UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
Prirodovédecka fakulta

Laborator rlistovych regulatort

Lysozomalni sekvestrace slabych hydrofobnich bazi a lysozomalni biogeneze

Autor:

Studijni program:
Studijni obor:
Forma studia:

Vedouci prace:

Termin odevzdani prace:

DIPLOMOVA PRACE

Bc. Tereza Golkova

N1501 Experimentalni biologie
Experimentalni biologie
Prezencni

Doc. RNDr. Petr Mlejnek, Ph.D.
2021



Bibliograficka identifikace

Jméno a pfijmeni autora

Nazev prace

Typ prace
Pracovisté

Vedouci prace

Rok obhajoby prace

Abstrakt

Klicova slova

Pocet stran
Pocet priloh

Jazyk

Tereza Golkova

Lysozomalni  sekvestrace  slabych  hydrofobnich  bazi
a lysozomdlni biogeneze

Diplomova

Laboratof rlstovych regulatori

Doc. RNDr. Petr Mlejnek, Ph.D.

2021

PredloZzend diplomova prace pojednava o lysozomalni
sekvestraci slabych hydrofobnich bazi a lysozomalni biogenezi.
V teoretické Casti je popsana nadorova bunka vietné
jejich charakteristickych ~ vlastnosti, jsou zde uvedeny
mechanismy mnohocetné |ékové rezistence, dale jsou
v teoretické Casti charakterizovany lysozomy, lIékova rezistence
a vlastnosti vybranych protinddorovych |éciv. Experimentalni
Cast této prace je zaméfena na lysozomdlni biogenezi
indukovanou lysozomalni sekvestraci slabych hydrofobnich bazi
nanomoldarnich koncentraci. Béhem laboratorni prace bylo
zjiSténo, Ze u pouzité bunécné linie A549 nedochazi vlivem
lysozomalni sekvestrace nanomolarnich koncentraci slabych
hydrofobnich bazi k biogenezi lysozom(, nybrz bylo zjisténo,
Ze se jednd o zménu prabéhu bunééného cyklu, kdy se tyto
bunky nachazi ve fazi G2 bunécného cyklu.

Lysozomy, lysozomalni sekvestrace, mnohocetna Iékova
rezistence, nadorova burika, slabé hydrofobni baze, lysozomalni
biogeneze

81
0

Cesky



Bibliographical identification

Author’s first name and surname

Title of thesis

Type of thesis
Department

Supervisor

The year of presentation

Abstract

Keywords

Number of pages
Number of appendices

Language

Tereza Golkova

Lysosomal sequestration of weak hydrophobic bases and
lysosomal biogenesis

diploma

Laboratory of Growth Regulators
Doc. RNDr. Petr Mlejnek, Ph.D.
2021

The presented diploma thesis deals with lysosomal
sequestration of weak hydrophobic bases and lysosomal
biogenesis. The theoretical part describes the tumor cell,
including its characteristic properties, there are
mechanisms of multiple drug resistance, the theoretical
part also characterizes lysosomes, drug resistance
and properties of  selected anticancer  drugs.
The experimental part of this work is focused on lysosomal
biogenesis induced by lysosomal sequestration of weak
hydrophobic bases of nanomolar concentrations. During
laboratory work, it was found that the used cell line A549
does not undergo lysosome biogenesis due to lysosomal
sequestration of nanomolar concentrations of weak
hydrophobic bases, but it was found that this changes
the cell cycle, when these cells are in the G2 phase

of the cell cycle.

Lysosomes, lysosomal sequestration, multiple drug
resistance, tumor cell, weak hydrophobic bases, lysosomal
biogenesis

81
0

Czech



Prohlasuji, Ze jsem predloZzenou diplomovou préci vypracovala samostatné za

pouziti citované literatury.

V Olomouci dne

Bc. Tereza Golkova



V prvé radé bych chtéla podékovat docentovi Petru Mlejnkovi, kterému patfi nejvétsi
dik, nejen kvali tomu, Ze mi umoznil pod jeho vedenim pracovat na tomto tématu,
ale také diky jeho neuvéfitelné trpélivosti a pevnym nervim mé dovedl do zdarného
konce. Dale bych rdda podékovala magistru Jakubu Havlaskovi, za pomoc v laboratofi
a za cenné rady, které mi opakoval, dokud jsem si je nezapamatovala. Rovnéz bych
chtéla podékovat doktoru Petru DoleZelovi za pomoc pfi méreni vzork( a také za pomoc
pfi problémech s cytometrem. Dalsi dik patfi Bohdané Machalové za pfipravu roztokd
nezbytnych pro experimenty. Rovné? bych rada podékovala celému kolektivu Ustavu
normalni anatomie za pratelskou atmosféru, diky které bylo snadné pracovat
na experimentalni ¢asti diplomové prace. V neposledni fadé patti velky dik mé rodinég,
partnerovi a pratellim za podporu. Specidlni dik patfi Magdaléné Zvonkové a Anné
Valni¢kové, bez nichz bych se tak daleko nedostala a jejichz nakopdvani a utécha

mi pomahala ve chvilich, kdy jsem méla pocit, Ze to nezvladnu.



Obsah

Seznam POUZItYCH ZKrateK......c.ooeeeeieriiiciiii i 8
1 (1770 Y U R 10
2 TEOIEELICKA CASE w.vviiviecvee ettt et e e e et sttt e e et e bbbt sa e s b e e saaesbaa s 11
2.1 NAAOTrOVA DURKA c.vvvieee ettt ettt sttt bbb sn e e sr e 11
2.11 GenomMOVA NESEADIIta ....ccveiecie e e 12
2.1.2 Sobéstacnost v rlstovych signalech ..o 13
2.1.3 Necitlivost vi&i inhibici ristovych signall.........ccoovevieriiiiiiiiiiiice 16
2.1.4 Unik pred programovanou bun&&nou Smrti ..........ccceevveicnininicininsiessseseeeenes 18
2.15 Neomezeny replika¢ni potencial.........ccceeeeeciiiiiiiiiiiie 20
2.1.6 Bioenergetika NAdoroveé bURKY ........ccovvviiiiiiiiiii 21
2.1.7 ANGIOBENEZE ...eevie ettt ettt ettt s 22
2.1.8 [ (=S T = TSP PP PPPSP 24
2.19 NAdOr-podpOrujiCi ZANGT ......cvevveeeeieciiie st 24
2.1.1 Unik pred imunologickym dohledem ..........cccovurieirenieniieinsiesinncies e, 25
2.2 Moznosti [éEby NAdorového onemMOCNENT ..........ovviviiiiiiiiiiiceiecie e 26
23 Mnohoetnd |EKOVA reziStENCE ......eeeveeeieeiecieiccc e 28
2.3.1 Mutace molekuldrniho cile [ECIVa ......cceovveeriieeiiii i 30
2.3.2 ZmMENa regulace aPOPLOZY ......ceveereereeiieriiiiiiii it 31
233 Zvyseny odtok [éCiva - [EKoVE transportéry ......oeeeeieniniiinnicc e 32
2.3.4 Narudeni DNA reparacnich mechanismu ........c.ccoocviiiininiiienienee e 33
235 Bunééna lékova rezistence — lysozomalni sekvestrace .........cccouvevviiiiiinnnnnnn 34
2.4 [RY2Y o720 T2 11V Z OO PO P PP PP 35
241 VlIastnosti a funkce [ySOZOMU .....cueeuiiieeniieieeeeeeee e 36
2.4.2 BiOgENEZE IYSOZOMU ...ccviveeieieiiie ettt s 37
243 LySOZOMAINT PrOTEINY ....eeeiieeieeieeriee ettt 38
24.4 LAIMIP L oottt et ettt este st ess et she e e em e sa et ebb e sh s s ab e sh e s e b b e e b e beanaenn e 39
245 LAMP 2 e 40
2.4.6 (HH)-ATPASA .. cveteeterieseesee ettt sr et st b e sa bt ab e e bbb sr e ae s s e e e e e en e 41
2.5 Lysozomalni sekvestrace slabych hydrofobnich bazi............ccoceiniininnn 42
2.6 Chemoterapeutika v boji proti rakoving ...........cccoeiiiiiiiiiiiiiiie 44
2.6.1 Cilend ChemMOLEIaPIE ...vecve ettt et 45
2.6.2 MonOKIONAINT PrOtHATKY .....ceeeveieeeieeeie et 45
2.6.3 Nizkomolekularni inhibitory .....ccoccveiceen e 46
264 10 s LT o YOO 47



2.6.5
2.6.6
2.6.7
2.6.8
2.6.9
2.6.10
2.6.11

31
3.11
3.1.2
3.13
3.14
3.15

3.2
3.21
3.2.2
3.23
3.24
3.25

3.2.6
3.2.7
3.21

4.1
4.2
4.1
4.2

Necilend chemOtErapi .....uecvveeierie ettt s s 48

ALKYIAENT EINIAIA ..t 49
ANtIMEtAbOlITY .oeeveeeieiiee e 49
Rostlinné alkaloidy a inhibitory topoizomeras........c.cccuuviiieiiiiinniiiniincies 50
ANTFACYKIINY ..ot 51
D03 (o181 <111 12 TP TSP P PRSP 52
V[ 0 D=1 114 o] IR OO PPPPP PP 53
EXPEriMENtAINi CAST..cviuieieeieeie e 55
Obecné informace k experimentalni CAsti........cccceevviiniiiiiniiinienienie e 55
PouZité chemikalie @ roztoKY .......ccceevieiiiiie e 55
oo TTb A - 1 1= L= TR PSP PPPPP 55
POUZItY MAtEIIAl cuveviieeieerieceeeie ettt et e s 55
POUZItE PFISTIOJE cvevreurertieeeieiesitesteb ettt eb s st sr st 56
POUZitd BUNBENA lINIE ..vveeieeeereeeeee e 56
=3 7o Y Y OO OO PP PP P PP 57
Stanoveni Zivych bunék pomoci TMRE ..ot 57
Stanoveni bunééného cyklu a jeho analyza .......ccccvvvvviiiiiiiiiiiciicee, 57
Extrakce celkovych proteinl ......ocueeeveeiiiiniiiiiiiiiiic e 58
Stanoveni koncentrace proteint metodou Bradfordové...........cceceeieiinneninnn. 58

Stanoveni exprese protein(i LAMP1, V-ATPasa, LAMP2 pomoci metody western

0o} 413 =P TPPR PP 59
Chemiluminiscenéni detekce specifickych proteinu .......cccocviiniiiiiiiiinninnns 60
Stanoveni POCtU lYSOZOMUL. ....ovuerveeeeienrieicie ittt s 61
Stanoveni akumulace 1é€iva v IyS0Zomech .......ccccoviviviiiiiiiiiiiiiniie e 62
VYSIEAKY ettt s 63
Analyza exprese markerovych proteinl........ccoeoeveeiiiienninienin s 64
Stanoveni POCtU [YSOZOMUL. ....ovveruiereeriecriisiie i 66
Sekvestraéni kapacita lySOZomU........cooceeueeieeniniiiniiii e 68
Analyza bun@Eného CyKIU. .....cc.cvviiiiiiiiiiiiii 70
DISKUZE ..t ceee ettt ette e ee et st eesb e e sabe e b be s b saae e eaae s b ae e a e e e nn e saae e 72
- V< PPN 75
Seznam POUZItE lILEratUIY ....ceoverieeiecie e 76



Seznam pouzitych zkratek

ABC — ATP binging cassette
AML — akutni myeloidni leukemie

CLEAR - Coordinated Lysosomal Expression and Regulation = koordinovana lysozomalni

exprese a regulace
CLL — chronicka lymfatickd leukemie
DNA — deoxyribonukleova kyselina
DXR — doxorubicin

ERCCGL1 - excision repair cross-complementation group 1 =excizni reparacni krizové

komplementacni skupina 1
GADPH - Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa
MAPK — mitogen-activated protein kinases = MAP kinasa
MDR — multidrug resistence = mnohocetnd lékova rezistence
MMR — mismatch reparace
MRP1 — multidrug-resistance-associated protein 1 = protein asociovany s MDR

MTIF — mitochondrial translational initiation factor = mitochondridlni iniciacni
translacni faktor
mTOR1 — mammalian target of rapamycin complex 1 = sav¢i cil pro rapamycinového

komplexu 1
MTX — mitoxantron
PDGF - Platelet Derived Growth Factor = rUstovy faktor odvozeny z krevnich desticek
pRB — retinoblastomovy protein
ROS — Reactive Oxygen Species = reaktivni formy kysliku
STI— imatinib

TFE3 — Transkripcni faktor E3



TFEB — transkrip¢ni faktor EB

TGN —trans Golgiho network = trans golgiho sit
TKlIs — inhibitory tyrosinkinas

TP53 —tumor protein p53

VEGF — Vascular endothelial growth factor = vaskularni endotelidlni ristovy faktor



1 Uvod

Chemoterapie zUstavda primarni metodou IéCby rdznych lidskych malignit. Problémem
je ovsem mnohocetna lékova rezistence (MDR), coz je jev, pfi kterém nadorové buriky
vykazuji rezistenci vici strukturné a funkéné nesouvisejicim protinaddorovym léciviim.
Jednd se o primarni prekazku pri Ié¢bé rakoviny za pouziti chemoterapie.

ProtoZe se MDR povaZuje za jednu z hlavnich pfi¢in omezeného Uspéchu mnoha
chemoterapeutik, existuje naléhava potfeba odhalit molekuldrni mechanismy,
které jsou zdkladem rezistence nadorovych bunék vi¢i pouzivané |écbé.
Jednim z moZnych mechanismd rezistence nadorovych bunék je lysozomalni
akumulace pouzitého léciva.

Lysozomy jsou kyselé intraceluldrni organely obsahujici rlzné kyselé hydrolasy,
které hraji kliCovou roli pfi rozpadu makromolekul, véetné nukleovych kyselin,
proteind, lipid( a polysacharid(i. Kromé toho bylo prokazano, Ze lysozomy se aktivné
Ucastni rtznych bunécnych procest, véetné recyklace organel, fagocytozy bakterii
a virll, exocytdzy i apoptozy. Bylo zjisténo, Ze lysozomalni biogeneze je vyvolana mimo
jiné translokaci transkripcniho faktoru EB (TFEB) z cytoplazmy do jadra. TFEB je hlavni
reguldtor, ktery aktivuje transkripci genli zodpovédnych za biogenezi a funkci
lysozom.

Ukazalo se, Ze TFEB zprostfedkovana lysozomalni biogeneze je indukovana riznymi
stimuly, jako je aberantni skladovani lysozomu, hladovéni bunék, poruseni nizkého pH
v lysozomu napft. farmakologickou inhibici V-ATPasy, inhibici klicového reguldtoru
rastu komplexu mTOR 1. Nové bylo zjiSténo, Ze stres mulZe vyvolat i sekvestrace
slabych  hydrofobnich bdzi nanomolarnich koncentraci. Stres indukovany
akumulaci slabych hydrofobnich bazi v nanomoldrnich koncentracich aktivuje TFEB,

coz jak uz bylo feceno, spusti biogenezi lysozomU (Zhitomirsky & Assaraf, 2015).
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2 Teoreticka cast

2.1 Nadorova bunka

Rakovina je zdvainym zdravotnim problémem celosvétové populace a je druhou
nejéastéjsi pri¢inou Umrti v USA. V roce 2020 byla diagnostika a |écba rakoviny
zpomalena pandemii COVID-19, coZz mohlo mit za nasledek chvilkové snizeni incidence
rakoviny ve svétové populaci. Tento pokles vSak muZe byt ndsledovan nardstem
vyskytu pokrocilych stadii rakoviny nebo miZe vyustit ve zvySenou uUmrtnost
na nadorové onemocnéni (Siegel, et al., 2021).

Celosvétové se v roce 2020 vyskytlo odhadem 19,3 milionu novych pripadud
rakoviny a rovnéz doslo k témér 10 milionlim Umrti na tuto nemoc. Rakovina prsuu Zen
se stala oproti minulosti nejcastéji diagnostikovanou rakovinou. Odhadem se jedna
0 2,3 milionu novych pfipadl (11,7 %) této nemoci. Rakovina plic byla diagnostikovana
u 11,4 % pacientq, kolorektalni karcinom u 10 %, karcinom prostaty u 7,3 % a rakovina
Zaludku 5,6 % pacientll snadorovym onemocnénim. Nej¢astéjsi pfi¢inou umrti
v disledku nddorového onemocnéni mohl byt karcinom plic s odhadovanou umrtnosti
18 % (1,8 milionu Uumrti), dmrtnost na kolorektdlni karcinom byla odhadem 9,4 %
a umrtnost na Zensky karcinom prsu cinila 6,9 % (Sung et al., 2021).

Rakovina je nemoc, ktera ma plvod v genetickém poskozeni buriky. Poskozeni
muze byt vicero druh(i, muizZe se jednat o recesivni mutace tumor supresorovych genu,
dominantni mutace protoonkogenl, poskozeni mulZe byt zplsobeno velkym
genetické poskozeni bunky. VSechna tato poskozeni vedou k naruseni exprese genu
nebo k poruseni funkce produktl exprese.

Prvotni myslenka, Ze za rakovinu muzZe genetické poskozeni, se opirala o rizné
dikazy, mezi néZ patfi rozpoznani dédi¢nych predispozici k rakoving,
detekce poskozenych chromozom( v rakovinnych burikach, zjevna souvislost
mezi vznikem rakoviny a zhorSenou schopnosti bunék opravovat poskozenou
DNA a také se tato myslenka zakladala na dlikazech, které poukazuji na mutagenni

potencial latek vedouci ke karcinogenité (Bishop, 1988, 1991).
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Nyni jiz dobre vime, Ze genetické abnormality jsou zdkladem pro vétsSinu
rakovin - mutace mohou transformovat normalni bunky na rakovinné tim, Ze je
obohati o nové vlastnosti. Nestabilita genomu a mutace vedou k charakteristickym
znakdm rakoviny (Novikov, 2020). Pfedpoklada se, Ze obrovska variabilita genotypu
nadorovych bunék je manifestaci deseti zakladnich zmén v bunécné fyziologii,
které dohromady spusti maligni rast.

Témito esencidlnimi zménami jsou: genomova nestabilita, sobéstanost
v rlistovych signalech, necitlivost vici inhibici rlstovych signal(, unik pred bunécnou
smrti, neomezeny replikacni potencial, deregulace bioenergetiky bunky, indukce
angioneogeneze, aktivace invaze do tkani s tvorbou metastdze, nador-podporujici
zanét, vyhnuti se imunitnimu dohledu.

Kazda z téchto fyziologickych zmén buriky je novou schopnosti ziskanou béhem
vyvoje nadoru. Tyto schopnosti umoZnuji UspéSné poruseni obranného
protinddorového mechanismu, ktery je pevné zakotven v kazdé bunce a tkani a je

zapojen do boje proti rakovinnému bujeni (Hanahan & Weinberg, 2000, 2011).

2.1.1 Genomova nestabilita
Ziskani charakteristickych znak( nadorové bunky zavisi z velké ¢asti na fadé uspésnych
zmén v genomu neoplastickych bunék. Lze fici, Ze urcité mutantni genotypy poskytuji
selektivni vyhodu subkloniim bunék, coz umoznuje jejich rlist a pripadnou dominanci
v prostredi tkané, ve které se vyskytuji. V souladu s tim je moZné popsat vicekrokovou
progresi nadoru jako posloupnost klonalnich expanzi, z nichZ kazda je vyvoldna
nahodnym ziskdnim mutantniho genotypu. ProtoZe dédi¢ny fenotyp, jako je inaktivace
tumor supresorovych gend, Ize ziskat i pomoci epigenetickych mechanism{, jako je
metylace DNA a modifikace histonl, mohou byt nékteré klondIni expanze vyvolané
nemutantnimi zménami ovliviiujicimi regulaci genové exprese.

Systém pro udrZovani integrity genomu u normalni buriky ma schopnost detekovat
a resit defekty v DNA, coz zajistuje, Ze rychlosti vyskytu spontanni mutace jsou béhem
kazdé generace bunék obvykle velmi nizké. V prlibéhu ziskavani mutantnich gen(

potfebnych k Fizeni tumorigeneze rakovinné bunky se ¢asto zvySuje pocet mutaci
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a rychlost jejich vyskytu. Této proménlivosti mlize byt dosazeno zvySenou citlivosti
na mutagenni latky, rozpadem jedné nebo nékolika slozek mechanismu udrzovani
integrity genomu nebo kombinaci obojiho. Kromé toho Ize akumulaci mutaci urychlit
narusenim systému dozoru, ktery normdalné monitoruje genomovou integritu a nuti
geneticky poskozené buriky do senescence nebo apoptdzy. Role genu TP53
je vsystému dozoru nad genomovou integritou Ustfedni. Jeho funkce je natolik
zasadni, Ze se mu fika ,,strazce genomu”.

Byla zdokumentovana rtznorodd skala defektl ovliviiujicich rizné komponenty
mechanismU udrzby DNA. Tyto mechanismy se ¢asto oznacuji jako ,oSetfovatelé”
genomu. Seznam téchto defektnich ,oSetfovatelskych” genli zahrnuje ty,
jejichz produkty se podileji na detekci poskozeni DNA a aktivaci opravnych
mechanismu, pfimé opravé poskozené DNA a inaktivaci nebo zachyceni mutagennich
molekul dfive, nez DNA poskodi.

Z genetického hlediska se tyto ,,0Setfovatelské” geny chovaji podobné jako tumor
supresoroveé geny, protoze jejich funkce mohou byt béhem progrese nadoru ztraceny,
pricemz téchto ztrat Ize dosdhnout bud'inaktivujicimi mutacemi nebo prostfednictvim
epigenetické represe.

Dulezitym ochrancem integrity genomu je i telomerasa. Ztrata telomerické DNA
v mnoha nadorech generuje karyotypickou nestabilitu a rovnéz generuje i souvisejici

amplifikaci a deleci chromozomalnich segmentl (Hanahan & Weinberg, 2011).

2.1.2 Sobéstacnost v ristovych signalech
Pravdépodobné nejzakladnéjsi vlastnosti rakovinnych bunék je jejich schopnost
udrzovat chronickou proliferaci. Normalni tkané peclivé kontroluji produkci
a uvolniovani signall podporujicich rlist bunky. Tyto signaly nafizuji postup bunécnym
cyklem, ¢imz zajistuji homeostazu poctu bunék a tim udrZuji normalni architekturu
a funkci tkané (Hanahan & Weinberg, 2011). Normalni, maligné nezménéné buriky,
potfebuji mitogenni rlistové signdly pro svij prechod z klidového stadia do stadia
aktivni proliferace. Tyto signaly jsou prenaseny do buriky pomoci transmembranovych

receptorl (Aaronson, 1991).
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Transmembranové receptory vazou charakteristické tfidy signdlnich molekul
jako jsou  difuzni  rlGstové  faktory, extracelularni komponenty  matrix

Ill

a také ,,cell- to-cell” adhezni a interakéni molekuly. Pokud je znamo, Zadna normalni
bunika neni schopna proliferace v pfipadé, Ze ji chybi tyto stimulacéni rlstové signdly.
Zavislost na rUstovych signdlech je patrnd v ptipadé, kdy se buriky nachazi v in vitro
kulture. Bunky se déli pouze tehdy, kdyZz maji k dispozici dostate¢né mnozstvi
mitogen — faktor( podporujicich mitézu a spravny substrat pro své integriny.

Zavislost normalnich bunék na zevnich rlstovych signalech je naprostym opakem
toho, co pozorujeme u bunék nadorovych. Zavislost nddorovych bufek na exogennich
rastovych signdlech je silné potlacena, coz ma za nasledek to, Ze nadorové buriky
vytvari mnoho vlastnich rlstovych signdll, které snizuji jejich zavislost na stimulaci
z okolniho fyziologického mikroprostfedi (Hanahan & Weinberg, 2000).

Rakovinné bunky ziskavaji schopnost udrzovat proliferativni signalizaci mnoha
alternativnimi zpusoby. Napfiklad mohou samy rakovinové buriky produkovat ligandy
rastovych faktord, na které pak mohou reagovat prostrednictvim exprese pribuznych
receptor(, coz vede k autokrinni proliferativni stimulaci.

Dal$im alternativnim zpUsobem udrZzovani aktivni proliferace je vysilani signalu
rakovinovymi burikami ke stimulaci normalnich bunék, kdy normalni burky reaguji
na tuto stimulaci zdsobovanim rakovinnych bunék rlznymi rlGstovymi faktory.
Receptorova signalizace mlze byt také deregulovana zvySenim hladin receptorovych
protein(, které jsou vystaveny na povrchu rakovinnych bunék, coz zpulsobi, zZe tyto
bunky budou hyperreaktivné reagovat na jinak omezujici mnozstvi ligandu rlistového
faktoru. Stejné miiZe nadorovd burika reagovat i v pfipadé strukturalni zmény
v molekulach receptoru (Hanahan & Weinberg, 2011).

Na neomezené proliferaci se podili aktivace protoonkogenl na onkogeny.
Protoonkogeny jsou pozménéné formy normalnich  bunécnych gen.
Obvykle se nachazeji v sousedstvi hrani¢nich bodli chromozomu a jsou cilem mutaci.
Protoonkogeny jsou geny, které se Ucastni regulace, déleni a diferenciace bunééného
cyklu. K jejich aktivaci muaze dojit vloZenim bodovych mutaci do genu.
Napfriklad protoonkogeny odvozené od rodiny c-ras mohou mit mutaci pouze v jedné
bazi v poloze 12 nebo 61, coz staci k tomu, aby se staly onkogenem. Protookogeny Ize

také aktivovat na onkogeny inzerci retrovirovych sekvenci blizko genu,
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aniz by se zménila jeho kd&dujici sekvence. Takova aktivace protoonkogenu
probiha u c-myc, c-erbB, c-mos, cH-ras a dalSich.

Abnormalné aktivované protoonkogeny se stavaji onkogeny. Onkogeny jsou geny,
které ptispivaji k maligni transformaci bunky. Prvné byly objeveny v roce 1911, kdy byl
identifikovan virus Rousova sarkomu. Poznatek, Ze retrovirus miliZe nést geny
podporujici vznik rakoviny, vedla k explozivnimu vyvoji v této oblasti.

Onkogeny koduiji proteiny, které ptrimo reguluji regulacni proteiny bunééného ristu
a také mohou ovliviiovat stabilitu genomu. Deregulaci regulacnich proteint dochazi
k nekontrolovanému déleni bunék, tvorbé ndadorl a invazivhimu rudstu.
Nékteré produkty onkogent plsobi mimo burku, napfriklad ristové faktory. Prikladem
genu rlstového faktoru je c-sis, ktery se Ucastni B fetézce rlstového faktoru
odvozeného z krevnich desti¢ek (PDGF). Jiné produkty onkogend plsobi na urovni
bunécné membrany. V cytoplazmé se mohou onkogeny (napf. c-ras) ucastnit signalni
transdukce. V jadfe mohou onkogeny (napf. c-jun) plsobit jako transkripéni faktory

a fosforylovat cilové proteiny. (Alvarez & Besa, 2000).
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2.1.3 Necitlivost vici inhibici ristovych signala
Uvnitf normdlni tkané operuji mnohé protiproliferaéni signaly, které maji za ukol
udrzovat klidovy stav bunky a homeostazu tkané. Protiproliferacni signaly zahrnuji
rozpusténé rlstové inhibitory a imobilizované inhibitory, nachazejici
se v extraceluldrnim prostoru pobliz burikky nebo na samotném bunécném povrchu.
Tyto signaly jsou stejné jako jejich protéjsky — rlastové signdly — prijimany do bunky
pomoci transmembranovych receptor(.

Transmembranové receptory jsou spojeny s intracelularnimi signdlnimi drahami.
Spousta téchto drah, umoznujicich normalni burice odpovidat na protir(istové signaly,
je uzce spjata s bunécnym cyklem. Konkrétné se slozkami fidicimi prichod bunky
G1 fazi bunécného cyklu.

Bunky béhem této periody monitoruji své okoli a na zdkladé signalu,
které dostdvaji, se rozhoduiji, zda-li se budou mnotzit, zlistanou v klidovém stavu nebo
stanou-li se postmitotickymi (Hanahan & Weinberg, 2000).

Kromé charakteristického znaku vyvolavani a udrZovani pozitivné pUsobicich
signdll stimulujicich rlst, musi rakovinné buriky také obchazet ochranné bunécéné
mechanismy, které negativné reguluji bunécénou proliferaci. Mnoho z téchto
bunéénych mechanismU zavisi na plsobeni tumor supresorovych gen(. Prototypem
tumor supresorového genu je gen RB1, kodujici protein pRB a gen TP53 kdduijici
protein p53. Protein pRB (retinoblastomovy protein) a protein p53 funguji
jako centrdlni fidici uzly ve dvou klicovych celularnich regula¢nich obvodech, které fidi
bunécnou proliferaci nebo alternativni aktivaci programa starnuti a apoptdzy.

Protein pRB integruje se signdly z rGznych extraceluldrnich a intracelularnich zdroja
a v reakci na to rozhodne, zda by burika méla pokradovat ve svém bunécném cyklu
nebo nikoliv. Rakovinovym burikdm s defekty ve funkci drahy RB tak chybi ,,sluzby
kritického straice” progrese bunécného cyklu, jehoz absence umoinfuje trvalou
bunécnou proliferaci. Zatimco pRB prendsi signaly inhibujici rlst, jejichz pavod
je prevainé extracelularni, p53 prijima informace ze senzord stresu a abnormalit,
které funguji v intraceluldrnich operacnich systémech burky. Pokud je stupen
poskozeni genomu nadmérny nebo jsou-li neoptimalni hladiny nukleotidovych zdsob,

hladiny signalll podporujicich rast, hladina glukézy nebo hladina okyslicovani,
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mUzZe p53 zastavit dalSi postup bunécného cyklu do doby, dokud nebudou tyto
podminky normalizovany.

Alternativné muzZe p53 spustit apoptdzu v pfipadé, Ze burika cCeli vystrainym
signaltm, které naznacuji ohromné nebo nenapravitelné poskozeni téchto bunécénych
subsystém( (Hanahan & Weinberg, 2011). Mutace v tumor supresorovych genech
zpUsobuji ztratu funkce genu. Tyto genetické zmény méni strukturni gen nebo pUsobi
tak, Ze vypnou regulaéni prvky bez syntetizovaného genového produktu (Stanley
J. Korsmeyer, 1999) .

Na molekuldrni drovni jsou nejspiSe vSechny protiproliferacni signaly privadény
do bunky prostfednictvim pRb (Hanahan & Weinberg, 2000). Protein pRb je
nejdllezitéjSim proteinem, ktery reguluje postup bunécného cyklu do S faze.
Fosforylace pRb zpUsobuje inaktivaci jeho inhibi¢ni ristové funkce (Pai et al., 2000).

V hypofosforylovaném stavu blokuje pRb proliferaci sekvestraci a zménou funkce
transkripénich faktora E2F, které kontroluji expresi genli nezbytnych pro postup
z Gl do S faze (Weinberg, 1995). NaruSeni drahy pRb uvolfiuje transkripcni faktory
E2F, cozumozZnuje bunécnou proliferaci. Bunky se tak stdvaji necitlivé vUci
protirGstovym faktoriim, které normalné blokuji postup buniky G1 fazi bunécného

cyklu.(Hanahan & Weinberg, 2000).

17



2.1.4 Unik pred programovanou bunéénou smrti
Programovana bunécnd smrt — apoptdza — slouZi jako ptirozena bariéra proti rozvoji
rakoviny. Studium apoptdzy odhaluje, jakym mechanismem je spousténa v navaznosti
na bunécnou odpovéd, kterd se odviji od ziskanych podnétld - rGznych druh( stresu
(Hanahan & Weinberg, 2011).

Apoptdza zahrnuje sérii bunécnych udalosti, které vedou k aktivaci rodiny
cysteinovych proteas nazyvanych kaspasy. V odpovédi na rGzné apoptotické stimuly
je aktivovana ,,iniciacni” kaspasa (casp-2, casp-8, casp-9 nebo casp-10). Iniciacni
kaspasy poté Stépi zymogenni formy ,,popravcich” kaspas (casp-3 nebo casp-7),

I

¢imzZ je aktivuji. Aktivované ,,popravci“ kaspasy zpUsobuji proteolytické Stépeni
specifickych  bunécnych substratl, coZz neodvratné vede kbunécné smrti
(Fernald & Kurokawa, 2013).

Jakmile je apoptdza spusténa, rozviji se v presné na sebe navazujicich krocich.
Bunééné membrany jsou naruseny, cytoplasmaticky a jaderny skelet je rozloZen,
cytosol je postupné odskrcovdn v podobé apoptotickych télisek, chromozomy
jsou degradovany a jadro je fragmentovano. Nakonec je pozUstatek mrtvé ,,scvrklé”
bunky pohlcen okolnimi burikami v tkani (Wyllie, Kerr, & Currie, 1980).

Apoptoticky aparat muZze byt rozdélen na dvé slozky a to efektorovou
a senzorickou. Senzory jsou odpovédné za monitorovani vnitfniho a vnéjsiho prostredi
buniky a rozhoduiji, je-li prostfedi pro bufiku normalni nebo abnormalni a tim urcuiji,
zda-li burika bude nadale Zit nebo zemfre. Signdly zjisténé senzory reguluji druhou
slozku apoptotického aparatu, kterd ma funkci efektoru apoptotické smrti. Tyto hlidky
maji receptory na bunécném povrchu, které vaii faktory preziti nebo faktory smrti
(Hanahan & Weinberg, 2000).

Intracelularni senzory monitoruji bunéénou pohodu a aktivuji drahu smrti
v pfipadé, Ze senzory detekuji abnormality zahrnujici poskozeni DNA
nebo nerovnovahu vyvolanou onkogenni akci, popfipadé nerovnovahu zplsobenou
nedostatecnosti faktorl preziti. Draha smrti se spousti i v pfipadé detekce hypoxie
(Evan & Littlewood, 1998).

Na rozdil od normalnich bunék jsou rakovinné bunky pod stalym stresem.
Ten je vyvolan genomovou nestabilitou, bunécnou hypoxii a onkogennim stresem.

V reakci na tyto podnéty by se za normalni situace aktivovala vnitini cesta apoptdzy.
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Pfes vSechny tyto apoptdzu vyvolavajici stimuly se rakovinné buriky casto dokazi
vyhnout této bunééné reakci a to pomoci deaktivace apoptotickych drah.
Mysi genetické modely ukdazaly, Ze genetickd inaktivace kaspasy muzZe vést nejen
k rezistenci na urcité proapoptické podnéty, ale mlze také urychlit tvorbu nadoru
u mysi. Inhibice apoptdzy tedy hraje zasadni roli v preziti rakovinnych bunék a v rozvoji
nadoru (Fernald & Kurokawa, 2013).

V soucasné dobé je vnitfni apoptoticky program vniman jako bariéra proti rozvoji
rakoviny. , Apoptoticky spoustéc”, ktery prenasi signdly mezi reguldtory a efektory,
je fizen vyvazenim pro- a antiapoptotickych ¢lend rodiny regulacnich proteind Bcl-2.
Bcl-2 spolu s nejvice ptibuznymi proteiny (Bcl-xL, Bcl-w, aj.) jsou inhibitory apoptdzy,
které z velké Casti pusobi na dva proapoptotické spoustéci proteiny (Bax a Bak). Kdyz
jsou Bax a Bak zbaveni inhibice antiapoptotickymi pfibuznymi proteiny, narusuji
integritu vnéjsi mitochondridlni membrany a zplsobuji uvolfiovani proapoptotickych
signdlnich protein(, z nichZ nejdlleZitéjsi je cytochrom c.

Uvolnény cytochrom c¢ aktivuje naopak kaskadu kaspas, které prostfednictvim
svych proteolytickych aktivit plasobi tak, Ze indukuji mnohocetné bunécéné zmény
spojené s apoptotickym programem.

Proteiny Bax a Bak sdileji interakéni domény protein-protein, nazyvané motivy
BH3, s antiapoptotickymi proteiny podobnymi Bcl-2, které zprostifedkovavaji jejich
razné fyzické interakce. Aktivity podrodiny pfibuznych proteinli, z nichz kazdy
obsahuje jeden takovy motiv BH3, jsou spojeny s fadou senzor( bunécné abnormality
(Hanahan & Weinberg, 2011). Gen Bcl-2 byl identifikovdn v chromozomdlnim
zlomovém bodé t(14;18) nesouci lidsky folikularni B bunéény lymfom. Ukazalo se,
Ze Bcl-2 spiSe blokuje programovanou bunéénou smrt, nez podporuje proliferaci.
Bcl- 2 gen tak zahajil novou kategorii onkogena - regulator(i bunécné smrti.

Clenové rodiny proapoptickych a antiapoptotickych Bcl-2 predstavuji ustfedni
regulatory v evoluéné konzervované cesté bunécné smrti. Aberace v rodiné Bcl-2
vedou k neusporddané homeostaze a patogenité vyvolavajici nemoci véetné rakoviny.
Potladenim normalnich apoptotickych drah pomoci Bcl-2 je burikdm, které udrzuji

poskozeni DNA, umozZnéno vyhnout se apoptdze (Stanley J. Korsmeyer, 1999).
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2.1.5 Neomezeny replikacni potencial
Sobéstacnost v rlstovych signalech, necitlivost vici inhibici rlstovych signalG a unik
pfed apoptézou vedou spolecné kodpojeni od rlstového planu bunky,
ktery je ovliviiovan signdly z prosttedi. V zasadé by deregulovand proliferace méla
stacit k neomezenému rUlstu bunécné populace tvotici makroskopické nadory.
Vyzkum nicméné ukazuje, Ze tyto ziskané schopnosti naruseni bunécné signalizace
samy o sobé nezarucuji expanzni rast narodu.

Vétsina nebo moznad vSechny typy savcich bunék nesou vlastni bunéény autonomni
program, ktery omezuje pocet jejich déleni. Zd3 se, Ze tento program funguje nezavisle
na vSech vyse popsanych signdlnich drahdch mezi burikami. Aby doslo k nartstu klonu
bunék do velikosti, kterd predstavuje makroskopicky, Zivot ohroZujici nador,
musi byt narusen i onen autonomni program omezujici pocet déleni. Normalni bunky
v bunécné kulture maji konecny replikacni potencial (Hanahan & Weinberg, 2000).

Jakmile takovd bunécna populace projde urcéitym poctem déleni, populace
prestane rlst. Tento proces se nazyva senescence. Senescenci lze obejit deaktivaci
supresorovych proteinli pRb a p53, coz bunkdm umozini pokraCovat v replikaci,
dokud se nedostanou do dalSiho stavu, ktery je oznacovan jako krize.

Krizovy stav je charakterizovan masivni smrti bunék, karyotypickym zmatkem
vzniklym fazi chromozom@ a obéasnym vznikem variantni burky, kterd se muze
mnozit bez limitace, ¢imz ziska schopnost imortalizace (Wright, Pereira-Smith, & Shay,
1989).

Mnoho dikaz( naznacuje, Ze telomery chranici konce chromozomu jsou centralné
zapojeny do schopnosti neomezené proliferace. Telomery sloiené z nékolika
opakovani tandemovych hexanukleotidl se progresivné zkracuji u neimortalizovanych
bunek, tedy u bunék fyziologickych. Normalni bunky propagované v kultufe nakonec
ztraceji schopnost chranit konce chromozomalni DNA pred ,,end-to-end” fuzi. Takové
fuze generuji nestabilni dicentrické chromozomy, jejichZ rozloZeni ma za nasledek
michani karyotypu, coZ ohroZuje Zivotaschopnost bunék. V souladu s tim urcuje délka
telomerické DNA, kolika po sobé nasledujicimi generacemi muiZe potomek plvodni
bunky projit, nez dojde k velké erozi telomer a nasledné ztraté jejich ochranné funkce,

coz vyvold vstup burky do krize.
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Telomerasa, specializovana DNA polymerasa, kterd pridava segmenty telomer
na konce telomerické DNA, témér chybi v neimortalizovanych fyziologickych bunkach.
Naopak je zvysené exprimovana na funkéné vyznamnych drovnich ve vétsiné (90 %)
spontanné imortalizovanych bunék, véetné lidskych rakovinnych bunék.

Prodluzovanim telomerické DNA je telomerasa schopna celit progresivni erozi
telomer, kterd by se jinak wvyskytovala vpfipadé jeji nepfitomnosti.
Pfitomnost telomerasové aktivity ve spontanné imortalizovanych bunkach koreluje
s rezistenci na indukci jak starnuti, tak krize/apoptdzy. Naopak potlaceni aktivity
telomerasy vede ke zkrdceni telomer a k aktivaci jedné nebo druhé z téchto

proliferativnich bariér (Hanahan & Weinberg, 2011).

2.1.6 Bioenergetika nadorové bunky
Chronicka a casto nekontrolovand bunéénd proliferace, kterd predstavuje podstatu
neoplastického onemocnéni, zahrnuje nejen deregulovanou kontrolu bunééného
déleni, ale také odpovidajici upravy energetického metabolismu s cilem podpofit rlst
a proliferaci bunék.

Za aerobnich podminek zpracovavaji glukézu normalni bunky nejprve glykolyzou
na pyruvat v cytosolu a poté pyruvat na oxid uhli¢ity v mitochondriich. Za anaerobnich
podminek je upfednostfiovdana anaerobni glykolyza ado mitochondrii
spotrebovavajicich kyslik je odesildno pyruvatu jen maélo.

Otto Warburg poprvé pozoroval anomalni charakteristiku energetického
metabolismu rakovinnych bunék. Dokonce i za pfitomnosti kysliku mohou rakovinné
bunky preprogramovat svllj metabolismus glukézy, ¢imz mohou ovlivnit produkci
energie. Takové preprogramovani energetického metabolismu je zdanlivé nesmysiné,
nebot rakovinné burnky musi kompenzovat 18krat nizsi ucinnost produkce
ATP, kterou poskytuje anaerobni glykolyza ve srovndni s mitochondridlni
oxidativni fosforylaci. Nadorové burnky kompenzuji tuto nizkou uc¢innost produkce ATP
Castecné zvySenim regulace transportérd glukdzy, zejména GLUT1, coZ podstatné
zvySuje import glukdzy do cytoplazmy.

Ve skutecnosti bylo u mnoha typd nadort zaznamendno vyrazné zvyseni absorpce

glukdzy. Dokonce bylo zaznamenano i vyrazné zvysSeni jejiho vyuziti. Ukazalo se,
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Ze glykolytické ziskdvani energie je spojeno s aktivovanymi onkogeny (napf. RAS, MYC)
a mutovanymi tumor supresnimi geny (napf. TP53). Tuto zavislost na glykolyze Ize
jesSté lépe pozorovat za hypoxickych podminek, které funguji v mnoha nadorech.
Reakéni systém nddoru na hypoxii plsobi pleiotropicky na upregulaci transportéra
glukézy a na mnoho enzym glykolytické drahy. Ras onkoprotein i hypoxie tedy mohou
nezavisle zvySovat hladiny transkrip¢nich faktord HIFla a HIF2a, které zase zvysu;ji
regulaci glykolyzy. VylepSena hypotéza objasnuje, Ze zvySena glykolyza umoznuje
odklon glykolytickych meziprodukti do rtznych biosyntetickych drah, véetné téch,
které generuji nukleosidy a aminokyseliny. To usnadiiuje biosyntézu makromolekul

a organel potifebnych pro sestavovani novych bunék (Hanahan & Weinberg, 2011).

2.1.7 Angiogeneze
Kyslik a Ziviny dodavané cévami maji zasadni vyznam pro funkci a preziti bunék.
Prakticky vSechny bunky ve tkdni musi byt umistény do vzdalenosti 100 um od krevni
kapilary. Béhem organogeneze je tato vzdalenost kapildr od bunék zajisténa
koordinovanym rlstem cév. Jakmile se vytvofi tkan, je rdst novych krevnich
cév - proces angiogeneze - prechodny a peclivé regulovany.

Kvali zavislosti na blizkych kapildrach se zda pravdépodobné, Ze proliferujici buriky
v tkani budou mit vlastni schopnost podporovat rlst krevnich cév. Ukazuje se ale,
Zze bunky v aberantnich proliferativnich lézich zpocatku angiogenni schopnost
postradaji, coZ omezuje jejich moznost expanze. Aby bylo dosazeno vétsi velikosti,
musi se u zacinajicich  neoplazii rozvinout angiogenni schopnost (Hanahan
& Weinberg, 2000). RlUst nddoru zavisi na angiogenezi vyvolanou chemickymi signaly
nadorovych bunék ve fazi rychlého rlstu. Rakovinné burky bez napojeni na krevni
obéh mohou dorust do velikosti 1-2 mm3 v priméru a poté je jejich rast zastaven.
V ptipadé, Ze se nador nenapoji na krevni obéh, mlze se stdt nddor nekrotickym
nebo dokonce i apoptotickym. Proto je angiogeneze dullezitym faktorem pfi rozvoji
rakoviny.

Angiogeneze je stimulovana ve chvili, kdy nadorova tkan vyzaduje kyslik a Ziviny.

Neovaskularizace, véetné angiogeneze nadoru, je v podstaté ctyrstupriovy proces.
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Nejprve je lokalné poranéna bazdlni membrdna v tkanich, kdy okamzité dochazi
k hypoxii. Druhym krokem je aktivace endotelové buriky angiogennimi migrujicimi
faktory. Tretim krokem je mnoZeni a stabilizace endotelovych bunék a poslednim,
¢tvrtym krokem je ovlivnéni angiogenniho procesu pomoci angiogennich faktort
(Nishida et al., 2006).

Vaskularni endotelidlni rUstovy faktor (VEGF) je podstatnym mediatorem
angiogeneze. U zdravych lidi VEGF podporuje rist cév v embryondlnim vyvoji
a je dulezity pfi hojeni ran u dospélych. VEGF je klicovym faktorem vyvolavajicim
angiogenezi u rakoviny, ve které je up-regulovan expresi onkogenu, fadou ristovych
faktor(i a také hypoxii. Produkce VEGF a dalSich rlstovych faktord nadorem vede
k ,angiogennimu prepnuti“, kdy se v nadoru a jeho okoli vytvofi nova vaskulatura,
ktera mu umozni exponencidlné rlist. Vaskulatura tumoru vytvorena pod vlivem VEGF
je strukturalné a funkéné abnormalni - krevni cévy jsou nepravidelného tvaru.
Cévy jsou klikaté, maji slepé ulicky a nejsou organizovany do Zil, arteriol a kapilar.
Jsou rovnéZ déravé a hemoragické, coz vede k vysokému intersticialnimu tlaku.
VSechny tyto vlastnosti maji za ndasledek to, Ze tok krve do nddoru prostfednictvim

téchto cév je neoptimalni, coz vede k hypoxii a dalsi produkci VEGF (Carmeliet, 2005).
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2.1.8 Metastaze
Metastaze, Sifeni malignich bunék z primdrniho nadoru do vzddlenych mist,
predstavuje nejvétsi problém l|écby rakoviny a je hlavni pfi¢inou Uumrti pacientd
s rakovinou. K tvorbé metastdz dochazi v sérii oddélenych krokd, které byly sefazeny
do , metastatické kaskady”.

Klasicky pohled na metastatickou kaskddu, pocinaje od primarni, epitelialni,
neoplastické léze zahrnuje: (1) EMT (epitelidlni-mezenchymadlni prechod) a poruseni
bariéry bazalni membrany, (2) oddéleni nddorovych bunék z primarniho nadoru,
(3) invazi do sousedni tkané, (4) intravazaci do jiZ existujicich a nové vytvorenych
krevnich a lymfatickych cév, (5) transport pres cévy, (6) extravazaci z cév, (7) ustaleni
oddélenych bunék (které mohou zUstat delSi dobu necinné) na sekundarnim
anatomickém misté, (8) rGst mikrometastazy a makrometastazy/sekundarniho
nadoru. Kazdy krok je tvofen jednou nebo vice fyziologickymi bariérami proti Siteni
malignich bunék. Aby nadorova burika mohla Uspésné metastazovat, musi vSechny

tyto bariéry zdolat (Geiger & Peeper, 2009).

2.1.9 NAador-podporujici zanét
Nékteré nadory jsou husté infiltrovany bunkami vrozeného i adaptivniho imunitniho
systému, ¢imzZz zrcadli zanétlivé stavy vznikajici v nenadorovych tkanich.
S pfichodem lepSich markeri pro presnou identifikaci odliSnych typd bunék
imunitniho systému bylo zjisténo, Ze prakticky kazda neoplastickd |éze obsahuje
imunitni bunky pfitomné v hustotach od jemnych infiltraci detekovatelnych pouze
pomoci protilatek specifickych pro dany bunécny typ az po zanéty detekovatelné
standardnimi technikami histochemického barveni.

Historicky se predpokladalo, Ze takovéto imunitni odpovédi odrazeji pokus
imunitniho systému o vymyceni nadorl. Jiz v roce 2000 vsak existovaly ndznaky,
které poukazovaly na to, Ze zanétliva reakce spojena s nddorem méla neocekdvany
paradoxni Uc¢inek na zvySeni tumorigeneze a progrese nadoru.

Zanét mulze prispét k mnoha charakteristickym vlastnostem nddoru tim, Ze dodd

do mikroprostredi nadoru bioaktivni molekuly, véetné rastovych faktor( udrZujicich
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proliferativni signalizaci, faktorUl preziti omezujicich bunécnou smrt, proangiogennich
faktor(i, enzym( modifikujicich extraceluldarni matrix usnadiujicich angiogenezi,
invazi a metastdzy a indukénich signall, které vedou k aktivaci EMT a dalSich programu
patficich k znakGim rakoviny.

Zanét je v nékterych pfipadech zjevny v nejranéjSich stadiich neoplastické
progrese a je prokazatelné schopen podporovat rozvoj pocinajicich neoplazii
az do plnohodnotné rakoviny. Kromé toho mohou zanétlivé bunky uvolfovat
chemikalie, zejména reaktivni formy kysliku, které jsou mutagenni pro blizké
rakovinové bunky, coz urychluje jejich geneticky vyvoj smérem ke stavim zvysSené

malignity (Hanahan & Weinberg, 2011).

2.1.1 Unik pfed imunologickym dohledem
Dosud nevyreSenym problémem kolem tvorby nadorU je otdzka, jakou hraje roli
imunitni systém bé&hem tvorby a progrese pocinajicich neoplazii, nddor( v pozdnim
stadiu a mikrometastdz. Dlouhodoba teorie tykajici se imunitniho dozoru predpoklada,
Ze buniky a tkdné jsou neustdle monitorovany bdélym imunitnim systémem a Ze takovy
imunitni dohled je zodpovédny za rozpoznani a eliminaci drtivé vétSiny pocinajicich
rakovinnych bunék, a tedy vznikajicich nddor(. Podle této logiky se nddory,
které se objevi, néjak dokazaly vyhnout detekci imunitnim systémem nebo dokazaly
omezit rozsah imunologického usmrcovani, ¢imz se vyhnuly eradikaci. V poslednich
letech stdle vice dlikazl naznacuje, Ze imunitni systém funguje jako vyznamna bariéra
pro tvorbu a progresi nadoru.

Diskuse o rakovinové imunologii zjednodusuji imunologické interakce mezi
nadorem a hostitelem, protoZe vysoce imunogenni rakovinné buriky se mohou dobre
vyhnout imunitni destrukci deaktivaci sloZzek imunitniho systému, které byly vyslany
k jejich eliminaci. Rakovinné buriky mohou paralyzovat infiltrujici cytotoxické
lymfocyty a NK bunky vyluc¢ovanim TGF-B nebo vylu¢ovanim jinych imunosupresivnich
faktord. Drobnéjsi mechanismy funguji prostfednictvim naboru zanétlivych bunék,
které jsou aktivné imunosupresivni, véetné regulacnich T bunék (Tregs) a myeloidnich
supresorovych bunék (MDSC). Jak Tregs, tak MDSC mohou potlacit pUlsobeni
cytotoxickych lymfocytli (Hanahan & Weinberg, 2011).
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2.2 Moinosti lécby nadorového onemocnéni

Mezi priklady lé¢by rakoviny z pocdtku 19. stoleti patti radikdlni, super-radikalni
a ultra-radikalni chirurgie, jak ji propagoval William S Halstedt. Zejména radikalni
mastektomie byla pouZzivana k 1é¢bé rakoviny prsu po dobu 90 let, a to mezi lety 1891
a1981. V roce 1981 viak Bernhard Fisher zverejnil studii, kterd vyvratila radikalni
chirurgicky zakrok jako jediny zplsob |écby rakoviny. Pouziti radikalni chirurgie
bylo okamzité snizeno poté, co se potvrdilo, Ze systémova adjuvantni |écba
v kombinaci s lokalni chirurgii pfinesla podobné, ne-li lepsi vysledky. V dnesni dobé
jerakovina |é¢ena trfemi hlavnimi pfistupy a to radioterapii, imunoterapii
a chemoterapii (Schirrmacher, 2019).

Po objevu rentgenovych paprskd v roce 1895 Wilhelmem Conradem Réntgenem
byla poprvé ocenéna jejich klinicka uziteCnost. Rentgenové paprsky byly pouZity
jako prostfedek |écby rakoviny (Baskar et al., 2012). Radioterapie je zdakladnim
zpUsobem |éCby rakoviny a prispiva k jeji lé¢bé nebo alespon zmirfiuje pribéh nemoci
u mnoha pacientll s nddorovym onemocnénim (Delaney et al., 2005).

| pfes to, Ze v poslednich letech doslo k lepSimu pochopeni charakteristik vyvoje
rakoviny a jeji [éCby z(istava radiacni terapie dlleZitou soucdsti IéCby rakoviny, pficemz
priblizné 50 % vsech pacientl s rakovinou tuto metodu terapie v pribéhu onemocnéni
vyuziva. Radioterapie prispiva k 40 % kurativni 1é¢by rakoviny. Hlavnim cilem radiacni
terapie je zbavit rakovinné bunky jejich multiplikacniho potencidlu (Baskar et al.,
2012).

Alternativnim zpUsobem lécby rakoviny je imunoterapie. Imunoterapie se béhem
poslednich desetileti vyznamné rozvinula a dopliuje mozZnosti terapie.
Na rozdil od ostatnich terapeutickych konceptll je imunoterapie primarné zamérena
na prevenci metastatického Sifeni nemoci a na zlep3Seni kvality Zivota nadorovych
pacientU. Pristupy, které se pouzivaji vimunoterapii, jsou zaloZzeny na komplementaci
nebo stimulaci imunitniho systému prostrednictvim velkého mnoZstvi sloucenin,
jako jsou lymfokiny, vakciny, in vitro stimulované efektorové burky imunitniho
systému nebo protilatky.

Kvuli své genetické nestabilité nadorové buriky obvykle exprimuji abnormalni

proteiny, tj. antigeny spojené s nddorem (TAA), které nejsou (nebo jen velmi omezené)
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exprimovany normalnimi bunkami. Takové TAA vystavuji nové, potencidlné
imunogenni epitopy, které lze rozpoznat imunitnim systémem hostitele. Imunoterapie
je uréena k obnoveni reaktivity imunitniho systému hostitele v boji proti rakoviné
(Schuster, Nechansky, & Kircheis, 2006).

Hlavnim zplUsobem |éCby rakoviny je chemoterapie, coz je standardni typ lécby
rakoviny. Jednim zprvnich chemoterapeutik objevenych na konci 70. let
byla cisplatina. Vyvolavala vSak zavainé vedlejsi ucinky, jako napfriklad zvraceni,
které se opakovalo i 12x denné. ZdUvodu absence antiemetik vté dobé,
se prepokladalo se, Ze pacienti zacnou nezZadouci vedlejsi ucinky agresivni
chemoterapie tolerovat, k ¢emuz ovSem nedoslo.

Chemoterapie je uc¢inna pti lécbé rlznych typl lymfomd, ale u jinych typl rakoviny
chemoterapie Casto nema velké lécebné uclinky. Mlze ovsem prodlouzit celkové
preziti pacienta. Chemoterapie se asto podava hlavné jako paliativni [éCba.

Ptes veskery pokrok je |écba chemoterapeutiky ztéZovana a mlze se stat dokonce

i neucinnou v disledku mnohocetné |ékové rezistence nadorovych bunék.
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2.3 Mnohocetna Iékova rezistence

Mnohocetnd l|ékova rezistence, zkracené MDR, je schopnost nadord vykazovat
simultanni rezistenci v{ici fadé strukturné a funkéné nesouvisejicich chemoterapeutik.
Je to ziskand rezistence v prabéhu |écby, kdy se plvodné citlivé nadorové bunky
stanou necitlivé v0(C¢i cytostatickym a cytotoxickym  Gcinkdm  pouzitych
protinddorovych léciv. Nadorova burika je tedy rezistentni nejen vici jiz pouzitému
[éCivu, jeji rezistence zahrnuje i [éCiva, se kterymi burika doposud nepfisla do kontaktu
(Gottesman, Fojo, & Bates, 2002).

Termin mnohodetna lékova rezistence (MDR) se pouziva k definovani fenotypu
rezistence, kdy jsou bunky rezistentni vici vice léklim bez zjevné strukturni podobnosti
a s rlznymi molekuldrnimi cili. Uz je jasné, Ze je mnohocetnd lékova rezistence
vzdy multifaktoridlni (Larsen, Escargueil, & Skladanowski, 2000).

Rezistence muze byt bud vnitfni (primarni), kdy je nddorova burnka od samého
pocatku rezistentni vlci urcitému cytostatiku (uréitym cytostatikiim), nebo ziskana
(sekundarni), ktera se vyviji béhem |éCby.

Je zndmo, Ze mnoho faktor( ovliviiuje vyvoj sekunddrni rezistence. Mezi tyto
faktory patfi genetické zmény rakovinnych bunék, rychlost rlstu nadoru a ucinky
mikroprostredi napf. hypoxie, o které je dobfe znamo, Ze indukuje chemo- i radio-
rezistenci (Merlos Rodrigo et al.,, 2020). Rezistence nadorovych bunék
vUci protinddorovym |éc¢ivim zGstava hlavni pri¢inou selhdni lécby u pacientl
s rakovinou(Larsen et al., 2000).

Bylo zjisténo, Ze mechanismuU ziskané mnohocetné lékové resistence je celd fada
a mezi nejlépe prozkoumané mechanismy patfi nasledujici: (1) mutace molekularniho
cile IéCiva, (2) deregulace mechanismd bunécné smrti (3) zvySeny odtok |éciva
z rakovinnych bunék (4) zmény v aktivacnich a/nebo detoxikacnich enzymech,
(5) alterace bunécného cyklu a zménéna reparace (6) zmény metabolismu a vylucovani
|[é¢iva a nedostatecny pfistup léc¢iva k nddoru, véetné hematoencefalické bariéry
v nadorech mozku (7) snizeny pfistup léciva k cilovym bunéénym kompartmentim

(lysozomalni sekvestrace) (Hrabéta et al., 2020).
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Mnoho z téchto mechanism{ rezistence se neomezuje pouze na nadorové buriky,
mlzou se také objevit v bakteriich, kvasinkach, plisnich nebo parazitech,
coz predstavuje hlavni vyzvu pro budouci chemoterapeutika.

Intracelularni distribuce léCiva je modifikovdana v mnoha MDR bunécnych liniich,
coz vede ke zvySené sekvestraci (jinak téZz akumulaci) IéCiva v kyselych vezikulach,
jako jsou recyklované endozomy, lysozomy, nebo trans-Golgiho aparat.
Vzhledem k tomu, Ze vétSina protinadorovych agens cili na DNA nebo na jaderné
enzymy, vede sekvestrace Iéciva v cytoplazmatickych organelach ke snizeni interakce
lék-cil a tim dochazi ke snizeni cytotoxicity lIéku. Zménéna intraceluldrni distribuce
léCiva je obvykle spojena s expresi efluxnich pump |ékd, jako je P-glykoprotein
a multidrug rezistence protein (MRP1). Dalsi béZznou modifikaci v MDR bunkach je
alkalizace intracelularniho pH. Mnoho experimentalnich studii i klinické praxe ukazuiji,
Ze rezistence rakovinovych bunék je zpUsobena kombinaci vicero mechanisma
a prekonani problému MDR bude vyzadovat komplexni pfistup (Larsen et al., 2000).

Existuji dvé obecné tfidy rezistence vUiC¢i protinddorovym  lécivim.
Prvni tfida zahrnuje rezistence, které zhorSuji pfijem antitumorovych Ilatek
nadorovymi burfikami, druha tfida obsahuje rezistence, které vznikaji v samotné
rakovinné bunce v duUsledku genetickych a epigenetickych zmén, které ovliviu;ji
citlivost buriky na lé¢ivo. Zhorseny pfijem léciva muze byt disledkem Spatné absorpce
peroralné podavanych [é¢iv, zvySeného metabolismu l|é¢iva nebo zvySeného
vylucovani, coz ma za nasledek nizsi hladiny 1é¢iva v krvi a sniZzenou difuzi léCiva z krve
do nadoru. Rakovinové bunky v kultufe se mohou stat rezistentnimi vici jednomu
léc¢ivu nebo vici tridé 1éCiv s podobnym mechanismem ucinku. K rezistenci dochazi
zménou bunécného cile léciva nebo zvySenim opravy poskozeni buriky vyvolanou
léCivy (Gottesman et al., 2002). Nékteré z mechanismu Iékové rezistence jsou popsany

v nasledujicim textu.
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2.3.1 Mutace molekularniho cile léciva

Jeden z nejvyznamnéjsich a nejbéznéjsich mechanismu rezistence na cilenou terapii je
spojen se zménami (naptiklad mutaci) v molekuldrnim cili léCiva, coZz vede ke snizeni
kompetence pouZitého chemoterapeutika - inhibitoru. Klasickym pFikladem inhibitoru
je imatinib (STI). Prestoze STI vykazuje vyznamny klinicky pfinos pro pacienty
s chronickou myeloidni leukémii s pozitivnimi BCR-ABL, odpovéd na Iécbu
je u nékterych pacientd jen kratkodoba. V mnoha pripadech je to zpUsobeno
mutacemi v BCR-ABL, které narusuji interakci imatinibu s kindzovou kapsou, coZ vede
k rezistenci. Vicecetné bodové mutace nebo mutace zplsobené posunem cteciho
rdmce v BCR-ABL byly spojeny s rezistenci na imatinib a predstavuji alespon 50 %
ptipadl rezistence na tuto slouceninu.

Objev téchto mechanism( rezistence umoznil vyvoj inhibitord BCR-ABL druhé
generace (napf. dasatinib, nilotinib) a tfeti generace (napf. ponatibib, bosutinib),
které mohou vazat vétSinu mutovanych forem BCR-ABL, coz ma terapeuticky pfinos
pro pacienty s mutacemi BCR-ABL rezistentnimi na imatinib. Tento pfiklad poukazuje
na dlleZitost véasné identifikace mechanismu adaptace nddoru na pouZivanou terapii.
Pfi v€asném odhaleni mechanismu rezistence se mize zamezit rdstu a Sifeni nador(
pomoci nové terapie zaloZzené na poznatcich o mechanismech rezistence na terapii
stavajici.

Rezistence na inhibitory EGFR, FLT3 (fms like tyrosine kinase 3),
FGFR (receptor rGstového fibroblastového faktoru), SRC (protoonkogen Sarcoma
genu) nebo MEK1 (mitogenem aktivovand proteinkinasa 1) jsou dalsi ptiklady

rezistence zpUsobené mutaci molekularniho cile (Ramos & Bentires-Alj, 2015).
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2.3.2 Zména regulace apoptozy
Protinadorova léciva typicky indukuji programovanou bunécnou smrt nebo apoptdzu.
Rozhodnuti, zda bunka bude pokradovat ve svém bunécném cyklu nebo jestli
podstoupi apoptdzu zavisi na komplexni souhte genll a protein(, které maji regulacni
roli v bunéénych déjich. Pfedpoklada se, Ze tumor supresorovy gen p53, je klicovy
nejen pro indukci zastaveni bunécného cyklu vG1 fazi a pro indukci apoptdzy
po poskozeni DNA zplUsobeném protinadorovymi léky, ale Ze je dlleZity také v regulaci
exprese downstreamovych protein(, Bcl- 2 a bax (Krishna & Mayer, 2000; Lowe et al.,
1993). Rezistence se proto mizZe vyvinout pfi ztraté gend nezbytnych pro bunécnou
smrt, jako je TP53 nebo pfi nadmérné expresi genu, které blokuji bunéénou smrt.

B-bunécény lymfom-2 (Bcl-2) je gen, ktery hraje klicovou roli v regulaci cest bunécné
smrti. Bcl-2 slouzi k ochrané bunky pred podnéty (napf. UV nebo gama zareni, aj.)
zpUsobujicimi bunécnou smrt. Bylo také zjisténo, Ze Bcl-2 je nadmérné exprimovan
u pacientl s AML a CLL. Bcl-2 mUze proptjcit bunéénou odolnost vici cytotoxickym
ucinkGm rady protirakovinnych ¢inidel (napf. mitoxantronu a cisplatiny).

Na rozdil od P-GP zprostfedkované MDR, nadmérna exprese Bcl-2 nezabrani pfilivu
|éCiva do nadorovych bunék. Ukdazalo se, Zze kdyz je Bcl-2 nadmérné exprimovan
azaroven se ucastni rezistence, tak protirakovinné léky podporuji zastaveni
bun&éného cyklu. Uc&inky 1ék& jsou viak vtomto pFipadé spide cytostatické
nez cytotoxické. Vysledky in vitro prokazaly, Ze bunécné linie postradajici p53 vykazuji
zvySenou odolnost proti indukci apoptdzy protirakovinnymi léky nebo radiaci (Krishna

& Mayer, 2000).
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2.3.3 Zvyseny odtok léCiva - lékové transportéry
Rezistence zprostfedkovana lékovymi transportéry obecné vyplyva z exprese efluxnich
pump zavislych na ATP se Sirokou specificitou pro |é¢iva. Tyto efluxni pumpy patti
do rodiny ATP binging cassette (ABC) transportérd. Rezistence zpUsobena lékovymi
transportéry spociva v tom, Ze zvySeny eflux |éciva sniZuje intraceluldrni koncentrace
|éCiva. Mezi léky, které jsou ovlivnény klasickou MDR, patfi napf. vinca alkaloidy
vinblastin a vinkristin. Rezistence muZe byt také zprostifedkovana snizenym pfijmem
|ékh. Selekce rakovinnych bunék v kultufe s protinddorovymi |éCivy z pfirodnich
produktl (napf. paklitaxel), c¢asto vede k mnohocetné Iékové rezistenci,
kterd je zplsobena expresi transportéru ABCP-GP, produktu genu ABCB1
(nebo MDR1).

Efluxni pumpa P-GP funguje jako transportér pro Siroké spektrum Iéciv. P-GP ucéinné
odstranfiuje cytotoxické Iéky a mnoho béiné pouzivanych léciv z lipidové dvojvrstvy.
Jelikoz ne vSechny multirezistentni buriky exprimuji P-GP, bylo zahdjeno hledani
dalSich efluxnich pump, coz vedlo k objevu proteinu MRP1.

MRP1 je strukturou podobny P-GP, rozpoznava a transportuje neutralni i aniontové
hydrofobni ptirodni latky a také glutation (Gottesman et al., 2002). Tyto dvé pumpy
(P-GP a MRP1) predstavuji dobfe charakterizované mechanismy MDR (Krishna
& Mayer, 2000). Po objevu MRP1 bylo objeveno nékolik dalSich ¢leni podskupiny
transportéri ABC s moznou schopnosti zprostfedkovat rezistenci (Gottesman et al.,

2002).
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2.3.4 Naruseni DNA reparacnich mechanismu

Reparace DNA je déj, pfi kterém bunka identifikuje a koriguje posSkozeni molekul DNA,
které je indukovdno napf. endogennimi ROS, ultrafialovym zarenim, toxiny z rostlin,
mutagennimi chemikaliemi nebo chemoterapeutickymi Cinidly. Existuje nékolik typ(
DNA reparaci, mezi néz patfi excizni opravy (excizni oprava nukleotidu a excizni oprava
baze) a mismatch reparace.

Excizni opravy mohou byt pricinou rezistence vuci Iékam, jejichZ terapeutickym
cilem je DNA. Na excizni opravé nukleotid(l se podili enzymovy komplex ERCC1-XPF,
ktery je tvoren z proteinu ERCC1. Studie ukazaly, Ze enzymovy komplex ERCC1-XPF
by mohl opravovat poskozeni DNA indukované I|éCivy, jejichz terapeuticky cil
je pravé DNA. Néktera léciva, jako tfeba cisplatina, mohou indukovat nadmérnou
expresi ERCC1 a tim muUZe byt vyvoldna chemorezistence (Zheng, 2017).

Mismatch reparace (MMR) je vysoce konzervovand, vlaknové specificka oprava,
ktera se spousti postupnym procesem zahdjenym rozpozndvanim poskozeni DNA.
Proteiny MMR, nazyvané Mut proteiny, rozpoznavaji chyby v parovani bazi v DNA
a iniciuji vyfiznuti postizené oblasti. Po vyfiznuti je znovu nasyntetizovana chybéjici
oblast DNA. KdyzZ dojde v genu pro MMR k mutaci, poptipadé je snizena jeho exprese,
neni MMR mechanismus schopny napravit poSkozeni DNA, coZ miZe vést
az k mikrosatelitni nestabilité. Defekty MMR mohou byt dédi¢né, jako v pripadé
dédicného nepolypdzniho kolorektdlniho karcinomu. Nefunkénost MMR miuze
také nastat epigenetickym umlcenim esencidlniho genu MMR. K epigenetickému
umléeni MMR dochazi nejcastéji hypermethylaci promotoru Mut L homologue 1
(hMLH1), coZ bylo prokdzano u karcinomu vaje¢nik(, endometria, Zaludku a kolorekta.

Pro detekci poskozené DNA je zapotrebi funkéni systém MMR.
Néktera |éCiva (napf. na bazi platiny) narusuji normalni aktivitu MMR a brani
dokonéeni opravy. Neschopnost dokondit opravu poskozené DNA vede k apoptdze.
V pripadé, ze je MMR deficitni, buriky mohou pokracovat v proliferaci i pres poskozeni

DNA a mohou se tak stat rezistentnimi (L. P. Martin, Hamilton, & Schilder, 2008).
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2.3.5 Bunécna lékova rezistence — lysozomalni sekvestrace

V posledni dobé se diskutuje mechanismus MDR mediovany lysozomalni
sekvestraci. Bylo prokdzano, Ze lysozomy sekvestruji lipofilni, slabé bazicka
chemoterapeutickd lééiva prostfednictvim neenzymatického mechanismu. Rovnéz
bylo pozorovdno, Ze adriamycin, ktery je slabou hydrofobni bazi, se koncentruje
v lysozomech bunék rezistentnich na lécivo, ale ne v lysozomech bunék na lécivo
citlivych. Tyto slabé hydrofobni baze jsou pravdépodobné diky svému hydrofobnimu
sloZzeni volné transportovany do lysozom{ pasivnim transportem.

Podobné muZe byt intracelularni ucinnost téchto sloucenin sniZzena in vitro
pri kyselém pH. Mnoho Iékd pouzivanych k 1é¢bé malignit ma povahu slabych zasad
a v nékolika studiich bylo prokdzano, Ze jsou v lysozomech akumulovany. Vysledky
studii naznacuji, Ze lysozomy funguiji jako rezervoar, ktery ,,vysava“ léCivo z cilového

mista ucinku (Halaby, 2019).
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2.4 Lysozomy

Lysozomy jsou bunécné organely, které byly poprvé biochemicky rozpoznany v jatrech
potkand jako struktury pripominajici vacky. (De Duve, Pressman, Gianetto, Wattiaux,
& Appelmans, 1955). Priblizné pred pul stoletim byla jeSté v ucebnicich biologie
popisovana Zivocisnd bunka jako utvar sloZeny z jaddra, membrany a nééeho mezi tim,
coz bylo nazvano protoplasma. Béhem nasledujicich let ovsem probéhla revoluce
v bunécné biologii a to diky védcim, ktefi se rozhodli podivat se na burku pod nové
se vyvijejicim pfistrojem — elektronovym mikroskopem.

Diky elektronové mikroskopii a frakcionaci vysokorychlostni centrifugaci spojenou
s biochemickou analyzou byla postupné objevena struktura protoplasmy. Zjistilo se,
Ze se v protoplasmé nachazi nejrliznéjsi subcelularni struktury majici své specifické
funkce, které jsou pro burku esencialni (Bowers, 1998).

Jednim z dullezitych objevitelG téchto struktur byl belgicky biochemik a cytolog
Christian René Marie Joseph de Duve. Christian de Duve se svymi spolupracovniky
z laboratore v Luvani objevili lysozomy v letech 1955 a roku 2006 definoval de Duve
i peroxisomy. Byl poslednim ze skupiny vyznamnych fyziologickych chemikd,
ktefi ve 40.a 50. letech zacali zkoumat ony subceluldrni struktury a organizaci
biochemickych drah, ¢&imz predurcili vznik moderni bunééné biologie.
Christian DeDuve, Albert Claude a George Palade obdrzeli Nobelovu cenu v roce 1974
»Za objevy tykajici se strukturalni a funkéni organizace bunky” (Sabatini & Adesnik,

2013).
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2.4.1 Vlastnosti a funkce lysozomu
VSechny eukaryotické bunky obsahuji lysozomy, avsak jejich morfologie, velikost
a pocet jsou razné, v zavislosti na typu buriky a jejim funkénim stavu. Lysozomy maji
pramér okolo 0,1 - 2um a jsou odpovédné za degradaci endogennich makromolekul
(Kornfeld & Mellman, 1989). Lysozomy jsou tvoreny membranou, ktera obklopuje
vnitfni prostfedi organely, které obsahuje rlzné kyselé hydrolasy (De Duve
& Wattiaux, 1966). Membrana lysozomlU je tvorena jednou fosfolipidovou
dvouvrstvou. Uvnitf lysozomu se nachazi fada travicich enzym( aktivnich v prostredi
kyselého pH. Kyselé vnitini prostiedi lysozomU bohaté na hydrolasy je schopné
degradovat vétSinu biologickych makromolekul. Téchto kyselych hydrolas je
v lysozomu kolem padesati véetné rliznych fosfatas, nukleas, glykosidas, proteas,
peptidas, sulfatas i lipas (Bainton, 1981). Lysozomalnim hydrolasam byla aZ do objevu
ubikvitin-proteazomového systému pfriklddana odpovédnost za hlavni ¢ast
proteinového obratu. Nyni uz je dobfe zndmo, Ze endozomalni/lysozomalini systém ma
spoustu dalsich funkci, véetné funkce preziti (Turk & Turk, 2009).

V dusledku kyselého vnitfniho prostfedi jsou endogenni soucasti lysozomu
neustale nahrazovany nové syntetizovanymi komponenty. Kromé toho musi byt délici
se buriky schopné tvofit lysozomy nové (Kornfeld & Mellman, 1989).

Neddvno bylo zjisténo, Ze lysozomy a lysozomalni proteasy se Ucéastni cest bunééné
smrti. U&ast lysozomd pfi apoptéze je pro bufiky fatalni (Turk & Turk, 2009).
Lysozomalni enzymy jsou schopny hydrolyzovat témér vsechny tfidy makromolekul
podle nasledujiciho schématu.

A-B + H20 - A-H + B-OH

Produkty rozpadu jsou obvykle k dispozici pro opétovné vyuZziti metabolismem.
Funkcné se zd3, Ze lysozomy slouzi jako ,,tovarna na recyklaci a uklid“ vseho, co mlze
byt vyuZito. Nékdy lysozom akumuluje i nestravitelné zbytky, které burika neumi
vyuzit. Obcas se stane, Ze jsou tyto zbytky v lysozomu uloZeny do konce Zivota buriky

(Bainton, 1981).
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2.4.2 Biogeneze lysozoml
Otazka, jak jsou lysozomy tvoreny, zajimala bunééné biology po desetileti.
Rané mikroskopické studie naznacovaly, Ze lysozomy se tvofi pfimym pucenim
z Golgiho komplexu (Mullins & Bonifacino, 2001). Pozdéji byl vytvoren model,
ktery predpokldadd, Ze Ilysozomy maturuji zendozomalniho kompartmentu.
Tento model maturace zahrnuje formaci z brzkého endozomu koalescenci vezikul
z plazmatické membrany (Murphy, 1991). Odstranéni recyklacnich vezikul a pridani
vezikul odvozenych od trans-Golgiho sité (TGN) prevadi tyto endozomy na pozdni
endozomy a nakonec na lysozomy.

Alternativni model vezikuldrniho transportu predpokladd, Ze brzké endozomy,
pozdni endozomy a lysozomy jsou stabilni kompartmenty. Probiha transport z brzkého
endozomu, pres endozomalni prenosovy vezikul s charakteristickym multivezikuldrnim
téliskem, do pozdniho endozomu, ktery maturuje v lysozom (Mullins & Bonifacino,
2001). Scénare popisujici interakci mezi pozdnim endozomem a lysozomem zahrnuji
model ,,polibku a utéku”. Tento model predpokladd, Ze endozomy a lysozomy
podstupuji opakujici se cykly fuze a Stépeni umoZiujici nejen prenos materidlu,
ale i udrzbu zralého lysozomu (Storrie & Desjardins, 1996). NavrZené varianty modelu
predpokladaji heterotypickou fuzi pozdniho endozomu slysozomem za vzniku
hybridni organely s ndslednou lysozomalni reformaci. Nejen, Ze se modely vzdjemné
nevylucuji, ale je navic i mozné, Ze se v burice uplatiiuje vice neZ jeden mechanismus
lysozomalni biogeneze. Fakt, Ze existuje takové mnozstvi model( pro tvorbu lysozomu,
akorat ukazuje, jak malo je prozatim pochopen tento déj (Mullins & Bonifacino, 2001).

Lysozomalni biogeneze je regulovana koordinovanou genovou siti lysozomalni
exprese a regulace (CLEAR), kterda je aktivovana hlavnimi reguldtory po jejich
translokaci do jadra , mezi hlavni regulatory patfi E basic helix — loop — helix protein 35
(transkripéni faktor EB, TFEB), transkripéni faktor E3 (TFE3) a mitochondridlni
potiebnych pro stépeni biomolekul a genll spojenych s hlavnimi cestami prenosu,
véetné autofagie, endo/exocytdzy a fagocytézy. Cinnosti mTOR1 a lysozomd jsou
propojeny, protoze mTOR1 reguluje mimo jiné expresi V-ATPasy. Tato regulace je
zpUsobena fosforylaci TFEB a jeji jadernou translokaci, kterd je fizena mTOR1 (Palmieri
et al., 2011; Pefia-Llopis et al., 2011).
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2.4.3 Lysozomalni proteiny
Lysozomalni proteiny jsou syntetizovany v endoplazmatickém retikulu a jsou
prenaseny sekrec¢ni cestou do endolysozomalniho systému. Bylo charakterizovano
nékolik receptoru, které provadéji post-Golgiho transport téchto protein(i. Nékteré
z receptord rozpoznavaji své nakladové proteiny na zakladé specifickych aminokyselin,
jiné na zakladé konkrétni glykanové modifikace, ktera se nachazi vylucné
na lysozomalnich proteinech.

Témér vsechny receptory slouZici k biogenezi lysozomU jsou pod transkripéni
kontrolou transkripéniho faktoru EB (TFEB), hlavniho reguldtoru lysozomalniho
systému. TFEB koordinuje expresi lysozomalnich hydrolas, lysozomadlnich
membranovych proteinl a autofagickych proteini v reakci na drahy snimajici
lysozomalni stres a nutriéni podminky bunky, tyto drahy snimaji ovéem i jiné podnéty
(Bajaj et al., 2019).

Lysozomy jsou zodpovédné za degradaci makromolekul jak z extraceluldrniho
prostoru, takiintracelularniho prostoru, které se do lysozomu dostaly prostfednictvim
endocytdézy nebo fagocytdzy. Makromolekuly z cytoplazmy jsou do lysozomu
dopravovany autofagii. Proteinové slozky lysozomdlni membrany zprostfedkovavaji
fadu zakladnich funkci tohoto kompartmentu, vcetné okyselenilysozomalniho
lumenu a transportu aminokyselin, mastnych kyselin, sacharidi a dalSich Zivin
vznikajicich hydrolytickou degradaci lysozomalnimi hydrolasami (Eskelinen, Tanaka, &
Saftig, 2003). Kromé toho mohou byt lysozomalni membranové proteiny zapojeny
do interakce a fuze lysozomU se sebou samymi nebo do interakce a fuze s dalSimi
bunéénymi slozkami, véetné endozom, fagozomu a plazmatické membrany (Fukuda,
1991).

Kyselé (pH < 5) vnitfni prostfedi lysozomu je zplUsobeno obsahem kyselé
hydrolasy - vakuolarni H*-ATPasa (V-ATPasa) (Hrabéta et al., 2020). Pro funkci
lysozom( jsou nezbytné dvé tfidy proteind: rozpustné lysozomalni hydrolasy
(oznacované také jako kyselé hydrolasy) a integralni lysozomalni membranové
proteiny (LMPs).

Kazdd z 50 znamych lysozomalnich hydrolas cili na specifické substraty
pro degradaci a jejich spole¢ny ucinek je odpovédny za celkovou katabolickou kapacitu
lysozomu. Kromé hromadné degradace a zpracovani proteinu se lysozomalni
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hydrolasy Ucastni cytosolické drahy, ve které je zpracovdn antigen.
RovnézZ se hydrolasy podili na degradaci extracelularni matrix a také na zahajeni
apoptdzy (Conus & Simon, 2008).

LMPs se nachazeji prevainé na lysozomalni membrané a oplyvaji velkym
arozlicnym mnozstvim funkci, které zahrnuji okyselovani lysozomalniho lumenu,
proteinovy import z cytosolu, fuzi membran a transport produktl degradace
do cytoplazmy. Nejcastéji se objevujici LMPs jsou s lysozomem asociované
membranové proteiny LAMP-1 a LAMP-2, lysozomalni integrovany protein LIMP-2
a protein tetraspanin CD63. (Eskelinen et al., 2003).

S lysozomy asociovany membranovy protein 1 (LAMP-1) a LAMP-2 jsou hlavni
proteinové slozky lysozomalni membrany. Jsou to transmembrdnové proteiny typu |
s velkou luminalni doménou, jednou transmembranovou doménou a C-termindlnim
cytoplazmatickym ocasem. Konzervované cytozolické konce LAMP-1 a LAMP-2
obsahuji potfebné informace pro jejich intracelularni cileni po biosyntéze (Hunziker,
Simmen, & HOoning, 1996).

Pfitomnost obou LAMP molekul je jednou zhlavnich definici lysozomalniho
kompartmentu. PGvodné byly LAMP-1 a LAMP-2 povaZovany za ochrance lysozomalni
membrany proti hydrolytickym enzymdm (Eskelinen, 2006). Nicméné deficientni
buriky, kterym chybi oba LAMP proteiny maiji stale intaktni lysozomy i kdyzZz hustota

vztlaku lysozomd je snizena (Eskelinen et al., 2005).

2.4.4 LAMP 1

LAMP-1 se sklada z velké lumindlni ¢asti, ktera je oddélena pantovou oblasti bohatou
na prolin ve dvou disulfid-obsahujicich doménach, jednoho transmembranového
segmentu a kratkého cytoplazmatického konce 11 aminokyselin. Konec obsahuje
motiv Gly-Tyr kriticky pro transport do lysozom( (Andrejewski et al., 1999).
Polypeptid LAMP-1 je slozen z 382 aminokyselin, coZ odpovida pfiblizné 42 kDa.
Luminalni ¢ast polypeptidového retézce obsahuje 16-20 potencidlnich
N-glykosylagnich mist, z nich? vétsina je vyuzita. Cast glykand je polylaktosaminového

typu a LAMP-1 je jednim z hlavnich nosic poly-N-acetyllaktosamin( v burikach (Lee,
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Wang, & Fukuda, 1990). Zajimavé je, Ze obsah poly-N-acetyllaktosamin(i v LAMP-1
koreluje s diferenciaci a metastatickym potencidlem nadorovych bunék.

Gen Lamp-1 je vSudypritomné exprimovan s ponékud vyssimi hladinami ve sleziné,
jatrech a ledvinach. V makrofazich P388 tvori LAMP-1 priblizné 0,1 % celkového
bunééného proteinu, coi odpovida pfiblizné 2x10° molekul LAMP-1 na buriku.
Odhaduje se, Ze nadbytek LAMP-1 i LAMP-2 je dostatecné vysoky na to, aby vytvofil
témér kontinudlni sacharidovy povlak na vnitfnim povrchu lysozomalni membrany
(Andrejewski et al., 1999). Ackoli je LAMP-1 distribuovan v burice primarné
v lysozomech, za urcitych okolnosti (napt. na cytotoxickych T lymfocytech, po aktivaci
krevnich desticek,...), se také nachazi na povrchu bunék (Febbraio & Silverstein, 1990).

LAMP-1 byl nalezen také na bunééném povrchu vysoce metastatickych nadorovych
bunék. Predpokladd se, Ze LAMP exprimovany na bunééném povrchu mize slouzit
jako ligand pro selektiny a mlzZe tak zprostfedkovat udalosti adheze/rozpoznavani

bunék (Andrejewski et al., 1999).

2.4.5 LAMP 2

Jednim z hlavnich nosi¢d poly-N-acetyllaktosamint v bunkach je LAMP-2 (Fukuda,
1991). Ackoli vSudypritomné exprimovany LAMP-2 je za urcitych okolnosti lokalizovan
primarné v pozdnich endozomech a lysozomech, miZe se nachazet na bunécném
povrchu, stejné tak jako LAMP-1. LAMP-2 byl popsdn jako receptor pro selektivni
import a degradaci cytosolickych proteini v lysozomu a také jako receptor
pro chaperonem zprostfedkovanou autofagii.

Stejné jako LAMP-1 se LAMP-2 sklada z velké lumindini ¢&3sti, jednoho
transmembranové preklenujiciho se segmentu a kratkého cytoplazmatického konce
o 11 aminokyselinach (Eskelinen et al., 2002).

LAMP-2, stejné jako LAMP-1, byl po dlouhou dobu povazovan za zasadni protein
pro ochranu lysozomalni membrany pred kyselym prostfedim lumen. Nicméné studie
efektu samotného a kombinovaného nedostatku LAMP u mysi vSak odhalila
alternativni funkce. LAMP proteiny, ale zejména LAMP-2, jsou d(lezZitymi regulatory
pfi Uspésném zrani autofagozomd i fagozomu. Nedostatek LAMP-2 zplsobuje

akumulaci autofagozom(l v mnoha tkdnich. To vede ke kardiomyopatii a myopatii
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u my3i a pacienti kv@li tomu trpi Danonovou nemoci. Ustiedni roli LAMP-2 podtrhuje
také studie, ve které se ukazalo, Ze mysi majici knockoutovany protein LAMP-2 maji
zhorSenou fagozomalni maturaci v neutrofilech. Porucha tohoto dulezitého procesu
vrozené imunitni obrany utéchto mysi vedla k paradentdze. Zpozidénd clearance
bakteridlnich patogend byla pravdépodobné zplsobena neucinnou fuzni kapacitou
mezi lysozomy a fagozomy.

Studie s dvojitymi knockoutovanymi LAMP fibroblasty naznacuji, Ze nedostatek
LAMP zhorsuje transport lysozom( zprostfedkovany dyneinem do perinuklearnich

oblasti, kde dochazi k fuzi s (auto)fagozomy (Saftig, Beertsen, & Eskelinen, 2008).

2.4.6 (H+)-ATPasa
Eukaryotické bunky vyvinuly rodinu protonovych pump zdavislych na ATP znamych
jako vakuolarni (H*)-ATPasy (nebo V-ATPasy), aby regulovaly pH intracelularnich
kompartmentl, extracelularniho prostoru a cytoplazmy. V-ATPasy ptitomné
v intracelularnich kompartmentech jsou dulezité pro normalni bunécné procesy,
jako jsou receptorem zprostfedkované endocytézy, intracelularni membranovy
provoz, zpracovani a degradace protein( a sprazeny transport malych molekul a iontu.

Rovnéz usnadniuji vstup rfady obalenych vird a bakteridlnich toxint, véetné viru
chfipky a antraxového toxinu do bunky. V-ATPasy pfitomné v plazmatickych
membrdnach bunék jsou také duleZité v normalini fyziologii. Ulehcuji resorpci kosti
osteoklasty, sekreci kyselin interkaldtovymi bunkami ledvin, pH homeostazu
v makrofazich a neutrofilech, angiogenezi endotelovymi burikami a zrani a skladovani
spermii v muzské reprodukéni soustavé.

V-ATPasy z plazmatické membrdany jsou obzvlasté dalezité u lidskych onemocnéni,
priCemz genetické vady V-ATPas se projevuji napriklad jako onemocnéni osteoklast,
coz vede k osteopetrdze. V-ATPasy z plazmatické membrany se také podileji na invazi
nadorovych bunék. V-ATPasy se tak objevuji jako potencialni cile v 1é¢bé nemodci,

jako je osteopordza a rakovina (Hinton, Bond, & Forgac, 2009).
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2.5 Lysozomalni sekvestrace slabych hydrofobnich bazi

Schopnost  lysozom( pohlcovat a akumulovat slabé hydrofobni baze
fyzikadlné-chemickym procesem znamym jako lysozomalni akumulace
nebo lysozomalni sekvestrace poprvé popsali de Duve et al. v ¢ldnku vydaném roku
1974 (Kazmi et al., 2013). Bylo prokazadno, Ze lysozomy sekvestruji hydrofobni,
slabé bazickd chemoterapeutickd 1é¢iva  prostfednictvim  neenzymatického
a transportérem nezprostfedkovaného mechanismu (Halaby, 2019).

Mnoho |ékl pouzivanych k |é¢bé malignit je slabou bazi a bylo prokdzano nékolika
publikacemi, Ze jsou akumulovany v lysozomech. Mezi latky majici vlastnosti slabé
hydrofobni baze patfi mimo jiné i nasledujici léky: daunorubicin, doxorubicin,
lapatinib, vinkristin, nintedanib, , vinblastin a mitoxantron (Halaby, 2019; Larsen et al.,
2000). Nasledkem hodnoty jejich pK (mezi 7 a 9) je podstatna ¢ast molekul nenabitd
pfi normalnim intraceluldrnim pH, coz jim umoznuje volné pronikat pfes membrany
cytoplazmatickych organel a vezikul. KdyZz Iék narazi na kyselé prostredi, jako je
napfiklad vnitfek lysozomU, pfeméni se protonizaci na nabitou formu, ktera jiz neni
schopna prekonat vnitfni membrany.

To ma za nasledek akumulaci téchto protinadorovych latek v cytoplazmatickych
organeldch. Po sekvestraci nasleduje transport latky na povrch buriky a jeji vytlaceni
do extracelularniho prostredi. Jelikoz rovnovaha mezi nenabitou a nabitou formou
|éCiva zavisi na pH, je akumulace léciva v kyselych vezikulach podporovana vysokym
gradientem pH mezi cytoplazmou a kyselymi kompartmenty. Okyseleni cytoplazmy
a/nebo alkalizace kyselych vezikul naopak sniZuje akumulaci |éciva v téchto
organelach. (Larsen et al., 2000).

Existuji nejméné Ctyfi moiné zpUsoby, jak se léCiva nejen s povahou slabych
hydrofobnich bazi mohou dostat do lysozomu a akumulovat se tam. Tfi z téchto cest
zahrnuji prenos léciva pfimo z bunécného cytosolu. Jmenovité se jedna o (1) pasivni
difuzi, (2) autofagocytdézu (s naslednou fuzi s lysozomy) a (3) transport Ié¢iva pomoci
transportniho proteinu spojeného s lysozomalni membranou a orientovaného tak,
aby usnadfioval transport molekul do prostoru lysozomalniho lumen. Ctvrtou moZnou

cestou je endocytdza probihajici z extracelularni tekutiny, ktera je jedinym dostupnym
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mechanismem pro velké a/nebo pro membranu nepropustné slouéeniny, jak se dostat
do lysozomu (Kaufmann & Krise, 2007).

Lysozomalni sekvestrace je povaZovana za jednu z pficin potlaceni cytotoxického
ucinku Iékl s povahou slabé hydrofobni baze, coz vede ke vzniku mnohocetné Iékové
rezistence (Zhitomirsky & Assaraf, 2015).

Nejen Ze se protinadorova léciva s povahou slabych hydrofobnich bazi vysoce
sekvestruji v kyselych lysozomech, ale bylo dokonce zjisténo, Zze akumulace téchto
latek v lysozomech indukuje lysozomdlni biogenezi zprostfedkovanou TFEB,
coz vyrazné zvysuje pocet lysozom( v burice. Biogenezi lysozom( zesilenda lysozomalni
akumulace chemoterapeutik vede ke zvétSeni lysozomalni kapacity buriky.
U takto nabuzené bunky byla vlivem akumulace vyvoldna mnohodetnd lékova
rezistence.

Vzhledem k tomu, Ze se o osudu lé¢iv akumulovanych v lysozomech vi jen malo,
byl dokonce navrZzen model, ktery popisuje, jak mohou byt izolovana Iéciva vylouéena
z rakovinotvornych bunék prostfednictvim lysozomalni exocytézy. Sledovanim
subcelularni  lokalizace lysozom( béhem expozice lysozomotropnim
chemoterapeutikim bylo ukdzano, ze akumulace |éciva vede k translokaci lysozomu
z perinukledrni zény smérem k plazmatické membrané. Po translokaci
na plazmatickou membranu fuzovaly lysozomy s plazmatickou membranou a nasledné
uvolnily svlj obsah do extraceluldrniho prostiedi. Tato zjiSténi naznacuji,
Ze lysozomalni exocytdza je zasadni slozkou lysozomem zprostredkované mnohocetné

lékové rezistence (Zhitomirsky & Assaraf, 2017).

43



2.6 Chemoterapeutika v boji proti rakoviné

Chemoterapeutik pouzivanych k [é¢bé nddorovych onemocnéni je vice nez 100 druht
a jejich pocet neustale narlstd. Chemoterapeutika mohou byt rozdélena na léky
s relativné Sirokou, necilenou specificitou, a na léky cilené, vyvinuté na zakladé
presnéjsiho chapanijednotlivych druhl rakoviny a zamérené na specifické molekularni
cile v rdznych rakovinnych burnkdch. Necilend chemoterapie je zndma
také jako konvenéni chemoterapie (Baldo & Pham, 2013).

Konvenéni chemoterapie, i kdyZz je zaméfena na urcité makromolekuly
nebo enzymy, obvykle ucinné nerozliSuje mezi rychle se délicimi normalnimi burikami
a nddorovymi burikami, coz vede k toxickym vedlejSim ucinkim (Arora & Scholar,
2005). Odpovédi nadorl na cytotoxickou chemoterapii jsou obvykle ¢astecné, kratké
a nepredvidatelné (Arora & Scholar, 2005).

Naproti tomu cilena terapie interferuje s molekuldrnimi cili, které maji roli v ristu
nebo progresi nddoru. Tyto cile jsou obvykle lokalizovdny v nadorovych bunkach.
Cilené terapie tedy maji vysokou specificitu vici nadorovym burnkam a poskytuji Sirsi
terapeutické okno s mensi toxicitou. Jsou také casto uziteéné v kombinaci
s cytotoxickou chemoterapii nebo ozafovanim a to jako Ié¢ba aditivni nebo synergicka.
Profily toxicity cilené terapie se totiz moc ¢asto neprekryvaji s tradicni cytotoxickou
chemoterapii. Cilena terapie tedy predstavuje novy a slibny pfistup k 1é¢ébé rakoviny,
ktery jiz vede k pfiznivym klinickym uUcinkim. Existuji 2 typy cilené terapie,
monoklonalini protilatky(napf. herceptin, rituximab) a nizkomolekularni inhibitory jako

jsou inhibitory tyrosinovych kinas (napf. imatinib, dasatinib) (Finley, 2003).

44



2.6.1 Cilena chemoterapie

Tradi¢ni cytotoxickd chemoterapie funguje predevsSim prostifednictvim inhibice
bunécného déleni. Naproti tomu cilena terapie blokuje proliferaci rakovinnych bunék
interferenci se specifickymi molekulami potfebnymi pro vyvoj a rlst nadoru.
Nékteré z téchto molekul mohou byt pfitomny v normalnich tkanich, ale v nddorech
jsou ¢asto mutovany nebo nadmérné exprimovany (Gerber, 2008).

Hlavnimi poZadavky na lé¢bu rakoviny byly vidy specifi¢nost a cileni [é¢by pfimo
na rakovinné bunky bez doprovodné toxicity. Tyto poZadavky byly realizovany
se zavedenim 1écby monoklonalnimi protildatkami (mAb) a nizkomolekuldrnimi
inhibitory, které cili na molekuly signalni transdukce. Signalni transdukce vyuZziva
biochemicky indukované signdly generované radou velkych i malych molekul
(napf. rastové faktory, neurotransmitery, hormony, cytokiny,...), které jsou zahrnuty
do celé rfady bunécénych reakci (bunécné déleni, metabolické zmény, genova exprese,
smrt buriky). Terapie nizkomolekuldrnimi inhibitory signdini transdukce pak zavisi
na identifikaci signalnich proteint a jejich zménénych drah. Prvni signaini proteiny,
které mély byt pouZity jako cile pro novou generaci unikatnich protinddorovych |éciv,

byly proteinkinasy (Baldo & Pham, 2013).

2.6.2 Monoklonalni protilatky
Jednim ze zpUsobl, jak specificky najit protein, ktery je deregulovan béhem
tumorigeneze, je produkce monoklondini protildtky proti cilovému proteinu.
Byly vytvoreny monoklondlni protilatky, coZz jsou cilena chemoterapeutika, cilici
na Sirokou Skalu proteinu, které se podileji na specifickych druzich rakovin. Existuji tfi
hlavni mechanismy naruseni funkce rakovinové bunky a to protilatkové zavisla
cytotoxicita, na kompartmentu zavisla cytotoxicita a preruseni funkce proteinu a tim
mozné nasledné signalizace.

Terapie monoklondlnimi protilatkami vyuzZivd velkého mnoiZstvi protilatek,
které jsou generovany in vitro. Jednd o vétSi mnoistvi protilatek nez je téch,

které vytvari vlastni imunitni systém pacienta.
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Prvni monoklondlni protilatky byly vyrobeny v laboratofi fuzi mysi rakovinné buriky
(myelomu) s mysi B burnikou za vzniku hybridomu. VSechny plvodni monoklondlni
protilatky byly vytvareny pomoci mysich bunék, zatimco soucasné protilatky jsou bud’
humanizované nebo plIné lidské, coz je Cini bezpecnéjsimi a ucinnéjsimi pro [écbu lidi.
V soucasnosti existuje fada predklinickych a klinickych studii zahrnujicich

monoklonaini protilatky pro témér kazdy typ rakoviny (Baudino, 2015).

2.6.3 Nizkomolekularni inhibitory

Jednou z pficin premény normalni bunky na rakovinnou je nevhodna kinasova aktivita,
diky které burika obejde omezeni normalniho bunécného cyklu. Nizkomolekularni
inhibitory nebo téz malé molekuldrni inhibitory patfi do skupiny cilenych
chemoterapeutik a cili na proteiny, které se béhem progrese rakoviny staly bud’
neregulované nebo upregulované (napf. BCR-ABL). Jakmile se tyto molekuly navazou
na svUj specificky cil, deaktivuji tyrosinkinasovou doménu, ¢imz zabrani pribéhu
navazujicich signalnich drah (Baudino, 2015).

Tyrosin kinasy hraji rozhodujici roli v modulaci signalizace rlistového faktoru.
Aktivované formy téchto enzymU mohou zpUsobit zvySeni proliferace a rlstu
nadorovych bunék, mohou vyvolat antiapoptotickou aktivitu a mohou podporovat
angiogenezi a tvorbu metastdz. Kromé aktivace rlstovymi faktory je béZnym
mechanismem geneze nadoru aktivace proteinkinasy somatickou mutaci.
ProtoZe vSechny tyto ucinky jsou iniciovany aktivaci receptorové tyrosinkinasy,
jsou kli¢ovym cilem inhibitoru.

Tyrosinkinasy jsou enzymy, které katalyzuji prenos skupiny y fosfata
z adenosintrifosfatu na cilovou bilkovinu. Hraji dllezZitou roli v rliznych normdlnich
bunécnych regulaénich procesech.

Tyrosinkinasy Ize klasifikovat jako receptorové proteinové kinasy a nereceptorové
proteinové kinasy. Receptorové tyrosinkinasy jsou membranové proteiny bunééného
povrchu, které hraji klicovou roli v pfenosu extraceluldrnich signall do cytoplazmy
(Pawson, 2002).

Bylo identifikovano priblizné 60 receptorovych tyrosinkinas a jsou rozdéleny

do pfiblizné 20 podskupin - jsou definovany receptorem a/nebo ligandem.
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Charakterizovany jsou sekvencemi podobnymi imunoglobulinlm v jejich
amino-koncovych extracelularnich doménach, lipofilnim transmembranovym
segmentem a intraceluldrni karboxy-terminalni doménou, ktera zahrnuje katalytické
misto tyrosinkinasy. Nereceptorové tyrosinkinasy na druhé strané prendseji
intracelularni signdly (Arora & Scholar, 2005).

Receptorové tyrosinkinasy jsou multidoménové proteiny. Katalytickd doména
(vazebné misto komplexu Mg-ATP) se ukdzala jako nejslibnéjsi cil pro design léciv.
Ackoli je ATP vazebné misto vysoce konzervovdno mezi tyrosinkinasami,
drobné rozdily v architekture kinasovych domén umoznily vyvoj vysoce selektivnich
inhibitor(.

V  80. letech byly hlaSeny objevy prvnich pfirodnich inhibitor(
tyrosinkinas - quercetin a genistein. Od té doby bylo popsano ohromné mnoiZstvi

téchto ptirodnich i syntetickych inhibitord. (Madhusudan & Ganesan, 2004).

2.6.4 Imatinib

Imatinib patfi mezi nizkomolekularni inhibitory. Je to synteticky inhibitor tyrosinkinas
pouzivany k |é¢bé chronické myeloidni leukémie (CML). Je specificky navrzen tak,
aby inhiboval fudzni protein BCR-ABL (Breakpoint Cluster Region-Abelson),
ktery je vysledkem chromozomalni abnormality znamé jako filadelfsky chromozom.

CML je charakterizovana touto anomalii, ktera vede k abnormalitdam periferni krve
a kostni dfené. Imatinib je schvdlen v mnoha zemich po celém svété k lécbé
CML chronické faze s pozitivnim filadelfskym chromozomem (Ph+), CML Ph+
s akcelerovanou fazi nebo blastickou krizi, u pacientli s CML s chronickou fazi Ph+,
ktefi nereagovali na terapii interferonem-a, nebo v pfipadé CML kdy se onemocnéni
opakuje po transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék. Imatinib je Ucinny
aobecné je dobrfe sndSen u pacientd s Ph+ CML. Néktefi pacienti se stavaji
rezistentnimi nebo nesndsenlivymi vUici 1é¢bé imatinibem, kdy jednim z moznych

mechanismu rezistence je lysozomalni sekvestrace tohoto léciva.
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2.6.5 Necilena chemoterapie
Protirakovinné ucinky klasickych, necilenych chemoterapeutik pouzivanych v |écbé
nadorového onemocnéni zavisi na schopnostech téchto Ilatek zni¢it rychle
a nekontrolovatelné se délici rakovinné buriky. Necilend chemoterapeutika pUsobi
na nadorové bunky prostfednictvim jejich cytotoxickych vlastnosti, popfipadé vyvolaji
v nddorové burice apoptdzu. Tato léCiva ovsem poskozuji i normalni rychle se délici
bunky, jako jsou buriky gastrointestindlniho traktu, bunky kostni dfené nebo vlasové
folikuly. PoSkozeni rychle se délicich bunék zplisobuje zndmé vedlejsi ucinky, jako jsou
mukozitida, stomatitida, myelosuprese a alopecie(Baldo & Pham, 2013).

Chemoterapie je spojena i s fadou zdvainych vedlejSich ucinkd, které zahrnuji
okamZité priznaky toxicity a pozdni pfiznaky chronické toxicity. Jejich intenzita maze
byt podle klasifikace WHO mirna (stupen 1), stfedni (stupen 2), tézka (stupen 3)
nebo Zivot ohroZujici nebo invalidizujici (stupen 4). Okamzité ucinky lze pozorovat
na k(Zzi a vlasech, kostni dfeni a krvi, gastrointestindlnim traktu a na ledvinach.
Mohou byt ovlivnény vSechny orgdany téla, véetné zdkladnich orgdn, jako jsou srdce,
plice a mozek. Neurotoxicita stupné 3 a 4 mlze vyvolat ospalost, parestézii, paralyzu,
ataxii, kfeCe a kdma. Mezi chronické ucinky chemoterapie dale patfi rezistence na léky,
karcinogenita a neplodnost (Schirrmacher, 2019).

Prvni pouzivand skupina nespecifickych protinddorovych [éciv byla skupina
alkylacnich Cinidel, ktera zpUsobuji poskozeni DNA. DalSimi skupinami nespecifickych
chemoterapeutik jsou antimetabolity, rostlinné alkaloidy, topoizomerasové inhibitory

a antracykliny (Baudino, 2015).
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2.6.6 Alkylacni Cinidla

Alkylacni ¢inidla jsou nejcastéji pouzivanou skupinou necilenych chemoterapeutik.
PfestoZze jsou mechanismy ucinku téchto sloudenin totoZné, mohou existovat
vyznamné rozdily v jejich klinickych aktivitdch. Tyto slouceniny vedou k poskozeni
nukledrni i mitochondridlni DNA pfidanim alkylovych skupin do fetézce DNA. Vlozené
alkylové skupiny vedou k zlomim v fetézcich DNA nebo diky jejich vloZeni dochazi
k bodovym mutacim, které prevadéji pary bazi C:G na pary bazi T:A.

Kdyz dojde k témto zménam v DNA, burika podstoupi bunécnou smrt.
Prikladem alkyla¢nich cinidel je cisplatina, karboplatina, cyklofosfamid a oxaliplatina.
Alkylacni ¢inidla nejsou specificka pro bunéény cyklus burnky a zaméftuji se na vSechny
jeho faze. Flexibilita jejich ucinku umoznuje, aby byla tato Cinidla pouzZita k |écbé
Sirokého spektra rakovin. Alkylacni cinidla vykazuji vysSi stupert ucinnosti
proti leukémii a pomalu rostoucim solidnim nddordm. S dlouhodobym pouzivanim
alkylacnich cinidel je spojeno nékolik uskali, napfiklad neplodnost u muzd v dusledku
snizené produkce spermii a ukonceni menstruace u Zen. Dal$i nevyhodou je,
Ze tyto slouceniny mohou také zvySit riziko vzniku sekunddarnich rakovin

(Malhotra & Perry, 2003).

2.6.7 Antimetabolity

Antimetabolity jsou analogy prekurzori nukleovych kyselin nebo pfimo
analogy nukleovych kyselin a patfi do skupiny necilenych chemoterapeutik.
Stejné jako alkylaéni  cCinidla  zpUsobuji  antimetabolity = posSkozeni DNA
napodobovanim purinu. Antimetabolit se zacleni do DNA nebo RNA a interferuje
s replikaci DNA a bunécnym délenim.

Velkou komplikaci pfi pouZziti antimetabolitl k [é¢bé nddord je, Ze antimetabolity
postihuji nejen rakovinné bunky, ale i vSechny ostatni rychle se délici burky.
Antimetabolity se obecné pouzivaji v lé¢bé hematologickych malignit, jako jsou
chronické a akutni leukémie. Antimetabolity jsou uc¢inné také v lécbé nadord prsu
a traviciho Ustroji, stejné jako pfi 1éCbé zhoubnych nadord hlavy a krku.

BéZné pouzivanym antimetabolitem je methotrexat, ktery je strukturné pribuzny

49



foldtu ainhibuje enzym dihydrofolatreduktasu. Tento enzym je nezbytny
pti metabolismu kyseliny listové, kterd je spolu se svymi metabolity dllezitym
faktorem pfi syntéze DNA. Na rozdil od alkylacnich Cinidel, kterd ovliviuji burku
ve vSech fazich cyklu, se methotrexat zaméruje na S-fazi bunécného cyklu. Dva dalsi
béZné pouzivané antimetabolity jsou merkaptopurin a 5-fluorouracil (5-FU).
Merkaptopurin je analogem hypoxanthinu a pouziva se pti lé¢bé akutni lymfoblastické
leukémie (ALL). DalSi antimetabolit 5-Fluorouracil plsobi tak, Ze blokuje replikaci DNA,
coz zpomaluje rast a nakonec zabiji rychle se délici rakovinné bunky (Baudino, 2015;

Lind, 2008).

2.6.8 Rostlinné alkaloidy a inhibitory topoizomeras

Rostlinné alkaloidy, jak uZ nazev napovidd jsou slouceniny odvozené z rostlin.
Mechanismus ucinku téchto IéCiv se zaméfuje na bunécny cyklus. Na jakou fazi
bunécného cyklu se zaméri ovsem zavisi na tom, které konkrétni chemoterapeutikum
se klécbé pouzije. Rostlinné alkaloidy jsou necilend chemoterapeutika puUsobici
jako blokatory bunécného déleni, ¢imZz zpomaluji rlst a progresi nadoru.
Ptikladem rostlinnych alkaloidU jsou vinblastin a vinkristin majici pivod v bréalu.
Tyto slouceniny se specificky zaméruji na M fazi bunééného cyklu a béhem bunééného
déleni zplsobuji blokaci pfi sestavovani tubulinu do mikrotubull v mitotickém
vietenu. | kdyZ jsou tyto slouceniny strukturné podobné, pouzivaji se jako terapeuticka
lécba odlisSné. Vinblastin se pouziva k |écbé testikuldarnich karcinomd,
zatimco vinkristin se pouziva k 1é¢bé ALL a Ewingova sarkomu.

Inhibitory  topoizomeras jsou chemoterapeutika, kterd se zamértuji
na topoizomerasu typu | nebo typu Il. Obé tfidy funguji jako blokatory transkripce
DNA. Inhibitory typu | puUsobi tak, Ze vytvofi komplex s DNA topoizomerasou,
¢imz se uCinné zablokuje aktivita topoizomerasy. Mezi inhibitory typu | patfi
kamptothecin a jeho analogy napf.irinotecan a topotecan. Inhibitory typu Il
se zaméruji na prechod S- G2 bunééného cyklu. Pfikladem inhibitor( typu Il jsou

etoposid a teniposid (Baudino, 2015).
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2.6.9 Antracykliny

Antracykliny jsou lécCiva na bazi daunosaminu a tetrahydronaftakendacionu a bézné
se pouzivaji prilécbé vice¢etnych nddorovych onemocnéni véetné leukémie, lymfomu,
rakoviny vajecnikli, rakoviny plic a prsu. Jednd se o necilend chemoterapeutika.
Prvnimi objevenymi antracykliny byly daunorubicin a doxorubicin, poté nasledoval
vyvoj mnoha dalSich antracyklint, véetné idarubicinu, epirubicinu a mitoxantronu.

Antracykliny maji tfi odliSné mechanismy ucinku. Prvni zpUsob, jakym funguiji,
je generovani volnych kyslikovych radikal(i, které zpUsobuji posSkozeni retézcd DNA
a poSkozeni bunééné membrany, coz vede k apoptdze. Tyto slouceniny se také
interkaluji do par0 bazi a ucinné blokuji syntézu DNA a RNA, ¢imZ brani replikaci
rakovinnych bunék. Poslednim mechanismem téchto sloucenin je inhibice aktivity
enzymu topoizomerasy |l. Topoizomerasa zpUsobuje uvolnéni nadSroubovicového
vinuti DNA, coZ umoziiuje opravu DNA. Jakmile k tomu dojde, transkripce a replikace
mohou pokracovat jako obvykle. KdyZ je tento enzym blokovdn, nemuZe dochdzet
k transkripci a replikaci DNA, coZz nakonec vede k bunécné smrti.

Antracykliny maji nékolik zavainych vedlejsich Gcink(. Jednim z nich je moznd
kardiotoxicita, coz vede k poskozeni srdecniho svalu. K vyhnuti se tohoto nezadouciho
vedlejSiho ucinku se antracykliny béZné podavaji s dexrazoxanem, ktery pusobi

jako kardioprotektant (Baudino, 2015).
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2.6.10 Doxoubicin

Prvni antracyklin byl izolovan diky pigment-produkujici bakterii Streptomyces
peucetius na pocatku 60. let a byl pojmenovan daunorubicin (DNR). Kratce poté byl
vyvinut jeho derivat doxorubicin (DXR). Obé Iéliva obsahovala aglykonické

a sacharidové skupiny.
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Obr. 2. Vzorec doxorubicinu

Doxorubicin je jednim z nejucinnéjsich antineoplastickych 1éku, které jsou popsany
samostatné nebo v kombinaci s jinymi latkami. Jednd se o zastupce antracyklin(,
tyrosinkinasovy inhibitor. Doxorubicin se pouziva pfi |é¢bé tumorl a hematologickych
malignit, véetné nddorl prsu, zZlucovodl, prostaty, délohy, vajecnikl, jicnu, nadora
Zaludku a jater, détskych solidnich nadort, osteosarkomu a sarkom@ mékkych tkani,
Kaposiho sarkomu, stejné jako se pouziva pfi akutni myeloblastické a lymfoblastické
leukémii a Wilmsové tumoru.

Mnoho studii prfisuzovalo doxorubicinu protinadorovou aktivitu diky jeho
schopnosti interkalovat do Sroubovice DNA a/nebo kovalentné se vazat na proteiny
zapojené do replikace a transkripce DNA. Takové interakce vedou k inhibici syntézy

DNA, RNA a protein(, coZ nakonec vede k bunécné smrti (Carvalho et al., 2009).
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2.6.11 Mitoxantron

Mitoxantron  je  synteticky  derivdt  antracenedionu, ktery  vykazuje
protinadorovou aktivitu proti Sirokému spektru rakovinnych bunék in vitro i in vivo
(Wiseman & Spencer, 1997). Jedna se o slabou hydrofobni bazi (Halaby, 2019) a rovnéz
o nespecificky tyrosinkinasovy inhibitor.

Prfedpoklada se, Ze za jeho protinadorovou aktivitu je odpovédnych nékolik
mechanismli a to — (1)stabilizace intermedidrniho komplexu nukleové
topoizomerasy II-DNA (¢imZ zabrani ligaci zlomU fetézcl DNA), (2) generace volnych
radikall, (3) agregace a zhutnéni DNA elektrostatickym zesitovanim, (4) inhibice
sestaveni mikrotubull a (5) inhibice aktivity proteinkinasy C.

Rezistence na protinadorovou aktivitu mitoxantronu byla pozorovdna jak in vitro,
tak in vivo a mUZe nastat fadou mechanisma. Ve studiich provadénych na potkanech
nesoucich nddory prostaty méli ti, ktefi byli Ié¢eni mitoxantronem, vyznamné snizeny
rdst nadoru ve srovnani s kontrolami. Inhibice ridstu nadoru byla jesté vétsi u potkand,
kterym byl podavan mitoxantron spolu s agonistou hormonu uvoliujiciho luteinizaéni
hormon. Tato kombinace se vSak nepouZiva u pacientl s pokrocilym karcinomem

prostaty (Wiseman & Spencer, 1997).

H
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Obr. 3. Vzorec mitoxantronu
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Cile prace:

1. Vypracovat literarni reSersi na téma: a) nadorova bunka a jeji charakteristické
vlastnosti; b) mechanismy mnohocetné Iékové rezistence; c) lysozomy a lékova

rezistence; d) vlastnosti vybranych protinadorovych IécCiv.

2. Zjistit, zda lysozomalni sekvestrace protinddorovych |éciv, jez maji povahu
slabych hydrofobnich bdazi a jsou v nanomoldrnich koncentracich, muze

indukovat jejich biogenezi.
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3 Experimentalni ¢ast

s v

3.1 Obecné informace k experimentalni casti

3.1.1 Pouzité chemikalie a roztoky

Doxorubicin — DXR (Sigma Aldrich, USA)

Mitoxantron — MTX (MedChemExpress, USA)

Imatinib — STI (Sigma Aldrich, USA)

Concanamycin-A (Sigma Aldrich, USA)

Albumin Fraction V (Carl Roth, Némecko)

Tetramethylrhodamine — TMRE (Sigma Aldrich, USA)

1x PBS (phosphate buffered saline): 130 mmol/l NaCl; 10 mmol/l NaH2POg;
2,7 mmol/I KCl; 1,8 mmol/I KH2PO4; pH 7,4

Tween 20 (Carl Roth, Némecko)

Rotiphorese®Gel 30 (37,5:1) (Carl Roth, Némecko)
N,N,N’,N’-Tetramethyl ethylenediamine — TEMED (Sigma Aldrich, USA)
Ribonuclease A from bovine pankreas (Sigma Aldrich, USA)

FBS - Fetdlni bovinni sérum

97 % EtOH

3.1.2 Pouzita média

Dulbecco’s Modified Eagle’s medium — high glucose (Sigma Aldrich, USA)
RPMI-1640 Medium With L-glutamine and sodium bicarbonate, liquid,

sterile-filtered, suitable for cell cultue (Sigma Aldrich, USA)

3.1.3 Pouzity material

6-jamkové kultivacni desky
Petriho misky
Kultivaéni nadoby

Fotograficky svétlocitlivy film (GE HealthCare)
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3.1.4 Pouzité pristroje

Inkubator CelCulture (ESCO, USA)

- Laminarni box MSC-Advantage (ThermoScientific, USA)

- Analyzator poctu bunék a bunécéné viability Vi-CELL TMXR (Beckman Coulte, USA)
- Centrifuga HERMLE Z 326 K centrifuga (LaborTechnik, Némecko)

- Centrifuga BOEco M-240 (BioTech, Némecko)

- Minicentrifuga myFugeTM (Benchmark Scientific, USA)

- Prutokovy cytometr Cytomics FC 500 (Beckman Coulter, USA)

- Digitalni vdha DENVER MXX 612 (Merci, Cesko)

- Magnetickd michacka RCT basic IKAMAG (Verkon, Cesko)

- Thermoblock Bio-TDB 100 (BioSan, Lotyssko)

- Vortex BioVortex V1 (BioSan, Lotyssko)

- Spektrofotometr Epoch (BioTek, Nizozemsko)

- Zdroj napéti PowerPac HC (BioRad, USA)

- Aparatura pro western blotting TransBlot SD (BioRad, USA)

- Aparatura pro elektroforetickou separaci MiniProtean-3 cell (BioRad, USA)

- XDS-3FL fluorescencni mikroskop s kamerou (Olympus, Japonsko)

3.1.5 Pouzita bunécna linie

Bunécna linie A549

Jedna se o epitelidlni bunécnou linii lidského plicniho adenokarcinomu. Tato bunécna
linie byla zaloZena v roce 1972 D. J. Giardem prostfednictvim explantatové kultury
plicni karcinomatdzni tkané ziskan od 58letého béloSského muze (Martin & Sarkar,
2017). A549 je adherentni bunécna linie. Burky byly zakoupeny z ECACC European
Collection of Authenticated Cell Cultures, Velka Britdnie) a byly pasaZovany podle jejich
protokoll v Dulbecco’s Modified Eagle’s mediu, které bylo obohaceno o antibiotika
(penicilin, streptomycin) a 7% fetalni bovinni sérum. Burky byly prevadény

do suspenze pomoci trypsinu dle protokolu ECACC.
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3.2 Metody

3.2.1 Stanoveni Zivych bunék pomoci TMRE
Tetramethylrhodamin (TMRE) je fluorescencni barva, ktera vysoce fluoreskuje u bunék
s vysokym mitochondridlnim transmembranovym potencidlem (Zivych bunék) a malo
fluoreskuje u bunék s nizkym mitochondridlnim transmembrdnovym potencidlem
(mrtvych bunék).

Do 1 ml suspenze bunék se ptidal 1 ul 100 uM TMRE a vzorek se inkuboval 20 minut

pri 37 °C. Poté byl vzorek zméren na pritokovém cytometru.

3.2.2 Stanoveni bunécného cyklu a jeho analyza
Tato metoda vyuzivd propidium jodid, ktery tvofi stechiometricky komplex s DNA
a intenzita fluorescence toho komplexu je pfimo iGmérna obsahu DNA.

2 ml suspenze bunék se sedimentovalo (1600 RMP, laboratorni teplota, 5 minut).
Sediment byl ndsledné fixovdan v 96% EtOH (500 ul) pfi -20 °C. Pred analyzou
se fixované bunky sedimentovaly (2500 RPM, laboratorni teplota, 5 minut). Sediment
byl rozsuspendovdn v 450 ul Vindelova roztoku. Inkubace vzorku probihala
pfilaboratorni teploté po dobu 30 minut ve tmé. Nasledné byl vzorek méren

na pritokovém cytometru pfi 488/525 nm.

Pouzité roztoky:
- VindelQv roztok: 0,1 % (v/v) Triton X-100; 200 pg/ml RNasa A; 20 pug/ml propidium
jodid; 1x PBS
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3.2.3 Extrakce celkovych proteint

Zhruba 3x10° suspenznich bunék bylo sedimentovano (1500 RPM, laboratorni teplota,
5 minut). Sediment byl promyt 4 ml chlazeného PBS (1500 RPM, laboratorni teplota,
5 minut). K promytému sedimentu bylo pfidano 100 pl lyzaéniho RIPA pufru. Burnky
byly inkubovdany s RIPA pufrem po dobu 20 minut na ledu za ob¢asného promichani.
Po bunécné lyzi byl bunécny lyzat precistén centrifugaci (18000 RPM, 4 °C, 10 minut).
U lyzatu byla uréena koncentrace proteinli metodou Bradfordové a lyzat byl uskladnén

pfi — 20 °C.

Pouzité roztoky:
- Lyzacni RIPA pufr: 150 mmol/I NaCl, 1% Nonidet P-40, 50 mmol/I Tris, 50 mmol/I
NaF, 5 mmol/l EDTA, 5 mmol/l pyrofosfat sodny dekahydrat (NAPP), inhibitory

proteas

3.2.4 Stanoveni koncentrace proteinli metodou Bradfordové

K 1 ul precisténého bunééného lyzatu byl pfiddn 1 ml roztoku Bradfordové. Nasledné
byl vzorek inkubovan po dobu 10 minut pfilaboratorniteploté. Poté bylo 200 ul vzorku
zméreno pfi absorbanci 595 nm na spektrofotometru. Jako blank byl pouZit roztok

Bradfordové a kalibrace byla stanovena pomoci FBS.

Pouzité roztoky:
- Roztok Bradfordové: 50 mg/I Coomassie Brilliant Blue G-250; 50 ml methanolu; 100
ml 85% H3P0O4; 850 ml deionizované vody —na 1| roztoku
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3.2.5 Stanoveni exprese proteini LAMP1, V-ATPasa, LAMP2 pomoci

metody western blotting
Vzorky ziskané zizolace celkovych proteini byly nafedény na pozadovanou
koncentraci vodou a poté byly denaturovany vtermoblocku (95 °C, 5 minut)
v pfitomnosti Laemiho 6% loading pufru.

Ptipravené vzorky byly naneseny na akrylamidovy gel (7,4% SDS-polyacrylamidovy
separacni gelem a 3,5% zaostfovaci gel) nasledné byla provedena elektroforéza
za pritomnosti SDS (SDS-PAGe, 80V/120V)

Po separaci byly tyto proteiny pfeneseny z gelu na nitrocelulézovou membranu
pomoci Wet blottingu (0,15 A pro 1 membranu, 30 minut).

Membrana s pfenesenymi proteiny byla nasledné blokovana po dobu 1 h v5%
blokovacim mléku s 1x PBS 0,1% Tween-20. Membrdana byla rovnéz promyta 10 minut
v 1x PBS, 3x 10 minut v 1x PBS; 0,1% Tween-20, a nakonec 10 minut v 1x PBS.

Nasledné byla nanesena primarni protilatka nafredéna mlékem na doporucenou

koncentraci.

Primarni protilatky

LAMP1 (D2D11) XP® Rabbit mAb (Cell signaling, USA): fedéni 1:1000
- LAMP2 (D5C2P) XP® Rabbit mAb (Cell signaling, USA): fedéni 1:1000
- ATP6V1B2 (D307Q) Rabbit mAb (Cell signaling, USA): fedéni 1:1000
- GAPDH (D16H11) Rabbit mAb (Cell signaling, USA): fedéni 1:1000

Membrana s primdrni protildtkou byla inkubovana pres noc pti 4 °C. Membrana
promyta po dobu 10 minut v 1x PBS, 3x 10 minut v 1x PBS 0,1% Tween-20, a nakonec
10 minut v 1x PBS.

Po promyti byla nanesena na membrdnu sekundarni protilatka, ktera je
konjugovand s enzymem. Sekundarni protilatka, stejné jako primarni, byla fedéna

v mléce na doporucéenou koncentraci.

Sekundarni protilatka
- Polyclonal Swine anti-Rabbit immunoglobulins/HRP (horseradish peroxidase)

(Dako): fedén 1:2000
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Membrdana se se sekundarni protilatkou inkubovala pfi laboratorni teploté 1 h.
Membrana byla opét promyta po dobu 10 minut v 1x PBS, 3x 10 minut v 1x PBS 0,1%

Tween-20, a nakonec 10 minut v 1x PBS.

PouZité roztoky a chemikalie:

1x PBS + 0,1% Tween 20 (1 1): 100 ml 10x PBS; 1 ml Tween 20; 900 ml deionizovana

voda

- Laemiho 6% loading pufr (12% SDS, 0,3 mol/I TRIS (pH 8,9); 0,3% bromofenolova
modF; 60% glycerol; 0,75 mol/I DTT)

- Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific, USA)

- 10x Running pufr (1 1): 30 g TRIS; 145 g glycinu; 1 | deionizovana voda

- Tank buffer: 100 ml 10x Running buffer; 10 ml 10% SDS; 900 ml deionizované vody

- Transfer pufr (Western blot): 100 ml 10x Running buffer; 200 ml metanol; 700 mi
deionizovana voda

- 5% blokovaci mléko: 5 g suSeného mléka (bez tuku); 100 ml 1x PBS + Tween 20

3.2.6 Chemiluminiscencni detekce specifickych proteinu
Ve fotokomore byl na nitroceluldzovou membrdnu s pfenesenymi proteiny nanesen
ECL kit obsahujici substrdt pro kfenovou peroxidasu navazanou na sekundarni
protildtku. Membrana byla inkubovdna s chemiluminescentnim substratem po dobu
10 minut ve tmé.

Na membrdanu byl poté pfiloZzen svétlo citlivy fotograficky film. Po expozici byl film
vlozen do vyvojky, nasledné do ustalovace a nakonec byl film omyt vodou.
Takto vyvolany film byl naskenovan do pocitace a byl vyhodnocen pomoci programu

Imagel.

Pouzité roztoky a chemikalie:

- ECL kit (GE HealthCare, UK)
- Vyvojka: G354 (AGFA)

- Ustalovac: G150 (AGFA)
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3.2.7 Stanoveni poctu lysozoma.
Pro zvyraznéni lysozom( byla vybrana protildtka proti LAMP-1, kdy protein LAMP-1 je
lysozomalni markerovy protein, ktery se nenachazi v Zadné jiné bunécné organele.

Sklicko porostlé ovlivnénymi burikami A549 bylo oplachnuto v chlazeném 1x PBS,
a poté bylo sklicko umisténo do sklenéné komUrky s 3,7% formaldehydem. Skli¢ko bylo
v komurce s formaldehydem inkubovano pres noc pfi 4 °C.

Nasledné bylo sklicko opét omyto chlazenym 1x PBS. Na sklicko bylo naneseno
priblizné 50 ul permeabilizacniho roztoku.

Sklicko s roztokem bylo prikryto parafilmem a bylo 10 minut inkubovano pti 4 °C.
Sklicko bylo opét omyto chlazenym 1x PBS a poté na néj bylo naneseno 20 pl roztoku
s primarni protilatkou.

Sklicko bylo opét zakryto parafilmem a 1 h bylo s protilatkou inkubovano pfi 4 °C.
Po inkubaci bylo omyto v chlazeném 1x PBS a poté bylo na sklicko pfidano 80 pl
roztoku se sekundarni protilatkou. Sklicko bylo zakryto parafilmem a bylo inkubovano
pfi 4 °C po dobu 1 h.

Po inkubaci bylo sklicko naposledy omyto v chlazeném PBS a na sklicko bylo
naneseno 20 ul roztoku (1x PBS, 1,6 uM DAPI, glycerol).

Podlozni sklicko s burikami bylo prikryto krycim sklickem, které bylo po okrajich
zalepeno lepidlem — chemoprenem, jako ochrana pred vyschnutim preparatu.

Prepardt byl uchovdn pfi 4 °C a pozorovat ho bylo moiné azpo24h,
kdy dostate¢né zaschl chemopren. Lysozomy byly pozorovany pod fluorescenénim
mikroskopem, bylo analyzovdno minimalné 30 bunék kdy pomoci obrazové analyzy

(v programu malovani) byl stanoven pocet lysozoma.

Pouzité roztoky a chemikalie:

- Permeabiliza¢ni roztok: 1x PBS; 0,1% nonidetu; 5% albumin

- Roztok sprimdrni protilatkou: 1x PBS; 0,1% nonidetu; 5% albumin, primarni
protilatka stejné jako u westren blottu — redéni 1:50

- Roztok se sekundarni protildtkou: 5% albumin; 1x PBS; 0,1% sekundarni protilatka

—FITC - redéni 1:1000
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3.2.1 Stanoveni akumulace léciva v lysozomech

Nejprve 10 ml bunék o koncentraci 450 000 - 500 000 bunék/ml bylo preinkubovano
pfi 37 °C po dobu 5 hodin v rlstovém médiu s poZzadovanou koncentraci DXR/MTX
a v pfitomnosti nebo absenci concanamycinu-A.

Nasledné probéhla inkubace preinkubovanych bunék s 3uM STl po dobu 3 h.

Nasledovala separace bunék od ristového média pres vrstvu silikonového oleje
centrifugaci (5000 RPM, laboratorni teplota, 15 minut). Separované bunky byly
extrahovany pomoci chlazeného extrakéniho roztoku (1 % kyselina mravendi,
50 % etanol). Bunécny extrakt byl precistén (18000 RPM, 4 °C, 10 minut), zfedén
extrakénim roztokem a obsah imatinibu byl analyzovan kapalinovou chromatografii
spojenou s nizkoenergetickym koliznim tandemovym hmotnostnim spektrometrem
(LC/MS/MS).

Absolutni akumulace slabé hydrofobni baze (MTX nebo DXR) v lysozomech byla
zjisténa tak, Ze hodnota intraceluldrni akumulace MTX/DXR v pfitomnosti
concanamycinu-A (obsah Iéciva v bunice kromé lysozomu), byla odec¢tena od hodnoty
intracelularni akumulace MTX/DXR v nepfitomnosti concanamycinu-A (obsah |éciva
v burice véetné lysozomu). Concanamycin-A je inhibitorem vakuoldrni H(+)-ATPasy.
Absolutni akumulace MTX/DXR v lysozomech byla vyjadfena jako molarni mnozZstvi

konkrétni slabé hydrofobni baze v lysozomech na 10° bunék.
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4 Vysledky

Lysozomy jsou organely, které se podileji na mnoha bunécnych procesech. V rdmci
svého fungovani dynamicky méni sv(j pocet a velikost, pohybuji se napfi¢ cytoplazmou
a podle potfeby interaguji s jinymi bunéénymi strukturami a organelami.

TFEB kontrolovana lysozomalni biogeneze byla identifikovdna jako jedna
z bunéénych fyziologickych reakci na lysozomalni stres (Sardiello et al., 2009).
Takovy stres mUlZe zahrnovat hladovéni burky, inhibici V-ATPasy a lysozomalni
alkalizaci zplisobenou akumulaci hydrofobnich slabé bazickych 1éciv (Settembre et al.,
2012; Zhitomirsky & Assaraf, 2015).

VysSe uvedeny stres je povazovan za hybnou silu lysozomalni biogeneze vyvolané
nanomolarnimi koncentracemi hydrofobnich slabé bazickych chemoterapeutik
(Zhitomirsky & Assaraf, 2015). Lyzosomalni alkalizace v3ak vyZaduje masivni akumulaci
hydrofobniho slabé bazického léciva, coZz je ucinek, ktery byl pozorovan pouze
u vysokych (mikromolarnich az milimolarnich) nikoli nanomolarnich koncentraci
(Kazmi et al., 2013; Nadanaciva et al., 2011; Ohkuma & Poole, 1978). V nasi laboratofri,
kde se touto problematikou zabyvdme, jsme Zjistili, Ze jak absolutni, tak relativni
lysozomadlni akumulace hydrofobnich slabé bazickych chemoterapeutik se zvysuje
s rostouci extraceluldrni koncentraci a je obecné vysokd pouze pfi vysokych
koncentracich (Nadanaciva et al., 2011; Ruzickova et al., 2019; Skoupa et al., 2020).
Na zakladé téchto skutecnosti se ndm nezdalo pravdépodobné, Ze by nanomoldarni
koncentrace mitoxantronu, pfipadné doxorubicinu mohly zplsobit alkalizaci
lysozomalniho pH a indukovat tak lysozomalni biogenezi. Vzhledem k tomu, Ze obé
latky ovliviiuji v nddorovych burkdch Fadu procest pokusili jsme se o novou
nerozporuplnou interpretaci publikovanych vysledkl pomoci tfi nezavislych metod
a to analyzy exprese markerovych lysozomalnich proteind, stanoveni pfimého poctu

lysozom( a stanoveni lysozomalni kapacity pro hydrofobni chemoterapeutikum.
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4.1 Analyza exprese markerovych proteinu.

Nejprve jsme stanovovali expresi lysozomalnich markerovych proteind po plsobeni
nanomolarnich koncentraci MTX a DXR. Béhem analyzy exprese markerovych
protein LAMP-1, LAMP-2 a V-ATPasy pomoci western blottingu nebyl zjistén

signifikantni ndrdst téchto proteind v bunkach ovlivnénych 50nM MTX (graf 1).
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Graf 1. Analyza exprese lysozomdlnich markerovych proteini po plsobeni mitoxantronu. Bufiky A549 byly
kultivovdny v pfitomnosti 50nM MTX. Po 24 hodindch byla udéldna analyza exprese prislusnych lysozomdlnich
markerovych proteinii pomoci western blottingu. Neovlivnéné buriky A549 byly pouZity jako kontrola.
A) Analyza exprese LAMP1 (typickd analyza). B) Kvantitativni hodnoceni exprese LAMP1, hodnoty sloupct jsou
priimérné hodnoty ze 3 nezavislych experimentt se standardni odchylkou. C) Analyza exprese LAMP2 (typickd
analyza). D) Kvantitativni hodnoceni exprese LAMP2, hodnoty sloupci jsou primérné hodnoty ze 3 nezadvislych
experiment( se standardni odchylkou. E) Analyza exprese V-ATPasy (typickd analyza). F) Kvantitativni hodnoceni

exprese V-ATPasy, hodnoty sloupct jsou primérné hodnoty ze 3 nezdvislych experimenti se standardni odchylkou.
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A) B) Western blot A549 + 100nM DXR; exprese LAMP1
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Graf 2. Analyza exprese lysozomdlnich markerovych proteinii po pusobeni mitoxantronu. Bufiky A549 byly
kultivovdny v pfitomnosti 100nM DXR. Po 24 hodindch byla udéldna analyza exprese prislusnych lysozomdlnich
markerovych proteini pomoci western blottingu. Neovlivnéné buriky A549 byly pouZity jako kontrola.
A) Analyza exprese LAMP1 (typickd analyza). B) Kvantitativni hodnoceni exprese LAMP1, hodnoty sloupct jsou
priimérné hodnoty ze 3 nezavislych experimentt se standardni odchylkou. C) Analyza exprese LAMP2 (typickd
analyza). D) Kvantitativni hodnoceni exprese LAMP2, hodnoty sloupcti jsou primérné hodnoty ze 3 nezdvislych
experimenty se standardni odchylkou. E) Analyza exprese V-ATPasy (typickd analyza). F) Kvantitativni hodnoceni

exprese V-ATPasy, hodnoty sloupct jsou primérné hodnoty ze 3 nezdvislych experimenti se standardni odchylkou.
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4.2 Stanoveni poctu lysozomd.
Dale jsme stanovovali primy pocet lysozom( v burikdch po plisobeni nanomolarnich
koncentraci MTX a DXR. Zjistili jsme, Ze po pUsobeni MTX i DXR dochazi
k signifikantnimu ndrlstu lysozomu na buriku. Tato metoda na rozdil od predchdzejici
ukazuje na signifikantni zvétseni lysozomalniho komprartmentu, ktery by bylo mozné

interpretovat jako lysozomalni biogenezi.

A) Kontrola 1 50nM MTX 1
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Kontrola 3 ‘ 50nM MTX 3
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Graf 3. Stanoveni poctu lysozomi. Buriky A549 byly kultivovdny v pfitomnosti 50nM MTX. Po 24 hodindch bylo
provedeno stanoveni poctu lysozomi. Neovlivnéné buriky A549 byly pouZity jako kontrola. A) Vizualizace lysozomi
(typické obrdzky). B) Kvantitativni hodnoceni poctu lysozomu v burikdch ovlivnénych 50nM MTX, sloupce predstavuji

priimérny pocet lysozomu v 35 bufikdch se standardni odchylkou. Symbol * zna(i signifikantni vysledek (p < 0,05).
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Graf 4. Stanoveni poctu lysozomd. Buriky A549 byly kultivovdny v pfitomnosti 100nM DXR. Po 24 hodindch bylo
provedeno stanoveni poctu lysozomu. Neovlivnéné buriky A549 byly pouZity jako kontrola. A) Vizualizace lysozomi
(typické obrdzky). B) Kvantitativni hodnoceni poctu lysozomu v bufikdch ovlivnénych 50nM MTX, sloupce predstavuji

priimérny pocet lysozomu v 35 bufikdch. Symbol * je oznaceni pro signifikantni vysledek (p < 0,05).
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4.1 Sekvestracni kapacita lysozomu.

Déle jsme zjistovali vliv nanomolarnich koncentraci MTX a DXR na sekvestracni
kapacitu lysozoma. Bunky ovlivnéné MTX pripadné DXR byli kultivovany po dobu
3 hodin v STl a byla vypoctena sekvestracni kapacita lysozomu. Zjistili jsme, Ze jak MTX
tak i DXR signifikantné zvysil sekvestracni kapacitu pro STI (graf a graf). | tento vysledek
poukazuje na naruast sekvestracni kapacity pro imatinib, coz by bylo mozné hodnotit

jako lysozomalni biogenezi.

A) Intracelularni koncentrace A549 + 3uM STI; 3 HODINY +/- 25nM
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Graf 5. Sekvestracni kapacita lysozomd. Buriky A549 byly kultivovdny v pfitomnosti 50nM MTX a ndsledné byla
stanovena lysozomdlini sekvestracni kapacita pro imatinib. Neovlivnéné buriky byly pouZity jako kontrola.
A) Vliv concanamycinu-A na akumulaci imatinibu, sloupce pfedstavuji priimérnou hodnotu mnoZstvi imatinibu
ziskanou ze 3 nezdvislych analyz. B) Vypoditand sekvestracni kapacita lysozomd, sloupce predstavuji priimérné

hodnoty ze 3 vypoctu véetné standardni odchylky. Symbol * znadi signifikantni vysledek (p < 0,05).
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A) Intracelularni koncentrace A549 + 3uM STI; 3 HODINY +/- 25nM
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Graf 6. Sekvestracni kapacita lysozomd. Buriky A549 byly kultivovdny v pfitomnosti 100nM DXR a ndsledné byla
stanovena lysozomdlni sekvestracni kapacita pro imatinib. Neovlivnéné buriky byly pouZity jako kontrola.
A) Vliv concanamycinu-A na akumulaci imatinibu, sloupce pfedstavuji primérnou hodnotu mnoZstvi imatinibu
ziskanou ze 3 nezdvislych analyz. B) Vypoditand sekvestracni kapacita lysozomd, sloupce predstavuji priimérné

hodnoty ze 3 vypoctu véetné standardni odchylky. Symbol * je oznaceni pro signifikantni vysledek (p < 0,05).

Kdyby skutecné dochdzelo k lysozomalni biogenezi, vSechny nezavislé metody pro
zjisténi biogeneze lysozomu by ji mély potvrdit, coZ se nestalo. ProtoZe studované latky
maji i fadu jinych ucinkd, mimo jiné se interkaluji do DNA, pokusili jsme se ziskané

vysledky interpretovat jinym nerozporuplnym zplisobem.
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4.2 Analyza bunécného cyklu.

Studovali jsme vliv mitoxantronu a doxorubicinu na bunécny cyklus. Zjistili jsme, Ze obé

latky zpUsobuji masivni blok v G2/M fazi bunééného cyklu.
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Graf 7. Analyza bunécného cyklu. Buriky byly kultivovdny v pfitomnosti 50nM MTX. Po 24h kultivaci byla provedena
analyza bunééného cyklu pomoci pritokové cytometrie. Neovlivnéné buriky byly poufZity jako kontrola. A) Vliv MTX
na bunécény cyklus (typickd analyza). B) Zastoupeni bunék v G2/M fdzi bunécného cyklu,hodnoty sloupcii jsou

priimérné hodnoty ze 3 méreni se standardni odchylkou. Symbol * je oznaceni pro signifikantni vysledek (p < 0,05).
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A) Kontrola 100nM DXR
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B) Zastoupeni G2/M faze bunééného cyklu bunék A549
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Graf 8. Analyza bunécného cyklu. Buriky byly kultivovdny v pfitomnosti 100nM DXR. Po 24h kultivaci byla provedena
analyza bunééného cyklu pomoci priitokové cytometrie. Neovlivnéné buriky byly pouZity jako kontrola. A) Vliv DXR
na bunécny cyklus (typickd analyza). B) Zastoupeni bunék v G2/M fdzi bunécného cyklu, hodnoty sloupct jsou

priimérné hodnoty ze 3 méreni se standardni odchylkou. Symbol * znadi signifikantni vysledek (p < 0,05).

Toto zjisténi skutecné umoinuje vysledky nerozporuplnym zplisobem
interpretovat. Ve skutecnosti se buriky nachazi v G2 fazi cyklu, kdy se burika pfipravuje
na mitézu a vsechny struktury a kompartmenty mda odpovidajicim zplsobem

zmnozeny.
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5 Diskuze

V teoretické casti této diplomové prace se pojedndvalo o charakteristickych
vlastnostech nadorové bunky. Byly zde popsdny moZnosti |é¢by ndadorovych
onemocnénia hlavni pficiny jejiho selhani v souvislosti se vznikem mnohocetné Iékové
rezistence. Dale zde byly vysvétleny nékteré vybrané mechanismy vzniku MDR,
zejména s ohledem na funkci lysozom( a jejich mozného prispévku ke vzniku MDR.
V zavéru teoretické ¢asti byla popsdna struktura a mechanismus Ucinku
chemoterapeutik, které byly pouZity v praktické ¢asti diplomové prace.

V experimentalni ¢asti prace jsme se zaméfili na otazku zda lysozomalni biogenezi
muze vyvolat akumulace nanomoldrnich koncentraci protinddorovych IéCiv, které maji
povahu hydrofobnich slabych bazi. Tento fenomén byl nedavno publikovan
(Zhitomirsky & Assaraf, 2015). Autofi této prace predpokladaji, Ze zvySena akumulace
slabych hydrofobnich bazi mize zpuUsobit lysozomalni stres (lysozomalni alkalizaci),
ktery prostrednictvim aktivace TFEB vede k biogenezi lysozomu. Dlvodem pro revizi
zavérl jejich prace byly nasledujici skuteCnosti: i) autofi prace neprokazali,
Ze nanomolarni koncentrace hydrofobnich slabych bazi skute¢né zplsobuji alkalizaci
lysozom( (Zhitomirsky & Assaraf, 2015); ii) lysozomalni alkalizace byla v literature
popsdna pro vysoké koncentrace hydrofobnich slabych bazi (Kazmi et al., 2013;
Nadanaciva et al., 2011; Ohkuma & Poole, 1978)

Podobné jako predchozi autofi (Zhitomirsky & Assaraf, 2015) jsme v nasi praci
pouZili bunécnou linii A549 a doxorubicin a mitoxantron jakozto studovana léciva.

Pro ovéreni, zda k lysozomalni biogenezi skuteéné dochazi, jsme zvolili tfi nezavislé
metody: analyzu exprese markerovych proteind, stanoveni poctu lysozomd,
sekvestracni kapacitu lysozomU. Nejprve jsme analyzovali expresi markerovych
lysozomalnich proteinti LAMP-1, LAMP-2 a ATP6V1B2. Vysledky jednoznacné ukazaly,
Ze u Zzadného ze sledovanych markerovych lysozomalnich proteind nedoslo
k signifikantnimu zvySeni exprese po pusobeni MTX (graf 1). Se stejnym vysledkem
dopadla analyza exprese markerovych lysozomalnich proteinli po pusobeni DXR
(graf 2). Tento vysledek jednoznacné ukazuje, Ze ani MTX, ani DXR neindukuji

lysozomalni biogenezi.
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Naproti tomu, dvé zbyvajici metody ukdzaly pfesny opak. Imunohistochemické
barveni lysozom(l ukdzalo, Ze ovlivnéné buriky MTX i DXR maji signifikantné zvyseny
pocet lysozomO v burice ve srovnani s neovlivnénymi buikami (Graf 3 a 4).
U bunék ovlivnénych MTX byl pocet lysozomU navySen 1,8kradt oproti kontrolnim
bunkam, kdy u ovlivnénych bunék se nachazelo priimérné 360,8 + 108,2 lysozomu
na jednu bunku a u bunék kontrolnich se nachazelo pramérné 195,8 + 48,9 lysozomu
na jednu bunku. Podobny narlst lysozom( byl pozorovan u bunék ovlivnénych DXR,
kdy doslo k 1,9ndsobnému navyseni mnozstvi téchto organel, kdy se u ovlivhénych
bunék nachazelo primérné 245,0 £+ 73,5 lysozomU na jednu bunku a u bunék
kontrolnich se nachazelo 128,6 + 32,2 lysozomU na jednu buriku. Toto nase zjiSténi
odpovidalo vysledkam, které publikovali Zhitomirsky a Assaraf roku 2015.

Podobné analyza akumulaéni kapacity lysozomd pro imatinib ukazala
jeji signifikantni ndrdst, a to jak po plsobeni MTX (Graf 5), tak i po plsobeni
DXR (Graf 6). Vysledky druhych dvou metod by naopak bylo moZno interpretovat
jako dlikaz lysozomdlni biogeneze. Tento zavér ndm ovSem neumozZnuje udélat
zdanlivé protichGdny vysledek analyzy exprese lysozomalnich markerovych proteint
(Graf 1a2). Vzhledem ktémto skuteCnostem jsme se rozhodli zjistit, jak jinak,
nez lysozomalni biogenezi, Ize ziskané vysledky interpretovat. PrestoZe studovand
protinddorova léciva plisobi na nddorové buriky Sirokym spektrem ucinkl, maji jednu
spolec¢nou vlastnost, a to Uc¢inek na bunéény cyklus. Proto jsme se rozhodli ovlivnéné
bunky podrobit jeho analyze. Podobné jako jini autofi (Augustin, Wheatley, Lamb,
& Konopa, 1996; Potter & Rabinovitch, 2005) jsme diky analyze bunécného cyklu
pozorovali, Ze MTX a DRX indukuji blok v G2/M fazi bunécného cyklu (Graf 7 a 8).
U bunék ovlivhénych MTX jsme pozorovali blok v G2/M fazi u 38,5 % bunécné
populace a u kontrolnich bunék jsme pozorovali blok v G2/M pouze u 7,1 % bunécéné
populace. Po ovlivnéni DXR se v bloku G2/M bunécéného cyklu nachazelo 73,3 %
bunécné populace a u kontrolnich bunék doslo k bloku v G2/M fazi pouze u 12,1 %
bunécné populace.

Toto je obzvlasté dllezité zjisténi pro nasi interpretaci vysledkd. Nemélo by byt
zadnym prekvapenim, Ze k lysozomalni biogenezi dochazi béhem bunécného cyklu,
kdy se materska bunka pfipravuje na rozdéleni na dvé dcefiné buriky. Regulace

lysozomalni biogeneze béhem bunécného cyklu byla nedavno elegantné popsana
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v ¢lanku CDK4/6 regulate lysosome biogenesis through TFEB/TFE3, Yin et al., 2020.
Autofi jasné ukazali pfimou souvislost mezi snizenou aktivitou cyklin-dependentnich
kinas 4 a 6 (CDK4/6) a zvysenou aktivitou TFEB a TFE3, coZ vede k lysozomalni biogenezi
(Yin et al., 2020). Zjisténi, Ze k lysozomalni biogenezi dochazi béhem bunééného cyklu,
nam umozZiuje interpretovat nase vysledky bez vnitfnich rozpord. Blok G2/M,
ktery je indukovan studovanymi latkami, skutecné vede k vyznamnému zvyseni poctu
bunék pripravenych k déleni, tj. bunék, které prosly lysozomalni biogenezi.
Lysozomalni biogenezi Ize proto detekovat pouze metodami, jejichz vysledky jsou
normalizovany na pocet bunék a ne na mnozstvi proteinu (srovnej Graf 1 s Grafem 3B).
Aktivace TFEB, ktera byla pozorovdna v souvislosti s nanomoldrni koncentraci
MTX a DRX a ktera byla pfi¢itana lysozomalni alkalizaci (Zhitomirsky & Assaraf, 2015),

pravdépodobné souvisi se zménou bunééného cyklu (Yin et al., 2020).
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6 Zaver

1. Vradmci teoretické ¢asti byla vypracovdna literdrni reSerSe na téma:

a) nadorova bunka a jeji charakteristické vlastnosti; b) mechanismy
mnohocetné |ékové rezistence; c) lysozomy a lékova rezistence; d) vlastnosti
vybranych protinddorovych IéCiv.
V rdmci experimentalni Casti jsme zjistovali, zda lysozomalni sekvestrace
doxorubicinu a mitoxantronu v nanomolarnich koncentracich mlze indikovat
jejich biogenezi pomoci tfi nezavislych metod.
a) Analyza exprese lysozomalnich proteinli LAMP1, LAMP2 a ATP6V1B2
u bunék ovlivnénych DXR nebo MTX neukazala jeji signifikantni narust.
b) Naproti tomu primé pozorovani lysozom{i pomoci
imunohistochemického barveni ukdzalo signifikantni zvySeni poctu
lysozom( u ovlivnénych bunék.
c) Podobné analyza sekvestracni kapacity lysozomU ukazala jeji signifikantni
nardst.
ProtoZe pouzité metody neukazaly jednoznacné, Ze by k lysozomalni biogenezi
dochdzelo, hledali jsme jiné nerozporuplné vysvétleni nasich vysledkd.
Byla provedena analyza bunécného cyklu ovlivnénych bunék, ktera ukazala,
Ze obé studované latky zpUsobuji masivni blok v G2/M fazi.
Akumulace bunék v G2/M fazi bunééného cyklu vede k signifikantnimu
navySeni poctu bunék v populaci, které jsou pripraveny k mitéze
s odpovidajicim narastem velikosti vSech organel véetné lysozomua. Tato zména
muUze byt mylné interpretovdna jako lysozomadlni biogeneze v dlsledku

sekvestrace nanomoldrnich koncentraci DXR a MTX lysozomu.
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