytidin
kinazy (dCK), ktera fosforyluje cytarabin na jeho aktivni formu, pfipadné s mutacemi v genu
pro tento enzym majici za nasledek jeho inaktivacil'®'®® a s aktivitou membranovych
transportért. 18

V nasem ptipadé byla u bunék selektovanych cytarabinem ovéfena mira exprese
proteintt spojovanych s MDR (Pgp, MRP1). U linie CCRF-CEM nebyla detekovana zadna
vyrazna zmena v expresi Pgp, ovSem byla vice neZ pétinasobné zvySena exprese proteinu
MRP1, pti¢emz gemcitabin je substratem tohoto transportéru. ZvySena exprese MRP1 pak
muize napomahat snizeni jeho Uéinnosti a podporovat tak rozvoj pozorované zkiiZené
rezistence.

U linie CCRF-CEM selektované cytarabinem byla ovéfena také exprese
nukleosidovych transportéra, pficemz nebyla detekovana zadna mRNA pro ENT transportéry,
pouze mMRNA pro CNT1 a 2. V piipadé CNT1 transportéru doslo k 15-ti nasobnému zvySeni
exprese oproti parentalni linii. V podobné mife byl exprimovan také CNT2 transportér, jehoz

exprese nebyla detekovana u parentalni linie CCRF-CEM.
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Dle literatury je dominantni transportérem pro influx cytarabinu, fludarabinu a
gemcitabinu pravé ENT1 (gemcitabin je transportovan také ENT2) a jeho redukovana exprese
pak mize napomdhat snizenému influxu vSech tfi latek do bunky a tim rozvijet jejich
rezistenci. Tato hypotéza byla ovéfena pomoci inhibitoru S-(4-Nitrobenzyl)-6-thioinosinu
(NBTI), ktery je inhibitorem ENT1 a 2 transportért. Senzitivni butiky (CCRF-CEM) byly 60
minut inkubovany V pfitomnosti inhibitoru v koncentraci 10 umol-I a poté vystaveny
pusobeni cytostatik na 72 hodin. Vysledky byly srovnany s citlivosti bunék bez ptisobeni
inhibitoru (tabulka ¢. 20). Bunky vystavené NBTI vykazovaly 244x vys§i odolnost vuci
cytarabinu, 3,84x oproti fludarabinu a 658x vys§i vic¢i gemcitabinu. Tyto vysledky spolu
s pozorovanym profilem exprese nukleosidovych transportérti naznacuji, Ze sniZzena exprese/
aktivita ENT transportérii napomaha vzniku zkiizené rezistence na cytarabin, gemcitabin a
fludarabin u akutni lymfoblastické leukémie.

Abychom ov¢fili vliv dalSich membranovych transportérd na pozorovany rezistentni
fenotyp, vyuzili jsme dipyridamol, ktery je inbitorem ENT transportért, ale inhibuje také Pgp
a MRP proteiny, jedna se tedy o nespecificky inhibitor membranovych transportért. V tomto
experimentu jsme sledovali citlivost riiznych rezistentnich linii (CCRF-CEM: Ara-C, FDR, 6-
MP, 6-TG, PNH192) na cytarabin v ptitomnosti dipyridamolu. Ve vSech ptipadech (s
vyjimkou linie CCRF-CEM-Ara-C, ktera ma hodnoty ICsp nad maximalni koncentraci naseho
testovani) doslo ptsobenim dipyridamolu k nartistu rezistence na cytarabin (graf ¢. 7). Vyssi
narist byl pozorovan v ptipadé, Ze byl nejprve aplikovan inhibitor a az nasledné cytarabin.
Toto pozorovani je v souladu spiedchozimi vysledky naznaCujicimu vyznam ENT
transportért jako cest pro influx cytarabinu do bunék.

V ptipadé linie K562 selektované cytarabinem doslo rovnéz k vyraznému nartstu
rezistence jak na cytarabin, tak na fludarabin i gemcitabin. Na trovni exprese ABC
transportérti doslo k dvojnasobnému narustu exprese jak Pgp, tak MRP1, ov§em mira exprese
ENT transportérti byla srovnatelna s expresi parentalni linie K562. Doslo pouze K vyraznému
zvySeni exprese CNT3 transportéru (151x), ktery zajistuje influx cytarabinu, fludarabinu i
gemcitabinu, coz spise podporuje vyssi aktivitu téchto latek vici dané bunééné linii. V tomto
piipadé se tedy na vzniku rezistentniho fenotypu pravdépodobné podili spise zvySeny exflux
latek zajistény proteiny Pgp a MRP. V nasledné praci by bylo vhodné ovéfit naptiklad expresi
dalsich MRP isoforem a aktivitu deoxycytidin kinazy, ktera je kliCova pro metabolismus
cytarabinu a gemcitabinu do jejich aktivnich forem, ptipadné cytidin deaminazy, ktera

zajistuje jejich eliminaci. 87188

6.1.2 Selekce fludarabinem

Bunky selektované fludarabinem vykazovaly v piipadé linie CCRF-CEM opét

zkfizenou rezistenci mezi fludarabinem (> 48x vyssi hodnota ICsg), cytarabinem (48x vyssi
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ICs0) a gemcitabinem (> 37x vyssi 1Csg), ale navic zde vzrostla odolnost také vuci 6-
thioguaninu (> 294x), 6-merkaptopurinu (> 106x), latce AB61 (28x) a 5-flurouracilu (4x). U
této linie doslo k vice nez trojnasobnému narustu exprese proteinu MRP1 a dvojnasobné
expresi proteinu Pgp, pficemz FDR, Ara-C, GEM, 6-MP i 6-TG jsou substraty MRP1 a FDR
i GEM jsou také substratem Pgp. U téchto bunék byla zaroven vice nez 10 000X snizena
exprese transportéru ENT1 a vice nez 600x snizena také expreseENT3 (influx fludarabinu je
fizen transportéry ENT1-3). ZvySeny eflux pomoci vyssi exprese MRP1 a Pgp, spolu se
snizenym efluxem prostfednictvim ENT1 transportéru mohou spoleéné napomdhat rozvoji
pozorované zkiizené rezistence.

Zajimaveé je, Ze u linie K562 selektované rovnéz fludarabinem byl profil rezistence
odlisny. Oproti linii CCRF-CEM byl nartst rezistence mnohem méné vyrazny. Vznikla zde
rezistence pouze na fludarabin (> 1x vys$si ICsp) a cytarabin (12x vyssi ICso) a doslo k mirnému
narGstu rezistence na 5-fluorouracil (3x vyssi ICso) a roskovitin (3x vyssi ICsp). Také expresni
profil MDR proteinti byl odlisny od linie CCRF-CEM. Doslo zde pouze k mirnému naristu
exprese proteinu Pgp a v piipadé MRP1 proteinu exprese dokonce poklesla. Co se tyce exprese
nukleosidovych transportérti v ptipadé ENT1-3 nedosSlo k zadné vyrazné zmeéné. OvSem
exprese transportéru ENT4 byla vice nez ¢tyinasobné zvysena. Zmény byly detekovany také
na urovni exprese CNT transportérii, hladiny CNT1 byly srovnatelné s hladinami parentalni
linie K562, ovS§em CNT2 transportér nebyl exprimovan vibec a exprese CNT2 transportéru
byla 12x zvySena. Tyto zvySené hladiny exprese zminénych transportéri by mély spise
podporovat vyssi senzitivitu téchto bunék vici fludarabinu. Zde se tedy pravdépodobné
uplatfiuji jiné mechanismy zodpovédné za sniZzenou aktivitu téchto latek. V nasledujicich
experimentech by bylo vhodné ovéfit aktivitu enzymii metabolizujici fludarabin na jeho

aktivni formu.

6.1.3 Selekce 6-merkaptopurinem a 6-thioguaninem

Linie selektované 6-merkaptopurinem a 6-thioguaninem vykazovaly zktizenou
rezistenci mezi témito dvéma latkami a to jak v pfipadé bunék CCRF-CEM, tak K562.
Vzhledem ke strukturnim podobnostem téchto latek a skuteénosti, ze je 6-TG metabolitem 6-
MP, neni tato zkifiZzena rezistence pfili§ prekvapiva. V piipad¢ selekce 6-MP doslo krome
narlstu rezistence na 6-MP a 6-TG, také ke zvySeni odolnosti vici fludarabinu a AB-61 (u
selekce na linii CCRF-CEM) a cytarabinu a 5-fluorouracilu (u selekce na K562).

U linie CCRF-CEM selektované 6-MP doslo k pfiblizné dvojnasobnému zvyseni
exprese jak Pgp, tak MRPI1, pficemz 6-TG a 6-MP jsou substraty MRP1 a jeho zvySena
exprese pak muze zptsobit zvySeny eflux téchto latek a sniZeni jejich ucinnosti. Pii ovéfeni
exprese nukleosidovych transportéri byla u linie CCRF-CEM selektované 6-MP zjisténa
nepfitomnost RNA pro transportéry ENT1-3 a exprese ENT4 byla 50x snizena. 6-MP i 6-TG
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jsou substraty transportéru ENT2, pfiCemz 6-MP je transportovan také ENT1, snizeni miry
jejich exprese mohlo tedy opét napomoci rozvoji rezistentniho fenotypu. Oproti parentalni linii
byl pfitomen transportér CNT2, ov§em pro 6-MP ani 6-TG nebyla popsana interakce s timto
proteinem.

Zajimavy je zde fakt, Ze pfestoze nejsou pfitomny ENT transportéry (s vyjimkou
ENT4, jehoz exprese je navic oproti parentalni linii siln€ sniZzend), stejn¢ jako u selekce
cytarabinem na linii CCRF-CEM, profil rezistence je odliSny a nevznika zde rezistence na
cytarabin a gemcitabin (obé& tyto latky si zde zachovaly svou aktivitu). Jediny shodny bod je
zvySeni rezistence na fludarabin. Pravdépodobné zde tedy dochézi k dalSim zméndm, které
umoznuji cytarabinu a gemcitabinu zachovat si svou aktivitu, pficemz jejich transport do
bunky bude pravdépodobné fizen CNT1 transportérem, vzhledem k absenci ENT1-3.

U linie K562 selektované 6-MP doslo pouze k mirnému narastu exprese Pgp a MRP1,
pticemz nebyl tak vyrazny jako u linie CCRF-CEM. Na urovni exprese nukleosidovych
transportérti doslo skoro osminasobnému nardstu exprese ENT1 a pétinasobnému nartstu
exprese ENT4. ZvySené byly také hladiny mRNA pro CNT1 (5x vyssi), CNT2 (105x vyssi) i
CNT3 (314x vyssi). Tyto buriky si, stejné jako CCRF-CEM selektované 6-MP, zachovaly
zk¥iZzenou rezistenci mezi 6-MP a 6-TG, ale objevila se zde také niZsi citlivost na cytarabin
(13x vyssi hodnota ICso) a naopak zlstala zachovéana senzitivita na latku AB-61. V tomto
piipadé tedy pravdépodobné rozvoj pozorovanych rezistenci spiSe spojeny s ovlivnénim
metabolickych drah jednotlivych latek.

V piipadé selekce 6-thioguaninem vzrostla u linie CCRF-CEM rezistence nejen vici
6-TG (> 294x) a 6-MP (> 106x), ale také vuc¢i gemcitabinu (> 1,5 X), fludarabinu (23x) a
cytarabinu (6x). U této linie bylo detekovano pfiblizn¢ 30% snizeni exprese ENT1
transportéru, pricemz transportéry ENT2 a 3 nebyly exprimovany viibec. Pravé absence ENT2
transportéru, ktery je vyznamny pro transport 6-TG a 6-MP mulze zna¢nou mérou pfispivat
Kk rozvoji rezistentniho fenotypu na tato 1é¢iva. Podobny pokles v expresi ENT2 transportéru
byl popsan také vroce 2011, kdy MUDr. H. Karim Ph.D. provedl selekci bunék akutni
lymfoblastické leukémie (MOLT-4) pomoci 6-thioguaninu a 6-merkaptopurinu a ob¢ linie
vykazovaly snizenou expresi jak ENT2, tak CNT3.1®° V naSem piipadé nebyl CNT3
transportér exprimovan v selektované ani parentalni linii, na rozvoj rezistentniho fenotypu
tedy nemél vliv. Zaroven doslo u naSich bunék k piiblizné dvojnasobnému narustu exprese
Pgp a skoro trojnasobnému narustu exprese proteinu MRP1, coz mlze vysvétlit zkiizenou
rezistenci na GEM, FDR a Ara-C. Vliv

V ptipadé selekce 6-thioguaninem na linii K562 doslo opét k vzniku zkiizené
rezistence mezi 6-TG a 6-MP, vzrostla také odolnost vuéi fludarabinu (>1x), cytarabinu (9x),
AB-61 (8x) a 5-fluorouracilu (3x). U téchto bunék byla vice nez étyfnasobné zvysena exprese

Pgp a doslo k mirnému nartstu exprese MRP1, diky ¢emuz mohou byt vSechny zminéné latky
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efektivnéji transportovany z vnitiniho prostfedi buiiky a jejich cytotoxicita je diky tomu

redukovana.

6.1.4 Selekce AB-61

Selekce rezistentnich bunék probihala také pomoci tfi experimentalnich latek, pficemz
prvni nich nese oznaceni AB-61. Také v pfipad¢ této latky vykazovaly buiiky rezistenci nejen
na latku vyuZivanou k selekci, tj. na samotnou AB-61, ale také vuéi dal§im latkam. Linie
CCRF-CEM selektovana AB-61 vykazovala zkfizenou rezistenci mezi latkami AB-61 (36X
vyssi hodnota 1Cs), PNH173 (55x), cytarabinem (46x), gemcitabinem (> 39x), fludarabinem
(> 33x), 6-merkaptopurinem (23x) a PNH192 (21x). U této linie byla vice nez 10 000X snizena
exprese transportéru ENT1 a 450x snizend exprese ENT3, pricemZ transportéry ENT2 a 4
nebyly exprimovany vibec. Oproti parentalni linii byl ale exprimovan transportér CNT2.
Exprese proteint asociovanych s MDR (Pgp a MRP1) byla oproti parentalni linii pfiblizné
dvojnasobna. Profil exprese membranovych transportérd, zejména snizeni exprese ENT
transportért by mohl vysvétlit snizeni aktivity cytarabinu, gemcitabinu, fludarabinu i 6-
merkaptopurinu.

V piipadé linie K562 byl nejvyraznéjsi narust rezistence u latek PNH173 (180x) a 6-
merkaptopurinu (> 88x). Zvysila se také odolnost vué¢i 5-fluorouacilu (15x), 6-thioguaninu
(13x), cytarabinu (13x), latce PNH192 (11x) a roskovitinu (3x). Exprese nukleosidovych
transportérti byla srovnatelnd s expresi u parentalni linie se dvéma vyjimkami — doslo k
pétinasobnému zvyseni exprese ENT1 a 35ti ndsobnému zvyseni exprese CNT3 transportéru.
Zaroven doslo k vice nez dvojnasobnému zvyseni exprese proteinu MRP1, ovSem zaroven
pétinasobnému sniZzeni exprese P-glykoproteinu. ZvySena exprese MRP1 muze piispivat

k rozvoji zkfiZzené rezistence na 1é¢iva, ktera jsou jeho substraty (CTR, 6-MP, 6-TG, 5-FU).
6.1.5 Selekce PNH192

Druhou z testovanych experimentalnich latek byla latka PNH192, pticemz také
Vjejim pfipade se podafilo vyselektovat buiiky s rezistentnim fenotypem a byla rovnéz
detekovana pfitomnost zktizené rezistence. Ta vznikla u linie CCRF-CEM konkrétné mezi
latkami PNH192 (4x nartst hodnoty ICso), gemcitabinem (> 25x), cytarabinem (24x),
fludarabinem (24x) a latkou PNH173 (4x). Exprese proteinu MRP1 byla u téchto bun¢k
pfiblizné dvojnasobné€ zvysena oproti parentalni linii a exprese Pgp vzrostla vice nez 4x. Pfi
ovéteni exprese nukleosidovych transportért bylo zjisténo, Ze zcela chybi transportéry ENTI,
2 a 4 a byla snizena exprese transportéru ENT3 (555x). Oproti parentalni linii byl navic
exprimovan transportér CNT2.

Také zde mulze snizeni exprese ENT transportéri napomahat snizeni aktivity

cytarabinu, gemcitabinu a fludarabinu, které jsou jimi transportovany do bunék.
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U linie K562 selektované PNH192 vznikla zkiiZena rezistence mezi PNH192 (111x),
AB-61 (1063x), PNH173 (112x), 6-merkaptopurinem (> 88x), 5-fluorouracilem (> 19x),
fludarabinem (> 1x), cytarabinem (12x), 6-thioguaninem (5x) a roskovitinem (4x). U téchto
bunck nebyla vyrazna zména v expresi MRP1 proteinu, ovSem exprese Pgp byla pétindsobné
snizena. Exprese ENT transportérii byla srovnatelnd s parentalni linii, byla pouze zvysena
exprese ENT4 (7x). V ptipadé CNT transportéri dochazelo k vy$§im odchylkam oproti
parentalni linii. Exprese CNT1 byla pétindsobné zvySena, CNT2 nebyl exprimovan viibec a
exprese CNT3 byla 49x zvysend. Vzhledem k faktu, ze CNT transportéry funguji jako influxni
pumpy, jejich zvySena exprese s nejvetsi pravdépodobnosti nebude piispivat k rozvoji
pozorovaného rezistentniho fenotypu. V tomto piipadé by bylo opét vhodné ovétit enzymy

zajistujici aktivaci/inaktivaci jednotlivych latek.
6.1.6 Selekce PNH173

Posledni testovanou experimentalni latkou byla PNH173, ktera je ze vSech tii aktualng
nejintenzivnéji studovana diky své protinadorové aktivité, jak vin vitro, tak in vivo
podminkach. V soutasné dob& probihd na Ustavu molekularni a translaéni mediciny
v Olomouci vyzkum piesného mechanismu tc¢inku této latky a v rdmci této prace byl sledovan
mechanismus jeji rezistence. Jako prvni byla opét provedena selekce bun€k rezistentnich na
PNH173 a nasledné byla ovéfena mira této rezistence, stejn¢ jako ptipadna zkiizena rezistence
vuci dalsim nukleosidovym cytostatikiim.

Selekce rezistentnich klond se podatila jak v piipadé bunééné linie CCRF-CEM, tak
Vv piipadé linie K562. U linie CCRF-CEM vzrostla po selekci rezistence nejen na samotnou
latku PNH-173 (> 714x), ale také na PNH-192 (> 625x), AB-61 (140x), 6-merkaptopurin
(104x), 6-thioguanin (13x) a mirné také na fludarabin (2,35x). Tyto bufiky vykazovaly expresi
Pgp a MRP1 prakticky shodnou s expresi parentalni linie bez selekéniho tlaku, ale 1isil se
expresni profil nukleosidovych transportérii. Doslo zde k 10 000nasobnému sniZeni exprese
ENTI, pticemz ENT2-4 nebyly exprimovany viibec. Naopak exprese CNT1 se mirné zvysila
(6x) a oproti parentalni linii byl exprimovan také transportér CNT2. Redukce exprese ENT
transportért mtize opét prispivat k rozvoji rezistence na fludarabin, 6-merkaptopurin a 6-
thioguanin.

Také v pripadé linie K562 byl pozorovan vznik zkiizené rezistence. A to mezi latkou
PNH173 (> 704x nartist hodnoty ICs), AB-61 (986x), PNH192 (450x), 6-merkaptopurinem
(51x), 6-thioguaninem (21x), 5-fluorouracilem (16x) a cytarabinem (11x). U této linie byla
2,4x zvySena exprese proteinu MRP1 a zaroven 5x snizena exprese Pgp. Nartst v expresi
MRP1 mize souviset s rozvojem rezistence na 6-MP, 6-TG, 5-FU a Ara-C, které jsou jeho

substraty a nadmérny eflux mtize snizovat jejich ucinnost. Co se tyce exprese nukleosidovych
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transportéri, ta byla srovnatelna s expresi parentdlni linie K562, s vyjimkou CNT2

transportéru, ktery nebyl viibec exprimovan a CNT3, jehoz exprese byla 10x zvySena.

6.1.7 Souhrn pro selekci nukleosidy

Souhrnné lze fici, ze vSechny linie selektované pomoci latek s nukleosidovou
strukturou vykazovaly kiiZenou rezistenci napfi¢ spektrem testovanych latek. Pro ovéreni
pfipadné mnohocetné 1ékové rezistence by bylo zapotiebi zahrnout do testovani také
cytostatika s odlisnou chemickou strukturou a jinym mechanismem tcinku. Rozvoj MDR by
mohl byt o¢ekavany zejména u linii, se zvySenou expresi Pgp a/ nebo MRP1, coz jsou linie
CCRF-CEM: AraC, FDR, 6-MP, 6-TG, PNH192 a K562: PNH173 a AB61. Pro kompletni
popsani exprese proteinti spojenych s MDR bude ovérena také exprese LRP a BCRP. Tato
data jsou aktualné¢ v feSeni a budou soucasti disertacni prace. Stejné¢ tak budou ovéfeny
metabolické drahy jednotlivych latek, zejména pak latky PNH173, kterd je potencialnim

kandidatem na nové protinadorové 1écivo.

6.1.8 Aplikace rezistentnich bunéénych modelia ve screeningu potencialnich
1é¢iv

Pro nami vytvofené in vitro buné¢né modely nukleosidovych rezistenci byla nejen
provedena zakladni charakterizace, ale jednotlivé bunécné linie byly také vyuzity ve
screeningu novych latek s cilem vyhledat struktury prekonavajici jednotlivé 1ékové rezistence.
Vysledky jsou uvedeny v tabulkach ¢. 21 az 24.

Vsechny testované latky pochazely z chemické knihovny Ustavu molekulari a
transla¢ni mediciny a byly vybrany na zakladé svého terapeutického indexu, ktery je definovan
jako pomér cytotoxicity u nenadorovych buné¢nych linii (BJ — fibroblasty pifedkozky a MRC-
5 — plicni fibroblasty) ku cytotoxicité u hematologickych malignit (CCRF-CEM - akutni
lymfoblasticka leukémie a K562 — chronickd myeloidni leukémie). VSechny vybrané latky
vykazovaly vysokou selektivitu vi¢i nadorovym bunkam, pfi¢emz jejich hodnoty ICso byly
v ptipadé linie CCRF-CEM mensi nez 1 umol-1". Do screeningu bylo vybrano celkem 21
latek.

V piipadé linie CCRF-CEM rezistentni na cytarabin bylo 5 latek vice nez 70x méné
aktivnich nez u parentalni linie. U tfi latek byla aktivita 5x az 13x sniZena, jedna latka
vykazovala prakticky shodnou aktivitu na rezistentni i parentalni linii a 12 latek bylo 3x az
20x aktivnéjsich na rezistentnich liniich, neZ na parentalnich.

U linie CCRF-CEM rezistentni na fludarabin byl profil aktivity latek velmi podobny
predchozi linii rezistentni na cytarabin. Byla zde zména pouze u latek LEM 1320 a 1552, které
byly schopné ptekonavat rezistenci na fludarabin (v pfipad¢ linie rezistentni na cytarabin

aktivni nebyly) a u latek LEM 1551 a 1326, které byly oproti cytarabinové linii méné aktivni.
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Celkem se zde vyskytovalo 11 latek, které byly schopny piekonavat jak rezistenci na
fludarabin, tak na cytarabin.

V piipadé linii CCRF-CEM rezistentnich na 6-merkaptopurin a 6-thioguanin byly
aktivni vSechny testované latky. Pouze u jedné z nich (LEM 1306) byla dvojnasobné snizena
aktivita na linii rezistentni na 6-merkaptopurin. Ostatni latky pak vykazovaly shodnou nebo
vy$si aktivitu nez v pfipad¢€ parentalnich bunék.

U linii rezistentnich na experimentalni cytostatika z UMTM (PNH173, 192 a AB-61)
bylo identifikovano podstatné méné aktivnich latek. V ptipad¢ linie rezistentni na latku
PNH173 konkrétné 4 latky (LEM 1307, 1309, 1552 a 11473). VSechny tyto latky byly aktivni
také na liniich rezistentnich na PNH192 a AB-61 a ptekondvaly také rezistenci na cytarabin (s
vyjimkou LEM 1552), fludarabin, 6-merkaptopurin a 6-thioguanin. Tyto ¢tyfi latky se tedy
jevi jako zajimavi kandidati pro nasledujici testovani.

V piipadé linii K562 rezistentnich na cytarabin, fludarabin a 6-merkaptopurin byly
vSechny testované latky stejné nebo vice aktivni, nez u parentalni linie. VSech 21 latek tedy
bylo schopno pieckonavat jejich 1ékové rezistence. U linie K562 rezistentni na 6-thioguanin
byla aktivni vétsina latek, pouze u 5ti z nich doslo k dvou az Sestinasobnému poklesu aktivity
oproti parentalni linii, ov§em stale se zde hodnota ICso pohybovala pod 1 pmol-1?, takze se
stale jedna o latky s dobrou aktivitou.

U linii K562 rezistentnich na PNH173, 192 a AB-61 byla, stejn¢ jako v ptipadé¢ CCRF-
CEM linie, aktivita latek mnohem nizsi a vyselektovalo se zde jen n€kolik aktivnich. V tomto
ptipadé¢ konkrétné tii: LEM 1309, 1555 a 11473, pticemz vSechny tfi latky ptekonavaly
rezistenci jak u PNH173, tak u PNH192 i AB-61.

Latky LEM 1309 a 11473 byly aktivni na vSech naSich testovanych bunécnych
modelech, a to jak v pfipad¢ rezistentnich bunék akutni lymfoblastické leukémie (CCRF-
CEM), tak chronické myeloidni leukémie (K562). Mohou byt tedy zajimavymi kandidaty pro
navazné testovani, které by mohlo ukazat jejich aktivitu v in vivo modelech, blize popsat jejich
mechanismus ucinku a ovéfit jejich vhodnost jako potencialnich 1é¢iv. Stejné tak by mohly
struktury téchto dvou latek pomoci objasnit mechanismus rezistence na experimentalni 1atky

PNH173, 192 a AB-61.

6.2 Rezistence na cytostatika obsahujici ve strukture kov

Druhou skupinou latek vyuzivanych k selekci byla dvé klinicky vyuzivana 1éciva,
cisplatina a karboplatina a také jedna experimentalni latka s oznaceni CuEt, pficemz CuEt je
v soucasné dobé pomérné¢ intenzivné studovanou molekulou vykazujici zajimavé
protinadorové i¢inky.6®
Cilem této prace bylo pokusit se vytvofit bunééné modely rezistentni na CuEt a zjistit

pfipadny mechanismus rezistence, ktery by mohl pomoci dokreslit, ptipadné potvrdit jeho
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mechanismus u¢inku. Vzhledem k tomu, Ze CuEt obsahuje ve své struktute kov (méd’), byly
pro porovnani mechanismu vzniku rezistence vybrany cisplatina a karboplatina obsahujici ve

své struktufe rovnéz atom kovu, v tomto piipad¢ platiny.

6.2.1 Selekce cisplatinou

V ptipadé selekce cisplatinou byly vyuzivany dvé leukemické linie (akutni
lymfoblasticka leukémie, CCRF-CEM a chronicka myeloidni leukémie, K562) a jedna linie
lidského glioblastomu (U-87MG ATCC). Po ukonceni selekce rezistentnich klonii byla
ovéiena mira rezistence nejen viici samotné cisplating, ale testovala se také zkfizena rezistence
mezi cisplatinou, karboplatinou a CuEt.

V piipadé linie CCRF-CEM doslo k 54ndsobnému narlstu rezistence na cisplatinu a
vice nez 19ti nasobnému nardstu rezistence na karboplatinu. Stejny profil zkiizené rezistence
byl pozorovan také u linie K562, kde doslo plisobenim cisplatiny nejen k nartstu rezistence
na tuto latku (> 1,46x), tak na karboplatinu (> 2,02x) a také u linie U-87MG ATCC (8x
zvySena hodnota ICso pro cisplatinu a vice nez 3x zvySena pro karboplatinu). ZktiZzena
rezistence mezi témito dvéma latkami byla popsana také v klinice, napiiklad u pacientek
s ovaridlnim karcinomem.'®® Pro obé& latky je popisovan podobny mechanismus vzniku
rezistence, coz vysvétluje Casty vyskyt této zkiizené rezistence. Mechanismd, jimz se buriky
brani piisobeni cisplatiny (resp. karboplatiny) je cela fada, od zvyseného exfluxu (cisplatina i
karboplatina jsou substraty MRP transportértit®19), pies zvySenou expresi metallothioneind,
které inaktivuji molekuly cisplatiny, ovlivnéni apoptotickych drah zahrnujici zvyseni exprese
glutathion-S-transferazy apod.

V nasem piipad¢ jsme se zaméfili na ovéfeni miry exprese P-glykoproteinu a proteinu
MRPI1. Pfi¢emz u linie CCRF-CEM byla skoro dvojnasobné zvysena exprese MRP1, zatimco
exprese Pgp zlstala stejna jako u parentalnich bun€k nevystavenych selekénimu tlaku
cisplatiny. Zvyseni exprese MRP1 bylo zjisténo také u linie K562 selektované cisplatinou. Zde
doslo dokonce 2,5ti nasobnému zvySeni exprese tohoto proteinu. Zatimco exprese Pgp byla
Ctyinasobné snizena. V piipadé linie U-87 selektované cisplatinou nedoslo ke zvysSeni hladiny
exprese MRP1 a exprese Pgp byla dokonce skoro 10x sniZena.

Zvysené hladiny MRP1 mohou v tomto piipadé jisté€ ptispivat k rozvoji pozorovaného
rezistentniho fenotypu, a to jak v ptipadé linie CCRF-CEM, tak v piipad¢ linie K562. Naopak
zmény v expresi P-glykoproteinu by nemély hrat v G¢innosti cisplatiny roli, vzhledem ke
skuteCnosti, Ze cisplatina neni substratem tohoto transportéru.’®® Ovsem pro detailngjsi
objasnéni mechanismu pozorovaného rezistentniho fenotypu by bylo potteba blizsi zkoumani
aktivity enzyma metabolizujici jak cisplatinu, tak karboplatinu, pfipadné ovéteni aktivity

proteintl zapojenych do regulace buné¢ného cyklu a apoptozy.
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6.2.2 Selekce karboplatinou

Selekce karboplatinou nebyla oproti cisplatiné ispésna u linii CCRF-CEM a K562.
V pripad¢ linie CCRF-CEM doslo pouze k mirnému narastu rezistence (1,3x) na karboplatinu
a také na cisplatinu (1,68x). Pfestoze byly buiiky kultivovany a selektovany ve stejném
casovém rozsahu jako v pfipadé€ cisplatiny, koncentrace léc¢iva byla zvySovdna mnohem
pomaleji vzhledem k aktualni Zivotnosti a koncentraci bunék. V piipadé téchto dvou linii by
tedy byla pravdépodobné potieba delsi doba pusobeni selekéniho tlaku. Piestoze nebyl na
téchto dvou liniich pozorovan rozvoj rezistentniho fenotypu, byla u nich ovétena exprese Pgp
a MRP1 a dochazelo zde ke zménam v jejich expresnim profilu v porovnani s parentalnimi
liniemi CCRF-CEM a K562.

V piipadé¢ linie CCRF-CEM selektované karboplatinou doslo ke dvojnasobnému
snizeni exprese Pgp, pricemz exprese MRP1 zistala prakticky stejnd jako u kontrolni
parentalni linie. U linie K562 byly zmény vyraznéjsi, doslo k sedmindsobnému poklesu
exprese Pgp a pfiblizn¢ trojnasobnému nartstu exprese MRP1, pficemz tyto zmény ovsem
nevedly K rozvoji rezistence na nami testované latky.
pripadé doslo k rozvoji nez trojnasobné rezistence na samotnou karboplatinu (nelze piesné
ur¢it, hodnota ICs se nachdzela nad maximaélni testovanou koncentraci, tj. nad 180 pmol.1*%),
ale také se vice nez 6x zvysila hodnota ICso pro cisplatinu a doslo také k nartistu hodnot 1Cso
pro CuEt ve variantach nanocéstic (roztok Kolidon 17 a BSA). U téchto bunék byla
desetinasobné¢ snizena exprese Pgp, pficemz exprese MRP1 zlstala prakticky stejna jako u
parentalni linie. Z vysledku Ize tedy usoudit, Ze mechanismy, jimiz si cisplatina, karboplatina
a CuEt vytvareji svou, alesponl ¢asteCnou, zkiizenou rezistenci, budou velmi pravdépodobné

zalozeny na jinych cilovych proteinech nez na ABC transportérech.

6.2.3 Selekce CuEt

Pro selekci bunéénych linii pomoci CuEt bylo vyuzito né¢kolik variant této latky. Prvni
z nich bylo samotné CuEt rozpusténé ve 100% dimethylsulfoxidu (DMSQO). DMSO je béznym
rozpoustédlem pro jinak $patné rozpustné molekuly a ma tedy Sirokou aplikaci v in vitro
experimentech. Nevyhodou je zde jeho bunécna toxicita, pti koncentracich > 1 % DMSO.
Ptestoze v in vivo podminkach byla popisovana pomérné nizka toxicita DMSO, novéjsi studie
ukazuji mozny negativni vliv této latky (nap¥. indukci apoptdzy bunék sitnice).1%#1*® Proto byla
hledana vhodna alternativa, ktera by nevykazovala organovou toxicitu a pomahala co nejlépe
indukovat vznik médnatych komplextt CuEt v lidském organismu. Touto alternativou bylo
vytvofeni nanocastic CuEt formovanych v roztocich Kolidonu 17, hovéziho sérového

albuminu (BSA) a hydroxypropylmethylcelulozy (HPMC). Nanocastice byly poprvé
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vytvofeny skupinou Dr. Martina Mistrika (Laboratof integrity genomu, UMTM, LF
Univerzity Palackého v Olomouci). Myslenka nanocastic v souvislosti s aplikaci CuEt je
zkoumadna také v dalSich laboratofich. V roce 2020 byla publikovéana prace popisujici systém
vzniku nanocastic CuEt selektivné v nadorovych tkanich, coz by mélo vést k indukci jejich
apoptozy za soutasného zachovani fyziologickych tkani.*%

Cilem nasi prace bylo zjistit, zda dojde pfi eskalacni selekci vybranych bunéénych
linii k rozvoji rezistentniho fenotypu a zda zde bude hrat roli rozdilna forma aplikace CuEt
(DMSO a nanocastice v roztoku Kolidonu 17, HPMC a BSA). Vysledky téchto selekci jsou
uvedeny Vv tabulkach ¢. 10, 12 a 14.

V ptipadé linie U-87MG ATCC nedoslo k vyraznému naristu rezistence na CuEt
(maximalni detekovany nartst hodnoty ICso byl 2,5x), pfiCemz prakticky nulovy nardst byl
v piipad¢ selekce CuEt v DMSO. Tato varianta indukovala pouze dvojnasobny nartst
rezistence na nanocastice CuEt tvofené v BSA, ovSem vsSechny dalsi varianty CuEt byly na
téchto burnikach aktivni. Velmi podobny profil 1ze pozorovat také u nanoc¢astic CuEt v roztoku
HPMC. Zde doslo k dvojnasobnému snizeni aktivity CuEt v BSA, ale i samotné varianté
v HPMC. Ostatni dvé varianty (CuEt v Kolidonu 17 a BSA) byly nachyIné&jsi na rozvoj
rezistence, ovSem opét zde mluvime o pfiblizné dvojnasobném poklesu aktivity, coz
neodpovida rezistentnimu fenotypu, kde bychom ¢ekali pokles v desitkach jednotek.

Zajimavé ovsem je, ze prestoze kultivace bun¢k U-87MG ATCC v piitomnosti CuEt
nevedla k vyraznému rozvoji rezistence na samotné CuEt, u vSech variant doslo k rozvoji
rezistence na cisplatinu a karboplatinu. V piipadé cisplatiny se jednalo o ¢tyf a devitinasobny
nartist hodnoty ICsp @ Vv pfipadé karboplatiny o vice nez dvojnasobny (nelze pfesné ur€it,
hodnota ICsp se nachézela nad maximaélni testovanou koncentract, tj. nad 180 pmol.I%). Je tedy
zfejmé, Ze pritomnost CuEt ovliviiuje drahy psobeni/ metabolismu cisplatiny a karboplatiny.
Tyto mechanismy by bylo ovSem nutné podrobnéji otestovat, napiiklad ovéfit expresi
metallothioneinii, které zajist'uji inaktivaci cisplatiny a mohly by hrat roli ve snizeni jeji
aktivity u té€chto bunek.

V ramci zékladni charakterizace byla pro tyto buiniky ovéfena exprese Pgp a MRP1.
Mira exprese P-glykoproteinu byla u vSech selektovanych bunék ptiblizné stejnd, jako exprese
parentalni linie U-87MG ATCC, pouze v ptipadé selekce CuEt v roztoku Kolidonu 17 doslo
k pétinasobnému poklesu, pficemzZ tyto buiiky vykazovaly rovnéZ pfiblizné dvojnasobny
narist exprese MRP1 a nejvyssi rozvoj rezistence na CuEt. Také u ostatnich selektovanych
bun¢k dochazelo ke zvyseni exprese MRP1 v porovnani s parentalni linii. Nejvyssi nartst byl
detekovan u selekce pomoci CuEt v DMSO (2,4x), ostatni linie dosahovaly nartstu 1,5 — 1,9x.
Dle online modelovani SwissADME odpovid4d CuEt svou strukturou substratu Pgp, ovSem u

zadné linie nebyla zjisténa zvysSena exprese této efluxni pumpy, ktera by mohla pfispivat
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snizeni aktivity CuEt a tim k rozvoji rezistentniho fenotypu. Afinita CuEt viici MRP1 dosud
nebyla testovana.

V piipadé linie CCRF-CEM selektované CuEt doslo opét k maximalnimu nardstu
hodnoty ICso 0 ptiblizné dvojnasobek. Zajimavé je, Zze v tomto piipadé dochazelo béhem
selekce k poklesu senzitivity vuéi varianté v DMSO, ale nanocasticové varianty CuEt si
zachovavaly svou aktivitu. Oproti glioblastomovym buiikam (U-87MG ATCC) proliferu;ji
leukemické buiiky (CCRF-CEM) mnohem rychleji, coz mlize piispivat vyssi citlivosti téchto
buné¢k vici CuEt.

Také v ptipadé CCRF-CEM bunék doslo k rozvoji rezistence na cisplatinu — zde byl
ovSem narist mnohem vyraznéjsi, nez v ptipadé¢ linie U-87MG ATCC. Doslo k 12-ti az 19-ti
nasobnému nardstu hodnoty ICso. Rozdilna byla ovSem aktivita karboplatiny — v tomto piipad¢
nedoslo k vyraznému poklesu jeji aktivity a rozvoji rezistence.

Béhem ovéteni exprese Pgp a MRP nedoslo k detekei vyraznych odchylek. Pouze u
bunék selektovanych CuEt vroztoku Kolidonu 17 doslo (stejné jako béhem selekce
karboplatinou) k dvojnasobnému poklesu exprese Pgp. V piipadé proteinu MRP1 dochazelo
spiSe k nartistu exprese, nejvyssi nardst byl detekovan u selekce CuEt v roztoku BSA, ovSem
i zde to byl necely dvojnasobek. K velkym rozdilim exprese v porovnani s parentalni linii
CCRF-CEM, ktera nebyla vystavena selekénimu tlaku, tedy nedoslo.

Posledni testovanou linii byla linie K562, u niz nedoslo k prakticky zadné zméné
v aktivit¢ CuFEt, pfestoze bunky byly po fadu tydnl vystaveny selekénimu tlaku. Jediny
vyrazn&j§i nartst (dvojnasobny) hodnoty ICso byl u bunék selektovanych CuEt v roztoku
Kolidonu 17 vi¢i CuEt v roztoku HPMC. V piipadé téchto bunék nedoslo ani k rozvoji
rezistence na ciplatinu, pouze se vice nez dvojnasobné zvysila odolnost viici karboplatiné u
bunék selektovanych CuEt v roztoku HPMC a BSA (nelze piesné uréit, hodnota ICso Se
nachazela nad maximaélni testovanou koncentraci, tj. nad 180 umol.I%).

V ptipadé téchto bunék byla pfiblizné pétinasobné snizena exprese P-glykoproteinu.
Snizeni exprese této efluxni pumpy muize tedy vést k vyssi kumulaci CuEt uvnitt buné€k a jeho
vy$s§i aktivité. Coz by mohlo vysvétlit, pro¢ nedochézelo k poklesu aktivity této latky. Otazkou
nicméné zustava, pro¢ dochazelo béhem kultivace k selekci pravé téchto klont. Pro vysvétleni
by bylo potieba doplnit charakterizaci této linie také o expresi dalSich proteint, které by mohly
pomoci témto bunkam lépe odolavat ptisobeni selek¢éniho tlaku.

Exprese MRP1 byla v piipadé vSech linii K562 selektovanych CuEt pfiblizné
dvojnasobné zvysSena, coz by mohlo vysvétlit narist rezistence na karboplatinu, ktera je jeho

substratem.
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7. Zavér

In vitro modely maji sviij nezastupitelny vyznam ve vyvoji novych 1é¢iv. A to zejména
bunécéné kultury vyuzivané ve vyzkumu onkologickych onemocnéni pro objasnéni zmén,
k nimz b&hem procesu karcinogeneze dochazi. Bunétné kultury nam mohou pomoci najit
pric¢iny daného onemocnéni, a tim otevfit cestu novym moznostem terapie.

Stejné tak je mozné vyuzit bunécné kultury k modelovani potencialnich situaci, které
mohou nastat — 1ze naptiklad izolovat buiiky z nadoru konkrétniho pacienta a otestovat jejich
senzitivitu na rizna cytostatika, a diky tomu zvolit to nejvhodnégjsi. Na bunéénych modelech
lze také popsat zakladni metabolismus léCiva na Urovni buiky, stejn¢ jako pifipadné
mechanismy vzniku 1ékové rezistence.

V této praci byla popsana selekce bunék (CCRF-CEM, K562 a U-87MG ATCC)
rezistentnich na znama cytostatika i experimentalni 1é¢iva. U téchto rezistentnich bun¢k byla
ovéiena exprese proteinli asociovanych se vznikem mnohocetné 1ékové rezistence (Pgp a
MRP1). V piipadé bunék selektovanych nukleosidovymi derivaty (CCRF-CEM a K562) byla
ovéfena také exprese nukleosidovych transportérd (CNT1-3, ENT1-4) a byly provedeny
funkeni testy. Pti nich byla sledovana citlivost bun€k k nukleosidovym [é¢iviim v pfitomnosti
dipyridamolu, ktery je zndmym inhibitorem nukleosidovych transportéra.

V zavéru prace bylo provedeno testovani novych potencialnich 1é¢iv na panelu vSech
selektovanych rezistentnich linii a bylo identifikovano nékolik latek s potencidlem ptekonavat

vzniklou 1ékovou rezistenci.
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