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1 UvVOD

Prestoze doslo v nékolika poslednich dekadach k obrovskému pokroku na poli terapie
nadorovych onemocnéni, jedna se stale o druhou nej¢astéjsi pricinu tmrti, ktera si rocné vyzada
miliony lidskych zivotd. Neustale rostouci incidence nadorovych onemocnéni, zplisobena
pfedevSim Spatnym zivotnim stylem a prudce starnouci populaci, v kombinaci
s Castym rozvojem mnohocCetné 1ékové rezistence vici velké Casti komeréné vyuzivanych
cytostatik predstavuje jeden z nejzavaznéjSich zdravotnickych problémt moderni civilizace.
Pravé z tohoto divodu je hledani novych postupt terapie této skupiny chorob zcela zasadni.

Jednim ztéchto postupli je kombinace obrazové analyzy a systému FUCCI, ktery
umoziuje vizualizaci a identifikaci jednotlivych fazi bunéfného cyklu v redlném Ccase.
Metodiku FUCCI lze vyuzit ke studiu morfologie bunééného jadra ¢i k odliSeni klidovych
malignich bunék, které jsou vicCi konvencni chemoterapii rezistentni, a bunék aktivné
postupujicich bunéénym cyklem, které vykazuji vysokou citlivost predevsim vici fazoveé
specifickym cytostatikim. Pravé vysoké procento klidovych malignich bunék je jednim
z hlavnich problému terapie solidnich nadort, ktery 1ze prekonat spravné nac¢asovanou aplikaci
fazové specifickych cytostatik ve chvili, kdy buriky vykazuji proti danému cytostatiku nejvyssi
citlivost. Pravé ztohoto divodu se ma bakalaiska prace zaméfuje na problematiku

protinadorovych 1€¢iv v kombinaci s FUCCI systémem a obrazovou analyzou.



2 CIiLE

Cilem bakalarské prace bylo vypracovani literarni reSerSe se zaméfenim na
protinadorova léc€iva a jejich ucinek na bunécné urovni, bunétny cyklus a jeho modifikace
v nadorovych bunkach, metody vyuzivané pii studiu bunécného cyklu a mechanismy vzniku
rezistence vuci cytostatikiim.

Experimentalni Cast této bakalarské prace zahrnovala seznameni se s praci v laboratofi
tkanovych kultur za sterilnich podminek, pfipravu roztokd cytostatik, stanoveni jejich
cytotoxicity pomoci MTS testu a obrazovou analyzu se zaméfenim na zmény v dynamice
bunécného cyklu a morfologii jadra po jednodenni inkubaci reportérové bunécné linie
U20S - FUCCI, pripravené lentivirovou transfekci a stabilné€ exprimujici fluorescenéni proby

mAG-hGemi.110a mKO2-hCdtiz0-120, s pfedem pfipravenymi roztoky cytostatik.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Nadorova onemocnéni

Nadorové  onemocnéni  neboli  rakovina je  choroba  charakterizovana
nekontrolovatelnym délenim bunék, které se projevuje tvorbou nadort ¢i rozvojem rakoviny
kostni dien€ a krve (Shewach a Kuchta, 2009).

V soucasné dobé¢ se jedna o druhou nej¢ast&jsi pricinu umrti na svéte. Jen v roce 2015
zemielo po celém svété na nasledky nadorovych onemocnéni 8,7 miliont lidi (Fitzmaurice et
al., 2017). Nejcastéji se vyskytujicimi typy nadorovych onemocnéni u zen jsou rakovina prsu,
plic, tlustého stfeva a Stitné zlazy, jejiz incidence je u Zen vyrazné€ vyss§i nez u muzda. U muzi
kromé rakoviny plic a tlustého stfeva prevazuje rakovina prostaty. (Dorak a Karpuzoglu,
2012; Siegel et al., 2016).

Mortalita nadorovych onemocnéni u muzi je vyssi nez u zen (189,5 amrti na 100 tisic
muzti a 135,7 amrti na 100 tisic zen), pfiCemz nejvyS$si riziko umrti hrozi muzim
afroamerického ptvodu (227,3 umrti na 100 tisic muzil) a naopak nejnizsi riziko Zenam
puvodem z ostrovu v oblasti Asie a Pacifiku (85,6 imrti na 100 tisic zen) (Hayes, 2021). Diky
pokrokim na poli 1éCby, prevence a v¢asné diagnostiky nadorovych onemocnéni vSak dochazi
k postupnému snizovani mortality této skupiny chorob. Jen v USA do§lo mezi Iéty 1991 a 2012
k poklesu mortality rakoviny o témer 23 %. Velky podil na tomto snizeni ma i neustale se
snizujici popularita uzivani tabaku spojeného s rozvojem karcinomu plic. Koufeni dosahlo
nejvyssi popularity v prubéhu 60. let 20. stoleti a stalo tak za prudkym narustem mortality
karcinomu plic v prab&hu 20. stoleti (Cummings a Proctor, 2014; Siegel et al., 2016)
starovéku, doSlo teprve az v poslednich nékolika dekadach ve spojitosti se zvySenym
mnozstvim karcinogent v prostiedi a rapidné starnouci populaci k prudkému narustu jejich

prevalence (Faguet, 2014; Sudhakar, 2009).

3.2  Geny stojici za rozvojem nadorovych onemocnéni

Rakovinu lze definovat jako genetickou chorobu somatickych bunék zplsobenou
aktivaci protoonkogenti ¢i inaktivaci nadorovych supresorovych genti (Hanahan a Weinberg,
2000). Geny podilejici se na rozvoji rakoviny lze zaradit do jedné z téchto dvou skupin na
zaklade toho, zdali k rozvoji rakoviny dochazi z divodu zvysené, ¢i naopak snizené aktivity

produktt kédovanych témito geny (Alberts et al., 2014).
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Obr. 1: Mutace protoonkogent a nadorovych supresorovych geni vedouci k nadorové

transformaci bun¢k (pfevzato a upraveno z Alberts, 2014).

3.2.1 Protoonkogeny

Protoonkogeny, konkrétné jejich mutantni formy zvané onkogeny, jsou prvni skupinou
genu zodpovédnou za rozvoj rakoviny. Protoonkogeny jsou strukturni geny podilejici se na
regulaci klicovych bunécnych procesu, jako je bunécny rust, proliferace a apoptoza. Produkty
protoonkogent funguji jako rastové faktory, jaderné transkripcni faktory ¢i signalni
transduktory (Shortt a Johnstone, 2012). Protoonkogeny mohou byt transformovany
v onkogeny bodovymi mutacemi, chromozomovymi translokacemi, genovymi amplifikacemi,
inzercemi proviru, genovymi translokacemi ¢i preskupenim genti (Wei, 1992). Zmény vedouci
k aktivaci protoonkogenu jsou spojeny se zvySenou expresi protoonkogeny kodovanych
proteind, expresi mutantnich forem téchto proteind, které jsou charakterizovany zvysSenou
stabilitou ¢i pozménenou funkci, nebo s odliSnou bunéénou lokalizaci standardnich genovych
produkti zpusobenou zvysSenou expresi ¢i pozménénou strukturou jejich vazebnych partnera
(Shortt a Johnstone, 2012).

Prikladem aktivace protoonkogenli prostfednictvim translokace je vznik fizniho genu
BCR-ABLI na tzv. Filadelfském chromozomu. Filadelfsky chromozom vznikéd reciprokou
translokaci mezi dlouhymi raménky chromozomii 9 a 22 a bézné se vyskytuje u pacientu
trpicich chronickou myeloidni leukémii (CML). Béhem translokace je protoonkogen ABLI
kodujici tyrosinkinazu z chromozomu 9 translokovan na misto zlomu na chromozomu 22 za

vzniku fuzniho genu BCR-ABLI kodujiciho fuzni protein s vysokou tyrosinkinazovou



aktivitou, ktera naruSenim signalnich drah zvySuje proliferaci a potlacuje diferenciaci
lymfocytt (Kang et al., 2016).

Casto amplifikovanym protoonkogenem je c-Myc. Jedna se o strukturni gen kodujici
transkripéni faktor tvofici heterodimer s proteinem Max. Produkt c-Myc se podili se na expresi
nekolika genovych rodin, ¢imz zasadné ovliviiuje proliferaci a metabolické procesy buiky.
c-Myc stimuluje expresi gentl podilejicich se na biosyntéze proteinu a transkripCnich faktorti
a genu stimulujicich metabolismus nadorovych bunék za soucasné inhibice exprese vybranych
nadorovych supresorovych gent (Eilers a Eisenman, 2008).

Prikladem aktivace protoonkogenii mutacemi jsou Ras protoonkogeny. Ras
protoonkogeny, konkrétné geny KRAS, HRAS a NRAS, kdduji malé GTPazy, které funguji jako
molekularni spinace regulujici signalni drahy zodpovidajici za bunécnou proliferaci. Standardni
varianty téchto proteinu jsou piisné regulovany vyménnymi faktory guaninového nukleotidu
(GEFs), které podporuji disociact GDP a vazbu GTP, ¢imz aktivuji prislusné Ras, a proteiny
aktivujici GTPazovou aktivitu (GAPs) inhibujici aktivitu Ras hydrolyzou GTP. Rozvoj
rakoviny nasledkem aberantni funkce Ras je spojen s vyskytem jediné mutace v kodonu 12, 13
¢i 61, ktera zabranuje hydrolyze GTP, nasledkem Cehoz zistava Ras konstitutivné aktivni
(Quinlan a Settleman, 2009).
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Obr. 2: Regulace aktivity malych GTPaz prostiednictvim GAPs a GEFs (pfevzato a upraveno
z Quet al., 2019).



3.2.2 Nadorové supresorové geny

Nadorové supresorové geny jsou geny, jejichz inaktivace je spojena srozvojem
nadorovych onemocnéni. Jednd se o geny podilejici se na regulaci zasadnich bunécnych
procestt vCetné€ indukce apoptozy, inhibice bunééného cyklu ¢i oprav molekuly DNA (Sun
a Yang, 2010). Na rozdil od protoonkogenti je pro vyfazeni funkce nadorovych supresorovych
genu nutné, aby doslo k permanentni inaktivaci ¢i ztraté obou alel konkrétniho nadorového
supresorového genu. Funkce alely mize byt ztracena inaktivujicimi mutacemi, posunutim
Cteciho ramce deleci Ci inzerci segmentu DNA a epigenetickymi regulacemi (Liu et al., 2012).

Béznym jevem vyskytujicim se v nadorovych burkéach je tzv. ztrata heterozygotnosti.
Jedna se o jev, kdy se ptivodné heterozygotni bunka ztratou jedné ze svych alel daného lokusu
stava homozygotni. Déje se tak bud'to prostou deleci alely ¢i deleci alely nasledovanou
duplikaci zbyvajici alely. Ztrata heterozygotnosti je spojena se zvySenym rizikem rozvoje
nadorovych onemocnéni, jelikoz k jejich rozvoji v tomto pfipadé postacuje vyfazeni funkce
pouze jedné zbyvajici alely. Dojde-li ke ztraté heterozygotnosti v butice zarodecné linie, je tato
ztrata prenaSena do nasledujicich generaci, u kterych lze rovnéz pozorovat zvySené riziko
rozvoje nadorovych onemocnéni, coz je podstatou hereditarnich nadorovych syndromu, které
jsou detailng&ji popsany v nasledujici podkapitole (Zhang a Sjoblom, 2021).

Ztraté heterozygotnosti se mimo jiné vénoval Alfred Knudson, ktery roku 1971
formuloval tzv. teorii dvou zasahd, v niz stanovil pocet mutaci potfebnych k rozvoji
familiarniho i nefamiliarniho retinoblastomu na dvé. V piipadé familiarniho retinoblastomu se
jedna z mutaci objevuje sporadicky v prabéhu vyvoje somatické tkané, zatimco druha mutace
je zdédeéna po predkovi. V piipadé nefamiliarniho retinoblastomu se ob¢ inaktivujici mutace
objevuji sporadicky v prubéhu zivota jedince pii vyvoji somatické tkané. (Knudson, 1971).
Nadorové supresorové geny l1ze dle jejich ucinku rozdélit do tii skupin:

o Gatekeepers geny jsou schopné potlait bunény rist regulaci bunécného cyklu,
diferenciace, proliferace a apoptozy.

o Caretaker geny jsou charakteristické svou schopnosti detekovat a opravovat chyby
v molekule DNA.

o Landscaper geny reguluji podminky bunééného mikroprostiedi (Turnbull a Hodgson,
2005).
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Obr. 3: Schématické znazornéni Knudsonovy teorie dvou zasahli (pfevzato z Bajciova, 2015).

Vyznamnym nadorovym supresorovym genem je RBI kodujici retinoblastomovy
protein (pRb) (Engel er al., 2015). pRb je aktivovan hypofosforylaci komplexy cyklin
D-CDK4/CDK®6. V aktivnim stavu funguje jako transkripéni represor inhibujici transkripcni
faktory rodiny E2F indukujici expresi gen nezbytnych pro prechod z G1 do S faze. pRb je
naopak inaktivovan hyperfosforylaci katalyzovanou komplexem cyklin E-CDK?2 (Ezhevsky et
al., 1997). Existuje fada mechanismd, kterymi v nadorovych bunkach dochazi k naruseni
antiproliferativnich u¢inku RB/. Jedna se napiiklad o vyskyt inaktivujicich mutaci v RBI ¢i
inhibici pRb vazbou virovych onkoproteint, jako je napfiklad protein E7 kodovany lidskym
papilomavirem (HPV), ktery se vaze na fadu dalSich proteint véetné cyklind A, p130 a p107,
¢imz potlacuje jejich antiproliferativni u€inky (Javanmard et al., 2019).

Nejvyznamnéjsim nadorovym supresorovym genem je TP53, kterému se prezdiva
“strazce genomu”, jelikoZ monitoruje hladinu mnohych stresovych faktora véetné poskozeni
DNA, aktivace onkogenu ¢i hypoxie (Hofseth et al., 2004). Produktem genu je transkripcni
faktor p53, ktery indukuje expresi gent podilejicich se na opravach molekuly DNA, indukci
apoptdzy a zastaveé bunécného cyklu, ¢imz se pfimo podili na potlaceni tumorgeneze (Goh et
al., 2011). Poskozeni molekuly DNA vede k aktivaci ATM/ATR kinaz, které nasledné
fosforyluji p53 (Maréchal a Zou 2013). Fosforylaci p53 dochazi k jeho uvolnéni z negativniho
regulatoru MDM2, ktery jej oznacuje pro degradaci ubikvitin-proteazomovou drahou
(Khosravi et al., 1999). Aktivni p53 indukuje expresi genu BAX patticiho do Bcl-2 genové
rodiny, ktery koduje protein BCL2L4 (Apte et al., 1995). BCL2L4 indikuje tzv. vnitini



(intrinsickou) cestu apoptozy permeabilizaci vnéj§i mitochondrialni membrany, néasledkem
¢ehoz dochazi k uvolnéni cytochromu C do cytosolu (Martinou a Youle, 2011). Uvolnéni
cytochromu C vede k aktivaci proteolytickych enzymt zvanych kaspazy, které se podileji na
degradaci Sirokého spektra proteint vCetné substrati elektronového transportniho fetézce, coz
ma za nasledek inhibici respirace, akumulaci reaktivnich forem kysliku a eventualn€ bunécnou
smrt (Kuwana a Newmeyer, 2003). K inaktivaci signalni drahy p53 muze dojit vyskytem piimé
mutace genu TP53, jeho deleci ¢i amplifikaci vyznamnych negativnich regulatora p53, jako je

napfiklad jiz dfive zminény MDM2 ¢t MDM4 (Wasylishen a Lozano, 2016).

Nestresové podminky

& 2. ZvySeni
hladiny p53

o0 Expre§e Bc‘l-2
genové rodiny

Potlaéeni

tumorgeneze Senescence,

oprava DNA,

‘ » zastava <€— 999

bunééného cyklu

Obr. 4: Schéma tumor supresorové aktivity proteinu p53 (pfevzato a upraveno z Auebry ef al.,

2018).

3.3 Dédi¢na predispozice rakoviny

Je-li urodinného pfislusnika diagnostikovano nadorové onemocnéni, dochéazi ke
zvySeni empirického rizika vyskytu stejného ¢i piibuzného typu rakoviny u ptibuznych jedinci.
Stupeni empirického rizika zavisi pfedev§im na poctu pribuznych jedinca postizenych danym
typem rakoviny na jedné strané rodiny a na véku jedince v dobé stanoveni diagnozy (Turnbull
a Hodgson, 2005). Naptiklad v pfipadé rakoviny prostaty je u jedinci s pfibuznym prvniho
stupné€, ktery byl diagnostikovan s rakovinou prostaty, zvySeno celozivotni riziko vyskytu
tohoto onemocnéni témér 2,5nasobné (Zeegers et al., 2003).

Hereditarni nadorové syndromy predstavuji skupinu chorob zodpovédnou za rozvoj asi
5 % veskerych pfipadi nadorovych onemocnéni projevujici se vyskytem dédi¢nych mutaci
zvySujicich u jedince riziko rozvoje urcitého typu rakoviny. U postizenych jedinct dochazi

k rozvoji konkrétnitho nadorového onemocnéni jiz v atlém véku, ¢imz se zasadné lisi od



sporadicky se vyskytujicich nadorovych onemocnéni. Ve vétsin€é piipadd nadorovych
syndroma je zvySené riziko rozvoje rakoviny zpusobeno mutaci v jediném genu s vysokou
penetranci. Je-li onemocnéni zptisobeno mutaci jediného genu, hovofime o tzv. monogenné
dédi¢nych chorobach (Rahner a Steinke, 2008; Turnbull a Hodgson 2005). Analogicky dochézi
k mutacim téchto gent i u sporadicky se vyskytujicich nadorovych onemocnéni, avSak v tomto
piipad€ se jedna o mutace somatické vznikajici v jiz diferencovanych bunkach v prabéhu zivota
jedince. Z tohoto divodu nejsou prenaseny do nasledujicich generaci. Naopak v piipadé
hereditarnich nadorovych onemocnéni se jedna o mutace zarodecné linie, diky Cemuz se
prenaseji do nasledujicich generaci. Zarode¢né mutace se proto vyskytuji ve vSech burikach téla
budouciho jedince, ¢imz je vyrazné zvyseno riziko rozvoje rakoviny jiz v utlém véku (Turnbull
a Hodgson, 2005).

Monogenné deédicné choroby nejCastéji vykazuji autozomalné dominantni typ
dédicnosti s neuplnou penetranci (Turnbull a Hodgson, 2005). Dle definice autozomalné
dominantniho typu dédicnosti tedy dochazi k rozvoji choroby pii vyskytu vrozené mutace jiz
vjedné kopii daného genu (Knudson, 1971). Tato definice ovSem plati pouze pro
protoonkogeny. V pfipadé nadorovych supresorovych gent, jejichz mutace vykazuji na
molekularni arovni recesivni charakter, je pro rozvoj choroby nezbytna inaktivace obou kopii
konkrétniho genu prostfednictvim mutaci. Je-li jedinec nositelem vrozené mutace v jedné kopii
daného genu, a vyskytne-li se v pribéhu jeho zivota somaticka inaktivujici mutace v druhé
kopii tohoto genu, rozvine se u tohoto jedince nadorové onemocnéni (Debniak a Lubinski,
2008).

Jednotlivé hereditarni nadorové syndromy jsou charakterizovany specifickym spektrem
nadorovych onemocnéni, jejichz riziko rozvoje tento syndrom zvySuje, a geny, jejichz mutace
vedou k jeho rozvoji (Rahner a Steinke, 2008). Ptiklady vybranych hereditarnich nadorovych

syndroma jsou uvedeny v nasledujici tabulce (viz tab. 1).



Tab. 1: Vybrané piiklady hereditarnich nadorovych syndromt a odpovidajicich nadorovych

onemocnéni se zvySenym rizikem rozvoje (pfevzato a upraveno z Rahner a Steinke, 2008).

Hereditarni nadorovy
Gen Incidence Nadorova onemocnéni
syndrom
Bilateralni retinoblastom v détstvi,
Familiarni retinoblastom RB1 1:15 000 az 1:20 000 .
v dospélosti sekundarni nadory
Siroké spektrum nadora véetné
Celosvetové méné .
Syndrom Li-Fraumeni TP53 leukémie, sarkomu a nadoru
nez 400 rodin
mozku
Syndrom von Hippel- Vétsinou benigni nadory,

y PP VHL 1:36 000 s ry
Lindau svétlobunécny renalni karcinom
Hereditarni syndrom BRCAI1, .

1:500 az 1:1000 Rakovina prsu, prostaty a ovarii

nadoru prsu a ovarii BRCA2

MSH?2, .
Lynchiiv syndrom Rakovina tlustého a tenkého

MLHI, o .
(hereditarni nepolypo6zni MSH6 Priblizné 1:500 stfeva, endometria, zaludku a
kolorektalni karcinom) ’ urotelialni karcinom

PMS2

FANC, .
Fanconiho anémie AH 1:100 000 Hematologické nadory
Ataxia telangiectasia Non-Hodgkiniiv lymfom,

ATM | 1:40 000 az 1:100 000 .

(syndrom Louis-Barové) leukémie

3.4 Bunécny cyklus

Bunécny cyklus je vysoce organizovany proces, pii némz dochazi ke zdvojeni a prenosu
genetické informace do nasledujici generace bunék. Kli¢ovymi kroky tohoto procesu jsou
presna replikace molekuly DNA a rozdéleni identickych kopii chromozomi do dcefinych
bunék.

Bunécny cyklus je rozdélen do Ctyt fazi probihajicich v tomto potadi: G1, S, G2 aM
(Israels a Israels, 2000). G1, S a G2 faze se souhrnné€ oznacuji jako interfaze, ktera pfedchazi
bunécnému déleni probihajicim v M fazi (Vermeulen et al., 2003). M faze se sklada z mitozy
a cytokineze. Béhem mitdzy jsou replikované chromozomy rozdeleny do vznikajicich jader,
zatimco pii navazujici cytokinezi dochazi k fyzickému rozdéleni matetské butiky a vzniku dvou
bunék dcefinych (Johnson a Walker, 1999). Interfaze predstavuje Casovy usek mezi dvéma
bunéénymi délenimi. BEhem G1 faze se burika pfipravuje na replikaci DNA probihajici v S fazi.
Interfaze je zakoncena G2 fazi, kdy se buika pfipravuje na nadchazejici bunécné déleni

(Vermeulen et al., 2003).
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Obr. 5: Jednotlivé faze bunécného cyklu s vyznacenymi regulacnimi komplexy cyklin-CDK

(pfevzato a upraveno z Vermeulen et al., 2003).

3.4.1 Cykliny a cyklin dependentni kinazy

Prechody mezi jednotlivymi fazemi bunééného cyklu jsou na molekularni urovni
regulovany kooperaci cyklin dependentnich kinaz (CDK) acyklint. CDK jsou
serin/threoninové kindzy, jejichz enzymaticka aktivita je podminéna vytvofenim komplexu
s jejich regula¢nimi podjednotkami, kterymi jsou cykliny (Vermeulen et al., 2003). Na rozdil
od CDK koncentrace cyklina v prubéhu bunécného cyklu osciluji, pficemz je charakteristicka
jejich akumulace v prabéhu interfaze nasledovana prudkym poklesem jejich hladiny béhem
mitézy (Fung aPoon, 2005). Pravé diky periodické expresi cyklind jsou pfislusné CDK
aktivovany jen ve specifickych fazich bunééného cyklu, kdy je v buiice pfitomen konkrétni
cyklin nezbytny pro vytvoreni enzymaticky aktivniho kompelxu cyklin-CDK. Na fluktuaci
hladiny cyklini v prabéhu bunécného cyklu ma vliv ijejich degradace, ktera probiha
ubikvitinaci PEST sekvenci bohatych na prolin (P), glutaméat (G), serin (S) a threonin (T). Diky
tomuto mechanismu jsou prechody mezi jednotlivymi fazemi bunécného cyklu doprovazeny
degradaci cyklinii nezbytnych pro pribéh predchozi faze a syntézou cyklini nezbytnych pro
prubéh faze nasledujici (Schafer, 1998). V G1 fazi jsou v buiice piitomny cykliny D (D1, D2
aD3), které se vazi na CDK4 a CDK6 za vzniku komplexti cyklin D-CDK nezbytnych pro
vstup buiiky do G1 faze (Sherr, 1994). Spole¢né s cykliny D jsou v burice béhem G1 fazi
ptitomny cykliny E, které tvoii komplex s CDK2, ¢imz zaji§t'uji prechod buitky z G1 do S faze.
V prabéhu S faze jsou pro zahajeni a spravny prubéh replikace DNA nezbytné cykliny A tvorici
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komplexy s CDK2 (Vermeulen et al., 2003). Béhem pozdni G2 faze tvoii cykliny B s CDK1
M-fazi-podporujici faktor (MPF), ktery je nezbytny pro vstup buriky do M faze (Kishimoto,
2015).

Cykliny Cykliny CyKliny
\ / \\
j e : "
Start - . G2/M | Metafize/anafize
e ‘ o ‘ -
N
cyklin E-CDK2 cyklin A-CDK2/CDK1 MPF

Obr. 6: Hladina jednotlivych tfid cyklind v pribéhu bunécného cyklu (pfevzato a upraveno

z Alberts, 2014).

V lidskych bunkach bylo doposud popsano 20 riznych CDK a 29 cyklini. CDKI1,
CDK2, CDK3, CDK4, CDK6 a CDK?7 reguluji pfechody mezi jednotlivymi fazemi bunéného
cyklu, zatimco CDK7-11 reguly;ji transkripci genli (Cicenas a Valius, 2011; Cao et al., 2014).

Kromé vazby cyklini je pro uplnou aktivaci CDK nezbytna fosforylace jejich
tyrosinovych a threoninovych zbytki katalyzovana CDK-aktivacni kinazou (CAK). Jedna se
o enzymaticky aktivni komplex slozeny zcyklinu H a CDK7. Fosforylace tyrosinovych
a threoninovych zbytkit CDK ma za nasledek zménu jeji konformace, ktera zvysuje afinitu
CDK k pfislusnym cyklinim (Vermeulen et al., 2003)

Aktivita CDK je negativné regulovana fadou kinaz véetné WEE1 a PKMYTI
inhibujicich aktivitu komplexu cyklin-CDK. WEE1 a PKMYT]1 fosforylujyi komplex MPF,
ktery je nezbytny pro prechod buriky do M faze, v pozici Tyrl5 a Thrl4, ¢imz je builkam
zabranéno ve vstupu do M féaze. Prostfednictvim tohoto mechanismu je buiikdm s pozménénou
sekvenci DNA zabranéno v bunééném déleni (Mueller et al., 1995). MPF zistava inhibovan do
té doby, dokud buiika nedosahne vstupu do M faze. V pfipadé€, ze neni na pomezi G2 a M faze
detekovano poSkozeni molekuly DNA, je fosforylace na Thr14 a Tyrl5 odstranéna ptisobenim
fosfatazy Cdc25. V jadre pak dochazi k sestaveni komplexu CAK slozeného z CDK7, cyklinu
H1 a proteinu MNAT]I, ktery aktivuje komplex MPF fosforylaci molekuly CDK1 v pozici

12



Thr161 (Ghelli Luserna di Rora et al., 2020)

Dalsimi negativnimi regulatory aktivity CDK jsou CDK-inhibi¢ni proteiny (CKI). CKI
inhibuji aktivitu CDK vazbou na komplex cyklin-CDK ¢i samotnou CDK. CKI se déli na rodinu
Cip/Kip a INK4 (Vermeulen ef al., 2003). Rodina Cip/Kip je v ptipadé savCich bunék tvorena
proteiny p21°P!, p27XiPl 3 p57KIP2 které primarné inhibuji enzymatickou aktivitu CDK1
a CDK2 (Ullah, 2009). Do INK4 rodiny fadime proteiny pl5 (INK4b), pl6 (INK4a), p18
(INK4c) apl9 (INK4d). Tyto proteiny se vazi na CDK4 a CDK6, ¢imz zabranuji vazbé
cyklini D (Roussel, 1999).

3.4.2 Kontrolni body bunééného cyklu

Kontrolni body predstavuji soubor mechanisma regulujicich postup buriky bunécnym
cyklem. Dojde-li v pribéhu bunécného cyklu k poskozeni molekuly DNA ¢i nedokonceni
nékterého zkliCovych procesi dané faze, na jehoz dokonCeni jsou zavislé procesy
v nasledujicich fazich, pozastavi kontrolni mechanismy bunéény cyklus, dokud nedojde
k opravé molekuly DNA ¢i dokonceni prislusnych procest (Paulovich et al., 1997)

Kontrolni bod v pozdni G1 fazi je ozna¢ovan jako restrikéni bod (Pardee, 1974). B€hem
ranné G1 faze se na zakladé extracelularnich signalt, predevsim rastovych faktord, burnka
rozhoduje, zdali se zavaze ke vstupu do bunééného cyklu, ¢i nikoliv. Je-li buitka dostate¢né
stimulovana rustovymi faktory, dochazi ke zvySené expresi cyklind D, které tvoii vazbou na
CDK4 a CDK6 enzymaticky aktivni komplexy fosforylujici pRb, ¢imz je zajistén postup butiky
G1 fazi. (Matsushime et al., 1991; Johnson a Walker 1999). Pfi snizené expresi cyklind D
podstupuje burika diferenciaci, apoptozu nebo vstupuje do klidové GO faze, ve které setrvava,
dokud nedojde k obnoveni stimulace extracelularnimi mitotickymi signaly (Israels a Israels,
2000).

Jakmile bunka prekro¢i v pribéhu G1 faze restrikéni bod, zavazuje se k postupu
bunécnym cyklem, ato i v pfipadé vymizeni rustovych faktorti (Pardee, 1974). Fosforylace
pRb komplexy cyklin D-CDK4/CDK6 vede aktivaci transkripénich faktort E2F-1 a DP-1
indukujicich expresi genti kodujicich cykliny A, cykliny E a Cdc25, které jsou nutné pro postup
bunky do S faze (Vermeulen et al., 2003). Komplex potiebny pro prechod do S faze vznika
vazbou cyklinu E na CDK2 (Ohtsubo et al, 1995). Tento komplex udrzuje pRb ve
fosforylovaném stavu a fosforyluje histon H1, nasledkem ¢ehoz dochazi ke zméné struktury
chromatinu, ktera je potfebna pro replikaci DNA v nadchazejici S fazi (Johnson a Walker,
1999).

Postup bunky G1 fazi je v pfipadé poskozeni DNA pozastaven v kontrolnim bodé€ na
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pomezi Gl a Sfaze (kontrolni bod G1/S), dokud nejsou pfislusné chyby bunécnymi
reparaCnimi mechanismy opraveny, ¢imz je zabranéno replikaci poskozené DNA. Zastava
bunécného cyklu, pfipadné apoptoza, je indukovana zvySenou aktivitou p53, jehoz hladina
v bunice v reakci na poskozeni DNA prudce stoupa. ZvySena hladina proteinu p53 vede
k aktivaci proteinu p21, ktery funguje jako inhibitor CDK zajiStujicich postup buriky do S faze.
(Pellegata et al., 1996).

Dalsi kontrolni bod se nachdzi na pomezi G2 a M faze (kontrolni bod G2/M). V tomto
pfipad€ je butice s poskozenou ¢i nekompletné replikovanou DNA zabranéno v bunééném
déleni (Pellegata et al., 1996). Poskozena DNA indukuje aktivaci proteinkinaz Chkl a Chk2
ATM signalni kaskddou. Chkl fosforyluje Cdc25 v pozici Ser 216, ¢imz dochazi k vytvoteni
vazebné domény pro vysoce konzervovanou rodinu 14-3-3 proteini inhibujicich Cdc25,
nasledkem ¢ehoz nedochazi k aktivaci komplexu MPF nutného pro pfechod do M faze (Smith
et al.,2010; Sur a Agrawal, 2016).

Posledni kontrolni bod reguluje pfechod mezi metafazi a anafazi kontrolou spravného
napojeni mikrotubulll déliciho vieténka na kinetochory. V pfipadé chybného napojeni dochazi
k aktivaci proteini Bub a Mad, které zastavuji bunécny cyklus v metafazi inhibici Cdc20
podjednotky anafaze podporujiciho komplexu (APC/C) zajistujiciho pfechod butiky do anafaze
(Fang et al., 1998).

Kontrolni bod sestaveni déliciho vieténka
Bub, Mad, APC/C, Cdc20
G2/M kontrolni bod
Chkl, Chk2, MPF, Cdc25

Restrikéni
Afﬂ bod

Cykliny D, CDK4/6, pRb, E2F-1

G1/5 kontrolni hod
p53, p2l

Obr. 7: Kontrolni body bunécného cyklu (zluté blesky) a jejich vyznamné regulatory (modte)

(pfevzato a upraveno z Mierke, 2020).
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3.4.3 Bunécny cyklus v nadorovych burnkach

Nadorové bunky se vyznaCuji nekontrolovatelnou proliferaci, ktera je zptisobena
naruSenim genetickych mechanismt regulujicich proces bunééného déleni. Jak jiz bylo
zminéno diive, naruSeni téchto genetickych mechanismi je zptisobeno predevsim vyskytem
mutaci v nadorovych supresorovych genech, jejichz produkty za standardnich podminek
inhibuji postup bunéénym cyklem, a protoonkogenech, jejichz produkty stimuluji bunécnou
proliferaci. Deregulace bunécného cyklu v nadorovych burikach miZze byt zptisobena
predevsim vyskytem mutaci v genech kodujicich CDK, cykliny a CKI (Vermeulen et al., 2003).

Velmi béznym mechanismem podilejicim se na deregulaci bunécného cyklu je zvySena
exprese cyklind D, predevsim pak cyklinu D1. ZvySena exprese cyklini D je povazovana za
jeden z hlavnich faktort podilejicich se na rozvoji rakoviny prsu, jicnu, lymfomu z plastovych
bunék arakoviny hlavy akrku. ZvySena exprese cyklinu D1 je vysledkem genomovych
alteraci, posttransla¢nich modifikaci vedoucich ke zvySeni stability proteinu
a posttranskripCnich regulaci jeho exprese (Kim a Diehl, 2009). Kromé cyklini D byla
v ptipadé rakoviny plic pozorovana navic zvySena exprese cyklind A a cyklind E, pfiCemz
zvySena exprese cyklini A je pfimo spojena s horsi progndzou preziti pacientd trpicich timto
typem rakoviny (Dobashi et al., 1998).

Deregulace bunééného cyklu je rovnéz vysledkem amplifikaci ¢i mutaci genu
koédujicich CDK. Vyskyt specifickych mutaci v genech kédujicich CDK, které potlacuji vazbu
ptislusnych CKI, byl popsan v pfipadé CDK4 a CDK6. Vyskyt mutaci v genech kodujicich
CDK4 a CDKG6 vede k potlaceni vazby inhibitoru p16, nasledkem ¢ehoz dochazi k inaktivaci
pRb (Easton et al., 1998). Amplifikace a nadmérnd exprese genu kodujictho CDK4 byla
pozorovana v pripadé glioblastomu, sarkomu a rakoviny prsu (An et al., 1999).

Mutace nadorovych supresorovych gent kodujicich CKI, jako jsou napriklad jiz
zminéné proteiny pl5, p16 ¢i p27, jsou dalsim z moznych mechanisma vedoucich k deregulaci
bunééného cyklu. Kromé& bodovych mutaci mohou byt proteiny pl5 apl6, lokalizované
v chromozomové oblasti 9p21, inaktivovany vyskytem deleénich mutaci ¢i hypermethylaci
ptislusnych CpG ostruvki. Zasadni roli proteint p15 a p16 pfi rozvoji nadorovych onemocnéni
potvrzuje skutecnost, ze ztrata heterozygotnosti v chromozomové oblasti 9p21 byla detekovana

ve vice nez 50 % ptipadi nadorit mocového mechyie a melanomu (Kamb, 1998).
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3.5 Chemoterapie

Jelikoz predstavuje rakovina druhou nejcastéjsi piiCinou umrti na svété, dochazi
neustale k vyvoji novych metod jeji terapie. Mezi bézné vyuzivané postupy terapie rakoviny
patii napftiklad radioterapie, chirurgické zakroky, imunoterapie, hormonalni 1éCba, genova
terapie a predev§im chemoterapie, ktera je v dnesni dobé nejcastéji vyuzivanou metodou terapie
nadorovych onemocnéni (Bukowski et al. 2020).

Cytostatika 1ze z hlediska zavislosti jejich u¢innosti na konkrétni fazi bunécného cyklu
rozdélit na cytostatika fazové specificka (time-dependent) a fazové nespecifickd. Fazove
specificka cytostatika vykazuji u€innost pouze v konkrétnich fazich bunécného cyklu aktivné
se delicich buné€k, zatimco ucinnost fazové nespecifickych cytostatik neni omezena na
jednotlivé faze bunééného cyklu. Fazové nespecificka cytostatika jsou rovnéz ucinna vici
bunkam nachazejicim se v klidové (GO) fazi (Alagkiozidis et al., 2011; Sun et al., 2021)

Klidové maligni buiky predstavuj zasadni problém predevS§im v terapii solidnich
nadort, které jsou z vétsi Casti tvofeny prave timto typem bunék, zatimco aktivné se délici
bunky, nachazejici se vS, G2 ¢ M fazi, jsou lokalizovany pouze na povrchu nadoru
av bezprostfedni blizkosti cév. Rezistence téchto klidovych bunék vic¢i konvencni
chemoterapii je spojena se zhorSenou progndzou a Castou rekurenci nadori po ukonceni
chemoterapie. Buriky se ziskanou rezistenci vici pouzivanym cytostatikim se rovnéz stavaji
agresivnéj§imi a mohou snadnéji metastazovat. Z tohoto hlediska se jako uziteCny nastroj pro
studium dynamiky bunécného cyklu v solidnich nadorech jevi FUCCI systém, ktery 1ze vyuzit
k vyvoji cilené protinadorové 1écby solidnich nadort a prekonani rezistence klidovych bunék
(Yano et al., 2020).

Jedna ze strategii terapie solidnich nadort zalozenych na systému FUCCI, je terapie
vyuzivajici geneticky modifikovaného telomerazové-specifického onkolytického adenoviru
OBP-301, ktery funguje jako “navnada‘“ neboli decoy. Pomoci FUCCI systému byl po infekci
bunék solidniho nadoru virem pozorovan prechod infikovanych bunék do S, G2 a M faze.
Prechod a nasledné “uvéznéni bunc¢k v S, G2 a M fazi vedlo k bunécné smrti vyvolané
replikaci viru a obnoveni jejich citlivosti viici konvencni chemoterapii (Yano et al., 2013).

Tento typ terapie se oznacuje jako Cell-cycle decoy, trap and kill therapy (Yano et al., 2020).
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x “Uvéznéni*“ bunék v S fazi /\ Remise

“Navnada“ Chemoterapie

Obnoveni citlivosti
vuci chemoterapii

Obr. 8: Schéma Cell-cycle decoy, trap and kill terapie (pfevzato a upraveno z Yano et al.,

2020).

Legenda: Buiiky v G1 fazi jsou oznaceny Cervené, ranné S fazi zlut€ a pozdni S/G2/M fazi zelené.

Tab. 2: Vybrané priklady fazové specifickych a nespecifickych cytostatik s uvedenymi fazemi,

ve kterych vykazuji nejvyssi t€innost (pfevzato a upraveno z Katzung a Trevor, 2014).

Fazové specificka cytostatika Fazové nespecificka cytostatika
5-Fluoruracil Cholarmbucil
Gemcitabin Melfalan
Methotrexat Dakarbazin
Fludarabin Temozolomid
Busulfan
Etoposid

Mitomycin

Irinotekan Bleomycin
Topotekan Daktinomycin
Taxol Cisplatina
Docetaxel Oxaliplatina

Carboplatina

Vinkristin

Daunorubicin

Vinblastin

Doxorubicin

Mitoxantron

Bleomycin
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Dle konkrétniho mechanismu ucinku lze cytostatika rozdélit do nasledujicich skupin:
alkylacni ¢inidla, inhibitory mikrotubull, antimetabolity a inhibitory topoizomeraz I. a II. tfidy

(Nussbaumer et al. 2011).

3.5.1 Alkylaéni ¢inidla

Skupina alkyla¢nich ¢inidel zahrnuje platinové derivaty (cisplatina a oxaliplatina),
dusikaté yperity (chlorambucil a melfalan), oxazafosforiny (cyklofosfamid a ifosfamid)
a derivaty hydrazinu (temozolomid) (Bukowski et al., 2020). Alkyla¢ni Cinidla podléhaji
intramolekularni cyklizaci za vzniku reaktivniho elektrofilu, ktery alkyluje nukleofilni centra
predstavovana atomy dusiku, kysliku, fosforu ¢i siry. Cytotoxicky efekt alkylacnich ¢inidel
spociva ve tvorbé vnitrofetézcovych a mimoretézcovych mustku v molekulach DNA a RNA,
které inhibuji procesy replikace, transkripce a translace (Egea et al., 2022). Poskozeni molekuly
DNA alkyla¢nimi ¢inidly vede k aktivaci DNA repara¢niho enzymu PARP-1, jehoz zvySena
syntéza zpusobuje vycCerpani bunéénych zasob ATP a NAD+, nasledkem cehoz dochazi

k odumfeni bunék mechanismem nekrézy (Ethier ef al., 2012).

3.5.2 Inhibitory mikrotubulu

Inhibitory mikrotubulti 1ze rozdélit na dvé skupiny. Prvni skupinou jsou c¢inidla
stabilizujici mikrotubuly. Do této skupiny fadime taxany (taxol a docetaxel), discodermolid,
eleutherobin a epothilony A a B (Jordan a Willson, 2004). Vazba cytostatik této skupiny na
mikrotubuly vede k vytvoreni M-smycky na B-tubulinu, kterd je nezbytna pfi lateralnich
interakcich mezi protofilamentami mikrotubulu, ¢imz dochazi k posunuti rovnovahy tubulinu
ve prospéch jeho polymerni formy (Prota er al., 2013). Druhou skupinou jsou Ccinidla
destabilizujici mikrotubuly, ktera zahrnuje vinca alkaloidy (vikristin a vinblastin),
podofylotoxin a kolchiciny (Jordan a Willson, 2004). Cytostatika této skupiny inhibuji
polymerizaci a podporuji depolymerizaci mikrotubulti vazbou na Vinca vazebnou doménu
v blizkosti E-mista na B-podjednotce tubulinu ¢i na Kolchicin vazebnou doménu lokalizovanou
na rozhrani monomeru o a B-tubulinu (Karahalil ez al., 2019). Obé skupiny cytostatik potlacuji
spravnou funkci mikrotubulti déliciho vieténka, ¢imz zabrafiuji prechodu buriky z metafaze do

anafaze a eventualné indukuji apoptoézu (Jordan a Willson, 2004).
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Obr. 9: Schématické znazornéni procesu polymerizace a depolymerizace mikrotubult
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(pfevzato a upraveno z Pal et al., 2022).

3.5.3 Antimetabolity

Antimetabolity predstavuji velmi rozsahlou skupinu cytostatik, kterou 1ze rozdélit na
nékolik podskupin: antifolaty (methotrexat a pemetrexed), analogy purinu (6-merkaptopurin
a kladribin), antagonisty pyrimidinu (5-FU a gemcitabin), antagonisty purinu (fludarabin)
a inhibitory ribonukleotidreduktazy (hydroxyurea). Jedna se o cytostatika, kterd narusuji
syntézu nukleovych kyselin, zasahuji do fady vyznamnych biosyntetickych drah, zpasobuji
zlomy v molekule DNA, inhibuji enzymy nebo se mohou jako strukturni analogy inkorporovat
do molekuly DNA (Bukowski et al., 2020).

Antifolaty inhibuji enzym dihydrofolatreduktazu (DHFR), ktera udrzuje stalou hladinu
intracelularniho tetrahydrofolatu katalyzou redukce dihydrofolatu na tetrahydrofolat.
Tetrahydrofolat je vyznamnym kofaktorem pfenasejicim pfi syntéze purinovych bazi,
methioninu a thymidilatu jeden ¢i dva jednouhlikaté fragmenty. Jak puriny, tak thymidilat jsou
nezbytnymi slou¢eninami pro syntézu DNA (Visentin et al., 2012).

Analogy purint jsou intracelularn€ konvertovany ¢innosti deoxycytidinkinaz do podoby
cytotoxickych 5-fosforylovanych derivatii. Ve fosforylované formé inhibuji derivaty enzym
ribonukleotidreduktazu katalyzujici preménu ribonukleosid difosfati na odpovidajici
deoxyribonukleosid difosfaty, které jsou dale fosforylovany za vzniku deoxyribonukleosid
trifosfatti. Inhibici enzymu dochazi k vycCerpani intracelularnich zasob deoxyribonukleosid

trifosfati nezbytnych pro replikaci DNA. Diky strukturni analogii se mohou analogy dATP
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navic inkorporovat do molekuly DNA a inhibovat polymerizaci nukleotida (Pettitt, 2003).

Cytotoxicky ucinek antagonisti pyrimidinu spo€iva v jejich schopnosti inkorporovat se
do molekul DNA ¢i RNA jako falesné prekurzory a inhibovat proteiny zapojené v metabolismu
nukleotidd (Maring et al., 2005). Nejcast€ji vyuzivanym cytostatikem této skupiny je
S-fluoruracil (5-FU). Internalizace 5-FU je doprovazena jeho preménou do podoby
cytotoxického metabolitu. Cytotoxicka forma 5-FU vznika konverzi 5-FU na fluorouridin
monofosfat (FUMP) za katalyzy orotatfosforibosyltransferazou. Dal§i moznosti je pfeména
5 - FU na FUMP katalyzovana uridinfosforylazou a uridinkinazou. V neposledni fadé muze byt
5-FU konvertovan na 5-fluoro-deoxy-uridin monofosfat (FAUMP) za katalyzy
thymidinkinazou a thymidinfosforylazou (Diasio a Johnson, 2000). Metabolity 5-FU se vazi na
enzym thymidylatsyntazu, ¢imz dochéazi k jeji inhibici a vyCerpani intracelularnich zasob
deoxythymidin monofosfatu (dTMP) nezbytného pro prabéh replikace DNA a jeji opravy
(Longley et al., 2003). Cytotoxicky efekt 5-FU je dale umocnén inkorporaci jeho metabolitt do
molekul DNA a RNA (Maring et al., 2005).

Hydroxyurea je inhibitorem ribonukleotidreduktazy. Inhibici ribonukleotidreduktazy,
dochazi stejné jako v piipadé analogh purinu k vyCerpani intracelularnich zasob

deoxyribonukleosid trifosfatii nezbytnych pro replikaci DNA (Crona et al., 2016).

3.5.4 Inhibitory topoizomeraz

DNA topoizomerazy jsou enzymy, které tvorbou docCasnych zlomd v molekule DNA
reguluji jeji topologii, ¢imz zajistuji spravny prubéh replikace, transkripce a rekombinace.
Rozli§ujeme topoizomerazy 1. tfidy generujici docCasné jednotetézcové zlomy DNA,
a topoizomerazy II. tfidy generujici do¢asné dvoutetézcové zlomy DNA (Champoux, 2001).
Inhibitory topoizomerazy lze dle mechanismu uc¢inku rozdélit na topoizomerazové jedy
a katalytické inhibitory (Buzun et al., 2020). Topoizomerazové jedy, jako je naptiklad etoposid,
stabilizuji kovalentni komplex DNA s navazanou topoizomerazou, nasledkem ¢ehoz dochazi
k akumulaci poskozeni v molekule DNA. Uginek topoizomerazovych jedd je viak spojen
stfadou vedlejsich  GcCinkt, jako je napfiklad vznik sekundarmich  malignit
a vyrazna kardiotoxicita (Drwal et al., 2014). Druhou skupinou jsou katalytické inhibitory
inhibujici aktivitu topoizomerazy zabranénim vazby topoizomerazy na molekulu DNA ¢i

blokaci vazby ATP na pfislusnou topoizomerazu (Jason et al., 2013).

20



3.5.5 Cytostatika se specifickym ucinkem

Bortezomib je reversibilni inhibitor 26S proteazomu. 26S proteazom je proteinovy
komplex slozeny z katalytické 20S podjednotky a dvou regulacnich 19S podjednotek, ktery je
nezbytny pro metabolicky obrat intracelularnich proteinii prostfednictvim degradace proteinti
oznacenych polyubikvitinovym fetézcem. Inhibice 26S proteazomu je indukovana reversibilni
vazbou bortezomibu na katalytickou podjednotku, nasledkem cehoz dochazi k potlaceni
bunééného rustu a indukci apoptozy (Bladé et al., 2005). Bortezomib navic potlacuje NF-xB
signalni drahy, ¢imz inhibuje aktivaci antiapoptoickych gent, jejichz exprese je regulovana
transkripcnim faktorem NF-xB (Hideshima e al., 2009).

26S proteazom
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Obr. 10: Struktura 26S proteazomu (prevzato a upraveno z Bladé et al., 2005).

L-Asparaginaza je cytostatikem vyuzivanym pii 1é€bé lymfoblastické leukémie. Jedna
se 0 enzym §tépici asparagin. Asparagin je neesencialni aminokyselina, ktera je v nenadorovych
bunkach syntetizovana z kyseliny asparagové za katalyzy asparaginsyntetazou nebo je
pfijimana z potravy. V nadorovych burikach asparagin bud’to zcela chybi, nebo je pfitomen jen
ve velmi omezeném mnozstvi. Pisobenim L-asparaginazy tedy dochazi v nadorovych burikach
k vyCerpani intracelularnich zasob asparaginu, coz se projevuje znacné sniZzenou syntézou
proteini, DNA a RNA, potlacenim rastu bunék a indukci apoptdzy (Muller a Boos, 1998).

Neéktera cytostatika maji charakter antibiotik. Jedna se napiiklad o aktinomycin D,
bleomycin ¢i antracyklinova cytostatika. Aktinomycin D se podobné jako strukturni analogy
inkorporuje do molekuly DNA, ¢imz narusuje prabéh transkripce. Bleomycin indukuje tvorbu
zvySeného mnozstvi volnych radikalt poskozujicich molekulu DNA. Akumulace poskozeni
DNA vede k zastavé bunécného cyklu v G2 fazi. Cytotoxicita antracyklint spociva kromé jiz
zminénych mechanismu i v jejich schopnosti inhibovat topoizomerazu II (Bukowski er al.,

2020).
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3.6 Lékova rezistence

Chemoterapie se potyka s fadou komplikaci, které negativné ovliviiyji jeji ucinnost.
Jednou z téchto komplikaci je schopnost nadorovych bunék odolavat cytotoxickym ucinkim
pouzivanych chemoterapeutik. RozliSujeme primarni a sekundarni rezistenci. Jsou-li nadorové
bunky rezistentni vi¢i danému cytostatiku jiz pti prvnim podani, jedna se o primarni rezistenci.
Pokud se vSak nadorové bunky stavaji rezistentnimi az v prubéhu chemoterapie, coz vede
k postupnému snizovani jeji u€innosti, hovoiime o sekundarni (ziskané) rezistenci (Noskova et
al., 2000a).

Jednim zmoznych feSeni vzniku rezistence proti konkrétnimu cytostatiku je
administrace nékolika typl cytostatik s rozdilnym mechanismem uc¢inku soucasné. Tento
postup se oznacuje jako polychemoterapie (Crofton, 1959). V mnohych ptipadech v§ak dochazi
k rozvoji zkfizené rezistence, pii niz je bunka rezistentni vuci dvéma strukturné piibuznym
cytostatikim soucasné. Popiipadé mize dojit k rozvoji mnohocetné 1ékové rezistence (MDR),
kdy je bunka soucasné rezistentni proti nékolika strukturné nepfibuznym cytostatikiim, které se
navic li§i svym mechanismem ucinku.

Vznik 1ékové rezistence je spojen se zménou cytokinetiky, famakokinetiky
a strukturalnimi a funkénimi zménami buiky. Ke zmeéné cytokinetiky dochazi piedevsim
v prubéhu rastu nadoru, pfi némz veét§ina bunék prechazi do klidové GO faze. Jak jiz bylo
zminéno dfive, vykazuji buikky vklidové fazi podstatn€ nizs§i citlivost ke
konvenéni chemoterapii nez aktivné se dé€lici bunky. Rast nadoru je rovné€z doprovazen
akumulaci spontannich mutaci, které zvySuji heterogenitu bunécné populace, ¢imz vznikaji
skupiny kloni charakterizované odlisnou citlivosti k 1écbé. Diky tomu dochazi k selekci
a mnozeni rezistentni frakce bunék, ktera je proti 1é¢be odolna.

Farmakokinetika je pozmeénéna zrychlenim biotransformace xenobiotik, snizenim
resorpce 1é¢iv a urychlenym vylu€ovanim ¢i inaktivaci 1€¢iv.

Strukturalni a funkéni zmény buriky jsou spojeny s ovlivnénim pienosu cytostatika pres
bunéfnou membranu, snizenou nebo zvySenou aktivitou Ci expresi enzymi, zvysSenou

intenzitou oprav DNA a zménou v distribuci cytostatika v ramci butiky (Noskova et al., 2000a).

3.6.1 Mutace genu TP53
Nejcasteji mutovanym genem v lidskych nadorovych buikach je nadorovy supresorovy
gen TP53 (Szymaiiska a Hainaut, 2003). Dojde-Ii mutaci 7P53 ke ztraté jeho kontrolni aktivity,

bude se burika kontinualné replikovat nezavisle na rozsahu poskozeni DNA zplisobeném
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konkrétnim cytostatikem, ¢imz se vac¢i nému stava rezistentnim (Mantovani et al., 2019).
V nadorovych bunkach vykazujicich MDR fenotyp je béznd zvySena exprese genu mdrl
kodujiciho P-glykoprotein (Pgp). Jedna se o membranovy protein fungujici jako efluxni pumpa,
kterd brani akumulaci cytostatik uvnitt buriky (Liu er al., 2010). Exprese genu mdrl je
regulovana p53, pricemz wild-type p53 inhibuje mdrl promotor, zatimco jeho mutantni forma

jej aktivuje (Chin et al., 1992).

Bunécny stres

Apoptoza

Mutantni

forma p53 Onkogeneze

Zastava bunécného cyklu

N

Oprava DNA

Preziti bunky
Obr. 11: Mutantni forma p53 vazbou na wild-type p53 inhibuje jeho tumor supresorovou

funkci, nasledkem cehoz dochazi k onkogenezi (prevzato a upraveno z Ozaki a Nakagawara,

2011).

3.6.2 P-glykoprotein

P-glykoprotein (Pgp) patii do superrodiny ABC-transportnich proteinti. Jedna se
o skupinu proteina plazmatické membrany zodpovidajici za transport cytotoxickych latek ven
z buriky, které ve své struktufe obsahuji ATP-vazebnou kazetu (ATP-binding cassette)
(Higgins, 1992). Kromé toho, ze funguje jako ATP-dependentni membranova pumpa, se Pgp
rovnéz podili na regulaci iontovych kanali. Byla prokazana zvysena aktivita chloridového
kanalu zptisobena zvySenou expresi Pgp. (Abraham et al., 1993). ZvySena exprese Pgp je kromé
mutaci v genu TP53 zpusobena vyskytem mutaci ¢i amplifikaci samotného mdr1 genu (Riordan
et al., 1985). ZvysSena exprese muze byt dale zpisobena vyskytem jednonukleotidovych

polymorfismu ¢i epigenetickymi modifikacemi (Genovese et al., 2017).
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Obr. 12: Struktura P-glykoproteinu (pfevzato a upraveno z Hatok ez al., 2006).

3.6.3 Mutace chimérického genu BCR-ABL

V piipadé chronické myeloidni leukémie je rezistence vuci inhibitorim BCR-ABL
tyrosinové kinazy, mezi néz patii naptiklad imatinib, zplisobena mutacemi chimérického genu
BCR-ABL lokalizovaného na Filadelfském chromozomu. Za standardnich podminek lze
indukovat apoptéozu néadorovych bunék podanim imatinibu, ktery blokuje vazbu ATP na
BCR-ABL kinazovy receptor. Dojde-li vyskytem mutaci ve fuznim genu BCR-ABL ke zméné
struktury domény vazici cytostatika, stava se nadorova burika vuci cytostatikim cilenym na

tuto doménu rezistentni (Greenfield et al., 2019; Chandrasekhar et al., 2019).

3.6.4 Mutace genu kodujicich topoizomerazy

Néktera cytostatika, jako je naptiklad doxorubicin ¢i irinotekan, funguji jako inhibitory
topoizomerazy I atopoizomerazy II. Dojde-li prostfednictvim mutaci ke zméné primarni
struktury téchto enzymu ¢i snizeni jejich intracelularni hladiny, stavaji se topoizomerazy
nepristupné k vazbé€ jejich inhibitord. Cytostaticky uc¢inek inhibitori topoizomeraz znacné
zavisi na koncentraci aktivnich molekul topoizomerdzy, aproto vede snizeni jejich

intracelularni hladiny k rozvoji 1ékové rezistence (Noskova et al., 2000Db).

24



3.7 Metody studia bunécného cyklu

3.7.1 FUCCI systém

FUCCI (Fluorescent Ubiquitination-based Cell Cycle Indicator) je metodika vyuzivana
k vizualizaci a identifikaci jednotlivych fazi buné€ného cyklu v realném case. FUCCI systém
vyuziva k vizualizaci bunééného cyklu dvou fluorescencéné znacenych substrati E3 ligaz: Cdtl
a gemininu (Sakaue-Sawano et al., 2008).

Cdtl-licen¢ni faktor zodpovida za to, aby replikace DNA probéhla v prabéhu
bunééného cyklu pouze jednou. Cdt1 se v buiice hromadi v prabéhu G1 faze a jeho odbouravani
je zahajeno ihned po zapoceti S faze. Naopak geminin se hromadi v burice v prubéhu S, G2 a M
faze, zatimco béhem G1 faze dochézi k jeho degradaci (Nishitani et al., 2004). Cdtl tvoti
v pozdni G1 fazi spole¢né¢ s MCM2-7 helikazou prereplikacni komplex, jehoz sestaveni je
regulovano gemininem, ktery vazbou na Cdtl méni jeho stechiometrii. Diky této regulaci je
zajisténo, ze probehne replikace DNA v prabéhu bunécného cyklu pouze jednou (Kerns et al.,
2007).

Fluorescenéné znadené substraty jsou degradovany ubikvitin E3 ligazami: APC/Ch!
a SCF°**2. Geminin je degradovan APC/C®"! ubikvitin ligdzou, ktera je aktivni v pozdni M
fazi a G1 fazi, zatimco Cdt1 je degradovan SCFS%? ligdzou, kter4 je aktivni b&hem S faze a G2
faze (Arias et al., 2007). Podobnég jako fluorescencné znaCené substraty i ubikvitin E3 ligazy
béhem bunééného cyklu reciproéné osciluji, jelikoz je SCFS*P? soucasné substratem pro

APC/CC! (Wei et al., 2004).

S5/G2 faze

SCT5kp? | AP(CCdhl
pozdni M/G1 fize

8/G2 fize pozdni M/G]1 fize
Cdt1 Geminin
(akumulace v G1 fizi) (akumulace v 8, G2 a M fizi)

Obr. 13: Reciproka oscilace hladiny Cdtl a gemininu (pfevzato a upraveno ze Sakaue-Sawano

et al., 2008).

Pro ptipravu fluorescencné znaceného lidského Cdtl byla pripravena fada dele¢nich
konstruktii. Bylo zjisténo, ze N-terminalni fragment hCdtl (hCdt130.120) si v ramci bunéného

cyklu zachovava stejnou oscilaci jako puvodni hCdtl, jelikoz je rovnéz degradovan v S a G2
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fazi. Fragment obsahuje Cy motiv, dlouhy 68 az 70 aminokyselin, nezbytny pro proteozomalni
degradaci zprostiedkovanou SCFSP? ybikvitin ligdzou a postrada geminin-vazebnou doménu
a PIP box (Nishitani er al, 2006). Pravé absence PIP boxu je nezbytnou podminkou pro
ptipravu funkéniho G1 senzoru (Sakaue-Sawano et al., 2008). Pro pfipravu S/G2/M senzoru
byl vyuzit N-terminalni fragment lidského gemininu (hGemj-110), ktery postrada Cdtl vazebnou
doménu. Fragment hCdtl3o.120 byl fuzovan s fluorescencnim proteinem mKO2 (Kusabira
Orange) emitujicim Cervené svétlo za vzniku fuzniho proteinu mKO2-hCdtl30.120 a fragment
hGemj.110 s fluorescennim proteinem mAG (Azami Green) emitujicim zelené svétlo za vzniku
fuzniho proteinu mAG-hGemi-119 (Lee et al., 2004; Sakaue-Sawano et al., 2008).

Bunécné jadro je emitaci fluorescence zbarveno do zelena, Cervena €i zluta v zavislosti
na hladiné gemininu a Cdtl v konkrétni fazi bunééného cyklu. Buriky s ¢ervenym jadrem se
nachazeji v G1 fazi, buriky se zelenym jadrem v pozdni S, G2 a M fazi a buriky se zlutym
jadrem v ranné S fazi, kdy je v buiice soucasné piitomen Cdtl i geminin (Sakaue-Sawano et

al., 2008).

A B

mKO2-
hCdt130.120

mAG-
hGem1-110

slouceni + -
diferencialni 4
interferenéni §

kontrast

Obr. 14: Akumulace FUCCI fluorescencnich prob v bunécném jadre.

Fluorescencné znacené substraty zbarvuji jadra v pozdni S/G2/M fazi do zelena a jadra v G1
fazi do Cervena (A). Fotografie bunek HeLa z fluorescen¢niho mikroskopu (B) (pfevzato
a upraveno ze Sakaue-Sawano et al., 2008).

FUCCI systém umoziuje na rozdil od jinych metod analyzy bunécného cyklu
vizualizovat postup bunek bunéénym cyklem ve skutecném case. Metodika FUCCI rovnéz
prokazala, ze faze bunécného cyklu, ve které se buriky v solidnim nadoru nachazeji, rozhoduje
o ucinnosti chemoterapie. Metodiku FUCCI Ize tedy kromé vizualizace bunééného cyklu vyuzit
i k vyvoji novych forem chemoterapie solidnich nadort (Yano et al., 2020).

V dnesni dobé existuje jiz n€kolik variant pivodniho FUCCI systému. FUCCI2 nabizi
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ve srovnani s ptivodni variantou vy$§i barevny kontrast. Cervené zafeni je v tomto piipadé
emitovano fluorescen¢nim proteinem mCherry fizovanym s N-terminalnim fragmentem Cdtl
a zelené zafeni fluorescenénim proteinem mVenus fuzovanym s N-terminalnim fragmentem
gemininu (Abe et al., 2013). Systém FUCCI4 umoziuje jasnou vizualizaci vSech Ctyt fazi
bunécného cyklu. Specifické vizualizace S faze je dosazeno fuzi proteinu mTurqoise
emitujictho modré zafeni s S fazi specifickym stem-loop bindig proteinem. V piipadé M faze
je specificka vizualizace zajisténa fuzi fluorescencniho proteinu mMaroon s histonem H-1.0,
ktery je vyuzivan pro svou schopnost vizualizovat v priubéhu mitézy kondenzaci chromatinu
(Bajar et al., 2016). Jedna z variant FUCCI systému vyuziva konstruktu slozeného
z fluorescencniho proteinu mVenus a defektni formy p27 k vizualizaci pfechodu buiky z GO
do G1 faze (Oki et al., 2014).

FUCCI bunécné linie jsou nejcastéji piipravovany metodou lentivirové transfekce, kdy
jsou jako vektory k pfenosu genetické informace do hostitelské eukaryotni bunky vyuzivany
rekombinantni lentiviry obsahujici genetické elementy HIV viru (human immunodeficiency
virus). Lentiviry vyuzivaji hostitelského enzymatického aparatu k amplifikaci konkrétniho
transgenu, ktery je nasledn€ integrovan do hostitelského genomu. (Elegheert er al., 2018).
V dnesni dobé jsou jiz dostupné plazmidy obsahujici oba FUCCI transgeny, tedy
mKO2-hCdtl30-120 a mAG-hGemi-110, coz zna¢né usnadiiuje a urychluje proces lentivirové
transfekce. Jedna se naptiklad o plazmid pBOB-EF1-FastFUCCI-Puro, ktery byl v této
bakalarské praci vyuzit pro piipravu reportérové bunécéné linie U20S-FUCCI pro potieby
obrazové analyzy (Koh et al., 2017).

3.7.2 Fluorescencni mikroskopie

Pii fluorescenci dochazi k absorpci excitatniho zarfeni, které excituje elektron do
energeticky bohatsiho orbitalu. V ramci femtosekund se elektron vraci z excitovaného stavu
zpét do stavu zakladniho za soucasného uvolnéni energie ve formé emisniho zareni. Vinova
délka excitacniho zafeni je zpravidla kratsi ¢i rovna vlnové délce emisniho zafeni, Rozdil
vinovych délek, respektive energii, excitatniho a emisniho zareni se oznacuje jako Stokestv
posun (Lichtman a Conchello, 2005).

Molekuly vykazujici fluorescenci se nazyvaji fluorofory. Fluorescenci vykazuje 1 fada
pfirozené se v buiice vyskytujicich latek. V tomto piipadé hovoifime o vlastni fluorescenci
neboli autofluorescenci. Pro fluorescen¢ni mikroskopii se vyuziva prevazné syntetickych
fluorofortt aromatického charakteru, které se vazi na rozli¢né struktury vzorku, ¢imz je

vizualizuji. Latky aromatického charakteru se vyuzivaji predevSim diky pfitomnosti
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delokalizovanych elektront, k jejichz excitaci postacuje relativné malé mnozstvi energie
(Lichtman a Conchello, 2005). Jednotlivé fluorofory jsou charakterizovany excitaCnimi
a emisnimi spektry. Excita¢ni spektrum vyjadiuje zavislost intenzity fluorescence na vinové
délce pii konstantni vlnové délce emisniho zafeni a emisni spektrum zavislost intenzity
fluorescence na vlnové délce pti konstantni vinové délce excitaéniho zafeni (Zhadin a Alfano,
1998).

Elektronové stavy molekuly detailnéji popisuje Jablonského diagram. Fluorofor se
nachéazi bud’to v singletovém stavu, v némz elektrony s opacnym spinem tvoii par v ramci
jednoho orbitalu, ¢imz dochazi k vyruSeni jejich magnetickych momentt, ¢i v tripletovém
stavu, v némz ma elektron nasledkem excitace do energeticky bohatsiho orbitalu opacny spin
nez elektron, se kterym puvodné tvofil elektronovy par. Diky tomu je smér magnetického
momentu této konfigurace paralelni, antiparalelni ¢i kolmy ke sméru magnetického pole.
Absorpci zafeni je elektron excitovan do energeticky bohatSiho orbitalu, nasledkem cehoz
prechazi molekula fluoroforu ze zakladniho do excitovaného stavu o vyssi energii. Do
zakladniho stavu se molekula vraci prostfednictvim zafivych prechodi, jako je napftiklad
fluorescence ¢i fosforescence, Ci nezafivych prechodl, jako je vibracni relaxace Ci

mezisystémova a vnitini konverze (Lichtman a Conchello, 2005).
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Obr. 15: Jablonského diagram se znazornénym principem vzniku zéafivych a nezafivych

prechodll (pfevzato a upraveno ze Schvelzer et al., 2021).
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3.7.3 Prutokova cytometrie

Prutokova cytometrie predstavuje velmi ucinnou a vSestrannou metodu vyuzivanou pii
kvantitativni a kvalitativni analyze na urovni jednotlivych bunék ¢i jinych mikroskopickych
castic (Schmit et al. 2021).

Prutokovy cytometr se sklada z fluidiky, optiky a elektroniky. Fluidika zahrnuje
plastovou tekutinu, kterou jsou ¢astice studovaného vzorku ve formé suspenze unaseny jedna
po druhé skrze excitacni optiku slozenou ze série laserd (McKinnon, 2018). Diky rozdilim
v tlaku a rychlosti proudéni vzorku a plastoveé tekutiny prochazeji Castice skrze excitacni optiku
jednotlivé. Jedna se o techniku tzv. hydrodynamické fokusace. (Frankowski et al., 2013).
Svételny signal emitovany c¢astici pii pruchodu laserem je zachycen sbérnou optikou slozenou
z fotonasobict, fotodiod a sady dichroickych filtrii. Svétlo je po dopadu na detektor prevedeno
do formy digitalniho signélu, ktery 1ze vyhodnotit s vyuzitim pocitace. Data jsou nejCastéji
zaznamenavana v podobé dvouparametrového histogramu (McKinnon 2018).

Pti prichodu cCastice laserem je detektorem ve viditelné Casti spektra zaznamenavan
ptimy rozptyl, jehoz intenzita je Umérna velikosti Castice, a bocni rozptyl, ktery odrazi
granularitu a vnitini komplexitu analyzovanych ¢astic (Drescher et al., 2021). Vzorky mohou
byt rovnéz oznaceny fluorescencnimi barvivy vazicimi se na molekulu DNA (propidium jodid,
DAPI, Hoechst 33342) ¢i fluorescencné znaenymi protilatkami. Dal§i moznosti znaceni je
transfekce bunek a nasledna exprese fluorescencnich proteind, jako je napiiklad GFP, mCherry
¢i mOrange (McKinnon 2018).

Metodu pratokové cytometrie 1ze vyuzit ke stanoveni obsahu DNA, kdy je k suspenzi
permeabilizovanych bun€k ¢i izolovanych jader nejdiive pifidano fluorescencni barvivo
stechiometricky se vazici na molekulu DNA, jako je naptiklad propidium jodid, Hoechst 33342
¢i DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol) (Nunez, 2001; Darzynkiewicz et al., 2017). Nasledné je
v prutokovém cytometru zméfena intenzita fluorescence znaCeného materialu. Principem
metody je pfima uméra mezi mnozstvim inkorporovaného barviva a obsahem DNA ve vzorku.
Intenzita emitovaného fluorescencniho signdlu je tedy pfimo umeérna obsahu DNA. Ke
stanoveni obsahu DNA je nezbytné srovnani vysledkti méfeni se standardem o znamém obsahu
DNA. Nejcastéji vyuzivanymi standardy jsou kufeci erytrocyty ¢i lidské leukocyty. Obsah
jaderné DNA je urcCen z pomeéru polohy vrcholu (neboli piku, z anglického peak) standardu
a vzorku DNA (Nunez, 2001).

Pti stanovovani velikosti genomu a obsahu DNA se pracuje s tzv. C-hodnotou, ktera je
definovana jako obsah DNA jedné haploidni sady chromozomt (Dolezel, 1991). Mnozstvi

DNA Ize rovnéz vyjadrit absolutné jakozto pocet paru bazi ¢i hmotnost v pikogramech, pfi¢emz
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1 pg DNA predstavuje 978 megapart bazi. (Dolezel et al., 2003).

Na zaklade obsahu DNA lze identifikovat jednotlivé faze bunécného cyklu. V pribéhu
G1 faze je obsah jaderné DNA roven hodnot¢ 2C. V pribéhu S faze je tento obsah
zdvojnasoben na hodnotu 4C. Béhem G2 faze je obsah DNA udrzovan na hodnoté 4C. Po G2
fazi nasleduje mitoéza, pii niz dochazi ke vzniku dvou dcefinych bunék, kazdé s obsahem DNA
2C (Dolezel, 1991). S vyuzitim piislusného softwaru lze stanovit procentudlni zastoupeni
bunék v jednotlivych fazich bunécného cyklu. Na rozdil od metodiky FUCCI v§ak tento postup
neumoziuje odliSeni M a G2 faze, které jsou charakterizovany stejnym obsahem jaderné DNA
(Nunez, 2001). Buiiky v M fazi lze identifikovat naptiklad s vyuzitim specifickych protilatek
anti-phospho(Ser10)-histone H3 konjugovanych s fluorochromy, které se vazi na histon H3
fosforylovany v pozici Ser10. Fosforylace histonu H3 souvisi s kondenzaci chromozomu
v prubéhu mitézy, diky Cemuz ji lze vyuzi jako spolehlivy mitoticky marker pro identifikaci
a kvantifikaci bun¢k nachazejicich se v M fazi (Vingon et al., 2013).
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Obr. 16: Histogram distribuce obsahu DNA jader Vicia faba L. izolovanych z kotfenové

Cepicky (prevzato a upraveno z Dolezel, 1991).

Jak jiz bylo zminéno dfive, pfedstavuje prutokova cytometrie vSestrannou metodu, ktera
ma kromé studia bunécného cyklu celou fadu dalSich uplatnéni. Jednou z moznych aplikaci je
tiidéni bunék pro dalsi analyzu na zakladé predem zvolenych parametri. Dale 1ze prutokovou
cytometrii  vyuzit k imunofenotypizaci, pifi niz jsou v bunénych populacich
imunofluorescenéné prokazovany rozliéné antigeny na povrchu bunék. V neposledni fadé lze
prutokovou cytometrii vyuzit ke studiu exprese proteinti, pii niZ jsou bunky transfekovany
plazmidem obsahujicim kromé promotoru a genu, jehoz exprese ma byt studovana, gen kodujici
fluorescencni protein (GFP. mCherry, mRubby), ktery plni roli indikatoru exprese studovaného

genu (McKinnon, 2008).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

K experimetim byla vyuzita bunécna linie U20S (HTB-96, ATCC) odvozena

z lidského osteosarkomu a lentivirem transfekovana bunécna linie U20S-FUCCI pripravena za

pomoci plazmidu pBOB-EF1-FastFUCCI-Puro.

4.2  Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Tab. 3: Pouzité chemikalie

Nazev: Vyrobce: Katalogové cislo:
DMEM Lonza 12-604F
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma Aldrich D8418
TrypLE™ Express Gibco™ 12604-054
Puromycin Gibco™ A1113803-03
Fetalni bovinni sérum (FBS) Gibco™ 10270
Etoposide Teva Teva Pharmaceuticals 0011389
Gemcitabin Ebewe EBEWE Pharma 0160676
Methotrexat Lachema 1000 PLIVA-Lachema 0093965
Oxaliquid Ebewe Pharma 0154833
Mitomycin-C Kyowa NORDIC Pharma 0052547
Doxorubicin Pharmagen PHARMAGEN CZ 0204622
Irinotecan Pharmagen PHARMAGEN CZ 0197099
Bortezomib Sigma Aldrich 5043140001
Palbociclib Sigma Aldrich PZ03835-MG
Bleomycin Accord Accord Healthcare Polska 0241296
Mitoxantrone dihydrochloride Sigma Aldrich M6545-10MG
5-Fluoruracil Sigma Aldrich F6627-10G
Dexamethason Sigma Aldrich D4902-25MG
Litalir Bristol-Myers Squibb 0057345
Paclitaxel Mylan Mylan 0136246
Daunoblastina Pfizer 96122
Vincristine Teva Teva Pharmaceuticals 0011420
Aktinomycin D APExBIO A4448
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Pokracovani Tab. 3: Pouzité chemikalie

Teniposide Sigma Aldrich SML0609-10MG
PMS (phenazine methosulfate) Sigma Aldrich P9625
CellTiter96 Aqueous MTS Reagent Promega Gl111
Powder
Denaturovany ethanol VWR 85824.360
Chlorid sodny (NaCl) MikroChem 7647-14-5
Chlorid draselny (KCI) Lach:ner 30076-APO
Dihydrogenfosfore¢nan draselny Lach:ner 30016-APO,
(KH2PO34)
Hydroxid sodny (NaOH) Sigma Aldrich 06203
Hydrogenfosforecnan sodny Lach:ner 30061-APO
dodekahydat (Na2HPOs - 12H20)
Kyselina chlorovodikova (HCI) mikroCHEM 7647-01-0
Deionizovana voda - -
Tab. 4: Pouzité roztoky a jejich ptiprava

Nazev roztoku: Priprava:

80 g NaCl

2 g KCl

32,1 g Na;HPO4.12H,0

2 ¢ KHPOy

10x PBS

Chemikalie rozpustit v 800 ml sterilni vody (pro ucely
laboratore tkanovych kultur), pH upravit na 6,8-7,2
pomoci Imol-1"! NaOH ¢i HCI, doplnit do vysledného
objemu 1 1 a sterilizovat autoklavovanim pii 121 °C.

Skladovat pii 4 °C.

1x PBS

100 ml 10x PBS doplnit do vysledného objemu 1000 ml

deionizovanou vodou. Skladovat pti 4 °C.

10mol 1" roztok irinotekanu

293 ul Irinotecan Pharmagen doplnit do 1 ml DMSO

10mol 1! roztok gemcitabinu

66 ul Gemcitabin Ebewe doplnit do 1 ml DMSO

10mol 1! roztok etoposidu

294 ul Etoposide Teva doplnit do 1 ml DMSO

32




Pokracovani Tab. 4: Pouzité roztoky a jejich pfiprava

10mol 1" roztok methotrexatu

91 pul Methotrexat Lachema 1000 doplnit do 1 ml DMSO

10mol-1"! roztok oxaliplatiny

794 ul Oxaliquid doplnit do 1 ml DMSO

10mol 1" roztok mitomycinu C

1,7 p ul Mitomycin-C Kyowa doplnit do 1 ml DMSO

10mol 1" roztok doxorubicinu

5,435 mg Doxorubicin Pharmagen doplnit do 1 ml
DMSO

10mol 1" roztok taxolu

142 pl Paclitaxel Mylan doplnit do 1 ml DMSO

10mol 1" roztok daunorubicinu

5,275 mg Daunoblastina doplnit do 1 ml DMSO

10mol 1" roztok dexamethasonu

3,300 mg Dexamethasone doplnit do 841 ul DMSO

10mol 1" roztok hydroxyurey

0,750 mg Litalir doplnit 986 pl destilované H>O

10mol 1" roztok mitoxantronu

1,600 mg Mitoxantrone dihydrochloride doplnit do
362,4 ul DMSO

10mol 1" roztok 5-fluoruracilu

1,320 mg 5-Fluoruracil doplnit do 1015 pl DMSO

70pumol-1"! roztok bleomycinu

200 pl Bleomycin Accord doplnit do 200 pl DMSO

0,1umol 1" roztok vinkristinu

83 ul Vincristine Teva doplnit do 1 ml DMSO

15mol 1" roztok PMS

Rozpustit PMS v 1x PBS. Skladovat pfi teploté -20°C.

2mg-1"! roztok MTS

Ve svéluvzdorné nadobé rozpustit MTS v 1x PBS.
Roztok michat na magnetické michacce, dokud neni
MTS zcela rozpustén. Upravit pH na 6,0 az 6,5 pomoci
Imol-1""HCI. Sterilizovat prefiltrovanim pres filtr

s velikosti pora 0,22 um do sterilni svétluvzdorné

nadoby a skladovat pii teploté -20°C.

MTS/PMS roztok

Smichat 1 dil 15mM PMS s 99 dily 2mg/ml MTS.
Michat na magnetické michacce. Pripravit t€sné pred

pouzitim.

70% ethanol

Smichat 7 dila 100% ethanolu se 3 dily deionizované

vody. Skladovat pii pokojové teploté.
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4.3 Pouzité pristroje
o Centrifuga 5810R (Eppendorf)
o Pocitacka bunék Vi-CELL XR (Beckman Coulter)
o Vodni lazen WNB (Memmert)
o Inverzni mikroskop IX51 (Olympus)
o Presna vaha 420-3F (KERN)
o Kapalinovy manipulator Echo 550 (LabCyte)
o Vortex-Genie 2 (Scientific Industries)
o pH metr inoLab pH 7110 (WTW)
o Multidrop Combi (Thermo Fisher Scientific)
o Magneticka michacka MSH 300 (Biosan)
o Pipetovaci nastavec Pipetus (Hirschmann)
o Automaticky konfokalni mikroskop Cell Voyager CV8000 (Yokogawa)
o EnVision 2105 Multimode Plate Reader (PerkinElmer)
o Laminarni box MSC Advantage (Thermo Fisher Scientific)
o Mraznicka Ultra-Low Temperature Freezer Innova U725 (Eppendorf)

o Inkubator s CO, atmosférou Heracell™ 150i (Thermo Fisher Scientific)

44  Kultivace bunéénych linii

Ob¢é adherentni bunécné linie byly kutlivovany v médiu DMEM (Dulbecco's
MODIFIED Eagle Medium) s pfidavkem puromycinu a 10% FBS. Kultivace probihala
v kultivacnich lahvich T-75 (Techno Plastic Products) v inkubatoru s 5% obsahem CO2, 95%
vlhkosti a pfi teploté 37°C.

4.5 Priprava kultiva¢niho média

Kultivaéni médium bylo pfipraveno za sterilnich podminek ve flowboxu MSC
Advantage (Thermo Fisher Scientific). Nejdiive bylo smichano 450 ml média DMEM (Lonza)
s 50 ml fétalniho bovinniho séra (Gibco™) a 2,5 pl puromycinu (Gibco™). Takto pipravené
médium bylo nasledné prefiltrovano pies filtr 500 rapid-Filtermax (Techno Plastic Products)
napojenym na vyvévu do sterilni plastové nadoby. Prefiltrované médium bylo prelito do sterilni
sklenéné lahve, uzavieno sterilnim vickem se septem, které bylo nasledné obaleno alobalem
a dezinfikovano 70% ethanolem. Kultiva¢ni médium bylo skladovano v chladici mistnosti pfi

4°C.
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4.6 Pasazovani bunécnych linii

Bunécnou linii bylo potifeba dvakrat tydne, ¢i dle potreby, pasazovat. Pied kazdym
pasazovanim byly butiky pozorovany pod inverznim mikroskopem IX51 (Olympus). Pasaz byla
provedena v piipad¢€, presahovala-li konfluence hodnotu 80 %. Veskeré chemikalie nezbytné
pro pasazovani byly nejdiive ohfaty ve vodni lazni WNB (Memmert) na teplotu 37°C.
Pasazovani bun¢k probihalo ve sterilnim prostfedi flowboxu MSC Advantage (Thermo Fisher
Scientific).

Z kultivacni lahve bylo nejdfive do odpadni nadoby slito staré médium. Kultivacni lahev
byla nasledné proplachnuta dvakrat 5 ml roztoku 1x PBS. Po proplachnuti byly do kultivaéni
lahve pfidany 2 ml TrypLE™ Express (Gibco™). Kultivaéni lahev byla ponechéana
v inkubatoru Heracell™ 150i (Thermo Fisher Scientific) po dobu pé&ti minut, &m2 doslo
k enzymatickému uvolnéni bun&k z povrchu kultivagni lahve. Usp&$nost trypsinizace byla

potvrzena pozorovanim bunék pomoci inverzniho mikroskopu IX51. TrypLE™

express byl
neutralizovan pfidanim 5 ml média, pomoci kterého byl vnitini povrch kultivaéni lahve
dikladné oplachnut. V zavislosti na hodnoté konfluence byl pozadovany objem bunécné

suspenze doplnén zivnym médiem do finalniho objemu 15 ml.

4.7  Pocitani bunék

Pocet bunék byl stanoven pomoci pocitacky bunék Vi-CELL XR (Beckman Coulter).
Do vialky bylo napipetovano 500 ul dikladné promichané bunécné suspenze. Vialka
s buné¢nou suspenzi byla vlozena do pocitacky bunék a bylo stanoveno mnozstvi zivych bunék

v 1 ml bunécné suspenze.

4.8 Stanoveni cytotoxicity MTS testem

4.8.1 Priprava testovanych cytostatik

MTS testem byla stanovena cytotoxicita celkem 16 riznych cytostatik. Nejdfive byly
pfipraveny do 1,5ml mikrozkumavek (Eppendorf) zasobni roztoky jednotlivych cytostatik. Jako
rozpoustédlo byl pouzit DMSO (Sigma Aldrich) s vyjimkou zasobnich roztoki oxaliplatiny
a hydroxyurey, kdy byla jako rozpoustédlo vyuzita deionizovana voda. Postup pfipravy
zasobnich roztokll je popsan v kapitole 4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky v tab. 4

Pouzité roztoky a jejich priprava.
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4.8.2 Priprava bunécné linie U20S pro MTS test

Den pred provedenim MTS testu bylo potieba provést vyseti bun€k na 384-jamkovou
pracovni desti¢ku (LabCyte). V ptipadé bun&éné linie U20S pfipad4 na jamku 8-10? bunék.
Bylo tedy potieba piipravit 20 ml bunétné suspenze o koncentraci 2,7-10* bunék-ml™.
Z inkubéatoru byly vyjmuty dvé kultivacni lahve T-75. Nasledné bylo provedeno pasazovani
bunék dle postupu uvedeného v kapitole 4.6 PasdzZovdani bunécnych linii. Obsah zpasazovanych
lahvi byl slit do 50ml konické centrifugacni zkumavky (Thermo Plastic Products). 500 ul
bunécné suspenze bylo odebrano do vialky a vlozeno do pocitacky bunék  Vi-CELL XR.
Pocetnost byla rovna 2,73-10° bunék-ml™!. Proto bylo 198 pl bunécné suspenze doplnéno
DMEM médiem do objemu 20 ml.

Vyseti bunék do 384-jamkové pracovni destiCky bylo provedeno zatfizenim Multidrop
Combi (Thermo Fisher Scientific). Bunécna suspenze byla napipetovana po 30 ul do sloupct 2
az 23. Do sloupct 1 a 24 bylo napipeotvano po 30 ul DMEM média. Vicko pracovni desticky
bylo nélezité popsano nazvem inkubované bunécné linie a datem vyseti. Desticka byla do

néasledujiciho dne inkubovana v inkubatoru Heracell™ 150i.

4.8.3 Priprava zasobnich destic¢ek

V den provedeni MTS testu byla pfipravena zasobni 384-jamkova desticka pro
testovana cytostatika a druha desticka pro pouzité kontroly (Labcyte). Ze zasobnich roztoku
cytostatik uvedenych v Tab. 4 byly fedici fadou piipraveny do 1,5ml mikrozkumavek
(Eppendorf) desetindsobné a stonasobné ziedéné roztoky. Zasobni roztoky a z nich pfipravené
ziedéné roztoky byly nasledné po 10 pl prepipetovany na zasobni destiCku. Schéma zasobni
desticky lze vidét v ptiloze 1.

Nasledné byla pfipravena 384-jamkova zasobni destiCka pro pouzité kontroly. Jako
pozitivni kontrola byl pouzit roztok aktinomycinu D (APExBIO) o koncentraci 0,8 mmol-1™!
a mitomycinu C (NORDIC Pharma) o koncentraci 30 mmol-I"'. Jako negativni kontrola byl
pouzit DMSO (Sigma Aldrich). Roztoky jednotlivych kontrol byly napipetovany po 5 pl do

zasobni desticky. Schéma zasobni desticky s roztoky kontrol 1ze vidét v piiloze 2.

4.8.4 Priprava pracovni desticky
Aby se zabranilo vzniku vzduchovych bublinek, byly obé zasobni desticky stoceny na
centrifuze 5810R (Eppendorf) pii 1000 rpm po dobu 60 sekund.

Nasledné byla z inkubatoru vyjmuta pracovni desticka s vysetymi buiikami. Desticka
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byla vlozena do kapalinového manipulatoru Echo 550 (LabCyte). Pomoci Echo Dose-Response
Sofware (LabCyte) bylo do jednotlivych jamek pracovni desticky nejdiive preneseno po 100 nl
roztoka kontrol. Nasledné byly na pracovni desti¢ku pieneseny zasobni roztoky cytostatik ve
specifickych objemech tak, aby vznikla sestupna fedici fada o sedmi koncentracich, pfiCemz
byla kazda koncentrace testovana ve dvou replikatech. Schéma takto oSetiené pracovni desticky
lze vidét v piiloze 3 a 4. Desticka byl poté prikryta vickem a inkubovana 72 hodin v inkubatoru

Heracell™ 150i.

4.8.5 MTS test a jeho vyhodnoceni

Po tfech dnech byla pracovni desti¢ka vyjmuta z inkubatoru. Pomoci zatizeni Multidrop
Combi (Thermo Fischer Scientific) byl na pracovni desticku prenesen roztok MTS/PMS (4 ul
na jamku). Po pfeneseni roztoku MTS/PMS byla desti¢ka inkubovana v inkubatoru Heracell ™
150i a pravidelné kontrolovana, dokud nebylo v jamkach pozorovatelné dostatecné intenzivni
fialové zbarveni.

Jakmile doslo k vyvoji intenzivniho fialového zbarveni, byla pracovni desticka vlozena
do multimodalniho destickového readeru EnVision Multimode Plate Reader (PerkinElmer),

vnémz byla proméfena absorbance pifi 490 nm. Ziskand data byla ulozena a nasledné

zpracovana v programu Microsoft Excel.

4.9 Obrazova analyza — fluorescen¢ni mikroskopie

4.9.1 Priprava bunécné linie U20S-FUCCI

Pro potreby fluorescenéni mikroskopie byla vyuzita bunécnd linie U20S-FUCCI
pfipravena za pomoci plazmidu pBOB-EF1-FastFUCCI-Puro lentivirovou transfekci.
Kultiva¢ni lahev T-75 byla vyjmuta z inkubatoru Heracell™ 150i. Nasledné& bylo provedeno
pasazovani bunék dle postupu uvedeného v kapitole 4.6 Pasdazovdni bunécnych linii. Obsah
zpasazované kultivacni lahve byl pfeveden do 50ml konické centrifugacni zkumavky. 500 pl
bunécné suspenze bylo odebrano do vialky a vlozeno do pocitacky bunék Vi-CELL XR pro
stanoveni po¢tu bunék v 1 ml bun&éné suspenze. Pocetnost byla rovna 0,882-10° bungk-ml™!.
Jelikoz bylo potieba piipravit 20 ml bunééné suspenze o koncentraci 1-10° bunék-ml™, bylo
2,27 ml bunécné suspenze v centrifugacni zkumavce doplnéno do 20 ml kultivanim médiem.

Do zafizeni Multidrop Combi byla vlozena pracovni 384-jamkova Cell Carrier desticka
(Perkin Elmer). Do jamek sloupct 1 az 12 bylo pieneseno po 25 ul dfive pfipravené bunécné

suspenze. Desti¢ka byla inkubovana do nasledujiciho dne v inkubatoru Heracell™ 150i.
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4.9.2 OSetreni bunék
Nasledujici den byla pracovni desticka s vysetymi butikami vyjmuta zinkubatoru

Heracell™

150i a vlozena do kapalinového manipulatoru Echo 550. Pro oSetfeni bunék byla
vyuzita zasobni desticka s roztoky cytostatik pfipravena pro potreby MTS testu. Dale byla
ptipravena dalsi zasobni 384-jamkova desticka (Labcyte). Do jamky B1 bylo napipetovano
10 pl roztoku palbociclibu o koncentraci 1 mmol-1"! a do jamky L1 10 pl roztoku bortezomibu
o koncentraci 10 mmol-1".

K pfenosu cytostatik na pracovni desticku byl vyuzit kapalinovy manipulator Echo 550.
Prenosem specifickych objemu zasobnich roztoku cytostatik byly pfipraveny roztoky cytostatik
o Ctyfech rozdilnych koncentracich, pficemz byla kazda zkoncentraci daného cytostatika
testovana ve dvou replikatech. V piipadé palbociclibu byl pfipraven pouze jeden roztok
o pozadované koncentraci a v piipadé bortezomibu dva roztoky o rozdilnych koncentracich.
Bunky vyseté do fadku K (sloupec 1 az 8) pracovni desticky byly soucasné oSetfeny

doxorubicinem a vinkristinem. Schéma takto oSetfené pracovni desticky lze vidét v priloze 5

a 6. Desticka byla poté inkubovana do nasledujiciho dne v inkubatoru Heracell ™ 150i.

4.9.3 Fluorescen¢ni mikroskopie

Nasledujici den byla pracovni desticka vyjmuta z inkubatoru. Pro ucely fluorescencni
mikroskopie a pofizeni mikroskopickych snimkd byl vyuzit automaticky konfokalni
fluorescencni mikroskop Cell Voyager CV8000 (Yokogawa). Sonda mAG-hGemi.110 byla
excitovana laserem o vinové délce 488 nm a sonda mKO2-hCdtso-120 laserem o vinové délce
561 nm. Fluorescence byla v pfipadé mAG-hGemi.11o snimana v rozmezi 525-550 nm
a mKO2-hCdt3o-120 v rozmezi 600—-637 nm. V piipad¢ tretiho kanalu byla vinova délka laseru
nastavena na 405 nm a fluorescence byla snimana pii 445 nm. ZvétSeni objektivu bylo ve v§ech
trech kanalech nastaveno na 20x a délka expozice na 90 ms. V kazdé jamce pracovni desticky
byly pofizeny snimky deviti rGznych zornych poli, které byly nasledné analyzovany
a vyhodnoceny pomoci softwaru Columbus (PerkinElmer). Buiiky byly do jednotlivych fézi

bunééného cyklu roztiidény dle parametrti uvedenych v obr. 17.
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Obr. 17: Parametry tfidéni bunék do jednotlivych fazi bunécného cyklu pomoci softwaru

Columbus.

(A) G1 faze, (B) pozdni S/G2/M faze a (C) ranna S faze.
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5 VYSLEDKY
5.1 MTS test

Mira cytotoxicity byla vyhodnocena po 72hodinové kultivaci bunécné linie U20S
odvozené zlidského osteosarkomu sroztoky testovanych cytostatik o sedmi rdaznych
koncentracich pomoci MTS testu, ptfiCemz byly jednotlivé koncentrace roztokli cytostatik
testovany ve dvou replikatech. Hodnoty IC50 testovanych cytostatik jsou uvedeny v nasledujici
tabulce. U neuvedenych cytostatik byly stanovené hodnoty IC50 piilis vysoké, a proto nebyly
vysledky obrazové analyzy v pripad¢ téchto cytostatik vyhodnoceny.

Tab. 5: Hodnoty IC50 testovanych cytostatik.

Cytostatikum IC50 [pumol 1]
Irinotekan 124,738
Gemcitabin 2,811
Etoposid 6,000
Dexamethason 6,596 - 10
Bleomycin 2.405 - 1073
Daunorubicin 26,662
5-Fluoruracil 5,450 - 102
Taxol 1,508
Vinkristin 1,266 - 107

5.2 Obrazova analyza

Pomoci obrazové analyzy byly ziskany nasledujici parametry: zména poctu bungk,
zmena velikosti jadra a jeho tvaru, zmnéa variacniho koeficientu indexu kulatosti jadra, zména
intenzity fluorescence emitované probami mAG-hGemi.;io a mKO2-hCdti3p-120 a zmeéna
procentualniho zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunécného cyklu po jednodenni
inkubaci s roztoky cytostatik, pficemz byla kazda koncentrace testovana ve dvou replikatech,
ze kterych byly vypocteny prumérné hodnoty a smérodatné odchylky zminénych parametru.
Jamky, do kterych bylo ptreneseno 25 pul bunééné suspenze o koncentraci 1 - 10° bunék-ml™!

byly pouzity jako kontrola.
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5.2.1 Zména poctu bunék

Vyrazné snizeni po¢tu bunék ve srovnani s kontrolou bylo detekovano po oSetieni
irinotekanem, daunorubicinem, bortezomibem a doxorubicinem s vinkristinem, mén¢ vyrazné
poté po oSetfeni gemcitabinem, etoposidem a palbociclibem.

Naopak zasadni snizeni poctu bunék ve srovnani s kontrolou nebylo detekovano
v pfipad¢€ oSetfeni dexamethasonem, bleomycinem a 5-fluoruracilem.

Zdanlivy narast poctu bun€k ve srovnani s kontrolou byl v pfipadé taxolu
pravdépodobné zptisoben tvorbou velkého mnozstvi drobnych jader za vzniku multinuklearnich

bunék. Zmény poctu bunék ve srovnani s kontrolou jsou uvedeny v grafu 1 a 2
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5.2.2 Zména procentualniho zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunécného cyklu

Roztoky cytostatik zasadné zvySujici procento bunek zablokovanych v jednotlivych
fazich bunécného cyklu jsou uvedeny v tab. 6 a grafu 3.

Nejvétsi procento bunék zablokovanych v G1 fazi bylo detekovano po oSetfeni
palbociclibem, ktery byl diky svému mechanismu uc¢inku vyuzit jako pozitivni kontrola, kdy
podil bun¢k zablokovanych v G1 fazi ve srovnani s kontrolou vzrostl téméf dvojnasobné.
V ptipadé taxolu byl velky narGst procenta bunek zablokovanych v Gl fazi zplisoben
narusenim pribéhu mitézy a vznikem multinuklearnich buné€k, které jsou vysledkem tzv.
mitotic slippage, kdy dochazi k ukonceni mitézy pred samotnym délenim burniky (Hart et al.,
2021).

Nejvétsi procento bunék zablokovanych v pozdni S/G2/M fazi bylo detekovano po
oSetfeni gemcitabinem, kdy ve srovnani s kontrolou vzrostl podil bunék v této fazi az témer
2,5nasobné. Podobné ucinky vykazuje i bortezomib, prestoze je dle tab. 6 vétSina bunék
zablokovana v ranné S fazi, jelikoz bortezomib inhibuje proteozomalni degradaci FUCCI prob,
které se nasledné soucasné akumuluji v jadre (Beaumont et al., 2020). ZvySené procento bunek
zablokovanych v pozdni S/G2/M fazi vyplyva zgrafu 7, kdy primérma intenzita zelené
fluorescence (mAG-hGemi.110) prevysuje intenzitu fluorescence Cervené (Mko2-hCdt130-120).

Z divodu autofluorescence doxorubicinu a daunorubicinu nelze s presnosti urcit
procento bunék zablokovanych v jednotlivych fazich bunééného cyklu po oSetfeni témito
cytostatiky, jelikoz se emisni maxima obou cytostatik pohybuji okolo 590 nm, tedy ve zluté
oblasti spektra, nasledkem ¢ehoz dochazi ke =zdanlivému narGstu procenta bunék
zablokovanych v ranné S fazi (Tian et al., 2014; Liang et al., 2018). Tento fakt podporuje
skuteCnost, ze zvySené procento bunék zablokovanych v ranné S fazi bylo detekovano pouze
po oSetieni vysoce koncentrovanymi roztoky doxorubicinu a daunorubicinu, jejichz akumulace
a nasledna autofluorescence zbarvuje jadro a jeho blizké okoli do Zluta (viz obr. 18A a 18B),
¢imz se lisi od bun¢k v ranné S fazi, kdy je do zluta zbarveno pouze jadro buriky (viz obr. 18C).
Naopak nizkokoncentrované roztoky téchto cytostatik zablokovaly buiky v pozdni S/G2/M
fazi, pficemz u nich nebyla pozorovana vyrazna autofluorescence.

Roztoky cytostatik zasadné ovliviujici procentualni zastoupeni bunék v jednotlivych
fazich bunécného cyklu jsou v nasledujici tabulce barevné oznaceny: Cervené roztoky cytostatik
zvysujici procento bunek zablokovanych v G1 fazi nad 60 %, zelené v pozdni S/G2/M féazi nad
40 %, zluté v ranné S fazi nad 25 % a modfe roztoky cytostatik snizujici procento bunék v G1

fazi pod 40 %, v pozdni S/G2/M fézi pod 25 % a v ranné S fazi pod 10 %.
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Tab. 6: Zmény procentualniho zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunécného cyklu.

(koncentrace v zavorkach jsou uvedeny v pmol-1"!, taxol a vinkristin v pmol-1"")

G1 faze [ %]

SIG2/M faze [%o]

Ranna S faze [%]

Kontrola 51,65 33,10 15,26
Irinotekan (13,98) 23,23 70,53 6,23
Irinotekan (28,92) 25,70 68,52 5,78

Irinotekan (114,67) 50,44 40,39 9,16
Irinotekan (272,37) 32,34 38,30 29,36
Gemcitabin (1,10) 16,87 75,20 7,93
Gemcitabin (2,69) 11,67 81,68 6,65
Etoposid (23,94) 61,51 2,51 10,98
Etoposid (58,65) 50,92 41,21 7,87
Daunorubicin (0,10) 36,71 54,13 9,16
Daunorubicin (0,20) 37,22 45,92 16,85
Daunorubicin (0,70) 1,05 49,34 49,61
Daunorubicin (1,80) 24,79 1,48 73,73
5-Fluoruracil (99,01) 67,50 21,72 10,79
Doxorubicin + Vinkristin
(0,40 + 0,10) 30,34 64,09 5,56
Doxorubicin + Vinkristin
0,80 +0,10) 11,37 73,08 15,55
Doxorubicin + Vinkristin
(3,00 + 0.40) 43,87 4,00 52,13
Doxorubicin + Vinkristin
(7,50 + 0,99) 39,22 2,05 58,73
Taxol (10,00) 65,92 22,58 11,50
Taxol (30,00) 76,57 14,45 8,98
Taxol (110,00) 82,17 7,91 9,92
Taxol (280,00) 82,73 8,53 8,74
Palbociclib (2,00) 90,00 7,74 2,26
Bortezomib (24,94) 1,56 4,55 93,89
Bortezomib (49,75) 0,82 7,96 91,22
Dexamethason (196,08) 81,28 13,49 5,23
Dexamethason (272,37) 82,98 14,39 2,63
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Obr. 18: Autofluorescence daunorubicinu a doxorubicinu a nejvyrazn€§i zmény

procentualniho zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunécného cyklu.

(A) daunorubicin (1,80 pmol-1"), (B) doxorubicin + vinkristin (7,50 pmol-1"' + 0,99 pmol-1).
(C) kontrola, (D) palbociclib (2 pmol-1""), (E) gemcitabin (2,69 umol-1"), (F) irinotekan
(272,37 pmol-1'h).
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5.2.3 Zména velikosti bunécného jadra

Roztoky cytostatik zasadn€ ovliviiujici prumémou velikost bunécného jadra jsou
uvedeny v tab. 7 a grafu 4.

Nejveétsi pokles prumémé velikosti jadra byl detekovan po oSetfeni taxolem, kdy jeho
velikost ve srovnani s kontrolou klesla az téméf dvojnasobné jakozto disledek vzniku
multinukledrnich bunék s velkym mnozstvim drobnych jader (viz obr. 19C). V piipadée
dexamethasonu byl pokles primérné velikosti jadra zpusoben zvySenym procentem bunék
zablokovanych v G1 fazi (viz Tab. 6), v niz je velikost jadra v ramci vSech fazi bunécného
cyklu neyjmensi (Cantwell a Nurse, 2019). Diky jejich vysoké cytotoxicité a schopnosti
indukovat apoptozu (viz graf 1 a 2), ktera se projevuje fragmentaci jadra, kondenzaci
chromatinu ¢i tvorbou mikrojader, bylo zasadni snizeni velikosti jadra detekovano po oSetfeni
daunorubicinem, bortezomibem a doxorubicinem s vinkristinem (Meintiéres et al., 2001).

Nejveétsi narast prumérné velikost jadra ve srovnani s kontrolou byl detekovan po
oSetfeni irinotekanem a gemcitabinem, kdy velikost jadra ve srovnani s kontrolou vzrostla az
1,2nasobné. Narust velikosti jadra ve srovnani s kontrolou byl zptisoben zvySenym procentem
bunék zablokovanych v pozdni S/G2/M fazi (viz tab. 6), jelikoz se ranna S a pozdni S/G2/M
faze ve srovnani s G1 fazi vyznacuji vétSim objemem bunécného jadra, které se v prubéhu
bunécného cyklu postupné zvétSuje za zachovani konstantniho poméru velikosti jadra
a cytoplazmy (Cantwell a Nurse, 2019).

Roztoky cytostatik zasadné ovliviiyjici  pramérnou velikost jadra jsou
v nasledujici tabulce barevné oznaceny: Cervené roztoky cytostatik zptsobujici pokles velikosti
viiéi kontrole o vice nez 20 pm? a modie roztoky cytostatik indukujici zvySeni této hodnoty

o vice nez 20 pm?vidi kontrole.
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Tab. 7: Zmény prumeérné velikosti bunécného jadra.

(koncentrace v zavorkach jsou uvedeny v pmol-1"!, taxol a vinkristin v pmol-1"")

Prumérna velikost jadra

Prumérna velikost jadra

[um?] [nm?]

Kontrola 270,36 Bortezomib (24,94) 216,65

Irinotekan (13,98) 327,93 Bortezomib (49,75) 188,06

Irinotekan (28,92) 319,96 Doxorubicin + Vinkristin 296,46
(0,40 + 0,10)

Irinotekan (114,67) 249,85 Doxorubicin + Vinkristiin 184,53
(3,00 + 0,40)

Irinotekan (272,37) 164,79 Doxorubicin + Vinkristin 169,52
(7,50 + 0,99)

Gemcitabin (1,10) 313,89 Taxol (10,00) 225,44

Gemcitabin (2,69) 322,41 Taxol (30,00) 211,23

Etoposid (58,65) 293,05 Taxol (110,00) 154,50

Daunorubicin (0,10) 295,10 Taxol (280,00) 158,91

Daunorubicin (1,80) 172,76 Dexamethason (196,08) 233,57

Dexamethason (272,37) 209,55
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Obr. 19: Nejvyraznéjsi zmény prameérné velikosti bunécného jadra.

(A) kontrola, (B) taxol (110,00 pmol-1"), (C) irinotekan (272,37 pmol-1"), (D) doxorubicin +
vinkristin (7,50 pmol-1"" + 0,99 pmol-1"!), (E) irinotekan (13,98 pmol-1"!) a (F) gemcitabin
(2,69 pmol-1h).
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5.2.4 Zména tvaru bunécného jadra

Zména tvaru bunécného jadra byla stanovena z jeho primérné hodnoty indexu kulatosti
NCI (z anglického Nuclear Circularity Index) ve srovnani s kontrolou. Nabyva-li jadro pii
pozorovani v mikroskopu tvaru dokonalého kruhu, je hodnota indexu rovna 1. Naopak ¢im vice
se tato hodnota vzdaluje od 1 smérem k 0, tim méné se jadro pii pohledu v mikroskopu jevi
jako dokonaly kruh (Janssen et al., 2022). Roztoky cytostatik vyrazné ovliviiujici NCI jadra
jsou uvedeny v tab. 8 a grafu 5A a 5B.

Nejvétsi pokles NCI byl detekovan po oSetfeni daunorubicinem, taxolem
a doxorubicinem s vinkristinem, kdy NCI klesla ve srovnani s kontrolou az téméf o Ctvrtinu viz
graf SA).

U roztoku cytostatik vyvolavajicich zasadni snizeni NCI (viz graf 5A), vyjma
dexamethasonu, bylo detekovano snizeni po¢tu buné¢k o vice nez polovinu ve srovnani
s kontrolou (viz graf 1 a 2), coz nasvédc¢uje jejich vysoké cytotoxicité a schopnosti indukovat
apoptézu projevujici se vyraznymi zménami tvaru bunécného jadra, stejné jako tomu bylo
v piipadé jeho velikosti. V pfipadé taxolu byl tvar jadra, stejné jako jeho velikost, vyrazné
ovlivnén tvorbou multinuklearnich bunek, coz se soucasné projevilo zdanlivym naristem poctu
bunék ve srovnani s kontrolou.

Jen nepatrny narist NCI ve srovnani s kontrolou byl detekovan po oSetieni
bleomycinem a palbociclibem, u kterych nebylo diky jejich nizké cytotoxicité detekovano
zasadni snizeni poctu bunék ve srovnani s kontrolou.

Roztoky cytostatik zasadné ovliviiujici NCI jsou v nasledujici tabulce barevné
oznacCeny: Cervené roztoky indukujici snizeni hodnoty NCI pod 0,900, oranzové pod 0,900

a modfe roztoky zpusobujici nartst této hodnoty nad 0,920.
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Tab. 8: Zmény prumeérné hodnoty indexu kulatosti bunééného jadra.

(koncentrace v zavorkach jsou uvedeny v pmol-1"!, taxol a vinkristin v pmol-1"")

Primérna hodnota
indexu kulatosti

Primérna hodnota
indexu kulatosti

Kontrola 0,915 Doxorubicin + VinKkristin 0,864
(0,40 + 0,10)
Irinotekan (114,67) 0,854 Doxorubicin + Vinkristin 0,841
(0,80 + 0,10)
Irinotekan (272,37) 0,763 Doxorubicin + Vinkristin 0,733
(3,00 + 0,40)
Daunorubicin (0,10) 0,876 Doxorubicin + Vinkristin 0,719
(7,50 + 0,99)
Daunorubicin (0,20) 0,812 Taxol (10,00) 0,843
Daunorubicin (0,70) 0,713 Taxol (30,00) 0,822
Daunorubicin (1,80) 0,708 Taxol (110,00) 0,760
Dexamethason (196,08) 0,898 Taxol (280,00) 0,712
Dexamethason (272,37) 0,881 Palbociclib (2,00) 0,923
Bleomycin (0,06) 0,920 Bortezomib (24,94) 0,784
Bleomycin (0,24) 0,920 Bortezomib (49,75) 0,753
Bleomycin (0,60) 0,922
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Obr. 20: Nejvyraznéj§i zmény tvaru bunécného jadra.

(A) kontrola, (B) daunorubicin (1,80 pmol-1""), (C) taxol (280,00 pmol-1'!), (D) doxorubicin +
vinkristin (7,50 pmol-1"' + 0,99 pmol-1), (E) bleomycin (0,60 pmol-1"!) a (F) palbociclib
(2,00 pmol-1h).
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Do hodnoceni zmén morfologie bunécného jadra byl zahrnut varia¢ni koeficient (CV)
indexu kulatosti jadra (NCI), ktery byl stanoven jakozto podil smérodatné odchylky NCI
a aritmetického pruméru NCI, za Ucelem analyzy fragmentovanych jader, kdy byl jako
pozitivni kontrola vyuzit roztok taxolu o koncentraci 280,00 pmol-1"! diky jeho vyraznému
vlivu na morfologii jadra.

Roztoky cytostatik indukujici narst CV NCI pies 11 % jsou uvedeny v tab. 9. V grafu 6
jsou poté uvedeny roztoky cytostatik indukujici nejvétsi narast CV ve srovnani s kontrolou.

Lze si povSimnout silné korelace mezi zmé&nami velikosti jadra (viz graf 4A) a jeho
tvaru (viz graf 5A) a zvySenou hodnotou CV indexu kulatosti jadra (viz graf 6). Osetieni bunék
roztoky cytostatik zasadné ovliviiujicimi morfologii jadra je doprovazeno narustem CV NCI
diky velkym rozdiliim ve tvaru jader (NCI) u takto oSetfenych bunék.

Jak jiz bylo zminéno dfive, byly vyrazné zmeény v morfologii jadra po oSetieni
daunorubicinem, bortezomibem, irinotekanem a doxorubicinem s vinkristinem zpusobeny
jejich vysokou cytotoxicitou a schopnosti indukovat apoptdézu projevujici se mimo jiné
fragmentaci jadra a tvorbou mikrojader (Meintieres et al., 2001). Vybrané snimky znazoriujici

vyskyt mikrojader a fragmentovanych jader lze vidét na Obr. 20.
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Graf 6: Nejvyraznéj§i zmeény CV indexu kulatostji jadra ve srovnani s kontrolou.
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Tab. 9: Zasadni zmény variacniho koeficientu (CV) indexu kulatosti jadra.

(koncentrace v zavorkach jsou uvedeny v pmol-1"!, taxol a vinkristin v pmol-1"")

Variacni koeficient indexu Variacni koeficient indexu
kulatosti jadra [%] kulatosti jadra [%]

Kontrola 7,003 D°X°r‘(‘(';”f4c(‘)“++0";:)‘;kr‘5t‘“ 11,857
Irinotekan (114,67) 16,218 D"X""‘(‘(';’i:(‘)“:ozg;kr‘“‘“ 14,768
Irinotekan (272,37) 17,313 D"X""‘(‘;‘(;‘)“:OE)‘;"“S"“ 19,261
Daunorubicin (0,20) 17,398 D"X“"‘Z;”‘Sc(‘)“;),‘;g;k““‘“ 19,543
Daunorubicin (0,70) 21,910 Taxol (10,00) 12,606
Daunorubicin (1,80) 19,221 Taxol (30,00) 14,037
Bortezomib (24,94) 17,554 Taxol (110,00) 18,739
Bortezomib (49,75) 15411 Taxol (280,00) 22,283
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Obr. 21: Roztoky cytostatik zasadn€ zvySujici variacni koeficient indexu kulatosti bunécného

jadra.

Tvorba fragmentovanych jader po osetfeni: (A) daunorubicinem (0,70 pmol-1"Y,
(B) bortezomibem (24,94 pmol-1"!), (C) irinotekanem (272,37 umol-1"!) a tvorba mikrojader po

osetfeni: (D) doxorubicinem s vinkristinem (0,80 pmol-1"! + 0,10 pmol-1').
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5.2.5 Zména intenzity fluorescence

Na zavér byly vyhodnoceny zmény prumérné intenzity fluorescence v zelené oblasti
spektra emitované mAG-hGemi.110 a v Cervené oblasti emitované mKO2-hCdtzo-120
v jednotlivych jamkach pracovni desticky ve srovnani s kontrolou. Grafy 7 a 8 zachycuji zmény
prumérné intenzity Cervené a zelené fluorescence. Hlavni osa Y znézorfiuje procentualni
zastoupeni bunek v G1, ranné S a pozdni S/G2/M fazi, aby byla zdiraznéna souvislost mezi
intenzitami fluorescenci a procentem bunék v jednotlivych fazich bunééného cyklu.

Nejvyrazn€jsi narust prumérné intenzity Cervené fluorescence, na ukor zelené, byl
detekovan po oSetfeni roztokem palbociclibu o koncentraci 2,00 pmol-1"!, ktery soucasné
nejucinnéji blokoval buniky v G1 fazi. Naopak nejvétsi narust primérné intenzity zelené
fluorescence, na ukor Cervené, byl detekovan po osetfeni roztokem bortezomibu o koncentraci
49,75 pmol-1"!; coz nasvédéuje tomu, ze bortezomib skute¢né blokuje buriky v pozdni S/G2/M
fazi (viz obr. 22).

Je nutno vzit v potaz, Ze snizeni poctu bunék ve srovnani s kontrolou (viz graf 1 a 2)
vede ke snizeni primérné intenzity fluorescence i pres znaCny nardst procenta bunék
zablokovanych v dané fazi bunécného cyklu. Napfiklad roztok gemcitabinu o koncentraci
2,69 pmol-1"! indukoval nejvétsi nardst procenta bunék zablokovanych v pozdni S/G2/M fazi,
avSak primérna intenzita zelené fluorescence je podstatné nizsi nez v pripade kontroly.

Casteéné vyrovnani rozdilu mezi primémymi intenzitami obou fluorescenci byl po
oSetfeni vysoce koncentrovanymi roztoky daunorubicinu a doxorubicinu s vinkristinem, které
zdanliveé blokuji bunky v ranné S fazi, s nejvyssi pravdépodobnosti zptisoben sniZzenim rozdilu

mezi procentudlnim zastoupenim bunek v G1 a pozdni S/G2/M fazi.
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Graf 7: Zmény primérnych intenzit fluorescenci.
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Obr. 22: Fazoveé nespecificka akumulace FUCCI fluorescencnich prob projevujici se

intenzivni fluorescenci po oseteni bortezomibem (49,75 pmol1'!).
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6 DISKUSE

Pripravené roztoky cytostatik byly nejdiive podrobeny MTS testu za ucelem potvrzeni
jejich cytotoxicity. Data z obrazové analyzy byla nasledné vyhodnocena pro ta cytostatika,
u kterych byla MTS testem potvrzena jejich cytotoxicita. Pro diskusi byly vybrana cytostatika
nejzasadnéji ovliviujici morfologii bunééného jadra a procentudlni zastoupeni bunék
v jednotlivych fazich bunécného cyklu ve srovnani s kontrolou.

Nejvétsi procento bunék zablokovanych v G1 fazi bylo dle o¢ekavani detekovano po
oSetteni palbociclibem, ktery byl vzhledem ke svému mechanismu ucinku vyuzit jako pozitivni
kontrola, jelikoz se jedna o selektivni inhibitor CDK4/6 bézné vyuzivany k synchronizaci
bunécného cyklu (Trotter a Hagan, 2020). Procento bunék zablokovanych v G1 fazi ve srovnani
s kontrolou vzrostlo vice nez 1,7nasobné.

Podobny ucinek vykazoval taxol, prestoze se jedna o inhibitor mikrotubuld standardné
blokujici bunky v M fazi, kdy procento bunék v G1 fazi po oSetfeni taxolem vzrostlo vici
kontrole az 1,6nasobné (Wang et al., 2013). ZvySené procento bun¢k v G1 fazi bylo v tomto
ptipadé vysledkem chybného rozchodu chromozomu zpisobeného stabilizaci struktury
mikrotubuld ptsobenim taxolu, ktery vedl ke vzniku multinuklearnich bunék, jelikoz byla
mitoza ukoncena pred samotnym délenim butiky (Mitchinson et al., 2017; Hart et al., 2021).
Vznik multinuklearnich bunék s velkym mnozstvim drobnych jader se projevil vyraznymi
zménami jaderné morfologie. Po oSetfeni taxolem byl detekovan nejvétsi pokles prameérné
velikosti jadra a druhy nejvyraznéjsi pokles NCI ve srovnani s kontrolou ze vSech testovanych
cytostatik. Prestoze taxol standardné blokuje buiky v M fazi, Demidenko et al. (2008)
prokazali, ze koncentrace taxolu do 3 nmol 1! zpo&atku zpisobuje pouze zpomaleni, nikoliv
vSak zastavu, mitdzy a produkci dvou az tii hypoploidnich ¢i hyperploidnich. Tyto buiky jsou
nasledné zablokovany v G1 fazi jakozto dusledek zpomaleného pribéhu mitozy, béhem niz je
inhibovana transkripcni aktivita buiiky. Trva-li tato inhibice po dobu alespon 2 hodin, dochazi
k vyrazné akumulaci proteinu pS53, jelikoz se jednd o cas potfebny k odbourani fady
intracelularnich proteint s kratkou Zivotnosti véetné MDM2, ktery oznacuje p53 k degradaci.
Jakmile burika dokon¢i déleni, ¢i prfedCasne opusti mitézu pred jejim dokoncenim, dojde diky
vysoké hladin€ p53 k zastavé bunééného cyklu v G1 fazi (Demidenko et al., 2008). Proces
mitotic slippage je vSak také Casto nasledovan postmitotickou apoptozou z divodu vyrazného
poskozeni molekuly DNA, které vede k silné indukci proteinu p53 parcialné aktivujiciho
kaspazy (Cheng a Crasta, 2017). Tuto skutecnost potvrdil Zhu et al. (2014), kdy potlaceni

poskozeni DNA a knock-down p53 siRNA transfekci vedl k vyraznému snizeni frekvence
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vyskytu postmitotické apoptdzy po oSetieni taxolem.

Nejvétsi nartst procenta buné€k zablokovanych v pozdni S/G2/M fazi ve srovnani
s kontrolou, az 2,5nasobny, byl detekovan po oSetfeni gemcitabinem. Gemcitabin je
antagonistou pyrimidinu, ktery stejné jako ostatni DNA poSkozujici cytostatika blokuje buriky
v S ¢1 G2 fazi mechanismem zahrnujicim kindzu Chk1 (Montano et al., 2017; Bukowski et al.,
2020). Co se tyce morfologie, vyvolal gemcitabin jen mirny narust velikosti jadra ve srovnani
s kontrolou diky zvySenému procentu bunek zablokovanych v pozdni S/G2/M fazi, které se
v porovnani s butkami v G1 fazi vyznacuji vét§imi rozméry jadra (Cantwell a Nurse, 2019).

Vysoky podil bunék v pozdni S/G2/M fazi byl déale detekovan po oSetfeni
nizkokoncentrovanymi roztoky doxorubicinu, ktery interkalaci a oxidativnim poSkozenim
blokuje bunky na pomezi G2 a M faze, s vinkristinem, ktery jakozto destabilizator mikrotubula
blokuje butiky vM fazi (Kim et al., 2009; Kothari et al., 2016). Podobny ucinek lze
predpokladat i u vysoce koncentrovanych roztoka téchto cytostatik, avSak z dtvodu silné
autofluorescence doxorubicinu nelze spolehlivé stanovit procentualni zastoupeni bunék
v jednotlivych fazich bunécného cyklu (Liang et al., 2018). Po oSetfeni doxorubicinem
s vinkristinem bylo detekovano tieti nejvétsi snizeni prameérné velikosti jadra a NCI ve srovnani
s kontrolou ze vSech testovanych cytostatik, pficemz pocet bun¢k v tomto pripadé klesl ve
srovnani s kontrolou téméf na tfetinu. Lze proto piedpokladat, ze vyrazné zmény v morfologii
jadra byly zpasobeny indukci apoptozy projevujici se kondenzaci chromatinu, fragmentaci
jadra a tvorbou mikrojader (Meintieres et al., 2001). Jelikoz se vinkristin spole¢né s taxolem
fadi do skupiny cytostatik zvanych vinca alkaloidy, charakteristickych pro svou schopnost
indukovat tvorbu mikrojader, 1ze u nich predpokladat zasadnéjsi vliv mikrojader na zmény
morfologie bunécného jadra nez u zbylych cytostatik.

Jak jiz bylo zminéno diive, nelze z divodu vyrazné autofluorescence doxorubicinu
a daunorubicinu a nespecifické akumulace mAG-hGemi.110 a mKO2-hCdtsp-120 v butice po
oSetfeni bortezomibem pifesné stanovit vliv té€chto cytostatik na zmény procentualniho
zastoupeni bunek v jednotlivych fazich bunécného cyklu, piestoze zdanlivé blokuji burky
v ranné S fazi (Tian et al., 2014; Liang et al., 2018; Beaumont et al., 2020). Vyrazné zvySeni
procenta bunék zablokovanych vranné S fazi vSak lze s jistotou potvrdit po oSetieni
irinotekanem, kdy byl pozorovan az téméf dvojnasobny narast procenta bunék zablokovanych
v této fazi ve srovnani s kontrolou. Irinotekan rovnéz vyvolal druhy nejvétsi pokles primeérné
velikosti jadra a paty nejvétsi pokles NCI ve srovnani s kontrolou ze vSech testovanych
cytostatik. Jelikoz bylo po oSetfeni irinotekanem detekovano vice nez dvojnasobné snizeni

poctu bunék ve srovnani s kontrolou, 1ze predpokladat, ze zmény v morfologii jadra byly stejné
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jako v pfipad€ doxorubicinu s vinkristinem zpusobeny indukci apoptozy, Cemuz nasvédcuje
Cetny vyskyt fragmentovanych jader.

Z hlediska vlivu na morfologii jadra nelze opomenout daunorubicin, jehoz
mechanismus ucinku spociva v interkalaci do molekuly DNA, produkci reaktivnich forem
kysliku a inhibici topoizomerazy II (Al-Aamri et al., 2019). Daunorubicin diky své vysoké
cytotoxicité a schopnosti indukovat apoptoézu vyvolal nejvyraznéjsi snizeni NCI a paty nejvetsi
pokles primérné velikosti jadra ve srovnani s kontrolou ze vSech testovanych cytostatik.

Jak jiz bylo zminéno dfive, je kombinace obrazové analyzy a systému FUCCI ideélni
pro studium zmeén v dynamice bunécného cyklu a morfologii jadra v realném Case. Z vysledka
je vSak zfejmé, ze tento postup skyta i fadu nevyhod. Jako hlavni omezeni systému FUCCI se
ukazala antracyklinova cytostatika doxorubicin a daunorubicin vyznacujici se ve vysSich
koncentracich intenzivni autofluorescenci zkreslujici vysledky analyzy procentualniho
zastoupeni buné€k v jednotlivych fazich bunécného cyklu. Dal§sim omezenim tohoto systému se
ukazalo cytostatikum bortezomib inhibujici proteozomalni degradaci fluorescencnich prob
mAG-hGemi.;10 a mKO2-hCdtzo-120, které se nasledné fazové nespecificky akumuluyji
v bunéném jadie a podobné jako doxorubicin a daunorubicin zkresluji vysledky analyzy
dynamiky bunééného cyklu (Beaumont et al., 2020). Je tedy ziejmé, ze pro ziskani optimalnich
vysledkti je nutné doplnit studium dynamiky bunééného cyklu pomoci obrazové analyzy
a FUCCI systému jinymi metodami umoziujicimi identifikaci jednotlivych fazi bunéného

cykluy, jako je napriklad jiz zminéna metoda prutokové cytometrie.
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7  ZAVER

V teoretické Casti bakalarské prace byla vypracovana literarni reSerSe se zamérenim na
problematiku nadorovych onemocnéni, bunécny cyklus, mechanismus uc¢inku protinadorovych
1é¢iv na bunécné urovni, rozvoj rezistence vuci konvencni chemoterapii a metody analyzy
bunééného cyklu.

V experimentalni Casti bakalaiské praci byly kombinaci obrazové analyzy a systému
FUCCI studovany zmeény v morfologii bunééného jadra a dynamice bunééného cyklu
u reportérové bunécné linie U20S-FUCCI, stabilné exprimujici fazoveé specifické
fluorescenéni proby mAG-hGemi.;io a mKO2-hCdtsp.120, po jednodenni inkubaci
s pfipravenymi roztoky vybranych cytostatik, u kterych byla MTS testem potvrzena jejich
cytotoxicita u bunétné linie U20S. Pro analyzu zmén morfologie bunécného jadra byly
vyhodnoceny zmeény jeho velikosti, indexu kulatosti a varia¢niho koeficientu indexu kulatosti.
Vliv cytostatik na dynamiku bunééného cyklu byl vyhodnocen ze zmén procentualniho
zastoupeni bunék v jednotlivych fazi bunécného cyklu.

Kombinace obrazové analyzy a FUCCI systému byla vyuzita diky moznosti vizualizace
a identifikace jednotlivych fazi bunétného cyklu v redlném case, diky Cemuz se jedna
o atraktivni metodu pro studium dynamiky bunécného cyklu v nadorovych buiikach, a to
predevsim ve spojitosti s rozvojem jejich rezistence vuci konvenéni chemoterapii.

I ptes zminéné nedostatky kombinace obrazové analyzy a systému FUCCI ke studiu

morfologie jadra a dynamiky bunécného cyklu lze fici, ze cile prace byly uspesné splnény.
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9  PRILOHY

9.1 Seznam priloh

Priloha 1: Schéma zasobni desticky s roztoky testovanych cytostatik

Priloha 2: Schéma zasobni desticky s pouzitymi kontrolami

Priloha 3: Schéma 384-jamkové pracovni desticky pro MTS test s vyznaenymi pozicemi
jednotlivych cytostatik

Priloha 4: Schéma 384-jamkové pracovni desticky pro MTS test s vyslednymi koncentracemi
roztokd testovanych cytostatik (koncentrace uvedeny v pmol 1)

Priloha 5: Schéma 384-jamkové Cell Carrier pracovni desticky pro obrazovou analyzu
s vyznacenymi pozicemi jednotlivych cytostatik

Priloha 6: Schéma 384-jamkové Cell Carrier pracovni desticky pro obrazovou analyzu

s vyslednymi koncentracemi roztokd testovanych cytostatik (koncentrace uvedeny pmol-1")
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Priloha 1: Schéma zéasobni desticky s roztoky testovanych cytostatik.

1 2 3
A - Irinotekan 10 mmol 1! 1 mmol-1! 0,1 mmol-1'!
B - Gemcitabin 10 mmol-1"! 1 mmol-1! 0,1 mmol-1'!
C - Etoposid 10 mmol 1" 1 mmol-I"! 0,1 mmol-1'!
D - Oxaliplatina 10 mmol-I'! 1 mmol-I'! 0,1 mmol-1'!
E - Methotrexat 10 mmol-1"! 1 mmol-1! 0,1 mmol-1'!
F - Dexomethason 10 mmol-1"! 1 mmol-1! 0,1 mmol-1'!
G - Mitoxantron 10 mmol-1"! 1 mmol-1! 0,1 mmol-1'!
H - Bleomycin 70 pmol 1" 7 pmol 1! 0,7 umol-1'!
I - Daunorubicin 10 mmol-1"! 1 mmol-1'! 0,1 mmol-1!
J - 5-Fluoruracil 10 mmol-1"! 1 mmol-1! 0,1 mmol-1'!
K - Doxorubicin 10 mmol-1"! 1 mmol-1'! 0,1 mmol-1!
L - Taxol 1 umol-1"! 0,1 pmol-1'! 0,01 pmol-1'!
M - Vinkristin 0,1 pmol-1'! 0,01 pmol-1'! 0,001 pmol-1'!
N - Mitomycin C 10 pmol 1" 1 pmol 1! 0,1 pmol-1'!
O - Hydroxyurea 10 mmol 1" 1 mmol-I"! 0,1 mmol-1'!
P - Teniposid 10 mmol-I'! 1 mmol-I'! 0,1 mmol-1'!

Priloha 2: Schéma zasobni desticky s pouzitymi kontrolami.

1
A DMSO Mitomycin C (30 mmol-1)
B Actinomycin D (0,8 mmol-1")




Priloha 3: Schéma 384-jamkové pracovni desticky pro MTS test s vyznaCenymi pozicemi jednotlivych cytostatik.
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Legenda: 1 - Irinotekan, 2 - Gemcitabin, 3 - Etoposid, 4 - Oxaliplatina, 5 - Methotrexat, 6 - Dexomethason, 7 - Mitoxantron, 8 - Bleomycin, 9 - Daunorubicin,
10 - 5-Fluoruracil, 11 - Doxorubicin, 12 — Mitomycin C, 13 - Teniposid, 14 - Hydroxyurea, 15 - Taxol, 16 - Vinkristin, DMSO - dimethylsulfoxid,
MIT.C - mitomycin C, ACT.D - aktinomycin D.



Priloha 4: Schéma 384-jamkové pracovni desticky pro MTS test s vyslednymi koncentracemi roztoku testovanych cytostatik.

(koncentrace uvedeny v pmol-1!).

3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

M I T. C - - - = - - -
50,000 | 12,500 | 3,333 | 0,749 | 0,167 | 0,049 | 0,017 | 3,483 - 10" | 8,739 -10% | 2,333 - 102 | 5246 - 103 | 1,167 -10° | 3,498 -10* | 1,167 - 10*
50,00 | 12,500 | 3,333 | 0,749 | 0,167 | 0,049 | 0,017 | 3,483 - 10" | 8,739 - 102 | 2,333 - 102 | 5,246 - 103 | 1,167 - 10° | 3,498 - 10* | 1,167 - 10*
50,000 | 12,500 | 3,333 | 0,749 | 0,167 | 0,049 | 0,017 50,000 12,500 3,333 0,749 0,167 0,049 0,017
50,000 | 12,500 | 3,333 | 0,749 | 0,167 | 0,049 | 0,017 50,000 12,500 3,333 0,749 0,167 0,049 0,017
50,000 | 12,500 | 3,333 | 0,749 | 0,167 | 0,049 | 0,017 50,000 12,500 3,333 0,749 0,167 0,049 0,017
50,000 | 12,500 | 3,333 | 0,749 | 0,167 | 0,049 | 0,017 50,000 12,500 3,333 0,749 0,167 0,049 0,017
50,000 | 12,500 | 3,333 | 0,749 | 0,167 | 0,049 | 0,017 50,000 12,500 3,333 0,749 0,167 0,049 0,017
50,000 | 12,500 | 3,333 | 0,749 | 0,167 | 0,049 | 0,017 50,000 12,500 3,333 0,749 0,167 0,049 0,017
50,000 | 12,500 | 3,333 | 0,749 | 0,167 | 0,049 | 0,017 50,000 12,500 3,333 0,749 0,167 0,049 0,017
50,000 | 12,500 | 3,333 | 0,749 | 0,167 | 0,049 | 0,017 50,000 12,500 3,333 0,749 0,167 0,049 0,017
50,000 | 12,500 | 3,333 | 0,749 | 0,167 | 0,049 | 0,017 50,000 12,500 3,333 0,749 0,167 0,049 0,017
50,000 | 12,500 | 3,333 | 0,749 | 0,167 | 0,049 | 0,017 50,000 12,500 3,333 0,749 0,167 0,049 0,017
50,000 | 12,500 | 3,333 | 0,749 | 0,167 | 0,049 | 0,017 50,000 12,500 3,333 0,749 0,167 0,049 0,017
50,000 | 12,500 | 3,333 | 0,749 | 0,167 | 0,049 | 0,017 50,000 12,500 3,333 0,749 0,167 0,049 0,017




Pokracovani Priloha 4: Schéma 384-jamkové pracovni desticky pro MTS test s vyslednymi koncentracemi roztoku testovanych cytostatik.

(koncentrace uvedeny v pmol-1"")

17 18 19 20 21 22 23
2,439 - 102 6,129 - 1073 1,498 - 1073 4,165 - 104 8,333 - 10° 2,499 - 107 4,998 - 106
2,439 - 102 6,129 - 1073 1,498 - 1073 4,165 - 104 8,333 - 10° 2,499 - 107 4,998 - 106
2,439 - 107 6,129 - 10 1,498 - 10 4,165 - 10 8,333 - 10°° 2,499 - 106 4,998 - 107
2,439 - 107 6,129 - 10 1,498 - 10 4,165 - 10 8,333 - 10°° 2,499 - 106 4,998 - 107




Priloha 5: Schéma 384-jamkové Cell Carrier pracovni desticky pro obrazovou analyzu s vyznacenymi pozicemi jednotlivych cytostatik.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1 1 1 1 1 1 1 1 16 16 - -
B 2 2 2 2 2 2 2 2 17 17 17 17
C 3 3 3 3 3 3 3 3 ; _ - .
D 4 4 4 4 4 4 4 4 - - - -
E _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
F 5 5 5 5 5 5 5 5 - - _ _
G 6 6 6 6 6 6 6 6 ; _ _ -
H 7 7 7 7 7 7 7 7 - - _ -
I 8 8 8 8 8 8 8 8 - - _ -
J 9 9 9 9 9 9 9 9 ] _ _ _
K 10+11 | 10+11 | 10+11 | 10+11 | 10+11 | 10+ 11 | 10+ 11 | 10+11 - - - -
L 12 12 12 12 12 12 12 12 - _ ; _
M ) ) ) ) ) ) ) ) i} i} i} i}
N 13 13 13 13 13 13 13 13 - - - -
0 14 14 14 14 14 14 14 14 - _ ; _
P 15 15 15 15 15 15 15 15 - - - -

Legenda: 1 - Irinotekan, 2 - Gemcitabin, 3 - Etoposid, 4 - Oxaliplatina, 5 - Dexamethason, 6 - Mitoxantron, 7 - Bleomycin, 8 - Daunorubicin, 9 - 5-Fluoruracil,

10 + 11 - Doxorubicin + Vinkristin, 12 - Taxol, 13 - Mitomycin C, 14 - Hydroxyurea, 15 - Teniposid, 16 - Palbociclib, 17 — Bortezomib




Priloha 6: Schéma 384-jamkové Cell Carrier pracovni desti¢ky pro obrazovou analyzu s vyslednymi koncentracemi roztoku testovanych cytostatik

(koncentrace uvedeny v pmol-1"!, vinkristin a taxol v pmol-1")

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 13,98 13,98 28,92 28,92 114,67 114,67 272,37 272,37 2,00 2,00 - -
B 0,10 0,10 0,30 0,30 1,10 1,10 2,69 2,69 49,75 49,75 24,94 24,94
C 3,00 3,00 6,00 6,00 23,94 23,94 58,65 58,65 - - - -
D 23,94 23,94 4777 4777 188,38 188,38 272,37 272,37 - - - -
E _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
F 24,94 24,94 49,75 49,75 196,08 198,08 272,37 272,37 - - - -
G 0,10 0,10 0,20 0,20 0,60 0,60 1,60 1,60 - - - -
H 0,03 0,03 0,06 0,06 0,24 0,24 0,60 0,60 - - - -
I 0,10 0,10 0,20 0,20 0,70 0,70 1,80 1,80 - - - -
J 5,00 5,00 10,00 10,00 39,84 39,84 99,01 99,01 - - - -
K| 040+010 | 040+0,10 | 080+0,10 | 080+0,10 | 3,00+040 | 3,00+040 | 7,50+099 | 7,50 +0,99 - - - -
L 10,00 10,00 30,00 30,00 110,00 110,00 280,00 280,00 - - - -
M - - - - - - - - - - - -
N 1,00 1,00 2,00 2,00 8,99 8,99 22,95 22,95 - - - -
§) 30,90 30,90 61,62 61,62 243,90 243,90 272,37 272,37 - - - -
P 24.94 24.94 49,75 49,75 196,08 196,08 272,37 272,37 - - - -







