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Souhrn

Lékové rezistence jsou jednim z vyznamnych faktort, které komplikuji 1écbu
onkologickych pacienti. V ramci této prace byla provedena pfiprava nadorovych linii
rezistentnich vii¢i znamym léc¢iviim (cytarabin, fludarabin, 6-thioguanin, 6-merkaptopurin,
cisplatina, karboplatina), ale také vu¢i experimentalnim latkam (roskovitin, PNH173,
PNH192, AB-61, CuEt). V pripad¢ latek s nukleosidovou strukturou byla pfiprava uspésna a
byly ziskany linie s vyrazn¢ rezistentnim fenotypem. U téchto linii byl pozorovan nejen rozvoj
na latku, ktera byla vyuzita k samotné selekcei, také zkfizena rezistence s dal§imi latkami.
V pripad¢ selekce cisplatinou a karboplatinou nebyl rozvoj rezistence tak vyrazny a v pfipadé
latky CuEt k narastu rezistence prakticky nedoslo. V ramci zakladni charakterizace téchto linii
byla ovéfena exprese dvou proteini spojenych s mnohocetnou lékovou rezistenci, P-
glykoproteinu a Multidrug resistance-associated proteinu 1 (MRP1). Dale pak byla ovéfena
mira exprese nukleosidovych membranovych transportéri (ENT, CNT) a vybrané linie byly
pouziti pro screening novych latek, které¢ by mohly slouzit jako potencialni protinadorova

IéCiva.
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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 symbolt 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 lymfoblasticka leukémie

AML Akutni myeloidni leukémie

AMP Adenosinmonofosfat

ANLL Akutni nelymfoblasticka leukémie

AraC Cytarabin

ATP Adenosintrifosfat

Aza Azacytidin

BCRP z angl. breast cancer resistance protein

BRT Brachyradioterapie

BSA Hovézi sérovy albumin, z angl. bovine serum albumine

CD Cytidin deaminaza

CDK Cyklin-dependentni kinaza

CLL Chronicka 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 Pogitacova 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 inhibi¢ni koncentrace

JNK c-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
PKM?2

ROS
RTG
TPMT
TS
UMP
UMTM
UOCHB

z angl. lung resistance related protein

z angl. mitogen-activated protein kinase

Mnohocetna I€kova rezistence, z angl. multidrug resistance
0(6)-methylguanin-DNA-methyltransferaza

Minimalni rezidualni choroba, z angl. minimal residual disease
Magneticka rezonance, z angl. magnetic resonance imaging
Protein asociovany s mnohocetnou Iékovou 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

Nuklearmni faktor kappa B

Narodni 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 molekulami a translaéni mediciny v Olomouci

Ustav organické chemie a biochemie AV CR v Praze

viii



Seznam obrazku

Obrazek ¢&. 1: Chemicka struktura latek vyuzivanych k selekcim rezistentnich bunék.
Vzorce byly zpracovany v programu MarvinSketch 21.8. .......c.cccooiviiiininniii 23

Obrazek ¢&. 2: RozlozZeni 384jamkového panelu pro MTS test.....ccccooveviveieiininniiiciininncs 24

Obrazek €. 3: Schéma rozlozeni 384jamkového panelu pro funkéni test nukleosidovych
18 101 010 4 1 11 DU OO OO OO 28



Seznam tabulek

Tabulka €. 1: Schéma selekce bunééné linie CCRF-CEM nukleosidovymi derivaty, CukEt,
cisplatinou a KarboplatiNOU. .........cocuieiriiiiritiniiie ettt sttt et ettt esseaeeeeesabeeens 21

Tabulka €. 2: Schéma selekce bunécné linie K562 nukleosidovymi derivaty, CuEt, cisplatinou
A KATDOPLAtINOUL ....eeiiieiiiieiiie ettt ettt et e et et e e sbbe e st be st e sabeessbae e nsaesaseeesane 22

Tabulka €. 3: Schéma selekce bunécné linie U-87 MG CuEt, cisplatinou a karboplatinou. 22

Tabulka & 4: Hodnoty ICso [umol-1"] parentalnich bunék CCRF-CEM, K562, U-87 MG a
smérodatné odchylky (sd; z angl. standard deviation). ..........cceeceeeeeerrrerneenienieseesieeieeeeenne 29

Tabulka €. 5: Citlivost parentalnich a selektovanych linii CCRF-CEM (selekce cytarabinem,
fludarabinem, 6-merkaptopurinem a 6-thioguaninem) viicéi 10 testovanym latkam. V tabulce
jsou uvedeny hodnoty ICso [umol-1"'], smérodatné odchylky (sd) a také narust rezistence oproti
parentalni linii, ktera nebyla vystavena selekénimu tlaku. .........ccoeovieviiniinninniiiiienie e 30

Tabulka ¢. 6: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii CCRF-CEM (selekce PNH173,
PNH192, AB-61) viici 10 testovanym latkam. V tabulce jsou uvedeny hodnoty ICsp [pmol-1°
"1, smérodatné odchylky (sd) a také narust rezistence oproti parentalni linii, ktera nebyla
vystavena SelekCnimu tlaKu. .....c.oooiiiiiiiiriiiie e sree 30

Tabulka ¢. 7: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii K562 (selekce cytarabinem,
fludarabinem, 6-merkaptopurinem a 6-thioguaninem) vicéi 10 testovanym latkam. V tabulce
jsou uvedeny hodnoty ICso[umol-1"'], smérodatné odchylky (sd) a také narust rezistence oproti
parentalni linii, ktera nebyla vystavena selekénimu tlaku. ........cccoeeveeiiiniiinninninnienienie e 31

Tabulka ¢. 8: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii K562 (selekce PNH173, PNH192,
AB-61) vuéi 10 testovanym latkam. V tabulce jsou uvedeny hodnoty ICsy [umol-1'],
smérodatné¢ odchylky (sd) a také narust rezistence oproti parentalni linii, kterd nebyla
vystavena SelekCnimu tlaKu. .....c.oooiiiiiiiiriiiie e sree 31

Tabulka €. 9: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii U-87 MG (selekce cisplatinou,
karboplatinou) vuc¢i vybranym variantam CuEt, cisplatin¢ a karboplating. V tabulce jsou
uvedeny hodnoty ICsy [umol-1"], smérodatné odchylky (sd) a také narust rezistence oproti
parentalni linii, ktera nebyla vystavena selekénimu tlaku. ........cccoeeveeiiiniiinninninnienienie e 32

Tabulka ¢. 10: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii U-87 MG (selekce CuEt v DMSO
a CuEt nanocasticemi) vi¢i vybranym variantam CuFEt, cisplatin¢ a karboplating. V tabulce
jsou uvedeny hodnoty ICso [umol-1"'], smérodatné odchylky (sd) a také narust rezistence oproti
parentalni linii, ktera nebyla vystavena selekénimu tlaku. ........cccoeovieiiiniiinninninnieieniee 32

Tabulka ¢. 11: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii CCRF-CEM (selekce cisplatinou
a karboplatinou) vuci vybranym variantam CuEt, cisplatin¢ a karboplatin€. V tabulce jsou
uvedeny hodnoty ICsy [umol-1"], smérodatné odchylky (sd) a také narust rezistence oproti
parentalni linii, ktera nebyla vystavena selekénimu tlaku. ........cccoeeveeiiiniiniinniiinienieene 33

Tabulka ¢. 12: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii CCRF-CEM (selekce CuEt
v DMSO a CuEt nanocasticemi) vici vybranym variantam CukEt, cisplatiné a karboplating.
V tabulce jsou uvedeny hodnoty ICsy [umol-1"!], smérodatné odchylky (sd) a také nartst
rezistence oproti parentalni linii, ktera nebyla vystavena selekénimu tlaku. ..........ccccocceeeee. 33



Tabulka ¢. 13: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii K562 (selekce cisplatinou a
karboplatinou) vuc¢i vybranym variantam CuEt, cisplatin¢ a karboplating. V tabulce jsou
uvedeny hodnoty ICsy [umol-1""] smé&rodatné odchylky (sd) a také narust rezistence oproti
parentalni linii, ktera nebyla vystavena selekénimu tlaku. ........cccoeeveeviiniinninninnienienienin 34

Tabulka ¢. 14: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii K562 (selekce CuEt v DMSO a
CuEt nanocasticemi) vuci vybranym variantam CuEt, cisplating a karboplatin¢. V tabulce jsou
uvedeny hodnoty ICsy [umol-1"], smérodatné odchylky (sd) a také narust rezistence oproti
parentalni linii, ktera nebyla vystavena selekénimu tlaku. ........cccoeeveeiiiniiinninninnienienie e 34

Tabulka ¢. 15: Exprese ekvilibrativnich nukleosidovych transportéra (ENT) u linie CCRF-
CEM a jejich odvozenych selektovanych linii. V tabulce jsou uvedeny primérné hodnoty ze
dvou méfeni, mira nartustu/poklesu exprese vaci parentalni linii CCRF-CEM a smérodatna
OACRYIKA (SA).1vvtetieeitie ittt ettt ette et esabe e st be e tae st e e sbbeesbaeanneesabeanns 38

Tabulka €. 16: Exprese koncentrativnich nukleosidovych transportérii (CNT) u linie CCRF-
CEM a jejich odvozenych selektovanych linii. V tabulce jsou uvedeny primérné hodnoty ze
dvou méfeni, mira nartustu/poklesu exprese vaci parentalni linii CCRF-CEM a smérodatna
OACRYIKA (SA).1vvtetieeitie ittt ettt ette et esabe e st be e tae st e e sbbeesbaeanneesabeanns 38

Tabulka ¢. 17: Exprese ekvilibrativnich nukleosidovych transportéru (ENT) u linie K562 a
jejich odvozenych selektovanych linii. V tabulce jsou uvedeny prumérné hodnoty ze dvou
meéfeni, mira narastu/poklesu exprese vuci parentalni linii K562 a smérodatna odchylka (sd).

Tabulka ¢. 18: Exprese koncentrativnich nukleosidovych transportéri (CNT) u linie K562 a
jejich odvozenych selektovanych linii. V tabulce jsou uvedeny prumérné hodnoty ze dvou
mcéfeni, mira narastu/poklesu exprese vici parentalni linii K562 a smérodatna odchylka (sd).
............................................................................................................................................... 39

Tabulka ¢. 19: Toxicita nukleosidovych inhibitort.........ccoeevrrciirriirriiirieriesie e 40

Tabulka €. 20: Toxicita vybranych nukleosidovych latek na parentalni liniit CCRF-CEM bez
a po pridani inhibitoru S-(4-Nitrobenzyl)-6-thioinosinu (NBTI)...........cccceevvvviinninniiniinninns 42

Tabulka €. 21: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii CCRF-CEM (selekce
cytarabinem, fludarabinem, 6-merkaptopurinem a 6-thioguaninem) vu¢i vybranym aktivnim
latkam. V tabulce jsou uvedeny hodnoty ICsy [umol-1"'], smé&rodatné odchylky (sd) a také
narust rezistence oproti parentalni linii, ktera nebyla vystavena selekénimu tlaku. .............. 43

Tabulka €. 22: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii CCRF-CEM (selekce PNH173,
PNH192 a AB61) vii¢i vybranym aktivnim latkam. V tabulce jsou uvedeny hodnoty ICsg
[umol-1""], smérodatné odchylky (sd) a také nartst rezistence oproti parentalni linii, ktera
nebyla vystavena selekEnimu tlaku. .......cveeieriierieiieiie e 44

Tabulka ¢. 23: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii K562 (selekce cytarabinem,
fludarabinem, 6-merkaptopurinem a 6-thioguaninem) vuci vybranym aktivnim latkam.
V tabulce jsou uvedeny hodnoty ICsy [umol-1"!], smérodatné odchylky (sd) a také nartst
rezistence oproti parentalni linii, ktera nebyla vystavena selekénimu tlaku. .........c..ccceeeeeee. 45

Tabulka €. 24: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii K562 (selekce PNH173, PNH192
a AB61) vuci vybranym aktivnim latkam. V tabulce jsou uvedeny hodnoty ICso [umol-1],
smérodatné¢ odchylky (sd) a také narust rezistence oproti parentalni linii, kterd nebyla
vystavena SelekCnimu tlaKu. .....c.oooiiiiiiiiriiiie e sree 46

Xi



Seznam grafi

Graf ¢. 1: Exprese Pgp a MRP1 u parentalnich linii CCRF-CEM, K562 a U-87 MG. ........ 35

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 ABOL. .....ccciiiiiiiiiiie ettt 35

Graf ¢. 3: Exprese Pgp a MRP1 u linie CCRF-CEM a jejich odvozenych linii selektovanych
¢tyifmi variantami CuEt, cisplatinou a karboplatinou. ............cccecvecveiieriiiniiiniierceieniee e 36

Graf ¢. 4: Exprese Pgp a MRPI 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 ABOL. .....ccciiiiiiiiiiie ettt 36

Graf €. 5: Exprese Pgp a MRP1 u linie K562 a jejich odvozenych linii selektovanych ¢tyimi
variantami CuEt, cisplatinou a KarboplatinOou. ............ceeeueeriieriiiiinnieiiie et 37

Graf ¢. 6: Exprese Pgp a MRP1 u linie U-87 MG a jejich odvozenych linii selektovanych
¢tyifmi variantami CuEt, cisplatinou a karboplatinou. ............cccecvecveiieriiiniiiniierceieniee e 37

Graf ¢. 7: Hodnoty ICsy 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. .........cccccvviiieiiiniiniiiieieiieiene 40

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 selektovan¢é 6-merkaptopurinem, (D) CCRF-CEM selektované 6-thioguaninem,
(E) CCRF-CEM selektované PNH173 a (F) CCRF-CEM selektované PNH192. ................. 41

Graf €. 9: Hodnoty ICso pro PNH173 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
PINHIO2. .ottt st sttt ettt st sttt es et ettt sa et e et en e 41

Graf ¢. 10: Hodnoty ICso 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
PINHIO2. .ottt st sttt ettt st sttt es et ettt sa et e et en e 42

xii



1. Uvod

Lékové rezistence jsou jednim z vyznamnych probléma, s nimiz se musi onkologicka
terapie potykat. Kazdoroéné postihne nadorové onemocnéni miliony lidi po celém svéte,
pricemz statistiky uvadéji, ze vroce 2020 bylo celosvétové diagnostikovano vice nez 19
milioni novych pfipadu.! Dle informaci uvedenych v Narodnim onkologickém registru
(NOR) se v Ceské republice jednalo o 67 000 novych piipadi a bylo zde evidovano 27 468
umrti spojenych s onkologickou diagndzou.? Celosvétové pak zemielo vice nez 10 miliona
pacienti.'! Za neuspésnosti 1écby lze hledat celou fadu pii¢in, od pozdni diagnostiky
onemocnéni, pfes omezené moznosti chirurgicke 1€¢by ¢i radioterapie, az po I¢kové rezistence,
které znacn¢€ redukuji moznosti vybéru vhodnych chemoterapeutik.

Aby bylo mozné simulovat situaci, ktera se odehrava v téle pacienta Ié¢encho latkami
s cytostatickym, pfipadné cytotoxickym ucinkem, 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 Ié¢ivu, a tim otevfit cestu nové potencialni terapii, ovefit senzitivitu
rezistentniho nadoru na nov¢ vytvorena cytostatika, pfipadn¢ predikovat, jak snadno a zda
vubec bude vznikat na konkrétni 1é¢ivo rezistence.®

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

potencialnich I¢¢iv, ktera by mohla mit pfinos v onkologické terapii.



2. Cile prace

= Selekce rezistentnich nadorovych bunck
»  Zakladni charakterizace rezistentnich linii

= Screening novych potencialnich 1é¢iv



3. Literarni prehled

Onkologicka onemocnéni tvofi heterogenni skupinu, kterou spojuje nekoordinovany
rust bunék.” Dle biologické povahy muzeme tato onemocnéni délit na maligni (zhoubné) &i
benigni (nezhoubn¢) nadory. Dalsi déleni muaze byt napriklad dle typu tkan€, které onemocnéni
postihuje. V pfipad¢ epitelové tkan¢ hovofime o karcinomech, v pfipadé pojivovych tkani o
sarkomech, u krve o leukémiich, u lymfatické tkané o lymfomech a pifi postiZeni zarodecnych
bunék o germinalnich nadorech.®

Kazda tkan je svym zpusobem unikatni a je tvorfena buiikami, které¢ se diferencovaly
anyni plni svou specifickou funkci. Prestoze je jejich geneticky zaklad stejny, jejich expresni
profil a s nim spojené vlastnosti mohou byt odlisné, coz odrazi také odli§né biologické chovani

ruznych typu nadoru a variabilitu jejich citlivosti na 1é¢bu.”
3.1 Karcinogeneze

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

Béhem Zivota je lidské télo vystaveno pusobeni celé fady mutagenu, pres chemické
mutageny obsazené napriklad v jidle (napf. akrylamid v tepelné upravovanych potravinach
obsahujicich §krob), nebo v Zivotnim prostiedi (napf. benzo(a)pyren ve vzduchu
v prumyslovych oblastech), fyzikalni mutageny, jakym je napriklad ultrafialové zafeni, az po
biologické mutageny, kterymi mohou byt napfiklad viry.''"'* Presto ne kazdy ¢&lovek
onemocnéni béhem svého Zivota rakovinou.

Svou zasluhu na tom maji bezesporu repara¢ni mechanismy, které jsou schopny
opravit chyby ve struktufe i sekvenci DNA."” Tyto chyby mohou vznikat jak pusobenim
vnéjsich vlivt, tak béhem fyziologickych procesu, jakym je naptiklad 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&éné déleni.'® Z &ehoz l1ze soudit, Ze intenzivné se délici
buniky (jako jsou napiiklad krevni bunky) budou mit vyssi frekvenci vyskytu chyb, a tim
padem mohou byt nachylngjsi na rychlejsi rozvoj nadorového bujeni. Nastésti jsou za béznych
podminek repara¢ni mechanismy schopny tyto chyby rozpoznat a opravit. Trochu rozvést a
doplnit. (replikac¢ni 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 pfipadé, Zze tyto reparacni
mechanismy nefunguji spravné, maze dochazet k rozvoji celé fady patologickych stavi, jako
je napriklad Xeroderma pigmentosum, Cockayniiv syndrom, Wemeruv syndrom, Hutchinson-
Gilforduv syndrom a jiné.'"°

Riziko vzniku onkologického onemocnéni je u kazdého ¢lovéka odlisné. Ovliviiuje ho
prostredi, v némz dany ¢lovek Zije a pracuje, zivotni styl a také jeho genetické predispozice.
Z hlediska dédicnosti 1ze rozliSovat dvé skupiny onkologickych onemocnéni a) monogenné
dédicné (tykajici se jednoho alelového paru) a b) polygenné dédicné (zahrnujici zmény ve
vice alelovych parech). ™®

Monogenni dédi¢nost se tyka zejména hereditarnich nadorovych syndromu, které
tvofi priblizné 5-10 % nadoru.” Gen je obvykle vyfazen z funkce az mutaci obou alel, pfiéemz
mutace muze byt dédéna od jednoho, ale i od obou z rodi¢u. V pripad¢, ze je dédéna pouze
jedna defektni alela, muze byt gen stale pln¢ funkéni, ovSem je zde vysoka pravdépodobnost,
ze béhem zivota dojde k mutaci i1 druhé alely. Vzhledem k vysoké genetické zatézi se tyto
hereditarni syndromy projevuji obvykle jiz v raném véku, a jsou tedy Cast¢jsi u déti (tvori
pfiblizn¢ 15-29 % nadoru détského véku).?!

NejcastéjSim  hereditamim  nadorovym  syndromem  détského  véku je
neurofibromatoza typu I s prevalenci 1: 3 000.>'** Tento syndrom je podminén mutaci
v tumor-supresorovém genu NFI na lokusu 17q11.2.2 Mezi jeho klinické projevy patii
napriklad neurofibromy, cafe au lait skvmy 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 napriklad hereditarni
syndrom nadoru prsu a/ nebo ovaria, ktery je nejéastéji zpusoben zarodeénou mutaci v genech
BRCAI a/ nebo BRCA2.% Ve vétsiné pfipadu je vyskyt nadoru prsu sporadicky, ale v pfiblizné
10-20 % ma familiarni vyskyt a v 80-90 % za néj zodpovidaji pravé mutace genii BRCA I nebo
BRCA2, méné Casty je pak vyskyt mutace genu TP53 a CHEK2.%6%8

3.2 Onkologicka terapie

V klinické praxi se obecné vyuzivaji tii pristupy k onkologické terapii. LéCba muze
byt a) kurativni, b) paliativni a ¢) symptomaticka. Kurativni 1écba ma za cil kompletni
remisi, tj. vyléceni pacienta, paliativni 1é¢ba si klade za cil zlepSeni kvality Zivota pacienta,
pfipadné zabranit zhorSeni prubchu nemoci a symptomaticka 1é¢ba pouze mimi aktualni
prubéh nemoci.?

Kurativnilé¢ba ma obvykle charakter chirurgického zakroku a miize na ni navazovat

lé¢ba adjuvantni, v podobé chemoterapie, radioterapie, imunoterapie, hormonalni [éCby
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apod.”>! Chirurgickému zakroku muZe pfedchazet také neoadjuvantni 1é¢ba slouZici k
redukci velikost nadorového loziska a zniceni pripadnych mikrometastaz, coz maze usnadnit
provedeni chirurgického zakroku a pomoci zachovat funkénost postizeného organu.*? Cilem
chirurgické 1¢cby je fyzické odstranéni populace nadorovych bunék z t¢la pacienta, pficemz
se odstranuje jak primarni nadorové lozisko, tak pfipadné uzlinové metastazy. Tento ukol je
ovSem mnohdy nesnadny, a to jak diky lokalizaci nadoru, tak diky jeho velikosti. Pfestoze je
rany zachyt rakovinného bujeni zadouci, v pfipadé nehmatného nadoru muze byt pro chirurga
komplikované piesné lokalizovat nadorovou 1ézi a jeji hranice.* V takovych pfipadech je
nutna spoluprace s radiologem, ktery by mél byt schopen oblast nadoru spolehlivé oznacit.
K tomuto ucelu se vyuziva napiiklad metoda Magseed vyuzivaji magnetické zmo nebo
napfiklad barveni 4% roztokem Carbo adsorbens.?*%

Mezi dalsi kurativni postupy muzeme fadit také radioterapii, ktera se vyuziva jako
samostatna terapie napiiklad v 1¢écbé epidermalnich karcinomu, nebo karcinomu délozniho
Cipku ve 2. a 3. stadiu.**® Ve vétsiné dalSich pfipadu je radioterapie vyuZivana spiSe jako
dopliikova, adjuvantni 1ééba. Pro radioterapii se vyuzivaji umélé radionuklidy ®°Co, '¥’Cs
nebo ’Ir a dle umisténi zdroje zafeni rozliSujeme: a) externi radioterapii (ERT) a b)
brachyradioterapii (BRT). Pifi externi radioterapii je zdroj zafeni umistén nejcastéji ve
vzdalenosti 80 az 100 cm od téla pacienta, zatimco u brachyradioterapie je zdroj zaveden
prfimo do nadorové tkané, pripadné do postizené¢ho organu, coz umoziuje lépe koncentrovat
zafeni izolovang, pouze do konkrétni oblasti.>**

Standardni metodou externi radioterapie je trojrozmérna konformni radioterapie (3D-
CRT), pii niz je davka zafeni prizpisobovana nepravidelnému tvaru nadorové 1éze. Mezi
novéj§i 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 cemuz se kumuluje pouze v misté nadoru. Takto je
vyuzivano napfiklad '**Sm, které se kumuluje v kostni tkani, a to zejména v oblastech kostnich
metastaz.

Chirurgicky zakrok, pfipadné radioterapic mohou byt doplnény o dalsi adjuvantni
1é¢bu v podobé chemoterapie, pii niz jsou podavany latky s cytotoxickym nebo cytostatickym
ucinkem. Dle mechanismu u¢inku mazeme tyto latky délit do sedmi zakladnich skupin: a)
antimetabolity, b) inhibitory mitézy, c¢) interkalacni latky, d) inhibitory topoizomeraz, e)
alkylaéni latky, f) inhibitory reparaénich mechanismit a g) induktory apoptozy.’**!
PrestoZe je jejich mechanismus ucinku odlisny, obecné se da fici, ze vSechny skupiny cili na
bunéénou proliferaci. Proto byvaji proliferujici buriky chemosenzitivnéjsi, nez burky
v klidové fazi. Diky tomu mohou nékteré nadory reagovat na 1é¢bu az ve chvili, kdy se jejich

buriky presunou do faze replikace.’



PrestozZe je chemoterapie obvykle indikovana ve formé adjuvantni 1é¢by, v nékterych
pfipadech je vyuzivana jako samostatna terapic. A to zejména u akutni lymfoblastické
leukémie (ALL), nadord varlat, malobunééného karcinomu plic, Wilmsova tumoru,
Hodgkinova lymfomu a nékterych malignich Nehodgkinskych lymfomu.®

Systémove podavani cytostatik miize pomoci zredukovat velikost nadorového loziska,
¢ehoz se vyuziva v ramci neoadjuvantni 1é¢by a stejné tak muize odstranit metastazy v ramci
1é¢by adjuvantni. Pritomnost metastaz je standardné vySetfovana pomoci makroskopickych
zobrazovacich metod s rozliSovaci schopnosti okolo 5 az 10 mm. Patfi sem napiiklad
ultrasonografie, RTG, CT a MRI vysetfeni, scintigrafie nebo PET-CT vysetfeni
parenchymovych organu a dutin.* Tato vySetfeni jsou v n&kterych piipadech dopliovana také
o testovani pomoci imunohistochemickych a molekularné-biologickych metod, jako je
napiiklad polymerazova fet¢zova 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 tkan¢ a muZzeme u nich rozliSovat jak intra, tak
intertumorovou variabilitu.

Intertumorova heterogenita se tyka proménlivosti stejné¢ho druhu nadoru u riznych
pacientu. Zde se projevuji odchylky v ramci genetickych predispozic pacienta, jeho véku,
pohlavi, vystaveni rizikovym faktoram apod.**

Intratumorova heterogenita pak odrazi variabilitu v ramci jedné nadorové masy. Ta
neni obvykle tvofena naprosto identickymi buinkami, ale vyskytuji se zde bunécéné
subpopulace, které se mohou vzajemné lisit svou genetickou vybavou. Pritomnost téchto
subpopulaci muze byt dana jak chybovosti béhem replikace DNA (zejména u rychle
proliferujicich nadoru), tak vlivem exogennich mutagent. Rakovinné bunky 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
pfipadné metastazovani. Predpoklada se, Ze pouze priblizn¢ 5 az 10 % procent téchto mutaci
dava nadorovym bufikam riistovou vyhodu.®

Diky témto odliSnostem mohou byt jednotlivé nadorové subpopulace rovnéz riznou
meérou senzitivni na onkologickou 1écbu. Prestoze tedy muze dojit u pacienta béhem 1é¢by
k docasné remisi, pretrvavajici nadorova loziska, ktera byla schopna dané 1€¢bé odolavat,

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



Z tohoto divodu je nutna spravna volba 1é¢ebného postupu a odstranéni celé¢ nadorové masy
véetné piipadnych metastaz.*4¢

Stav, kdy dochazi k remisi, pfestoze se v téle nachazeji (mikro)metastazy, se oznacuje
jako minimalni rezidualni choroba (MRD) a jeji detekce je klicovym faktorem pro stanoveni
prognozy pacienta. S rozvojem molekularné-biologickych metod doslo k znaénému pokroku
v moznostech detekce a zejména pak kvantifikace nadorovych bun¢k ve vzorku tkané/krve
pacienta. Cytologické vysetfeni je mozné nahradit napfiklad detekci pomoci real-time PCR,
ktera nabizi vys$si citlivost nez dfive vyuzivané mikroskopické metody a diky tomu
spolehlivéjsi diagnostiku pritomnosti/ nepfitomnost metastaz nebo cirkulujicich nadorovych

bunék.**

3.3.2 Mnohocetna lékova rezistence

Lékové rezistence je mozné rozdélit do nckolika skupin. Pfirozena rezistence
vyskytujici se jiz pii prvnim podani 1éCiva se oznacuje jako primarni rezistence. Dojde-li ke
vzniku rezistentniho fenotypu béhem 1é¢by, pripadné pii opakovaném podani stejného 1é€iva,
hovofime o sckundarni rezistenci. V takovém piipadé pravdépodobné doslo k selekci
rezistentni subpopulace nadorovych bungk.*®

Lékové rezistence mohou vznikat mezi latkami s podobnou chemickou strukturou,
pfipadné s podobnym mechanismem ucinku, tento stav se oznacuje jako zkfizena rezistence.
Existuji ovSem také pfipady, kdy vznika rezistence na latky s naprosto odlisnou strukturou
a zcela jinym mechanismem ucinku, v takovém pfipadé 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
proteini).*

P-glykoprotein (Pgp) je nejdéle znamy protein spojovany s MDR fenotypem. Poprvé
byl popsan v roce 1976 u ovarialnich buné¢k kiecka rezistentnich ke kolchicinu, které rovnéz
vykazovaly silnou rezistenci k celé fadé amfifilnich 1éiv.”° Pgp je transmembranovy protein
o velikosti 170 Da, ktery je produktem genu mdrl nachazejicim se na lokusu 7¢21.°! Jedna se
0 ATP-dependentni efluxni pumpu, ktera je bézné exprimovana v tkanich, v nichz zajist'uje
ochranu pred pfipadnym toxickym ucinkem latek endogenniho i exogenniho puvodu. Pgp je
exprimovan napfiklad v hepatocytech, enterocytech nebo nefrocytech, ale nachazi se také u
buné¢k dulezitych télnich bariér, jako je napfiklad hematoencefalicka bariéra, placenta nebo
hematotestikulami bariéra, u nichz limituje transport mezi tkani a krvi.>?

Zvyseni exprese P-glykoproteinu bylo pozorovano u celé fady onkologickych
onemocnéni, pricemz zvySené mnozstvi tohoto proteinu v membrané zpusobuje sniZeni
efektivity 1é¢iv, které jsou jeho substraty, coz vede k rozvoji MDR fenotypu.™ Substraty Pgp

jsou strukturné velmi rozmanitou skupinou. Patfi mezi n¢ napfiklad steroidni hormony, ale



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

P-glykoprotein patfi do proteinové rodiny ABC (ATP-binding cassete) transportéru.®*
Do stejné rodiny patii také dalSi skupiny proteint, jejichz zménéna exprese je spojovana se
vznikem MDR fenotypu, jedna se o MRP (multidrug resistance associated protein) a BCRP
(breast cancer resistance protein).”*8

Ve skupiné MRP proteinti bylo identifikovano 9 ¢Elenti nesouci ozna¢eni MRP1-9.
Stejné jako Pgp, také MRP proteiny jsou exprimovany v normalnich tkanich, najdeme je
zejména v burikach t¢lnich bariér (napf. hematoencefalické bariéte), kde ovliviuji transport
endogennich substrati i xenobiotik.” Mezi substraty MRP transportéru patfi napfiklad
kyselina listova, Zlu¢ové kyseliny, vinca alkaloidy, antracykliny, cisplatina, 5-fluorouracil,
cytarabin, fludarabin, 6-merkaptopurin, 6-thioguanin nebo gemcitabin.’’-%® ZvySena exprese
MRP proteint byla zjisténa u celé fady onkologickych onemocnéni, napiiklad u pacientii
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 funkeci
je ochrana pred toxickymi ucinky xenobiotik a ochrana bunék pred hypoxii prostrednictvim
udrzovani homeostazy hemu a folat.*% Najdeme ho napriklad v burikach hematoencefalické
bariéry, hematotestikularni bariéry, stiev, placenty, kmenovych buiikach nebo bunék ledvin.>
Jeho zvySena exprese méni farmakokinetické parametry latek, které jsou jeho substraty
(intestinalni absorbci, eliminaci skrz jatra a ledviny a plazmatickou clearance), coz muze
snizovat jejich ucinnost. V klinické praxi byva vyssi exprese BCRP proteinu pozorovana
napriklad u pacientek s rakovinou prsu, ale také u hematologickych malignit, jako je napriklad
ALL.®7! Pfirozenymi substraty BCRP proteinu jsou napfiklad kyselina listova, steroidni
molekuly nebo protoporfyrin. Mezi léciva transportovana pomoci BCRP patii napiiklad
flavopyridol, mitoxantron, fludarabin, 6-merkaptopurin, 5-fluorouracil nebo metotrexat, ktery
je analogem kyseliny listové.5%¢

Dalsim proteinem spojovanym s MDR je LRP (lung resistance related protein), ktery
byl popsan v roce 1993.7* Jedna se o tzv. ,,vault protein‘ pfirozené exprimovany napiiklad u
makrofagli nebo v burnikach epitelt. Vaults jsou multi-podjednotkové struktury zapojené
zejména do transportu léCiva zjadra do cytoplazmy. Zvysena exprese LRP proteinu je
spojovana s horsi odpovédi na 1é¢bu, a to zejména v pfipad¢ chronické myeloidni leukémie
(CML) a ovarialniho karcinomu.”? Mezi substraty LRP patfi napfiklad 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 napriklad jako antivirotika nebo cytostatika. V obou pfipadech tyto latky cili na
replikaci nukleovych kyselin.”> Vtéto praci byla pouzita nasledujici cytostatika
s nukleosidovym strukturnim zakladem: cytarabin (Ara-C), fludarabin (FDR), 6-
merkaptopurin (6-MP) a 6-thioguanin (6-TG), pomoci nichZz byly selektovany rezistentni
nadorové linie. Pro testovani zkfizené rezistence byla vyuzita také dalsi nukleosidova
cytostatika a to: roskovitin (ROS), gemcitabin (GEM) a 5-fluorouracil (5-FU). Tato 1éCiva jsou
v klinické praxi schvalena k 1é¢bé leukémii, lymfomu a v nékterych pfipadech i solidnich
nadoru.”®”’
Jednim ze zakladnich mechanismu vzniku rezistence na nukleosidova cytostatika je
zména miry exprese membranovych transportéru slouzicich k prenosu nukleosidii z/ do buriky.
Tyto zmény se mohou tykat jak proteinii spojenych s mnohocetnou Iékovou rezistenci (Pgp,
MRP, BCRP, LRP), tak proteinu specializovanych na transport nukleosidu. Zde rozliSujeme
ekvilibrativni nukleosidové transportéry (ENT) a koncentrativni nukleosidové transportéry
(CNT), pficemz ENT mohou fungovat jako influxni i efluxni pumpy, zatimco CNT umoziiuji
pouze influx.”8-0

Ekvilibrativni nukleosidové transportéry patfi do proteinové rodiny SLC29 a
v soucasnosti jsou popsani ¢tyfi jeji Elenové s ozna¢enim ENT1-4.78

ENT1 transportér je exprimovan napfi¢ celym télem. Najdeme ho napriklad u
erytrocytu, hepatocyti, kardiomyocytu, ale také u neuront ¢i gliovych bunck. Kromé
cytoplazmatické membrany byva exprimovan také v membrané mitochondrii.383 ENT1
slouzi k transportu purind i pyrimidinti a mezi jeho substraty patfi také cela fada xenobiotik,
napiiklad ribavirin, gemcitabin, cytarabin, 6-merkaptopurin a fludarabin.3+#

ENT2 transportér je stejné jako ENTI1 Siroce exprimovan napfi¢ nejruznéjSimi
tkanémi. Najdeme ho u mimo jiné u bunck placenty, prostaty, brzliku, pankreatu, ledvin,
gliovych bun¢k, neuronti nebo kardiomyocytl, pficemz nejvysS§i zastoupeni je v burikach
kosternich svalii (rthabdomyocytech). Opét se jedna o transportér zajiStujici prenos jak purind,
tak pyrimidini a nachazi se zejména v cytoplazmatické membrané.”%% Mezi substraty ENT2
patii napiiklad fludarabin, gemcitabin, 6-merkaptopurin, 6-thioguanin a 5-fluorouracil.®"?'~%3

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

transportéru je napiiklad azacytidin.®*%*



ENT4 transportér je siln¢ exprimovan zejména v mozkové tkani a svou substratovou
specifitou odpovida spiSe SCL22 proteinové roding, ktera transportuje malé endogenni
molekuly mezi tkanémi a t€lnimi tekutinami (najdeme je napfiklad v oblasti choroidniho
plexu, hepatocytech nebo proximalnich tubulech ledvin), nez ostatnim ¢lenim SLC29
proteinové rodiny.#5 Typickym endogennim substratem ENT4 transportéru jsou napfiklad
neurotransmitery serotonin a dopamin. Kromé lokalizace v mozkové tkani (choroidni plexus,
hippocampus, cortex atd.) je ENT4 exprimovan (stejn¢ jako SLC22) v jatrech a ledvinach, kde
hraje vyznamnou roli pfi transportu latek skrz membranové bariéry, pficemz jeho afinita
k nukleosidim je pomé&mé slaba.”®

CNT1 transportér je exprimovan zejména jatrech, ledvinach, tenkém stfevé,
makrofazich kostni dfen¢, ale také v nckterych oblastech mozku. Tento transportér pfenasi
zejména latky s pyrimidinovou strukturou a mezi jeho substraty patfi cela fada 1é¢iv, naptiklad
zidovudin, zalcitabin, cytarabin a gemcitabin.””-%

CNT2 je stejné jako jiné nukleosidové transportéry exprimovan napii¢ Sirokym
spektrem tkani. Najdeme ho v ledvinach, srdci, kosternim svalstvu, tenkém stfeveé, pankreatu,
ale napfiklad také v placenté.”” Jeho pfirozenou funkci je transport latek s purinovou
strukturou a mezi tyto patfi také néktera 1éCiva, napriklad ribaviridin, kladribin, klofarabin a
fluoropyrimidiny (5-fluorouracil).?®1%

CNT3 transportér se nachazi v cytoplazmatické membrané¢ bunék pankreatu,
prudusnice, prsnich zlaz, kostni dfené a stfeva. V nizs§i mife je exprimovan také v plicich,
jatrech, placenté, varlatech, predstojné zlaze a také v nckterych oblastech mozkové tkang,
srdce a nosni sliznice. ' Substraty CNT3 jsou jak puriny, tak pyrimidiny a kromé& endogennich
latek (adenosin, guanosin, thymidin apod.) jsou jim transportovana i 1é¢iva, jako jsou napriklad

gemcitabin, cytarabin, fludarabin, kladribin a dalgi.!0%-1%4

Cytarabin (Ara-C, cytosin arabinosid)

Cytarabin je analog pyrimidinu vyuzivajici se k 1¢¢b¢ riznych forem leukémie (ALL,
ANLL, AML, CML) a Nehodgkinského lymfomu.!%>!% Cytarabin je v klinické praxi vyuZivan
pro 1écbu rakoviny od roku 1969 a od 90.let 20.stoleti je vyzivan v kombinované terapii
s jinymi cytostatiky, pfi¢emZ kombinace 1€¢iv zvySuje efektivitu 1é¢by.!” V 1é¢bé akutni
myeloidni leukémie (AML) se vyuziva kombinace cytarabinu napfiklad s azacitidinem (Aza),
etoposidem (Eto), klofarabinem (Clo) nebo fludarabinem.'®''° V roce 2018 bylo popsano
prolécivo s oznacenim BST-236, kter¢ je konjugatem cytarabinu a asparaginu a na cytarabin
se metabolizuje aZ po vstupu do rakovinné buriky.'"! Volny cytarabin je pak fosforylovan do
své aktivni formy, cytarabinu trifosfatu (Ara-CTP)."'? Tento metabolit se nasledné vaze do
struktury DNA béhem S faze bunééného cyklu a v mist¢ jeho zaclenéni konéi syntéza nového

fetézce, ¢imz dochazi k inhibici procesu replikace DNA.!!3 Rezistence na cytarabin je obvykle
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spojovana se snizenou expresi ENT1 transportéru, ktery je hlavni cestou prichodu cytarabinu
do bunky, se snizenim aktivity deoxycytidin kinazy (dCK), ktera jej fosforyluje na aktivni
formu Ara-CTP, nebo zvySenim exprese enzymu, které jej degraduji (cytidin deaminaza, 5°-

nukleotidaza).!'*

Fludarabin (FDR, 2-F-Ara-A)

Fludarabin je analog adeninu vyuzivajici s¢ zejména v I&¢bé chronické lymfoidni
leukémie (CLL).'" Fludarabin je podavan ve formé& monofosfatu (2-F-Ara-AMP; FAMP) jako
prolécivo, které se nasledn¢ defosforyluje na 2-F-Ara-A. V této form¢ prochazi fludarabin do
bun¢k, kde je fosforylovan deoxycytidin kinazou na aktivni formu 2-F-Ara-ATP. Tento
metabolit se nasledn¢ vaze na DNA primazu, DNA polymerazu o a ribonukleotid reduktazu,
¢imz inhibuje proces syntézy DNA .17 Snizena aktivita deoxycytidin kinazy, stejné jako
zvySena exprese P-glykoproteinu zpusobuji snizeni koncentrace aktivni formy fludarabinu
v intracelularnim prostfedi bunck. S tim souvisi snizena citlivost leukemickych bunék na lécbu
fludarabinem, ktera byla popisovana v in vitro i in vivo testech.!'"!® Analyzou vzorka
pacienti trpicich CLL byla prokazana rovnéz spojitost mezi zvySenou expresi
glukosylceramid syntazy (GSC) a rezistenci na fludarabin. Tento enzym prevadi ceramid na
glukosylceramid inhibujici apoptdzu, usnadiiujici prezivani bunék a podporujici jejich

proliferaci a diky tomu vznik rezistentniho fenotypu.''®

6-merkaptopurin (6-MP)

6-merkaptopurin je analogem hypoxantinu a vyuziva se v 1é¢b¢ akutni lymfoblastické
leukémie (ALL), chronické myeloidni leukémie (CML) a autoimunitnich onemocnéni. '2%!2!
6-merkaptopurin je podavan ve form¢ proléciva, které je transportovano v inaktivni form¢ do
buiikky, tam je nasledné¢ metabolizovano hypoxantin-guanin fosforybosyltransferazou
(HGPRT) na 6-thioinosin-5-monofosfat (6-TIMP). 6-TIMP je nasledn¢ metabolizovan dvojim
zpusobem: a) thiopurin S-methyltransferazou (TPMT) na 6-methyl-merkaptopurin
ribonukleotidy, kter¢ inhibuji syntézu purint a b) inosin-5-monofosfat dehydrogenazou na 6-
thioguanin nukleotidy, které se blokuji syntézu DNA i RNA.'**"'** Mechanismus rezistence
na 6-MP byl spojovan se snizenou aktivitou enzymu 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. '>>-'%7

6-thioguanin (6-TG)

6-thioguanin je metabolitem 6-merkaptopurinu. Jedna se analog guanosinu a jako
cytostatikum se vyuziva v 1&¢bé akutni myeloidni leukémie (AML) a akutni lymfoblastické
leukémie (ALL). Stejn¢ jako jina léCiva ze skupiny antimetabolitu 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 k buné&éné smrti.'?!'?® Snizena citlivost
leukemickych bun¢k na 6-thioguanin je obvykle spojovana se snizenou expresi HGPRT, ktera
jej fosforyluje na aktivni formu, pri¢emz bylo zjisténo, Ze pocet rezistentnich klonu nesoucich

mutaci pro HGPRT roste u pacienti exponencialné s vékem.!?%130

Studie provedené na
bunikach lidského melanomu ukazuji, Ze rezistence na 6-TG muze souviset také s vyssi expresi
0(6)-methylguanin-DNA-methyltransferazy (MGMT), coz je enzym zajistujici opravné
mechanismy DNA a rozpoznavajici bazové analogy zaclenéné 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 S-fluorouracilu je po podani katabolizovana na inaktivni metabolity a na
cytotoxickém efektu se podili jen 1- 3 % z puvodniho 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 zplsobuje poskozeni struktury DNA bc¢hem replikace a
reparaénich mechanismi.'** Pro 5-FU byla popsana cela 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, pfipadné s
methylaci genu MLH1 koédujiciho MLHI protein podilejici se na reparacnich mechanismech

DNA nebo se zvySenou expresi proteini Bel-2, Bel-XL, Mcl-1 nebo Pgp. 134140

Gemcitabin (GEM)

Gemcitabin je analogem cytidinu s vysokou aktivitou vuci Sirokému spektru
nadorovych onemocnéni. V klinické praxi se vyuziva napiiklad k 1é¢bé nemalobunécéného
karcinomu plic, rakoviny pankreatu a ovaria, metastazujici rakoviny prsu, karcinomu
modového méchyfe, ale také hematologickych malignit.'*!'** Gemcitabin je transportovan do
bun¢k zejména pomoci nukleosidovych transportéru, pri¢emz hlavni roli zde hraje ENT1
transportér. V mensi mife je gemcitabin transportovan také ENT2 a 3 a CNT1 a 3. 79814
Gemcitabin je po vstupu do buiky fosforylovan dCK na gemcitabin-monofosfat. Dalsi dvé
fosforylace zajist'uji UMP/CMP kinaza (CMPK1) a nukleosid-difosfat kinaza (NDPK).'** Ve
formé trifosfatu je nasledné gemcitabin zaclenén do struktury DNA i RNA. Hlavni cestou
deaktivace gemcitabinu je jeho deaminace cytidin deaminazou (CD) na 2°2°-

difluorodeoxyuridin (dFdU). Dalsi inaktivacni kroky jsou napfiklad deaminace gemitabin-

monofosfatu deoxycytidin  deaminasou (DCTD) nebo jeho defosforylace pomoci
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5’nukleotidazy (NT5C).'**  Mechanismus rezistence na gemcitabin obvykle souvisi se
zménami v draze jeho metabolismu - rychlejsi degradaci, nebo inaktivaci enzymu
zajistujicich jeho fosforylaci. Stejné tak byva u bunék rezistentnich na gemcitabin popisovana
zvySena exprese ABC transportéru, pfiéemz gemcitabin je substratem Pgp i MRP proteinu.%
Studie ukazuji, Ze do gemcitabinové rezistence mohou byt zapojeny také AKT, MAPK, HIF-
la a NF-xB drahy.'#14®

Roskovitin (seliciclib, CYC-202)

Roskovitin je derivatem purinu inhibujicim cyklin-dependentni kinazy (CDK) skrz
kompetici v ATP-vazebném misté. Velmi dobfe inhibuje CDKI1, 2, 5,7 a 9, ale je pom&rné
slabym inhibitorem CDK4, 6 a 8."* Diky inhibici CDK zastavuje bunéény cyklus, ¢imz brani
proliferaci nadorovych bunék. Roskovitin je experimentalnim 1é¢ivem, jehoz aktivita byla
sledovana v ramci faze I a Il klinickych testi. Faze I zahrnovala testovani aktivity u celé fady
solidnich nadorti, napriklad wu adenokarcinomu, hepatocelularniho karcinomu,
nasofaryngealniho karcinomu nebo nemalobunééného karcinomu plic, pficemz roskovitin byl
podavan ve form& mono i kombinované terapie.'*® V druhé fazi klinickych testu byl roskovitin
podavan pacientim s diagndézou nemalobunééného karcinomu plic, avSak tyto testy
neprokazaly vliv 1é¢by na delsi dobu pieZivani pacienti v porovnani s placebem.'! Vzhledem
k 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. Napriklad na burikach lidského kolorektalniho karcinomu (HCT116)
rezistentniho na flavopyridol byla pozorovana zkfiZzena rezistence praveé s roskovitinem,

pfi¢emz tento fenotyp nesouvisel s mirou exprese transportéru Pgp ani MRP.'>2
3.3.4 Rezistence na cytostatika obsahujici ve strukture kov

Cisplatina

Cisplatina je nejstar§im z platinovych cytostatik a vyznacuje se pomérné Sirokym
spektrem mozné klinické aplikace. V onkologii se vyuziva napfiklad k 1écbé ovarialniho
karcinomu, germinalnich nadort, lymfoma nebo sarkomii. Mechanismus ucinku spociva
v interkalaci do struktury DNA, naruSeni repara¢nich mechanismit DNA a indukovani
apoptozy.!315* Pacienti 1éGeni cisplatinou mivaji obvykle velmi dobrou primarni odpovéd’ na
1é¢bu, ovsem neni zde vyjimkou klinicky relaps zpusobeny vznikem lékové rezistence.!> Za
rozvojem rezistentniho fenotypu muze stat v pripad¢ cisplatiny vice faktort: a) zvysSena
exprese efluxnich pump snizujici koncentraci 1é¢iva uvnitt buriky (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 drahu c-Jun terminalni kinazy
(JNK), a tim blokujici apoptézu nebo d) sniZena exprese proteinu p21, ktery je inhibitorem

cyklin-dependentnich kinaz a je tedy schopen zastavit proliferaci poskozené buiky.'>>"'%
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Karboplatina

Karboplatina patifi do druhé generace platinovych cytostatik. Je metabolizovana
intracelularmé na svou aktivni formu, pri¢emz se vytvareji platinové komplexy, které se vazi
na nukleofilni ¢asti ve struktute DNA (zejména na guanin a cytosin). Jeji zaclenéni do DNA
vede k naru$eni bunééného rustu a indukei apoptozy.*1%° V klinické praxi je karboplatina
vyuzivana napfiklad k 1é¢b¢ ovarialniho karcinomu a malobunééného karcinomu plic, pficemz
oproti cisplatingé vykazuje niz§i organovou toxicitu. Vyhodou karboplatiny je také vyssi
stabilita v krevni plazm¢ oproti cisplatiné (6x delsi biologicky polocas) a mensi vyskyt
nezadoucich ucinkua.'>*'®" Mechanismus vzniku rezistence na karboplatinu je podobny
rezistenci na cisplatinu a mezi témito dvéma léCivy vznika pomémé Casto zkfizena

rezistence.!®?

CuEt [(bis (diethyldithiocarbamate)—copper)]

CuEt je experimentalni latkou, ktera doposud nebyla zafazena do bézné klinické
praxe. Jedna se o metabolit disulfiramu, u néjz byly jiz dfive pozorovany protinadorové
ucinky, ovSem mechanismus uéinku nebyl zcela znam.'®~'% V roce 2017 byla publikovana
prace popisujici blize metabolismus disulfiramu v lidském organismu, pfi¢emz bylo zjisténo,
ze je metabolizovan na diethyldithiokarbamat (DTC) a nasledné formuje komplex s médi
(CuEt), ktery stoji za protinadorovymi uéinky disulfiramu.'®®

Pro testovani mechanismu uc¢inku CuEt byly pouzity buiiky MDA-MB-231 (karcinom
prsu), které byly nasledn¢ aplikovany do mysi. Bylo zji§téno, ze prave tyto méd’naté komplexy
jsou hlavni aktivni molekulou, ktera 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, pficemz vazba CuEt zptlisobi jeho

166,167

agregaci. Tim je naruSena draha zahrnujici formovani komplexu p97-NPL4-UFDI1, coz

vede k bunééné smrti.'®®

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 bunck, 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 experimentu byla popsana
interakce ALDH1A3 s PKM2, coz je isoenzym glykolyticky pusobici pyruvat kinazy, coz
vede k redukci aerobni glykolyzy.!®8
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3.4 Bunécné modely

Biologické modely jsou vyznamnym nastrojem pro pochopeni mechanismu
patogeneze dosud popsanych onemocnéni, coz dava prostor identifikaci biologickych
markera, cilené terapii a napomaha vyvoji novych 1éCiv. Neustaly vyvoj molekularné-
biologickych metod nam umoziuje stale presnéji identifikovat terapeutické cile, na néz je
mozné zamcrit 1ébu a ta se tak stava mnohem efektivnéjsi. V minulosti se vyuZzivaly zejména
zvifeci modely, které maji své nesporné vyhody i nevyhody. Mezi nevyhody zvifecich modela
muzeme fadit napriklad nemoznost testovani obsahlych knihoven chemickych latek v kratkém
Case, finan¢ni naro¢nost, velké naroky na prostory, v nichz jsou zvifata chovana a slozitou
legislativu souvisejici s povolenim testil na zvifatech, nemluvé o etické strance véci. Vyhodou
je zde pak vyssi uroven organizace biologického systému, neZ je tomu naptiklad u in vitro
bunéénych kultur, mozZnost testovani metabolismu jednotlivych 1é¢iv, sledovani akutni i
chronické toxicity, vlivu na graviditu apod.'®

Prace s in vitro modely, jako jsou nadorové bunécéné linie, je v porovnani se zvifecimi
modely mnohem snadnéj$i. Buiiky jsou kultivovany v kultivacnich lahvich, pficemz jedna
lahev jich muze obsahovat miliony. Navic je mozné je pomérné snadno namnozit, ¢imz
ziskavame prakticky neomezeny zdroj biologického materidlu pro experimenty. Bunécné
modely jsou idealni pro primami selekci biologicky aktivnich latek — je mozné otestovat
aktivitu stovek/tisicii latek v pomémé kratkém case, jejich pfipadnou toxicitu, bunéény
metabolismus apod. Diky informacim ziskanym z primarnich testti je mozné testovat v in vivo
podminkach pouze nejzajimavéjsi kandidaty, ¢imz se uSetfi nejen Cas, ale také se znacné
zredukuje mnoZstvi laboratornich zvifat potfebné pro experimenty.'®-1"!

Bohuzel ne vSechny bunécné typy lze kultivovat in vitro a vytvofit tak bunécny model
(problematicka je zejména in vitro kultivace neuronu).'”” Nicméné pro celou fadu
onkologickych onemocnéni, jako je naptiklad leukémie, adenokarcinom, osteosarkom nebo
glioblastom, tyto bunécné modely existuji a pomahaji ve vyzkumu jejich 1écby. Stejné tak je
mozné kultivovat in vitro naptiklad kmenové buriky, a to jak indukované pluripotentni
kmenové buriky, tak ty embryonalni.!”*-17

Nadorové bunécné modely lze bud’to komercné zakoupit, nebo vytvofit z nadorové
tkan¢ pacienta. V pripad¢é komercénich linii je prace mnohem snadnéjsi a rychlejsi. Navic lze
velmi dobfe popsat ptvod a ,.stafi* buncék a experimenty provedené s vyuzitim téchto modelu
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 pripad a replikovani vysledku je prakticky nemozné, pokud nedojde

k odebrani nadorov¢ tkané stejného pacienta, a i tak je zde pravdépodobnost urcité variability

15



diky intratumorové heterogenité.!’*!”” Nespornou vyhodou je zde fakt, Ze ziskame
relevantnéjsi informace pro daného pacienta, ovSem pievést odebranou nadorovou tkan na in
vitro model neni Gplné€ snadny tkol, ktery je navic ¢asové pomémeé narocny.

Proto se castéji voli in vivo model, oznacovany jako PDX (z angl. patient derived
xenograft) umoziujici testovat pacienttiv nador v zivém organismu. Timto organismem byvaji
imuno-deficientni mysi scilené potlaCenou imunitou, coz zredukuje riziko
piipadného odmitnuti lidskych bunék jejich imunitnim systémem.'”® PDX modely pak
umoznuji sledovat rist nadort v Zivém organismu a testovat jejich odpovéd’ na cytostatika,
pfipadné jin¢ druhy 1écby, napfiklad radioterapii, pficemz vysledky maji relevantni klinicky

vyznam pro daného pacienta a mohou pomoci s planovanim jeho terapie.'”

3.4.1 Rezistentni nadorové linie

Rezistentni nadorové linie mohou byt vytvofeny jak v in vitro podminkach (naptiklad
cilenou selekei s eskalacnim zvySovanim koncentrace cytostatika, coz je metodika, ktera byla
vyuzita v prakticke casti této prace) tak v in vivo podminkach v téle pacienta 1é¢en¢ho danou
latkou. V tomto pripadé ovSem narazime na stejny problém jako pii vytvafeni in vitro
bunécénych modelu z tkané pacienta. Opét se jedna o poméme sloZity a Casoveé narony proces,
ktery si zada pokrocilé zkuSenosti s praci s tkanovymi kulturami. Naproti tomu selekce
v in vitro podminkach muze zacit prakticky okamzité po nasazeni bunék do kultivacni lahve.

Obecné se popisuji dva zakladni postupy selekce rezistentnich klonu: a) eskalacni
pristup, pfi némz jsou latky nejprve selektovany nizkou koncentraci cytostatika a pfi
optimalnich podminkach Zivotnosti a koncentrace bun¢k je tato navySovana a b) selekce
vysokou davkou, odpovidajici napfiklad 5-ti az 10-ti nasobku hodnoty ICsy (poloviny
maximalni inhibiéni koncentrace). '8 18!

Vysledkem by méla byt selekce bunéénych klont se zménénou expresi geni, pripadné
klont nesoucich mutaci v sekvencich DNA zodpovédnych za rozvoj rezistentniho fenotypu.
Velmi Casto se jedna se o zmény v expresi membranach transportéra, inhibici aktivacnich
enzymil, resp. zvySenou expresi enzymu zajistujicich biodegradaci dané latky.'®* Na téchto
burikach je mozné sledovat zmény vedouci k vzniku daného rezistentniho fenotypu, pficemz
ziskané informace nam mohou pomoci Iépe pochopit, k cemu muze dochazet v téle pacienta,
jakymi mechanismy se nadorové¢ buriky brani chemoterapii, a jak zacilit novou terapii, aby se
vzniku rezistence predeslo, pripadné abychom byli schopni tento rezistentni fenotyp prekonat.

Rezistentni nadorové linie jsou vhodny model pro primami screening novych
potencialnich 1éciv. Diky velkokapacitnim screeningovym laboratofim je mozné pomérné
snadno otestovat velké mnozstvi latek a vybrat ty, které jsou vysoce aktivni na rezistentnich
nadorovych liniich a zaroven netoxické pro fyziologické tkan¢. Samoziejmé¢ cesta od

pozitivnich vysledkl v primamim screeningu az po nové lécivo, je dlouha 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 (sm¢s penicilin/

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

10270106).

a) CCRF-CEM (ATCC, kat. cislo: 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)

= IMDM (Isove’s Modified Dulbecco’s Medium; Sigma-Aldrich, kat. ¢islo:
17633)

c¢) U-87TMG 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 biochemiec AV
CR (UOCHB) v Praze

Experimentalni 1¢ééiva 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 permeabilizacni roztok (BD, kat. ¢islo: 340973)
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= BSA (Sigma-Aldrich, kat. islo: A6793)

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

*  Pgp primami protilatka (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: P7965)

* MRPI primarni protilatka (MRPm35; Alexis, kat. ¢islo: 57M)

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

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

= Sekundarni protilatka, anti-mouse IgG (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)

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

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

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

= Isopropanol (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. Cislo: H1758)

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

»  Proteinaza K (BioLabs, kat. ¢islo P§102S)

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 pul primami protilatky + 996 ul 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 sekundami protilatky + 996 ul
blokovaciho roztoku
b) Testovani exprese MRP:
o Rinse buffer (RB) pro testovani MRP: 0.5 % BSA, 0,1 % NaN3, 1xPBS
o MRPI primarni protilatka: 5 pl + 1000 pl 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 ul sekundami protilatky + 996 ul
RB pufru pro MRP
¢) Izolace RNA
o Tris-HCI, pH 8,1
o 75 % Ethanol fedény v RNA vod¢ (30 ml 96% ethanolu + 10 ml vody)

4.3 Material:

Kultivacni 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. Cislo: PP-0200-
BO)

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

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

= EpDualfilter T.L.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 chladnicka (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 klonu probihala eskalacnim zptisobem v kultivacnich lahvich o
rustové plose 150 cm?, pficemZ koncentrace latek se zvySovala pii dostateéné viabilité bunék
(80 % a vyssi) v pripadé suspenznich bungk a pfi konfluenci minimaln¢ 70 % v pfipad¢ bunck
adherentnich.

Buiiky 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 pfipraveno ve Ctyfech variantach: rozpusténé
v dimethylsulfoxidu (DMSO) a ve variantach nanocastic, které se vytvarely v roztoku
Kolidonu 17, hovéziho sérového albuminu (BSA) a hydroxypropylmethylcelulozy (HPMC).
Schéma selekci viz tabulka ¢. 1 a 2.

Buiky 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 klonil jsou zobrazeny na obrazku €. 1.

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

CCRE.CEM Koncentrace latek [pumol-1']

L. 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 bunééné linie K562 nukleosidovymi derivaty, CuEt, cisplatinou a

karboplatinou
K562 Koncentrace latek [pumol 1]

L. 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 bunécné linie U-87MG ATCC CuEt, cisplatinou a karboplatinou.

U-87MG ATCC Koncentrace latky [pmol-1"]

1. 2. 3. 4. 5. 6.
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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Obrizek ¢. 1: Chemicka struktura latek vyuzivanych k selekcim rezistentnich bungk a testovani zkiizené
rezistence. Vzorce byly zpracovany v programu MarvinSketch 21.8.

4.5.2 MTS test cytotoxicity

Pro ovéfeni miry rezistence nami selektovanych klonu jsme vyuzivali MTS test
cytotoxicity optimalizovany na 384 kultivacni desticky. Pracovni objem v kazdé jamce byl 30
ul kapaliny. Prvni a posledni sloupec slouzily jako kontrola pozadi testu a obsahovaly 30 ul
meédia, vSechny ostatni sloupce obsahovaly suspenzi média a bun¢k, pricemz koncentrace
bunék byla 1,2.10° bunék/30 ul v pfipadé linii CCRF-CEM a U-87MG ATCC a 8.10? bun¢k/30
ul v pripad¢ linie K562.

Buiiky byly pfeneseny do ciré 384jamkové desticky (AssayPlate, Coming) pomoci
multidropu a inkubovany po dobu 24 hodin (37 °C, 5 % CO). Po uplynuti doby inkubace byly
k butikam pfidany testované latky (Echo 550). Jejich cytotoxicita byla testovana v 9
koncentra¢nich bodech (¢tyrkové fedéni), pricemz maximalni testovana koncentrace CuEt
byla 15 pmol-1"!, cisplatiny 20 umol-1", karboplatiny 180 umol-1" a nukleosidu 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 384jamkov¢ desky
pro MTS test viz obrazek ¢. 1.

Buriky byly s latkami inkubovany po dobu 72 hodin a nasledné obarveny roztokem
MTS. Panely byly umistény zpét do inkubatoru, pficemz zivé buniky méni diky aktivnim
mitochondrialnim dehydrogenazam Zzluty roztok MTS na modro-fialovy formazan. Intenzita
barevné zmény je pak pfimo umérna mnozstvi zivych bunék. Kvantifikace mnozstvi

formazanu byla provedena spektrofotometricky pfi 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
1 ) D _ Kontrola: viabiita 100% : |
2 2 | 3[4 |5 |6 | 7|8 9 [ 1 2 | 3 (4|5 |6 |7 |8 ]| 9|
3 (9 koncentraci latek ve &tyfkovém fedéni) | (9 koncentraci latek ve &tyfkovém fedéni) |
4
5| WS o R | ®
6 8 o 8 8
7 8 8 T |-
ElE|3 g (2 ¢
8 2|8l © ¥l a | 3
0 3 .g > -E | | 'g 3
10 = g 8 8 (| =
11 e S % %
12 X L3 X
13
14
15 |- - - ot - " 4 L — — e A ot .
16 Kontrola: viabilita 100 %

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

Vysledky MTS testu byly vyhodnoceny pomoci programu Dotmatics a ze ziskanych
dat byla uréena hodnota poloviéni inhibi¢ni koncentrace (ICso). Tato hodnota byla vypocitana
jak pro selektované linie, tak pro parentalni buriky, které nebyly vystaveny selekénimu tlaku.
Z vysledného poméru hodnot ICso parentalnich a selektovanych bunc€k byla uréena mira

naruastu/ poklesu rezistence.

4.5.3 Exprese MDR transportnich proteinu

V ramci zakladni charakterizace selektovanych bun¢k probéhlo testovani exprese

dvou proteinu spojenych s mnohocetnou Iékovou rezistenci: Pgp a MRP1.

a) Exprese Pgp

Pro testovani exprese Pgp vyuzivame 3 miliony bun¢k zafixovanych do methanolu
vychlazené¢ho na -20 °C. Takto zafixovan¢ buriky mizeme uchovavat pii -20 °C po dobu
priblizn¢ 10-ti tydna, pfipadné zpracovat nasledujici den.

Odstranime methanol a buriky promyjeme 2 ml roztoku cell wash a nasledné
centrifugujeme na 500 g po dobu 5 minut pfi pokojové teploté (stejné parametry centrifugace
jsou vyuzivany v celém protokolu). Odstranime cell wash a pridame k peleté bunck 0,5 ml 1x
permeabilizaéniho 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, pfidame 40 ul roztoku FC
saturation reagent a inkubujeme 10 minut pii 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 pridame do prvni zkumavky 40
pl primarni Pgp protilatky (fedéni 1: 250 v blokovacim roztoku) a do druhé zkumavky 40 pl
isotypové kontroly (fedéni 1: 140 v blokovacim roztoku). Ob¢ zkumavky inkubujeme ve tmé
pii pokojové teploté 30 minut.

Pfidame 2 ml RB pufru, centrifugujeme, odstranime supernatant, pridame 40 ul
sekundami protilatky (fedéni 1: 250 v blokovacim roztoku) do obou zkumavek a inkubujeme
ve tm¢ pfi pokojoveé teploté 30 minut. Pfidame 2 ml RB pufiu, 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 tfi hodin.

Expresi Pgp méfime pomoci pratokového cytometru. Sekundarni protilatku

detekujeme pfi vinové délce 488 nm. Zpracovani vysledku probiha v programu Cell Quest.

b) Exprese MRP1

Stejné jako v pripad¢ testovani exprese Pgp fixujeme 3 miliony bunék 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 pfi pokojové
teploté. Po uplynuti doby inkubace pfidame 2 ml RB pufru pro testovani MRP a vzorek
rozdélime na 2 ¢asti po 1 ml. Nasledn¢ centrifugujeme, odstranime supernatant a pridame 100
pl primami protilatky. Inkubujeme 60 minut ve tmé pfi pokojové teplote.

Po uplynuti inkubace pfidame 2 ml RB pufru, centrifugujeme, odstranime supernatant
a pridame 100 ul sekundami protilatky. Inkubujeme 30 minut ve tmé pfi pokojové teploté. Po
uplynuti inkubace pfidame 2 ml RB pufru, centrifugujeme, odstranime supernatant a
resuspendujeme v 0,5 ml RB pufru. Vzorek nasledné analyzujeme pomoci pratokového
cytometru. Sekundarni protilatka je detekovana pfi vinové délce 488 nm. Zpracovani vysledku

probiha v programu Cell Quest.

4.5.4 Testovani nukleosidovych transportéri

Pro linie CCRF-CEM a K562 selektované nukleosidovymi cytostatiky byl proveden
test miry exprese nukleosidovych transportéri (ENT1-4 a CNT1-3). Nasledné byly provedeny
funkéni testy, pii nichz byl hodnocen vliv inhibice nukleosidovych transportérii na senzitivitu

bunék.
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Exprese nukleosidovych transportéri:

a) Izolace RNA

Izolace RNA byla provedena z bun¢k v koncentraci 5-11 miliont/ 1 ml TRI reagentu.
Vzorky bun¢k v TRI reagentu byly ponechany pii pokojové teploté po dobu 15-ti minut, aby
mohla probéhnout kompletni disociace nukleoproteina. Poté bylo ke vzorkim pfidano 200 ul
chloroformu a vzorky byly siln¢ 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 nov¢ zkumavky bylo odebrano 500 ul
svrchni ¢iré faze obsahujici RNA. Ke vzorku bylo pfidano 500 pl isopropanolu a kratkym
opakovanym protfepanim (4 -5x) byly promichany ob¢ vrstvy tak, aby nezustal bily prstenec.
Vzorky byly poté 5 minut inkubovany pfi pokojové teplot¢ a nasledné centrifugovany 10
minut pii 12 000 g a 4°C. Supematant byl opatmé odstranén a RNA peleta byla promyta 1,5
ml chlazen¢ho 75% ecthanolu (peletka byla odstranéna jemnym pfevracenim 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 pridano 25-
60 ul 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 kratkodob¢ ulozit pfi -20

°C, pripadné¢ je dlouhodob¢ skladovat pfti -80 °C.

b) Reverzni transkripce

Reverzni transkripce byla provedena ze 3 pg izolované RNA (viz predchozi krok
izolace RNA), ke kter¢ bylo pfidano 0,3 ug hexamert a vzorky byly doplnény vodou do 19,5
pl). Vzorky byly kratce promichany pomoci vortexu a centrifugovany (1400 rpmi, 30 sekund).
Nasledné byly inkubovany v termocykléru s vyhfivanym vickem pii 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 pl 10mM dNTP a 0,75 pl RNAsinu/ 1 vzorek. K vychlazenému
vzorku bylo pfidano 9,75 pl master mixu, vzorky byly promichany propipetovanim a byly 5
minut inkubovany pfi pokojové teploté ve flowboxu. Nasledné bylo ke vzorku pfidano 0,75
pl reverzni transkriptazy, vzorky byly kratce promichany na vortexu, centrifugovany a
inkubovany 10 minut pfi pokojové teplot¢ ve flowboxu. Po uplynuti doby inkubace byly
vzorky preneseny do termocykléru s vyhfivanym vikem, kde byly inkubovany pii 42°C po
dobu 60 minut, poté 10 minut pfi 70 °C a nasledné chlazeny na 4 °C. cDNA byla nasledn¢
skladovana pii -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 ul 20x TagMan Gene Expression Assay/ 1 vzorek. Nasledné bylo smichano 9 ul
master mixu s 1 ul cDNA z predchoziho kroku. Celkovy reakéni objem byl tedy 10 ul a PCR
byla provedena v 96ti jamkové desce. Podminky PCR byly nastaveny na 10 minut pii 95 °C,
nasledné bylo provedeno 50 cykla zahmmujicich 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 vztaZzena ku vnitini kontrole (GAPDH).

Funk¢ni test nukleosidovych transportéri:

Vliv aktivity nukleosidovych transportéri byl testovan pomoci MTS testu
cytotoxicity. Byla sledovana senzitivita rezistentnich linii k vybranym cytostatikiim
(cytostatika byla testovana v 9-ti koncentracnich bodech, ¢tytkovém fedéni a maximalni
koncentraci 50 pmol-1") pfi soucasné aplikaci inhibitoru nukleosidovych transportéra
(dipyridamol, S-(4-Nitrobenzyl)-6-thioinosin).

V pfipad¢ testovani vlivu S-(4-Nitrobenzyl)-6-thioinosinu (NBTI) byla pouzita jedna
koncentrace inhibitoru (10 pumol-1") a buiiky 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 pii 490 nm).

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

Dipyridamol byl aplikovan v koncentracich 5 az 0,083 umol 1", pfi¢emz byl sledovan
pokles, pripadné nartist hodnoty ICso. Jako kontrola slouzily buiiky bez aplikace tohoto
inhibitoru. Schéma rozlozeni 384jamkové desky pro testovani je zobrazeno na obrazku ¢. 2.
Priprava bunck, intervaly inkubace, aplikace latek i vyhodnoceni probihaly shodné jako
v piipadé¢ MTS testu v bod¢ 4.6.2.

Samotnému funkénimu testu predchazelo ovéreni toxicity dipyridamolu na bunéénych
liniich vybranych pro tento experiment. Toxicita byla ovéfena MTS testem dle postupu

uvedeného v kapitole 4.5.2.
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Obrizek €. 3: Schéma rozlozeni 384jamkového panelu pro funk¢ni test nukleosidovych transportéru.
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5. Vysledky

5.1 Selekce rezistentnich klonu

Selekce rezistentnich klonu probihala dle postupu uvedeném v metodické casti prace.
V piipadé¢ 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
klont rezistentnich na CuEt, cisplatinu a karboplatinu probihala na leukemickych burikach
(CCRF-CEM a K562) po dobu 20-ti tydnu a na burikach glioblastomu (U-87 MG) po dobu
15-ti tydnu. Po ukonceni selekce byla ovéfena mira rezistence pomoci MTS testu cytotoxicity,
pficemz byla porovnavana hodnota ICsp parentalnich linii bez selekce s hodnotou
selektovanych bun¢k. V tabulce ¢. 4 jsou uvedeny hodnoty ICso parentalnich bun¢k bez

provedené selekce.

Tabulka & 4: Hodnoty ICso [pumol-1-'] parentalnich bunék CCRF-CEM, K562, U-87 MG a smérodatné
odchylky (sd; z angl. standard deviation).

CCRF-CEM K562 U-87 MG
btk 1Cso sd 1Cso sd 1Cso sd
[pumol 1] [pumol-1""] [pumol-1""]

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 ovéreni miry narustu/ poklesu rezistence pomoci
MTS testu cytotoxicity. Testovala se nejen rezistence vaci latee, jiz byly bunky selektovany,

ale také pripadna zkfizena 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) vici 10 testovanym latkam. V tabulce jsou
uvedeny hodnoty ICso [pmol-1"'], smérodatné odchylky (sd) a také narfist rezistence oproti parentalni
linii, ktera nebyla vystavena selekénimu tlaku.

CCRF-CEM: selekce CCRF-CEM: selekce CCRF-CEM: selekce CCRF-CEM: selekce
CCRF-CEM . .
cytarabinem fludarabinem 6-merkaptopurinem 6-thioguaninem
Latky
Narust Nartst Narust ICso Nartst
ICso 1Cso d . ICso d . ICso d . T d .
I mol- 1] sd [pmoll"] S rezistence [pmoll"] S renstepce [pmoll"] S renstepce [umo S renstepce
” (x-krat) (x-krat) (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 . 0,47 0,03 9,47 0,61 20,15 > 50 0 > 106,38 > 50 0 > 106,38 > 50 0 > 106,38
merkaptopurin
6-thioguanin 0,17 0,02 1,64 0,62 9,64 > 50 0 > 294,12 > 50 0 > 294,12 > 50 0 > 294,12
S-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 4:82?2 0,030 0,004 > 37,25 <0,0008 0 <1 0,001 0,0002 >1,5
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
Narust rezistence
>2 > 10 > 50
Tabulka ¢. 6: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii CCRF-CEM (selekce PNH173, PNH192,
AB-61) vuci 10 testovanym latkdm. V tabulce jsou uvedeny hodnoty ICsy [pmol-1''], smérodatné
odchylky (sd) a také nartist rezistence oproti parentalni linii, ktera nebyla vystavena selekénimu tlaku.
CCRF-CEM CCRF-CEM: selekce PNH173 CCRF-CEM: selekce PNH192 CCRF-CEM: selekce AB-61
Liétky ICs ICs Narist ICso Narist ICs Narist
[umol-1'] sd r sd rezistence r sd rezistence r sd rezistence
! [umol- 1] (x-krat) [pumol-17'] (x-krat) [umol- 1] (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 > 17,39
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
S-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 > 375
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
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Tabulka ¢. 7: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii K562 (selekce cytarabinem, fludarabinem,
6-merkaptopurinem a 6-thioguaninem) vuci 10 testovanym latkam. V tabulce jsou uvedeny hodnoty
ICso [umol 1], sm&rodatné odchylky (sd) a také narist rezistence oproti parentalni linii, ktera nebyla
vystavena selek¢nimu tlaku.

K562: selekce
K562 K562: selekce cytarabinem K562: selekce fludarabinem K562: selekce 6-thioguaninem
6-merkaptopurinem
Latky .
Narust Nardst Narust Nartst
ICso ICso X ICso X ICso X ICso d .
[umol I} sd [umol 1] sd rezistence [umol-1'] sd rezistence [umol-1'] sd rezistence [umol-1'] N rez1stegce
s (x-krat) (x-krat) (x-krat) (x-krat)
Cytarabin 0,017 0,0001 > 50 0 0,20 0,006 11,92 0,22 0,027 13,22 0,15 0,02 8,96
Fludarabin 48,65 1,90 > 50 0 >50 0 > 50 0 > 50 0
6-merkaptopurin 0,57 0,13 0,37 0,02 0,65 0,46 0,035 0,81 > 50 0 > 50 0
6-thioguanin 0,417 0,0252 0,46 0,06 1,10 0,42 0,08 1,01 > 50 0 > 50 0
5-fluorouracil 2,70 0,73 9,25 1,33 343 8.50 2,18 3,15 10,07 1,88 3,73 8,53 1,69 3,16
Gemcitabin 0,02 0,0069 > 50 0 0,011 0,003 0,54 0,026 0,009 1,28 0,006 0,001 0,28
Roskovitin 12,74 4,00 47,9 0,69 0,41 44,00 3,64 345 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
Narust rezistence
>2 > 10 > 50
Tabulka ¢. 8: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii K562 (selekce PNH173, PNH192, AB-61)
vici 10 testovanym latkam. V tabulce jsou uvedeny hodnoty ICso [pumol-1"], smérodatné odchylky (sd)
a také nartist rezistence oproti parentalni linii, ktera nebyla vystavena selekénimu tlaku.
K562 K562: selekce PNH173 K562: selekce PNH192 K562: selekce AB-61
Latky ICso ICso NaruSt ICso NaruSt ICso NaruSt
[umol 1] sd [umol 1] sd rezistence [umol 1] sd rezistence L sd rezistence
H (xkrit) (xkrapy | [nwmoll'] (x-krit)
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 1,9 > 50 0 > 50 0
6-merkaptopurin 0,57 0,13 29,02 0,83 > 50 0
6-thioguanin 0,417 0,0252 8,8 2,47 21,10 5,45 0,88 13,07
5-fluorouracil 2,70 0,73 43,75 9,83 16,20 40,05 10,13 14,83
Gemcitabin 0,02 0,0069 | <0,0008 0 <0,04 0,009 0,0037 0,45
Roskovitin 12,74 4 33,69 7,27 2,64 39,45 1,23 <0,79
AB-61 0,019 0,0026 18,74 591 19,42
PNH173 0,071 0,0042 > 50 0 12,75
PNH192 0,036 0,0061 16,19 3,69 0,40 0,28 11,11

Narust rezistence

>2

> 10

> 50
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Tabulka ¢. 9: Citlivosti parentdlnich a selektovanych linii U-87MG ATCC (selekce cisplatinou,
karboplatinou) vici vybranym variantim CuEt, cisplatin¢ a karboplatin€¢. V tabulce jsou uvedeny
hodnoty ICso [umol-1''], smérodatné 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
L A ;
alky Narisst Nariist
1Cso0 1Cso0 . ICso .
[umol-1] sd [umol-1] sd rezistence [umol 1] sd renstepce
(x-krat) (x-krat)
CuEt (DMSO) 0,20 0,044 0,17 0,03 0,85 0,30 0,07 1,51
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

Narust rezistence

>2 > 10 > 50

Tabulka ¢. 10: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii U-87MG ATCC (selekce CuEt v DMSO
a CuEt nanocCasticemi) vuci vybranym variantam CuFEt, cisplatiné a karboplatiné. V tabulce jsou
uvedeny hodnoty ICso [umol-1'], smérodatné odchylky (sd) a také nartist rezistence oproti parentalni
linii, kterd 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
B (DMSO) CuEt (Kolidon 17) CuEt (HPMC) CuEt (BSA)
Latky Nariist Narist | 1Cso Nariist Nariist
ICso d ICso d - ICso d - T d - ICso d -
[ 1n01<l"] S [pmoll"] S rezistence [pmoll"] S renstepce [pmo S renstepce [p1n01<l"] S renstepce
” (x-krat) (x-krat) 1 (x-krat) (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 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
(kolidon17)
CuEt (HPMC) 0,17 0,045 0,29 0,057 1,68 0,33 0,11 1,91 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 parentalnich a selektovanych linii CCRF-CEM (selekce cisplatinou a
karboplatinou) vici vybranym variantim CuEt, cisplatin¢ a karboplatin€¢. V tabulce jsou uvedeny
hodnoty ICso [umol-I''], smérodatné odchylky (sd) a také nariist rezistence oproti parentalni linii, ktera
nebyla vystavena selekénimu tlaku.

CCRF-CEM: CCRF-CEM:
CCRF-CEM
selekce cisplatinou selekce karboplatinou

Latky o o

1Cso0 ICso NamSt 1Cso NamSt

r sd r sd rezistence r sd rezistence

[umol-1"] [umol- 1] (x-krat) [umol-1"] (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

Narust rezistence

>2 > 10

> 50

Tabulka ¢. 12: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii CCRF-CEM (selekce CuEt v DMSO a CuEt
nanocasticemi) vici vybranym variantim CuEt, cisplatiné a karboplatin€¢. V tabulce jsou uvedeny
hodnoty ICso [pmol-1-'], smérodatné odchylky (sd) a také narust rezistence oproti parentalni linii, kterd
nebyla vystavena selekénimu tlaku.

CCRF-CEM CCRF-CEM: selekce CuEt CCRF-CEM: selekce CuEt CCRF-CEM: selekce CuEt CCRF-CEM: selekce CuEt
(DMSO) (Kolidon 17) (HPMC) (BSA)

Latky ‘o (e (e o

ICs . ICs . Narust ICs . Narust ICso . Narust ICso Narust

[umol 1] N [umol-1] S renstepce [umol 1] N renstepce [umol 1] S rezistence [umol-1'] sd rezistence

W (x-krat) (x-krat) nmo (x-krat) (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
&illaitdon 17 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
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

>2

Narust rezistence

> 10 >50

33




Tabulka €. 13: Citlivosti parentdlnich a selektovanych linii K562 (selekce cisplatinou a karboplatinou)
vuci vybranym variantam CuEt, cisplating a karboplating. V tabulce jsou uvedeny hodnoty ICsy [pumol-1°
11 smérodatné odchylky (sd) a také nariist rezistence oproti parentalni linii, kterd nebyla vystavena

selekénimu tlaku.

K562 K562: selekce cisplatinou K562: selekce karboplatinou
Hity ICso 1Cso Nz’lrﬁst ICso NarﬁSt
ol 7% | oy |||y || e

CuEt (DMSO) 0,082 0,003 0,06 0,00 0,79 0,068 0,003 0,82
82(]::;1 donl7) 0,041 0,008 0,04 0,01 0,99 0,028 0,005 0,69
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

Tabulka ¢. 14: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii K562 (selekce CuEt v DMSO a CuEt
nanocasticemi) vici vybranym variantim CuEt, cisplatiné a karboplatin€¢. V tabulce jsou uvedeny
hodnoty ICso [umol-1-'], smérodatné odchylky (sd) a také narust rezistence oproti parentalni linii, ktera

> 50

nebyla vystavena selekénimu tlaku.

K562 K562: selekce CuEt (DMSO) | K50% se'ekcenc)“E‘ (Kolidon | 562: selekce CuEt (HPMC) | K562 selekce CuEt (BSA)
Latky o - o -
ICs . ICso . Narust ICso . Narust ICs . Narust ICs . Narust
[umol-1'] N L N rezistence [pmoll"] N rezistence [p1n01<l"] S renstepce [p1n01<l"] S renstepce
n [umol-1"] (x-krat) (x-krat) (x-krat) (x-krat)
CuEt (DMSO) 0,082 [0003| 0072 |0007| 0,88 0,000 |0012]| 1,10 0070 |0010| 085 009 [0015] 120
CuEt 0,041 |0008| 0050 [0005| 1,22 0,051 |0019]| 126 0,036 | 0006 | 0,88 0078 [0022| 191
(Kolidon17)
CuEt (HPMC) 0,066 | 0,006| 0063 |0006| 096 0,139 |0040| 210 0101 |0023| 1,52 0048 [0008| 072
CuEt (BSA) 0,051 |0008| 0039 |0004| 077 0,052 |0003| 1,03 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 | 0,69 61,82 | 435 | 069 >180 | 0,00 [ >2,02 >180 | 000 | >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 transportéri
asociovanych se vznikem mnohocetné 1ékové rezistence, P-glykoproteinu (Pgp) a proteinu
spojencho s mnohocetnou lékovou rezistenci (MRP1, z angl. multidrug resistance related
protein 1). Exprese obou proteinti byla ovéfovana jak na parentalnich (graf ¢. 1), tak na
selektovanych liniich (grafy €. 2 -6) s vyuzitim specifickych protilatek a detekce fluorescence

pratokovym 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 Etyimi
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
CukEt, 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 transportéru

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

mRNA a vysledky (tabulka ¢.15 — 18) byly normalizovany k vnitni kontrole (GAPDH).

37



Tabulka ¢. 15: Exprese ckvilibrativnich nukleosidovych transportéri (ENT) u linie CCRF-CEM a
jejich odvozenych selektovanych linii. V tabulce jsou uvedeny primérné hodnoty ze dvou méteni, mira
nartstu/poklesu exprese vici parentalni linii CCRF-CEM a smérodatna odchylka (sd).

ENT1 ENT2 ENT3 ENT4
Bunécna linie Relativni NArist | p ejativni NArst | p o lativni NArist | peativni Nidrst/
sd pokles sd pokles sd pokles sd pokles
exprese exprese exprese exprese
exprese exprese exprese exprese
CCRF-CEM 4,29E-03 1,02E-03 1,00 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 4,28E-05 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
o , Gen nebyl ,
Nérist miry exprese exprimovén Pokles miry exprese
>2 >4 > 10 > 10

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

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

ENT1 ENT2 ENT3 ENT4

Bunéénd linie | peatiyni Nartst | peatiyn NArtst | g gy NArusy | pejagivni Narist/

exprese sd pokles exprese sd pokles exprese sd pokles exprese sd pokles

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 | 5,11E-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

Narust miry exprese

>2

>4 > 10

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

CNT1 CNT2 CNT3
Bung¢nd linie Relativni Narusy Relativni Nérusy/ Relativni Nértst/
exprese sd pokles exprese sd pokles exprese pokles
exprese exprese exprese
K562 3,21E-05 4,73E-07 1,00 8,41E-07 6,92E-07 1,00 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 2,38 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 0,98 3,95E-05 6,93E-06 34,73
Narust miry exprese Gen nebyl exprimovan
|
>2 >4 > 10

5.3.3 Funk¢ni test nukleosidovych transportéria

Pro linie selektované latkami s nukleosidovou strukturou byly provedeny funkéni

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

predchazelo ovéreni toxicity samotnych inhibitord, pri¢emz vysledky jsou uvedeny v tabulce

¢. 19.
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Béhem funkénich testt byl sledovan vliv pfitomnosti inhibitorti na senzitivitu bunck

k vybranym latkam. Dipyridamol byl pfidavan do reakce v 7 riiznych koncentracich: 0,2 az

5,0 umol-1"" pfed/ po pridani testovanych latek (ob¢ varianty jsou ve vysledcich barevné

vyznaceny). Senzitivita bunék 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 inhibitora

CEM-6-TG: cytarabin

1C4, [mol-1)

Koncentrace dipyridamolu [umol-11]

8 Ara-C — dipyridamol

CEM-PNH192: cytarabin

+ dipyridamol dipyridamol — Ara-(

Koncentrac t.l.; yridamol |.\..... 111

Dipyridamol S-(4-Nitrobenzyl)-6-thioinosin
Bunécnd linie
ICs [pmol-1"] sd ICso [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-AB61 26,64 3,40 42,22 6,79
A
CEM-Ara-C: cytarabin CEM-FDR: cytarabin CEM-6-MP: cytarabin
- i
A ol
i I I I I sl
oncentrace dipyridamolu [umol 1] Ko ce dipyridamolu | }\nul\':\'mlu\‘hp_\r:\;nn‘.nlll pmol-11]
= Am-C — dipyrida dipyridamol — Ara + dipyridamol  ® dipyridamol —» Ars ®Am-C — dipyridamol @ dipyridamol — Ara
D

Graf ¢. 7: Hodnoty ICsy 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 ICsyo 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 ICsy pro PNH173 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 ¢. 10: Hodnoty ICso 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
pridani inhibitoru S-(4-Nitrobenzyl)-6-thioinosinu (NBTI).

CCRF-CEM CCRF-CEM + 10 uM NBTI Nartist
Latky rezistence

1Cso [umol-1""] sd 1Cso [umol-1"'] 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 Ny > 10 > 50
6-thioguanin 0,20 0,011 0,23 0,01 1,15
S-fluorouracil 19,22 4,29 15,79 1,76 0,82
Gemcitabin 0,0033 0,0003 2,17 0,20 -
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 potencidlnich 1éCiv

Selektované bunééné linie s rezistentnim fenotypem byly pouZity pro testovani

novych latek vykazujicich vysokou aktivitu na parentalni liniit CCRF-CEM (ICsp < 1 wmol-I

') a zaroven nizkou toxicitu pro nenadorové linie MRC-5 (buiiky plicni tkang) a BJ (buriky

kuze predkozky). Celkem bylo vybrano 22 latek, pficemz byla hodnocena jejich cytotoxicita

vuci bunkam 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) vici vybranym aktivnim latkam. V tabulce jsou
uvedeny hodnoty ICso [pmol-1"'], smérodatné odchylky (sd) a také narfist rezistence oproti parentalni
linii, kterd 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 ‘o ‘o Py Py
[ulilcosl("l"] sd [ulilcosl("l"] sd rg%%e [ulilcoi("l"] sd rg%%e [ulilcosl("l"] sd %‘?}35 [wini?r'] sd %‘?}35
LEMO00001208 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
LEMO00001300 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
LEMO00001302 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
LEMO00001305 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
LEM00001306 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
LEMO00001309 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
LEMO00001313 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
LEM00001316 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
LEMO00001320 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
LEMO00001324 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
LEMO00001548 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
LEMO00001549 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
LEMO00001552 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
LEMO00011473 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
Narist 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 ICsy [umol-1"'], smérodatné
odchylky (sd) a také nartist rezistence oproti parentalni linii, ktera nebyla vystavena selekénimu tlaku.

CCRF-CEM CCRF-CEM: CCRF-CEM: CCRF-CEM:
Testované selekce PNH173 selekce PNH192 selekce AB61
latky Nariist Nartist Nartist
Ici("l,, sd Icsl("l,,] sd rezistence Ici("l,,] sd rezistence I l‘:lci(“l'l] sd rezistence
[pmol- 1] [umo (okrany | 1o (x-krif) Himo (x-krét)

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
LEMO00001309 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
LEMO00001319 0,143 0,009 1,50 0,042 10,52 1,87 0,19 13,08 0,38 0,030 2,67
LEM00001320 0,206 0,043 0,44 0,031 2,12 0,43 0,021 2,07 0,11 0,018 0,52
LEM00001324 0,064 0,004 0,58 0,042 9,01 1,58 0,056 24,76 0,43 0,019 6,73
LEMO00001326 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
LEM00001548 0,05 0,006 0,31 0,020 6,25 0,55 0,014 10,99 0,062 0,002 1,24
LEM00001549 0,035 0,014 0,24 0,021 6,74 0,31 0,030 8,94 0,043 0,007 1,22
LEMO00001551 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
LEM00011473 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
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Tabulka ¢. 23: Citlivosti parentalnich a selektovanych linii K562 (selekce cytarabinem, fludarabinem,
6-merkaptopurinem a 6-thioguaninem) vuc¢i vybranym aktivnim latkdm. V tabulce jsou uvedeny
hodnoty ICso [umol-I''], smérodatné odchylky (sd) a také nariist rezistence oproti parentalni linii, ktera
nebyla vystavena selekénimu tlaku.

K562: selekce 6-

K562: selekce 6-

K562 K562: selekce cytarabinem | K562: selekce fludarabinem merkaptopurinem thioguaninem
Testované litky ICso ICso Nélflst ICso Nélflst ICso Nélflst ICso , Neirflst‘
[pmol 1] sd [pmol 1] sd n:)z(l_s;;e;():e [pmol- 1] sd r?i‘_ﬁz‘;e [pmol 1] sd n:)z(l_s;;e;():e [pumol 1] sd r?i{ﬁz‘;e
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
LEMO00001305 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
LEMO00001306 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
LEMO00001307 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
LEMO00001309 323 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
LEMO00001313 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
LEMO00001319 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
LEMO00001320 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
LEMO00001324 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 2368
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
LEMO00001548 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
LEMO00001549 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)
vici vybranym aktivnim latkam. V tabulce jsou uvedeny hodnoty ICso [pmol-1"!], smérodatné odchylky
(sd) a také narust rezistence oproti parentalni linii, ktera nebyla vystavena selekénimu tlaku.

K562 K562: selekce PNH173 K562: selekce PNH192 K562: selekce AB61
Teﬁgme ICso " sd ICso " sd rel;ligglslt:e ICs0 " sd reﬁﬁffce [Cs0 n sd reljiiﬁ;tce
[pmol-I"] [pmol-I"] (x-krét) [rmol-I"] (x-krét) [rmol-17] (x-krét)
LEMO00001208 0,09 0,1 > 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 0,14 397 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
LEMO00001313 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
LEMO00001320 | 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 1,81 0,19 30,17 0,19 0,00
LEMO00001326 | 0,12 0,03 > 50 0,00 0,41 0,24 342 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 0,63
LEMO00001549 | 0,05 0,004 9,95 0,41 2,38 0,46 1,29
LEMO00001551 0,88 0,15 6,12 1,15 3,29 1,39 3,74 791 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
LEMO00011473 0,04 0,002 0,04 0,02 1,00 0,06 0,01 1,50 0,03 0,00 0,75
Narust rezistence
7
>2 > 10 > 50
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6. Diskuse

6.1 In vitro modely 1ékové rezistence na nukleosidova cytostatika

V experimentalni ¢asti prace byly uspésné vytvoreny bunééné modely rezistence vuci
nukleosidovym cytostatikiim (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 bunck s rezistentnim fenotypem probihala postupnym zvySovanim
koncentrace latky v kultivacnim médiu a po pfiblizné osmi tydnech a Sesti cyklech navyseni
koncentraci byla ovéfena citlivost bun¢k vuci vybranym cytostatikim. Testovala se jak
senzitivita vuci latce vyuzivané v selekci, tak vici dal§im latkam s nukleosidovou strukturou,

pro ovéreni pripadné zkfizené rezistence. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach ¢. 5 az 8.

6.1.1 Selekce cytarabinem (Ara-C)

V pripadé linii selektovanych cytarabinem (K562 i CCRF-CEM) doslo k vyraznému
narastu rezistence na samotny cytarabin (2 941- 4 836x vyssi hodnota ICsp), ale také na
gemcitabin (> 2 500 - 29 418x vyssi ICso) a fludarabin (> 1-48x vysSi ICsp). Stejny profil
zkfizené rezistence je popisovan také v literatufe.'®'% 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 zkfizené rezistence mezi
cytarabinem a témito 1€Civy je v literatufe Casto 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 inaktivaci'''%

a s aktivitou membranovych
transportéra.'®

V nasem pfipadé byla u bun¢k selektovanych cytarabinem ovéfena mira exprese
proteint spojovanych s MDR (Pgp, MRP1). U linie CCRF-CEM nebyla detekovana zadna
vyrazna zména v expresi Pgp, ovSem byla vice nez pétinasobné¢ zvySena exprese proteinu
MRP1, pri¢emz gemcitabin je substratem tohoto transportéru. Zvysena exprese MRP1 pak
muze napomahat snizeni jeho ucinnosti a podporovat tak rozvoj pozorované zkfizené
rezistence.

U linie CCRF-CEM sclektované cytarabinem byla ovéfena také exprese
nukleosidovych transportéru, pficemz nebyla detekovana zadna mRNA pro ENT transportéry,
pouze mRNA pro CNT1 a 2. V pripadé CNT1 transportéru doslo k 15-ti nasobnému zvyseni

exprese oproti parentalni linii. V podobné mife byl exprimovan také CNT?2 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 muze napomahat snizenému influxu vSech tfi latek do buriky a tim rozvijet jejich
rezistenci. Tato hypotéza byla ovéfena pomoci inhibitoru S-(4-Nitrobenzyl)-6-thioinosinu
(NBTI), ktery je inhibitorem ENT1 a 2 transportérii. Senzitivni buitkky (CCRF-CEM) byly 60
minut inkubovany v pfitomnosti inhibitoru v koncentraci 10 umol-1"" a poté vystaveny
pusobeni cytostatik na 72 hodin. Vysledky byly srovnany s citlivosti bun¢k bez pusobeni
inhibitoru (tabulka ¢. 20). Bunky vystavené NBTI vykazovaly 244x vyssi odolnost vici
cytarabinu, 3,84x oproti fludarabinu a 658x vyss$i vuéi gemcitabinu. Tyto vysledky spolu
s pozorovanym profilem exprese nukleosidovych transportéra naznacuji, ze snizena exprese/
aktivita ENT transportérii napomaha vzniku zkfiZzené rezistence na cytarabin, gemcitabin a
fludarabin u akutni lymfoblastické leukémie.

Abychom ov¢rili vliv dalSich membranovych transportéri na pozorovany rezistentni
fenotyp, vyuzili jsme dipyridamol, ktery je inbitorem ENT transportéru, ale inhibuje také Pgp
a MRP proteiny, jedna se tedy o nespecificky inhibitor membranovych transportérii. V tomto
experimentu jsme sledovali citlivost raznych rezistentnich linii (CCRF-CEM: Ara-C, FDR, 6-
MP, 6-TG, PNH192) na cytarabin v pfitomnosti dipyridamolu. Ve vSech pfipadech (s
vyjimkou linic CCRF-CEM-Ara-C, ktera ma hodnoty 1Csp nad maximalni koncentraci naseho
testovani) doslo puasobenim dipyridamolu k nartistu rezistence na cytarabin (graf ¢. 7). Vyssi
narust byl pozorovan v pripad¢, Ze byl nejprve aplikovan inhibitor a az nasledné cytarabin.
Toto pozorovani je v souladu s pfedchozimi vysledky naznacujicimu vyznam ENT
transportérii jako cest pro influx cytarabinu do bun¢k.

V pripad¢ linie K562 selektované cytarabinem doslo rovnéz k vyraznému nartstu
rezistence jak na cytarabin, tak na fludarabin i gemcitabin. Na trovni exprese ABC
transportéri doslo k dvojnasobnému narustu exprese jak Pgp, tak MRP1, ov§em mira exprese
ENT transportéru 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 vuci dané bunééné linii. V tomto
pripad¢ se tedy na vzniku rezistentniho fenotypu pravdépodobné podili spise zvySeny exflux
latek zajistény proteiny Pgp a MRP. V nasledné praci by bylo vhodné ovérit napriklad expresi
dalsich MRP isoforem a aktivitu deoxycytidin kinazy, ktera je kliCova pro metabolismus
cytarabinu a gemcitabinu do jejich aktivnich forem, pfipadné cytidin deaminazy, ktera

zajistuje jejich eliminaci.'®" 88

6.1.2 Selekce fludarabinem

Buniky selektované fludarabinem vykazovaly v pfipad¢ linie CCRF-CEM opét

zkfizenou rezistenci mezi fludarabinem (> 48x vyssi hodnota ICs), cytarabinem (48x vyssi
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ICs0) a gemcitabinem (> 37x vys§i ICsp), ale navic zde vzrostla odolnost také viaci 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 ENT]1 transportéru mohou spoleéné¢ napomahat rozvoji
pozorované zkfizen¢ rezistence.

Zajimavé je, ze u linie K562 selektované rovnéz fludarabinem byl profil rezistence
odlisny. Oproti linii CCRF-CEM byl nartst rezistence mnohem mén¢ vyrazny. Vznikla zde
rezistence pouze na fludarabin (> 1x vyssi ICso) a cytarabin (12x vyssi ICso) a doslo k mirnému
narustu rezistence na S-fluorouracil (3x vyssi ICsp) a roskovitin (3x vyssi ICsp). Také expresni
profil MDR proteint byl odlisny od linie CCRF-CEM. Doslo zde pouze k mimému nartistu
exprese proteinu Pgp a v ptipadé¢ MRP1 proteinu exprese dokonce poklesla. Co se tyce exprese
nukleosidovych transportéra v pripadé ENT1-3 nedoSlo k zadné vyrazné zméné. OvSem
exprese transportéru ENT4 byla vice nez Ctyfnasobné zvySena. Zmény byly detekovany také
na urovni exprese CNT transportéra, hladiny CNT1 byly srovnatelné s hladinami parentalni
linie K562, ovs§em CNT2 transportér nebyl exprimovan viubec a exprese CNT2 transportéru
byla 12x zvySena. Tyto zvySené hladiny exprese zminénych transportéri by mély spise
podporovat vyssi senzitivitu téchto bunck vici fludarabinu. Zde se tedy pravdépodobné
uplatiiuji jiné mechanismy zodpovédné za sniZenou aktivitu téchto latek. V nasledujicich
experimentech by bylo vhodné ovérit 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 zkfizenou
rezistenci mezi t€émito dvéma latkami a to jak v pfipadé¢ bunék CCRF-CEM, tak K562.
Vzhledem ke strukturnim podobnostem téchto latek a skutecnosti, Ze je 6-TG metabolitem 6-
MP, neni tato zkfizena rezistence prili§ prekvapiva. V pripad¢ selekce 6-MP doslo kromé
narustu rezistence na 6-MP a 6-TG, také ke zvySeni odolnosti vici fludarabinu a AB-61 (u
selekce na liniit 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 zpusobit zvySeny eflux téchto latek a snizeni jejich ucinnosti. Pii ovéreni
exprese nukleosidovych transportéri byla u linie CCRF-CEM selektované 6-MP zjisténa
nepritomnost 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, sniZzeni miry
jejich exprese mohlo tedy opét napomoci rozvoji rezistentniho fenotypu. Oproti parentalni linii
byl pfitomen transportér CNT2, ovsem pro 6-MP ani 6-TG nebyla popsana interakce s timto
proteinem.

Zajimavy je zde fakt, Ze prestoze nejsou pritomny ENT transportéry (s vyjimkou
ENT4, jehoZ exprese je navic oproti parentalni linii siln€ snizend), stejn¢ jako u selekce
cytarabinem na linii CCRF-CEM, profil rezistence je odlisny a nevznika zde rezistence na
cytarabin a gemcitabin (ob¢ tyto latky si zde zachovaly svou aktivitu). Jediny shodny bod je
zvySeni rezistence na fludarabin. Pravdépodobné zde tedy dochazi k dalSim zménam, které
umoznuji cytarabinu a gemcitabinu zachovat si svou aktivitu, pricemz jejich transport do
buriky bude pravdépodobné fizen CNT]1 transportérem, vzhledem k absenci ENT1-3.

U linie K562 selektované 6-MP doslo pouze k mirnému naristu exprese Pgp a MRP1,
pficemz nebyl tak vyrazny jako u linie CCRF-CEM. Na urovni exprese nukleosidovych
transportéri doslo skoro osminasobnému nartstu exprese ENT1 a pétinasobnému narustu
exprese ENT4. Zvysené byly také hladiny mRNA pro CNT1 (5x vyssi), CNT2 (105x vyssi) i
CNT3 (314x vyssi). Tyto bunky si, stejné jako CCRF-CEM selektované 6-MP, zachovaly
zkfizenou rezistenci mezi 6-MP a 6-TG, ale objevila se zde také nizsi citlivost na cytarabin
(13x vyssi hodnota ICsp) a naopak zustala zachovana senzitivita na latku AB-61. V tomto
pripad¢ tedy pravdépodobné rozvoj pozorovanych rezistenci spiSe spojeny s ovlivnénim
metabolickych drah jednotlivych latek.

V pfipad¢ selekce 6-thioguaninem vzrostla u linie CCRF-CEM rezistence nejen vuci
6-TG (> 294x) a 6-MP (> 106x), ale také vuci gemcitabinu (> 1,5 x), fludarabinu (23x) a
cytarabinu (6x). U této linie bylo detekovano pfiblizn¢ 30% sniZzeni exprese ENTI1
transportéru, pri¢emz transportéry ENT2 a 3 nebyly exprimovany vabec. Pravé absence ENT2
transportéru, ktery je vyznamny pro transport 6-TG a 6-MP mize zna¢nou mérou pfispivat
k rozvoji rezistentniho fenotypu na tato 1éCiva. Podobny pokles v expresi ENT2 transportéru
byl popsan také v roce 2011, kdy MUDr. H. Karim Ph.D. provedl selekci bun¢k akutni
lymfoblastické leukémie (MOLT-4) pomoci 6-thioguaninu a 6-merkaptopurinu a ob¢ linie
vykazovaly sniZenou expresi jak ENT2, tak CNT3.'"™ V naSem pfipadé nebyl CNT3
transportér exprimovan v selektované ani parentalni linii, na rozvoj rezistentniho fenotypu
tedy nemél vliv. Zaroveri doslo u naSich bunék k priblizn¢ dvojnasobnému narustu exprese
Pgp a skoro trojnasobnému narustu exprese proteinu MRP1, coz mize vysvétlit zkfizenou
rezistenci na GEM, FDR a Ara-C. Vliv

V pripad¢ selekce 6-thioguaninem na linii K562 doslo opét k vzniku zkiizené
rezistence mezi 6-TG a 6-MP, vzrostla také odolnost vuci fludarabinu (>1x), cytarabinu (9x),
AB-61 (8x) a 5-fluorouracilu (3x). U téchto bun¢k byla vice nez Ctyinasobn¢ zvysSena exprese

Pgp a doslo k mirmému naristu exprese MRP1, diky ¢emuz mohou byt v§echny zminéné latky
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efektivnéji transportovany z vnitiniho prostfedi buiky a jejich cytotoxicita je diky tomu

redukovana.

6.1.4 Selekce AB-61

Selekce rezistentnich bun¢k probihala také pomoci tfi experimentalnich latek, pricemz
prvni nich nese oznaceni AB-61. Také v pfipad¢ této latky vykazovaly buriky rezistenci nejen
na latku vyuzivanou k selekci, tj. na samotnou AB-61, ale také vuci dal§im latkam. Linie
CCRF-CEM selektovana AB-61 vykazovala zkfiZzenou rezistenci mezi latkami AB-61 (36x
vys$si hodnota 1Csp), 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 snizena exprese ENT3, pficemz transportéry ENT2 a 4
nebyly exprimovany viibec. Oproti parentalni linii byl ale exprimovan transportér CNT2.
Exprese proteinit asociovanych s MDR (Pgp a MRP1) byla oproti parentalni linii pfiblizné
dvojnasobna. Profil exprese membranovych transportérl, zejména snizeni exprese ENT
transportéri by mohl vysvétlit snizeni aktivity cytarabinu, gemcitabinu, fludarabinu i 6-
merkaptopurinu.

V pfipad¢ linie K562 byl nejvyrazngjsi narust rezistence u latek PNH173 (180x) a 6-
merkaptopurinu (> 88x). ZvySila se také odolnost vici S-fluorouacilu (15x), 6-thioguaninu
(13x), cytarabinu (13x), latce PNH192 (11x) a roskovitinu (3x). Exprese nukleosidovych
transportéri byla srovnatelna s expresi u parentalni liniec se dvéma vyjimkami — doslo k
pctinasobnému zvyseni exprese ENT1 a 35ti nasobnému zvySeni exprese CNT3 transportéru.
Zaroven doslo k vice nez dvojnasobnému zvyseni exprese proteinu MRP1, ovSem zarover
pétinasobnému snizeni exprese P-glykoproteinu. ZvysSena exprese MRP1 muze pfispivat

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

Druhou ztestovanych experimentalnich latek byla latka PNHI192, pficemz také
v jejim pripad¢ se podafilo vyselektovat buiky s rezistentnim fenotypem a byla rovnéz
detekovana pritomnost zkfizené rezistence. Ta vznikla u linie CCRF-CEM konkrétn€ mezi
latkami PNH192 (4x narast hodnoty ICsp), gemcitabinem (> 25x), cytarabinem (24x),
fludarabinem (24x) a latkou PNHI173 (4x). Exprese proteinu MRP1 byla u téchto bunck
pfiblizn¢ dvojnasobné zvysena oproti parentalni linii a exprese Pgp vzrostla vice nez 4x. Pri
ovéreni exprese nukleosidovych transportéra 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 muze snizeni exprese ENT transportéri napomahat snizeni aktivity

cytarabinu, gemcitabinu a fludarabinu, které jsou jimi transportovany do bunck.
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U linie K562 selektované PNH192 vznikla zkfizena 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
bun¢k nebyla vyrazna zména v expresi MRP1 proteinu, ovSem exprese Pgp byla pétinasobné
snizena. Exprese ENT transportéru byla srovnatelna s parentalni linii, byla pouze zvysSena
exprese ENT4 (7x). V pripadé¢ CNT transportéri dochazelo k vyssim odchylkam oproti
parentalni linii. Exprese CNT1 byla pétinasobné zvySena, CNT2 nebyl exprimovan viibec a
exprese CNT3 byla 49x zvySena. Vzhledem k faktu, Ze CNT transportéry funguji jako influxni
pumpy, jejich zvySena exprese s nejvétsi pravdépodobnosti nebude prispivat k rozvoji
pozorovanc¢ho rezistentniho fenotypu. V tomto pfipadé by bylo opét vhodné ovéfit enzymy

zajistujici aktivaci/inaktivaci jednotlivych latek.
6.1.6 Selekce PNH173

Posledni testovanou experimentalni latkou byla PNH173, ktera je ze vsech tfi aktualné
nejintenzivnéji studovana diky své protinadorové aktivité, jak vin vitro, tak in vivo
podminkach. V soudasné dob& probiha na Ustavu molekulami a translaéni mediciny
v Olomouci vyzkum presného mechanismu ucinku této latky a v ramci této prace byl sledovan
mechanismus jeji rezistence. Jako prvni byla opét provedena selekce bunék rezistentnich na
PNH173 anasledné byla ovéfena mira této rezistence, stejné jako pripadna zkfiZzena rezistence
vuci dalsim nukleosidovym cytostatikiim.

Selekce rezistentnich klont se podafila jak v pripad€ bunécéné linie CCRF-CEM, tak
v piipad¢ 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 mirn¢ také na fludarabin (2,35x). Tyto buriky vykazovaly expresi
Pgp a MRP1 prakticky shodnou s expresi parentalni linie bez selekcéniho tlaku, ale lisil se
expresni profil nukleosidovych transportérii. Doslo zde k 10 000nasobnému sniZeni exprese
ENTI, pficemz ENT2-4 nebyly exprimovany vibec. Naopak exprese CNT1 se mimeé zvysila
(6x) a oproti parentalni linii byl exprimovan také transportér CNT2. Redukce exprese ENT
transportériit mize opct pfispivat k rozvoji rezistence na fludarabin, 6-merkaptopurin a 6-
thioguanin.

Také v pripad¢ linie K562 byl pozorovan vznik zkiizené rezistence. A to mezi latkou
PNH173 (> 704x narast hodnoty 1Csp), 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. Narust v expresi
MRP1 muze souviset s rozvojem rezistence na 6-MP, 6-TG, 5-FU a Ara-C, které¢ jsou jeho

substraty a nadmérny eflux muze snizovat jejich ucinnost. Co se tyce exprese nukleosidovych
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transportéri, ta byla srovnatelna sexpresi parentalni linie K562, svyjimkou CNT2

transportéru, ktery nebyl viubec exprimovan a CNT3, jehoZ exprese byla 10x zvySena.

6.1.7 Souhrn pro selekci nukleosidy

Souhrnn¢ lze fici, Ze vSechny linie selektované pomoci latek s nukleosidovou
strukturou vykazovaly kfizenou rezistenci napfi¢ spektrem testovanych latek. Pro ovéreni
pripadné mnohocetné I¢kové rezistence by bylo zapotiebi zahmout do testovani také
cytostatika s odliSnou chemickou strukturou a jinym mechanismem ucinku. 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 proteinu spojenych s MDR bude ovéfena také exprese LRP a BCRP. Tato
data jsou aktudln¢ v feSeni a budou soucasti disertacni prace. Stejné tak budou ovéfeny
metabolické drahy jednotlivych latek, zejména pak latky PNH173, ktera je potencialnim

kandidatem na nov¢ protinadorové 1écivo.

6.1.8 Aplikace rezistentnich bunéénych modelii ve screeningu potencialnich
1éCiv

Pro nami vytvorené in vitro bunééné¢ modely nukleosidovych rezistenci byla nejen
provedena zakladni charakterizace, ale jednotlivé bunécné linie byly také vyuzZity ve
screeningu novych latek s cilem vyhledat struktury piekonavajici jednotlivé 1ékoveé rezistence.
Vysledky jsou uvedeny v tabulkach ¢. 21 az 24.

Vsechny testované latky pochazely z chemické knihovny Ustavu molekulami a
transla¢ni mediciny a byly vybrany na zaklad¢ svého terapeutického indexu, ktery je definovan
jako pomeér cytotoxicity u nenadorovych bunéénych linii (BJ — fibroblasty predkozky a MRC-
5 — plicni fibroblasty) ku cytotoxicit¢ u hematologickych malignit (CCRF-CEM - akutni
lymfoblasticka leukémie a K562 — chronicka myeloidni leukémie). VSechny vybrané latky
vykazovaly vysokou selektivitu vii¢i nadorovym buikam, pficemz jejich hodnoty ICso byly
v piipad¢ linie CCRF-CEM mensi nez 1 umol-1". Do screeningu bylo vybrano celkem 21
latek.

V pripadé¢ 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 prekonavat rezistenci na fludarabin (v pfipad¢ linie rezistentni na cytarabin

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

V piipad¢ linii CCRF-CEM rezistentnich na 6-merkaptopurin a 6-thioguanin byly
aktivni v§echny 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
vyssi aktivitu nez v pripad¢ parentalnich bunék.

U linii rezistentnich na experimentalni cytostatika z UMTM (PNH173, 192 a AB-61)
bylo identifikovano podstatné mén¢ aktivnich latek. V pripad¢ 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 pfekonavaly 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 pripadé¢ linii K562 rezistentnich na cytarabin, fludarabin a 6-merkaptopurin byly
vSechny testované latky stejn€ nebo vice aktivni, nez u parentalni linie. VSech 21 latek tedy
bylo schopno prekonavat jejich 1€kové 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, ovéem stale se zde hodnota ICsy pohybovala pod 1 umol-1!, takze se
stale jedna o latky s dobrou aktivitou.

U linii K562 rezistentnich na PNH173, 192 a AB-61 byla, stejné jako v pfipadé CCRF-
CEM linie, aktivita latek mnohem niz$i a vyselektovalo se zde jen nékolik aktivnich. V tomto
pripad¢ konkrétné tfi: LEM 1309, 1555 a 11473, pfi¢emz vSechny tfi latky prekonavaly
rezistenci jak u PNH173, tak u PNH192 i AB-61.

Latky LEM 1309 a 11473 byly aktivni na vSech naSich testovanych bunéénych
modelech, a to jak v pfipadé rezistentnich bun¢k 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 u¢inku a ovéfit jejich vhodnost jako potencialnich 1é¢iv. Stejné tak by mohly
struktury téchto dvou latek pomoci objasnit mechanismus rezistence na experimentalni latky

PNH173, 192 a AB-61.

6.2 Rezistence na cytostatika obsahujici ve strukture kov

Druhou skupinou latek vyuzivanych k selekei byla dvé klinicky vyuzivana 1é¢iva,
cisplatina a karboplatina a také jedna experimentalni latka s oznaceni CuEt, pfi¢emz CuEt je
v souCasné dobé pomémé intenzivné studovanou molekulou vykazujici zajimavé
protinadorové ucinky.'%

Cilem této prace bylo pokusit se vytvorit bunécné modely rezistentni na CuEt a zjistit

pripadny mechanismus rezistence, ktery by mohl pomoci dokreslit, pfipadn¢ potvrdit jeho
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mechanismus ucinku. Vzhledem k tomu, ze CuEt obsahuje ve své struktute kov (méd’), byly
pro porovnani mechanismu vzniku rezistence vybrany cisplatina a karboplatina obsahujici ve

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

6.2.1 Selekce cisplatinou

V pripad¢ 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 ukonéeni selekce rezistentnich klonu byla
ovéfena mira rezistence nejen vici samotng cisplating, ale testovala se také zkfizena rezistence
mezi cisplatinou, karboplatinou a CuEt.

V pripadé¢ linie CCRF-CEM doslo k 54nasobnému naristu rezistence na cisplatinu a
vice nez 19ti nasobnému narastu rezistence na karboplatinu. Stejny profil zkfizené rezistence
byl pozorovan také u linie K562, kde doslo ptisobenim cisplatiny nejen k nartstu rezistence
na tuto latku (> 1,46x), tak na karboplatinu (> 2,02x) a také u linic U-87MG ATCC (8x
zvySena hodnota ICso pro cisplatinu a vice nez 3x zvySena pro karboplatinu). ZkfiZzena
rezistence mezi t€mito dvéma latkami byla popsana také v klinice, napfriklad u pacientek
s ovarialnim karcinomem.'® Pro obé& latky je popisovan podobny mechanismus vzniku
rezistence, coz vysvétluje Casty vyskyt této zkiizené rezistence. Mechanismii, jimz se burky
brani pusobeni cisplatiny (resp. karboplatiny) je cela fada, od zvySeného exfluxu (cisplatina i
karboplatina jsou substraty MRP transportéra'®!?), pies zvySenou expresi metallothioneint,
které inaktivuji molekuly cisplatiny, ovlivnéni apoptotickych drah zahmujici zvySeni exprese
glutathion-S-transferazy apod.

V nasem pripad¢ jsme se zam¢fili na ovéfeni miry exprese P-glykoproteinu a proteinu
MRP1. Pricemz u linie CCRF-CEM byla skoro dvojnasobn¢ 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
Ctyfnasobné snizena. V piipadé linie U-87 selektované cisplatinou nedoslo ke zvyseni hladiny
exprese MRP1 a exprese Pgp byla dokonce skoro 10x sniZena.

Zvysen¢ hladiny MRP1 mohou v tomto pfipadg jisté pfispivat k rozvoji pozorovan¢ho
rezistentniho fenotypu, a to jak v pfipadé linie CCRF-CEM, tak v pfipad¢ linie K562. Naopak
zmény v expresi P-glykoproteinu by nemély hrat v ucinnosti cisplatiny roli, vzhledem ke
skutecnosti, Ze cisplatina neni substratem tohoto transportéru.!®®> OvSem pro detailnéjsi
objasnéni mechanismu pozorovaného rezistentniho fenotypu by bylo potfeba blizsi zkoumani
aktivity enzymu metabolizujici jak cisplatinu, tak karboplatinu, pfipadné¢ ovéfeni aktivity

proteini zapojenych do regulace bunécného cyklu a apoptozy.
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6.2.2 Selekce karboplatinou

Selekce karboplatinou nebyla oproti cisplating tspésna u linii CCRF-CEM a K562.
V piipadé linie CCRF-CEM doslo pouze k mirnému narustu rezistence (1,3x) na karboplatinu
a také na cisplatinu (1,68x). Prestoze byly buiiky kultivovany a selektovany ve stejném
Casovém rozsahu jako v pripad¢ cisplatiny, koncentrace 1é¢iva byla zvySovana mnohem
pomaleji vzhledem k aktualni Zivotnosti a koncentraci bun¢k. V pripad¢ téchto dvou linii by
tedy byla pravdépodobné potieba dels§i doba pusobeni selekéniho tlaku. Prestoze nebyl na
téchto dvou liniich pozorovan rozvoj rezistentniho fenotypu, byla u nich ovéfena exprese Pgp
a MRP1 a dochazelo zde ke zménam v jejich expresnim profilu v porovnani s parentalnimi
liniemi CCRF-CEM a K562.

V pripad¢é linie CCRF-CEM selektované karboplatinou doslo ke dvojnasobnému
snizeni exprese Pgp, pricemz exprese MRP1 zustala prakticky stejna jako u kontrolni
parentalni linie. U linie K562 byly zmény vyraznéjsi, doslo k sedminasobnému poklesu
exprese Pgp a pfiblizné trojnasobnému naristu exprese MRP1, pficemz tyto zmény ovSem
nevedly k rozvoji rezistence na nami testovan¢ latky.
piipad¢ doslo k rozvoji nez trojnasobné rezistence na samotnou karboplatinu (nelze presné
ur¢it, hodnota ICso se nachazela nad maximalni testovanou koncentraci, tj. nad 180 umol.I'!),
ale také se vice nez 6x zvysSila hodnota ICsg pro cisplatinu a doslo také k naristu hodnot ICsg
pro CuEt ve variantach nanocastic (roztok Kolidon 17 a BSA). U téchto bunck byla
desetinasobné snizena exprese Pgp, pricemz exprese MRP1 zustala prakticky stejna jako u
parentalni linie. Z vysledku lze tedy usoudit, ze mechanismy, jimiz si cisplatina, karboplatina
a CuEt vytvareji svou, alespon ¢astecnou, zkfizenou rezistenci, budou velmi pravdépodobné

zalozeny na jinych cilovych proteinech nez na ABC transportérech.

6.2.3 Selekce CuEt

Pro selekei bunéénych linii pomoci CuEt bylo vyuzito nékolik variant této latky. Prvni
z nich bylo samotné CuEt rozpusténé ve 100% dimethylsulfoxidu (DMSQO). DMSO je béznym
rozpoustédlem pro jinak Spatn¢ rozpustné molekuly a ma tedy Sirokou aplikaci v in vitro
experimentech. Nevyhodou je zde jeho bunécna toxicita, pii koncentracich > 1 % DMSO.
Prestoze v in vivo podminkach byla popisovana pomérné nizka toxicita DMSO, nov¢jsi studie
ukazuji moZny negativni vliv této latky (napi. indukci apoptozy bunék sitnice).'**!*> Proto byla
hledana vhodna alternativa, ktera by nevykazovala organovou toxicitu a pomahala co nejlépe
indukovat vznik médnatych komplexii 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
zkoumana také v dal§ich laboratofich. V roce 2020 byla publikovana prace popisujici systém
vzniku nanocastic CuEt selektivné v nadorovych tkanich, coz by mélo vést k indukci jejich
apoptozy za soucasného 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 v tabulkach ¢. 10, 12 a 14.

V pripadé linie U-87MG ATCC nedoslo k vyraznému narustu rezistence na CuEt
(maximalni detekovany nartst hodnoty ICso byl 2,5x), pri¢emz prakticky nulovy narist byl
v pripad¢ selekce CuEt v DMSO. Tato varianta indukovala pouze dvojnasobny narust
rezistence na nanocastice CuEt tvofen¢ v BSA, ovSem vSechny dalsi varianty CuEt byly na
téchto burikach aktivni. Velmi podobny profil Ize pozorovat také u nanocastic CuEt v roztoku
HPMC. Zde doslo k dvojnasobnému snizeni aktivity CuEt v BSA, ale 1 samotné varianté
v HPMC. Ostatni dvé varianty (CuEt v Kolidonu 17 a BSA) byly nachylnéj§i 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 bunck 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 pripad¢ cisplatiny se jednalo o ¢tyf a devitinasobny
narast hodnoty ICso a v pripadé karboplatiny o vice nez dvojnasobny (nelze pfesné urcit,
hodnota ICs se nachdzela nad maximalni testovanou koncentraci, tj. nad 180 umol.1"!). Je tedy
ziejmé, ze pritomnost CuEt ovliviiuje drahy ptisobeni/ metabolismu cisplatiny a karboplatiny.
Tyto mechanismy by bylo ov§em nutné podrobnéji otestovat, napiiklad ovéfit expresi
metallothioneinti, které zajistuji inaktivaci cisplatiny a mohly by hrat roli ve sniZeni jeji
aktivity u t€chto bunck.

V ramci zakladni charakterizace byla pro tyto buiikky ovérena exprese Pgp a MRPI.
Mira exprese P-glykoproteinu byla u vsech selektovanych bunck priblizné stejna, jako exprese
parentalni linie U-87MG ATCC, pouze v pripadé selekce CuEt v roztoku Kolidonu 17 doslo
k pétinasobnému poklesu, pfi¢emz tyto bunky vykazovaly rovnéz priblizn¢ dvojnasobny
narust exprese MRP1 a nejvyssi rozvoj rezistence na CuEt. Také u ostatnich selektovanych
bunék dochazelo ke zvyseni exprese MRP1 v porovnani s parentalni linii. Nejvyssi narust byl
detekovan u selekce pomoci CuEt v DMSO (2,4x), ostatni linie dosahovaly narastu 1,5 — 1,9x.
Dle online modelovani SwissADME odpovida CuEt svou strukturou substratu Pgp, ovSem u

zadn¢ linie nebyla zjisténa zvySena exprese této efluxni pumpy, ktera by mohla prispivat
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snizeni aktivity CuEt a tim k rozvoji rezistentniho fenotypu. Afinita CuEt viici MRP1 dosud
nebyla testovana.

V piipad¢ linie CCRF-CEM selektované CuEt doslo opét k maximalnimu nartstu
hodnoty ICsp o pfiblizn€ dvojnasobek. Zajimavé je, ze v tomto pripadé dochazelo béhem
selekce k poklesu senzitivity vicéi variant¢ v DMSO, ale nanocasticové varianty CuEt si
zachovavaly svou aktivitu. Oproti glioblastomovym bunikam (U-87MG ATCC) proliferuji
leukemické buriky (CCRF-CEM) mnohem rychleji, coz miize prispivat vyssi citlivosti t€chto
bun¢k vaci CukEt.

Také v pripadé CCRF-CEM bun¢k doslo k rozvoji rezistence na cisplatinu — zde byl
ovSem narust mnohem vyraznéjsi, nez v piipadé linie U-87TMG ATCC. Doslo k 12-ti az 19-ti
nasobnému nartstu hodnoty ICso. Rozdilna byla ovSem aktivita karboplatiny — v tomto piipadé
nedoslo k vyraznému poklesu jeji aktivity a rozvoji rezistence.

Bcéhem ovéfeni exprese Pgp a MRP nedoslo k detekei vyraznych odchylek. Pouze u
bunck selektovanych CuEt vroztoku Kolidonu 17 doSlo (stejné jako béhem selekce
karboplatinou) k dvojnasobnému poklesu exprese Pgp. V pfipadé proteinu MRP1 dochazelo
spise k narustu exprese, nejvyssi narast 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 buriky byly po fadu tydni vystaveny selekénimu tlaku. Jediny
vyrazngj§i narast (dvojnasobny) hodnoty ICso byl u bunck selektovanych CuEt v roztoku
Kolidonu 17 vaci CuEt v roztoku HPMC. V pripad¢ téchto bun¢k nedoslo ani k rozvoji
rezistence na ciplatinu, pouze se vice nez dvojnasobné zvysila odolnost vuci karboplating u
bun¢k selektovanych CuEt v roztoku HPMC a BSA (nelze presné urcit, hodnota ICsy se
nachazela nad maximalni testovanou koncentraci, tj. nad 180 umol.1"!).

V pfipad¢ téchto bunck byla pfiblizn¢ pétinasobné¢ snizena exprese P-glykoproteinu.
Snizeni exprese této efluxni pumpy muze tedy vést k vyssi kumulaci CuEt uvnitf bunék a jeho
vyssi aktivité. Coz by mohlo vysvétlit, pro¢ nedochazelo k poklesu aktivity této latky. Otazkou
nicméng¢ zustava, pro¢ dochazelo béhem kultivace k selekci prave téchto klont. Pro vysvétleni
by bylo potfeba doplnit charakterizaci této linie také o expresi dalSich proteinu, které by mohly
pomoci témto bunikam lépe odolavat pusobeni selekéniho tlaku.

Exprese MRP1 byla v pfipad¢ vSech linii K562 selektovanych CuEt pfiblizné
dvojnasobné zvysena, coz by mohlo vysvétlit narast rezistence na karboplatinu, ktera je jeho

substratem.
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7. Zavér

In vitro modely maji svij nezastupitelny vyznam ve vyvoji novych I€Civ. A to zejména
bunééné kultury vyuzivané ve vyzkumu onkologickych onemocnéni pro objasnéni zmén,
k nimZz béhem procesu karcinogeneze dochazi. Bunééné kultury nam mohou pomoci najit
pfic¢iny daného onemocnéni, a tim otevfit cestu novym moznostem terapie.

Stejné tak je mozné vyuzit bunééné kultury k modelovani potencialnich situaci, které
mohou nastat — 1ze napfiklad izolovat buriky z nadoru konkrétniho pacienta a otestovat jejich
senzitivitu na ruzna cytostatika, a diky tomu zvolit to nejvhodngjsi. Na bunécnych modelech
lze také popsat zakladni metabolismus lé¢iva na trovni bunky, stejné jako pfipadné
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
ovéfena exprese proteint asociovanych se vznikem mnohocetné Iékové rezistence (Pgp a
MRP1). V pripadé bunck selektovanych nukleosidovymi derivaty (CCRF-CEM a K562) byla
ovéfena také exprese nukleosidovych transportérii (CNT1-3, ENT1-4) a byly provedeny
funkéni testy. Pfi nich byla sledovana citlivost bunck k nukleosidovym lé¢iviim v pfitomnosti
dipyridamolu, ktery je znamym inhibitorem nukleosidovych transportéri.

V zavéru prace bylo provedeno testovani novych potenciadlnich 1€¢iv na panelu vSech
selektovanych rezistentnich linii a bylo identifikovano nékolik latek s potencialem prekonavat

vzniklou lékovou rezistenci.

59



8. Literatura

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Ferlay, J. et al. Cancer statistics for the year 2020: An overview. Int J Cancer (2021)
doi:10.1002/ijc.33588.

Uvod - UZIS CR. https://www.uzis.cz/index.php.

Bashir, 1., Sikora, K. & Foster, C. S. Multidrug resistance and behavioural phenotype
of cancer cells. Cell Biol Int 17,907-917 (1993).

Saleh, E. M., El-Awady, R. A., Alim, M. A. A. & Wahab, A. H. A. A. Altered
expression of proliferation-inducing and proliferation-inhibiting genes might
contribute to acquired doxorubicin resistance in breast cancer cells. Cell Biochem
Biophys 55, 95-105 (2009).

Villeneuve, D. J. et al. cDNA microarray analysis of isogenic paclitaxel- and
doxorubicin-resistant breast tumor cell lines reveals distinct drug-specific genetic
signatures of resistance. Breast Cancer Res Treat 96, 17-39 (2006).

Li, Z. kun & Zhou, Q. Cellular models for disease exploring and drug screening.
Protein and Cell vol. 1 355-362 Preprint at https://doi.org/10.1007/s13238-010-0027-
9 (2010).

Foretova, L., Svoboda, M. & Slaby, O. Molekuldrni genetika v onkologii. (Mlada fronta
a.s., 2014).

Petruzelka, L. & Konopasek, B. Klinickd onkologie. (Karolinum, 2003).

Kushner, I. K. ef al. Individual Variability of Protein Expression in Human Tissues. J
Proteome Res 17, 3914-3922 (2018).

Baba, A. I. & Catoi, C. CARCINOGENESIS. (2007).

Reha-Krantz, L. J. Mutagens. in Brenner’s Encyclopedia of Genetics: Second Edition
528-532 (Elsevier Inc., 2013). doi:10.1016/B978-0-12-374984-0.00996-7.

Backer, L. C. et al. The effects of acrylamide on mouse germ-line and somatic cell
chromosomes. Environ Mol Mutagen 13, 218-226 (1989).

Butterworth, B. E. er al Tissue-specific genotoxic effects of acrylamide and
acrylonitrile. Environ Mol Mutagen 20, 148—155 (1992).

Huberman, F., Sachs, L., Yang, S. K. & Gelboin, H. v. Identification of mutagenic
metabolites of benzo [a] pyrene in mammalian cells. Proc Natl Acad Sci U S A 73,
607-611 (1976).

Chatterjee, N. & Walker, G. C. Mechanisms of DNA damage, repair, and mutagenesis.
Environmental and Molecular Mutagenesis vol. 58 235-263 Preprint at
https://doi.org/10.1002/em.22087 (2017).

Errors in DNA  Replication | Learn  Science at  Scitable.
https://www.nature.com/scitable/topicpage/dna-replication-and-causes-of-mutation-
409/.

Ullrich, N. J. & Gordon, L. B. Hutchinson-Gilford progeria syndrome. in Handbook of
Clinical Neurology vol. 132 249-264 (Elsevier B.V., 2015).

60


https://www.uzis.cz/index.php
https://doi.org/10.1007/sl3238-010-0027-
https://doi.org/l0.1002/em.22087
https://www.nature.com/scitable/topicpage/dna-replication-and-causes-of-mutation-

18.

19.

20.
21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.
31.

32.

33.
34.

Goto, M., Ishikawa, Y., Sugimoto, M. & Furuichi, Y. Werner syndrome: A changing
pattern of clinical manifestations: In Japan (1917~2008). BioScience Trends vol. 7 13—
22 Preprint at https://doi.org/10.5582/bst.2013.v7.1.13 (2013).

Nance, M. A. & Berry, S. A. Cockayne Syndrome: Review of 140 cases. Am J Med
Genet 42, 68-84 (1992).

Black, J. O. Xeroderma Pigmentosum. Head Neck Pathol 10, 139-144 (2016).

Bajciova, V. K nddorim predisponujici syndromy v détském véku — role pediatra
primdrniho kontaktu. www .pediatriepropraxi.cz (2015).

Evans, D. G. et al. Birth incidence and prevalence of tumor-prone syndromes:
Estimates from a UK family genetic register service. Am J Med Genet A 152, 327-332
(2010).

Shen, M. H., Harper, P. S. & Upadhyaya, M. Molecular genetics of neurofibromatosis
type 1 (NF1). Journal of Medical Genetics vol. 33 2-17 Preprint at
https://doi.org/10.1136/jmg.33.1.2 (1996).

Friedman, J. M. Epidemiology of Neurofibromatosis Type 1. J. Med. Genet. (Semin.
Med. Genet.) vol. 89 (1999).

Peto, J. et al. Prevalence of BRCA1 and BRCA2 Gene Mutations in Patients With
Early-Onset Breast Cancer. JNCI Journal of the National Cancer Institute 91, 943-949
(1999).

Nevanlinna, H. & Bartek, J. The CHEK2 gene and inherited breast cancer
susceptibility. Oncogene vol. 25 5912-5919 Preprint at
https://doi.org/10.1038/sj.onc.1209877 (2006).

Easton, D. CHEK2*1100delC and susceptibility to breast cancer: A collaborative

analysis involving 10,860 breast cancer cases and 9,065 controls from 10 studies. Am
J Hum Genet 74, 1175-1182 (2004).

Olivier, M. et al. The clinical value of somatic TP53 gene mutations in 1,794 patients
with breast cancer. Clinical Cancer Research 12, 1157-1167 (20006).

Cullinane, C. A. et al. The Surgical Treatment of Cancer: A Comparison of Resource
Utilization following Procedures Performed with Curative and Palliative Intent.
Cancer 98, 2266-2273 (2003).

Frei, E. Curative Cancer Chemotherapy. Cancer Res 45, (1985).

Tseng, Y. D., Mezheritsky, 1., Halasz, L. M., Lo, S. S. & Loggers, E. T. Curative Intent
Radiotherapy Delivered Within the Last Year of Life. American Journal of Clinical
Oncology: Cancer Clinical Trials 43, 168-172 (2020).

Selli, C. & Sims, A. H. Neoadjuvant Therapy for Breast Cancer as a Model for
Translational Research. Breast Cancer: Basic and Clinical Research vol. 13 Preprint
at https://doi.org/10.1177/1178223419829072 (2019).

Adam, Z., Krej¢i, M. & Vorlicek, J. Obecnd onkologie. (Galén, 2011).

Harvey, J. R. et al. Safety and feasibility of breast lesion localization using magnetic
seeds (Magseed): a multi-centre, open-label cohort study. Breast Cancer Research and
Treatment 2018 169:3 169, 531-536 (2018).

61


https://doi.Org/10.5582/bst.2013.v7.l.13
http://www.pediatriepropraxi.cz
https://doi.Org/10.1136/jmg.33.l.2
https://doi.org/10.1038/sj.onc.1209877
https://doi.org/10.1177/1178223419829072

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

Dostalek, L., Cerny, A., Saskova, P. & Pavlista, D. Selective Extirpation of Tattooed
Lymph Node in Combination with Sentinel Lymph Node Biopsy in the Management
of Node-Positive Breast Cancer Patients after Neoadjuvant Systemic Therapy. Breast
Care 1-7 (2021) doi: 10.1159/000514266.

Ahn, S.-J. et al. Results of Curative Radiation Therapy with or without Chemotherapy
for Stage III Unresectable Non-Small Cell Lung Cancer. Cancer Res Treat 37, 268
(2005).

McAleese, J., Rooney, C. M., Baluch, S., Drinkwater, K. J. & Hanna, G. G. Curative
Radiotherapy for Lung Cancer in the UK: International Benchmarking. Clinical
Oncology vol. 31 731 Preprint at https://doi.org/10.1016/j.clon.2019.07.023 (2019).

Lindegaard, J. C., Thranov, I. R. & Engelholm, S. A. Radiotherapy in the management
of cervical cancer in elderly patients. Radiotherapy and Oncology 56, 9—15 (2000).

Taggar, A. S., Damato, A. L., Cohen, G. N., Voros, L. & Yamada, Y. Brachytherapy.
in Adult CNS Radiation Oncology: Principles and Practice 723-744 (Springer
International Publishing, 2018). doi:10.1007/978-3-319-42878-9_48.

Dolezal, J., Vizda, J. & Odrazka, K. Prospective evaluation of samarium-153-EDTMP
radionuclide treatment for bone metastases in patients with hormone-refractory
prostate cancer. Urol Int 78, 50-57 (2007).

Black, A. T., Zinkovsky, D., Ray, S. & Ray, S. D. Cytostatic agents. in Side Effects of
Drugs Annual vol. 42 495-506 (Elsevier B.V., 2020).

Medicine, N. R. C. (US) and 1. of M. (US) C. on S. of the S. of N. Targeted
Radionuclide Therapy. (2007).

van Dongen, J. J. M. et al. Standardized RT-PCR analysis of fusion gene transcripts
from chromosome aberrations in acute leukemia for detection of minimal residual
disease. Report of the BIOMED-1 Concerted Action: Investigation of minimal residual
disease in acute leukemia. Leukemia vol. 13 1901-1928 Preprint at
https://doi.org/10.1038/sj.1eu.2401592 (1999).

Liu, J., Dang, H. & Wang, X. W. The significance of intertumor and intratumor
heterogeneity in liver cancer. Experimental and Molecular Medicine vol. 50 416
Preprint at https://doi.org/10.1038/emm.2017.165 (2018).

Waclaw, B. ef al. A spatial model predicts that dispersal and cell turnover limit
intratumour heterogeneity. Nature 525, 261-264 (2015).

Jamal-Hanjani, M., Quezada, S. A., Larkin, J. & Swanton, C. Translational
implications of tumor heterogeneity. Clinical Cancer Research vol. 21 1258-1266
Preprint at https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-14-1429 (2015).

Szczepanski, T., Orfdo, A., van der Velden, V. H. J., San Miguel, J. F. & van Dongen,
J. J. M. Minimal residual disease in leukaemia patients. Lancet Oncology vol. 2 409—
417 Preprint at https://doi.org/10.1016/S1470-2045(00)00418-6 (2001).

Seto, T., Sam, D. & Pan, M. Mechanisms of Primary and Secondary Resistance to
Immune Checkpoint Inhibitors in Cancer. Medical Sciences 2019, Vol. 7, Page 14 7,
14 (2019).

Noskova V, Hajduach M, Mihal V & Cwiertka K. Mechanizmy mnohocetné Ilékové
rezistence a jejich vyznam pro klinickou praxi. I typicka MDR. (2000).

62


https://doi.Org/10.1016/j.clon.2019.07.023
https://doi.org/10
https://doi.org/10.1038/emm.2017.165
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-14-1429
https://doi.org/10

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

Juliano, R. L. & Ling, V. A surface glycoprotein modulating drug permeability in
Chinese hamster ovary cell mutants. BBA - Biomembranes 455, 152-162 (1976).

Ambudkar, S. v., Kimchi-Sarfaty, C., Sauna, Z. E. & Gottesman, M. M. P-
glycoprotein: From genomics to mechanism. Oncogene vol. 22 7468-7485 Preprint at
https://doi.org/10.1038/sj.onc.1206948 (2003).

Cordon-Cardo, C. et al. Expression of the multidrug resistance gene product (P-
Glycoprotein) in human normal and tumor tissues. Journal of Histochemistry and
Cytochemistry 38, 1277-1287 (1990).

Gottesman, M. M. Mechanisms of cancer drug resistance. Annual Review of Medicine
vol. 53 615-627 Preprint at https://doi.org/10.1146/annurev.med.53.082901.103929
(2002).

Kim, R. B. Drugs as P-glycoprotein substrates, inhibitors, and inducers. Drug
Metabolism Reviews vol. 34 47-54 Preprint at https://doi.org/10.1081/DMR-
120001389 (2002).

Huang, J., Ma, G., Muhammad, 1. & Cheng, Y. Identifying P-glycoprotein substrates
using a support vector machine optimized by a particle SWarm. J Chem Inf Model 47,
1638-1647 (2007).

Nakanishi, T. & Ross, D. D. Breast cancer resistance protein (BCRP/ABCG?2): Its role
in multidrug resistance and regulation of its gene expression. Chinese Journal of
Cancer vol. 31 73-99 Preprint at https://doi.org/10.5732/cjc.011.10320 (2012).

Deeley, R. G. & Cole, S. P. C. Function, evolution and structure of multidrug resistance
protein (MRP). in Seminars in Cancer Biology vol. 8 193-204 (Academic Press, 1997).

Leslie, E. M., Deeley, R. G. & Cole, S. P. C. Multidrug resistance proteins: Role of P-
glycoprotein, MRP1, MRP2, and BCRP (ABCG?2) in tissue defense. Toxicology and
Applied Pharmacology vol. 204 216-237 Preprint at
https://doi.org/10.1016/j.taap.2004.10.012 (2005).

Zhang, Y. K., Wang, Y. J., Gupta, P. & Chen, Z. S. Multidrug Resistance Proteins
(MRPs) and Cancer Therapy. AAPS Journal 17, 802-812 (2015).

Jia, Y. & Xie, J. Promising molecular mechanisms responsible for gemcitabine
resistance in cancer. Genes Dis 2, 299-306 (2015).

Pastor-Anglada, M. et al. Nucleoside transporters in chronic lymphocytic leukaemia.
Leukemia 2004 18:3 18, 385-393 (2004).

Chen, Z. S., Lee, K. & Kruh, G. D. Transport of cyclic nucleotides and estradiol 17-
beta-D-glucuronide by multidrug resistance protein 4. Resistance to 6-mercaptopurine
and 6-thioguanine. J Biol Chem 276, 33747-33754 (2001).

Adema, A. D. et al. Overexpression of MRP4 (ABCC4) and MRP5 (ABCC5) confer
resistance to the nucleoside analogs cytarabine and troxacitabine, but not gemcitabine.
Springerplus 3, 1-11 (2014).

Yamada, A. et al. High expression of ATP-binding cassette transporter ABCC11 in
breast tumors is associated with aggressive subtypes and low disease-free survival.
Breast Cancer Res Treat 137, 773782 (2013).

63


https://doi.org/10.1038/sj.onc.1206948
https://doi.org/10.1146/annurev.med.53.082901.103929
https://doi.org/10.1081/DMR-
https://doi.org/10.5732/cjc.011.10320
https://doi.org/l0.1016/j.taap.2004.10.012

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

7.

78.

79.

80.

Young LC, Campling BG, Cole SP, Deeley RG & Gerlach JH. Multidrug resistance
proteins MRP3, MRP1, and MRP2 in lung cancer: correlation of protein levels with
drug response and messenger RNA levels - PubMed. Clin Cancer Res 1798-804
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11410522/ (2001).

Hlavata, L. et al. The role of ABC transporters in progression and clinical outcome of
colorectal cancer. Mutagenesis 27, 187-196 (2012).

Zalcberg, J. et al. MRP1 not MDRI1 gene expression is the predominant mechanism of
acquired multidrug resistance in two prostate carcinoma cell lines. Prostate Cancer
Prostatic Dis 3, 6675 (2000).

Staud, F. & Pavek, P. Breast cancer resistance protein (BCRP/ABCG?2). Int J Biochem
Cell Biol 37, 720-725 (2005).

Natarajan, K., Xie, Y., Baer, M. R. & Ross, D. D. Role of breast cancer resistance
protein (BCRP/ABCG?2) in cancer drug resistance. Biochem Pharmacol 83, 1084-1103
(2012).

Austin Doyle, L. ef al. A multidrug resistance transporter from human MCF-7 breast
cancer cells. Proc Natl Acad Sci U S A 95, 15665-15670 (1998).

Doyle, L. A. & Ross, D. D. Multidrug resistance mediated by the breast cancer
resistance protein BCRP (ABCG2). Oncogene vol. 22 7340-7358 Preprint at
https://doi.org/10.1038/sj.onc.1206938 (2003).

Scheper, R. J. et al. Overexpression of a Mr 110,000 Vesicular Protein in Non-P-
Glycoprotein-mediated Multidrug Resistancel. CANCER RESEARCH vol. 53 (1993).

Scheffer, G. L. et al. The drug resistance-related protein LRP is the human major vault
protein. Nat Med 1, 578-582 (1995).

Pawarode, A., Minderman, H., O’loughlin, K. L., Greco, W. R. & Baer, M. R.
Rapamycin overcomes multidrug resistance (MDR) mediated by P-glycoprotein (Pgp),
Multidrug Resistance Protein-1 (MRP-1), Breast Cancer Resistance Protein (BCRP)
and Lung Resistance Protein (LRP) and synergizes with substrate drugs in MDR cells.
Cancer Res 66, (20006).

Kaye, S. B. New antimetabolites in cancer chemotherapy and their clinical impact.
British Journal of Cancer 1998 78:3 78, 1-7 (1998).

Peters, G. J. et al. Basis for effective combination cancer chemotherapy with
antimetabolites. Pharmacol Ther 87, 227-253 (2000).

Cl, A, JL, G, GC, Y. & BA, C. Antimetabolites. Cancer Chemother Biol Response
Modif 10, 1-22 (1988).

Baldwin, S. A. et al. The equilibrative nucleoside transporter family, SLC29. Pflugers
Archiv  European Journal of Physiology vol. 447 735-743 Preprint at
https://doi.org/10.1007/s00424-003-1103-2 (2004).

Gray, J. H., Owen, R. P. & Giacomini, K. M. The concentrative nucleoside transporter
family, SLC28. Pflugers Archiv European Journal of Physiology vol. 447 728-734
Preprint at https://doi.org/10.1007/s00424-003-1107-y (2004).

E. Parkinson, F. er al. Molecular Biology of Nucleoside Transporters and their
Distributions and Functions in the Brain. Curr Top Med Chem 11, 948-972 (2011).

64


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gOv/l
https://doi.org/10.1038/sj.onc.1206938
https://doi.org/10.1007/s00424-003-l
https://doi.org/10.1007/s00424-003-1107-y

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

Jennings, L. L. et al. Distinct regional distribution of human equilibrative nucleoside
transporter proteins 1 and 2 (hENT1 and hENT2) in the central nervous system.
Neuropharmacology 40, 722-731 (2001).

Griffith, D. A. & Jarvis, S. M. Nucleoside and nucleobase transport systems of
mammalian cells. Biochimica et Biophysica Acta - Reviews on Biomembranes vol.
1286 153-181 Preprint at https://doi.org/10.1016/S0304-4157(96)00008-1 (1996).

Griffiths, M. et al. Cloning of a human nucleoside transporter implicated in the cellular
uptake of adenosine and chemotherapeutic drugs. Nat Med 3, 89-93 (1997).

Vincenzi, B. et al. Human equilibrative nucleoside transporter 1 gene expression is
associated with gemcitabine efficacy in advanced leiomyosarcoma and angiosarcoma.
Br J Cancer 117, 340-346 (2017).

Anderson, J. T., Hu, S., Fu, Q., Baker, S. D. & Sparreboom, A. Role of equilibrative
nucleoside transporter 1 (ENT1) in the disposition of cytarabine in mice. Pharmacol
Res Perspect 7, (2019).

Molina-Arcas, M. et al. Fludarabine uptake mechanisms in B-cell chronic lymphocytic
leukemia. Blood 101, 2328-2334 (2003).

Endres, C. J. et al. The Role of the Equilibrative Nucleoside Transporter 1 (ENT1) in
Transport and Metabolism of Ribavirin by Human and Wild-Type or Ent1(-/-) Mouse
Erythrocytes. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics 329, 387-398
(2009).

Ruel, N. M., Nguyen, K. H., Vilas, G. & Hammond, J. R. Characterization of 6-
Mercaptopurine Transport by the SLC43A3-Encoded Nucleobase Transporter. Mol
Pharmacol 95, 584-596 (2019).

Boswell-Casteel, R. C. & Hays, F. A. Equilibrative nucleoside transporters—A review.
Nucleosides, Nucleotides and Nucleic Acids vol. 36 7-30 Preprint at
https://doi.org/10.1080/15257770.2016.1210805 (2017).

Cass, C. E., Baldwin, S. A. & Young, J. CNT2, concentrative nucleoside transporter 2.
in xPharm: The Comprehensive Pharmacology Reference 1-4 (Elsevier Inc., 2007).
doi:10.1016/B978-008055232-3.60462-3.

Nagai, K., Nagasawa, K., Kihara, Y., Okuda, H. & Fujimoto, S. Anticancer nucleobase
analogues 6-mercaptopurine and 6-thioguanine are novel substrates for equilibrative
nucleoside transporter 2. Int J Pharm 333, 56-61 (2007).

Noguchi, S. et al. Fluorouracil uptake in triple-negative breast cancer cells: Negligible
contribution of equilibrative nucleoside transporters 1 and 2. Biopharm Drug Dispos
42, 85-93 (2021).

Hermann, R. et al. Review of Transporter Substrate, Inhibitor, and Inducer
Characteristics of Cladribine. Clin Pharmacokinet 60, 1509-1535 (2021).

Singh, A. & Govindarajan, R. ENT3 utilizes a pH sensing mechanism for transport.
Channels vol. 12 78-80 Preprint at https://doi.org/10.1080/19336950.2017.1389581
(2018).

Nigam, S. K. The SLC22 Transporter Family: A Paradigm for the Impact of Drug
Transporters on Metabolic Pathways, Signaling, and Disease. Annual Review of

65


https://doi.org/10.1016/S0304-4157(96)00008-l
https://doi.org/10.1080/15257770.2016.1210805
https://doi.org/10.1080/19336950.2017.1389581

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

Pharmacology and Toxicology vol. 58 663-687 Preprint at
https://doi.org/10.1146/annurev-pharmtox-010617-052713 (2018).

Engel, K., Zhou, M. & Wang, J. Identification and characterization of a novel
monoamine transporter in the human brain. Journal of Biological Chemistry 279,
50042-50049 (2004).

Scherrmann, J. M. Drug Transport Mechanisms and Their Impact on the Disposition
and Effects of Drugs. in The Practice of Medicinal Chemistry: Fourth Edition 615—
629 (Elsevier Inc., 2008). doi:10.1016/B978-0-12-417205-0.00026-2.

Gray, J. H., Owen, R. P. & Giacomini, K. M. The concentrative nucleoside transporter
family, SLC28. Pflugers Arch 447, 728-734 (2004).

Nakamura, K. et al. Large-scale multiplex absolute protein quantification of drug-
metabolizing enzymes and transporters in human intestine, liver, and kidney
microsomes by SWATH-MS: Comparison with MRM/SRM and HR-MRM/PRM.
Proteomics 16, 21062117 (2016).

Ma, Z. et al. Multiple SLC and ABC transporters contribute to the placental transfer of
entecavir. Drug Metabolism and Disposition 45, 269-278 (2017).

Al-Ghabeish, M., Scheetz, T., Assem, M. & Donovan, M. D. Microarray
Determination of the Expression of Drug Transporters in Humans and Animal Species
Used for the Investigation of Nasal Absorption. Mol Pharm 12, 2742-2754 (2015).

Ritzel, M. W. L. et al. Recent molecular advances in studies of the concentrative Na+-
dependent nucleoside transporter (CNT) family: Identification and characterization of
novel human and mouse proteins (hCNT3 and mCNT3) broadly selective for purine
and pyrimidine nucleosides (system cib). in Molecular Membrane Biology vol. 18 65—
72 (Taylor and Francis Ltd, 2001).

Fotoohi, A. K., Lindqvist, M., Peterson, C. & Albertioni, F. Involvement of the
concentrative nucleoside transporter 3 and equilibrative nucleoside transporter 2 in the

resistance of T-lymphoblastic cell lines to thiopurines. Biochem Biophys Res Commun
343, 208-215 (2006).

Song, J. H. et al. Concentrative nucleoside transporter 3 as a prognostic indicator for
favorable outcome of t(8;21)-positive acute myeloid leukemia patients after cytarabine-
based chemotherapy. Oncol Rep 34, 488-494 (2015).

Loéwenberg, B. et al. Cytarabine Dose for Acute Myeloid Leukemia. New England
Journal of Medicine 364, 1027-1036 (2011).

Kantarjian, H. M. et al. Treatment of chronic myelogenous leukemia in accelerated and
blastic phases with daunorubicin, high-dose cytarabine, and granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor. Journal of Clinical Oncology 10, 398-405 (1992).

Li, Z. et al. Exploring the antitumor mechanism of high-dose cytarabine through the
metabolic perturbations of ribonucleotide and deoxyribonucleotide in human
promyelocytic Leukemia HL-60 Cells. Molecules 22, (2017).

B, O. et al. Combination therapy with azacitidine, etoposide, and cytarabine in the
treatment of elderly acute myeloid leukemia patients: A single center experience. J
Cancer Res Ther 14, 1105-1111 (2018).

66


https://doi.Org/10.l

1009.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

He, F. et al. A real-world study of clofarabine and cytarabine combination therapy for
patients with acute myeloid leukemia.
https://doi.org/10.1080/10428194.2018.1433297 59, 2352-2359 (2018).

Gandhi, V., Estey, E., Keating, M. J. & Plunkett, W. Fludarabine potentiates
metabolism of cytarabine in patients with acute myelogenous leukemia during therapy.
https://doi.org/10.1200/JCO.1993.11.1.116 11, 116-124 (2016).

Tessler, S. et al. BST-236, a Novel Cytarabine Prodrug, Is Safer and As Effective As
Cytarabine in In Vivo Leukemia Models. Blood 132, 1451-1451 (2018).

T, Y. et al. Intracellular cytarabine triphosphate production correlates to deoxycytidine
kinase/cytosolic 5’-nucleotidase Il expression ratio in primary acute myeloid leukemia
cells. Biochem Pharmacol 77, 1780-1786 (2009).

DW, K. & PP, M. Studies on the mechanism of action of cytosine arabinoside. Med
Pediatr Oncol 10 Suppl 1, 49-67 (1982).

Galmarini, C. M. et al. In vivo mechanisms of resistance to cytarabine in acute myeloid
leukaemia.

Kano, Y. et al. In vitro cytotoxic effects of fludarabine (2-F-ara-A) in combination with
commonly used antileukemic agents by isobologram analysis. Leukemia 2000 14:3 14,
379-388 (2000).

Metabolism and action of fludarabine phosphate — MD Anderson Cancer Center.
https://mdanderson.elsevierpure.com/en/publications/metabolism-and-action-of-
fludarabine-phosphate.

Gandhi, V. & Plunkett, W. Cellular and clinical pharmacology of fludarabine. Clin
Pharmacokinet 41, 93-103 (2002).

Huang, C., Tu, Y. & Freter, C. E. Fludarabine-resistance associates with ceramide
metabolism and leukemia stem cell development in chronic lymphocytic leukemia.
Oncotarget 9, 33124 (2018).

Mansson, E. et al. Down-regulation of deoxycytidine kinase in human leukemic cell
lines resistant to cladribine and clofarabine and increased ribonucleotide reductase
activity contributes to fludarabine resistance. Biochem Pharmacol 65, 237-247 (2003).

Schmiegelow, K., Nielsen, S. N., Frandsen, T. L. & Nersting, .
Mercaptopurine/methotrexate maintenance therapy of childhood acute lymphoblastic
leukemia: Clinical facts and fiction. J Pediatr Hematol Oncol 36, 503-517 (2014).

Erb, N., Harms, D. O. & Janka-Schaub, G. Pharmacokinetics and metabolism of
thiopurines in children with acute lymphoblastic leukemia receiving 6-thioguanine
versus 6-mercaptopurine. Cancer Chemother Pharmacol 42, 266-272 (1998).

P, K. & N, A. Thiopurines in current medical practice: molecular mechanisms and
contributions to therapy-related cancer. Nat Rev Cancer 8, 24-36 (2008).

AC, A. Immunosuppressive drugs: the first 50 years and a glance forward.
Immunopharmacology 47, 63—83 (2000).

L,C,C N, P,B., MA, L. & X, R. Review article: the benefits of pharmacogenetics
for improving thiopurine therapy in inflammatory bowel disease. Aliment Pharmacol
Ther 35, 15-36 (2012).

67


https://doi.org/10.1080/10428194.2018.1433297
https://doi.org/10.1200/JCO.1993.ll.L116
https://mdanderson.elsevierpure.com/en/publications/metabolism-and-action-of-

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

A mechanism of resistance to 6-mercaptopurine: metabolism of hypoxanthine and 6-
mercaptopurine by  sensitive and  resistant neoplasms -  PubMed.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/13804596/.

TT, V. et al. mTORCI1 Inhibition Induces Resistance to Methotrexate and 6-
Mercaptopurine in Ph + and Ph-like B-ALL. Mol Cancer Ther 16, 1942—-1953 (2017).

Hoxhaj, G. et al. The mTORCI1 Signaling Network Senses Changes in Cellular Purine
Nucleotide Levels. Cell Rep 21, 1331-1346 (2017).

JR, B.,, N, L. & MI, S. Transport and metabolism of 6-thioguanine and 6-
mercaptopurine in mouse small intestine. Clin Sci (Lond) 74, 629-638 (1988).

Morley, A. A., Cox, S. & Holluday, R. Human lymphocytes resistant to 6-thioguanine
increase with age. Mech Ageing Dev 19, 21-26 (1982).

WE, G. et al. Resistance to 6-thioguanine in mismatch repair-deficient human cancer
cell lines correlates with an increase in induced mutations at the HPRT locus.
Carcinogenesis 19, 1931-1937 (1998).

N, G. et al. Acquired resistance to 6-thioguanine in melanoma cells involves the repair
enzyme O6-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT). Cancer Biol Ther 9,
(2010).

Miura, K. et al. 5-FU Metabolism in Cancer and Orally-Administrable 5-FU Drugs.
Cancers (Basel) 2, 1717 (2010).

Longley, D. B., Harkin, D. P. & Johnston, P. G. 5-Fluorouracil: mechanisms of action
and clinical strategies. Nature Reviews Cancer 2003 3:5 3, 330-338 (2003).

Wind, N. S. & Holen, I. Multidrug Resistance in Breast Cancer: From In Vitro Models
to Clinical Studies . Int J Breast Cancer 2011, 1-12 (2011).

X, S., S, L., J, K, H, F. & MW, B. Acquired resistance of pancreatic cancer cells
towards 5-Fluorouracil and gemcitabine is associated with altered expression of
apoptosis-regulating genes. Oncology 62, 354-362 (2002).

R, L., C, P, DR, B., MS, W. & G, N. Overexpression of Bcl-x(L) promotes
chemotherapy resistance of mammary tumors in a syngeneic mouse model. Am J
Pathol 155, 1861-1867 (1999).

S, V. et al. Resistance of colon cancer cells to long-term 5-fluorouracil exposure is
correlated to the relative level of Bcl-2 and Bcl-X(L) in addition to Bax and p53 status.
Int J Cancer 98, 498-504 (2002).

CN, A., A, G. & CR, B. Role of hMLH1 promoter hypermethylation in drug resistance
to 5-fluorouracil in colorectal cancer cell lines. Int J Cancer 106, 6673 (2003).

JL, G. Screening for dihydropyrimidine dehydrogenase deficiency. Clin Cancer Res
11, 5067-5068 (2005).

Peters, G. J. et al. Induction of thymidylate synthase as a S-fluorouracil resistance
mechanism. Biochim Biophys Acta Mol Basis Dis 1587, 194-205 (2002).

YF, H. & J, R. Gemcitabine: a cytidine analogue active against solid tumors. Am J
Health Syst Pharm 54, 162-170 (1997).

68


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/13804596/

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

E, G. et al. Cytotoxic activity of gemcitabine and correlation with expression profile of
drug-related genes in human lymphoid cells. Pharmacol Res 55, 343-349 (2007).

Alvarellos, M. L. et al. PharmGKB summary: Gemcitabine Pathway. Pharmacogenet
Genomics 24, 564 (2014).

E,M,, S,N.,B,C.,LL. & T, M. Cellular pharmacology of gemcitabine. Ann Oncol 17
Suppl 5, (2006).

XL, Y., FJ,L, Y], G, ZM, S. & ZL, O. Gemcitabine resistance in breast cancer cells
regulated by PI3K/AKT-mediated cellular proliferation exerts negative feedback via
the MEK/MAPK and mTOR pathways. Onco Targets Ther 7, 1033-1042 (2014).

R, W. et al. Gemcitabine resistance is associated with epithelial-mesenchymal
transition and induction of HIF-la in pancreatic cancer cells. Curr Cancer Drug
Targets 14, 407-417 (2014).

Simon, P. O. et al. Targeting AKT with the Pro-apoptotic Peptide, TAT-CTMP: a
Novel Strategy for the Treatment of Human Pancreatic Adenocarcinoma. International
Jjournal of cancer. Journal international du cancer 125, 942 (2009).

A, A. et al. Role of NF-kappaB and Akt/PI3K in the resistance of pancreatic carcinoma
cell lines against gemcitabine-induced cell death. Oncogene 22, 3243-3251 (2003).

Zhelev, N., Trifonov, D., Wang, S., Hassan, M. & Serafi, I. el. From Roscovitine to
CYC202 to Seliciclib — from bench to bedside: discovery and development.
Biodiscovery 10, 8956 (2013).

Cicenas, J. et al. Roscovitine in cancer and other diseases. Ann Transl Med 3, (2015).

Khalil, H. S., Mitev, V., Vlaykova, T., Cavicchi, L. & Zhelev, N. Discovery and
development of Seliciclib. How systems biology approaches can lead to better drug
performance. J Biotechnol 202, 40-49 (2015).

V,S.,F,R.,P, W. & LR, K. Characterization of a human colorectal carcinoma cell line
with acquired resistance to flavopiridol. Mol Pharmacol 60, 885-893 (2001).

Dasari, S. & Tchounwou, P. B. Cisplatin in cancer therapy: molecular mechanisms of
action. Eur J Pharmacol 740, 364 (2014).

B, D. & C, M. Particular aspects of platinum compounds used at present in cancer
treatment. Crit Rev Oncol Hematol 42, 317-325 (2002).

Shen, D.-W., Pouliot, L. M., Hall, M. D. & Gottesman, M. M. Cisplatin Resistance: A
Cellular Self-Defense Mechanism Resulting from Multiple Epigenetic and Genetic
Changes. Pharmacol Rev 64, 706 (2012).

Zhang, Y .-K., Wang, Y.-J., Gupta, P. & Chen, Z.-S. Multidrug Resistance Proteins
(MRPs) and Cancer Therapy. AAPS J 17, 802 (2015).

Borchert, S. et al. Impact of metallothionein-knockdown on cisplatin resistance in
malignant pleural mesothelioma. Scientific Reports 2020 10:1 10, 1-11 (2020).

Luca, A. de et al. A structure-based mechanism of cisplatin resistance mediated by
glutathione transferase P1-1. Proceedings of the National Academy of Sciences 116,
13943-13951 (2019).

69



159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

B, S. & M, D. Understanding cisplatin resistance using cellular models. I[UBMB Life
59, 696-699 (2007).

The role of carboplatin in the treatment of small-cell lung cancer - PubMed. Oncology
12, 36-43 (1998).

Sullivan, J. B. (John B. & Krieger, G. R. Hazardous materials toxicology : clinical
principles of environmental health. 1242 (1992).

Zhou, J. et al. The Drug-Resistance Mechanisms of Five Platinum-Based Antitumor
Agents. Front Pharmacol 0, 343 (2020).

J, Z. et al. Disulfiram targeting lymphoid malignant cell lines via ROS-JNK activation
as well as Nrf2 and NF-kB pathway inhibition. J Transl Med 12, (2014).

D,C., QC,C., H, Y. & QP, D. Disulfiram, a clinically used anti-alcoholism drug and
copper-binding agent, induces apoptotic cell death in breast cancer cultures and
xenografts via inhibition of the proteasome activity. Cancer Res 66, 10425-10433
(20006).

K, L. et al. High-throughput cell-based screening of 4910 known drugs and drug-like
small molecules identifies disulfiram as an inhibitor of prostate cancer cell growth. Clin
Cancer Res 15, 6070-6078 (2009).

Skrott, Z. et al. Alcohol-abuse drug disulfiram targets cancer via p97 segregase adaptor
NPLA4. Nature 2017 552:7684 552, 194-199 (2017).

Sato, Y. et al. Structural insights into ubiquitin recognition and Ufd1 interaction of
Npl4. Nature Communications 2019 10:1 10, 1-13 (2019).

Huang, X. et al. Diethyldithiocarbamate-copper complex (CuET) inhibits colorectal
cancer progression via miR-16-5p and 15b-5p/ALDH1A3/PKM2 axis-mediated
aerobic glycolysis pathway. Oncogenesis 2021 10:1 10, 1-16 (2021).

Li, Z. kun & Zhou, Q. Cellular models for disease exploring and drug screening.
Protein and Cell vol. 1 355-362 Preprint at https://doi.org/10.1007/s13238-010-0027-
9 (2010).

Jakel, R. J., Schneider, B. L. & Svendsen, C. N. Using human neural stem cells to
model neurological disease. Nature Reviews Genetics vol. 5 136-144 Preprint at
https://doi.org/10.1038/nrg1268 (2004).

Sundstrom, L., Morrison, B., Bradley, M. & Pringle, A. Organotypic cultures as tools
for functional screening in the CNS. Drug Discovery Today vol. 10 993-1000 Preprint
at https://doi.org/10.1016/S1359-6446(05)03502-6 (2005).

Gordon, J., Amini, S. & White, M. K. General overview of neuronal cell culture.
Methods Mol Biol 1078, 1 (2013).

Sarmento, B. et al. Cell-based in vitro models for predicting drug permeability.
http://dx.doi.org/10.1517/17425255.2012.673586 8, 607-621 (2012).

Deng, W. Induced pluripotent stem cells: Paths to new medicines. EMBO Rep 11, 161-
165 (2010).

Liu, W., Deng, Y., Liu, Y., Gong, W. & Deng, W. Stem Cell Models for Drug
Discovery and Toxicology Studies. J Biochem Mol Toxicol 27, 17-27 (2013).

70


https://doi.org/10.1007/sl3238-010-0027-
https://doi.org/
https://doi.org/10
http://dx.doi.org/10.1517/17425255.2012.673586

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

Edwards, A. M. et al. Preclinical target validation using patient-derived cells. Nature
Reviews Drug Discovery 2015 14:3 14, 149-150 (2015).

Namekawa, T., Ikeda, K., Horie-Inoue, K. & Inoue, S. Application of Prostate Cancer
Models for Preclinical Study: Advantages and Limitations of Cell Lines, Patient-
Derived Xenografts, and Three-Dimensional Culture of Patient-Derived Cells. Cells
2019, Vol. 8, Page 74 8, 74 (2019).

Tsumura, R. et al. Report of the use of patient-derived xenograft models in the
development of anticancer drugs in Japan. Cancer Sci 111, 3386-3394 (2020).

Willey, C. D., Gilbert, A. N., Anderson, J. C. & Gillespie, G. Y. Patient-Derived
Xenografts as a Model System for Radiation Research. Seminars in Radiation
Oncology vol. 25 273-280 Preprint at
https://doi.org/10.1016/j.semradonc.2015.05.008 (2015).

Gullberg, E. et al. Selection of Resistant Bacteria at Very Low Antibiotic
Concentrations. PLoS Pathog 7, €1002158 (2011).

Pizzorno, G. et al. Impaired Polyglutamylation of Methotrexate as a Cause of
Resistance in CCRF-CEM Cells after Short-Term, High-Dose Treatment with This
Drug. Cancer Res 48, (1988).

Reygaert, W. C. An overview of the antimicrobial resistance mechanisms of bacteria.
AIMS Microbiol 4, 482 (2018).

C, D. et al. Common resistance mechanisms to deoxynucleoside analogues in variants
of the human erythroleukaemic line K562. Br J Haematol 106, 78-85 (1999).

Malani, D. et al. Enhanced sensitivity to glucocorticoids in cytarabine-resistant AML.
Leukemia 2017 31:5 31, 1187-1195 (2016).

Galmarini, C., Mackey, J. & Dumontet, C. Nucleoside analogues: mechanisms of drug
resistance and reversal strategies. Leukemia 2001 15:6 15, 875-890 (2001).

L, L. et al. Detailed Functional and Proteomic Characterization of Fludarabine
Resistance in Mantle Cell Lymphoma Cells. PLoS One 10, (2015).

Fanciullino, R. et al. CDA as a predictive marker for life-threatening toxicities in
patients with AML treated with cytarabine. Blood Adv 2, 462-469 (2018).

Yamauchi, T. et al. Intracellular cytarabine triphosphate production correlates to
deoxycytidine kinase/cytosolic 5'-nucleotidase II expression ratio in primary acute
myeloid leukemia cells. Biochem Pharmacol 77, 1780-1786 (2009).

Karim, H. et al. The pattern of gene expression and gene dose profiles of 6-
Mercaptopurine- and 6-Thioguanine-resistant human leukemia cells. Biochem Biophys
Res Commun 411, 156-161 (2011).

Gore, M. E. et al. Cisplatin/carboplatin cross-resistance in ovarian cancer. Br J Cancer
60, 767 (1989).

Zhang, Y. K., Wang, Y. J., Gupta, P. & Chen, Z. S. Multidrug Resistance Proteins
(MRPs) and Cancer Therapy. AAPS J 17, 802 (2015).

Bagnoli, M. et al. Clinicopathological impact of ABCC1/MRP1 and ABCC4/MRP4 in
epithelial ovarian carcinoma. Biomed Res Int 2013, (2013).

71


https://doi.Org/10.1016/j.semradonc.2015.05.008

193.

194.

195.

196.

Gibalova, L. et al. P-glycoprotein depresses cisplatin sensitivity in L1210 cells by
inhibiting cisplatin-induced caspase-3 activation. Toxicol In Vitro 26, 435-444 (2012).

Worthley, E. G. & Schott, C. D. The toxicity of four concentrations of DMSO. Toxicol
Appl Pharmacol 15, 275-281 (1969).

Galvao, J. et al. Unexpected low-dose toxicity of the universal solvent DMSO. FASEB
J 28, 1317-1330 (2014).

Peng, Y. et al. Nanoscale Copper(Il)-Diethyldithiocarbamate Coordination Polymer as
a Drug Self-Delivery System for Highly Robust and Specific Cancer Therapy. Mol
Pharm 17, 2864-2873 (2020).

72



