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Pfedlozend bakalarska prace se vénuje stanoveni ucinnosti
5-fluorouracilu na bunécné linii CCRF-CEM. V teoretické Casti
byla vypracovana literarni reserSe na téma lécebné aplikace
5-fluorouracilu, mechanismus ucinku 5-flurouracilu, Uprava
ucinku kombinovanou lé¢bou a rezistence na 5-fluorouracil.
Jako soucdst literarni reSerSe byl vypracovan i teoreticky
uvod kpouzité metodice. V experimentalni ¢asti byla
stanovena hodnota ICso 5-fluorouracilu pro bunécénou linii
CCRF-CEM pomoci MTT a XTT testl chemosenzitivity. DalSim
experimentem bylo stanoveni doby do apoptdzy u bunééné
linie CCRF-CEM oSetfené hodnotou ICso €i jejimi ndsobky. Pro
stanoveni doby do apoptézy byl vybran test detekce
kaspasové aktivity pomoci syntetického substratu v Zivych
burikdch. V ramci experimentalni c¢asti byla feSena také
optimalizace FASP lyzaéniho protokolu s ucelem stanovit
optimdlni objem FASP lyzacéniho pufru. V této c¢asti byla
stanovena celkova koncentrace proteind metodou Pierce
660 nm. Zcelkové koncentrace proteini byla poté
vypocitdna hmotnost proteint v bunécnych lyzatech. Objem
FASP lyza¢niho pufru, pfi kterém bylo dosazeno nejvétsi
celkové koncentrace proteind a tim i nejvétsi hmotnosti
proteint by mél byt optimalni pro uziti protokolu.
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1 Uvod a cile prace

Tématem bakalarské prace bylo stanovit u¢inek 5-fluorouracilu na leukemickou bunécnou
linii CCRF-CEM. Bakalarska prdace je rozdélena na ¢ast teoretickou a ¢ast experimentalni.
Cilem teoretické casti bylo vypracovat literarni reSerSi na téma biologicky ucinek
5-fluorouracilu a jeho klinické vyuziti. Fluorouracil je pyrimidinovy antagonista ze skupiny
latek antimetabolitl pripraveny v roce 1957 Charlesem Heidelbergerem. Predpokladem
pro jeho pfipravu byla skutecnost, Ze nddorové bunky ve své syntéze DNA uprednostiuji
uracil (Heidelberger a kolektiv, 1957). Pro jeho protinddorovy ucinek je casto
vyhleddvanym cytostatikem s nezastupitelnou roli vIécbé kolorektalnich karcinom.
Klinicky ucinek samostatné uZivaného 5-fluorouracilu je mirny a proto byva zesilen
kombinovanou |é¢bou. Prvni kombinovanou I|écbou bylo spojeni 5-fluorouracilu
s leukovorinem. Novéjsi postupy spocivaji v kombinaci lécebnych reziml zalozenych na
5-fluorouracilu s molekularné cilenou Ié¢bou (Chu, 2007).

Soucdsti teoretické casti byl i Uvod k proteomickym metodam pouzitym v ¢asti
experimentalni. Obecné se proteomika zabyva proteiny, jejich identifikaci, lokalizaci,
modifikacemi protein(, atd. Ke studiu proteind vyuzivad analyzy hmotnosti spektrometrii.
Predpokladem pro uUspesnost analyzy je dikladna a spravna priprava vzorkda (Williams a
kolektiv, 2014). Cilem experimentalni ¢asti bylo optimalizovat nezbytnd stanoveni pro
pfipravu proteomickych vzork(. V prvni ¢asti byl proveden experiment stanoveni inhibiéni
konstanty ICso pomoci MTT a XTT testd. MTT a XTT testy jsou kolorimetricka stanoveni
bunééné chemosenzitivity. V dalsi c¢asti byl proveden experiment stanoveni ¢asu do
apoptézy pomoci detekce aktivity kaspazy 3 a 7. Posledni ¢ast spocivala v optimalizaci
lyza¢niho protokolu pro FASP analyzu a stanoveni celkové koncentrace bilkovin v téchto
bunécénych lyzatech.



2 Teoreticka Cast

2.1 5-Fluorouracil a jeho lécebné aplikace

Protinadorovy lék 5-fluorouracil (5-FU) byl poprvé syntetizovan profesorem Charlesem
Heidelbergerem v roce 1957, jako soucast skupiny fluorovanych pyrimidinG. Do procesu
syntézy se zapojil i Dr. Robert Duschinsky a jeho kolegové z firmy Hoffman-LaRoche (dnes
jen Roche). Pfedpokladem pro syntézu byla biologickd aktivita jinych sloucenin s vodikem
substituovanym fluorem, které byly pouzivany k |écbé lidské a zvifeci rakoviny. Pozornost
byla uprfednostnéna na pyrimidiny, protoZze uracil je prednostné vyuzivdn pro syntézu
nukleovych kyselin v tumorech. Testy byl prokdzan ucinek inhibice bunécéného rlistu a
interference s methylaci pyrimidind. K urceni Gcinku na biosyntézu pyrimidinG se
Ch. Heidelberger soustfedil na princip inkorporace znaceného mravencanu do
methylovych skupin thyminu. Z divod( lokalizace fluoridového atomu v stejné pozici na
pyrimidinovém kruhu jako methylova skupina na thyminu, se zdalo rozumné
predpokladat, Ze tato latka blokuje biosyntézu pyrimidin(. Testy in vitro a in vivo byl
prokazan tento ucinek (Heidelberger a kolektiv, 1957).

2.1.1 Lécebné aplikace 5-FU

Vyuziti 5-FU v chemoterapii je Siroké. Slouzi k 1é¢bé karcinomu gastrointestindlniho traktu
(GIT), zejména kolorektdlniho karcinomu, ddale karcinomu Zaludku a pankreatu.
V kombinaci s dalSimi cytostatiky se pouziva k Ié€bé karcinomu prsu, karcinomu ovaria a
cervixu, karcinomu mocového meéchyrfe, karcinomu prostaty a bronchogenniho
karcinomu. Je moZné ho aplikovat i intraarteridalné pfi 1éCbé primarnich a sekundarnich
nador( jater. U pacientl s nedostatkem dihydropyrimidindehydrogenasy (DPD) je
zakdzana lé¢ba z dGvodd zesilenych neZadoucich G&ink(. Uginnost i toxicitu Ize zvysit
kombinovanou |é¢bou s dalSimi cytotoxickymi |écivy (cyklofosamid, vinkristin,
methotrexat, cisplatina, doxorubicin a dal3i), interferonem a a kyselinou folinovou (SUKL,
2014).

Pro lé¢bu 5-FU jsou nejéastéji indikovani pacienti skarcinomy GIT, hlavné
pokrocilymi kolorektalnimi karcinomy. Kolorektalni karcinom je podle Udaji z roku 2010
Narodniho onkologického registru jedno z nejcastéjSich onkologickych onemocnéni
v Ceské republice. Je to druhd nejcast&jsi diagnéza po rakoviné prostaty u muzd a
rakoviné prsu u Zen. Celkové podle analyzy programu SVOD Epidemiologie zhoubnych
nadord v Ceské republice je Ceska republika na 5. poradi v celosvétovém srovndni poctu
piipadd kolorektalnich karcinomd na 100 tisic obyvatel (Ustav zdravotnickych informaci a
statistiky CR, 2010; Epidemiologie zhoubnych nador( v Ceské republice, svod.cz; 2008).
Role 5-FU v lé¢bé metastazujiciho kolorektalniho karcinomu (mCRC) je nezastupitelna.
Pfed rokem 2000 byl intravendzné podavany 5-FU kombinovany s leukovorinem jedinym
moznym lé¢ebnym postupem pro pacienty stimto onemocnénim. | dnes je jeho role
v lécbé téchto onemocnéni nenahraditelna (Davies a Goldberg, 2011; Chu, 2007).
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Rakovina Zaludku a gastroezofagedlni rakovina jsou dalsi castou diagndzou
malignit GIT. Brzka stadia téchto onemocnéni jsou lécena chirurgicky s vysokym
procentem pétiletého preziti. Nicméné vétsina pacientl je diagnostikovdna v pokrocilych
stadiich onemocnéni. Adjuvantni terapii na zakladé plGsobeni 5-FU u téchto karcinom( se
zabyva ¢lanek s meta-analyzou ucinnosti chemoterapie (Ge a kolektiv, 2012).

Jeden z moZnych lécebnych vyuZiti je i |éCba dermatologickych malignit. Hlavni
ucinek 5-FU v dermatologii byl prokazdn na onemocnénich, kterd jsou charakterizovana
aberacemi v proliferaci epidermadlnich bunék. V USA je 5-FU schvalen pro IéCbu aktinické
keratézy a karcinomU povrchovych bazdlnich bunék, kdyZ jsou tradicni lé¢ebné postupy
neproveditelné. Mezi dalsi dermatologickd onemocnéni, kterd Ize |éCit 5-FU patfi psoriaza
a bradavice zplsobené lidskym papillomavirem. Zajimavy je ucinek 5-FU na burky
posSkozené slunecnim zarenim. Poskozeni bunék slunecnim zartenim, zplsobuje starnuti
téchto bunék a je klicovym faktorem pro rozvoj spinocelularniho karcinomu a bazaliomu
(karcinom bazalnich bunék kidze). Ucinek 5-FU miZe zplsobovat obnovu bunék
poskozenych svételnym zarenim (Ceilley, 2012).

Pro |éCbu pokrocilé spinocelularniho karcinomu hlavy a krku se jako jeden
z lé¢ebnych postupll vyuziva 5-FU ve spojeni s docetaxelem a cisplatinou. Vice o této
|écebné kombinaci u pacientl se spinocelularnim karcinomem hlavy a krku se Ize docist
v €lanku od lékare Billana a jeho kolegu (Billan a kolektiv, 2013). Na spojeni |é¢ebného
ucinku 5-FU, cisplatiny a radioterapie v |écbé rakoviny hlavy a krku je zaméfren clanek
z roku 2013 od autoru Hsiehe a jeho kolegll (Hsieh a kolektiv, 2013).

Ze souhrnu udajl o pfipravku 5-FU vypliva, Ze jeho |écebné vyuZiti je obrovské.
Dalsi kapitoly této prace jsou pro jeho vyznamnost vIécébé malignit GIT davany do
kontextu stémito onemocnénimi a nejcastéji je to z dlvodl vysoké epidemiologie
onemocnéni mCRC.

2.1.2 Zpusob podavani a davkovani 5-FU

Podle udaji vydanych Statnim uUstavem pro kontrolu |éCiv je doporuceno zejména
podavani 5-FU prostfednictvim intravendzni infuze ¢i intravendzni bolusové injekce. Dale
je 5-FU mozné podavat intrarteridlné a intraperitonedlné. Pfi dosazeni Ustupu symptom(
¢i remise se podava udriovaci terapie (SUKL, 2014).

V odborné literature se lze docist o srovnani Ucéinku pfi infuznim podavani a
injektivnim podavani. Infuzni poddvani je upfednostnéno kvlli ¢asové zavislému ucinku
5-FU jako antimetabolitu. Klinické studie dokdazaly, Ze ucinnost 5-FU
v chemoterapeutickych rezimech pti oralnim podavani neni mensi ve srovnani se stejnymi
rezimy s infuzné podavanym 5-FU. V nékterych lé¢ebnych reZzimech muze byt dokonce
zcela nahrazeno oralnim podavanim. Pfi oralnim podavani se lze vyhnout komplikacim
spojenym s infuznim podavanim jako je pneumotorax, hemotorax, infekce katetru a
trombdzy. Z tohoto dlvodu se oralni podavani 5-FU pravdépodobné stane vice vyuzivané
v klinice (Miura a kolektiv, 2010). Pfehled ordIné podavanych pfipravkd se zakladem 5-FU
je uveden v kapitole Uprava G¢inku — kombinovana lé¢ba.
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U mCRC je velkd pravdépodobnost vzniku metastaz v peritonealni dutiné.
Peritonealni karcinomy jsou spojovany s nizkou progndzou a ¢asem preziti. U téchto typ(
rakoviny by mohlo byt novym l|éebnym postupem chirurgické odstranéni spojené
s hypertermickou intraperitonedlni chemoterapii. Peritonedlni lavdz v kombinaci
s chirurgickym odstranénim makroskopickych ndadorl je spjata se zvySenim preZiti a
snizenim rekurence. Byla prokazana ucinnost 5-FU pfi intraperitonedlni chemoterapii
v brzké dobé po chirurgickém zdkroku. BohuZel ucinnost hypertermické chemoterapie
5-FU béhem operace nebyla zatim prokdzana. Shimizu a kolektiv provedli studii, kterd se
zabyvala ucinnosti hypertermické chemoterapie 5-FU a mytomycinu C béhem
chirurgického zakroku u pacientli s mCRC. Tato studie byla provedena pomoci in vitro
simulace. Zavérem studie bylo, Ze tento terapeuticky postup je proveditelny, bezpecny a
vice predchdzi vzniku metastaz v peritonealni dutiné (Shimizu a kolektiv, 2014).

Kromé zpuUsobu podavani je pro dosazeni nejlepsiho ucinku 5-FU nutné i jeho
spravné davkovani. LéCivou davku 5-FU mUzZeme urcit v podstaté dvéma pristupy. Tradicni
pfistup je davkovani podle velikosti télesného povrchu (BSA — body-surface-area).
Davkovani podle BSA ma cetné limitace, asi nejvice vyznamna je variabilita v koncentraci
|é¢iva mezi pacienty a v samotném téle pacienta. Nékolik studii ukdzalo, Ze pti ddvkovani
podle BSA pouze 20 — 30 % pacientd dostavd vhodnou Iécebnou davku. Kolem 40 — 60 %
pacientl je pod ucinnou davkou a asi 10 — 20 % pacientl je prfeddvkovanych. Dnes uz je
jasné, Ze BSA davkovani neni vhodné pro lidi s extrémni velikosti téla. DalSim faktorem je,
Ze nepocitd s variabilitou v oblastech pohlavi, véku, Iékovych interakci, apod. Z dlivodu
nesporné souvislosti mezi koncentraci 5-FU v plazmé a jeho biologickym uc¢inkem a
toxicitou je vhodné davkovani upravit podle farmakologického sledovani pacientl. Tento
pfistup je vhodnéjsi pro personalizovanou lé¢bu z dlivodi nejpresnéjsiho nastaveni davek.
Davkovani podle farmakokinetiky spociva ve sledovani plazmatické koncentrace 5-FU a
podle toho upraveni davek na miru kazdému pacientovi. Prvni davka se poddava podle BSA
davkovani, dalsi uprava jiz probiha podle farmakokinetickych testd. Tento postup prokazal
vyhody zvySenim poctu odpovédi na |éCbu spolu se snizenim neZzadoucich toxickych
ucink (Capitain a kolektiv, 2012; Goel a Lee, 2014). Jesté presnéjsi je sledovani
koncentrace léCiva v nadorové tkani. Ktomuto zaméru slouZzi metoda mikrodialyzy.
Mikrodialyza je minimalné invazivni metoda ziskavani vzorkl, zaloZzend na vyméné
sloucenin z extracelularni tekutiny do perfuzatu, ktery protéka vlozenym katetrem. Vice o
mikrodialyze sledovani koncentrace 5-FU se lze docist v ¢lanku od autorl Koningse a
kolektivu z roku 2011 (Konings a kolektiv, 2011).

V Ceské republice davkovani uréuje lékaF podle télesné hmotnosti & povrchu. Tuto
vypoctenou davku je nutno snizit u pacientll s porusenou funkci kostni dfené, u pacientd
s poklesem jaternich a ledvinnych funkci, u pacienti ve Spatném nutri¢nim stavu a u
pacientld po velkych chirurgickych zakrocich. Pfi projevech velmi zavaznych neZzadoucich
Ucinka je nutné 1é¢bu prerusit (SUKL, 2014).

2.1.3 Nezadouci ucinky 5-FU

Velmi Casté a Casté nezddouci ucinky projevujici se poruchami krve a lymfatického
systému jsou leukopenie, trombocytopenie, agranulocytéza, anémie a utlum kostni

11



drené. Dalsi skupinou s velmi ¢astymi a ¢astymi nezadoucimi uUcinky jsou poruchy GIT.
Velmi Casty je vyskyt mukozitidy, napfiklad stomatitidy. Prijem, nauzea a zvraceni jsou
Casté a lze je lécit symptomaticky. Kompletni seznam nezadoucich ucinkli je uveden
v souhrnu udajli o pfipravku, ¢i pribalové informaci vydané Statnim dstavem pro kontrolu
lé&iv (SUKL, 2014).

Méné Castym, ale o to vaznéjsim nezadoucim ucinkem je kardiotoxicita. | kdyzZ je
kardiotoxicita spojena jen svelmi malymi procenty vyskytu, je velmi vazina z davodi
pfipadného smrtelného Gcinku. Cast&ji ale dochdazi ke vzniku anginy pectoris, arytmie a
infarktu myokardu. Podavani léku v podobé bolusovych injekci vykazuje mensi riziko
kardiotoxicity neZ podavani infuzi (3 % vs. 18 %). Nicméné mechanismus, kterym 5-FU
zpUsobuje kardiotoxicitu je prevdiné stdle nezndmy. Nejcastéjsi pficinou muze byt vznik
korondrnich spasmu vyvolany podavanim 5-FU (Papanastasopoulos a Stebbing, 2014).
Pfechozi onemocnéni srdce neni prediktivnim markerem pro vznik kardiotoxicity vyvolané
5-FU, protoze v mnoha pfipadech se vyskytuje i bez predchozich potizi. Dalsi pficiny
vzniku kardiotoxicity a |écebny postup u pacientl s toxicitou srdce vyvolanou podavanim
5-FU je mozné najit v ¢lanku od autorll Deboevera a kolektivu (Deboever a kolektiv,
2013).

Jednim z klicovych faktor( vzniku nezadoucich ucink( a toxicity je enzym zapojeny
do metabolismu 5-FU DPD. Vice o pusobeni toho enzymu je uvedeno v kapitole
Mechanismus ucinku a v podkapitole Metabolismus 5-FU. Gen kdédujici DPD ma nazev
DYPD gen, je umistén na 22. chromosomu a bylo popsdno nékolik tisic polymorfism{
tohoto genu. Vétsina polymorfism( je avsak spojena s nekddujicimi oblastmi genu. Pouze
3 znich byly pfimo spojeny s toxicitou 5-FU (Papanastasopoulos a Stebbing, 2014;
Mounier-Boutoille a kolektiv, 2010).

2.2 Mechanismus ucinku 5-FU

Mechanismus u¢inku 5-FU byl intenzivné zkoumdan od jeho pfipravy vroce 1957.
S pocatecnim vyzkumem jsou spjata jména Curreriho, A. R. a Ansfielda, F. J. (Curreri a
kolektiv, 1958), ktefi prvni poskytli na svou dobu detailni vyhodnoceni klinickych ucinka.
Charles Heidelberger se, kromé pftipravy, podilel i na dalSich studiich, které vedly
k objasnéni mechanismu ucinku. Prvni poznatky o mechanismu ucinku 5-FU byly shrnuty
do nékolika ¢lank( (Heidelberger a Ansfield, 1963; Heidelberger, 1970; Parker a Cheng,
1990).

Fluorouracil patfi mezi antimetabolika Ucinkujici jako inhibitory esencidlnich
biosyntetickych drah. Fluorouracil se inkorporuje v podobé jeho metabolitd do DNA a
RNA, ¢imz inhibuje jejich normalni funkci. Samotny 5-FU nemad antineoplastickou aktivitu,
ta vznika az v téle po vzniku fosforylovanych metabolitli (SUKL, 2014; Longley a kolektiv,
2003). Hlavni enzym, ktery podléhd inhibici 5-FU je thymidylatsynthasa (TS).
Nejvyznamnéjsim derivatem 5-FU je 5-fluoro-2-deoxyuridin (FdUrd), ktery vykazuje
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podobnou, ¢i dokonce v nékterych bunécnych linich vétsi protinddorovou aktivitu ve
srovnani s 5-FU. Chemicka strukturu FdUrd je zndzornéna na obr. 1 (Li a kolektiv, 2009).

2.2.1. Metabolismus 5-FU

Fluorouracil rychle vstupuje do buriky pomoci usnadnéného transportniho mechanismu
podobné jako uracil. Vbunce se prfeméni na nékolik aktivnich metabolit(:
fluoro-deoxy-uridinmonofosfat  (FAUMP), fluoro-deoxy-uridintrifosfat (FAUTP) a
fluoro-uridintrifosfat (FUTP). Chemickd struktura 5-FU a jeho vyznamnych metabolitl je
uvedena na obr. 1 (Longley a kolektiv, 2003).

o)
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. | NH
| NH HO
o N o
NH Yo
5-Fluorouracil OH
o FdUrd 1)
F F
NH NH
LY S P
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OH OH OH OH
OH
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Obr. 1: Chemicka struktura 5-fluorouracilu, jeho derivdatu 5-fluoro-2deoxy-uridinu (FdUrd)
a jeho vyznamnych metaboliti fluoro-deoxy-uridinmonofofdtu (FAUMP), fluoro-deoxy-
uridintrifosfatu (FAUTP) a fluoro-uridintrifosfdtu (FUTP).

2.2.1.1 Aktivacni draha 5-FU
Fluorouridin (FUrd) je konvertovan uridinfosforylasou (UP) na 5-FU, nebo uridinkinasou

(UK) na metabolit 5-FU fluoro-uridinmonofosfat (FUMP). Dale je 5-FU enzymaticky
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pfeménovan ororatfosforibosyltransferasou (OPRT) na FUMP, do reakce vstupuje i
fosforibosylpyrofosfat (PRPP) jako kofaktor. Fluoro-uridinmonofosfat je v dalSim kroku
fosforylovdan na fluoro-uridindifosfat (FUDP) a ten poté na aktivni metabolit FUTP.
Fluoro-uridintrifosfat je substratem RNA polymerasy, viz podkapitola U&inek 5-FU na RNA.
Fluoro-uridindifosfat mize byt enzymaticky konvertovdn na fluoro-deoxy-uridindifosfat
(FAUDP) ribonukleotidreduktasou (rR). Primarni zdroj viech deoxyribonukleotid de novo
je IR, ktera katalyzuje =~ vSechny  premény  ribonukleotiddifosfatd na
deoxyribonukleotiddifosfaty. Fluorouracil muze byt preménén na FdUrd plsobenim
thymidinfosforylasy (TP) za enzymatické spotfeby deoxyribosa-1-fosfatu jako kofaktoru.
Tato reakce je zvratna a TP mizZe tedy i konvertovat FdUrd na 5-FU. Derivat FdUrd je
pfeménovan thymidinkinasou (TK) na FAUMP, ktery inhibuje funkce TS. DalSim vyuZitim
FAUMP je jeho pfeména na FAdUDP a dale na FAdUTP. Metabolit FAUTP predstavuje
substrat pro a a B DNA polymerasu. Schéma aktivacni drahy a zakladni ucéinek 5-FU jsou
uvedeny na obr. 2 (Li a kolektiv, 2009; Miura a kolektiv, 2010 ).

FUrd
up / \J‘K
RNA Pol
oPD o P ruMp = FUDP — FUTP RNA

DHFU <—— 5-FU — 1=

PRPP

P R
TK DNA Polymerasa

FdUrd — > FdUMP — FdUDP —> FdUTP .. pNA

INHIBICE

TS

Obr. 2: Schéma aktivacni drahy 5-fluorouracilu s jeho zdkladnim ucinkem. Schéma je
inspirovano Parkerem a Chengem, 1990, str. 383.

2.2.1.2 Odbouravani 5-FU

Vice nez 80 % podaného 5-FU je v téle degradovano DPD, ktera preménuje 5-FU na
neucinny 5,6-dihydro-5-fluorouracil  (DHFU). Dihydropyrimidindehydrogenasa je
nejvyznamnéjsi enzym katabolickych drah 5-FU, a proto nedostatek i Uplna deficience
DPD jsou spojeny s toxicitou 5-FU (Mournier-Boutoille a kolektiv, 2010). Aktivita DPD je
nejvétsi v jednojadernych burikach jater a nadorové tkané. Uginek DPD predstavuje jednu
z pficin rezistence vici |éCbé 5-FU (McLeod a kolektiv, 1998). Nizka exprese DPD byla
pozorovana u pacientll s kladnou odpovédi na lécbu 5-FU, avSak Zadny geneticky
polymorfismus nebyl nalezen pro predikci DPD deficience. Nicméné nékteré
jednonukleotidové polymorfismy v genu DPD byly navrieny ke klinickému uziti, jako
mechanismus vyhnuti se cetnym vedlejsim uacinkidm 5-FU (Kline a El-Deiry, 2013).

Metabolit DHFU je déale odbouravan na 3-[(aminocarbonyl)amino]-2-fluoro-propionovou
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kyselinu a 2-fluoro-3-alanin. Testy kinetiky 5-FU a jeho metabolitl u pacientu, kterym byl
podan 5-FU intravendzné, prokdazaly, Zze 60 — 90 % 5-FU je vylu€ovdno moci v podobé
2-fluoro-3-alaninu do 24 hodin od podani. DalSimi testy byla prokazdna neurotoxicita a
kardiotoxicita 2-fluoro-3-alaninu (Miura a kolektiv, 2010).

2.2.2 Uéinek 5-FU na DNA

Lék 5-FU byl plvodné navrien jako inhibitor TS. K dalSimu vyznamnému ucinku patii
rzné zplsoby inkorporace metabolitd 5-FU do DNA (Parker a Cheng, 1990). Rychle se
délici bunky maji vysoké pozadavky na vyskyt deoxy-thymidinmonofosfatu (dTMP) a
dalSich nukleotidl (Ceilley, 2012).

2.2.2.1Inhibice TS

Thymidylatsynthasa katalyzuje redukéni methylaci deoxy-uridinmonofosfatu (dUMP) na
dTMP, pficemz N5,N10-methylentetrahydrofolat (N5,N10-methylen-THF) slouzi jako
nositel methylové skupiny. Tato reakce predstavuje jediny zdroj thymidylatl de novo.
Tvorba dTMP je nezbytna pro procesy replikace a opravy DNA. Thymidylatsynthasa tvofi
dimer, kde obé podjednotky obsahuji vazebné misto pro nukleotidy a vazebné misto pro
N5,N10-methylen-THF (Longley a kolektiv, 2003).

Metabolit FAUMP se vaze do vazebného mista pro nukleotidy a tvofi s enzymem
TS inaktivni ternarni komplex — spojeni FAUMP, TS a N5,N10-methylen-THF. Tento
komplex vznika z dlivodu neschopnosti TS stépit silnou vazbu mezi uhlikem a fluorem na
FAUMP (Li a kolektiv, 2009). Zablokuje se vazebné misto TS pro dUMP a inhibuje se
syntéza dTMP. Inhibitory s timto Ucinkem jsou nazyvany ,mechanism-based inhibitors”
nebo ,suicide substrates” — sebevrazedné substraty. Vycerpanim dTMP se nasledné
zamezi tvorbé deoxy-thymidintrifosfatu (dTTP), coZ zplsobuje nevyrovnany obsah dalSich
deoxyribonukleotidl, naptiklad deoxy-adenosintrifoafatu (dATP). Nevyrovnanost
v obsahu deoxynukleotid( (zejména pomér dATP/dTTP) zpUsobuje naruseni DNA syntézy.
Navic inhibice TS zpUsobuje akumulaci dUMP, kterd muzZe vést kzvySeni hladiny
deoxy-uridintrifosfatu (dUTP) (Longley a kolektiv, 2003). Jako dalsi zdroj thymidylatQ
muze slouzit TK. Draha zahrnujici enzym TK reprezentuje jednu z pficin rezistence (Miura
a kolektiv, 2010).

Thymidylatsynthasa predstavuje klicovy enzym DNA syntézy a jeji kompetitivni
inhibice 5-FU je zakladni protinddorovy ucinek 5-FU. Vysoka exprese TS je pozorovana
v 60 % pripadd kolorektalnich karcinom(, predevsim adenokarcinomU (Azzoni a kolektiv,
2014). Na zakladé poznatkd o Ucinku 5-FU na TS byla vznesena hypotéza, Ze mira exprese
TS muze zplsobovat senzitivitu nadord na fluoropyrimidiny, jako je napfiklad 5-FU. V roce
2008 Showalter a kolektiv studovali spojeni mezi expresi TS a 5-FU dudkladnym
prazkumem literatury a nenasli zddné spojeni mezi expresi TS a pacienty s kladnou
odpovédi na lécbu 5-FU (Showalter a kolektiv, 2008). Na toto navazali svou studii Azzoni a
kolektiv se zamérenim na hledani vyznamu exprese TS u pfipadd kolorektalni rakoviny
s fenotypem nestability mikrosatelit(. Nestabilita mikrosatelitl reprezentuje jednu ze
dvou hlavnich drah genetickych nestabilit a je specifickd svou zarode¢nou mutaci
v genech proteind s funkci opravy chybného parovani bazi fizenou metylaci (DNA
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mismatch repair, MMR). Zavérem studie byla nepravdépodobnost spojeni vysoké exprese
TS a chovani kolorektalnich karcinoml s fenotypem nestability mikrosatelitd (Azzoni a
kolektiv, 2014; Devaud a Gallinger, 2013).

2.2.2.2Inkorporace do DNA

Jak dUTP, tak i metabolit FAUTP se mohou chybné inkorporovat do DNA
v komplementarnim paru s guanosinem nebo adeninem. Nespravné komplementdrni
pary fluorouracil-guanosin jsou rozeznavany enzymy, jejichZ funkce je MMR. Vysledkem
pUsobeni MMR je stimulace checkpointl bunécného cyklu dvéma moznymi zpUsoby,
z nichZz ten vyznamnéjsi je fizend signalizace pres aktivaci c-Abl/p730a/GADD45a, co?Z
zahrnuje oba checkpointy bunééného cyklu a apoptickou odpovéd. Proces MMR vyrazné
ovliviiuje ucinek léc¢by 5-FU a zpUsobuje, Ze pacienti s deficientem MMR nemaji prospéch
z lécby 5-FU (viz kapitola Rezistence na |écbu 5-FU). DalSim mechanismem inkorporace
uracilu do DNA je indukovana aktivace cytosindeaminasy. Aktivace cytosindeaminasy
mUlzZe vést k pfimé inkorporaci uracilu do DNA, ale za normdlnich okolnosti je to
limitovano zralymi B-lymfocyty. Deaminace cytosinu v DNA vede ke vzniku nespravné
komplementarnich pard uracil-guanin, zatimco prima inkorporace uracilu do DNA béhem
syntézy vede k nespravné komplementarnim parlim uracil-adenin. Pary uracil-adenin
aktivuji enzym uracil-DNA-glykosylasu, ktera spusti drahu bazové excisni opravy (BER) (Li a
kolektiv, 2009). Pokusy o opravu DNA obsahujici uracil nebo fluorouracil vedou jen
k dalsSim chybnym zaclenénim v dlsledku vysoké hladiny (F)dUTP. Tyto marné cykly
Spatného zaclenéni, excize a oprav DNA vedou kzlomim v DNA a bunécné smrti.
Poskozeni DNA kvali za¢lenéni dUTP je zavislé na hladiné deoxy-uridintrifosfatasy, ktera
limituje intracelularni akumulaci dUTP. Thymidylaty mohou byt zachranény pomoci
ucinku TK, kterd katalyzuje fosforylaci thymidinu. Thymidinkinasa zmirni efekt nedostatku
TS a predstavuje jeden z mechanismU rezistence na 5-FU (Longely a kolektiv, 2003).

2.2.3 U¢inek 5-FU na RNA

Metabolit FUTP je intenzivné inkorporovan do RNA, zplisobuje prferuseni normalnich RNA
procesti a funkci. Vyznamné korelace mezi inkorporaci FUTP do RNA a ztratou
klonogenniho potencionalu byly prokdzany u lidskych bunécnych linii karcinomu tlustého
stfeva a prsu. Chybné zaclenéni FUTP do RNA inhibuje preménu pre-rRNA na rRNA, dale
prerusi posttranskripéni modifikace tRNA a agregaci a aktivitu snRNA/proteinového
komplexu, ¢imz inhibuje sestfih pre-mRNA. Navic rRNA, tRNA a snRNA vSechny obsahuji
modifikovanou bazi pseudouridin a 5-FU inhibuje posttranskripéni pfeménu uridinu na
pseudouridin v téchto typech RNA. Polyadenylace mRNA je inhibovdna pomérné nizkymi
koncentracemi 5-FU. Studie in vitro prokazaly, Ze Spatné zaclenéni do RNA v dlsledku
plUsobeni 5-FU mlze porusit RNA procesy a mit hluboky efekt na bunéény metabolismus a
Zivotnost (Longley a kolektiv, 2003). BohuzZel vyskyt RNA neni specificky jen pro nadorové
buniky, ale na podobné hladiné se vyskytuje i v burikdch normalini tkané. Proto Ucinek
metabolitd 5-FU na Urovni RNA vede k cytotoxickym komplikacim (Li a kolektiv, 2009).

Zda se jasné, Zze RNA drahy pfispivaji k rozsahu cytotoxického ucinku 5-FU. Toto je
prokazano testy s mutanty proteinli zapojenych do RNA drah, u kterych doslo k zvyseni
senzitivity na 5-FU. Proto dochazi pfi kombinované |écbé ke spojeni 5-FU a
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protinddorovych Iéciv, kterd svym ucinkem ovliviuji spliceasom. Cytotoxicky ucinek 5-FU
zprostredkovany RNA ma vyznamnou roli, ackoliv i inhibice TS byla potvrzena cetnymi
publikacemi. Testy na kmenech kvasinek s deleci enzymu analogického k lidské TS vykazuji
také senzitivitu na lé¢bu 5-FU. Z toho vypliva, Ze je role RNA na ucinku 5-FU vyznamna
(Mojardin a kolektiv, 2013). Studie Pettersena a kolektivu ukazuji, Ze dominantni
mechanismus cytotoxicity 5-FU je spojen s inkorporaci do RNA. Mechanismus ucinku
zprostiredkovany TS inhibici, BER a MMR spiSe odpovidd FdUrd (Pettersen a kolektiv,
2011).

2.2.3.1. U¢inek 5-FU na rRNA

Fluoro-uridintrifosfat muze byt inkorporovan do 45S a 32S pre-ribosomalni RNA a
inhibovat tak jejich preménu v 28S a 18S RNA jednotky ribozomu (Parker a Cheng, 1990).
RNA exosom a exoribonukleolyticky komplex hraji dileZitou roli v RNA procesech, hlidani
kvality RNA a degradaci RNA v jadre a cytoplasmé. Exoribonukleasa Rrp6p spolupracuje a
funguje s exosomem v jadie, ale ma i nékolik Uloh odlisnych od zbytku exosomu. Analyzy
pomoci Microarrays a Northern blottingu dokazaly, Zze po |é¢bé 5-FU dochazi k hromadéni
polyadenylované nekddujici RNA, hlavné rRNA. Tento jev je zesilen pfi |éCbé spojené
s deleci RRP6P funkci. Polyadenylace nekddujici RNA odrdzi aktivitu systému kontroly
kvality, ve kterém TRAMP komplex rozeznava aberantné zpracovanou nekddujici RNA a tu
potom polyadenyluje a tim zvysi jeji degradaci pomoci Rrp6p a jaderného exosomu.
Z tohoto vypliva, Ze 5-FU mze zpUsobovat cytotoxicitu pferusenim tvorby nekddujici RNA
(Hoskins a Butler, 2008).

Posttranskripéni modifikace béhem dozravani nekddujici RNA a pseudouridilace
jsou nejbéznéjsi modifikace. Pseudouridilace je isomerace predstavujici preménu bdaze
uridin na pseudouridin. U&inek 5-FU na RNA zahrnuje inhibici pseudouridilas pfi
isomeracni reakci, diky pevné vazbé mezi pseudouridilasou a jejim substratem 5-FU.
Vsechny pseudouridilace rRNA a i nékterych snoRNA vyZaduji aktivitu H/AGA snoRNP
komplexu, slozeného ze 4 protein a H/AGA boxu obsahujici snoRNA urcujici
komplementaritu k mistu na RNA obsahuijici substrat komplexu uracil. Testy provedené na
kvasinkach dokazaly, Ze CBF5 kdduje nezbytna komponenta H/AGA boxu. Studie z roku
2008 opét na kvasinkach dokazaly spojeni mezi aktivitou cbf5p a ucinkem 5-FU na RNA.
V dusledku téchto vysledk(i je predpokladano, Ze pseudouridilace RNA substituované
5-FU vede ke vzniku Cbf5p-RNA aduktll. Tyto adukty podléhaji polyadenylaci TRAMP
komplexem a nasledné degradaci Rrp6p a jadernym exosomem. Alternativou ke vzniku
aduktd je myslenka, Ze cbf5p katalyzuje vznik RNA produktd obsahujicich
5-fluoropseudouracil a metabolismus téchto molekul mulze hrat vyznamnou roli
v cytotoxicité 5-FU (Hoskins a Butler, 2008).

2.2.3.2 U¢inek 5-FU na sestih pre-mRNA

Limitovany pocet gen( byl analyzovan v bunkach oSetfrenych 5-FU. Nejvyznamnéjsi
zastupce je pravdépodobné dihydrofolatreduktasa. Hladina pre-mRNA a mRNA
dihydrofolatreduktasy se zvysi v kultivovanych bunkach vystavenych 5-FU. Zvysend
hladina pre-mRNA dihydrofolatreduktasy dokazuje, Ze 5-FU skutec¢né inhibuje sesttih
pre-mRNA dihydrofolatreduktasy (Zhao a Yu, 2007).
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Buriky oSetfené 5-FU vykazuji Casové zavisly celkovy ndrlst nesestfihanych
transkriptl, zatimco hladina exon( se vyrazné neméni. Toto vylu€uje moznost, Ze tyto
alterace jsou neptimé dlsledky zvySeni poctu transkripci. Pfima inkorporace FUTP do
prekursord mRNA mulze pravdépodobné prispét ktémto alteracim, zplsobenym
preventivnim ucinkem rozpoznani mista sestfihu a/nebo S$tépenim. Nicméné nékolik
studii dokazalo, Ze ,splicing machinery” uGc¢inné zpracovava i 5-FU substituovani
pre-mRNA. Tyto protiklady mohou byt vysvétleny tim, Ze inkorporace 5-FU do RNA
soucasti ,splicing machinery” bude predstavovat hlavni pfi¢inu vzniku defektl. Tato
hypotéza je podporena skutecnosti, Ze metabolit 5-FU se inkorporuje do snRNA, které
jsou klicovou slozkou spliceasomu (Mojardin a kolektiv, 2013). Pre-mRNA sestfih je
inhibovan v disledku vlozeni 5-FU do U2 snRNA spliceasomu. U2 snRNA podléhd nejvice
modifikacim a 5-FU inkorporovany do U2 snRNA blokuje pseudouridilaci. Zhao a Yu
testovali ucinek 5-FU na U2 snRNA na bunécné linii HeLa a dokazali, Ze i pfi nizké
koncentraci dochazi k obstojné inkorporaci. K inkorporaci dochazi v oblasti dileZité na
pseudouridilaci (Zhao a Yu, 2007).

2.2.3.3. Ucinek 5-FU na expresi a sestiih tRNA

V eukaryotickych burikdch nepodléhaji sestfihu jen produkty gend kddujicich proteiny.
| etné tRNA geny obsahuji introny, které musi byt odstranény enzymatickou reakci.
Ptitéto reakci dojde k wvystfiZeni a opétovnému spojeni tRNA, coZz vyzaduje
heterotetramericky tRNA sestfihovy endonukleasovy komplex k vytvoreni plné vyvinuté a
funkéni struktury (Mojardin a kolektiv, 2013).

Po oSetfeni kvasinek 5-FU bylo pozorovano zvyseni exprese tRNA. Studie
prokazaly, Ze tRNA obsahujici 5-FU je schopna tvofit stabilni komplex s tRNA
pseudouridinsynthasou a tRNA 5-methyluridin-methyltransferasou, coz zpUlsobuje inhibici
jejich enzymatickych aktivit. Dalsi sekvestrace tRNA molekul spolu se snizenym obsahem
pseudouridinu a 5-methyluridinovych modifikaci mohou indukovat expresi tRNA gen(.
Z toho vyplivd, Ze kmeny kvasinek, kterym chybi geny pro pseudouridinsynthasu a
methyltransferasu maji zvySenou senzitivitu na 5-FU (Mojardin a kolektiv, 2013).
Pfi zvySené teploté je tRNA vice ndachylnd k destabilizacim, coZ vede ke zvySovani
senzitivity na ucinek 5-FU v podobé tRNA modifikaci pfi 38 °C. Podle testl na kvasinkach,
savCich burikdch, ale i jedné klinické studie hypertermie zvySuje ucinek 5-FU (Gustavsson
a Ronne, 2008).

2.3 Uprava Ucinku 5-FU - Kombinovana lé¢ba

Mnoho onkologickych pacientll je l1éeno kombinovanou lécbou. Vznik kombinované
[éCby Casto spociva v pridani nového protinadorového |éciva kjiz existujici 1écebné
strategii, z divod( omezeni vzniku rezistence na uzivanou ucinnou latku, zesileni ucinku a
snizeni poctu selhani 1éCby. Obvykle je prospéch pacientli z nové kombinace zhodnocen
ve fazich 1, 2 a posléze ve fazi 3 klinickych studii. Cilem faze 1 klinické studie je posoudit,
zda pacienti mohou tolerovat novou kombinaci protinadorovych IéCiv. Do této faze jsou
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zapojeny analyzy farmakokinetiky s cilem stanoveni koncentrace Iéciva a jeho metabolit(i
v plazmé a posouzeni vlivu koncentrace na ucinek kombinovanych Iécebnych rezimQ.
Ve fazi 2 je nova kombinace studovdna na specifickych typech rakoviny. Pokud nova
kombinace projde fazi 2, vstupuje do faze 3. Ve fazi 3 je uc€inek nové lécebné kombinace
srovndvan s Uucinkem jiz standartni terapie. V tomto kontextu bohuzel neni posuzovano
planovani davek a celkové lécby, coz je pro uclinek kombinovanych lé¢ebnych rezim
velmi podstatné (Van der Veldt a kolektiv, 2012).

Mira odezvy na pusobeni 5-FU jako jediné ucinné Ilatky je u pokrocilych
kolorektalnich karcinom@ 11 %, proto bylo provedeno velké mnozZstvi vyzkum( s icelem
zvySeni ucinnosti 5-FU (Kline a El-Deiry, 2013). Béhem minulych let bylo vyvinuto nékolik
strategii na zvySeni ucinku protirakovinné aktivity 5-FU a k prekonani jeho klinické
rezistence. Ve vysledku zustal 5-FU jako hlavni aktivni latka pti Ié¢bé pokrocilych i ranych
stadii kolorektalniho karcinomu (Longley a kolektiv, 2003).

2.3.1 Kombinovana lécba s leucovorinem

Vzhledem k tomu, Ze jeden z cili |éCby 5-FU je inhibice TS, byla projevena snaha zvysit
tento ucinek (Kline a El-Deiry, 2013). Vysoka intracelularni hladina redukovaného foldtu
N5,N10-methylen-THF je nezbytnd pro optimalni vazbu FAUMP k TS. Leucovorin (LV,
5-formylterahydrofolat) je pouzivan k zvyseni intracelularni koncentrace
N5,N10-methylen-THF. Pfi pouziti LV byla prokazana zvySena cytotoxicita 5-FU na mnoha
bunécénych liniich in vitro i testy in vivo. Leucovorin vstupuje do burky prostfednictvim
redukovaného folatového nosice a je pfeménén na N5,N10-methylen-THF, ktery je potom
polyglutamovan pomoci folyglutamatsyntethasy. Polyglutamace zvysuje bunécnou afinitu
k N5,N10-methylen-THF a zlepSuje stabilizaci ternarniho komplexu TS a FAUMP (Longley a
kolektiv, 2003). Projekt meta-analyzy mCRC prokazal, Ze spojeni 5-FU s LV vykazuje lepsi
odezvu ve srovnani s pouZitim samostatného 5-FU (23 % proti 11 %). Spojeni podavani
5-FU s LV bylo prvni G¢innou kombinaci (Raftery a Goldberg, 2010; Hameed a Cassidy,
2011). V soucasné dobé je 5-FU podavan s LV v lécebnych rezimech, které se skladaji
z bolusové injekce a kontinualni intravendzni infuze (Kline, El-Deiry, 2013).

2.3.2 Proléciva a inhibitory DPD

Lék 5-FU vykazuje nizkou biologickou dostupnost kvali katabolickému ptsobeni DPD (viz
kapitola Mechanismus ucinku). Bylo vyvinuto nékolik strategii na inhibici DPD, ¢imz se
zabrani degradaci 5-FU (Longely a kolektiv, 2003). Biologickd dostupnost je zvysena
oralnim podavanim léciv tegafur, UFT, S-1, kapecitabin a eniluracil (Miura a kolektiv,
2010). Podavani eniluracilu, ktery inhibuje odbouravani 5-FU inaktivaci DPD v jatrech,
zpusobuje zvysSeni koncentrace uracilu a nemetabolizovaného 5-FU v plazmé, a tim
zesileni koncentrace 5-FU a jeho metabolitd v nddorech. (Veld a kolektiv, 2012)

Tegafur (1-(2-tetrahydrofuryl)-5-fluorouracil, Ftorafur, FT a dalsi) byl vyvinut jako
prolék 5-FU v Sovétském svazu. Vyhody uzivani tegafuru zahrnuji jeho skvélé vstfebavani
GIT a nepatrnou pfeménu na 5-FU v GIT. Tegafur je postupné preménovdn na 5-FU
cytochromem P450 v jaternich mikrosomech (Miura a kolektiv, 2010).
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UFT (uracil/Ftorafur) kombinuje uracil a prolék 5-FU tegafur v poméru 4:1. Uracil je
pfirozeny substrat a kompetitivni inhibitor DPD. Testy zjistili, Ze protinddorova aktivita
tegafuru je zvySena pfi sou¢asném oralnim podani uracilu, deoxyuridinu nebo uridinu.
NejvétSiho zvySeni ucinku bylo dosazeno pfi sou¢asném podavani tegafuru a uracilu.
Plisobenim UFT se zvysi biologicka dostupnost 5-FU. Zkoumanim mozné kombinace UFT a
jinych protinddorovych lé¢iv bylo zjisténo, Ze UFT/LV kombinace zvySuje dostupnost
redukovanych folatl a tim stabilzuje vazbu FAUMP s TS (Miura a kolektiv, 2010). Bylo
prokazano, Ze UFT/LV poskytuje rovnocennou odezvu jako 5-FU/LV a predstavuje
bezpecnéjsi a vhodnéjsi IéCbu (Longley a kolektiv, 2003).

Po objevu UFT se Shirasaka a kolektiv zaméfili na vyvoj novych ordlné podavanych
[éCiv s fluoropyrimidinem jako ucinnou latkou. Vynalezli 1é¢ivo nové generace, S-1, které
ma zesileny ucinek 5-FU a zdroven redukuje jeho toxicitu v GIT. S-1 se sklada z tegafuru,
5-chloro-2,4-dihydroxypyridinu a 4,6-dioxo-1H-1,3,5-triazin-2-karboxylatu draselného
v poméru 1:0,4:1. U¢inek 5-chloro-2,4-dihydroxypyridinu spoéiva v inhibici DPD a tG&inkem
4,6-dioxo-1H-1,3,5-triazin-2-karboxylatu draselného je inhibice OPRT. S-1 je nadorové
selektivni |éCivo. MUZe byt bezpecné podavano pacientlim, kterym 5-FU zpUsobuje
kardiotoxcitu (Miura a kolektiv, 2010). S-1 se stal hlavnim podavanym lékem pfi lécbé
metastatické rakoviny Zaludku v Japonsku (Shinoda a kolektiv, 2012).

Jiny postup spocival v navrhnuti proléku 5-FU, ktery by nepodléhal degradaci DPD
v jatrech. Kapecitabin je fluoropyrimidin poddvany ustné, ktery je absorbovan nezménén
GIT a je preménén na 5-deoxy-5-fluorouridin v jatrech pomoci karboxylesterasy a
cytidindeaminasy. Metabolit 5-deoxy-5-fluorouridin je potom pfeménén na 5-FU TP a UP.
Oba tyto enzymy jsou vyznamné vice aktivni v nddorové tkani nez v normalni tkani, proto
je pozorovana tumor selektivni aktivace kapecitabinu na 5-FU (Longley a kolektiv, 2003).
Uginnost kapecitabinu je zavisla na expresi a aktivité DPD a TP, proto je podavdn
selektivné jen pacientim s vysokou aktivitou téchto enzymd (Miura a kolektiv, 2010).
V klinickych testech kapecitabin prokazal vyznamné vyssi odezvu nez 5-FU/LV (24,8 %
proti 15,5 %), presto €as progrese nemoci a pocet prezivsi byl pro oba pokusy podobny.
Toxicky profil kapecitabinu byl vice pfiznivy z hlediska 1é¢by zavaznych nezadoucich ucinka
a hospitalizaci (Longley a kolektiv, 2003). Tfi velké studie prokazaly, Ze uziti kapecitabinu
je terapeuticky rovnocenné uziti bolusovych injekci 5-FU/LV pro prvni linii 1é¢by mCRC a
pro adjuvantni |écbu rakoviny stfeva ve stadiu 3 (Raftery a Goldberg, 2010).

2.3.3 Methotrexat

Methotrexat je antifolatovy inhibitor dihydrofolatreduktasy, kterd katalyzuje preménu
dihydrofolatu na tetrahydrofolatu. Tetrahydrofolat je potrebny k purinové biosyntéze,
jako prekurzor je také potiebny k syntéze dTMP. Methotrexat inhibuje purinovou i
thyminovou syntézu a pUsobi sinergicky s 5-FU pfi podani pred 5-FU. Inhibice purinové
syntézy zvysuje hladinu PRPP (funkce PRPP viz kapitola Mechanismus ucinku, podkapitola
Metabolismu 5-FU). Vyzkumy prokdzaly, Ze podavani methotrexatu pred |écbou pomoci
5-FU zvySuje ucinek 5-FU. Toto je podloZeno zvySenou tvorbou 5-FU nukleotidd a
zvySenou inkorporaci 5-FU do RNA (Longley a kolektiv, 2003).
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2.3.4 FOLFOX - spojeni 5-FU/LV s oxaliplatinou

Oxaliplatina zabrafiuje replikaci a transkripci DNA ,sitovanim“ DNA FetézcG. Ucinek
oxaliplatiny je znazornén na obr. 3. Cytotoxicky ucinek oxaliplatiny neni zavisly na
funkénim MMR systému. Oxaliplatina nema lécebny ucinek pfi samostatném podani
pacientlim s kolorektalni rakovinou. Pfidani oxaliplatiny k 5-FU/LV v |é¢ebném rezimu
FOLFOX md miru odpovédi 50 — 60 % a delSi preziti bez progrese onemocnéni. FOLFOX
predstavuje standart adjuvantni terapie rakoviny tlustého stfeva ve tretim stadiu.
Nezadouci ucinky oxaliplatiny jsou akutni neurotoxicita a chronickd neuropatie.
Senzoricka periferni neuropatie a myelosuprese byly vyznamné vedlejsi Gcinky |écebné
kombinace FOLFOX. Castéji pozorovatelné vedlejsi ucinky 5-FU na GIT nejsou pfi lé¢bé
kombinaci FOLFOX pfitomny. Na zakladé vysledki MOSAIC studie (Multicenter
International Study of Oxaliplatin/Ftouracil/Leucovorin in the Adjuvant Treatment of
Colon Cancer) sledujici uacinnost poddvani kombinace FOLFOX ve srovnani s jiz
zavedenymi lééebnymi postupy u kolorektdlniho karcinomu americka organizace FDA
schvalila FOLFOX4 jako |é&ivo prvni linie pro 1é€bu mCRC. Cislo na konci ndzvu oznaduje
modifikace FOLFOX rezimu (Kline a El-Deiry, 2013; Raftery a Goldberg, 2010; Davies a
Goldberg, 2011; Hameed a Cassidy, 2011).

2.3.5 FOLFIRI - spojeni 5-FU/LV s irinotekanem

Cilem plsobeni irinotekanu je DNA topoisomerasa | (Topl), enzym zapojeny v DNA
metabolismu. Topoisomerasa | katalyzuje odvijeni DNA nezavislé na ATP, coZ je dulezity
krok DNA replikace a transkripce. Topoisomerasa | Stépi jeden ze retézcli DNA, usnadnuje
hladké otaceni komplementarniho retézce kolem prvniho fetézce a znovu spojuje prvni
fetézec. Plsobeni irinotekanu na Topl je zndzornéno na obr. 3. Metabolit irinotekanu
SN38 vaze DNA-Topl komplex, inhibuje ligaci preruseného retézce DNA a navozuje zlom
ve dvousroubovici DNA. Irinotekan se vyuZiva v kombinaci s 5-FU/LV v reZzimu nazyvaném
FOLFIRI. Pacienti s kolorektalni rakovinou lé¢eni FOLFIRI maji miru odpovédi 49 %.
Irinotekan zpUsobuje prijem u 16 — 24 % pacient(, dalSimi nezadoucimi ucinky jsou
neutropenie. Celkem 10 — 50 % bilé populace ma polymorfismus, ktery zvysuje citlivost na
irinotekan a zpusobuje tim toxicitu kostni dfené (Kline a El-Deiry, 2013; Raftery a
Goldberg, 2010).

K 1é¢bé neresekovatelné rakoviny a mCRC Ize pouZit i spojeni cykld FOLFOX a poté
FOLFIRI, nebo v opaéném poradi. V podstaté poradi nehraje vyznamnou roli, nema zadny
vyznam na ucinnost IéCby. Vice o rlznych pfristupech k l1é¢bé téchto nadord a modifikaci
FOLFOX a FOLFIRI se Ize docist v ¢lanku z roku 2013 od autord Okiho a kolektivu (Oki a
kolektiv, 2013).
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Obr. 3: Schéma plsobeni oxaliplatiny a irinotekanu na DNA. V horni ¢dsti schématu je
zndzornéno ,sitovani“ DNA plsobenim oxaliplatiny. Ve spodni ¢dsti je zndzornén ucinek
irinotekanu na Topoisomerasu | (Topl). Prevzato z Kline a El-Deiry, 2013, str.996 a 997.

2.3.6 FOLFOXIRI

Spojenim 5-FU, LV, oxaliplatiny a irinotekanu byla vyvinuta Ié¢ebnd kombinace FOLFOXIRI.
Toto spojeni vzniklo s umyslem zlepsit vysledky Iécby a zvysit miru pacientl vystavenym
oxaliplatiné i irinotekanu. Podle klinickych studii dosahuje FOLFOXIRI lepsi vysledky |écby
ve srovnani s FOLFIRI, ale vyskyt nezadoucich ucink(l je naopak zvySen (Montagnani a
kolektiv, 2011).

2.3.7. Interferon

Interferony (INF) jsou pleotropické cytokiny, které funguji jako negativni regulatory rlstu
normalnich a malignich bunék. Cetné in vitro studie prokazaly, e 5-FU interagujici s INF
vykazuje vyssSi cytotoxicitu v bunéénych nadorovych liniich (Longley a kolektiv, 2003).
Interferon-a (INF-a) ma nezbytnou roli v antivirové odpovédi, proto byl uzivan ke klinické
[é¢bé virovych infekci. Samotné podavany INF-a mize zlepSit imunitni funkce téla a byl
uzivan k lécbé myeloproliferativnich nemoci a dale k Iécbé solidnich tumor(, napfiklad
rakovina ledvin, nebo melanom (Zhu a kolektiv, 2013). Bylo prokdzano, Ze INF-a zvysuje
zlomy v jednom nebo v obou fetézcich DNA zprostfedkovanych plsobenim 5-FU v
burikach karcinomu stfeva (Longley a kolektiv, 2003). Dale bylo zjisténo, Ze INF-a zvySuje
perfuzi a vychytdvani 5-FU v nékolika malignich nadorech (Veld a kolektiv, 2012). Pacienti
s rakovinou tlustého stfeva lé¢eni 5-FU ve spojeni s INF-a vykazuji trend zlepSeni preziti
bez recidivy. Nicnémé ucinnost spojeni INF-a a chemoterapie v 1é¢bé rakoviny Zaludku
nebyla prokdzana. Predchozi studie ukazaly, Ze INF-a zvySuje protinadorovy Uucinek
kapecitabinu na hepatocelularni karcinom u laboratorné upravenych mysi (Zhu a kolektiv,
2013). U¢innosti kombinované lé¢by INF-a a 5-FU a vyuZiti této terapie u riznych
podskupin hepatocelularniho karcinomu se vice zabyvd Nagano a kolektiv (Nagano a
kolektiv, 2013). Interferon-y zvySuje aktivitu 5-FU pomoci zvyseni aktivity anabolickych
enzym( TP a UP (Longley a kolektiv, 2003).

2.3.8 Nové lécebné kombinace

Moderni pfistup k nadorové terapii spocivd v pouziti chemickych nebo biologickych
ucinnych latek s konkrétnim molekuldarnim cilem, u néhoZz bylo prokazano spojeni
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s rlistem a progresi nadoru (Kline a El-Deiry, 2013). V méné neZ 20 letech se 1é¢ba mCRC
vyrazné rozsifila uzZitim a spojenim tradi¢ni chemoterapie a cilené 1é¢by. Nové |éCebné
postupy jsou zaméreny na podskupiny pacientl s pfislusSnym prediktivnim biomarkerem.
Cilenou terapii je mozna inhibice jedné nebo vice specifickych intraceluldrnich drah, coz
ma za nasledek zastaveni bunécného cyklu a bunéénou smrt. Mezi nové zavedené cilové
terapie, které se stali soucasti lIé¢ebného paradigma, patfi bevacizumab, cetuzimab a
panitumumab (Davies a Goldberg, 2011). Prvni terapie pomoci monoklondlnich protilatek
byla zavedena v roce 2007. Evropské a americké smérnice navrhuji kombinovanou Iécbu
chemoterapii a monoklondlnimi protildtkami (mAb) jako prvni Ié¢ebnou linii pro mCRC a i
druhou lé¢ebnou linii, v zavislosti na pfedchozi Ié¢bé. Cetuximab nebo panitumumab jsou
vhodnou lé¢ebnou moznosti pro pacienty s chemorezistentni mCRC vykazujici gen KRAS
divokého typu 1 (Cheng a kolektiv, 2013).

Bevacizumab (Avastin) je humanizovand mAb s funkci inhibice angiogeneze.
Angiogeneze predstavuje proces vzniku a rlistu novych krevnich kapildr a je nezbytnd pro
rast nadoru. Bevacizumab pUlsobi inhibicné na VEGF-A (Vascular endothelial growth
factor) chemicky signdl, ktery zprostfedkovava angiogenesi. Anti-VEGF-A mAb mohou
vazat VEGF-A, tim blokovat jeho funkci, kterd je nezbytnd v signdlni draze spusténi
angiogeneze. Bylo prokdzano, Ze bevacizumab ma protinadorovy Gcinek na rlizné typy
nadoru, hlavné v kombinaci s tradi¢ni chemoterapii se zakladni podavanou latkou 5-FU.
Napfi¢ jeho vyznamnému vlivu na zlepSeni UspésSnosti terapie u pacientd s mCRC, u
mnoho pacientll dochazi k nevyhnutelnému relapsu onemocnéni z ddvodl nové ziskané
rezistence (Cheng a kolektiv, 2013; Davies a Goldberg, 2011). Vyhody spojeni
bevacizumabu s kombinaci FOLFIRI jsou shrnuty v analyze 29 publikovanych studii (Petrelli
a kolektiv, 2013).

Cetuximab (Erbitux) je chimerickd mAb specifickd proti EGFR (Epidermal growth
factor receptor) extraceluldrni doméné. Cetuximab muze vazat EGFR a blokovat tim jeho
funkci. Cetuximab je schopny vyvolat nékolik proapoptickych faktor(, napfiklad Bax, coz
vede k aktivaci kaspas a tim k apoptdze. Dalsi funkci cetuximabu je aktivace imunitnich
bunék v téle a tim vyvoldni bunécné cytotoxicity zdvislé na protilatkdch. Plvodné byl
cetuximab uZivan k paliativni |é¢bé rakoviny. Vroce 2012 americkd organizace FDA
schvalila jeho podavani v kombinaci s FOLFIRI jako moznost |éCby prvni linie pro pacienty
s negativni mutaci nebo divokym typem KRAS genu a EGFR expresujicim typem mCRC.
Nicméné i pres klinické vyhody podavani cetuximabu, je ¢asto vyvinuta ziskana i vlastni
rezistence (Cheng a kolektiv, 2013; Davies a Goldberg, 2011). Clanek od autor( Douillarda
a kolektiv z roku 2014 publikuje vysledky faze 2 klinické studie sledujici uéinnost [éCby
slozené z FOLFOX4 a Cetuximabu ve srovnani slécbou slozenou z UFOX (UFT/LV) a
Cetuximabu. Zavérem tohoto ¢lanku je vyssi ucinnost spojeni cetuximabu s kombinaci
FOLFOX (Douillard a kolektiv, 2014).

Panitumumab pIné humanni mAb blokuje EGFR extracelularni doménu. MUze byt
pouzZit sdm u pacientl neodpovidajicich na chemoterapii, protoZe je plné humanni.
Panitumumab je prevaziné urcen klécbé mCRC expresujicich EGFR a s neucinnosti
chemoterapie fluoropyrimidiny, oxaliplatinou a irinotekanem. U pacientd s KRAS
mutovanym genem na kodonech 12 nebo 13 se jeho uziti nedoporucuje. K dosazeni
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lepsich vysledkd lé¢by lze kombinovat panitumumab s léfebnou kombinaci FOLFOX4,
nebo FOLFIRI (Cheng a kolektiv, 2013; Davies a Goldberg, 2011).

Kombinované |écebné rezimy zminéné v této kapitole predstavuji jen zdkladni
vyCet moZnosti. Existuje nepreberné mnoizstvi rliznych kombinaci chemoterapii, jejich
modifikaci a spojeni s cilenou [é¢bou. Thomas H. Cartwright shrnuje ve svém ¢lanku z roku
2012 moznosti Ié¢by po diagndze mCRC (Cartwright, 2012).

2.4 Rezistence na lécbu 5-FU

Lékova rezistence je hlavni problém, ktery limituje ucinnost chemoterapie a vznikd
v pribéhu Iécby. Nevyhodou vzniku Iékové rezistence je, Ze tumor se nestane rezistentni
jen na lé¢ivo pouzivané v chemoterapii, ale vznikaji i kfizové rezistence na jinad léciva
s odliSnym mechanismem ucinku. Vznik |ékové rezistence miize az v 90 % za selhani |écby
u pacientl s mCRC. Navic rezistentni mikrometastazy mohou také snizit Ucinnost
adjuvantnich lé¢ebnych postupl. Nadory mohou byt také rezistentni na |écbu uz pred
zaCatkem chemoterapie a to z dlvodl mutaci a genetickych polymorfism( (Longley a
Johnston, 2005).

Pri¢iny vzniku rezistence mohou byt alterace v pfijmu a vydeji |éciva, zesileni
inaktivace léciva, nebo mutace v molekularnim cili 1é¢iva. Vysoka exprese TS, zvySena
aktivita deoxyuridintrifosfatasy, methylace MLH1 genu a zvySend exprese Bcl-2, Bcl-XL a
Mcl-1 proteinU jsou spolec¢nymi pfi¢inami vzniku rezistence na 5-FU (Zhang a kolektiv,
2008).

2.4.1 Exprese TS a jeji role v rezistenci na 5-FU

Funkce TS byla popsdna v kapitole Mechanismus ucinku 5-FU. V této kapitole je i zminéna
role TK jako jednoho z moznych mechanizmu rezistence.

Zvysend exprese TS je jednim z hlavnich molekuldrnich faktord ziskané rezistence
na 5-FU. Stabilita terndrniho komplexu je vysoce zdavisla na dostupnosti
N5,N10-methylen-THF. V nepfitomnosti N5,N10-methylen-THF tvofi FAUMP sTS
nestabilni bindarni komplex s malou Uucinnosti inhibice TS. Narusena tvorba
N5,N10-methylen-THF a vysokd koncentrace TS pred zacatkem l|écby vedou ke vzniku
rezistence. Z toho vyplivd, Ze amplifikace nebo mutace v genu TS znamenaji ziskani
rezistence. Nahly narlst hladiny TS ndsledovany |é¢bou 5-FU je podle modelu
autoregulace zpétnovazebnych drah, kde TS protein reguluje jeho vlastni silu translace,
jeden z kritickych momentU vzniku rezistence. Volna TS, tedy bez navdzaného ligandu,
vaze vlastni mRNA a umlcuje jeji translaci (Zhang a kolektiv, 2008; Longley a Jonhston,
2005).

2.4.2 Exprese DPD a jeji role v rezistenci na 5-FU

Odbouravani 5-FU a uloha DPD na odbouravani 5-FU bylo zminéno v kapitole
Mechanismus 5-FU a v podkapitole Metabolismus 5-FU.

24



Zvyseni aktivity DPD vede k vétSimu odbouravani 5-FU a tim k neucinnosti jeho
|éCby. Studie prokazaly, Ze nizkd exprese DPD muZe znamenat vétsi senzitivitu na ucinek
5-FU. Bylo prokdzano, Ze exprese DPD u mCRC je spojena s neucinnosti |éCby 5-FU.
Dihydropyrimidindehydrogenasa je kédovana genem DYPD, u kterého bylo popsano 39
raznych alel (Zhang a kolektiv, 2008).

2.4.3 Geny zapojené do MMR

MozZnosti nadorovych bunék pro opravu poskozené DNA mohou byt jednou z pti¢in vzniku
rezistence na léciva s ucinkem vyvolavajicim poskozeni DNA. Jednim z uc¢ink( 5-FU je
inkorporace do DNA a aktivace protein( s funkci MMR. Vice o inkorporaci 5-FU do DNA a
MRR v kapitole Mechanismus ucinku 5-FU.

Produkt genu MLH1 je jeden z klicovych proteinlt MMR. Bunécné linie s deficienci
genu MLH1 jsou prokazatelné vice rezistentni na plsobeni 5-FU. Toto bylo ovéreno i pfi
osetreni bunécnych linii deficitnich na MLH1 gen 5-FU a pro srovnani Tomudexem, co? je
nepyrimidinovy inhibitor TS. Pfi oSetfeni Tomudexem nedochdzi ke vzniku rezistence (Li a
kolektiv, 2009). Jak jiz bylo zminéno v kapitole Mechanismus cinku, jednim
z nejcastéjsich fenotypl CRC je nestabilita mikrosatelitl s deficienci MLH1 a dalSich genu
dllezitych pro MMR. Na testech in vitro bylo prokdzdno, Ze neucinnost MLH1 je
zpUsobena methylaci promotoru toho genu. Toto bylo prokdzdano pouZitim
demethyla¢niho Cinidla a tim dosazenim opétovné aktivity MLH1 genu (Devaud a
Gallinger, 2013). Podobny vyznam pro rezistenci ma dalsi z protein MMR kddovany
genem MSH2 (Longley a Johnston, 2005).

2.4.4 Bunécny cyklus a geny kéduijici apoptozu

Rizeni bun&&ného cyklu a jeho narudeni miZe byt také soucasti ziskané rezistence na
5-FU. Bunécny cyklus se mlzZe zpomalit, coZ poskytuje nadorovym burikdm dostatek ¢asu
na opravu inkorporace FAUTP do DNA (Zhang a kolektiv, 2008).

Predpokladem pro ucinnost Ié€by 5-FU a jinych léku s protinddorovym ucinkem je
vyvolani apoptdzy v malignich bunikach. Proto poruchy vregulaci apoptdzy jsou
vyznamnym faktorem rezistence vic¢i 5-FU. Mutace a jiné polymorfismy v genech
regulujicich apoptdzu jsou pfi¢inou vzniku rezistence na léébu 5-FU uZ pred jejim
zacatkem. Navic proteiny, blokujici apoptickou odpovéd bunék na poskozeni vyvolané
ucinkem léciva, maji ¢asto i proliferativni ucinek.

Geny Bcl-2, Bcl-XL a Mcl-1 patti do skupiny gen( s protiapoptickou funkci v genové
rodiné Bcl-2, dalsi skupinou genl v rodiné Bcl-2 jsou geny navozujici apoptdzu BAX a BAK.
Proteiny kddované geny Bcl-2, Bcl-XI a Mcl-1 jsou inhibitory apoptdzy spusténé vnitni
cestou. Pri |éCbé nador( je nezbytné navodit v malignich bunkach apoptdzu a proto byly
vyvinuty latky, které inhibuji funkci Bcl-2, Bcl-X a Mcl-1 proteinll. Pfikladem inhibitord
spolecnych pro vSechny 3 zmifiované geny a jejich produkty jsou napfiklad Antimycin A3 a
Sabutoxlac. Kompletni seznam a postupy pfi vyvoji inhibitord lze najit v ¢lanku od Juin a
kolektivu (Juin a kolektiv, 2013). Belt a kolektiv provedli studii exprese protein(
regulujicich apoptdzu u pacientl s rakovinou tlustého stieva ve stadiich 1l a lll. Z jejich
vysledkl vyplivd, Ze z hlediska rekurence nemoci je nepfizniva nizkd exprese genu Bcl-2.
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Dalo by se predpokladat, Ze nizkd exprese tohoto genu bude spojena s mensi inhibici
apoptdzy a tedy vétsi umrtnosti nadorovych bunék. Jejich studie vSak ukazala presny
opak. Tento jev vysvétluji dvéma moznymi zpUsoby. Prvni hypotéza predpokladd, Ze nizka
exprese genu Bcl-2 je jen prlivodnim jevem, zatimco podstatnad je ztrata funkce ostatnich
genU umisténych na stejném chromozomu jako Bcl-2 gen. Druhou moznosti je, Ze u Bcl-2
negativnich nadorl muize byt proapopticka signalizace narusena ucinnéjSimi mechanismy
neZ je vysoka Bcl-2 exprese (Belt a kolektiv, 2014).

Proteiny tyrozinkinasy maji vyznamnou roli v rezistenci na chemoterapii. Jejich
funkci je regulace antiapoptickych transdukénich signdlnich drah. ZvySena exprese a
onkogenni mutace protein0 tyrozinkinasy byly popsany u cetnych pfipadl rakoviny.
Antiapopticka downstream signalizace je tedy aktivovand receptory tyrozinkinasy. Do této
skupiny signalizace patfi fosfatidylinozitol-3-kinaza (P13K) s hlavnim cilem protein kinasou
Akt (protein kinasa B), coZ tvofi PI3K/Akt drdhu. Aktivace PI3K vede ktvorbé
fosfatidylinozitol-3,4,5-trifosfatu (PIP3). Lipid PIP3 je druhy posel nezbytny pro presunuti
Akt do plazmatické membrany, kdy je Akt fosforylovdna a aktivovana
3-fosfosoinozitid-dependetni kinasou 1 (PDK-1). Aktivni Akt fosforyluje a reguluje funkci
mnoha bunécnych protein(i, naptiklad klicovy protein regulace apoptézy Bad. Bad
negativné reguluje funkci Bcl-XL, pti fosforylaci tohoto proteinu dochazi k inhibici jeho
ucinku na Bcl-XL. Na regulaci Akt se Ucastni EGFR a PTEN, které jsou ¢asto amplifikované i
mutované v maligné transformovanych burikach. Z funkci PI3K/Akt drahy vypliva, Ze jeji
neregulovatelnd aktivace zvySuje chemorezistence. Studie in vitro prokazaly, Ze inhibice
PI13K/Akt drahy zvysuje Géinnost mnoha chemoterapeutickych IéCiv. Vazba PI13K/Akt drahy
na EGFR a jeji ucinek je zjednodusené vystihnut na obr. 4 (Longley a Johnston, 2005).

Ras (z anglického Rat sarcoma — sarkom potkan() je rodina G-spraZenych protein(
podilejicich se na transdukci signalu uvnitf burnky. KRAS gen je jeden ze zastupcli Ras
genu, kédujicich Ras proteiny. KRAS protein je soucasti drahy spojené s receptorem EGFR.
Kdyz dojde k vazbé ligandu na extracelularni doménu EGFR spusti se signalizacni drahy,
které vedou k spusténi proliferace nadorovych bunék, blokaci apoptdzy a angiogenezi.
Funkce KRAS proteinu a jeho spojeni s EGFR je zjednoduSené vystizena na obr. 4
(Coutinho a kolektiv, 2013; Bhalla a kolektiv, 2013).
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Obr. 4: Drahy spjaté s EGFR. Prevzato z Cheng a kolektiv, 2013, str. 1318.

Je jasné, ze EGFR ma vyznamnou ulohu v signalizaci bunécnych pochodd, které
jsou zapojeny v procesu spusténi proliferace, a vzhledem k zaméreni této kapitoly
v duleZitém procesu apoptdzy. Proto spojeni kombinované Iécby na zakladé Gcinku 5-FU a
inhibitord EGFR (napftiklad Cetuximab, viz kapitola Uprava t¢inku 5-FU — Kombinovana
|é¢ba) tvofi jeden z novych |écebnych postupl u pacientli s mCRC a jinymi typy rakoviny.

2.5 Teoreticky Uvod k experimentalni Casti

Pojem proteom prvné pouzil Marc Wilkins v roce 1993. Proteom (PROTEin a genOM) je
podle jeho definice veskery soubor proteini vzniklych expresi genomu. Nejdfive byl
uzZivan jen v laboratofi, ve které byl Wilkins doktorandskym studentem. Oficialné byl
pouzit vroce 1994 na konferenci v Siené, ale nebyl hned pfijat odbornou verejnosti.
Nékteri védci zabyvajici se genomikou upfednostiiovali termin funkéni genomika.
Nicméné je dulezité dodrZovat rozdil mezi informaci (genomika) a funkci, coz zahrnuje
proteiny (proteomika). Pfed 20 lety byla proteomika hlavné zamérena na hledani protein(
a jejich identifikaci. Jen par védeckych skupin se zabyvalo i modifikaci a lokalizaci protein(
a proteinovymi interakcemi, které jsou soucasti pochopeni funkce proteind. Soucdsti
vyvoje proteomiky byl i vyvoj technologii a analytickych postupl. Hlavnim analytickym
nastrojem se stala hmotnostni spektrometrie. Velice dllezitym krokem a nejvétsi vyzvou
od zacatku proteomiky je pfiprava vzork( pro analyzu (Williams a kolektiv, 2014).

Proteiny pro analyzu hmotnostni spektrometrii musi byt rozStépeny na peptidy.
Pro Stépeni proteinl jsou dva zakladni postupy. Prvni z nich, digesce v gelu, predstavuje
rozpusténi proteinl s detergenty, separaci proteinl SDS-PAGE elektroforézou a Stépeni
proteinll v gelu po skonceni elektroforézy. Druhou moZnosti je digesce v roztoku.
NevyZaduje poutziti detergentll, ale zahrnuje extrakci proteind chaotropnimi Ccinidly
(naptiklad mocovina), precipitaci a Stépeni proteinli za denaturacnich podminek. Obé
moznosti maji své vyhody a nevyhody. Hlavni vyhodou digesce v gelu je odolnost proti
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necistotdm, které interferuji se Stépenim. Mezi nevyhody tohoto postupu patfi nesnadnd
automatizace metody a tim jeji ¢asova naroc¢nost. Metoda digesce proteini v roztoku
muzZe byt snadno automatizovdna, ale proteiny mohou byt nelplné rozpustény a Stépeni
muze byt naruseno interferujicimi latkami. Kompromisem mezi témito metodami muze
byt poutziti pripravy vzork( filtraci (FASP — filter-aided sample preparation). Metoda FASP
kombinuje vyhody digesce v gelu s vyhodami digesce v roztoku. Prvnim krokem je lyzace
v 4% SDS, poté je vzorek koncentrovan na mikrolitrové objemy v ultrafiltracnim zafizeni.
Ve filtraénim zafizeni dochazi k odstranéni detergentu, vyméné pufrl, chemickym
modifikacim a Stépeni proteinu. Klicovym prvkem této metody je schopnost filtru udrzet
vysokomolekularni Iatky (proteiny) a propoustét nizkomolekularni latky, tzn. necistoty a
pozdéji nastépené peptidy (Wisniewski a kolektiv, 2009).

Pro proteomickou analyzu ucinku léciva na bunécénou linii je dlleZitd sprdvna
pfiprava vzorkUl. Spravnd priprava vzorkl zahrnuje pouziti koncentrace |éCiva, ktera byla
stanovena testy chemosenzitivity. Dale je dulezZité nechat IéCivo pusobit optimalni cas.
Ktomu je potfeba stanovit dobu, za kterou léCivo indukuje u dané bunécéné linie
apoptdzu. Tato doba je dulezita z toho davodu, Ze v pozdéjsich fazich Ize sledovat pouze
apoptotické déje a v brzkych fazich je detekovan pouze vstup Iéciva do buriky.

2.5.1 Testy chemosenzitivity

Testovani chemosenzitivity in vitro znamena stanoveni Ucinku protinadorového |éciva.
Pro posuzovani chemosenzitivity je dostupnych mnoho rozdilnych metod. Obecné
viechny metody stanovi kfivku zévislosti U¢inku na davce testované latky. Uginek byva
nejcastéji vyjadren v procentudlnim poctu mrtvych bunék. K porovnani chemosenzitivity
rGznych latek mlzeme pouzit konstantu ICso (half maximal inhibitory concentration).
Konstanta ICso vyjadiuje koncentraci, kterd zplsobuje 50% ubytek Zivych bunék. Pro
stanoveni ICsp mUZzeme pouzit testy bunécné viability pomoci MTT a XTT tetrazoliovych
soli (Blumental a Goldenberg, 2007).

2.5.1.1 MTT a XTT tetrazoliové soli

Tetrazoliové soli jsou Siroce pouzivany pro detekci Zivych bunék kvdli jejich vlastnosti
tvofrit redukované derivaty formazany. BEhem redukce dochazi k naruseni tetrazolového
kruhu a tim pfechodu z bezbarvé nebo slabé barevné soli na barevny produkt formazan.
Tyto soli miZeme rozdélit do dvou skupin podle naboje a pronikani do Zivotaschopné
buniky. Do prvni skupiny patfi MTT sul, ktera je kladné nabitd a lehce prostupuje do
Zivotaschopné eukaryotické bunky. Druhou skupinu tvofi XTT, MTS a WST-1 soli, které
jsou zdporné nabité a nesnadno pronikaji do bunék. Druha skupina soli je pouZivana
s akceptorem elektron(, ktery zprostfedkovavd prenos elektron(i z cytoplasmy a tim
napomahd redukci tetrazoliovych soli na barevny formazan. Na obr. 5 je znazornéna
chemicka struktura MTT a XTT soli a jejich barevnych derivati formazana (Riss a kolektiv,
2013; Berridge a kolektiv, 2005).
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Tetrazolium Formazan

Obr. 5: Chemickd struktura MTT a XTT soli a jejich barevnych derivati formazand.
Prevzato z Scuidero a kolektiv, 1988, str 4828.

Kolorimetricky MTT test v mikrotitracni desce pro méreni bunécéné proliferace a
cytotoxicity zavedl vroce 1983 Mosmann. Kvyvoji MTT testu vedl predpoklad, Ze
monotetrazoliové soli (napfiklad MTT), které lehce vstupuji do buriky, jsou redukovany
NAD(P)H-zavislymi oxidoreduktasami a dehydrogenasami metabolicky aktivnich bunék.
Nevyhodou tohoto testu je nutnost rozpusténi vzniklych formazant pred
spektrofotometrickym mérenim a tim i vétsi ¢asova narocnost. Proto byla vyvinuta druha
generace soli, do které patfi XTT (Berridge a kolektiv, 2005).

Kolorimetricky XTT test prvné pouZili Scudiero a kolektiv v roce 1988. Priibéh testu
je velice podobny MTT testu. Rozdily spocivaji v nutnosti pfidani Phenasin methyl sulfatu,
Ci jiného akceptoru elektron( jak bylo popsano vyse. Vyhodou tohoto testu je, ze XTT
tvofi rozpustné formazany a proto neni potfeba rozpousténi pred spektrofotometrickym
mérenim (Scudiero a kolektiv, 1988; Berridge a kolektiv, 2005).

2.5.2 Metody detekce apoptozy

Apoptdza je programovand bunéénd smrt, k niz dochdzi po spusténi regulacnich drah.
Tyto drahy maji za nasledek tvorbu apoptickych télisek a jejich fagocytdézu okolnimi
burikami. Doba do apoptdzy je stanovovana kv(li rozdildm v délce ¢asu tohoto déje.
Rozdily nastavaji v dUsledku uziti rdznych induktord bunécné smrti, rdznych metod
detekce apoptdzy a rliznych bunécnych linii. Mezi metody detekce apoptdzy patfi analyzy
fragmentace DNA, detekce asymetrie lipidové membrany a analyza zmény
mitochondridlniho potenciondlu. Jendou z moznosti stanoveni doby do apoptézy je i
detekce kaspazové aktivity. Kaspdazy jsou cysteinové proteasy specificky Stépici proteinové
substraty v misté kyseliny asparagové. Jejich uloha je klicova pro prenos apoptického
signdlu. Aktivitu kaspaz mulZieme detekovat pomoci jejich syntetickych selektivnich
substrat (Soucek a Vaculova, 2014).
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NucView 488 kaspasa-3 substrat je fluorescentni préba pro detekci aktivity
kaspasy 3 a 7 v zivych burikdch v redlném case. Tento substrat vznikl spojenim Ac-DEVD
(obsahuje pro kaspasu 3 rozpoznavaci misto) a NucView 488 (cast zpUsobujici zbarveni
jadra). NucView 488, stejné jako jeho prekursor thiazolova oranz, nese silné pozitivni
naboj a diky tomu se elektrostatickou interakci vaze k DNA. Ac-DEVD ¢ast je silné zaporné
nabita a pfi spojeni s NucView488 zabrani jeho vazbé k DNA. Interkalace je umoznéna
odstépenim NucView 488 aktivni kaspasou 3. Dokud nedojde k interkalaci NucView 488
do DNA neni mozné detekovat fluorescentni signal (Cen a kolektiv, 2008).

30



3 Experimentalni ¢ast

3. 1 Material

3.1.1 Pouzité chemikalie

2,3bis-[2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxy anilid (XTT) -
Sigma Aldrich, USA

3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl-tetrazolium bromid (MTT) — Sigma Aldrich,
USA

5-fluorouracil — Hospira UK Limited, Velka Britanie

Deionizovand voda

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO4) — Lach-Ner, CR

Dithiothreitol (DTT) — Sigma Aldrich, USA

Dodecylsulfat sodny (SDS) — Sigma Aldrich, USA

Fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF) — Sigma Aldrich, USA

Fluorid sodny (NaF) — Sigma Aldrich, USA

Hovézi fetalni sérum (FCS) — Biotek, USA

Hydrogenfosforeénan sodny dodekahydrat (Na;HPO4 - 12 H,0) — Lach-Ner, CR
Chlorid Draselny (KCl) — Sigma Aldrich, USA

Chlorid sodny (NaCl) — Sigma Aldrich, USA

Ortovanadi¢nan sodny (Na3VOa) — Sigma Aldrich, USA

Penicilin — Biotika, CR

Phenasin methyl sulfat — Sigma Aldrich, USA

Pyrofosfat sodny (NasP,07) — Sigma Aldrich, USA

RMPI 1640 médium — Sigma Aldrich, USA

Sterilni deionizovana voda

Streptomycin — Sigma Aldrich, USA

Tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochlorid (TRIS/HCI) — Sigma Aldrich, USA

3.1.2 Pouzité roztoky

FASP lyzacni pufr —

15,425 mg.ml* DTT; 15,76 mg.ml* TRIS/HCI; 40 mg.ml! SDS; po rozpusténi se upravi pH

na7,6

Kit pro stanoveni ¢asu do apoptdzy, NucView 488 Caspase-3 Assay Kit for Live Cells
— Biotinum, USA

Kit pro stanoveni proteinll, Pierce 660nm Protein Assay Kit — Thermo Scientific,
USA

MTT roztok — pfiprava 25 ml roztoku

MTT sul — koncetrace 5 mg.ml%; 25 ml PBS

31



e PBS pufr—
80 mg.ml* NaCl; 2 mg.mlI* KCl; 32,1 mg.ml* NazHPO4 - 12 H,0; 2 mg.ml™* KH2PO4
e PBS pufr s inhibitory — k zakladnimu PBS pufru se pridalo
1,330 mg.ml* NasP207; 0,184 mg.ml* NasVOa; 0,210 mg.ml?* NaF; 0,174 mg.ml! PMSF
e RPMI médium — k zdkladnimu RMPI 1640 médiu se pfidalo
Streptomycin — 5ml.I"; penicilin — 500 pl.I"t; FCS — 100 ml.I*
e XTT roztok — pfiprava 25 ml roztoku
XTT stl — koncentrace 0,9 mg.ml; 25 ml RMPI média bez fenolové ¢erveni
3.1.3 Biologicky material

Ve vSech experimentech byla pouZita bunééna linie CCRF-CEM. Tato linie je odvozena od
akutni T-lymfoblastické leukémie. Bunécna linie byla ziskana od spolecnosti American
Tissue Culture Colection. Mezi experimenty byly buriky kultivovdny v inkubatoru pfi 37 °C,
5% CO2 v RPMI médiu.

3.1.4 Pouzité pristroje

e CellVoyager cv7000 — Yokogawa, Nizozemsko

o Centrifuga 5810 R — Eppendorf, Némecko

e Centrifuga Rotina 420R — Hettich, Némecko

e |nkubdator HERACELL 150i — Thermo Scientific, USA
e Microplate washer dispessor EL 406 — Biotek, USA
e Multidrop Combi — Thermo Scientific, USA

e Multilabel plate readers Envision — Perkin Elmer, USA
e pH metr — Denver instrument, USA

e Sonifikator 102C — Branson, USA

e Termomixer Comfort — Eppendorf, Némecko

e Trepacka Sunflower 3D - Biosan, Loty$sko

3.1.5 Software

e Program R verze 3.03 s balickem ic50
e Program Statistica
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3.2 Metodika

3.2.1 Stanoveni inhibi¢ni konstanty IC50
3.2.1.1 Ovlivnéni bunék 5-FU

Nejprve byla vytvofena koncentracni fada 5-FU rozpipetovana na 96 jamkové desce.
Nevyssi koncentrace 5-FU byla nefedény zasobni roztok, tedy 50 mg.mlt. Celkem bylo
vytvofeno 16 bod( rady s faktorem rfedéni 2. VSechny pouzité koncentrace jsou shrnuty
v tabulce, viz tab. 1. Tato koncentracni fada byla prenesena v objemu 10 pl na zdrojovou
384 jamkovou desku pro pipetor ECHO. Do cilové 384 jamkové desky bylo napipetovdno
30 pl média do prvniho sloupce. Prvni sloupec slouzil jako blank. Dale bylo pipetovano
30 pl média s burikami s koncentraci 67 tisic.ml, tedy 2000 bunék na jamku. Médium a
buriky byly napipetovany na pfistroji EL 406. Potom bylo naneseno 75 nl |éciva ze
zdrojové 384 jamkové desky na médium s burikami v cilové 384 jamkové desce pomoci
pfistroje ECHO. Cilova 384 jamkova deska byla uspofddana podle obr. 6. Buriky oSetfené
5-FU se kultivovaly 72 hodin v inkubatoru pti 37 °C, 5% CO..

Tab. 1 : Koncentracni fada 5-FU. Koncentrace shrnuté v této tabulce tvorili koncentracni
fadu, kterd byla nandsena na 384 jamkovou cilovou desku pri stanovovdni inhibi¢ni
konstanty ICso.

Poradi v Koncentrace 5-FU Koncentrace 5-FU v jamce
koncentraéni (mg.ml?) cilové desky (mg.ml?)

radé

1. 50 1,25-10*
2. 25 6,23-10
3. 12,50 3,12:107
4. 6,25 1,56-10
5. 3,13 7,79-:10°3
6. 1,56 3,90-10°3
7. 7,81-101 1,95-103
8. 3,91-10* 9,74-10*
9. 1,95-107 4,87-10*
10. 9,77-107 2,44-10*
11. 4,88-107 1,22-10*
12. 2,44-10 6,09:10°
13. 1,22:10 3,04-10°
14. 6,10-103 1,52-10°
15. 3,05-103 7,61-10°°
16. 1,53-103 3,81:10°
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Obr. 6: Schéma 384 jamkové cilové desky. Schéma zndzorriuje uspofdddni 384 jamkové cilové
desky pri stanovovdni inhibic¢ni konstanty IC50. Cervend barva zndzorriuje samotné médium
(blank). Zlutd barva zndzorfiuje neovlivnéné buriky (kontrola) a modrd barva zndzorriuje buriky
ovlivnéné 5-FU. Sedd pole byla vyuZita pro dalsi Ié&iva, u nichZ se stanovovala inhibi¢ni konstanta.
Tyto IéCiva nejsou soucdsti této bakaldrské prdce.

3.2.1.2 XTT test

Do pfipraveného roztoku XTT se pfidd pfed pouZitim PMS v koncentraci 20 pl.ml™.
Po skonceni inkubace oSetfenych bunék, se k nim pfidalo 15 ul XTT roztoku s PMS. XTT
roztok s PMS se pipetoval na pfistroji Multidrop Combi. Po pfidani XTT roztoku se bunky
nechaly kultivovat 3 hodiny v inkubatoru pfi 37 °C, 5% CO,. Po skonceni inkubace se
zméfrila absorbance pfi 490 nm na pfistroji Envision.

3.2.1.3 MTT test

Po skonceni inkubace oSetrenych bunék se k nim ptidalo 15 pl MTT roztoku. MTT roztok
se pipetoval pomoci pfistroje Multidrop Combi. OSetfené bunky s pfidanym MTT
roztokem se nechali inkubovat 3 hodiny pfi 37 °C, 5% CO.. Po skonceni inkubace se pfidal
10% roztok SDS v objemu 10 pl. Po pfidani SDS roztoku nechame burky kultivovat do
druhého dne pfi 37 °C, 5% CO;. Po uplynuti inkubace se zméfila absorbance pfi 540 nm na
pfistroji Envison.

3.2.2 Stanoveni ¢asu do apoptdézy

Do 3 jamek na 96 jamkové desce s prihlednym dnem bylo napipetovdno 0,2 ml média
s burikami o koncentraci 10tisic.mlt. Prvni jamka na desce slouZi jako kontrola. Déle byly
buiky oSetfeny 5,25 pl 10x ICso 5-FU, koneénd koncentrace 5-FU vjamce byla
121,62 ug.ml2. Dalsi buriky byly oSetfeny 5,25 ul 1x ICso 5-FU, kone¢na koncentrace 5-FU
v jamce byla 12,16 pg.ml?. Po pfidani 5-FU se nechaly buriky inkubovat 15 min pfi 37 °C,
5% CO,. Poté se pridalo do kazdé jamky 5 pl substratu NucView 488. Substrat se pridaval
v zhasnutém flow-boxu a co nejvice zatemnéné mistnosti. Po pridani substratu se deska
prikryla a prenesla do pfistroje CellVoyager cv7000, kde dochazelo 48 hodin
k hodinovému snimkovani a inkubaci mezi snimkovanim.

3.2.3 Priprava bunéénych lyzatd pro FASP analyzu

Médium s bunnkami s obsahem 20 miliond bunék bylo centrifugovano pfi 290x g, po dobu
5 minut a pfi pokojové teploté. Po skonceni centrifugace byly bunky 2x promyty
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v 15 ml pufru PBS s inhibitory proteas, poté byly promyty v 15 ml PBS bez inhibitor(
proteas. Mezi jednotlivymi promytimi byly bunky centrifugovany pfi 290x g, po dobu
5 minut a pfi pokojové teploté a supernatant byl odlit. Po posledni centrifugaci byl pfidan
FASP lyzacni pufr o objemU 150 ul. Experiment byl opakovan i pro objemy 200 pl, 400 ul,
600 pl, 800 ul, 1000 pl, 1200 pl, 1400 ul, 1600 pl, 1800 ul a 2000 ul. Po pridani FASP
lyzacniho pufru se burky inkubovaly pti 95 °C po dobu 10 minut. Potom byly bunécéné
lyzaty sonifikovany 30 sec pfi 15% amplitudé a nastaveni 0,5 sec ON a 0,5 sec OFF. Pfi
sonifikaci byly lyzaty uchovdny na ledu. Po sonifikaci byly bunécné lyzaty preneseny do
2 ml mikrozkumavek a centrifugovany pfi 290x g po dobu 5 minut. Hotové bunééné lyzaty
byly uchovany v mrazicim zafizeni pfi -20 °C. Bunécné lyzaty byly pfipraveny ve dvojim
opakovani.

3.2.4 Stanoveni celkové koncentrace proteinli pomoci Pierce 660 nm Protein Assay

Na 96 jamkovou desku bylo napipetovdno 10 pl standardi z kitu pro stanoveni celkové
koncentrace protein, 10 ul blanku a 10 pl vzorku bunéénych lyzatQ ptipravenych
v pfedchozim kroku v trojim opakovani. Schéma desky je zndzornéno na obr. 7. Poté bylo
pfidano do kazdé jamky 150 ul reagentu z kitu pro stanoveni celkové koncentrace
proteinl. Deska byla po dobu 1 minuty tfepdna pfi stfedni rychlosti a potom inkubovana
pfi pokojové teploté po dobu 5 minut. Po ukonceni inkubace byla zméfena absorbance pfi
660 nm na pfistroji Envision. Vzorky z druhého opakovani byly pfed stanovenim zahraty
po dobu 10 minut v termomixeru na 95 °C a poté centrifugovany pfi 290x g po dobu
5 minut.

11| 12

Obr. 7: Schéma 96 jamkové desky. Schéma zndzorriuje rozloZzeni 96 jamkové desky pri
stanoveni celkové koncentrace proteinti pomoci Pierce 660 nm Protein Assay. Modrd
barva zndzorfiuje vodu, zelend barva sadu standardd, seda barva blank, cervend barva
vzorky bunécnych lyzatu z 1. opakovdni a Zlutd barva vzorky bunécnych lyzati
z 2. opakovani. Bila pole byla nevyuZita.
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4 Vysledky

4.1 Vlysledky stanoveni ICso

Bunécna linie CCRF-CEM byla oSetfena rliznymi koncentracemi 5-FU. Po oSetfeni bunék
byly provedeny MTT a XTT testy chemosenzitivy. Témito testy byla stanovena hodnota
ICso. OSetreni a testy MTT a XTT probéhly podle postupu uvedeného v kapitole Metodika.
Na zavér testd mUZeme pozorovat barevné zmény na cilové 384 jamkové desce. Tyto
barevné zmény byly zaznamenany na obr. 8.

B o el o s

Obr. 8: Barevné zmény pozorované na zdver testi MTT (vlevo) a XTT (vpravo).
4.1.1 Vysledky MTT testu

Hodnoty absorbanci ziskané na zavér testll jsou uvedeny v tab. 2-4. Vyhodnocenim téchto
absorbanci programem R 3.0.3. bylo ziskdno grafické zndzornéni. Grafické zndzornéni
vyhodnoceni testl je uvedeno na obr. 9 — 11 Grafické znazornéni 1. MTT — 3. MTT testu.
Soucdsti vyhodnoceni je tabulka s hodnotami ICso a smérodatnou odchylkou (SD).
Hodnoty ICso pro viechna provedend opakovani MTT test( byly zaznamenany v tabulce,
viz tab. 5.
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Tab. 2: Hodnoty absorbanci ziskané v 1. MTT testu. V tabulce jsou uvedeny hodnoty
absorbanci ziskanych pro blank (Cisté médium), kontrolu (neosetfenou bunécnou linii) a
bunécnou linii osetfenou uvedenymi koncentracemi 5-FU.

Koncentrace Blank | Kontrola 5-FU

5-FU v jamce

(mg.ml?)
1,25-10" | 0,089 0,468 | 0,080 | 0,082 | 0,073
6,23-10 | 0,085 0,428 | 0,099 | 0,110 | 0,094
3,12-102 | 0,075 0,451 | 0,120 | 0,129 | 0,120
1,56-102 | 0,073 0,466 | 0,121 | 0,127 | 0,125
7,79-103 | 0,075 0,437 | 0,131 | 0,138 | 0,125
3,90-103 | 0,072 0,446 | 0,154 | 0,154 | 0,161
1,95-103 | 0,087 0,515 | 0,184 | 0,220 | 0,174
9,74-10* | 0,078 0,422 | 0,270 | 0,300 | 0,240
4,87-10" | 0,084 0,455 | 0,415 | 0,289 | 0,382
2,44-10° | 0,078 0,396 | 0,386 | 0,367 | 0,444
1,22-10* | 0,085 0,486 | 0,472 | 0,417 | 0,397
6,09-10° | 0,083 0,436 | 0,425 | 0,415 | 0,441
3,04-10” | 0,087 0,484 | 0,498 | 0,471 | 0,457
1,52-10° | 0,091 0,490 | 0,465 | 0,436 | 0,447
7,61-10° | 0,098 0,553 | 0,433 | 0,558 | 0,508
3,81-10° | 0,125 0,402 | 0,517 | 0,510 | 0,428

Tab. 3: Hodnoty absorbanci ziskané ve 2. MTT testu. V tabulce jsou uvedeny hodnoty
absorbanci ziskanych pro blank (Cisté médium), kontrolu (neosetfenou bunécnou linii) a
bunécnou linii osetfenou uvedenymi koncentracemi 5-FU.

Koncentrace | Blank | Kontrola 5-FU

5-FU v jamce

(mg.ml?)
1,25-10' | 0,076 0,185 | 0,082 | 0,076 | 0,075
6,23-:102 | 0,071 0,178 | 0,083 | 0,082 | 0,083
3,12:10% | 0,074 0,202 | 0,114 | 0,108 | 0,115
1,56-10% | 0,073 0,170 | 0,135 | 0,141 | 0,145
7,79-10% | 0,076 0,196 | 0,179 | 0,180 | 0,182
3,90-10% | 0,076 0,179 | 0,187 | 0,178 | 0,182
1,95-103 | 0,077 0,201 | 0,202 | 0,190 | 0,193
9,74-10* | 0,076 0,195 | 0,185 | 0,191 | 0,189
4,87-10* | 0,077 0,197 | 0,193 | 0,188 | 0,182
2,44-10* | 0,076 0,167 | 0,174 | 0,172 | 0,185
1,22:10% | 0,077 0,195 | 0,193 | 0,211 | 0,195
6,09-10° | 0,077 0,188 | 0,189 | 0,183 | 0,184
3,04-10° | 0,078 0,204 | 0,207 | 0,218 | 0,205
1,52:10° | 0,081 0,199 | 0,197 | 0,215 | 0,195
7,61-10° | 0,085 0,237 | 0,188 | 0,252 | 0,204
3,81-:10° | 0,092 0,178 | 0,217 | 0,207 | 0,211
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Tab. 4: Hodnoty absorbanci ziskané ve 3. MTT testu. V tabulce jsou uvedeny hodnoty
(neosetrenou bunécnou linii) a

absorbanci ziskanych pro blank (Cisté médium), kontrolu
bunécnou linii osetfenou uvedenymi koncentracemi 5-FU.

Zivotnost (%)

40

»

20

Koncentrace Blank | Kontrola 5-FU

5-FU v jamce

(mg.ml?)
1,25-10' | 0,075 0,087 | 0,075 | 0,074 | 0,075
6,23-102 | 0,071 0,136 | 0,090 | 0,093 | 0,088
3,12-:10% | 0,074 0,135 | 0,105 | 0,105 | 0,101
1,56-102 | 0,073 0,150 | 0,105 | 0,111 | 0,112
7,79-103 | 0,077 0,161 | 0,116 | 0,111 | 0,114
3,90-103 | 0,076 0,144 | 0,115 | 0,120 | 0,118
1,95-103 | 0,077 0,155 | 0,124 | 0,119 | 0,120
9,74-10% | 0,075 0,155 | 0,137 | 0,138 | 0,134
4,87-10* | 0,077 0,165 | 0,141 | 0,143 | 0,142
2,44-10* | 0,076 0,165 | 0,160 | 0,154 | 0,162
1,22-10* | 0,079 0,162 | 0,159 | 0,162 | 0,146
6,09-10° | 0,075 0,159 | 0,157 | 0,160 | 0,160
3,04-10° | 0,080 0,171 | 0,152 | 0,162 | 0,148
1,52-10° | 0,081 0,151 | 0,173 | 0,162 | 0,182
7,61-10¢ | 0,081 0,168 | 0,160 | 0,167 | 0,165
3,81-10° | 0,086 0,123 | 0,108 | 0,157 | 0,171
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Obr. 9: Grafické zndzornéni 1. MTT testu. Graf zdvislosti Zivotnosti bunék na koncentraci
5-FU. Na ose X je zaznamendna koncentrace 5-FU, na ose Y je vyndsena Zivotnost bunék.
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Obr. 10: Grdfické zndzornéni 2. MTT testu. Graf zavislosti Zivotnosti bunék na koncentraci
5-FU. Na ose X je zaznamendna koncentrace 5-FU, na ose Y je vyndSena Zivostnost bunék.
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Obr. 11: Grdfické zndzornéni 3. MITT testu. Graf zavislosti Zivotnosti bunék na koncentraci
5-FU. Na ose X je zaznamendna koncentrace 5-FU, na ose Y je vyndsena Zivotnost bunék.

Tab. 5: Stanoveni ICso MTT testem. Hodnoty ICso a smérodatnd odchylka (SD) pro vsechny
3 opakovdni MTT testd.

ICs0 (ng.ml?) SD (pg.ml?)
1. MTT 13,804 0,143
2. MTT 10,520 0,274
3. MTT 151,008 0,413
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4.1.2 Vysledky XTT testu

Hodnoty absorbance ziskané na zavér testl byly uvedeny v tab. 6 — 8. Program R 3.0.3
vyhodnotil hodnoty absorbance XTT testl grafickym zndzornénim, viz obr. 12 — 14
Grafické znazornéni 1. XTT — 3. XTT testu. Soucasti vyhodnoceni byla i tabulka
s hodnotami ICsp a smérodatnou odchylkou (SD). Hodnoty ICso pro vSechny provedené
opakovani XTT test( byly zaznamenany v tabulce, viz tab. 9.

Tab. 6: Hodnoty absorbanci ziskané v 1. XTT testu. V tabulce jsou uvedeny hodnoty
absorbanci ziskanych pro blank (Cisté médium), kontrolu (neosetfenou bunécnou linii) a
bunécnou linii osetfenou uvedenymi koncentracemi 5-FU.

Koncentrace | Blank | kontrola 5-FU

5-FU v jamce

(mg.ml?)
1,25-10" | 0,225 0,817 | 0,326 | 0,319 | 0,325
6,23:102 | 0,245 0,894 | 0,355 | 0,351 | 0,349
3,12:102 | 0,209 0,827 | 0,370 | 0,367 | 0,369
1,56-:102 | 0,208 0,780 | 0,383 | 0,363 | 0,360
7,79-103 | 0,211 0,768 | 0,375 | 0,384 | 0,406
3,90-103 | 0,208 0,759 | 0,433 | 0,416 | 0,445
1,95-103 | 0,214 0,789 | 0,494 | 0,455 | 0,452
9,74-10* | 0,232 0,761 | 0,581 | 0,513 | 0,592
4,87-10* | 0,215 0,780 | 0,735 | 0,557 | 0,629
2,44-10* | 0,211 0,862 | 0,672 | 0,831 | 0,646
1,22-10* | 0,211 0,795 | 0,796 | 0,760 | 0,699
6,09-10° | 0,208 0,803 | 0,756 | 0,772 | 0,751
3,04-10° | 0,212 0,800 | 0,825 | 0,774 | 0,752
1,52-10° | 0,211 0,804 | 0,811 | 0,760 | 0,786
7,61-10° | 0,217 0,937 | 0,800 | 0,814 | 0,829
3,81-10° | 0,232 0,895 | 0,799 | 0,907 | 0,792
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Tab. 7: Hodnoty absorbanci ziskané ve 2. XTT testu. V tabulce jsou uvedeny hodnoty
absorbanci ziskanych pro blank (Cisté médium), kontrolu (neoSetfenou bunécnou linii) a
bunécnou linii osetfenou uvedenymi koncentracemi 5-FU.

Koncentrace | Blank | Kontrola 5-FU

5-FU v jamce

(mg.ml?)
1,25-10* 0,186 0,586 | 0,273 | 0,247 | 0,249
6,23:102 0,210 0,701 | 0,274 | 0,290 | 0,270
3,12:102 0,177 0,560 | 0,289 | 0,285 | 0,276
1,56-1072 0,176 0,538 | 0,279 | 0,295 | 0,277
7,79-10°3 0,180 0,479 | 0,292 | 0,294 | 0,317
3,90-10°3 0,174 0,513 | 0,304 | 0,320 | 0,332
1,95-103 0,183 0,540 | 0,345 | 0,320 | 0,330
9,74-10* 0,202 0,491 | 0,400 | 0,393 | 0,392
4,87-10* 0,182 0,526 | 0,462 | 0,402 | 0,471
2,44-10* 0,177 0,607 | 0,445 | 0,604 | 0,483
1,22-10* 0,182 0,559 | 0,555 | 0,515 | 0,530
6,09-10° 0,178 0,542 | 0,594 | 0,612 | 0,556
3,04-10°° 0,182 0,581 | 0,578 | 0,517 | 0,491
1,52-10° 0,181 0,569 | 0,577 | 0,518 | 0,527
7,61-10°° 0,182 0,688 | 0,582 | 0,594 | 0,588
3,81-10°° 0,195 0,655 | 0,588 | 0,659 | 0,603

Tab. 8: Hodnoty absorbanci ziskané ve 3. XTT testu. V tabulce jsou uvedeny hodnoty
absorbanci ziskanych pro blank (Cisté médium), kontrolu (neosetfenou bunécnou linii) a
bunécnou linii osetfenou uvedenymi koncentracemi 5-FU.

Koncentrace | Blank | Kontrola 5-FU

5-FU v jamce

(mg.ml?)
1,25-10' | 0,370 0,816 | 1,173 | 1,299 | 1,332
6,23-10% | 0,430 1,534 | 0,556 | 0,563 | 0,552
3,12-:102% | 0,302 1,029 | 0,458 | 0,480 | 0,533
1,56-102 | 0,397 1,175 | 0,643 | 0,681 | 0,673
7,79-103 | 0,286 1,113 | 0,543 | 0,555 | 0,566
3,90-103 | 0,379 1,309 | 0,770 | 0,770 | 0,776
1,95-103 | 0,296 1,167 | 0,827 | 0,908 | 0,973
9,74-10* | 0,394 1,205 | 0,980 | 0,949 | 0,966
4,87-10* | 0,293 1,230 | 1,247 | 1,326 | 1,233
2,44-10* | 0,400 1,122 | 1,052 | 1,134 | 1,132
1,22:10% | 0,288 1,045 | 1,322 | 1,477 | 1,472
6,09-10° | 0,386 1,267 | 1,312 | 1,253 | 1,308
3,04-10° | 0,286 0,888 | 1,074 | 1,185 | 1,548
1,52-10° | 0,407 1,398 | 1,378 | 1,367 | 1,335
7,61-10° | 0,303 1,349 | 0,993 | 1,441 | 1,437
3,81-10° | 0,462 1,477 | 1,376 | 1,601 | 1,274
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Obr. 12: Grafické zndzornéni 1. XTT testu. Graf zavislosti Zivotnosti bunék na koncentraci
5-FU. Na ose X je zaznamendna koncentrace 5-FU, na ose Y je vyndSena Zivotnost bunék.
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Obr. 13: Grafické zndzornéni 2. XTT testu. Graf zavislosti Zivotnosti bunék na koncentraci
5-FU. Na ose X je zaznamendna koncentrace 5-FU, na ose Y je vyndsena Zivotnost bunék.
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Obr. 14: Grafické zndzornéni 3. XTT testu. Graf zdvislosti Zivotnosti bunék na koncentraci
5-FU. Na ose X je zaznamendna koncentrace 5-FU, na ose Y je vyndSena Zivotnost bunék.

Tab. 9: Stanoveni ICso XTT testem. Hodnoty ICso a smérodatné odchylky (SD) pro vsechny 3
opakovdni XTT testd.

ICso0 (ug.ml?) SD(ug.ml?)
1. XTT 14,256 0,162
2. XTT 12,794 0,205
3.XTT 42,462 0,283
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4.2 Stanoveni doby do apoptdzy

Béhem 48 hodinové inkubace byla pfi hodinovém snimkovani v pfistroji CellVoyager
cv700 ziskana data, které byla vyhodnocena programem Statistica. Vystupem tohoto
programu je grafické zndzornéni uvedené na obr. 15.
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Obr. 15: Grafické zndzornéni stanoveni doby do apoptdzy. Modrd barva tedy jamka ¢. AO1
zndzorriuje kontrolu, tzn. neosetfené buriky. Cervend a zelend barva, tedy jamky ¢ A02 a
AO03 byly buniky oSetrené cisplatinou a paclitaxelem, jejichZ testovdni probihalo zdroveri
s5-FU. RdZovd a cernd barva, jamky ¢. A04 a AO05 byly buriky osetiené dvéma
koncentracemi 5-FU. RiOZovd barva je 5-FU skonecnou koncentraci v jamce
10xICs0 121,62 ug.ml, éernd barva je 5-FU s konecnou koncentraci v jamce 1xICso
12,16 ug.ml2.
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4.3 Stanoveni celkové koncentrace proteinu v bunéénych lyzatech

Byla stanovena celkova koncentrace proteind odectenim hodnot absorbanci z kalibraéni
kfivky. Hodnoty absorbanci lyzat(i stanovenych po lyzaci jsou zaznamenany v tab. 10.
Kalibracni kfivka pro toto stanoveni je uvedena na obr. 16. Hodnoty absorbanci lyzata
stanovenych po centrifugaci jsou zaznamenany vtab. 11. Kalibraéni kfivka pro toto
stanoveni je na obr. 17. Hodnoty koncentraci proteinli pro 1. opakovani stanovené po
lyzaci a po centrifugaci jsou v tab. 12. Hodnoty koncentraci protein(i pro 2. opakovani
stanovené po lyzaci a po centrifugaci jsou vtab. 13. Z hodnot celkové koncentrace
proteinll byla vypocitdana celkovd hmotnost proteinli. Hodnoty celkové hmotnosti
proteinl u obou opakovani lyzatl v zavislosti na objemu lyza¢niho pufru jsou uvedeny
v tab. 14. Pro lepsi nazornost byly k tabulkdm vypracovany grafy. Graf srovnani celkové
koncentrace proteini u 1. opakovani lyzatl pred a po centrifugaci je na obr. 18. Graf
srovndani celkové koncentrace proteinU u 2. opakovani lyzatd pred a po centrifugaci je na
obr. 19. Graf srovnani celkové koncentrace proteinli u obou opakovani lyzatd je na
obr. 20. Graf zavislosti celkové hmotnosti proteini na objemu lyza¢niho pufru je na
obr. 21.

Tab. 10: Tabulka absorbanci pro 1. a 2. opakovadni lyzdti stanovenych po lyzaci. Vzorky
jsou serfazeny podle pouzZitého objemu lyzaéniho pufru.

Objem lyza¢niho Absorbance 1. opakovani Absorbance 2. opakovani
pufru (pl)

150 0,541 0,600 0,639 0,792 0,769 0,724
200 0,292 0,533 0,318 0,652 0,683 0,577
400 0,286 0,296 0,278 0,352 0,347 0,302
600 0,592 0,271 0,610 0,372 0,348 0,333
800 0,412 0,219 0,672 0,376 0,335 0,363
1000 0,663 0,909 0,561 0,291 0,287 0,285
1200 0,296 0,387 0,263 0,247 0,249 0,241
1400 0,418 0,443 0,279 0,224 0,234 0,240
1600 0,282 0,275 0,261 0,222 0,203 0,230
1800 0,270 0,219 0,236 0,222 0,228 0,224
2000 0,244 0,228 0,225 0,224 0,218 0,223
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Obr. 16: Kalibracni krivka pro stanoveni celkové koncentrace proteint po lyzaci. Na ose X
je vyndsena koncentrace proteint u standardi (ug.ml) a na ose Y jsou vyndseny hodnoty
absorbanci.

Tab. 11: Tabulka absorbanci pro 1. a 2. opakovdni lyzdtu stanovenych po centrifugaci.
Vzorky jsou sefazeny podle pouZitého objemu lyzacniho pufru.

Objem lyzacniho Absorbance 1. opakovani Absorbance 2. opakovani
pufru (pl)

150 0,372 0,532 0,417 0,244 0,272 0,216
200 0,263 0,248 0,249 0,240 0,223 0,215
400 0,206 0,211 0,212 0,204 0,203 0,190
600 0,199 0,206 0,211 0,200 0,197 0,192
800 0,202 0,204 0,200 0,194 0,209 0,198
1000 0,202 0,207 0,206 0,190 0,203 0,204
1200 0,201 0,193 0,199 0,186 0,195 0,194
1400 0,197 0,189 0,186 0,187 0,194 0,197
1600 0,197 0,183 0,178 0,184 0,196 0,197
1800 0,195 0,191 0,174 0,189 0,195 0,199
2000 0,197 0,194 0,187 0,193 0,190 0,196
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Obr. 17: Kalibracni krivka pro stanoveni celkové koncentrace proteint po centrifugaci. Na
ose X je vyndSena koncentrace proteinu u standardd (ug.ml?) a na ose Y jsou vyndseny
hodnoty absorbanci.

46



Tab. 12: Stanoveni celkové koncentrace proteinG u 1. opakovdni lyzdtid pred i po
centrifugaci. Vzorky jsou sefazeny podle pouzitého objemu lyzacniho pufru.

Objem lyzaéniho | Koncentrace proteint | SD (ug.ml) | Koncentrace | SD (pug.ml?)
pufru (pl) (ng.ml?) proteini po
centrifugaci
(ng-ml?)
150 1046,58 95,77 791,33 187,64
200 515,75 276,53 168,00 26,28
400 279,92 27,56 24,67 4,91
600 790,75 382,03 8,00 11,63
800 649,08 454,72 -2,00 6,24
1000 1340,75 373,71 8,00 2,36
1200 351,58 139,56 -15,33 16,72
1400 513,25 189,55 -38,67 17,37
1600 244,92 29,74 -55,33 25,42
1800 167,42 52,49 -52,00 12,10
2000 144,08 25,52 -32,00 10,80
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500 p y p g
30
. I | 14
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Obr. 18: Graf srovndni stanoveni celkové koncentrace proteini metodou Pierce 660 nm u
1. opakovani lyzatu pred a po centrifugaci. Graf zndzorriuje zavislost koncentrace protein(
na objemu lyzacniho pufru. Na ose X je vyndsen objem lyzacniho pufru (ul), na ose Y je
vyndsena koncentrace proteinu (ug.mil?).
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Tab. 13: Stanoveni celkové koncentrace proteini u 2. opakovdni lyzdti pred i po
centrifugaci. Vzorky jsou sefazeny podle pouzitého objemu lyzacniho pufru.

Objem lyzaéniho | Koncentrace proteind | SD (ug.ml) | Koncentrace | SD (pg.ml?)
pufru (pl) (ng.ml?) proteini po
centrifugaci
(pg.ml?)
150 1467,44 78,15 138,00 72,47
200 1156,61 120,62 78,00 40,64
400 397,44 64,87 -12,00 23,25
600 440,78 45,97 -20,89 15,95
800 458,25 38,78 -7,56 13,43
1000 282,42 13,59 -12,00 15,15
1200 177,42 17,83 -36,44 6,85
1400 144,92 13,89 -33,11 10,30
1600 109,08 20,14 -34,22 13,70
1800 124,92 13,59 -27,56 11,00
2000 117,42 7,17 -32,00 14,14
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Obr. 19: Graf srovndni stanoveni celkové koncentrace proteinii metodou Pierce 660 nm u
2. opakovadni lyzati pred a po centrifugaci. Graf zndzorriuje zdvislost koncentrace protein(
na objemu lyzacniho pufru. Na ose X je vyndsen objem lyzacniho pufru (ul), na ose Y je
vyndsena koncentrace proteint (ug.ml?).
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Obr. 20: Graf srovndni stanoveni celkové koncentrace proteini metodou Pierce 660 nm u
1. a 2. opakovani lyzatl. Graf zndzorriuje zdvislost koncentrace proteinii na objemu
lyzacniho pufru. Na ose X je vyndsen objem lyzacniho pufru (ul), na ose Y je vyndsena
koncentrace proteini (ug.ml?).

Tab. 14: Tabulka zjisténych celkovych hmotnosti proteini v 1. a 2. opakovadni lyzati
v zqvislosti na pouZitém objemu pufru.

Celkova hmotnost proteint (ug)
Objem lyzacniho 1. opakovani SD (ug) 2. opakovani | SD (ug)
pufru (pul) lyzata lyzata
150 156,99 14,37 220,12 11,72
200 103,15 55,31 231,32 24,12
400 111,97 11,03 158,98 25,95
600 474,45 229,22 264,47 27,57
800 519,27 363,78 366,60 31,03
1000 1340,75 373,71 282,42 13,59
1200 421,90 167,47 212,90 21,40
1400 718,55 265,37 202,88 19,45
1600 391,87 47,59 174,53 32,22
1800 301,35 94,49 224,85 24,46
2000 288,17 51,04 234,83 14,34
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Obr. 21: Graf zavislosti celkové hmotnosti protein na objemu lyzacniho pufru. Na ose X je
vyndsen objem lyzacniho pufru (ul), na ose Y je vyndsena celkovd hmotnost proteini
v lyzdtech (ug).
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5 Diskuze

Pfi stanoveni ICso bylo dosazeno konzistentnich vysledkd v 1. a 2. opakovani. Vysledky
3. opakovani jsou bohuzel odlehlé a je proto nutné je vyloudit z analyzy. Odlehlost téchto
vysledkli pravdépodobné byla zplsobena chybnym pipetovanim pouzitych pfistroja.
Vysledky 1. a 2. opakovani byly zprimérovany a tim stanovena hodnota ICso 5-FU na
bunééné linii CCRF-CEM. Pfi pouziti MTT testu byla stanovena ICso 12,162 pg.ml™.
Pouzitim XTT testu byla stanovena ICsp 13,525 pg.ml™.

Hodnota ICso je v literature popisovdna jen pro jiné linie. Jako ptiklad je uvedena
hodnota 1Cso 1,68 pg.ml' u bunééné linie SW480 (Wong a kolektiv, 2007). Stanoveni
hodnoty 1Cso 5-FU pro bunécnou linii CCRF-CEM bylo jiz dfive provedeno v ramci
Laboratofe Experimentalni mediciny. Na tom to pracovisti byla MTT testem stanovena
hodnota ICsp 158,70 pg.mlt a XTT testem 67,90 pg.ml? (Janostakovd, 2014). Rozdily mezi
hodnotami namérenymi v této praci a praci Janostakové mohou byt zplsobeny odliSnym
experimentalnim usporadanim, kdy Janostakova vyuZila 96 jamkové desky s pouze
6 koncentracemi |éCiva.

Pfi stanovovani doby do apoptdézy byl proveden jen pilotni experiment, ktery
nebylo z ¢asovych a technickych dlvodi mozné opakovat. BEhem feSeni stanoveni doby
do apoptdzy se vyskytly technické problémy s pfistrojem CellVoyager cv7000. Z toho
experimentu nelze ziskat konkrétni data, jelikoZz kontrolni vzorek (neosSetfend bunécna
linie CCRF-CEM) vykazuje nejvyssi apoptickou aktivitu. Toto mohlo nastat v dlsledku
snimkovani vyfezu z jamky, ¢imz nebyla zachycena chemotaxe bunécné linie. Pro ziskani
vysledk( je nutna dalsi optimalizace, ktera je planovana na diplomovou praci.

V optimalizaci lyza¢niho protokolu byla vyuZita metoda Pierce 660 nm, ktera jako
jedind je schopna detekovat proteiny i v prostiedi az 5% SDS. Pred centrifugaci byl
stanoven obsah proteind odpovidajici predpokladanym koncentracim, stanoveni bohuzel
interferovaly pevné castice v lyzatu. Centrifugaci doslo k odstranéni pevnych Ccastic,
zaroven, ale také i kvyznamnému snizeni celkové koncentrace proteinl. V ramci
diplomové prace budou zkoumany pficiny tohoto jevu, pfipadné vyzkouSen vhodnéjsi
lyzacni protokol.
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6 Zaver

V teoretické Casti byla zpracovdna literarni reSerSe na téma biologicky ucinek
5-fluorouracilu a jeho klinické vyuziti. ReSerSe shrnuje publikované poznatky o IéCebnych
aplikacich 5-fluorouracilu. Dale se zabyvd jeho mechanismem ucinku na DNA a RNA,
Upravou Ucinku pouzitim kombinované |écby a rezistenci na 5-fluorouracil. Soucasti
reSerSe je i teoreticky Uvod k metodam uzitym v experimentalni ¢asti. V tomto Uvodu je
vysvétlen vyznam ptipravy vzork( pro proteomickou analyzu.

V experimentdlni ¢asti byla MTT a XTT testem stanovena hodnota ICso. Tato
stanovena hodnota byla pouZita pfi oSetfeni bunék a stanoveni jejich doby do apoptdzy.
Z ¢asovych a technickych dlvodd bohuZel vtomto experimentu nebyla ziskdana data, ze
kterych by bylo moziné stanovit dobu do apoptdzy. Poslednim experimentem byla
optimalizace FASP lyzacniho protokolu. Po lyzaci byla stanovena celkovd koncentrace
proteinll a ztoho vypocitana celkovda hmotnost proteinli v bunéénych lyzatech.
Pfedpokladem bylo, Zze optimalni objem bunécného pufru bude mit nejvétsi koncentraci
proteinl a tim i jejich nejvétsi obsah. Stanoveni koncentrace proteinl interferovali pevné
Castice ve vzorku, a proto nebylo mozné spolehlivé urcit optimalni objem lyza¢niho pufru.

V diplomové praci je planovano pokracovat ve stanoveni doby do apoptdzy.
V tomto experimentu je nutno provést vice opakovani a vyresit problém s chemotaxi
oSetfenych bunék. V ramci diplomové prace bude pokracovano i v optimalizaci lyzaéniho
protokolu. Bude snaha stanovit optimalni lyzacni objem, ¢&i zavést vhodnéjsi protokol.
Vzorky pfipravené podle optimalizovanych podminek budou uZity pro proteomické
profilovani 5-fluorouracilem osetfené bunécéné linie CCRF-CEM.
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Seznam zkratek

5-FU
BER

BSA
dATP
DHFU
DPD
dTMP
dTTP
dUMP
duTP
FASP
FAUDP
FdUMP
FdUrd
FAUTP
FUDP
FUMP
FUrd
FUTP
GIT
ICso
INF
INF-a
LV
mAb
mCRC

MMR

MTT
N5,N10-methylen-THF
OPRT
PDK-1
PIK3
PIP3
PRPP
rR

TK
Topl
TP

TS

UK
up

5-fluorouracil

bazova exisni oprava
body-surface-area, davkovani podle
télesného povrchu

deoxy-adenosintrifosfat
5,6-dihydro-5-fluorouracil
dihydropyrimidindehydrogenasa
deoxy-thymidinmonofosfat
deoxy-thymidintrifosfat
deoxy-uridinmonofosfat
deoxy-uridintrifosfat

filter-aided sample preparation
fluoro-deoxy-uridindifosfat
fluoro-deoxy-uridinmonofosfat
5-fluoro-2-deoxyuridin
fluoro-deoxy-uridintrifosfat
fluoro-uridinfosfat
fluoro-uridinmonofosfat
fluorouridin

fluoro-uridintrifosfat
gastrointestinalni trakt

half maximal inhibitory concentration
interferon

interferon a

leucovorin

monoklonalni protilatka
metastaticky kolorektalni karcinom
Oprava chybného parovani bazi fizena
methylaci
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl-
tetrazolium bromid
N5,N10-methylentetrahydrofolat
ororatfosforibosyltransferasa
3-fosfoinozitid-dependetni kinasa 1
fosfatidylinozitol-3-kinasa
fosfatidylinozitol-3,4,5-trifosfatu
fosforibosylpyrofosfat
ribonukleotidreduktasa
thymidinkinasa

topoisomerasa |
thymidinfosforylasa
thymidylatsynthasa

uridinkinasa

uridinfosforylasa
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VEFG-A vascular endothelial growth factor
2,3bis-[2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl]-
XTT 2H-tetrazolium-5-carboxy anilid
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