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CILE PRACE

e \/ypracovat literarni resSersi pojednavajici o 1ékové rezistenci, ABC transportérech
a kolateralni senzitivité¢ u naddorovych bun¢k.

e Ovetit expresi ABCCI transportéru u bunéénych linii K562 a A549.

e Zjistit, zda verapamil a chrysin indukuji eflux glutathionu (GSH) do média u
bunécnych linii K562 a A549.

e Studovat, zda verapamil a chrysin ovliviiuji intracelularni obsah GSH u
bunéénych linii K562 a A549.

e Zjistit, jestli verapamil a chrysin ovliviiuji oxidativni stres u buné¢nych linii K562
a A549.

e Studovat vliv verapamilu a chrysinu na inhibici proliferace a indukci buné¢ného
cyklu u bunéénych linii K562 a A549.



1 UVOD

Nadorova onemocnéni jsou V dne$ni dobé jednou z nejéastéjSich pii¢in umrti. Z toho
diivodu jsou i nadéle hledana protinaddorova l1éciva, kterd by se jevila jako U¢inngjsi a
mén¢ Skodliva pfi 1é€be¢ téchto onemocnéni. Tradi¢ni protinadorova léc¢iva, kterd méla
cytotoxické ucinky, indukovala apoptéozu u nadorovych i normalnich bunék. Nové
poznatky Vv biologii nadoru vSak pfinesly cilenou chemoterapii zalozenou na hlubsim
pochopeni molekularnich mechanismt, které jsou pfi¢inou vzniku nadorovych
onemocnéni (Joo et al., 2013). Ackoliv tento druh chemoterapie pfinesl zkvalitnéni
lé¢by pro pacienty S rdznymi druhy nadorovych onemocnéni, ani tato protinadorova
terapie se nevyhnula vzniku mnohocetné 1ékové rezistence (MDR).

MDR je jednou ze zakladnich pfi¢in selhani chemoterapie. Senzitivni nadorové
bunky se v disledku této lékové rezistence stavaji odolné vuci cytotoxickym a
cytostatickym ucinkiim pouzitych protinadorovych 1é¢iv (Lage, 2008). K rozvoji MDR
mize dojit v disledku nejriznéjSich mechanismu, jednim z nich je zvySena exprese
ATP binding cassette (ABC transportérti), které mohou vyrazné snizit intracelularni
koncentraci protinadorového 1éCiva a tim i ptispét ke snizeni jeho cytotoxického uéinku
(Gottesman et al., 2002).

Se vznikem MDR jsou nejcastéji spojovany tii ABC transportéry (ABCC1, ABCBI,
ABCG2). Vzhledem ke zjisténi, ze nadmérna exprese téchto transportérd souvisi se
snizovani u¢innosti podavanych chemoterapeutik, byla vyvijena snaha nalézt 1éCiva,
ktera by blokovala tyto transportni proteiny. Jednou ze strategii byla aplikace inhibitora
ABC transportéri. Problémem spojenym s témito inhibitory byla nespecifita vuci
buitkdm s MDR a blokace transportérti i V jinych tkanich. Pouziti inhibitori ABC
transportéri mélo sice velky uspéch v in vitro experimentech, nicméné v klinickych
studiich naprosto selhalo. Ztoho divodu byly hledany dalsi strategie, které by
pfekonaly MDR u nadorovych bunék. Jednou z nalezenych alternativnich strategii se
stal jev zvany kolateralni senzitivita (CS) (Laberge et al., 2007; Hall et al., 2009).

Termin CS byl poprvé pouzit v mikrobiologii (Szybalski a Bryson, 1952) a bstejny
jev byl pozorovan i u sav¢ich bunék exprimujicich ABC transportéry. Mechanismus CS
je velmi dobfe popsan u bun¢k exprimujicich ABCCI1 transportér, kterym se zabyvame i

v piedlozené diplomové praci (Hall et al., 2009; Pluchino et al, 2012).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Cilena protinadorova lécba

Pro 1é¢bu nadorovych onemocnéni jsou vyuzivany rizné terapeutické pfistupy jako
chirurgické zakroky, radioterapic a chemoterapie. V posledni dobé se stale Castéji
setkdvame s novym typem protinadorovych 1é¢iv zaméienych na specifické vlastnosti
nadorové buiiky. Tato 1éCiva se snazi zmirnit nezddouci u€inky na zdravé tkané obvykle
u pouziti béznych cytostatik. VySe popsana 1é¢iva jsou oznaCovana jako cilena
chemoterapeutika.

Cilena chemoterapie je definovana jako typ 1é¢by blokujici rist nadorovych bunék
mechanismem interference se specifickymi molekulami bungk, které jsou potiebné pro
rista rozvoj nadorti. Tato chemoterapie se momentalné jevi jako ucinngj$i a méné
Skodliva, nez je chemoterapie systémova. Systémova chemoterapie byla na rozdil od
cilené chemoterapie zametena hlavné na zvySenou proliferaci nddorovych bunék.

Ulohou cilené chemoterapie je blokovat specifické cesty, které souvisi s rozvojem a
rastem nadoru, dale blokovani specifickych enzymi a receptort rustovych faktort
podilejicich se na proliferaci nadorovych bunék nebo modifikace funkce proteintl, které
reguluji expresi gend (Joo et al., 2013).

Mezi dva hlavni typy cilené chemoterapie zahrnujeme ,malé molekuly” a
monoklonalni protilatky. Pojmem ,malé molekuly” jsou oznaCovany organické
nizkomolekularni latky (do 800 Da), které jsou navrZeny tak, aby interferovaly se
signalnimi drahami nadorové buiky. Témér vSechny tyto latky maji inhibi¢ni vlastnosti.
Typickym piikladem téchto molekul jsou inhibitory tyrosinovych kinas (TKI), mezi
které fadime imatinib a gefitinib (Joo et al., 2013). TKI byly vyvinuty proto, aby
zamezily neregulované aktivaci tyrosinovych kinas prostfednictvim mechanismi jako
jsou bodové mutace nebo nadmérni exprese, které mohou vést k riznym formam
nadorovych onemocnéni (Steeghs et al., 2007).

Dal$im typem latek fadicich se do této skupiny jsou inhibitory BCL-2 proteini
nazyvané jako BH3 mimetika. Tyto latky napodobuji domény BCL-2 homologie 3
(BH3) proapoptotickych ¢lenti rodiny BCL-2 a neutralizuji antiapoptotické proteiny
vazbou na hydrofobni ¢asti umisténé na povrchu BCL-2 proteint (Zhang et al., 2007,
Joo et al., 2013).



Druhym typem cilené chemoterapie je pouziti monoklondlnich protilatek. Do této
skupiny fadime protilatky, kterd se vazou na antigen specificky pro nddorovou burku.
Mezi pouzivané monoklonalni protilatky patéi napf. bevacizumab a cetuximab.
Bevacizumab je cileny na vaskularni endotelidlni rastovy faktor a pouziva se pii 1éCbe
kolorektalntho karcinomu, metastatického karcinomu ledvin a multiformniho
glioblastomu. Cetuximab je cileny na epidermalni ristovy faktor a pouziva se také pii
1écbé metastatického kolorektalniho karcinomu. Dalsi terapeutickou aplikaci
monoklonalnich protilatek je jejich podavani ve formé konjugatu protilatka-lécivo. Tato
technologie poskytuje Sirsi terapeuticky rozsah zaméteny na nadorové bunky a snizeni
potencialniho vedlejsiho cytotoxického ucinku 1éciva (Joo et al., 2013).

Chemoterapie je klicovou slozkou k 1é€b&é naddorovych onemocnéni a zlepSeni jeji
terapeutické UCinnosti se miZze pifimo promitnout do zvysSeni preziti pacientl
s nadorovym onemocnénim. Pfestoze cilena chemoterapie ptinesla zkvalitnéni 1é¢by pro
pacienty s riznymi typy nadorovych onemocnéni, potyka se i tento typ chemoterapie se

vznikem lékové rezistence.

2.2 Lékova rezistence

Jednou ze zavaznych komplikaci pii pouziti chemoterapie a pfic¢inou jejiho selhani je
schopnost nadorovych bun¢k odolavat cytotoxickym lé€iviim. JiZ pfi prvni 1écbé mohou
byt maligni populace buné€k rezistentni vii¢i chemoterapii. V tomto pfipadé se jedna o
primarni (pfirozenou) rezistenci. Druhym typem rezistence je rezistence sekundarni
(ziskand), kterd vzniké az v prib&hu cytostatické 1écby. Pivodni bunky citlivé na léciva
se stavaji rezistentnimi a G¢innost 1écby se tak snizuje. Pokud pfi ztraté citlivosti na
jedno 1é¢ivo dochazi soucasné ke vzniku rezistence na jina 1é¢iva s podobnou strukturou
a mechanismem uc¢inku, mizeme mluvit o tzv. zkiizené rezistenci (Skovsgaard, 1978).
Ackoli se pouziti chemoterapie zda byt slibné pro 1écbu nadorovych onemocnéni, jeji
vyznamnou piekdzkou zustdva schopnost rakovinovych bunék odoldvat rlznym
protinddorovym lécivim liSicich se ve struktufe i mechanismu Uc¢inku. Tento jev je
nazyvan jako MDR (Thomas et al., 2003; Choi, 2005;). Termin MDR byl poprvé pouzit
v oblasti antibiotické rezistentni infekce a nasledné byl vyuzit i ve spojeni
s protinadorovou lécbou (Bolhuis et al., 1997; Baguley, 2010). Po objeveni MDR u
nadorovych bun€k je vétSinou navySena davka daného léciva, avSak pro prekonani
rezistence je navyseni 1éCiva neucinné. ZvysSend davka 1éciva ma na pacienta az toxické
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ucinky a lékovou rezistenci mize naopak povzbuzovat. MDR tedy vyrazné omezuje
ucinnost chemoterapie (Choi, 2005; Thomas et al., 2003).

Nekteré druhy nadorovych onemocnéni, jako jsou gastrointestinalni a rendlni
karcinomy, do zna¢né miry nereaguji na chemoterapii a maji vysoky stupen pfirozené
MDR. Zatimco leukémie a lymfomy, karcinomy prsu a vajeéniku casto reaguji na
pocatecni 1écbu, avsak v prubéhu 1écby ziskavaji MDR. MDR na protinadorova 1éCiva
je proto zavaznym zdravotnim problémem, ktery velmi Casto ovliviiuje u¢innost 1éCby
nadorovych onemocnéni (Hamed et al., 2019). K vyvoji novych terapeutickych ¢inidel,
ktera by mohla ptekonat MDR, bylo potieba identifikovat rizné mechanismy vzniku
MDR, mezi které fadime:

a) vznik mutaci molekularnich cild, které vyrazné snizuji citlivost nadorti vici
lé¢ivam,
b) zvysena aktivita gent, které ovliviuji detoxikaci 1é¢iv,
C) pozménéna regulace bunééné smrti (apoptozy),
d) zvysena exprese ABC transportéri a s tim spojena zména transportu 1é¢iv ven
Z bunky,
e) porucha bunééného cyklu a zvysena oprava DNA.
Ze jmenovanych mechanismt, které jsou pfic¢inou vzniku MDR, je jednim z nejlépe
prostudovanych mechanismt zvySena exprese ABC transportérti (Gottesman et al.,

2002; Gillet a Gottesman 2009).

2.3  ABC transportéry

2.3.1 Vlastnosti ABC transportéra

ABC transportéry ptedstavuji jednu znejvétSich rodin membranovych proteina
ptritomnych jak v prokaryotech, tak eukaryotech (Kathawala et al., 2015). V soucasné
dobé bylo izolovano a identifikovano 48 ¢lent rodiny ABC transportéri (Glavinas et
al., 2004; Gottesman et al., 2001; Hung, 2007) a rozdéleno do sedmi podskupin A-G
(Tiwari et al., 2011; Wu et al., 2011). Za fyziologickych podminek tyto transportéry
prepravuji endogenni substraty (napt. aminokyseliny, sacharidy, lipidy) a exogenni
substraty (napt. xenobiotika, 1éciva) pres biologické membrany za pomoci hydrolyzy
adenosintrifosfatu (ATP) (Fromm, 2004).



2.3.2 Struktura ABC transportéra

Stavba riaznych efluxnich ABC transportéri umisténych v bunééné membrané je
obdobna. Transportéry se skladaji z transmembranovych domén (TMD), z nichz kazda
obsahuje celou fadu transmembranovych a-helixii a domén navazujicich nukleotidy
(NBD). Sekvenc¢ni identita NBD mezi bakteridlnimi a eukaryotickymi transportéry je
30-50 % (Wilkens, 2015). Zatimco TMD je misto, kde se na transportér vaze substrat,
tak NBD vykazuje aktivitu ATPasy, ktera hydrolyzuje molekuly ATP, aby poskytla
energii potiebnou pro proces odtoku substratu (1é¢iva) proti koncentracnimu gradientu
do extracelularniho prostoru (Avendafio et al., 2015; Gottesman et al., 2006; Yu et al.
2016). Dosud objevené ABC transportéry jsou bud’ uplné nebo polovi¢ni transportéry,
které dimerizuji za vzniku Uplnych funkénich transportnich jednotek. U bakterii je
kromé ¢tyt hlavnich domén pifidana podjednotka, kterd je zodpovédna za zachyceni
transportniho substratu a za jeho dodani do vazebného mista TMD. V Gram negativnich
bakteriich jsou pomocné jednotky o velikosti 30-50 kDa nachdazejici se v periplasmé.
V Gram pozitivnich bakteriich jsou pomocnymi jednotkami lipoproteiny ukotvené na
vngjsi strané plazmatické membrany. U eukaryot je vétSina ABC transportérii tvofena
jedinym polypeptidem, ktery obsahuje ¢ty funkéni podjednotky (Wilkens, 2015).

Z hlediska MDR nédorovych bunék byly podrobné zkoumany tfi efluxni transportéry
ABCB1 (P-gp, MDR1), ABCC1 (MRP1) a ABCG2 (BCRP, protein mitoxantronové
rezistence MXR).

2.3.3 Mechanismus prenosu substratu

Az na né€kolik vyjimek dochazi k prenosu substrati ABC transportéry proti chemickému
gradientu. Tento proces vyZaduje hydrolyzu ATP jako ,,hnaci silu“. Za fyziologickych
podminek funguji ABC transportéry v jednom sméru. Bud pifenaSeji latky pies
plazmatickou membranu do bunky, nebo z buiikky ven (Wilkens, 2015).

Ptenos substratu ABC transportérem je zahdjen vazbou substratu na TMD. TMD ma
vysokou afinitu Kk substratu a nachazi se v oteviené konformaci. Nasledné dochazi
k vazbé dvou molekul ATP a k dimerizaci NBD. NBD se nachazi v uzaviené
konformaci. Translokaci substratu podpofii hydrolyza prvni molekuly ATP, ktera vyvola

zménu konformace (Kreimer et al., 2000). Uzavienou konformaci NBD zméni na



konformaci otevienou hydrolyza druhé molekuly ATP. Dochéazi k uvolnéni fosfatu a

adenosindifosfatu (ADP) (Obr. 1, Rees et al., 2009).

r, @ uvolnéni substratu

vné

uvnit¥

vazba substratu

Oteviena konformace Uzaviena konformace Gor  uvolnéni ADP+Pi

Obr. 1 Schématicky znazornény mechanismus pienosu substratu. Substrat se vaze na TMD
nachazejici se v oteviené konformaci. V dal§im kroku dochazi k vazbé dvou molekul ATP a
nasledné je dimerizovana NBD a vytvofi se uzaviena konformace. Konformaéni zména na
TMD je vyvolédna hydrolyzou prvni molekuly ATP. Hydrolyza ATP podpoii i translokaci
substratu. P#i hydrolyze druhé molekuly ATP se zméni uzaviena konformace NBD na
otevienou. V poslednim kroku dochazi k uvolnéni fosfatu a ADP (upraveno dle Aquilino et al.,
2019).



2.3.4 ABC transportéry spojeny S mnohocetnou lékovou rezistenci

Nékteti ¢lenové rodiny ABC transportérii jsou zodpovédni za vznik MDR (Obr. 2).
Zejména jsou v této souvislosti zminovany ABCC1, ABCB1 a ABCG2.

Zmény efluxu 1é¢iva v disledku ABCB1, ABCC1 a ABCG2 byly prokazany in vitro
(Ambudkar et al., 1999; Gottesman et al., 2002). Tyto proteiny mohou aktivné
transportovat Ié¢iva z bunék, a tak snizovat jejich mnozstvi, které se mize hromadit v
nadorové bunce. Bylo zjisténo, Ze exprese ABC transportnich proteinti koreluje
s rezistenci vici chemoterapii in vitro a protinadorové 1é¢ivo CTP-11 s jeho aktivnim
metabolitem SN-38 jsou cilem ABC transportéri (Goldman, 2003; Thomas et al.,
2003).

AKtivni ABC transportér
(buiiky s MDR)

o

9o
Protinidorové 1é¢ivo O EFLUX

Nizsi intraceluldrni hladina 1é¢iva

Obr. 2 Schématické znazornéni mnohocetné 1ékové rezistence (MDR) v nadorovych buikach
s efluxem lé¢iva zprostiedkovanym ABC transportérem (upraveno dle: Avendafio et al., 2015).



2.3.4.1 ABCB1

ABCB1 (Obr. 3) byl prvnim efluxnim proteinem, ktery byl identifikovan v buiikach
vajeénikt ¢inského kiecka v roce 1976 (Juliano a Ling, 1976). Jedna se o 170 kDa
protein, ktery je exprimovan v jatrech, placenté, ledvinach, stievech a mozku, kde ma
detoxikacni a transportni fyziologické funkce. ABCBI1 je nejstudovangjsim efluxnim
proteinem, odpovida za eflux asi poloviny celkového poctu protinadorovych 1éciv
(Avendaiio et al., 2015). V nadorovych bunkach s nadmérnou expresi ABCB1 udé€luje
MDR buiikkam fenotyp proti tradicnim chemoterapeutickym 1é¢ivim s nesouvisejicimi
chemickymi strukturami a variabilnimi mechanismy uc¢inku, mezi tyto léCiva patii
doxorobicin, paclitaxel, vinblastin a mnoho dalsich (Loo et al., 2005).

Lidsky transportni protein ABCB1 obsahuje 1280 aminokyselinovych zbytka tvotici
dvé podobné casti. Kazda z téchto dvou ¢asti obsahuje jednu TMD se Sesti a-helixy
(TMD1, TMD2) a hydrofilni NBD (NBD1, NBD2) (Obr. 3). Vazba substratu (IéCiva)
ABCB1 na TMD zptsobuje naslednou hydrolyzu molekuly ATP vedouci ke
konforma¢ni zméné tvaru transportéru, ktery transportuje 1é¢ivo ven z buniky (Hyde et
al., 1990; Karthikeyan et al., 2015). Tento jev je piekazkou pro intracelularni akumulaci
1é¢iv a pro dosazeni uc¢inné chemoterapie. Piedpoklada se, ze ABCB1 by mohl vazat a
exportovat strukturné odlisna 1éc¢iva. Jeho hlavni fyziologickou funkci by méla byt

ochrana bunék pted lipofilnimi toxiny (George a Jones, 2012).

2.3.4.2 ABCC1

ABCCI je transportni protein o velikosti 190 kDa, poprvé byl nalezen u antracyklin-
rezistentnich bunéCnych linii H69AR a HL60. Tento protein je pfitomen na
bazolateralnim povrchu epitelidlni membrany a vylucuje rizné endogenni i exogenni
latky (Bakos et al., 1998; Cole et al., 1992; Kruh et al., 2003). Je exprimovan témét ve
vSech tkanich. Ac¢koli podobnost mezi aminokyselinovou sekvenci ABCB1 a ABCC1 je
jen 15 %, rezistence u obou proteint se vyznamné piekryva (Leschziner et al., 2006).
Struktura ABCC1 (Obr. 3) obsahuje tti TMD (TMDO, TMD2, TMD3) a dvé
cytoplasmatické NBD. N¢ktera chemoterapeuticka 1é¢iva jako doxorubicin, topotekan a
vinkristin jsou substraty ABCC1 v nadorovych buiikach (Kathawala et al., 2015). Na
rozdil od ABCBI1 vSak nevykazuje tento transportér efluxni aktivitu vic¢i taxantim

(Morrow et al., 2006). Mezi substraty ABCC1 fadime napt. konjugaty organickych



aniontt, nukleosidové analogy a mnoho dalSich (Mao et al., 2005; Sun et al., 2012;
Wang et al., 2014).

2.3.5 ABCG2

ABCG?2 je prvni znamy polovi¢ni transportér o velikosti 72 kDa obsahujici pouze jednu
TMD a jednu NBD (Obr. 3). Tento transportni protein je aktivni pouze po
homodimerizaci nebo oligodimerizaci se sebou samym nebo jinymi transportéry
(Ejendal et al., 2002; Goler-Baron et al.,, 2011). Poprvé byl identifikovan a
charakterizovan u bunécéné linie karcinomu prsu (MCF7) (Doyle et al., 1998;
Karthikeyan et al., 2015). ABCG2 je exprimovan v bunéénych membranach tenkého
stfeva, placenty, mozku, prostaty, vaje¢nikti a Vv mnoha typech nadorovych bunék. Mezi
substraty ABCG2 fadime Siroké spektrum protinadorovych 1é¢iv (TKI), sulfatové a
glukuronidové konjugaty steroli a xenobiotik, pfirodni slouceniny a toxiny,
fluorescenéni barviva, fotosenzibilizatory a antibiotika).

Mutace v genu ABCG2 produkuji odlisné substratové preference pro mutantni i
v poloze 482 (Chen et al., 2003). Arginin je umistén na karboxylovém konci tietiho
transmembranového segmentu membranové domény, kde vazba substratu je
pravdépodobné zpisobena tvorbou solnych mustkti (Mao et al., 2005). Tyto mutace
zpiisobuji konformaéni zmény, a méni také schopnost vazby 1é¢iv a efluxni kapacitu

transportéru (Dai et al., 2009; Pozza et al., 2006).
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Obr. 3 Schematicky znazornéné struktury hlavnich ABC transportéru zapojenych do
mnohodetné 1ékové rezistence (MDR) (upraveno dle Avendaiio et al., 2015).

2.3.6 Modulatory ABC transportéri

Vzhledem k tomu, ze nadmérna exprese ABCB1, ABCC1l a ABCG2 v nadorovych
bunikdch mize byt pfi¢inou MDR, existovala neustala snaha vyvinout terapii, ktera by
MDR v nadorovych bunkach zvratila (Kathawala et al., 2015).

Jedna ze strategii pro piekonani MDR v bunkéch se zvySenou expresi ABC
transportéru je pouziti 1éCiv spolen¢ s MDR modulatory. Tyto latky patii mezi
inhibitory ABC transportérti, které mohou byt pouzity ke zvySeni biologické
dostupnosti nebo napft. pro prinik riznych 1é¢iv do mozku (Choi, 2005, Liscovitch et
al., 2002).

MDR modulatory jsou slouc¢eniny, které inhibuji ABC transportéry, a tim snizuji
odolnost bun€k vici cytostatikim (Miiller et al., 2000). Tyto latky se déli do n€kolika
skupin. Skupina inhibitord prvni generace obsahuje antagonisty kalmodulinu, steroidy,
inhibitory kinasy C, indolové alkaloidy a detergenty. Mezi nejdiive objevené
modulatory ABC transportért prvni generace fadime verapamil a cyklosporin A (Coley,
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2010; Tan et al., 2000; Leonardo et al., 2003; Szakacs et al., 2006). 1 kdyz tyto
slouceniny vykazovaly ucinnost v pfedklinickych studiich, v klinickych studiich nebyly
proti MDR ucinné (Coley, 2010). Verapamil v davkach pouzivanych pii 1écbeé proti
MDR produkoval kardiotoxicitu (Dalton et. al., 1995).

Verapamil (Obr. 4) je fenylakylaminovy antagonista vapniku typu L. V klinické
praxi nejcastéji pouzivany pro lécbu hypertenze (Prisant, 2001). Verapamil vykazuje
komplexni interakci s P-gp, je schopen stimulovat aktivitu ATPasy pii nizkych
koncentracich (Ambudkar et al., 1999; Laberge et al., 2009). Byl poprvé rozpoznan
jako chemosenzibiliza¢ni 1é¢ivo v roce 1981 (Tsuruo et al., 1981).

Problémem prvni generace inhibitort je jejich nizka specifita, pomérné nizka
ucinnost a toxicita v davkach potiebnych pro inhibici. Latky patfici do této skupiny
funguji na principu kompetitivni inhibice (Twentyman et Bleehen, 1991)

K vyfeSeni problému spojenych s 1éCivy prvni generace byly slouceniny valspodar
(PSC833, analog cyklosporinu A) a dal$i navrzeny tak, aby cilily na specifické
transportéry zpusobujici vznik MDR. Latky, fadici se do této skupiny vykazovaly vyssi
ucinnost, problémem i nadéale zlstala jejich nizkd specifita. Valspodar, ktery se fadi do

této skupiny latek, ma az desetkrat vyssi G¢innost nez cyklosporin A.

O—CHjs
H3C, Q
H3C_O H3C CH3 N CH3
0O
/
H4C

Obr. 4  Chemickd  struktura  verapamilu  (2-(3,4-dimethoxyphenyl)-5-{[2-(3,4-
dimethoxyphenyl)ethyl](methyl)amino}-2-(propan-2-yl)pentanenitrile) (ptevzato z
https://en.wikipedia.org/wiki/Verapamil#/media/File:Verapamil _structure.svg).
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Inhibitory druhé generace funguji stejné jako inhibitory prvni generace na principu
kompetitivni inhibice. Na rozdil od MDR modulatorit prvni generace, maji MDR
moduléatory druhé generace nizkou afinitu k ABC transportérim. MDR modulétory
druhé generace byly ucinnéjsi nez léciva pattici do prvni generace, pokud byly pouzity
s konven¢nimi chemoterapeutickymi 1é¢ivy (Nobili et al., 2006; Nobili et al., 2012).
Kromé toho mély MDR modulatory druhé generace lepsi biologickou dostupnost a byly
méng¢ toxické ve srovnani s modulatory prvni generace (Goldman, 2003).

Inhibitory tieti generace byly vyvinuty na zaklad¢ kvantitativniho vztahu mezi
strukturou a aktivitou i K pfekonani problémut spojenych s inhibitory prvni a druhé
generace (Nobili et al., 2006; Nobili et al., 2012; Thomas et al., 2003).

MDR modulatory tieti generace jako elacridar, laniquidar, zosuquidar a tariquidar,
vykazuji vysokou specifitu a nizkou toxicitu. Maji také vysokou tu¢innost na ABCBI jiz
pfi nanomolarnich koncentracich. Jmenované slouc¢eniny inhibuji i ABCC1 a ABCG2 a
funguji na principu nekompetitivni inhibice (Fracasso et al., 2004; Szakacs et al., 2006).

Kromé vyse uvedenych MDR modulatorti bylo v poslednim desetileti provedeno i
nckolik studii a zjisténo, ze ABC transportéry mohou byt inhibovany TKI z rGznych
pfirodnich a moiskych sloucenin. Tyto slouceniny jsou jak strukturné, tak
mechanismem ucinku odlisné od MDR modulatort tieti generace. V posledni dob¢ bylo
objeveno mnozstvi 1é¢iv, které moduluji ABC transportéry. Studie ukazaly nejen
presvéd¢ivé vysledky in vitro a in vivo, ale nekteré znich i vyznamnou uc¢innost
v klinické praxi (Kelly et al., 2012; Kunz et al., 2012; Zhang et al., 2014).

Mechanismy pasobeni MDR modulatortt v nddorovych buiikach nesoucich MDR
byly shrnuty do Sesti bodi (Obr. 5). MDR modulator mize byt rozpoznan jako
transportni substrat, ktery je prendSen za hydrolyzy ATP. Pfi tomto jevu dochazi ke
zvySovani intracelularni hladiny léciva. Druhym mechanismem plsobeni MDR
modulatoru miize byt kompetitivni inhibice MDR modulatord prvni nebo druhé
generace. Ttetim mechanismem je nekompetitivni inhibice MDR modulatort jako cis-
flupenthixol, které vazou diilezité aminokyselinové zbytky na jiné nez vazebné misto P-
gp (alostericka inhibice). Pfipadné ovliviiuji konformaci transportéru odpovédnou za
eflux 1é¢iva (Avendano et al., 2015) (Obr. 5). Nékteré povrchové aktivni latky (napf.
anestetika) nespecificky narusuji membranové lipidy, a tim zvySuji rychlost absorpce
léciva (Ferte, 2000; Eytan, 2005). Urcit¢ druhy MDR modulatori interferuji
s vazebnym mistem ATP. Piikladem tohoto mechanismu je zachycené ADP
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vanadi¢nanem ve vazebném misté ATP (Urbatsch et al., 1995). Jiné druhy MDR
modulatori mohou interferovat s intracelularni sekreci 1é¢iv zprostfedkovanou ABCB1
ve vezikularni membrang, coz ¢ini 1é¢ivo dostupnéjsi pro jeho bunééné cile (Yamagishi

etal., 2013).

2. Kompetitivni inhibice: vysoka

afinita k mistu, kde se vaze substrat
Modulator <D 3. Nekompetitivni inhibice:
interakce s dalSimi oblastmi
proteinu

1. P-gp je zablokovan
v cyklu pfenosu
modulatoru a hydrolyzy ‘
ATP oo

) (-—- 4. Poruseni
(\ membriny

5. Interference s
vazebnym mistem

Obr. 5 Mozné mechanismy pisobeni MDR modulatori na ABCBI transportni protein (P-gp)
(upraveno dle: Avendafio et al., 2015).
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Zapornou vlastnosti vSech MDR modulatortt mize byt blokace ABCBL1 i v tkanich,
kde je tento transportér potifebny pro vylouceni chemoterapeutik. Chemoterapeutika
jsou pacientovi podavana zaroveit s MDR modulatory. Disledkem tohoto jevu mtize byt
zvySena cytotoxicita chemoterapeutika nebo dalSich pouzivanych 1éCiv zaroven
s chemoterapeutiky (Ling, 1997).

Mezi MDR modulatory ABCC1 tfadime flavonoidy, biricodar, derivaty glutathionu a
dalsi (Boumendjel et al., 2005). Aplikaci téchto latek muZzeme ovlivnit buiky v celém
téle, protoze ABCCI1 je exprimovan témét ve vSech tkanich. Tento fakt muize byt
problémem spojenych s pouzitim inhibitord ABCC1.

Prvnim MDR modulatorem ABCG2 byl fumitremorgin C. Tato latka byla objevena
v roce 1995. U tohoto inhibitoru byly bohuzel zjistény neurotoxické Gc¢inky (Rabindran
et al., 2000). O néco pozdéji byly objeveny flavonoidy (resveratrol), pantoprazol a TKI
(Cooray et al., 2004; Houghton et al., 2004). MDR modulatory jako jsou tariquidar,
bicodar, cyklosporin A a dalsi inhibuji jak ABCB1, tak ABCG2 (Germann et al., 1997,
Robey et al., 2004; Qadir et al., 2005).

Bylo zjisténo, ze nékteré substraty ABC transportérti Se mohou stat pti pouziti vyssi
koncentrace i jejich inhibitory. Mezi takové latky patii napi. TKI a verapamil (Hegediis
et al., 2002). Ur¢itou vyhodou pfi 1é¢bé pacientd mize byt fakt, Ze nékteré inhibitory
pusobi proti ABCB1, ABCCI1 i ABCG2.

Monoklonélni protilatky se také vyuZivaji jako MDR modulatory. Vazbou na
ABCBI jej inhibuji, ztoho divodu nedochéazi k ptenosu substratu. Dalsi studie se
zabyvaji regulaci transkripénich faktorti inhibujicich ABCB1 a snizovanim exprese
abcbl genu pomoci malych interferujicich RNA (siRNA, ...) (Jin et al., 2000; Widmer
et al., 2007). Tyto studie jsou vSak zatim provadény jen v in vitro podminkach. Aby
mohly byt zjist€né poznatky dale vyuzity v terapii, je tieba je jesté podrobit klinickym
studiim Vv prostiedi in vivo.

Ackoli mnohé objevené inhibitory prvni, druhé i tieti generace se pfi experimentech
in vitro jevily jako ucinna strategie pusobici proti MDR, pii klinickych studiich in vivo
tyto strategie selhaly. Proto byly hledany alternativni strategie pro pfekonani MDR.

Nalezeny fenomén byl oznacen pojmem CS.
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2.4 Kolateralni senzitivita

Jednou z alternativnich strategii pro pfekonani MDR zpusobené zvySenou expresi ABC
transportérit vyuzitelnou i v klinické praxi by mohla byt identifikace latek, které
usmrcuji rezistentni nadorové bunky se zvySenou expresi téchto transportérta (Hall et
al., 2009). Termin CS byl poprvé popsan Szybalskim a Brysonem v roce 1952 po
pozorovanich bakterie Escherichia coli rezistentni na 1é¢ivo. Uvedena bakterie
vykazovala precitlivélost na latky nesouvisejici s 1éCivem, vii¢i kterému byla rezistentni
(Szybalski a Bryson, 1952).

CS je typ syntetické letality 1, kde genetické zmény vzniklé pti rozvoji rezistence
vici jednomu cinidlu jsou doprovédzeny rozvojem piecitlivélosti na druhé ¢inidlo. CS
tak miize byt vyuzita pro cilené a selektivni zabijeni nadorovych bunék, jejichz MDR je
zpusobena zvySenou expresi ABC transportérd. VéEtSina Cinidel, ktera indukuji CS, byla
identifikovana nahodné.

Identifikaci vysoce selektivnich a u¢innych ¢inidel CS zjistujeme, ktera ¢inidla jsou
velmi ucinnd pii prevenci MDR. Tyto latky mohou byt podavany jako adjuvans pii
standardni chemoterapeutické 1é¢bé nebo pii resenzibilizaci nadorti na bézné pouzivana

terapeutika (Obr. 6) (Pluchino et al., 2012).

Chemoterapie @ : . @ MDR nédoru ‘
S, S

Terapie pomoci ¢inidla CS

Nador znovu citlivy na konvenéni . ..
. chemoterapeutika . .

Obr. 6 Schéma demonstrujici, jak chemoterapeutika selektivné usmrcuji citlivou (Cernou)
subpopulaci nddorovych buné€k z heterogenni maligni populace. Béhem faze, kdy nejsou pouzita
1é¢iva vznikaji dalsi rezistentni nadorové buniky (pruhované). Opakovani chemoterapeutickych
cyklt vede k rozvoji nadoru rezistentniho na vice druhti 1é¢iv (MDR). Lécba ¢inidly CS mutize
usmrcovat buniky exprimujici P-gp nebo redukovat expresi P-gp, piipadné aktivovat nadorové
buriky pro 1écbu chemoterapeutiky (upraveno dle: Pluchino et al., 2012).
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2.4.1 ABCBI1 a kolateralni senzitivita

Ne¢kolik studii prokdzalo, ze velké mnozstvi Cinidel, které zptisobuji CS, miizeme
povazovat za substraty P-gp, které stimuluji aktivitu ATPasy a eflux substrati
z plazmatické membrany do extracelularniho prostoru (Laberge et al., 2009). Po navratu
substratu do extracelularniho prostiedi se predpokladd, ze cely cyklus se opakuje,
protoze P-gp plisobi jako ,,hydrofobni vysavac“. Tento proces je znam jako cyklovani
vedouci ke zvySené hydrolyze ATP v bunce (Gottesman et al., 2009). Bunky trpi
oxidativnim stresem, ktery je bud’ pfimym disledkem produkce ROS ze zvySené
oxidativni fosforylace, nebo neptimym dusledkem snizeni antioxida¢ni obrany, tim
vznika oxidovana forma glutathionu (GSSG) (Obr. 7). Jakmile hladina ROS dosahuje
urcité hranice, buitky s MDR zah4ji apoptozu.

Studie podporujici tento mechanismus ukazuji, ze ATP je spotiebovana
dvojnéasobnou rychlosti v buiikach s MDR, které jsou vystaveny silnému stimulatoru
ATPasy (verapamilu) ve srovnani s buikami puvodnimi (Broxterman et al., 1988). CS
pfi pouziti verapamilu muze byt utlumena inhibitory P-gp, coZ naznacuje, Ze stimulace
ATPasy je nezbytna pro usmrceni bunék. Bunky s MDR vystaveny verapamilu
vykazovaly zvySenou hladinu superoxidu (O2") a snizenou hladinu glutathionu. Oba tyto
jevy byly nasledné potlaceny inhibitorem P-gp PSC883 (Kathawala et al., 2003).

Velké mnozstvi Cinidel CS vykazuje u¢innost imérnou mnozstvi exprimovaného
ABCBL. Burky s nizkou hladinou exprimovaného P-gp jsou relativné tolerantni vuci
¢inidlim CS, naopak bunky s vysokou hladinou exprimovaného P-gp tolerantni vici
¢inidlim CS nejsou. Tento fakt naznacuje, ze pokud je hladina P-gp nizka, buika se
dokéze vyrovnat s malym zvySenim produkce ROS. Hladina ROS totiz musi prekrocit
urcitou prahovou hodnotu, aby indukovala apoptdzu (Pluchino et al., 2012).

Podrobné zkoumani zmén metabolického stavu bunék po stimulaci P-gp nebylo
nikdy provedeno a dosud neexistuje zaddny konkrétni dikaz, ze Cinidla CS zvySuji
oxidativni fosforylaci. Existuji pouze omezené diikazy o tom, ze tyto latky vyznamné
zvysuji tvorbu ROS. Navic se predpokladd, ze nddorové buiiky jsou z hlediska energie
zavislé predevSim na glykolyze a maji sniZenou miru oxidativni fosforylace (Cairns et
al., 2011; Koppenol et al., 2011). Vliv zvysené oxidativni fosforylace na indukci ROS,

tak z{stava nejasny.
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Dalsi skupina ¢inidel indukujicich CS zptisobuje alternativni mechanismus tvorby
ROS, ktery neni spojen s interakei s P-gp. Do této skupina patii chelatory (NSC73306 a
Dp44mt), které tvoii komplexy S intracelularnimi kovy, které mohou cyklovat mezi
dvéma redoxnimi stavy (Zelezo, méd’), coz vede k tvorbé ROS (Obr. 7) (Kappus et al.,
1981). Screening 42 000 sloucenin odhalil dalsi ¢inidla CS, ktera jsou schopna
chelatovat kovy, coz naznacuje, Ze redoxni déje v buiice jsou schopny zvysit hladinu
ROS, a tak buné¢nou smrt (Tirk et al., 2009).

Zatimco hypotéza o tvorbé ROS navrhuje, ze CS je zprostiedkovana nepiimo,
celkovou vysi hladiny oxidativniho stresu v dusledku cyklovani P-gp, bylo
identifikovano nékolik sloucenin jako MDR-selektivnich. Tyto slouceniny neinteraguji
s P-gp, ale spiSe interferuji s bunéénymi metabolickymi cestami. Toto zjisténi vedlo
k obecnéjsi hypotéze, ze bunky exprimujici P-gp jsou citlivéj$i na zmény ve vyuziti
energie. Cinidla CS, kterd narusi metabolické drahy jako glykolyzu nebo oxidativni
fosforylaci, mohou pfednostné¢ usmrcovat buiiky s MDR. Antimetabolit glykolyzy, 2-
deoxy-D-glukosa, a inhibitory elektronového transportniho fetézce, rotenon a antimycin
A, prednostné usmrcuji bunky exprimujici P-gp (Pluchino et al., 2012). Nicméné,

schopnost takovychto sloucenin je potteba podrobit dal§Simu zkoumani.
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Obr. 7 Schéma ukazujici, jak mohou substraty (vlevo), které stimuluji aktivitu P-gp a chelata¢ni
¢inidla (vpravo), prisp€t k produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) v buiikach. Ptidani
netoxického substratu a nasledné bezvysledné cyklovani transportéru spotfebovava ATP a
dochazi k tvorbé ROS. Matetské linie, které neobsahuji P-gp nejsou vystaveny ROS. Vznik
ROS vede k preferenénimu usmrcovani bunék s MDR. Je znamo, ze malé molekuly chelatort,
které tvori komplexy s endogennim Zelezem nebo médi, se ucastni redoxnich dé€ji za vzniku
ROS. ROS jsou dusledkem pievodu redukované formy glutathionu (GSH) na jeho oxidovanou
formu (GSSG). ZvySena hladina GSSG je povazovana za indikator bunééného stresu (upraveno
dle Pluchino et al., 2012).

P-gp je povazovan za transportér exogennich xenobiotik, dulezité je ale 1 zvazit,
schopnost P-gp transportovat endogenni substraty. Jedna z hypotéz tvrdi, ze ¢inidla CS
nepfispivaji pfimo k cytotoxicité, ale spiSe nepiimo stimuluji nebo usnadiuji eflux
endogenni esencialni molekuly. U bunék exprimujicich P-gp nebyl zatim tento jev
objeven (Cole et al., 2006).

Rada ¢inidel CS jako je detergent Triton-X, nema Zadnou pfimou interakci s P-gp,
ale spiSe méni biofyzikalni vlastnosti membrany (Bech-Hansen et al., 1976). Ve
studiich bylo doké4zéano, Ze ncktera ¢inidla CS indikuji perturbaci membrany ve vétSim
rozsahu u bun¢k exprimujicich P-gp, coz vede k hypotéze, Ze zmény ve struktuie a
tekutosti membrany prispivaji ke CS (Callaghan et al., 1995). Bylo prokazano, ze

verapamil a pentazocin vyznamné snizuji fluiditu membrany. Pentazocil, verpamil,
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petidin a nalaxon byly schopny indukovat unik polarniho fluorescen¢niho barviva 6-CF
ptes bunéénou membranu. Tento jev mohl byt zptisoben v disledku hydrofobni povahy
sloucenin a jejich schopnosti interkalovat se do lipidové dvouvrstvy (Aleman et al.,
2003; Callaghan et al., 1995). P-gp sdm o sob&é nemusi byt zodpovédny za zménu
fluidity membrany, ackoli miize néjakym zpisobem ucinit buiiky citlivéjsi ke zménam
tekutosti membrany po poruse membrany ¢inidly CS.

Pro mnoho ¢inidel CS jako je tiopronin a austocystin D, které usmrcuji buniky P-gp,
neni P-gp dostacujici pro usmrceni bunck, coz naznacuje existenci vSeobecnéjSich
mechanismi CS (Goldsborough et al., 2011; Marks et al., 2011).

Vyse uvedené studie byly provadény v bunkéach vajecnikti kiecka cinského. CS
verapamilu vic¢i lidskym nddorovym buitkam exprimujicim P-gp nebyla zkoumana.
Dal$im problémem je pouziti verapamilu v klinické praxi, protoZe je jiz nyni pouzivan
jako blokator vapenatych kanali. Koncentrace verapamilu nezbytné k indukci CS by
mohly indukovat vedlejsi G€inky jako hypotenzi a srde¢ni aritmii. Pfecitlivélost bunék
exprimujicich P-gp na verapamil vSak ukazuje vyuzitelnost slabosti bun¢k vii¢i tomuto

typu ¢inidla CS a zahajila tak $irsi studium CS (Pluchino et al., 2012).

2.4.2 ABCCI1 a kolateralni senzitivita

Jedna z hypotéz CS tvrdi, ze ¢inidla CS nepfispivaji pfimo k cytotoxicité, ale spise
nepiimo stimuluji nebo usnadnuji eflux endogenni esencialni molekuly. Tento fenomén
by mohl byt uplatnén v ptipadé CS u MRP1 (Cole et al., 2006).

MRPI1 se podili na metabolismu xenobiotik. Transportuje glutathion a jeho
konjugaty, coz je proces nezbytny pro detoxikaci skodlivych slouc¢enin (Cole et al.,
2006). Jak jiz bylo popséno, ¢inidla CS jako je verapamil, indikuji apoptdzu
prostfednictvim stimulace efluxu glutathionu pomoci MRP1.

MRP1 hraje dilezitou roli pifi metabolismu xenobiotik aktivnhim vylu¢ovanim
organickych aniontii konjugati glutathionu (Cole et al., 2006). Studie s buikami BHK-
21, které byly transfekovany lidskym MRPI1, vykazuji selektivni apoptézu bunék
exprimujicich MRP1 v dasledku aktivniho efluxu GSH v pfitomnosti verapamilu. Bylo
prokdzano, ze verapamil a jodovany analog verapamilu zvySuji bunéény eflux GSH
trojnasobné az devitinasobné (Trompier et al., 2004). Proto je eflux GSH indukovan
verapamilem. Samotny verapamil miiZze indukovat apoptozu zprostiedkovanou GSH.
Tato studie je podporovana hypotézou efluxu endogenniho substratu, GSH v tomto
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ptipadé mize zpusobit CS. Otazkou vsak zustava presna role efluxu GSH a jeji
pusobeni na apoptdzu (He et al., 2003).

Ve zminénych studiich byly provadény experimenty s racemickou smési verapamilu,
jak je pouzivéana v klinické praxi. Dalsi vyzkum odhalil diferencialni aktivitu (S) a (R)
enantiomerti verapamilu, proti bunkam exprimujicim MRP1 (Perrotton et al., 2007).
Zajimavosti je, ze S-izomer inicioval CS proti bunikdm transfekovanym MRP1 a
vykazoval zvySeny eflux GSH a naslednou apoptéozu. Naproti tomu R-isomer
verapamilu neinicioval eflux GSH ani bunéénou smrt, ale spise stimuloval MRP1. Dale
bylo prokazano, ze (R) a (S) verapamil se s vysokou afinitou vaze na MRP1, pfi¢emz
kazdy isomer indukuje odlisnou konformaéni zménu MRP1. Toto zjisténi naznacuje, ze
jde o konformaéni zménu vzniklou v disledku vazby verapamilu na MRPI1, kterad
ovliviiuje diferencialni aktivitu obou enantiomert (Perrotton et al., 2007). V dusledku
kardiovaskularnich vedlejSich ucinkit B fenylového kruhu verapamilu a potieby
vysokych koncentraci verapamilu nutnych k indukci CS MRPI1, byl syntetizovan
jodovany analog verapamilu. Tento analog vykazuje sniZenou kardiotoxicitu a cca
desetkrat zvySenou ucinnost (Barattin et al., 2010).

Pti snaze o nalezeni Cinidla CS selektivniho k MRP1, které by nemélo nezadouci
kardiotoxické uc¢inky jako ma verapamil, bylo zjisténo, ze xantony maji podobnou
ucinnost jako verapamil (Genoux-Bestide et al., 2011). Vysledkem screeningu 23
xantonl bylo objeveni 5 xantond, které vykazovaly vétsi nez 50% eflux glutathionu. Pro
srovnani, u racemické smési verapamilu dochazelo k 75 % efluxu glutathionu (Pluchino
etal., 2012).

MRPI je zapojen do MDR néadorovych bun€k a zprostiedkovava eflux léciva
z bun¢k. Eflux GSH z bun¢k miiZze byt stimulovan verapamilem. V bunikach nadmérné
exprimujicich MRP1 bylo jiz dfive prokdzéno, Ze verapamil indukuje obrovsky
intracelularni eflux GSH, ktery vyvold bunécnou smrt. Momentaln€é jsou hledany
alternativni slouceniny k verapamilu. Byla prozkoumédna knihovna pfirodnich
flavonoidi a jejich syntetickych derivatii. Velké mnozstvi téchto sloucenin stimulovalo
eflux GSH u bunék exprimujicich MRPI1. Zajimavym faktem je, Ze nékteré tyto
slouceniny jsou vysoce selektivné cytotoxické pro buiniky exprimujici MRP1, coz vede k
jejich bunécné smrti. Nekteré dal$i vSak nevykazuji zadnou cytotoxicitu, ale piesto
podporuji silny eflux GSH. Vztahy mezi strukturou a ti¢innosti flavonoidu naznacuji, ze
nepiitomnost hydroxylové skupiny v poloze tfettho uhliku flavonoidového kruhu je
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absolutnim pozadavkem pro indukci bunéfné smrti bunc¢k exprimujicich MRPI.
Chrysin a jeho derivaty vykazuji vysokou selektivitu vici bunikdm exprimujicim MRP1
(Lorendeau et al., 2012).

Hlavni znamou nevyhodou verapamilu je jeho kardiotoxicita. Abychom nasli nova
¢inidla CS, méné toxickd a vice U¢inna, nez je verapamil, byly zkoumany analogy
flavonoidd, u kterych bylo prokdzano, ze se vazi na ABC transportéry. Byla hodnocena
stimulace efluxu GSH a apoptoza.

Flavonoidy jsou pfirodni slouceniny, které jsou rozsahle studovany z hlediska jejich
antioxidacnich a prooxidacnich vlastnosti. Maji Sirokou skdlu biologicky aktivnich
interakci s riznymi proteiny a jejich pouziti pfi prevenci proti rakoving€ i chemoterapii
muze hrat velmi vyznamnou roli. Bylo prokazano, ze flavonoidy a jejich derivaty
inhibuji transport 1éCiva zprostiedkovany P-gp, MRP1 a BCRP. Novy typ aktivity byl
pozorovan u nékterych flavonoidd, které jsou ucinné pii snizovani obsahu GSH
v nadorovych bunkach exprimujicich MRP1 (Brechbuhl et al., 2012).

Pii studiich bylo zjisténo, ze flavonoid chrysin, 3-methoxychrysin a 5,7-dihydroxy-
4’-fluoroflavon jsou u¢inngjsi, nez verapamil a vykazuji pfiblizné ttikrat nizsi IC50 ve
srovnani s verapamilem. Chrysin a 5,7-dihydroxy-4’-fluoroflavon spoust&ji apoptdzu
v bunkach exprimujici MRP1 (Grott et al., 2007). Oc¢ekava se, Ze tyto slouceniny jsou
méné toxické neZz verapamil, protoZe polyfenolické slouceniny se nachazi bézné
Vv potrav€. Bylo zjisténo, Ze tyto slouc¢eniny maji fadu ptiznivych ucinkd. Plsobi jako
prevence proti naddorovym onemocnénim, kardiovaskularnim onemocnénim a diabetu

(Lorendeau et al., 2012).

2.4.3 ABCG?2 a kolateralni senzitivita

Studie dokazuji snizenou hladinu GSH v buiikdch exprimujicich ABCG2. Snizena
hladina GSH v bunkach s nadmérnou expresi ABCG2 by méla byt pfipsana dlouhodobé
modulaci hladiny bunécného GSH. Je znamo, ze ABCG2 je regulovano riznymi
signalnimi drahami vcetné¢ NRF2, coz je transkripéni faktor regulujici detoxikacni
enzymy, transportéry a nepiimo reguluje také obsah glutathionu v reakci na oxidac¢ni
stres. Tento fakt miZze ukazat vzdjemné souvislosti mezi expresi ABCG2 a
homeostazou GSH (Gauthier et al., 2013).

Déle byly zkoumany interakce mezi NSC73306 a ABCG2 a bylo zjisténo, ze tato
latka nevyvolava CS u ABCG2. NSC73306 je pravdépodobné substratem schopnym

21



zvratit rezistenci vac¢i cytotoxickym substratim, mitoxantronu a topotekanu
prostiednictvim kompetitivni inhibice (Pluchino et al., 2012).
| kdyZ bylo provedeno mnoho studii. Dosud nebyly objeveny ¢inidla CS pro ABCG2

a prokazany zadné pfimé mechanismy ptsobeni latek na tento transportér.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a pristroje

3.1.1 Biologicky material

Bunééna linie K562 (byla ziskana z NCI-60 Human Tumor Cell Lines Screen, Velka
Britanie).

Bunky K562 byly prvni bunécénou linii z humoralni imortalizované myelogenni
leukémie. Jsou charakteristické vyskytem tzv. Filadelfského chromosomu, ktery je
pfi¢éinou vzniku chronické myeloidni leukémie (CML). Studie identifikovaly
Filadelfsky chromosom jako konec¢nou deleci dlouhého ramena chromosomu 22

(Lozzio C. B. et al., 1975).

Bunééna linie A549 (byla ziskana z NCI-60 Human Tumor Cell Lines Screen, Velka
Britanie).

Bunééna linie A549 obsahuje adenokarcinomické lidské alveolarni bazalni epitelialni
burniky. A549 jsou adherentni buriky, ptivodné se nachazejici v plicni tkani, odpovédné
za difazi nékterych latek jako jsou voda a elektrolyty, ptes aveoly. Burky jsou schopny
syntetizovat lecitin a obsahuji vysoké mnoZstvi nenasycenych mastnych kyselin, které
jsou dulezité pro udrzeni membranovych fosfolipidi. Bunécna linie je hypotriploidni
s modalnim chromosomem 66, ktery se vyskytuje ve 24 % bun¢k. (Balis et al., 1984;
Giard et al., 1973; Yuanguang et al., 1998).

Uvedené bunécné linie byly kultivovany v inkubatoru pii 37 °C a 5% obsahu CO..
Manipulace s buitkami byla provadéna za sterilnich podminek. Ke kultivaci bunéénych
linii bylo pouzito standardni rustové médium RPMI-1640, obohaceno antibiotiky

(penicilinem, streptomycinem) a 10% fetalnim bovinnim sérem (FBS).

3.1.2 Chemikalie

Akrylamid (Biomedicals, USA),
Bromfenolova modi (Sigma-Aldrich, Némecko),
Coomassie Brilliant Blue G-250 (Merck, Némecko),
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[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- difenyl tetrazolium bromid (MTT) (Sigma-Aldrich,
Némecko),

Dodecylsiran sodny (SDS) (Fluka, Svycarsko),

Dithiotreitol (Bio-Rad, USA)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Duchefa, Nizozemsko),
DL-buthionin-(S,R)-sulfoximin (Sigma-Aldrich, Némecko)

ECL kit (GE HealthCare, Velka Britanie),
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Sigma-Aldrich, Némecko),
Ethanol 96% (Duchefa, Nizozemsko),

Fetalni hovézi sérum (Sigma-Aldrich, Némecko),

Chrysin (Sigma-Aldrich, Némecko),

Inhibitory fosfatas (Roche, Némecko),

Isopropanol (Duchefa, Nizozemsko),

N, N, N', N'-tetramethylendiamin (TEMED) (Fluka, Svycarsko),
Penicilin (Sigma-Aldrich, USA),

Proteinasa K (Roche, Némecko),

Peroxodisiran amonny (APS) (Fluka, Svycarsko),

Propidium jodid (P1) (Fluka, Svycarsko),

RNasa A (Roche, Némecko),

RPMI 1640 médium (Sigma-Aldrich, Némecko),

Silikonovy olej AP100 (Sigma-Aldrich, Némecko),

Silikonovy olej AR20 (Sigma-Aldrich, Némecko),

Standard molekulovych hmotnosti Spectra Multicolor (Thermo Scientific),
Streptomycin (Sigma-Aldrich, USA),

Tetramethylrhodamin ethyl ester (TMRE) (Sigma-Aldrich, USA)
Tris (hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) (Duchefa, Nizozemsko),
Triton-X (Serva, Némecko),

Trypanova modrf (Sigma-Aldrich, USA),

Trypsin (Sigma-Aldrich, USA),

Tween 20 (Sigma-Aldrich, USA),
Ustalova¢ G150 (AGFA)
Verapamil-hydrochlorid (Sigma-Aldrich, USA),
Vyvojka G354 (AGFA)
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3.1.3 Pouzité roztoky

5% blokovaci mléko (100 ml): 5 g suSené¢ho mléka (bez tuku); 100 ml 1x PBS + 0,1%
TWEEN20

Bradfordovo c¢inidlo: 50 mg/l Coomassie Brilliant Blue G-250; 50 ml methanolu;
100 ml 85% H3PO4; 850 ml deionizované vody

Elektrodovy puftr (1 1): 100 ml Running pufr 10x; 100 ml 10% SDS; 900 ml dH20
Extrak¢ni roztok pro stanoveni intracelularni koncentrace: 5% roztok kyseliny mravenci
(wiv)

Laemmliho pufr (6x): 12% SDS; 0,3M TRIS (pH 8,9); 0,3% bromfenolova modi; 60%
glycerol; 0,75M dithiotreitol (DTT)

Lyzaéni roztok pro izolaci DNA: 400 mM NacCl, 100 mM Tris/HCI, 5 mM EDTA, 0,2%
SDS, 40 ug/ml RNasa A, 500 ug/ml Proteinasa K

MTT roztok: 5 mg/ml 3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazolium bromid 96%
(v/v), 96% etanol s 0,04M HCI

1x fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS): 130 mmol/l NaCl;10 mmol/l
NaH2PQOs; 2,7 mmol/l KCI; 1,8 mmol/l KH2PO4; pH 7,4

10x Running pufr (1 1): 30 g TRIS; 145 g glycinu; 1 | dH20

RIPA pufr: 150 mM NaCl; 1% NP-40 pufr; 50mM TRIS; 50mM NaF; 5mM EDTA,;
5mM dekahydratpyrofosfatu sodného (NAPP); dH20 + inhibitory fosfatas ; pH 8
Vindaliv roztok: 0,1 % (v/v) Triton X-100, 200 pg/ml RNasa A; 20 pg/ml propidium
jodid; 1x PBS

3.1.4 Pristroje

Analytické vahy ABS-2204N (KERN, Velka Britanie),

Analyzator poctu bun€k a bunééné viability Vi-CELL TMXR (Beckman Coulter, USA),
Aparatura pro western blotting TransBlot SD (BioRad, USA),

Centrifuga BOEco M-240 (BioTech, Némecko),

Centrifuga HERMLE Z 326 K (LaborTechnik, Némecko),

Elektroforeticky systém MiniProtean-3 cell (BioRad, USA),

Fluorescen¢ni mikroskop s kamerou XDS-3FL (OPTIKA, USA),

Hmotnostni detektor s trojitym kvadrupdlem API 3200 (MDS SCIEX, Kanada),
Inkubator CelCulture (ESCO, USA),
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Kapalinovy chromatograf U3000 DGP (Exa, Francie)
Laminarni box MSC-Advantage (ThermoScientific, USA),
Pratokovy cytometr Cytomics fc 500 (Beckman Coulter, USA),
Spektrofotometr GENios Plus (Tecan, Rakousko),

Termoblok Bio-TDB 100 (BioSan, Lotys$sko),

Ttepacka OS-10 (BioSan, Lotyssko),

Vortex BioVortex V1 (BioSan, LotySsko),

Zdroj elektrické napéti PowerPac HC (BioRad, USA),
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3.2 Pouzité metody

3.2.1 Bunééna lyze a izolace celkovych proteinti

Pro nasledny western blott byla provedena izolaci celkovych proteinit z bunék A549 a
K562. Pii laboratorni teploté bylo centrifugovano 5 x 10° bunék (5 min, 1500 rpm). Po
centrifugaci byl odstranén supernatant a k buinkdm bylo pfiddno 5 ml chlazeného
1x PBS. Buiky byly rozsuspendovany a centrifugovany pfi teplot¢ 4 °C (5 min,
1500 rpm). K promytym buitkam bylo pfidano 180 pl lyza¢niho RIPA pufru s inhibitory
fosfatas, bunky byly rozsuspendovdny a inkubovany na ledu po dobu 30 min za
obCasného promichani. Bunécny lyzat byl precistén centrifugaci pti 4 °C (10 min,
15000 rpm). V bunétném extraktu bylo nasledné stanoveno celkové mnozstvi proteint

Bradfordovou metodou.

3.2.2 Stanoveni celkové koncentrace proteinii Bradfordovou metodou

Bradfordova metoda je zalozena na interakci proteind s barvivem Coomassie Brilliant
Blue G-250 (CBB) v kyselém prostiedi. Pfi navazani CBB na protein dochazi ke zméné
zbarveni roztoku z ¢ervenohnédé na modrou. Modré zbarveni tedy odpovidd mnozstvi
proteind ve vzorku. Detekce se provadi spektrofotometricky pti vinové délce 595 nm.
K1 ml Bradfordova ¢inidla byl pfidan 1 pl bunéfného extraktu a smés byla
promichéna. Nasledné byla smés inkubovana pii laboratorni teploté po dobu 10 min. Na
mikrotitracni desticku bylo naneseno 200 pl vzorku i blanku. Jako blank bylo pouzito
Bradfordovo cinidlo. Celkova koncentrace proteini ve vzorku byla vyhodnocena

spektrofotometricky pii vinové délce 595 nm.

3.2.3 Separace proteinii pomoci gelové elektroforézy

Pted separaci proteinti gelovou elektroforézou SDS-PAGE byly vzorky nafedény pro
vyslednou koncentraci 7 pg/pl a v pritomnosti Laemmliho pufru byly denaturovany pii
95 °C po dobu 5 min.

Separace proteint byla provedena pomoci déliciho gelu s 7,5% obsahem akrylamidu
a zaostfovaciho gelu s 3,5% obsahem akrylamidu o tloustce 0,75 mm. V ptipad€ vzorki
bylo davkovano 7 pl na jamku, v pfipadé markeru 2,5 pl na jamku. Separace probihala

nejprve 30 min pii napéti 80 V a nasledné 60 min pii napéti 120 V.
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3.2.4 Western blotting

Po separaci proteini pomoci SDS-PAGE se odd¢lené proteiny ptenasely z gelu na
polyvinyliden fluoridovou (PVDF) membranu pomoci metody western blotting.
V nasem piipad¢é byla pouzita metoda wet blotting, kterd se pouziva pro proteiny s
molekulovou hmotnost vyssi nez 100 kDa. Pienos proteini pomoci wet blottingu
probihal po dobu 30 min, pii proudu 0,15 A. Po ukonceni byla PVDF membrana
promyvana v 5% blokovacim mléce za mirného tfepani. Nésledné byla nanesena
primarni protilatka, které byla nafedéna v mléce v poméru 1:1000, inkubovalo se pies
noc pii 4°C. Nasledujici den byla membrana za stalého tfepani promyta 3x 10 min
V roztoku obsahujicim 1x PBS a 0,1% TWEEN20. Poté byla nanesena sekundarni
protilatka, které byla nafedéna stejné jako protilatka primarni, sekundéarni protilatka byla
inkubovana na membrané 60 min pti laboratorni teploté. Opét byla membrana promyta
3x 10 min v roztoku 1x PBS a 0,1% TWEENZ20.

Pii vyvolavani se k promyté membrané pfidal ECL kit obsahujici substrat pro enzym,
ktery je navazany na sekundarni protilatce. Vyvolavani probihalo 3 min. Poté byl film
promyt ve vyvojce a ustalovaéi. V dusledku vzniku chemiluminiscence byly na
fotografickém filmu pozorovany cerné zbarvené pasy, které odpovidaji danému
proteinu. Nasledné se film naskenoval a intenzita jednotlivych past se vyhodnotila

programem Image J.

3.2.5 lzolace DNA

Z divodu sekvenace genu ABCC1 transportéru, kterd byla provedena na Ustavu
imunologie Lékatské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci, byla izolovana DNA u
bunécnych linii K562 a A549.

K 11 ml buné¢né suspenze byly pfidany 2 ml lyzaéniho roztoku (400 mM NaCl, 100
mM Tris/HCI, 5 mM EDTA, 0,2% SDS, 40 ug/ml RNasa A, 500 ug/ml Proteinasa K) a
smés byla inkubovana pfes noc v inkubatoru pii 37 °C. Nasledujici den byly pfidany
2 ml isopropanolu (celkovy pomér isopropanolu a lyza¢niho roztoku musi byt 1:1),
vyslednd smés byla opatrné promichana a 5 min probihalo srdZeni na ledu. Poté byla
provedena centrifugace pfi 4 °C (5 min, 2500 rpm), supernatant byl odstranén a k peletu
byly pfidany 2 ml 70% ethanolu. Smés byla opatrné promichédna a inkubovana pti 4 °C

pfes noc. Nasledujici den byl odstranén 1 ml ethanolu a smés byla centrifugovéana pfi
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4 °C (10 min, 3000 rpm). Supernatant byl odstranén. Pro odpateni zbytku ethanolu, byla
mikrozkumavka se vzorkem pfikryta perforovanym parafilmem a vlozena na termoblok
(1 hod, 55 °C). Po odpafeni ethanolu byla vysrazena DNA rozpusténa v 800 pl 1x TE
pufru na termobloku pii 50 °C pies noc (Wu et al., 1995).

Nasledné byla hodnocena cistota ziskané DNA, spektrofotometricky pfi vinové délce
260 nm a 280 nm byla meéfena absorbance. Z naméienych hodnot absorbanci byl
stanoven pomér (Azeo/A2g0), ktery znaci Cistotu DNA. Absorbance pfi vinové délce
260 nm odrazi koncentraci nukleové kyseliny, absorbance pifi vinové délce 260 nm
odrazi miru piitomnosti proteind. Cista DNA obvykle vykazuje hodnotu poméru kolem

1,8.

3.2.6 Ur¢eni poctu Zivych a mrtvych bunék

K uréeni poétu Zivych a mrtvych bungk byl pouzit piistroj Vi-CELL ™XR. Tento
pfistroj vyuziva ke stanoveni trypanovou modi. Trypanova modf (Obr. 8) pronika do
mrtvych bunék s poSkozenou cytoplazmatickou membranou. Do zivych bunék ptes
cytoplasmatickou membranu neprochazi. Je mozné urcit nejen zivotaschopnost bunék,
ale také pocet, velikosti a koncentraci bun¢k. Analyzator lze nastavit na rizné typy
bungk a bere v tivahu parametry jako primér buné¢k, shlukovani nebo cirkulaci bunék a
jas. Ke stanoveni bylo vzdy pouZito 600 pl bun&né suspenze, piistroj je schopen urcit

pocet bun¢k v 1 ml média a viabilitu vyhodnoti v procentech.

3.2.7 Stanoveni extracelularni a intracelularni hladiny redukovaného

glutathionu

Gluthathion se v bunkdch muize vyskytovat jako volny nebo véazany, nejcastéji
na proteiny. Volny glutathion se pak vyskytuje v redukované a oxidované form¢. Za
fyziologickych podminek ptevlada redukovand forma (GSH). Béhem oxidac¢niho stresu
se hodnota GSH snizuje v disledku pfemény na oxidovany glutathion (GSSG). Pokles
GSH je znamkou ptisobeni volnych radikalii. Glutathion, ktery je pfitomen prakticky ve
vSech sav€ich tkanich, hraje dileZitou roli pfi detoxikaci peroxidu vodikd, jinych
peroxidu i volnych radikala. Tato latka ma velky vyznam jako intracelularni antioxidant

(Sies et al., 1999).
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Bunééna suspenze byla 3, 6, 24 hod inkubovana s verapamilem, nebo chrysinem
(0 koncentracich 1, 3, 10, 30 uM). Nasledn¢ byla nanesena na vrstvu silikonového olej a
centrifugovdna pii laboratorni teplot¢ (15 min, 5000 rpm). Pfi centrifugaci doslo
k oddéleni bun¢k od ristového média. Pro stanoveni extracelularni koncentrace GSH
bylo odebrano 50 pl média a priddno ke 450 pl extrakéniho ¢inidla (5% kyseliny
mravenci). Nasledné bylo odstranéno z piivodni zkumavky zbylé médium i olej a bylo
pfidano 500 pl extrakéni Cinidlo a inkubovano 10 min na ledu. Poté byly vzorky
centrifugovany pii 4 °C (10 min, 15000 rpm). Byl odebran Cisty bunécny extrakt

obsahujici studovanou latku a nasledné méten na LC MS/MS.

3.2.8 Stanoveni bunécné proliferace a viability

Ke stanoveni bunétné proliferace a viability byl pouzit MTT test (Obr. 8). Tento test
vyuziva redukce rozpustného 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5- difenyl tetrazolium
bromidu (MTT) na nerozpustny 1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-3,5-difenylformazan
(formazan) (Obr. 10). Formazan se z bunék extrahuje okyselenym etanolem. Mnozstvi
vzniklého formazanu odpovidd poctu zivych buncék. Vyhodnoceni se provadi
spektrofotometricky pti vinové délce 570 nm (Mosmann, 1983).

Ke 2 ml bunécné suspenze bylo ptidano 180 ul MTT a inkubovano 45 min pti 37 °C
a 5% obsahu COz. V pfipade suspenzni bunécné linie K562 byly bunky centrifugovany
5 min, 3000 rpm, laboratorni teplota. Supernatant byl odstranén a vznikly formazan
extrahovan 1 ml extrakéniho Ccinidla (96% etanol okyseleny HCIl). Smés byla
centrifugovdna po dobu 5 min pifi 14 000 rpm a laboratorni teploté. Do pfipravené
mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano 200 pl supernatantu. Stanoveni bylo
provedeno spektrofotometricky pti vinové délce 570 nm.

V piipadé¢ adherentni bunécné linie A549 bylo po inkubace s MTT odstranéno
ristové médium a centrifugovano 5 min, 3000 rpm, laboratorni teplota. Po centrifugaci
byl odstranén supernatant, pelet byl ponechan. Vznikly formazan byl extrahovan
z kultiva¢ni nadoby 1 ml extrakéniho ¢inidla (96% etanol okyseleny HCI). K peletu byl
pfidan extrahovany formazéan. Smés byla centrifugovana po dobu 5 min pti 14 000 rpm
a laboratorni teploté. Do ptipravené mikrotitracni desticky bylo napipetovano 200 pl

supernatantu a stejné mnoZzstvi blanku. Jako blank bylo pouZito extrakéni cinidlo.
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Stanoveni bylo provedeno spektrofotometricky pti vinové délce 570 nm stejné jako u

bunééné linie K562.

MTT Formazan
- /O I'-JADH
N - M
N‘# T/ h\‘-‘ . “\
\2* NAD = NZ Tff 5
' a
- S

Obr 8 Schéma principu MTT testu. MTT test je zalozen na oxida¢né-redukénim procesu.
Redukce MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yI]-2,5- difenyl tetrazolium bromidu) na nerozpustny
1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-3,5-difenylformazan (formazan) , oxidace NADH na NAD?*
(ptevzato z https://www.linkos.cz/lekar-a-multidisciplinarni-tym/kongresy/po-
kongresu/databaze-tuzemskych-onkologickych-konferencnich-abstrakt/ucinok-reovirusu-na-
nadorove-bunky/ 1. 3. 2019).
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3.2.9 Stanoveni zivotnosti bunék

V burikach, které podstupuji apoptézu, oxidacni stres, nekrozu a jiné bunécné procesy,
muze dochazet k depolarizaci membranového potencialu. V buiikach vstupujicich do
apoptézy dochazi k permeabilizaci vnéj$i mitochondridlni membrany, coz vede
k uvolnéné cytochromu Cc a nasledné aktivaci apoptotické kaskady. Permeabilizace
vnéjSi mitochondridlni membrany casto koreluje se ztratou mitochondrialniho
membranového potencidlu, ktery lze detekovat pomoci barviv citlivych na tento
potencial (Loew et al., 1993; O'Reilly et al., 2004).

Tato fluorescen¢ni kationtova lipofilni barviva se hromadi v mitochondriich
zdravych bunék, na rozdil od bunck, kde doSlo ke =ztrat€¢ mitochondridlniho
membranového potencialu napf. v disledku indukce apoptozy (Ehrenberg et al., 1988;
Loew et al., 1993; O'Reilly et al., 2004).

Tetramethylrhodamin ethylester perchlorate (TMRE, Obr. 9) je fluorescen¢ni
barvivo, které slouzi k odliSeni apoptotickych a neapoptotickych bunék. Neapoptotické
buiikky nebo builky s polarizovanymi mitochondriemi fluoreskuji cervené, zatimco
apoptotické¢ buniky nebo buiiky s depolarizovanymi mitochondriemi maji snizenou
intenzitu ¢ervené fluorescence (Ehrenberg et al., 1988; Loew et al., 1993).

K 1 ml buné&¢né suspenze byl piidan 1 ul TMRE a smés byla inkubovana po dobu
30 min v inkubatoru pii 37 °C a 5% obsahu CO>. Po inkubaci byl vzorek méfen na
prutokovém cytometru. Tento postup byl pouzit v ptipadé bunécné linie K562.

U bunééné linie A549, ktera je adherentni, bylo nejprve odstranéno rstové médium.
Nasledn¢ byly bunky promyty 1 ml 1x PBS. Bylo ptidano 400 pl trypsinu, se kterym
byly bunky inkubovany 3 min v inkubatoru pii 37 °C a 5% CO», aby doslo k jejich
odpoutani od povrchu kultivaéni nadoby. Poté byly bunky promyty na zacatku
odstranénym médiem a ptidany ke zbylému médiu. Smés byla centrifugovana 5 min, pti
1600 rpm, 20 °C. Byly ponechany 2 ml supernatantu, ve kterych byl pelet
rozsuspendovan a 1 ml bunécné suspenze byl pouzit k méteni. K 1 ml bunééné suspenze
byl pfidan 1 ul TMRE a smés byla inkubovana po dobu 30 min v inkubatoru pfi 37 °C a

5% obsahu COg, stejné jako v ptipadé¢ suspenzni bunécné linie K562.
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Obr 9 Chemicka struktura tetramethylrhodamin ethylester perchlorate (TMRE) (pfevzato z
https://www.medchemexpress.com/TMRE.html).

3.2.10 Analyza bunééného cyklu

Metoda pritokové cytometrie umoznuje rozliSit bunéénou populaci na skupiny podle
faze bunécného cyklu. Tato metoda je zaloZena na kvantifikaci bunééné DNA, jejiz
mnozstvi se méni beéhem jednotlivych fazi bunééného cyklu. Pro analyzu bunécného
cyklu se vyuzivaji fluorescencni barviva (ethydium bromid, propidium jodid, ...). Pfed
replikaci (v G1 fazi) maji bunky diploidni pocet chromozomil (2n). Pii replikaci (S faze)
dochazi ke zdvojeni poc¢tu chromosomil. G2 faze pak obsahuje 4n chromosomtl, stejné
je tomu 1 na pocatku mitdézy (M faze). Pii barveni Vindalovym roztokem dochazi
k extrakci DNA fragmentd, které vznikly Stépenim DNA endonukleasami. Mnozstvi
DNA v buiikach se snizuje.

Pro analyzu buné¢ného cyklu byl pouzit 1 ml bunééné suspenze. Pfipravend bunétna
suspenze byla centrifugovana po dobu 5 min pifi 2500 rpm a laboratorni teploté.
Supernatant byl odebran. Pro fixaci bunék bylo k peletu ptidano 500 pl 96% etanolu.
Pelet byl v ethanolu rozsuspendovan. Bunky byly fixovany 30 min v mrazéku (-20 °C).
Po fixaci byla provedena centrifugace po dobu 5 min pii 2500 rpm, laboratorni teplot¢.
Poté byl odebran supernatant. K peletu bylo pridano 450 ul Vindalova roztoku, pelet byl
rozsuspendovan ve Vindalové roztoku a smés byla inkubovana ve tm¢ pii laboratorni

teploté po dobu 30 min a nasledn¢ méfena na pritokovém cytometru.
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3.2.11 Analyza morfologie bunéénych jader

Pro fixaci bun€k pro analyzu morfologie bunéénych jader bylo k buné¢nému peletu
ptidano 500 pl 96% etanolu. Pelet byl v ethanolu rozsuspendovan. Bunky byly fixovany
po dobu 30 min v mrazaku (-20 °C). Po fixaci byla provedena centrifugace po dobu
5 min pii 2500 rpm pii laboratorni teploté. Poté byl odebran supernatant a k peletu bylo
piidano 30 pl propidium jodidu, se kterym byly bunky inkubovany po dobu 15 min.
Nasledn¢ byly pozorovany morfologické zmény jader pod fluorescencnim

mikroskopem pfi zvétseni 1000x.
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4 VYSLEDKY

4.1 Charakteristika pouzitych bunék

Predmétem naSich experimentii byl jev nazvany CS. Tento jev byl studovan pomoci
latek, verapamilu a chrysinu. Jmenované latky byly jiz v literatufe dobfe popsany ve
vztahu s CS, a to i vsouvislosti s bunkami, které maji zvySenou expresi ABCC1
transportéru (Pluchino et al., 2012; Lorendeau et al., 2012). V naSich experimentech
byly pouzity bunécéné linie K562 a A549. Bunécna linie A549 mé jednu z nejvyssich
expresi ABCC1 v ramci panelu bunéénych linii (NCI-60 Human Tumor Cell Lines
Screen), ze kterého byly buniky pouzity. Oproti A549 maji bunky K562 nizkou expresi
ABCC1.

V literatufe je uvedeno, ze CS zavisi na expresi ABCC1 (Pluchino et al., 2012).
ABCCI1 je exprimovan téméf ve vSech tkanich po celém téle, na rozdil od ABCBI a
ABCG2, které jsou exprimovany v tkdnové krevnich bariérach (placenta,
hematoencefalicka bariéra) a v eliminacnich orgénech, kde maji ochranou a vylucovaci
funkci (Evers et al., 1996; Hodges et al., 2011).

V experimentech uvedenych v publikacich byly pouzity 1éCivy selektované buiiky
(Hall et al., 2009). V naSich experimentech byly vSak bunétné linie A549 (vysoka
exprese) a K562 (nizka exprese), u kterych byla ovéiena exprese ABCC1 transportéru
na urovni proteind.

Nasledné byla provedena izolace DNA u obou pouzitych bunéénych linii a

sekvenace genu ABCCL. Buiiky A549 neobsahovaly zadnou mutaci v genu ABCCL.

4.1.1 Stanoveni exprese ABCC1

U nadorovych bunék se zvySenou expresi ABCC1 byla jiz CS popsana (Hall et al.,
2009; Lorendeau et al., 2014). Z tohoto divodu byla zkoumana exprese ABCC1 u
bunéénych linii K562 a A549, které nemaji velmi vysokou expresi ABCC1 jako bunky
pouzité v experimentech uvedenych v publikacich. Vysledky z western blottu ukazuji,
ze exprese ABCC1 u bunek A549 je asi pétinasobné¢ vyssi nez u bunék K562 (Obr. 10).

Vyhodnoceni bylo provedeno denzitometricky pomoci programu Imagel.
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Obr. 10 Porovnani exprese ABCC1 transportniho proteinu v bunéénych liniich K562 a A549.
a) Typické obrazky western blottu: znazornéna exprese ABCC1 o velikosti 190 kDa u
buné¢nych linii K562 a A549. Jako normalizaéni protein byl pouzit Heat shot protein (HSP90) o
velikosti 90 kDa. b) Kvantitativni denzitometrické hodnoceni exprese proteinu ABCCl1
provedeno pomoci ImageJ. Vysledky predstavuji primernou hodnotu ze tii méfeni se
smérodatnou odchylkou. * je oznacen statisticky vyznamny rozdil v expresi ABCC1 u bunééné
linie K562 a A549.

4.2 Vliv verapamilu a chrysinu na eflux redukovaného glutathionu

Ve shod¢ s literaturou bylo zjisténo, ze verapamil i chrysin indukuji eflux GSH do
rastového média (Obr. 11, 12). U obou bunéénych linii v ptipadé pouziti verapamilu
nebo chrysinu dochazelo ke zvysené akumulaci GSH v ristovém médiu. U bunék K562
byla extracelularni hladina GSH vice nez desetkrat nizsi v porovnani s butkami A549.
Buniky K562 ovlivnény chrysinem indukovaly vice nez dvakrat vétsi eflux GSH nez
buiikky ovlinény verapamilem. V piipadé¢ bunck A549 byl tento efekt opacny nez u
bunc¢k K562. Bunky, které¢ byly ovlivnény verapamilem po dobu 24 hod, indukovaly
eflux GSH v pfiblizné€ stejné mife jako bunky ovlivnény chrysinem. Vyhodnoceni bylo
provedeno moci LC-MS/MS.
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Obr. 11 Vliv verapamilu nebo chrysinu na extracelularni koncentraci GSH u bunééné linie
K562. Bunky K562 byly inkubovany s verapamile/chrysinem po dobu 24 hod ve standardnim
rastovém médiu pii 37 °C a 5% COz. Vysledky jsou primérnymi hodnotami ze tfi méfeni se
smérodatnymi odchylkami * je oznacen statisticky vyznamny rozdil u bun¢k ovlivnénych
verapamilem oproti bunikam neovlivnénym. # je oznacen statisticky vyznamny rozdil u bun¢k
ovlivnénych chrysinem oproti butikam neovlivnénym.
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Obr. 12 Vliv verapamilu nebo chrysinu na extracelularni koncentraci GSH u bunééné linie
A549. Bunky A549 byly inkubovany s verapamile/chrysinem po dobu 24 hod ve standardnim
rustovém médiu pii 37 °C a 5% CO.. Vysledky jsou primérnymi hodnotami ze tfi méfeni se
smérodatnymi odchylkami * je oznaCen statisticky vyznamny rozdil u bun€k ovlivnénych
verapamilem oproti buitkam neovlivnénym (P<0,05). # je oznacen statisticky vyznamny rozdil u
bunék ovlivnénych chrysinem oproti buitkam neovlivnénym (P<0, 05).
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43 Vliv verapamilu a chrysinu na intracelulirni obsah

redukovaného glutathionu

Dale jsme ovéiovali, jestli eflux GSH ven z buiiky vede k intracelularnimu poklesu
GSH. Pouzité bunétné linie K562 a A549 byly inkubovany po dobu 3 a 6 hod
s verapamilem nebo chrysinem. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci LC-MS/MS.
Bylo zjisténo, ze u bun¢k K562 dochazi po 6 hod inkubace s verapamilem ¢i chrysinem
k asi 20% poklesu intracelularni hladiny GSH. U bun¢k A549 byl pozorovan az 50%
pokles intracelularni hladiny GSH v ptipadé Sestihodinové inkubace s verapamilem

nebo chrysinem.
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Obr. 13 Vliv verapamilu a chrysinu na intracelularni hladinu GSH u bunééné linie K562. Buiky
byly inkubovany s verapamilem nebo chrysinem o danych koncentracich po dobu 3 a 6 hod ve
standardnim ristovém médiu pii 37 °C a 5% obsahu CO;. a) Vliv verapamilu na intracelularni
obsah GSH po 3 a 6 hod inkubace u bun¢k K562. b) Vliv chrysinu na intracelularni obsah GSH
po 3 a 6 hod inkubace u bunék K562. Vysledky jsou primérnymi hodnotami ze tii mefeni se
smérodatnymi odchylkami. * je oznacen statisticky vyznamny vysledek ovlinénych bun¢k K562
oproti neovlivnénym bunikdm po inkubaci 3 hod (P<0,05). # je oznacen statisticky vyznamny
vysledek ovlinénych bunék K562 oproti neovlivnénym buikam po inkubaci 6 hod (P<0,05).
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Obr. 14 Vliv verapamilu/chrysinu na intracelularni hladinu GSH u bunééné linie A549. Bunky
byly inkubovany s verapamilem/chrysinem o danych koncentracich po dobu 3 a 6 hod ve
standardnim rtstovém médiu pii 37 °C a 5% obsahu CO». a) Vliv verapamilu na intracelularni
obsah GSH po 3 a 6 hod inkubace. b) Vliv chrysinu na intracelularni obsah GSH po 3 a 6 hod
inkubace. Vysledky jsou primérnymi hodnotami ze tfi mefeni se smérodatnymi odchylkami. *
je oznacen statisticky vyznamny vysledek ovlinénych bun¢k AS549 oproti neovlivnénym
burikam po inkubaci 3 hod (P<0,05). # je oznalen statisticky vyznamny vysledek ovlinénych
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bunék A549 oproti neovlivnénym buitkdm po inkubaci 6 hod (P<0,05).
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4.4  Vliv verapamilu a chrysinu na oxidativni stres

Jelikoz snizeni intracelularni hladiny GSH miize vést k oxidativnimu stresu byla
zkoumana exprese transkripniho faktoru nuclear factor erythroid-2-related factor 2
(NRF2), ktery je hlavnim regulatorem buné&cné antioxida¢ni odezvy (Li et al., 2014).
NRF2 hraje dulezitou roli pfi adaptaci na oxidacni stres zpiisobeny prooxidanty a
elektrofily prostiednictvi detoxikaénich enzyma (Li et al., 2014). Mnohé latky mohou
inhibovat signalizaci NRF2. Ne¢které latky indukuji bunénou smrt prostfednictvim
blokovani antioxidacni reakce NRF2. Aktivace signalizace NRF2 je spusténa po
chemoterapeutické 1éCbe, aby se snizila apoptéza nadorovych bunék. Genetickd nebo
farmakologicka inhibice NRF2 zvysuje citlivost nadorovych bunék k chemoterapii (Li
etal., 2019).

V nasich experimentech byly pouzity buitky K562 a A549, které byly inkubovany
s 1é¢ivy podobu 6 hod. Z vysledkt vyplyva, Ze ani v jednom piipadé nedoslo k aktivaci
NRF2 (Obr. 15, 16, 17, 18).
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Obr. 15 Vliv verapamilu na expresi NRF2 u bunééné linie K562. a) Typické obrazky western
blottu: NRF2-kontrola (Ko), 1 uM verapamil, 3 puM verapamil, 10 uM verapamil; HSP90-
kontrola (Ko), 1 M verapamil, 3 uM verapamil, 10 pM verapamil. Jako pozitivni kontrola byl
pouzit sulphoraphane (SFR). b) Kvantitativni denzitometrické vyhodnoceni exprese NRF2.
Kontrolni hodnota byla dana 100 %. Jako normaliza¢ni protein byl pouzit Heat shot protein 90
(HSP 90). Vyhodnoceni bylo protvedeno pomoci programu Image J. Vysledky jsou primérnou
hodnotou ze tfi méfeni se smérodatnymi odchylkami. * je oznacen statisticky vyznamny rozdil
exprese SFR oproti kontrolni hodnoté (P<0,05).
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Obr. 16 Vliv chrysinu na expresi NRF2 u buné¢né linie K562. a) Typické obrazky western
blottu: NRF2-kontrola (Ko), 1 uM chrysin, 3 uM chrysin, 10 uM chrysin; HSP90-kontrola
(Ko), 1 uM chrysin, 3 pM chrysin, 10 pM chrysin. Jako pozitivni kontrola byl pouzit
sulphoraphane (SFR). b) Kvantitativni denzitometrické vyhodnoceni exprese NRF2. Kontrolni
hodnota byla dana 100 %. Jako normaliza¢ni protein byl pouzit Heat shot protein 90 (HSP 90).
Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci programu Image J. Vysledky jsou primérnou hodnotou
ze tii méfeni se smérodatnymi odchylkami. * je oznaCen statisticky vyznamny rozdil exprese
SFR oproti kontrolni hodnoté (P<0,05).
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Obr. 17 Vliv chrysinu na expresi NRF2 u bunéné linie A549. a) Typické obrazky western
blottu: NRF2-kontrola (Ko), 1 uM verapamil, 3 uM verapamil, 10 uM verapamil; HSP90-
kontrola (Ko), 1 uM verapamil, 3 uM verapamil, 10 uM verapamil. Jako pozitivni kontrola byl
pouzit sulphoraphane (SFR). b) Kvantitativni denzitometrické vyhodnoceni exprese NRF2.
Kontrolni hodnota byla dana 100 %. Jako normaliza¢ni protein byl pouzit Heat shot protein 90
(HSP 90). Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci programu Image J. Vysledky jsou primérnou
hodnotou ze tfi méteni se smérodatnymi odchylkami. * je oznacen statisticky vyznamny rozdil
exprese SFR oproti kontrolni hodnot¢.
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Obr. 18 Vliv chrysinu na expresi NRF2 u bunéné linie A549. a) Typické obrazky western
blottu: NRF2-kontrola (Ko), 1 uM chrysin, 3 pM chrysin, 10 uM chrysin; HSP90-kontrola
(Ko), 1 uM chrysin, 3 uM chrysin, 10 uM chrysin. Jako pozitivni kontrola byl pouzit
sulphoraphane (SFR). b) Kvantitativni denzitometrické vyhodnoceni exprese NRF2. Kontrolni
hodnota byla dana 100 %. Jako normalizaéni protein byl pouzit Heat shot protein 90 (HSP 90).
Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci programu Image J. Vysledky jsou primérnou hodnotou
ze tii méfeni se smérodatnymi odchylkami. * je oznacen statisticky vyznamny rozdil exprese
SFR oproti kontrolni hodnoté.
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4.5 Vliv verapamilu a chrysinu na proliferaci a viabilitu

Dale byl sledovan vliv verapamilu a chrysinu na viabilitu a proliferaci. Latky v buiikach
s vysokou expresi ABCC1 indukuji bunéénou smrt, proto jsme se chtéli presvédcit, zda
v nasem piipadé bude tento fakt platit také. Bunky K562 a A549 byly vystaveny
pusobeni verapamilu ¢i chrysinu po dobu 48 hod. Vysledky MTT testu jsou vyjadieny
jako hodnoty IC50 (Tab 1). MTT test ukazal, Ze ani v jednom pfipadé u bunék K562 a
A549 nebyl pokles zivotnosti bunék vyznamny. Z vysledkd toho testu, ale nejsme
schopni fict, zda dochazi ke snizovani zivotnosti bun€k z diivodu snizené proliferace

nebo viability.

Tab 1 Vliv cytotoxickych ucinki verapamilu a chrysinu na bunéné linie K562 a A549
vyjadieny jako ICso. Vyhodnoceno z MTT testu.

Pouzitd latka K562, ICso (umol-I?) A549, ICso (umol-1?)
Verapamil >30 >30
Chrysin >30 >30
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4.6  Vliv buthionin sulfoximinu a kombinace verapamilu nebo

chrysinu s buthionin sulfoximinem na proliferaci a viabilitu

V literatufe je popisovano, ze builkky s vysokou expresi ABCCl mimo jiné jevi
zvySenou senzitivitu k buthionin sulfoximinu (BSO), coz je inhibitor syntézy GSH
(Marengo et al., 2008). Jmenovanou latku jsme v experimentech pouzili samostatné a
dale pak kombinace latek verapamilu ¢i chrysinu s BSO. Bunky K562 a A549 byly
vystaveny pusobeni BSO a nasledné kombinaci verapamilu nebo chrysinu s BSO po
dobu 48 hod Vysledky MTT testu ukazaly, Ze pokud pouzijeme pouze BSO, nejevi
bunky hypersenzitivitu ve zvySené mife (Tab. 2). Az teprve pouziti kombinace
verapamilu nebo chrysinu s BSO indukovalo vyznamny pokles viabilitu u bunék A549.
u K562 byl tento jev nizsi (Tab 3).

Tab 2 Vliv cytotoxickych u¢inku buthionin sulfoximinu (BSO) bunécné linie K562 a A549,
vyjadieny jako ICso. Vyhodnoceno z MTT testu.

Pouzité latky K562, ICso(mmol-I?) A549, ICso (mmol-1?)

BSO 0,96 0,96

Tab 3 Vliv cytotoxickych ucinki kombince verapamilu (V) nebo chrysinu (CH) s buthionin
sulfoximine (BSO) na bunécné linie K562 a A549, vyjadieny jako ICso. Vyhodnoceno z MTT
testu.

Pouzité latky K562, ICso(umol-I'Y)  A549, ICso (umol-I?)
Verapamil+ 125 pmol-I'* BSO 20,5 2,1
Chrysin+ 125 pmol-I"BSO 17,7 3,7
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4.7  Vliv verapamilu a chrysinu na Zivotnost bunék

Protoze MTT test neni dostaCujici proto, abychom zjistili, zda dochazi u bun€k ke
snizeni jejich proliferace nebo viability, rozhodli jsme se buniky déle testovat.

Pro odliseni zivych a mrtvych buné¢k v disledku plisobeni verapamilu a chrysinu
bylo pouzito fluorescencni kationtové lipofilni barvivo TMRE, které se akumuluje do
normalné fungujicich mitochondrii. Analyza byla provedena u bunéénych linii K562 a
A549. Pomoci priatokové cytometrie byla detekovédna fluorescence TMRE, ktera odrazi
pritomnost bunék s vysokym transmembranovym potencidlem. Vysledky naznacuji, ze
pokud pouzijeme verapamil (Obr. 19) nebo chrysin (Obr. 20) nedochazi k vyraznému

ovlivnéni viability nadorovych bunék.
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Obr. 19 Efekt verapamilu na viabilitu u bunéénych linii K562 a A549. Buiiky byly inkubovany
s verapamilem po dobu 48 hod pii 37 °C ve standardnim rtstovém médiu, pti 5% obsahu CO..
Vysledky jsou pramérnymi hodnotami ze tfi méfeni se smérodatnymi odchylkami. * je oznaéen
statisticky vyznamny rozdil u bun¢k K562, které byly ovlivnény verapamile v porovnani
S bunikami neovlivnénymi (P<0,05). # je oznacen statisticky vyznamny rozdil u bunck A549,
které byly ovlivnény verapamilem v porovnani s buitkami neovlivnénymi (P<0,05).
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Obr. 20 Efekt chrysinu na viabilitu u bunéénych linii K562 a A549. Bunky byly inkubovany
s chrysinem po dobu 48 hod pii 37 °C ve standardnim ristovém médiu, pii 5% obsahu COa.
Vysledky jsou primérnymi hodnotami ze tfi métfeni se smérodatnymi odchylkami. * je oznacen
statisticky vyznamny rozdil u bunék K562, které byly ovlivnény chrysinem v porovnani
s buitkami neovlivnénymi (P<0,05). # je oznacen statisticky vyznamny rozdil u bun¢k A549,

které byly ovlivnény chrysinem v porovnani s butikami neovlivnénymi (P<0,05).
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4.8  Vliv buthionin sulfoximu a kombinace verapamilu nebo chrysinu

s buthionin sulfoximinem na Zivotnost bunék

Podobné¢ jako u sledovani vlivu BSO a kombinace verapamilu nebo chrysinu s BSO na
proliferaci a viabilitu, byl studovéan efekt Zivotnosti bunék na tyto latky. Vysledky testu
zivotnosti bun€k koreluji s MTT testem. V ptipadé pouziti samostatného BSO
nedochézelo k vyraznému ovlivnéni bunék, vyjimkou byla vyssi koncentrace BSO (2
mmol-171), u které se ale domnivame, Ze vyvolava spiSe cytotoxicky efekt. BSO tedy
zpusoboval bunéfnou smrt jen ve vysSich koncentracich. Proto byly bunky dale
testovany s kombinaci verapamilu ¢i chrysinu a BSO. U bunek K562, které byly
testovany kombinaci verapamilu s BSO byl signifikantni pokles zaznamenan pouze u
vy$$i koncentrace BSO (Obr. 22), na rozdil od bunék A549, kde byl signifikantni rozdil
viditelny pfi obou koncentracich BSO. Vyssi hladina BSO vyraznéji ovlivnila Zivotnost

bunék nez hladina nizsi (Obr. 22, 23).
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Obr. 21 Efekt buthionin sulfoximunu (BSO) na viabilitu u bunéénych linii K562 a A549. Buniky
byly inkubovany s BSO po dobu 48 hod pti 37 °C ve standardnim ristovém médiu, pti 5%
obsahu CO.. Vysledky jsou praimérnymi hodnotami ze tii méfeni se smérodatnymi odchylkami.
* je oznacen statisticky vyznamny rozdil u bun€k K562, které byly ovlivnény BSO Vv porovnani
s bunikami neovlivnénymi (P<0,05). # je oznacen statisticky vyznamny rozdil u bun¢k A549,
které byly ovlivnény BSO Vv porovnani s buikami neovlivnénymi (P<0,05).
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Obr. 22 Efekt verapamilu v kombinaci buthionin sulfoximunu (BSO) na viabilitu u bunéénych
linii K562 a A549. Buiiky byly inkubovany s BSO a verapamilem po dobu 48 hod pti 37 °C ve
standardnim ristovém médiu, pii 5% obsahu CO.. Vysledky jsou primérnymi hodnotami ze tii
meéfeni se smérodatnymi odchylkami. * je oznacen statisticky vyznamny rozdil u bunck
K562+250 BSO, které byly ovlivnény verapamilem V porovnani s buitkami neovlivnénymi
(P<0,05). # je oznacen statisticky vyznamny rozdil u buné¢k A549+125 BSO, které byly
ovlivnény verapamilemv porovnani s butikami neovlivnénymi (P<0,05). + je oznacen statisticky
vyznamny rozdil bun¢k A549+125 BSO, které byly ovlivnény verapamilem V porovnani
s buinkami neovlivnénymi(P<0,05).
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Obr. 23 Efekt chrysinu v kombinaci buthionin sulfoximunu (BSO) na viabilitu u buné¢nych linii
K562 a A549. Buiiky byly inkubovany s BSO a chrysinem po dobu 48 hod pii 37 °C ve
standardnim rastovém médiu, pfi 5% obsahu CO.. Vysledky jsou primérnymi hodnotami ze tii
méfeni se smérodatnymi odchylkami. * je oznaCen statisticky vyznamny rozdil u bunék
K562+250 BSO, které byly ovlivnény verapamilem v porovnani s buiitkami neovlivnénymi
(P<0,05). $ je statisticky vyznamny rozdil u bunék K562+125 BSO, které byly ovlivnény
chrysinem v porovnani s buiikami neovlivnénymi. # je oznacen statisticky vyznamny rozdil u
bunek A549+125 BSO, které byly ovlivnény verapamilemv porovnani s buikami
neovlivnénymi (P<0,05). + je oznacen statisticky vyznamny rozdil bunék A549+125 BSO, které
byly ovlivnény verapamilem v porovnani s buiikami neovlivnénymi(P<0,05).
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4.9  VIliv verapamilu a chrysinu na bunécny cyklu a apoptézu

Pomoci barviva TMRE jsme byli schopno odlisit mnozstvi zivych a mrtvych bunék, ale
nejsme schopni odli§it mechanismus bunééné smrti. Proto byla provedena analyza
bunécné¢ho cyklu a apoptoézy. Timto typem analyzy jsme schopni pozorovat bunky
V jednotlivych fazich buné¢ného cyklu a zastoupeni apoptotickych bunék (Obr. 24, 25).
Vysledky naznacuji podobny trend jako u analyzy Zivotnosti bun¢k s pouzitim TMRE.
U bunéénych linii K562 a A549 ovlivnénych verapamilem nebo chrysinem opét
nedochazelo k vyznamnému narGstu apoptotickych bunék (Obr. 26). Proto byly

Vv nasledujicim kroku pouzity kombinace verapamilu nebo chrysinu s BSO.
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Obr 24 Typické obrazky histogramii, které znazornuji buiky K562 neovlivnéné a ovlivnéné
verapamilem Vv jednotlivych fazich bunééného. Bunécna linie K562 byla inkubovana
s verapamilem ¢i chrysinem po dobu 48 h ve standardnich rustovych podminkach pii 37 °C a
5% obsahu CO,. a) Neovlivnéné buiiky, b) buiky ovlivnéné verapamilem, c¢) buniky ovlivnény
chrysinem.
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Obr. 25 Typické obrazky histogramu, které znazornuji buiky A549 neovlivnéné a ovlivnéné
verapamilem Vv jednotlivych fazich bunééného. Bunécna linie AS549 byla inkubovana
s verapamilem ¢i chrysinem po dobu 48 h ve standardnich riistovych podminkach pti 37 °C a
5% obsahu CO,. a) Neovlivnéné buiiky, b) bunky ovlivnéné verapamilem, c) bunky ovlivnény
chrysinem.
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Obr. 26 Vliv verapamilu a chrysinu na bunéénou smrt a indukci apotdzy. Bunécné linie K562 a
A549 byly inkubovany sa) verapamilem nebo b) chrysinem nebo po dobu 48 hod ve
standardnim ristovém meédiu pii 37 °C a 5% obsahu CO. Vysledky jsou primérnymi
hodnotami ze tfi méfeni se smérodatnymi odchylkami. V pi¥ipadé inkubace s verapamilem je *
oznacen statisticky vyznamny rozdil u bun¢k K562 ovlivnénych verapamilem oproti buiikdm
neovlivnénym (P<0,05). V pfipad¢ inkubace s chrysinem je * oznacen statisticky vyznamny
rozdil u bunék A549 ovlivnénych chrysinem oproti bunkam neovlivnénym (P<0,05).
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4,10 VIiv kombinace verapamilu nebo chrysinu a buthionin

sulfoximinu na bunéény cyklus a apoptézu

Stejné jako pti predchazejicich analyzach i zde byla pouzita kombinace verapamilu ¢i
chrysinu s BSO. Po pouziti kombinace verapamilu nebo chrysinu s BSO byl zjistén
signifikantni rozdil mnozstvi apoptotickych bunék predev§im v ptipade bunécéné linie
A549 ovlivnéné verapamilem v kombinaci s BSO (Obr. 29, 30). V piipadé bunék, které
byly ovlivnény chrysinem v kombinaci s BSO, vykazovaly tyto latky na bunky A549
stejny efekt. Stejn¢ jako pfi pouziti chrysinu nebo verapamilu byl sledovan ucinek 1é¢iv
na jednotlivé faze bunécného cyklu (Obr. 27, 28). V ptipadé¢ bunécné linie K562
dochdzi pravdépodobné k mensimu bloku v GO/G1 u bun¢k ovlivnénych verapamilem a

chrysinem. V ptipad¢ bunék A549 neni pozorovana zadna blokace (Obr. 31).

a) b)

[}
m

23

30 pmol.I* verapamil+
125 pmol.I'* BSO K562

Gl

30 pmol.I? chrysin+

G1
125 pmol.I! BSO K562

a. u)

G2/M

Cetnost (a. u)
Cetnost (

6,9%
——

4 apoptotické bufiky

5,7 %
1

4 apoptotické buiky

f
f
a 1023
a 1023
Obsah DNA Obsah DNA

Obr. 27 Typické obrazky histograml, které znazorfuji buiiky K562 ovlivnéné
verapamilem ¢i chrysinem v kombinaci s buthionin sulfoximinem (BSO) v jednotlivych
fazich bunécného. Bunétnd linie K562 byla inkubovana s kombinaci verapamilu ¢i
chrysinu s BSO po dobu 48 h ve standardnich ristovych podminkach pii 37 °C a 5%
obsahu CO». a) Bunky ovlivnéné kombinaci verapamilu s BSO, b) bunky ovlivnéné
kombinaci chrysinu s BSO.
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Obr. 28 Typické obrazky histogramul, které znazoriuji bunky A549 ovlivnéné verapamilem ¢i
chrysinem v kombinaci s buthionin sulfoximinem (BSO) vV jednotlivych fazich bunééného.
Buné¢na linie A549 byla inkubovana s kombinaci verapamilu ¢i chrysinu s BSO po dobu 48 h
ve standardnich rGstovych podminkach pfi 37 °C a 5% obsahu CO. a) Butniky ovlivnéné
kombinaci verapamilu s BSO, b) buriky ovlivnéné kombinaci chrysinu s BSO.
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Obr. 29 Vliv kombinace verapamilu a buthionin sulfoximinu (BSO) na bunéénou smrt a indukci
apotdzy. Bunécné linie K562 a A549 byly inkubovany s kombinaci verapamilu a BSO po dobu
48 hod ve standardnim rastovém médiu pii 37 °C a 5% obsahu CO,. Vysledky jsou primérnymi
hodnotami ze tfi méfeni se smérodatnymi odchylkami. * je oznacen statisticky vyznamny rozdil
u bun¢k K562 ovlivnénych verapamilem a BSO oproti bunkam neovlivnénym (P<0,05). # je
oznacen statisticky vyznamny rozdil u bunék A549 ovlivnénych verapamilem v kombinaci
s BSO oproti buitkdm neovlivnénym (P<0,05).
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Obr. 30 Vliv kombinace chrysinu a buthionin sulfoximinu (BSO) na buné¢nou smrt a indukci
apotdzy. Bunééné linie K562 a A549 byly inkubovany s kombinaci chrysinem a BSO po dobu
48 hod ve standardnim ristovém médiu pii 37 °C a 5% obsahu COz. Vysledky jsou primérnymi
hodnotami ze tfi méfeni se smérodatnymi odchylkami. * je oznacen statisticky vyznamny rozdil
u bun¢k K562 ovlivnénych chrysinem a BSO oproti bunkam neovlivnénym (P<0,05). # je
oznacen statisticky vyznamny rozdil u bun¢k A549 ovlivnénych chrysinem v kombinaci s BSO
oproti bunkam neovlivnénym (P<0,05).
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Obr. 31 Vliv verapamilu (V), chrysinu (CH) a kombinace verapamilu ¢&i chrysinu s buthionin
sulfoximinem (BSO) na pocet bunék v jednotlivych fazich bunééného cyklu a) u bunék K562,
b) u bunék A549. Buné¢éné linie byly inkubovany s 1é¢ivy po dobu 48 hod ve standardnim
ristovém médiu pii 37 °C a 5% obsahu CO,. Vysledky jsou primérnymi hodnotami ze tfi
méfeni se smérodatnymi odchylkami. * je oznacen statisticky vyznamny rozdil Vv jednotlivych
fazich bunééného cyklu u bunék K562 ovlivnénych 1é¢ivy oproti bunikdm neovlivnénym
(P<0,05).
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4.11 Vliv verapamilu a chrysinu na morfologii bunéénych jader

Abychom potvrdili vysledky, které nam ukazaly ptedeslé analyzy, zkoumali jsme
morfologii jader u bun¢k K562 a A549 ovlivnénych i neovlivnénych verapamilem i
chrysinem a kombinaci verapamilu ¢i chrysinu s BSO. Buiky byly fixovany ethanolem,
barveny propidium jodidem a pozorovany pod fluorescenénim mikroskopem (Obr. 32,
33). Byl pozorovan vznik apoptotickych télisek pievazné u bunék ovlivnénych
kombinaci verapamilu s BSO u bunécné linie A549 podobné se jevila i kombinace
chrysinu s BSO u téchto bun¢k. Dale bylo poc¢itano mnozstvi apoptotickych bun¢k pod
mikroskopem vzhledem k bunkdm neapoptotickym. Nejvetsi nartist apoptotickych
bun¢k byl zaznamenan u bunék ovlivnénych nejvyssi koncentraci kombinace
verapamilu nebo chrysinu s BSO (Obr. 34, 35). Narust apoptotickych bunék byl asi
dvacetkrat vyss$i oproti bunkdm, které byly ovlivnény pouze verapamilem nebo

chrysinem.

a) b)

Obr 32 Analyza morfologie jader u bunéénych linii K562. a) Typicky obrazek neovlivnénych
bun€k K562. b) Typicky obrazek bunék K562 ovlivnénych verapamilem. Buiky byly barveny
propidium jodidem a pozorovany pfi zvétSeni 1000x. Velikost métitka byla 20 pm.
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Obr 33 Analyza morfologie jader u bunéénych linii K562 a A549. a) Typicky obrazek
neovlivnénych bunék A549. b) Typicky obrazek bunék A549 ovlivnénych verapamilem. c)
Typicky obrazek ovlivnénych bunék K562 kombinaci verapamilu s buthionin sulfoximinem
(BSO). d) Typicky obrazek ovlivnénych bunék A549 kombinaci verapamilu s BSO. Bunky byly
barveny propidium jodidem a pozorovany pti zvétseni 1000x. Velikost métitka byla 20 um.
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Obr 34. Efekt verapamilu nebo chrysinu na apoptézu u bunéénych linii K562 a A549. a) Vliv
verapamilu na apoptéozu bunék. B) Vliv chrysinu na apoptézu bunék. Vysledky jsou
prumérnymi hodnotami ze tii pozorovani se smérodatnymi odchylkami. * je oznacen statisticky
vyznamny rozdil u bunék K562 ovlivnénych oproti buitkdim neovlivnénym (P<0,05). # je
oznacen statisticky vyznamny rozdil u bunék A549 ovlivnénych oproti buiikdm neovlivnénym
(P<0,05).
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Obr 35. Efekt kombinace verapamilu nebo chrysinu s BSO na apoptézu u bunéénych linii K562
a A549. a) Vliv verapamilu v kombinaci s BSO na apoptéozu bunék. B) Vliv chrysinu
v kombinaci s BSO na apoptézu bunék. Vysledky jsou primérnymi hodnotami ze tfi pozorovani
se smérodatnymi odchylkami. * je oznaCen statisticky vyznamny rozdil u bunck K562
ovlivnénych oproti butikam neovlivnénym (P<0,05). # je oznaden statisticky vyznamny rozdil u
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bunék A549 ovlivnénych oproti buitkdm neovlivnénym (P<0,05).
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5 DISKUSE

Velké mnozstvi vyzkumnych skupin se v poslednich letech zabyva strategiemi, které by
ptekonaly MDR u riznych typt nadorovych bunék. Jednou z téchto strategii je i CS,
ktera byla predmétem naSeho zkoumdani. CS byla popsana u nadorovych bunck se
zvySenou expresi nékterych ABC transportért, zejména ABCC1 a ABCBI1 (Lorendeau
et al., 2014). Nase vysledky ukazuji asi pétindsobné zvysenou expresi ABCC1 u bunék
A549 oproti buitkam K562. Jelikoz byva u nadorovych buné€k Casto pozorovana
zvySena mutace v genomu, byl gen ABCC1 po izolaci DNA podroben sekvenaci na
Ustavu imunologie Lékatské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci, kde bylo
zjisténo, ze V buitkkach A549 nejsou obsazeny zadné mutace vV genu a Vv bunkach K562
byly mutace pfitomny Vv jedné poloviné genu.

Pouziti CS jako nahodné objevené strategie pro piekonani MDR pfineslo pozitivni
vysledky v in vitro experimentech. I kdyz nékteré latky (verapamil, chrysin) funguji
mechanismem, ktery podporuje Ctyfi hlavni hypotézy mechanismii CS, je mozné, ze
¢inidla CS pracuji na bazi alternativnich mechanismi. Bylo zjisténo, ze pravdépodobné
neexistuje zadny hlavni mechanismus, ktery by Shrnoval mechanismy pisobeni CS
potiebné pro piekonani MDR (Pluchino et al., 2012).

Ze studii vyplyva, ze flavonoidy (chrysin) jsou u¢inngj§imi ¢inidly CS nez verapamil
(Lorendeau et al., 2014). V ptipadé chrysinu dochazi i k indukci apoptézy u bunék
exprimujicich ABCCI1. Flavonoidy byly podrobeny zkouméni z diivodu nizsi toxicity
oproti verapamilu. Tyto latky se nachazici béZné€ ve stravé a mohou pfiznivé ovliviiovat
zdravotni stav pacienta (Lorendeau et al., 2014). V naSem piipad¢ byly zkoumany
ucinky verapamilu a chrysinu na bunécné linie K562 a A549. V mnoha piedeslych
studiich byly pouzity buiky léCivem selektované svelmi vysokou expresi ABC
transportérti, coz mohlo ve velkém mnozstvi piipadt ovlivnit vysledky experimentd,
protoze u nddorovych buné€k neni tak vysoka exprese obvykla.

Abychom hypotézu ovéfili pouzili jsme bunééné linie exprimujici ABCC1
Vv podobné mife jako lidské nadorové bunky. A549 jsou builky se zvySenou expresi
ABCC1, K562 maji expresi ABCCL nizkou Vv ramci panelu bunéénych linii (NCI-60
Human Tumor Cell Lines Screen), ze které byly bunky pouzity.

Bylo zjisténo, ze verapamil a chrysin indukuji eflux GSH ven z bun¢k. V dusledku

zvySené exprese ABCCL u bun¢k A549 byl eflux GSH do média u této bunécné linie az
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desetinasobné vyssi nez v pripadé bunécné linie K562. U bunék K562 ovlivnénych
chrysinem dosSlo k vice nez dvojnasobnému efluxu GSH do média v porovnani
s bunikkami K562, které byly ovlivnény verapamile. V pfipad¢ bunécné linie A549 byl
vetsi eflux GSH ven z bunék pozorovan u bun€k ovlivnénych verapamilem v porovnani
s bunikami ovlivnénymi chrysinem.

V dusledku pozorovani zvySeného efluxu GSH ven z bunék, byla stanovena
intracelularni hladina GSH u bun¢k K562 a A549. Bylo zjisténo, ze eflux GSH vede
k poklesu intracelularniho obsahu GSH. U bunék K562 bylo pozorovano sniZzeni
intracelularni hladiny GSH asi o 20 % po Sestihodinové inkubaci s verapamilem ¢i
chrysinem. V piipadé bunééné linie K562 byl zaznamenan pokles intracelularni hladiny
GSH téméf na 50 %. Tento jev byl pozorovan ve shod¢ s literaturou (Pluchino et al.,
2012).

Jelikoz snizend intracelularni hladina GSH muze vést k oxidativnimu stresu, byl
nasledné pozorovan vliv verapamilu a chrysinu na NRF2. NRF2, ktery je regulatorem
bunééné antioxidaéni odezvy a hraje dileZitou roli pfi adaptaci na oxidacni stres.
V disledku piisobeni nékterych latek dochazi k aktivaci NRF2, aby doslo ke snizeni
apoptézy u nadorovych bunék (Li et al., 2014). V nasem piipad¢ nebyla prokazana
aktivace NRF2 ani u jedné z pouzitych bunéénych linii.

V literature je dale popisovano, Ze v buiikdch s vysokou expresi ABCC1 dochazi
K indukci bunééné smrti (Pluchino et al., 2012). Z tohoto divodu byl dale proveden
MTT test, kde nebyl pozorovan vyrazny efekt verapamilu ani chrysinu na proliferaci a
viabilitu bunék. Proto jsme se rozhodli pouzit pro dalsi experimenty BSO. Po pouZiti
BSO, coz je inhibitor syntézy GSH, dochazelo k mirnému poklesu proliferace. Detailni
analyza ukdazala, ze BSO pravdépodobné zpiisobuje mirnou inhibici. Bylo zji§téno, Ze
buriky K562 a A549 nejsou ve zvysené mife hypersenzitivni ani k BSO. Az nasledné
pouziti kombinace verapamilu ¢i chrysinu s BSO vedlo k vyznamné&jSimu rozdilu.
Vysledek zjistén v MTT testu byl doloZen 1 dalSimi provedenymi analyzami, které
ukézaly srovnatelné vysledky.

Na rozdil od nasi studie, z mnoha studii vyplyva, Ze pouziti samotného verapamil ¢i
chrysinu indukuje apoptdzu, stejné tak i pouziti samotného BSO (Hall et al., 2009;
Laberge et al., 2009; Pluchino et al., 2012; Lorandeau et al., 2014). Tento fakt je

pravdépodobné zplisoben tim, Ze v mnoha studiich byly pouzity bunky s velmi vysokou
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expresi ABC transportérii ve srovnani s nasimi bunénymi liniemi, které se rozsahem
exprese ABC transportérii pfiblizuji lidskym nddorovym buikdm.

Na zakladé zjisténych vysledki se zda, Zze verapamil ani chrysin nejsou
pravdépodobné schopny indukovat CS u néadorovych bunck se zvySenou expresi
ABCCI1 transportéru. Zvysena exprese ABCCI transportéru neni pravdépodobné u

bun¢k dostate¢né stimulovana, tak aby dochézelo k indukei bunééné smrti.
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6 ZAVER
V ramci této diplomové prace byla vypracovana literarni reserse, ve které se zabyvame
1ékovou rezistenci, ABC transportéry a kolateralni senzitivitou u nadorovych bunck.

V experimentalni casti byla nejdiive ovéfena exprese ABCCI transportéru u
bunéénych linii K562 a A549. Bylo zjisténo, ze bunky A549 exprimuji ABCC1 v asi
pétinasobné vyssi mife nez bunky K562. Po sekvenaci genu ABCC1 u bunécné linie
Ab549 bylo zjisténo, Ze se jedna 0 nemutovanou alelu tohoto genu.

Nasledné bylo zjisténo, ze verapamil a chrysin indukuji eflux GSH do média.
V disledku zvysené exprese bunck A549 dochazelo asi k desetinasobné vyssimu efluxu
GSH u téchto bunék oproti bunkam K562.

Dale bylo zjisténo, Ze eflux GSH vede k poklesu intracelularni hladiny GSH u bunék
K562 i A549. Bylo zjisténo, ze u bunék K562 dochazi po 6 hod inkubace s verapamilem
¢i chrysinem k asi 20% poklesu intracelularni hladiny GSH. V ptipad¢ bunék A549
jsme zaznamenali snizeni intracelularni hladiny GSH po 6 hod inkubace téméf na
polovinu.

Ackoliv snizena hladina intracelularniho GSH muze vést k oxidativnimu stresu,
nebyla pozorovana aktivace NRF2, ktery je jednim z hlavnich regulatori bunééné smrti.

Dalsi analyzy ukazaly, Ze ani verapamil ani chrysin neinhibuji buné¢nou proliferaci a
neindukuji bunéénou smrt u bun¢k K562 a A549. RovnéZ nebyla pozorovana zvysena
citlivost obou bunécnych linii k inhibitoru syntézy GSH (BSO). Pouze kombinace
verapamilu nebo chrysinu s BSO indukovala vyrazny pokles viability u bunék A549, u
bunck K562 byl tento efekt vyrazné nizsi.

Vyse uvedené vysledky naznacuji, Ze verapamil a chrysin nejsou schopny indukovat

CS u nadorovych bunék s vysokou expresi ABCCI.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABC ATP binding cassette

BSO buthionin sulfoximin

CBB Coomassie briliant blue

CS Kolateralni senzitivita

dH20 deionizovana voda

DNA deoxyribonukleova kyselina

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

FA mravenci kyselina

FBS fetalni bovinni sérum

GSH redukovana forma glutathionu

GSSG oxidovana forma glutathionu

LC kapalinova chromatografie

MDR mnohocetna 1¢kova rezistence

MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie

MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- difenyl tetrazolium bromid
NBD doména vazajici nukleotidy u ABC transportéra
NRF2 nuclear factor erythroid 2-related factor 2
PAGE gelova elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
PBS fosfatem pufrovany fyziologicky roztok

P-gp P-glykoprotein

Pl propidium jodid

PVDF polyvinyliden fluorid

PSC833 valspodar, analog cyklosporinu A

ROS reaktivni formy kysliku

SDS dodecylsiran sodny

TE Tris/EDTA pufr

TEMED N,N,N',N'-tetramethylendiamin

TKI inhibitory tyrosinovych kinas

TMD transmembranova doména u ABC transportéra
TMRE tetramethylrhodamin ethylester perchlorate
TRIS tris (hydroxymethyl)aminomethan
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9 Ptilohy

Tab. P1: Souhrnny piehled chemickych nazvi 1é€iv a inhibitort podle IUPAC.

Lécivo

IUPAC

Antimycin A
Bevacizumab
Biricodar
Cetuximab

CTP-11

Cyklosporin A

Doxorubicin

Dp44mtt

Elacridar

(2R,3S,6S,7R,8R)-3-[(3-Formamido-2-hydroxybenzoyl)amino]-8-hexyl-2,6-dimethyl-4,9-dioxo-1,5-dioxonan-7-yl 3-methylbutanoat
lithium;4-[2-(diethylamino)ethylcarbamoyl]-2-iodobenzoat
1,7-dipyridin-3-ylheptan-4-yl (2S)-I-[2-ox0-2- (3,4,5-trimethoxyfenyl) acetyl] piperidin-2-karboxylat
6-(3,3-dimethyl-2-methylidenindol-1-yl) hexanova kyselina
[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-amino-2-oxopyrimidin-1-yl)-3,4-dihydroxyoxolan-2-yl]methoxy-hydroxyphosphoryl] phosphono hydrogen fosfat

cyklo[((2S)-2-aminobutyryl)-sarkosyl-N-methyl-L-leucyl-L-valyl-N-methyl-L-leucyl-L-alanyl-D-alanyl-N-methyl-L-leucyl-N-methyl-L-leucyl-
N-methyl-L-valyl-N-methyl-(4R)-4-[(E) -but-2-enyl]-4-methyl-L-threonyl]

(7S, 9S)-7-[(2R, 4S, 5S, 6S)-4-amino-5-hydroxy-6-methyloxan-2-yl] oxy-6,9,11-trihydroxy-9-(2-hydroxyacetyl)-4-methoxy-8,10-dihydro-7H-

tetracen-5,12-dion

2-(Di-2-pyridinylmethylene)-N,N-dimethyl-hydrazinecarbothioamide, Di-2-pyridylketone-4,4,-dimethyl-3-thiosemikarbazon

N-[4-[2-(6,7-dimethoxy-3,4-dihydro-IH-isochinolin-2-yl)ethyl]fenyl]-5-methoxy-9-o0xo-10H-akridin-4-karboxamid
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Lécivo

IUPAC

Fumitremorgin
C

Gefitinib
Chrysin
Imatinib
Laniquidar
Mitoxantron
Nalaxon
NSC73306

Pantoprazol

(1S, 128, 15S)-7-methoxy-12-(2-methylprop-1-enyl)-10,13,19-triazapentacyklo[11.7.0.0%11.04°.0'5%)ikosa-3(11),4(9),5,7-tetraen-14,20-dion

N-(3-chlor-4-fluorfenyl)-7-methoxy-6-(3-morfolin-4-ylpropoxy) chinazolin-4-amin
5,7-dihydroxy-2-phenylchromen-4-one
4-[(4-methylpiperazin-l-yl)methyl]-N-[4-methyl-3-[(4-pyridin-3-ylpyrimidin-2-yl) amino] enyl] benzamid
methyl 11-[1-[2-[4-(chinolin-2-ylmethoxy)fenyl]ethyl]piperidin-4-yliden]-5,6-dihydroimidazo[2,1-b] [3] benzazepin-3-karboxylat
(1,4-dihydroxy-5,8-bis[2-(2-hydroxyethylamino)ethylamino] anthracen-9,10-dion
(4R,4aS,7aR,12bS)-4a,9-dihydroxy-3-prop-2-enyl-2,4,5,6,7a,13-hexahydro-1H-4,12-methanobenzofuro[ 3,2-e]isoquinolin-7-one
1-[(2-hydroxy-1H-indol-3-yl)imino]-3-(4-methoxyphenyl)thiourea

6-(difluoromethoxy)-2-[(3,4-dimethoxypyridin-2-yl)methylsulfinyl]-1H-benzimidazole
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