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SOUHRN

Tato bakalafska prace se zabyva vyvojem azakladni charakterizaci bunéénych linii
rezistentnich k CUET. V teoretické casti je popsana lékova rezistence se zaméfenim na
mnohocetnou 1ékovou rezistenci a mechanismus jejiho vzniku. Daéle jsou popsany rakovinné
buiiky jako model ve vyzkumu I€kt, vétsi pozornost pak byla vénovana mySim modelim.
Nakonec byla popsana samotna latka zvana CuET, u které byly prokazany protirakovinné
ucinky.

Experimentalni ¢ast se zamétuje na selekci rakovinnych bunék rezistentnich k CUET.
U rezistentnich i nerezistentnich linii se stanovovala stiedni inhibi¢ni koncentrace (ICsp) pomoci
MTS testu cytotoxicity. Dale byly linie testovany pro stanoveni exprese P-glykoproteinu
a MRP1 proteinu.
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SUMMARY

This bachelor thesis deals with the development and basic characterization of cell lines
resistant to CUET. The theoretical part describes drug resistance with a focus on multiple drug
resistance and the mechanism of its development. Furthermore, cancer cells are described as
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1 UVOD

Rakovina je rtiznoroda skupina onemocnéni, pti kterych dochdzi k nekontrolovatelnému
a autonomnimu rastu bunék v organismu. Nadorové buriky maji schopnost neomezeného déleni
i bez nékterych rustovych faktori. Mohou se §ifit i do ostatnich tkani a vytvaret tak metastaze.
Bujeni bun¢k muze byt neskodné, piikladem jsou bradavice, jiné mohou byt zivot ohrozujici,

jako naptiklad leukémie (Cooper, 2000).

Rakovina je celosvétové druhou hlavni pfi¢inou Gmrti a v roce 2018 zpusobila asi
9,6 milionti umrti. NejéastéjSimi typy je rakovina plic, prsu, prostaty, kuze a kolorektalni

rakovina (World Health Organisation, 2020).

Hlavnim problémem v 1é€bé rakoviny je snizeni ucinnosti 1éCiva, které je znamé jako
Iékova rezistence. Pokud jsou buriky rezistentni na strukturné a funkéné odlisna 1é¢iva, jedna se
0 mnohocetnou lékovou rezistenci (Alfarouk a kol., 2015). V Iékové rezistenci hraji klicovou
roli tzv. effluxové pumpy. Jedna se o membranové transportni proteiny vyZzadujici energii
Kk exportu substrati. Mohou byt selektivni pro specifické 1é¢ivo nebo polyspecifické, které

mohou exportovat vice strukturné odlisnych 1é¢iv (Venter a kol., 2017).

Bunééné linie rezistentni na 1é¢ivo jsou vyvijeny tak, aby napodobovaly stavy pacientl
s rakovinou béhem chemoterapie. Laboratorni modely na vysoké tirovni jsou vyvijeny s cilem
pochopit mozny mechanismus rezistence vi¢i chemoterapeutickym latkdm (McDermott a kol.,

2014).



2 CILE PRACE

Teoreticka Cast prace byla zamétena na problematiku 1ékové rezistence v onkologické 1écbé
a aktualni trendy v jejim vyzkumu. Pozornost byla vénovana zejména disulfiramu, ktery je pod
svym obchodnim nazvem Antabus prodavan od roku 1952, a v posledni dobé€ se u né&j prokazaly

protirakovinné ucinky, za které odpovida metabolit CuET.

Prakticka ¢ast prace byla zaméfena na selekci rakovinnych bunék rezistentnich k CUET.
Rezistence téchto bun€k byla ovéfena MTS testem cytotoxicity a nasledné byla provedena

zakladni charakterizace bunék.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Rakovinné onemocnéni

3.1.1 Obecna charakteristika

Buiiky jsou zékladni jednotky tvofici lidské télo, které rostou a déli se. Poskozené nebo

mrtvé bunky jsou nahrazeny novymi, ¢imz se tkané obnovuji.

Neékteré bunky rostou samovolné, protoze organismus nemuze jejich rist ovlivnit, a vznika
rakovina. Nadorové onemocnéni mize také zpusobit vznik tzv. tumort, které jsou
charakterizované jako jakykoliv otok tkané (zdufeni), jehoz pfi¢inou mize byt kromée

nadorového onemocnéni i infekce nebo alergicka reakce (Alder a Hollar, 2019).

Rakovinna onemocnéni jsou zpusobena exogennimi chemickymi (anorganické i organické
slouCeniny), fyzikalnimi (napt. UV zéafeni nebo radiace) nebo biologickymi karcinogeny
(n¢které druhy vird a bakterii). Jak efektivné exogenni karcinogeny vyvolavaji rakovinu
u konkrétni osoby, silné zavisi na expozici jedince, na konkrétnich reakcich a na celkovém
zdravi. Ztoho wvyplyva, Zze endogenni procesy se taktéz podileji na vyvoji rakoviny

prostrednictvim modulace reakce na exogenni karcinogeny (Schulz, 2005).

Rakovinné bujeni Casto zavisi na vadné kontrole bunécné smrti, diferenciaci bunék nebo
obojim (Alberts, 2002) a je zpisobeno zménami v onkogenech, tumor-supresorovych genech
a genech microRNA, tyto zmény jsou obvykle somatické. Jedina geneticka zména je malokdy
dostate¢na pro vyvoj maligniho nadoru, vétSinou se jedna o vicestupniovy proces sekvenénich

zmeén v nékolika genech (Croce, 2008).

Jednotlivé geny vykazuji bodové mutace, jako jsou inzerce a delece, nebo mohou byt
ovlivnény chromozomalnimi translokacemi nebo inverzemi. Tyto zmény vedou k expresi
zménénych genovych produkt, ke snizeni nebo zvySeni genové exprese nebo k novym
genovym produktiim, jako jsou fizni proteiny. Navic jsou rakovinné buiiky casto aneuploidni
a vykazuji numerické anebo strukturalni zmény chromozomi. Patiéi k nim ztrata nebo zisk

chromozomi nebo chromozomalnich ¢asti, jakoz i pfeskupeni a rekombinace (Schulz, 2005).

Onkogeny koduji proteiny, které fidi proliferaci bunck, apoptézu nebo oboji. Lze je
aktivovat strukturnimi zménami vznikajicimi mutaci nebo fuzi geni, juxtapozici na
enhancerové prvky, nebo amplifikaci. Inicia¢nimi faktory jsou translokace a mutace, které
mohou nastat i béhem progrese nadoru, zatimco zesileni obvykle nastane az béhem progrese

(Croce, 2008).



Rakovinné bunky vytvaieji nadory, které mohou byt maligni, nebo benigni. Rakovinny
nador je maligni, pokud muze rust a §ifit se do dalSich ¢asti téla. Benigni nador je takovy, ktery
sice roste, ale nemuze se $ifit. Nékteré typy rakoviny vSak netvoii nadory. Patii k nim leukémie,

vétsina typu lymfomt a myelom (Cancer.Net Editorial Board, 2019).

Nekteré geny tidi zivotni cyklus buiiky, tedy rust, funkci, déleni a smrt. Pokud jsou tyto
geny poskozeny, ztraci se rovnovédha mezi normalnim rastem bun¢k a smrti. Rakovinové buiiky
vznikaji poskozenim DNA a nekontrolovanym rustem bun¢k (Otto a Sicinski, 2017). Faktory,
které zptsobuji poskozeni DNA, a tim padem zvySuji riziko rakoviny, mohou byt rizného typu.

Jedna se naptiklad o mutace, epigenetické zmény nebo plisobeni mikrobu (Pinoli a kol., 2019).

Poskozeni zdravych bun€k ale mize zplsobit isamotna 1écba rakoviny, jako je
chemoterapie, ozarovani nebo imunosupresivni léky. Védci vSak vyrabégji 1éky, které zptisobuji
mensi poskozeni zdravych bun¢k. Jedna se napiiklad o cilenou terapii, kdy se pouzivaji 1éky
cilené na konkrétni typ rakovinnych bunék (Samnienggam a Phienthrakul, 2016).

Cilena terapie je typem lécby rakoviny, ktera je specificka pro rakovinné bunky a inhibuje
procesy prenosu signalu, jelikoz transdukce signalu je pfic¢inou ristu a d€leni rakovinnych
bun€k. Tento typ 1lééby ma méné vedlejSich Gcinki nez chemoterapie (Samnienggam
a Phienthrakul, 2016).

Pti cilené terapii se vyuzivaji léky, které jsou dostatecné malé, aby snadno vstoupily do
bun€k. Mnohé z nich jsou inhibitory tyrosin-kinazy, jako jsou napiiklad Imatinib, ktery se
pouziva pro lécbu chronické myeloidni leukémie a gastrointestinalniho stromalniho tumoru
(Claudiani a Apperley, 2018), Bortezomib, coz je inhibitor proteazomu indukujici apoptozu,
ktery zpisobuje, ze rakovinné buiiky podléhaji bunééné smrti interferenci s proteiny a pouziva
se k 1é¢bé mnohocetného myelomu (Djebbari a kol., 2018), nebo Salinomycin, u kterého byla
prokazana tucinnost pfi niCeni rakovinnych kmenovych bunék laboratorné vytvorenych

i pfirozené se vyskytujicich nadort prsu u mysi (Dewangan a kol., 2017).

Dale se v cilené terapii pouzivaji monoklondlni protilatky, také znamé jako terapeutické
protilatky. Jedna se o proteiny produkované v laboratofi a jsou uréeny k navazani na specificka
mista rakovinnych bunék. Nekteré monoklonalni protilatky oznacuji rakovinné bunky tak, aby
je imunitni systém 1épe vidél a zni¢il (National Cancer Institute, 2020). Mezi takové protilatky
patii Pembrolizumab, ktery se pouziva pro 1é¢bu melanomu nebo Hodgkinova lymfomu (Kwok
a kol., 2016). Jiné protilatky pifimo zastavuji rst rakovinnych bunék nebo zpusobuji jejich
destrukci, popiipadé pienaseji toxiny do rakovinnych bunék (National Cancer Institute, 2020).
Jedna se naptiklad o Trastuzumab, coz je 1ék na rakovinu prsu a zaludku, u kterych rakovinné

bunky nadmérné exprimuji gen HER2 (Sarosiek a Morawski, 2018).



3.1.2 Bunécny cyklus

Bunécény cyklus je soubor organizovanych a monitorovanych udalosti, ktery je zodpovédny
za spravnou separaci buniky na dvé dcefiné, pii¢emz dochazi k segregaci chromozomd, a tedy

i k rozdéleni genetické informace (Diaz-Moralli a kol., 2013).

Jedna se o vysoce energeticky naro¢ny proces, ktery se sklada z dil¢ich fazi: G1 faze, kde
dochazi kriustu buiky, S faze, ve které se replikuji chromozomy a dochéazi tedy ke
zdvojnasobeni obsahu DNA, a G2 faze, kde dochazi k dal§imu ristu bunky. Nakonec probéhne

M faze, ve které probiha mitotické nebo meiotické déleni burnky (Barnum a O‘Connell, 2014).

M faze se sklada ze Ctyt etap: profaze, metafaze, anafaze a telofaze. V profazi replikované
chromozomy, které se skladaji ze dvou sesterskych chromatid, kondenzuji. Mimo jadro se
mitotické vieténko shromazdi mezi dvéma centrozomy, které se replikovaly a pohybovaly se od
sebe. Prometafize zaCind rozpadem jaderné membrany. Na chromozomy se piipojuji
mikrotubuly vieténka v oblasti zvané kinetochor. V metafazi jsou chromozomy fazeny do
ekvatoridlni roviny a kinetochorové mikrotubuly zacinaji pfitahovat sesterské chromatidy
k opaénym pélum buriky. V anafdzi jsou sesterské chromatidy rovnomérné separovany pro
vytvoteni dvou dcefinych bunék. Béhem telofaze jsou jiz chromozomy umistény v opacnych
pélech bunky. Je sestavena nova jaderna membrana kolem kazdé sady chromozomt. Nasleduje
cytokineze, pfi které je cytoplazma rozdélena do dvou pomoci kontraktilniho prstence, ¢imz

vzniknou dv¢ dcefiné buiky (Alberts a kol., 2002).

3.1.3 Regulace buné¢ného cyklu (cyklin-dependentni kinazy)

Hlavnimi mechanismy, které fidi pribéh bunééného cyklu, jsou cyklin-dependentni kinazy.
CDK obsahuji serin/threonin-specifické katalytické jadro a vazi se na regulacni podjednotky
znamé jako cykliny, které fidi kinazovou aktivitu a substratovou specificitu (Lim a Kaldis,
2013). Cykliny jsou regulovany cetnymi proteiny, véetné p53, p21, pl6 a cdc25 (Schafer,
1998). Molekuly CDK jsou aktivovany jejich fosforylaci threoninového zbytku blizko mista
kinazové aktivity (Morgan, 2007).

Cinnosti t&chto kindz rostou a klesaji, jak buiika postupuje cyklem, coZ vede k cyklickym
zménam ve fosforylaci intracelularnich proteint, které iniciuji nebo reguluji hlavni udalosti
bunééného cyklu. Napiiklad zvyseni aktivity CDK v kontrolnim bodé G2/M zvySuje fosforylaci
proteintl, které kontroluji kondenzaci chromozomu, rozklad jadernych obalil, sestaveni vietena

a dalsi udalosti, které se vyskytuji na zacatku mitozy (Alberts, 2002).



Vsechny CDK maji terciarni strukturu zahrnujici maly lalok na aminovém konci a velky
lalok na karboxylovém konci, ktery brani proteinovym substratim v navazani se do aktivniho
mista. ATP se jednoduse vejde do Stérbiny mezi laloky tak, ze fosfaty jsou orientovany ven,
smérem k usti §térbiny. V neativnich CDK je nékolik postrannich fetézci aminokyselin
v aktivnim misté nesprdvné¢ umisténo, takze fosfity ATP nejsou idedlné orientovany pro

kindzovou reakci (Morgan, 2007).

CDK fosforyluji kli¢ové substraty pro podporu syntézy DNA a mitdzy a vyzaduji vazbu
regulacni cyklinové podjednotky, ktera aktivuje kinazu tim, Ze zplsobuje konformacni zmény
blizko aktivniho mista. Tyto strukturdlni zmény umoziuji kindze vazbu ATP a substratl
Vv orientaci, ktera podporuje ptenos terminalniho fosfaitu ATP do cilového serinového nebo

threoninového zbytku v substratu (Rhind a Russell, 2012).

Existuji ctyfi tiidy cyklint, z nichz kazda je definovana fazi bunééného cyklu, ve kterém se
vazi na CDK a jejich funkci. VSechny eukaryotické bunky vyzaduji tii ztéchto tfid:
G1/S-cykliny aktivuji CDK v pozdni G1 fazi a tim pomahaji spoustét progresi pomoci
kontrolniho bodu Start, coz vede k zavazku ke vstupu do bunééného cyklu. Hladina téchto
cyklini spada do S faze. S-cykliny vazou CDK brzy po progresi pomoci Start a pomahaji
stimulovat duplicitu chromozomi. Hladiny S-cyklinii zistavaji zvySené az do mitdzy a tyto
cykliny také prispivaji ke kontrole n€kterych casnych mitotickych udalosti. M-cykliny aktivuji
CDK, které stimuluji vstup do mitézy v kontrolnim bodé G2 / M (Alberts, 2002).

Cykliny G1 ve spojeni s CDK4, CDK6 a CDK2 reguluji vstup do bunééného cyklu, zatimco
S-fazi a ptechod z G2 do M faze reguluje CDK1 (do S faze se zapojuje i CDK2) vazanou na
jednotku rodiny B-typu cyklini. Komplex CDK1-cyklin-B je také znamy jako faktor
podporujici M fazi (Rhind a Russell, 2012).

Aktivita CDK miZze byt také negativné regulovana vazbou malého proteinového inhibitoru
(CDK-inhibitory) nebo inhibi¢ni fosforylaci tyrosinu, ktera blokuje pfenos fosfatti na substraty
(Barnum a O’Connell, 2014). Byly identifikovany dvé rodiny CDK inhibitori: INK, které jsou
v lidskych nadorech inaktivovany deleci genu, bodovou mutaci nebo methylaci, a KIP/CIP

inhibitory, které jen ztidka podléhaji mutacim (Schmidt a Fan 2001).

3.1.4 Kontrolni body bunécéného cyklu

S cilem zachovat velikost bunky a zajistit, aby kazda dcefind bunka byla vybavena
odpovidajicim mnozZstvim genetického a biosyntetického materialu, musi pfed rozdélenim
presné zdvojnasobit sviij obsah. EXistence kontrolnich bodi pro velikost bunék jim umoziuje
koordinovat jejich velikost béhem bunééného cyklu. Kontrolni body se nachazeji v G1, G2 fazi

a mezi metafazi a anafazi (Barnum a O’Connell, 2014).



Kontrolni body zastavi bunéény cyklus v reakci na poSkozeni DNA nebo jeji netiplnou
replikaci. Dulezitost téchto bodi a jejich kontroly pro spravné rozdéleni bunék je spojovana
s vysokou frekvenci mutaci nalezenych v jejich regulacnich proteinech béhem onkogeneze

(Massague, 2004).

Prvnim kontrolnim bodem je Start (neboli restrikéni bod) na konci faze Gi, kde se buiika
zavazuje ke vstupu do bunécného cyklu a duplikovani chromozomti. Druhym je kontrolni bod
G2/M, kde fidici systém spousti vCasné mitotické udalosti, které vedou k zarovnani
chromozomi na vfetenu v metafazi. Treti je pfechod z metafaze do anafaze, kde kontrolni
systém stimuluje separaci sesterskych chromatidid, coz vede k dokonceni mitdzy a cytokineze

(Alberts, 2002).

Pokud fidici systém detekuje problémy uvnitf nebo vné buniky, blokuje postup v kazdém
z téchto kontrolnich bodi. Pokud kontrolni systém naptiklad zjisti problémy pii dokonceni
replikace DNA, bude udrzovat buiiku v kontrolnim bodé G»/M, dokud tyto problémy nebudou
vyreSeny. Podobné, pokud extracelularni podminky nejsou vhodné pro proliferaci bunék, fidici
systém blokuje progresi skrze Start, ¢imz brani déleni bunck, dokud se podminky nestanou

ptiznivymi (Morgan, 2007).

Regula¢ni protein, ktery je casto mutovany b&hem rakovinného onemocnéni, je
tumor-supresorovy protein retinoblastomu. RB je u¢inny inhibitor transkripce G1 — S, tj.
transkripéni proces, ktery se iniciuje béhem G1 fize a je nasledné inaktivovan béhem S faze

(Bertoli a kol, 2013).

3.1.5 Kilasifikace rakovinnych onemocnéni

Rakovinna onemocnéni se déli podle tkan€, kterou napadaji. Sarkomy jsou riznoroda
skupina malignit pochazejicich z pojivové tkané a déli se do dvou skupin: sarkom mékkych

tkani a primarni kostni sarkom (Ceyssens a Stroobants, 2011).

Karcinomy jsou nejcastéjsim typem rakoviny (kazdy rok je okolo 14 miliéni novych
ptipadll) ajedna se o rakovinu epitelové tkan¢ kiize nebo tkang, ktera lemuje vnitini organy,
jako jsou jatra nebo ledviny. Karcinomy se mohou rozsifit do jinych ¢asti t€la nebo se mohou
omezit na primarni misto (Lemoine a kol, 2001). Toto onemocnéni ma ruzné formy: karcinom
in situ (je omezen pouze na primarni tkan a nerozsifuje se do okolnich tkani), invazivni
karcinom (8ifi se z primarni tkané do okolni) a metastaticky karcinom (rozsituje se po celém

téle do dal$ich tkani a organii) (CancerCenter, 2020).



Leukémie je oznaeni pro rakovinu krve a jeji druh zavisi na typu krevnich bungk, které
rakovina postihne, a na rychlosti rustu rakovinnych bunék. Muze se tedy jednat 0 myeloidni,
lymfoblastické ¢i lymfocytarni leukémie, které mohou byt akutniho ¢i chronického charakteru.
Leukémie se nejcastéji vyskytuje u dospélych jedincu starSich 55 let a u déti mladSich 15 let
(dohromady se vyskytuje asi 300 000 novych ptipadi leukémie ro¢n¢) (National Cancer
Institute, 2020).

3.1.6  Trendy v onkologické 1é¢bé

Rakovina je jednou z hlavnich pfi¢in tmrti na celém svété, roéné zemie kolem 9 milidnd
lidi na rtizna rakovinna onemocnéni (Ahmad a kol., 2015). Mezi stavajici moznosti 1écby patii
chirurgické odstranéni nadorti, chemoterapie, radiacni terapie, transplantace kostni diené Ci
imunoterapie. Radia¢ni terapie je sice toxicka pro rakovinu, ale také pro zdravé bunky, coz

zpusobuje pacientovi vazné vedlejsi ucinky (Asna a kol., 2018).

Chemoterapie je typ 1é¢by rakoviny vyuzivajici jedno nebo vice protirakovinovych 1é¢iv
(chemoterapeuticka ¢inidla), které primarné poskozuji proliferujici bunky. Je u nich pozorovana
selektivita vii¢i rakovinnym buiikam, protoze nékteré nadory jsou vysoce proliferativni ve
srovnani s normalnimi buiitkami nebo jsou defektni ve své schopnosti opravit poskozeni DNA

(Corrie, 2008).

V imunoterapii rakoviny se pouzivaji Cinidla k aktivaci nebo posileni aktivace imunitniho
syst¢ému k napadeni rakovinnych bunék prostfednictvim pfirozenych mechanismti. Prvnim
prodavanym imunoterapeutikem byla rekombinantni verze cytokinového interferonu-a (IFNa),
ktery byl schvaleny Ufadem pro kontrolu potravin a lé¢iv v USA (FDA) v roce 1986 pro
vlasatobuné¢nou leukémii (Riley a kol., 2019).

Pti radiani terapii se vyuziva ionizujici zafeni ukladajici energii do bunék tkani, kterymi
prochéazi. Tato ulozené energie muze zabijet rakovinné buiiky nebo zptisobit genetické zmeny
vedouci k smrti rakovinnych bunék. Vysokoenergetické zareni poSkozuje geneticky material
bun¢k a blokuje tak jejich schopnost se dale délit a mnozit. Protoze zafeni poSkozuje jak
normdlni buriky, tak i ty rakovinné, cilem radiaéni terapie je maximalizovat davku zafeni pro
abnormalni rakovinné bufiky a zarovenn minimalizovat expozici normalnim bunkam, které

sousedi s rakovinnymi bunikami nebo jsou v cesté zateni (Baskar a kol., 2012).

Nejcastéjsi onkologickda onemocnéni, ktera postihuji déti, jsou leukémie, tedy rakovina
bunék kostni dfené, lymfom, rakovina imunitniho systému, a rakoviny mozku, popiipadé dalsi
rakoviny postihujici centralni nervovy systém (The Lancet Haematology, 2019). Dospéli jedinci
naproti tomu trpi ¢asté&ji rakovinou prsu nebo plic, popiipadé melanomy nebo sarkomy (Bleyer,

2008).



Protoze je geneticka skladba kazdého jedince odlisna, jsou odlisné i genetické zmény
u stejného typu rakoviny. To vyzaduje konkrétni a individudlni 1é¢bu pro kazdého jednotlivce.
Studium genetického a klinického profilu pacienta je tedy zdkladem precizni mediciny. Pro
identifikaci vhodného 1éku pro 1écbu se na nddoru pacienta provadi fada testi DNA, aby se
identifikovaly genetické zmény nebo mutace odpoveédné za nador. Poté nésleduje vybér nejlepsi

dostupné 1é¢by, ktera by se zaméfila na mutovanou nadorovou DNA (Badwaik, 2019).
3.2  Lékové rezistence

3.2.1 Charakterizace

Jedna se o vrozenou nebo ziskanou schopnost rakovinnych bun¢k vyhybat se acinkim lé¢iv,
aproto je to jedno z nejnaléhavéjSich témat ve vyzkumu 1ééby rakoviny. Lékova rezistence
muize vzniknout v disledku nékolika faktord souvisejicich s hostitelem nebo se samotnym
nadorem. Spousta souc¢asnych vyzkumi je zamétena na tumor-specifické faktory a konkrétné na
geny, které akumuluji 1é¢iva uvnitt maligné transformovanych typi bunék, tedy zpracovavaji

expresi pump (Alfarouk a kol., 2015).

3.2.2  Typy lékové rezistence

Lékova rezistence muze byt rizného typu. Primarni (vrozena) rezistence je zaloZena na
ptitomnosti pocatecnich obrannych reakcich proti piisobeni 1é¢iva. Nastava tedy jiz pfi prvnim
kontaktu s danou latkou, aniz by ji byl pfedtim vystaven (Hamilton a Rath, 2014). K sekundarni
(ziskang) rezistenci dochazi v disledku ptredchozi specifické 1écby zplisobené nevhodnym

uzivanim lé¢iva (neadekvatni 1é¢ba nebo nedodrzovani 1é¢by) (Lippert a kol., 2011).

Mnohocetna 1ékova rezistence je charakterizovana jako odolnost vici strukturné a funkéné
odlisnym 1é¢ivam (Magiorakos a kol., 2012). Kiizova rezistence je typ rezistence vuci latce,

ktera je strukturné a funkéné podobna té, které byly buiiky vystaveny. (Sanders, 2001).

3.2.3 Mechanismus vzniku lékové rezistence

Existuji tfi zakladni mechanismy vzniku lékové rezistence: farmakokinetické, cytokinetické
a funkéni zmény bunky. Pfi farmakokinetickych zménach dochazi ke zménam v metabolismu
lé¢iva, a to zrychlenim biotransformace nebo snizovanim resorpce 1é¢iva (Noskova, 2000). Pri
cytokinetickych zménach dochazi ke zméné bunééného cyklu, kdy vétsina bunék piejde do
Go faze, kde je jejich citlivost k 1é¢bé omezena (Beaumont et al., 2016). Funkéni zmény buiky
jsou pak nejéastéjsi pri¢inou vzniku rezistence, kterou doprovazi snizena koncentrace nebo
aktivita enzymd, které jsou potiebné pro pfeménu daného 1é¢iva na ucinnou latku (Longley,

2005).



Mozné mechanismy MDR zahrnuji ABC transportéry, u ¢lovéka jich je znamo 48 a 12
Z nich bylo rozpoznano jako lékové transportéry, zahrnujici zndmy P-glykoprotein (kédovany
ABCBL1 genem), protein asociovany s mnohocetnou lékovou rezistenci (kodovany ABCCI1
genem) a protein rezistence k rakoviné prsu (BCRP, kdodovany ABCG2 genem). Pacienti
s rakovinou, ktefi nereaguji na chemoterapii, maji obvykle vysokou expresi riznych ABC
transportnich pump, které jsou umistény na cytoplazmatické strané rezistentni bunécné

membrany, coz vede ke zvysenému effluxu 1é¢iva (Wu a kol., 2014).

3.2.4 Ptekonani lékové rezistence v protirakovinné lécbé

Identifikace mechanismt vedoucich k vlastni nebo ziskané mnohocetné 1ékové rezistenci je
dalezita pro dal$i rozvoj ucinné terapie. Lékova rezistence v rakovinovych buikach je Casto
vysledkem zvySené exprese konkrétnich proteind, jako jsou transportéry bunécné membrany,
coz muze vést ke zvySeni vyluCovani cytotoxickych 1€¢iv z rakovinnych bungk, ¢imz se snizuje
jejich intracelularni koncentrace (Ambudkar, 1999). Jedna se napiiklad o ABC transportéry,
které patii do skupiny transportnich proteint. Ptispivaji k rezistenci viéi 1ékim prostfednictvim

ATP-dependentni 1ékové effluxové pumpy (Gottesman, 2002).

Existuje mnoho studii, které popisuji prekonani 1ékové rezistence s vyuzitim inhibice MDR
transportérii pro potladeni nebo obchazeni MDR mechanismil. ReSenim pro eliminaci 1ékové
rezistence je pouziti protirakovinnych 1éka, které nebudou interagovat s ABC transportéry
(Choi, 2005). Piekonani rezistence na protirakovinna 1é¢iva muze byt docileno podavanim
slouCenin, které¢ by samy o sobé nebyly toxické, ale inhibovaly by ABC transportéry.
Slouceniny, které mohou zvratit Iékovou rezistenci, se nazyvaji inhibitory MDR, MDR

modulatory, MDR reverzni latky nebo chemosenzibilizatory (Liscovitch, 2002).

Klinické studie pomohly odhalit problémy spojené s kombinaci chemoterapie
protirakovinnych 1é¢iv spole¢né s inhibitory MDR. Prvnim faktorem, ktery musi byt stanoven
pied zahajenim klinické 1éCby, je identifikace ABC transportniho proteinu, ktery je zapojeny do
1ékové rezistence, a pouziti protinddorového 1é¢iva, ktery bude mit prospéch z inhibice tohoto
transportniho proteinu. Druhym faktorem je sledovani plazmatické koncentrace a G¢innosti
testovaného inhibitoru MDR V Zivém organismu, aby se ovéfilo, ze ucinnost koncentrace

inhibice byla dosaZena in vivo (Ozben, 2006).

Obecné lIze inhibitory MDR rozdélit do tfi skupin: inhibitory transportu MDR prvni
generace, druhé generace a tieti generace (Kathawala a kol, 2015). Inhibitory transportu MDR
prvni generace maji nizkou terapeutickou odpovéd a vysokou bunéénou toxicitu, proto byly
rychle nahrazeny druhou generaci inhibitori. Mezi tyto inhibitory patfi verapamil, cyklosporin

A, trifluoperazin, quinidin a progesteron (Bechtel a kol, 2008).
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Inhibitory transportu MDR druhé generace jsou modifikaci inhibitorti prvni generace a byly
navrzeny za ucelem ziskani vyssi ucinnosti, specificity a nizké bunécné toxicity. Patii zde
dexverapamil, valspodar a biricodar citrat. Valspodar je nejcastéji pouzivany inhibitor se silou
5-10krat vy$s$i nez u cyklosporinu A. Nicméné€ jsou tyto transportni inhibitory také casto
inhibitory cytochromu P450, a proto mizou zpusobovat lékové interakce se soucasnymi

protirakovinovymi Iéky (Gottesman a kol, 2006).

Inhibitory transportu MDR tfeti generace mohou byt pii nanomoléarnich koncentracich vice
nez 200x UcCinngjsi ptfi reverzi MDR nez u inhibitorG prvni a druhé generace, zatimco
nevykazuji témét zadnou farmakokinetickou interakci s ostatnimi chemoterapeutiky. Patii zde

tariquidar, zosuquidar, laniquidar, elacridar, mitotane a annamycin (Li a kol 2016).

V praxi se vyuzivaji inhibitory P-glykoproteinu, ktery je klicovym proteinem v mnohocetné
lékové rezistenci rakovinnych bungk. Inhibice funkce Pgp muze byt pouzita jako ucinna
strategie pro zvySeni uéinnosti protinadorovych 1é¢iv (Liu a kol., 2018). Latkami, které se
Vv praxi vyuzivaji jako 1éky pro inhibici P-glykoproteinu, jsou napiiklad quinidine, verapamil

nebo erytromycin (Eberl, 2007).
3.3 Rakovinné buiiky jako model ve vyzkumu léki

Pokud chceme pickonat problém s vyvojem protirakovinnych 1é¢iv, musime byt schopni
vytvofit dostatecné presné modely, které ndm umoziuji pozorovat U€inky riiznych terapii.
Zakladem je obecny vypocetni model se schopnosti predpovidat samotné a vedlejsi ucCinky
riznych 1ékti a jejich kombinaci, které jsou individualizoviny na zakladé¢ podrobné
charakterizace pacienta pomoci molekularnich, senzorovych ajinych technik. Napiiklad
v onkologii bychom meéli idedln¢ odrazet heterogenitu nadoru pomoci modelovani jednotlivych

nadorovych bunék, véetné stromy, pro stanoveni bunééné odpovédi (Ogilvie, 2017).

Rakovinné burky, jakozto bunétné onemocnéni, jsou vhodné jako modely ve vyzkumu
1éku. Jejich uzite¢nost je primarné spojena se schopnosti poskytovat neurcity zdroj biologického
materialu pro experimentalni ucéely. Za spravnych podminek a s vhodnou kontrolou si
autentizované rakovinné bunééné linie zachovavaji vétSinu genetickych vlastnosti ptivodniho

organismu, ze které byly tyto burnky ziskany (Mirabelli a kol., 2019).

Vysoka uroven financovani vyzkumu rakoviny v poslednich desetiletich navic pfinesla
mnoho znalosti potfebnych ke stanoveni obecnych vypocetnich modeld, jako jsou informace
0 zakladnich mechanismech rakoviny a efektech 1éCiv, v¢etné molekularnich cila (Santos,

2016).
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Napadené tkan¢ Ize také ziskat jako chirurgicky nebo biopsicky materidl. To znamena, Ze
muzeme skutecné pozorovat zmény vyskytujici se v genomu a transkriptu néadoru, coz

usnadfiuje pochopeni pravdépodobnych funkénich dusledka (Ogilvie, 2017).

3.3.1 Mysi modely

PDX modely, tedy odvozené xenoimplantaty pacientt, jsou pokroc¢ilé onkologické modely
pro vyvoj protinadorovych 1é¢iv. Zavedeni téchto modeld ke studiu biologie a farmakologie je
v dnesni dob€ béznou praxi a byly Gspé$né pouzity u mnoha typt rakoviny (Jo, 2019). PDX
modely se vytvareji tak, ze se do imunodeficitnich mysi implantuji rakovinné buiiky nebo tkané
z primarnich nadord pacientd pro simulovani lidskych nadort in vivo. Tyto modely jsou
biologicky stabilni a pfesn¢ napodobuji nadory pacientd s ohledem na histopatologii, genovou

expresi, genetické mutace, zanét a terapeutickou odpovéd’ (Kuracha, 2016).

Sou¢asné mysi modely ¢asto neshrnuji zakladni charakteristiky lidskych onemocnéni, coz
omezuje klinickou pfevoditelnost a bezpecnost v klinickych studiich na lidech. Hlavni slabiny
stavajicich preklinickych studii Ize piekonat navrZzenim inteligentnich humanizovanych mysi,
které jsou ovéfeny standardizovanym zpisobem na zakladé klinickych dat lidi. Navrhovany
ptistup humanizovaného mysiho modelu slucuje techniky tkanového inzenyrstvi a regenerativni
mediciny za ucelem vytvoreni humanizovaného mikroprostiedi v mys$i. Tento model mutze

slouzit jako slibny nastroj pro zakladni vyzkum a vyvoj 1éki (Landgraf, 2018).

Vytvéreni transgennich mys$i zahrnuje pét zakladnich krokii: purifikace transgenni smési,
odebrani darcovskych zygot, mikroinjekce transgenni smési, implantace mikroinjektovanych
zygot do pseudopregnantnich recipientnich mys$i a genotypizace a analyza transgenni exprese
u mysi (Cho, 2009).

3.4 Disulfiram

Disulfiram je schvaleny lék pro 1é¢bu zavislosti na alkoholu. V téle se redukuje na
terapeuticky aktivni diethyldithiokarbamat. Tim byl vyvinut DDTC-polymerni konjugat citlivy
k redukci pro cilenou 1écbu rakoviny (Liu, 2012).

Bylo zjisténo, ze DDTC-polymerni konjugat modifikovany ligandem zaméfenym na
B-d-galaktozovy receptor se mize sam sestavit do LDNP nanocastic a téinné tak vstoupit do
rakovinnych bunék pomoci receptorem zprostiedkované endocytozy (He, 2018). Po absorpci
bun¢k, nanocastice LDNP degraduji a uvolnuji DDTC v dusledku Stépeni disulfidovych vazeb
anasledné tvoti komplex DDTC s mé&di (znamy jako CuET) pro zniceni Sirokého spektra
rakovinnych bunék (Gupte, 2009).
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Disulfiram je také schopen inhibovat enzym dopamin [-hydroxylazu (DBH), ktery
pfeménuje dopamin na norepinefrin. Tento mechanismus byl zdokonalen jako mozné vysvétleni
vyskytu psychdézy béhem lécby disulfiramem, a to bud’ v monoterapii, nebo v kombinované

terapii, kdy by mohla nastat psychoza vyvolana interakcemi (Guerzoni a kol., 2018).

3.4.1 Mechanismus uéinku disulfiramu

Disulfiram ireverzibiln€ inhibuje acetaldehyddehydrogendzu a zpisobuje akumulaci
acetaldehydu po poziti alkoholu. Zvyseny krevni acetaldehyd zplsobuje z&ervenani obliceje,
silné bolesti hlavy, buseni srdce, tachykardii, hypertenzi, respira¢ni potiZze, nevolnost a zvraceni.
Tyto ptiznaky zacinaji béhem 15-30 minut po poziti alkoholu a pfetrvavaji n¢kolik hodin. Mezi
nepiiznivé UCinky disulfiramu V nepfitomnosti alkoholu patii nauzea, zvraceni, ospalost,
halitéza, kovova chut' a snizené libido. Vzacné se miize objevit také dermatitida, hepatitida,
periferni neuritida a encefalopatie. Disulfiram inhibuje dopaminovou beta-hydroxylazu
a zvySuje koncentraci dopaminu v mozku. To muze zhor$it schizofrenii a U jinak zdravych

jedincti muze ziidka zpasobit psychozu (Wright, 2012).

3.4.2 Aplikace v 1écbé

Epidemiologické studie odhalily, Ze pacienti, ktefi trvale uzivaji disulfiram, maji nizs$i riziko
umrti na rakovinu ve srovnani s témi, ktefi pfestali tento lék uzivat. Kromé toho byl
identifikovan komplex dietyldithiokarbamatu s médi znamy jako CuET jakozto metabolit
disulfiramu, ktery je zodpovédny za jeho protirakovinné G¢inky a poskytuje metody pro detekci
akumulace komplexu v nadorech a biomarkerech k analyze jeho u¢inku na buiky a tkané
(Skrott, 2017).

Vzhledem K nizké rozpustnosti CuET ve vodé bylo nutné navrhnout takovy postup, ktery by
zvySoval jeho rozpustnost, a tim by byl CUET vhodny pro klinické pouziti. Byly proto vyvinuty

postupy zalozené na nanotechnologiich (Chen a kol, 2018).
3.5 Nadorova heterogenita

Rizné nadorové bunky mohou vykazovat odlisné morfologické a fenotypové profily, véetné
bunécné morfologie, genové exprese, metabolismu, pohyblivosti, proliferace a metastatického
potencialu. Tento jev se vyskytuje jak mezi nadory (inter-tumorova heterogenita), tak uvnitf
nadorti (intra-tumorova heterogenita) (Marusyk, 2010). Nadorova heterogenita mize byt
zpusobena genetickymi, transkriptomickymi, epigenetickymi nebo fenotypovymi zménami

(Dagogo-Jack a Shaw, 2017).
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3.5.1 Inter-tumorova heterogenita

Inter-tumouralni heterogenita, kterd se tykd heterogenity mezi pacienty nesoucimi nadory
stejného histologického typu, byla dlouho rozpoznavana a ptredpoklada se, ze je vysledkem
faktord specifickych pro pacienta, vCetné zarodecnych genetickych variaci, rozdili v profilu

somatickych mutaci a faktort prostiedi (Dagogo-Jack a Shaw, 2017).

Zménény genotyp a fenotyp pacientdt je indukovan riznymi etiologickymi
a environmentalnimi faktory (Llovet, 2016). Léze PLC se vyviji z jediné maligni bunky na
funkéné heterogenni nadorovou hmotu s hierarchicky uspofaddanou komunitou nadorovych

bunék, ktera podporuje jeji preziti a vhodnost v reakci na rtizna mikroprostiedi (Nowell, 1976).

3.5.2 Intra-tumorova heterogenita

Intra-tumoralni heterogenita se mize projevit jako prostorova heterogenita, ktera popisuje
nerovnomerné rozlozeni geneticky rozmanitych nadorovych subpopulaci na riznych mistech
onemocnéni nebo v ramci jednoho mista nebo tumoru a jako Casova heterogenita je termin
aplikovany na dynamické zmény v genetické rozmanitosti jednotlivych nadorti v pribéhu casu

(Dagogo-Jack a Shaw, 2017).

Oznacuje genomické a biologické variace v nadorové 1ézi ziskané evoluci nadorovych
bunek v riznych mikroprostfedich spojenych s riznymi etiologiemi. Neni jasné, zda je stupent
intra-tumorové heterogenity spojen se specifickymi typy nadord a vysledky pacienti.
Porozuméni vazbé mezi heterogenitou inter-tumort a intra-tumort tedy mize pomoci zlepsit

subklasifikaci PLC a stratifikaci 1é¢by (Jinping, 2018).

Mezi pfiCiny intratumoralni heterogenity patfi genomicka nestabilita, kterd se miize
pohybovat v rozsahu od substituce na jedné bazi az po zdvojeni celého genomu a je rozhodujici
pro vyvoj a progresi mnoha rakovin (Carter a kol., 2006). Takova nestabilita mtze byt
dusledkem expozice exogennimi mutageny (jako je UV zafeni nebo tabakovy kouf) a aberaci
v endogennich procesech (jako jsou replikace DNA anebo chyby v opravach nebo oxidaéni

stres) (Cleaver a Crowley, 2002).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

41.1 Bunééné linie

o HCT 116 — lidsky karcinom tlustého stieva (katalogové ¢islo: CCL-247, ATCC)
o UB87 —lidsky glioblastom (katalogové ¢islo: HTB-14, ATCC)

o U118 - lidsky glioblastom (katalogové ¢islo: HTB-15, ATCC)

o C6 —mysi gliom mozku (katalogové ¢islo: CCL-107, ATCC)

o RPE 1 -lidské epitelové buiiky (katalogové ¢islo: CRL-4000, ATCC)

4.1.2 Ostatni biologicky material

o 10% FBS (fetalni bovinni sérum) (katalogové ¢islo: 16000036, Gibco)

o 0,5% BSA (bovinni sérovy albumin) (katalogové ¢islo: A6793, Sigma)

o Mysi primarni protilatka Pgp v blokovacim roztoku v poméru 1:250 (katalogové Cislo:
P7965, Sigma)

o Primarni MRPmS5 protilatka IgG2a v promyvacim pufru v poméru 1:200 (katalogové
¢islo: MAB4147, Sigma)

o Mysi FITC sekundarni protilatka pro analyzu Pgp v blokovacim roztoku v poméru
1:250 (katalogové ¢islo: F2883, Sigma)

o Sekundarni protilatka IgG FITC pro analyzu MRP1 v promyvacim pufru v poméru
1:250 (katalogové ¢islo: F2883, Sigma)

o Izotypova kontrola IgG2b pro analyzu Pgp v blokovacim roztoku v poméru 1:140,8
(katalogové cislo: M5281, Sigma)

o Izotypova kontrola IgG2a pro analyzu MRP1 v promyvacim pufru v poméru 1:200

(katalogové ¢islo: M5409, Sigma)
4.2  Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

4.2.1 Pouzité chemikalie a roztoky

o Kolidon 17 (katalogové ¢islo: 9003-39-8, Sigma)

o HPMC (katalogové ¢islo: 9004-65-3, Sigma)

o 1% PBS (10% PBS v tkanové vode) (katalogové ¢islo: P5493, Sigma)

o 10% Penicilin/streptomycin (fedéni na 1%) (katalogové ¢islo: P4333, Sigma)
o TrypLE (katalogové ¢islo: 12604013, Gibco)

o 70% Ethanol (katalogové Cislo: 64-17-5, Sigma)
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4.3

Tkanova voda (katalogové ¢islo: 7732-18-5, Sigma)

CuCI2 (katalogové ¢islo: 7447-39-4, Sigma)

DMSO (katalogové ¢&islo: 67-68-5, Sigma)

EDTA (katalogové &islo: 60-00-4, Sigma)

0,1% NP-40 (katalogové ¢islo: 9016-45-9, Sigma)

0,1% NaN3 (katalogové ¢islo: 26628-22-8, Sigma)

Methanol (katalogové ¢islo: 67-56-1, Sigma)

Cell wash (katalogové ¢islo: 349524, BD Biosciences)

1x Permeabilizacni roztok (10x permeabilizacni roztok v tkanové vode€) (katalogové
¢islo: 340973, BD Biosciences)

Promyvaci pufr pro analyzu Pgp (pro 20 ml roztoku Cel wash 100 mg BSA a 20 pl NP-
40)

Promyvaci pufr pro analyzu MRP1 (0,5% BSA, 0,1% NaN3, 1x PBS a 0,1% NP-40)
Satura¢ni c¢inidlo FC receptoru pfipraveny v blokovacim roztoku (v poméru 1:3)
(katalogové c¢islo: 732802, BD Biosciences)

Blokovaci roztok (pro 100 ml roztoku cell wash 500 mg BSA)

MTS ¢inidlo (katalogové ¢islo: 2808, BioVision)

Kultiva¢ni média
McCoy 5A (katalogové Cislo: M9309, Sigma)
DMEM (katalogové cislo: D5546, Sigma)

EMEM (katalogové ¢islo: 30-2003, ATCC)
F12 (katalogové ¢islo: 30-2004, ATCC)

Seznam pouZitych pristroji a zafizeni

Laminarni box MSC Advantage (ThermoScientific)
Inkubator CO, CO-170P-230 (New Brunswick Scientific)
Fluorescenéni inverzni mikroskop IX51 (Olympus)
Poc¢itadlo bunék Vi-Cell XR (Beckman Coulter)
Pratokovy cytometr FACS Calibur (BD Biosciences)
Centrifuga 420R Rotina (Schoeller)

Analytické vahy (Scaltech)

Vodni lazen Sub aqua 12 plus (Grant Instruments)
Vortex Genie 2T (Scientific Industries)

Vakuova odsavacka (ThermosScientific)

EnVision Multimode Plate Reader (Perkin Elmer)
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4.4  Dalsi pomucky

o Plastové kultiva¢ni lahve (ThermoFisher)

o Automatické pipety, Research Plus (0,5-5 000 ul, Eppendorf)
o Bunééné skrabky (ThermoFisher)

o Spicky na pipety (ThermoFisher)

o Jednorazové jehly (ThermoFisher)

o Injekeni stiikacky (ThermoFisher)

o Falkony (ThermoFisher)

o Zkumavky pro Vi-cell (Beckman Coulter)

o Centrifuga¢ni zkumavky (ThermoFisher)

o Eppendorf Safe-Lock zkumavky (Eppendorf)
o Filtr Filtermax (TPP)

o Serologické pipety (TPP)

o 384jamkova desticka (Sigma)

4.5 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

45.1 Kaultivace bunéénych linii

Béhem experimentu byly kultivovany bunécéné linie HCT 116, U87, U118, C6 a RPEI.
Linie HCT 116 byla kultivovana v médiu McCoy, U87 v EMEM, U118 v DMEM, C6 v F12
a linie RPE1 v médiu DMEM. VSechna média obsahuji 10% FBS a 1% penicilin/streptomycin.
Linie byly kultivovany v inkubéatoru pfi teploté 37 °C a 5% koncentraci CO2.

45.2 Pasazovani bunéénych linii

Nejprve se kultivacni lahve s buitkami zkontrolovaly pod svételnym mikroskopem, a pokud
byly adherentni buiiky vyrazné pierostlé, provedla se pasaz bun¢k. Pasazovani bunék probiha
tak, Ze se nejprve vylije staré médium z lahve. Poté se ptida 1% PBS a lahev se jim promyje.
PBS se vylije a do lahve se prida nékolik ml roztoku TrypLE, ktery slouzi k uvolnéni bun¢k ze
dna kultivaéni 1ahve. Lahev se da do inkubatoru do té doby, nez dojde k uvolnéni bunék. Poté se
do lahve pfida nékolik ml kultivaéniho média a ldhev se tak promyje. Slije se asi polovina
média s buiikami a zbytek se doplni Cerstvym kultivaénim médiem (mnozstvi média se voli

podle velikosti kultivacni lahve).

17



453 Pocitani bunék

Béhem experimentu bylo nutné zjistovat mnozstvi bunék v suspenzi. Z ni bylo odebrano
500 pl a napipetovano do zkumavek uréenych pro pocitadlo bun¢k Vi-Cell. Zkumavka byla

nasledné vlozena do pfistroje, ktery vypocital mnozstvi zivych bun€k na 1 ml suspenze.

4.5.4 Priprava rezistentnich linii

Kazd4a bunééna linie byla selektovana ve ¢tyfech variantach CuET: komercni CuET, CuET
ve vodném roztoku albuminu, kolidonu 17 a HPMC. Pii 70% konfluenci bun¢k byla zvySovana
koncentrace cytostatika. Koncentrace byla navySovana postupné a po malych koncentracich,
aby nedoslo k usmrceni bunék. Pocate¢ni koncentrace byla 1-10 mol-1. Po dvou tydnech byla

koncentrace zvySena na 2-10° mol-I"t. Kone&na koncentrace byla 2,8-10° mol-I.

455 MTS test

Bunky byly testovany pomoci MTS testu cytotoxicity. Tento test je zalozen na redukci
tetrazoliové slouCeniny MTS, kterd ma Zlutou barvu, na barevny produkt formazanu, ktery ma
fialovou barvu a ktery je rozpustny v bunécénych kultiva¢nich médiich. Protoze zivotaschopné
bunky maji diky mitochondrialnim dehydrogendzam schopnost pievést tetrazoliovou slouceninu
MTS na rozpustny a barevny produkt formazanu, dojde k vyznamnému zvyseni intenzity barev,

coz lze snadno kvantifikovat métenim absorbance pii 490 nm.

Pro MTS test byly pouzity buiiky o koncentraci 40 000 bun€k/ml. 30 ul bunécné suspenze
bylo naneseno do jamek na 384 jamkové desticce, do prvniho a posledniho sloupce bylo dano
pouze médium bez bungk, které slouzi jako blank. V prvnim fadku kromé€ prvni a posledni
jamky byly pouze bunky. Nasledovala 24hodinova inkubace. Poté byla od 4. sloupce pfidavana
latka o rznych koncentracich podle schématu (obrazek 1). Pofadi nanaSenych vzorkt pod sebe
bylo nasledujici: komeréni CuET, kolidon 17, HPMC a albumin, v§echny naneseny ve dvou
opakovanich pod sebe. Do 2. a ptedposledniho sloupce se latka neptidavala, bylo zde tedy 100
% zivych bunék. Ve 3. sloupci bylo 100 % mrtvych bunék. Nasledovala 48hodinova inkubace.
Poté byly ptidany 4 pl MTS, smés byla v jamce promichana a desticka byla inkubovana 4-5

hodin. Nakonec byla zmé&fena absorbance Vv jednotlivych jamkach pii vinové délce 490 nm.
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Obrazek 1: Schéma nanasSeni vzorkd na desti¢ku pro MTS test cytotoxicity.
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45.6 Testovani exprese Pgp a MRP1

Bunécéna linie U87 byla testovana na pratokovém cytometru pro zjisténi exprese
membranovych proteinti Pgp a MRP1. Pritokova cytometrie je bézn¢€ pouzivana nedestruktivni
metoda, ktera se pouziva pro analyzu nukleovych kyselin, rozsahu apoptdzy nebo ke stanoveni
exprese membranovych proteinti. Tato metoda je zaloZena na inkorporaci fluorescen¢niho
barviva do bunék, které prostupuji kapilarou a jsou vstiikovany do proudu kapaliny. Nakonec

buiky prochazeji laserovym paprskem, ktery detekuje fluorescencni signal.

Pro analyzu PgP Byly pouzity 3 miliony bunck, které byly dany do zkumavek pro
prutokovy cytometr a zcentrifugovany po dobu 5 minut pfi zrychleni 500 g a pfi teploté 4° C.
Po centrifugaci bylo odstranéno médium a po kapkach byly pifidany 2 ml vychlazeného
metanolu (-20 °C). Zkumavky byly uloZzeny do -20 °C. Poté byl metanol odsan. Byly ptidany
2 ml roztoku Cell wash a zkumavky byly centrifugovany po dobu 5 minut pii zrychleni 500 g
v pokojové teploté. Po centrifugaci byl odsan supernatant. Bylo pfiddano 0,5 ml Ix
permeabiliza¢niho roztoku k peleté ve zkumavce a inkubovano 10 minut pti pokojové teploté.
Zkumavky byly zcentrifugovan a supernatant byl odsan. Byly pfidany 2 ml promyvaciho pufru
a zcentrifugovany. Bylo pfidano 40 pl saturacniho ¢inidla FC receptoru pfipraveného
v blokovacim roztoku a inkubovano 10 minut pfi pokojové teploté. Zkumavky byly
zcentrifugovany a poté byl z nich odsan supernatant. Byly pfidany 2 ml promyvaciho pufru
a obsah vsech zkumavek byl rozdélen do dvou sad po 1 ml (jedna sada slouzi jako vzorky
a druha jako izotypova kontrola). VSechny zkumavky byly zcentrifugovany a poté byl odsan
supernatant. Bylo pfidano 40 pl primarni Pgp mysi protilatky do sady zkumavek, které slouzi
jako vzorky, a 40 ul izotypové kontroly do sady zkumavek slouzici pro kontrolu. Zkumavky
byly inkubovany 30 minut ve tmé pfi pokojové teploté. Byly pfidany 2 ml promyvaciho pufru,
zkumavky byly zcentrifugovany a poté byl odsan supernatant. Do vSech zkumavek bylo pridano
40 pl mysi FITC sekundarni protilatky a inkubovano 30 minut ve tmé pii pokojové teploté. Byly
pfidany 2 ml promyvaciho pufru a zkumavky byly zcentrifugovany. Poté byl odsan supernatant.
Nakonec bylo pfidano 500 pl blokovaciho roztoku a v§echny zkumavky byly uloZeny ve tmé pii

teploté 4 °C.

Pro analyzu MRP1 byly pouzity 3 miliony bun€k, které byly dany do zkumavek pro
pritokovy cytometr a zcentrifugovany po dobu 5 minut pfi zrychleni 500 g a pfi teploté 4° C.
Po centrifugaci bylo odstranéno médium a po kapkach byly pfidany 2 ml vychlazeného
metanolu (-20 °C). Zkumavky byly ulozeny do -20 °C. Bunky zafixované v metanolu byly
centrifugovany po dobu 5 minut pii zrychleni 500 g. Poté byly bunky promyty I1x PBS
a supernatant byl odsan. Bylo pfidano 0,5 ml 1x permeabilizacniho roztoku, zkumavky byly
zvortexovany a inkubovany 10 minut pii pokojové teploté. Byly pfidany 2 ml promyvaciho
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pufru a obsah vSech zkumavek byl rozdélen do dvou sad po 1 ml (jedna sada slouzi jako vzorky,
druhd jako izotypova kontrola). VSechny zkumavky byly zcentrifugovany a poté byl odsan
supernatant. Bylo pfiddno 100 pl primarni MRPmS5 protilatky do zkumavek slouzicich jako
vzorky a 100 pl izotypové kontroly do zkumavek slouzicich jako kontrola. VSechny zkumavky
byly inkubovany 60 minut ve tmé pii pokojové teploté. Byly ptidany 2 ml promyvaciho pufru
a zkumavky byly zcentrifugovany. Poté byl odsédn supernatant. Do vSech zkumavek bylo
ptidano 100 pl sekundérni protilatky a ty byly inkubovany 30 minut ve tmé pii pokojové
teploté. Byly pfidany 2 ml promyvaciho pufru a zkumavky byly centrifugovany (stejné
podminky jako v kroku 3). Poté byl odstranén supernatant. Nakonec bylo pfidano 0,5 ml
promyvaciho pufru a zkumavky byly ulozeny do lednice.

21



5 VYSLEDKY

5.1 Selekce rezistentnich bunék

Byly selektovany bunééni linie rezistentni k CuET. Linie byly selektovany ve Ctyfech
variantaich CuET: skomerénim CuET, snanocasticemi tvofenymi ve vodném roztoku
kolidonu 17, HPMC a albuminu. Pii 70% konfluenci bunék byla zvySovana koncentrace.
Pocatecni koncentrace byla 1:10-6 mol-1-1. Po dvou tydnech byla koncentrace zvySena na
2-10-6 mol-I-1. Kone¢né koncentrace byla 2,8-10-6 mol-1-1. Pouze v ptipad¢ bunécné linie U87
se podaftilo vyselektovat bunky, které se dale mnozily i pii nejvyssi pouzité koncentraci, proto

byla tato linie pouzita k testovani cytotoxicity pomoci MTS testu.
5.2 Stanoveni IC50 pomoci MTS testu cytotoxicity

Pro urCeni narGstu rezistence byl proveden MTS test, kterym se stanovila IC50 pro
jednotlivé selektované linie U87. Jak je vidét v tabulce 1, nejvétsi nardst rezistence nastal
u selekce CuET-albumin s CuET (7,85x) a selekce CUET-HPMC s CuET (7,36x). Nejmensi
narist rezistence byl u selekce CuET-kolidon 17 s CuET ve vodném roztoku kolidonu 17
(1,46x) a u selekce CUET s CuET ve vodném roztoku albuminu (1,78x). Narist rezistence se
porovnaval u jednotlivych selektovanych linii s parentalni linii. U nékterych selektovanych linif
byl narlst rezistence mensi nez 1x, jelikoz byly bunky vystaveny selekénimu tlaku, proto se
odlisuji od parentalni linie. V grafu 1 jsou znazorn€ny nardsty rezistence u selektovanych linif

Vv zavislosti na pouzité formé¢ CuET.
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Tabulka 1: Vysledky MTS testu cytotoxicity selektovanych bunéénych linii U87 v zavislosti na pouzité formé CuET.

Parentalni linie CuET selekce CUuET-Kolidon17 selekce CUuET-HPMC selekce CuET-albumin selekce
narust narust narust narust
us7 IC 50 [uM] sd I[CI\E/’S sd  rezistence I[Cl\i(]) sd rezistence I[Cl\i(]) sd rezistence I[Cl\i(]) sd  rezistence

H X-rat H X-krat H X-krat H X-krat

CuET 0,39 0,30 1,08 0,09 2,77 2,26 0,13 5,79 2,87 1,05 7,36 3,06 1,07 7,85
CuET-

Kolidonl17 0,37 0,09 0,32 0,10 0,86 0,54 0,28 1,46 0,26 0,07 0,70 1,17 0,04 3,16
CuET-

HPMC 0,45 0,35 1,07 0,00 2,38 1,25 0,22 2,78 0,27 0,12 0,60 1,14 0,01 2,53
CUuET-

albumin 0,32 0,06 0,57 0,34 1,78 0,28 0,02 0,88 0,30 0,00 0,94 1,51 0,01 472

Legenda: Fialovymi odstiny jsou zvyraznény naristy rezistence vét$i nez 1x. Nejsvétlej$imi odstiny jsou oznaeny nejmensi narusty, nejtmavsimi odstiny jsou oznaceny

nejvetsi narlsty rezistence.
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Obrazek 2: Graf vysledki MTS testu cytotoxicity selektovanych bunéénych linii U887 v zavislosti na

pouzité¢ formé CuET.
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5.3

Testovani exprese Pgp a MRP1 pomoci pritokového cytometru

Pro stanoveni exprese proteini Pgp a MRP1 byly buiiky testovany v pritokovém cytometru.

U analyzy Pgp doSlo k nartst exprese (az 1,46x) ve srovnani s parentdlni linii u vSech

buné¢nych linii kromé linie selektované nanocasticemi tvoifenymi v roztoku kolidon 17 (viz

Tabulka 2). U analyzy MRP1 nedoslo k nartstu exprese u zadné z bunécnych linii, jak lze vidét

v Tabulce 3. Na nasledujicich obrazcich je graficky znazornéna exprese obou membranovych

proteint u jednotlivych bunéénych linii.
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Obrazek 3: Histogramy znazoriyjici expresi P-glykoproteinu u parentalni bunééné linie U87 (vlevo

izotypova kontrola, vpravo vzorek).
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Obrazek 4: Histogramy znazorfiujici expresi P-glykoproteinu u bunééné linie U87-CuET (vlevo

izotypova kontrola, vpravo vzorek).
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Obrazek 5: Histogramy znazorfiujici expresi P-glykoproteinu u bunééné linie U87-albumin (vlevo

izotypova kontrola, vpravo vzorek).
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Obriazek 6: Histogramy znazorfiujici expresi P-glykoproteinu u bunééné linie U87-HPMC (vlevo

izotypova kontrola, vpravo vzorek).
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Obrazek 7: Histogramy znazortiujici expresi P-glykoproteinu u bunééné linie U87-kolidon 17 (vlevo

izotypova kontrola, vpravo vzorek).
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Obrazek 8: Histogramy znazorfiujici expresi MRP1 u parentalni bunééné linie U87 (vlevo izotypova

kontrola, vpravo vzorek).
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Obrazek 9: Histogramy znazoriiujici expresi MRP1 u buné&éné linie U87-CuET (vlevo izotypova

kontrola, vpravo vzorek).
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Obrazek 10: Histogramy znazorfujici expresi MRP1 u bunééné linie U87-albumin (vlevo izotypova

kontrola, vpravo vzorek).
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Obrazek 11: Histogramy znazoriiujici expresi MRP1 u bunééné linie U87-HPMC (vlevo izotypova

kontrola, vpravo vzorek).
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Obrazek 12: Histogramy znazoriujici expresi MRP1 u bunééné linie U87-kolidon 17 (vlevo izotypova

kontrola, vpravo vzorek).
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Tabulka 2: Vysledek analyzy Pgp pomoci pratokového cytometru u buné¢né linie U87.

U87 - Pgp IK vzorek vzorek/IK  hodnota x-krat
parentalni linie 11,04 4491 40,68 1
komeréni CuET 10,75 637,8 59,33 1,46
albumin 11,76 491,37 41,78 1,03
HPMC 11,14 637,8 57,25 1,41
kolidon 17 11,76 129,8 11,04 0,27

Tabulka 3: Vysledek analyzy MRP1 pomoci pritokového cytometru u buné¢né linie U87.

u87 - MRP1 IK vzorek vzorek/IK  hodnota x-krat
parentalni linie 9,82 1669,77 170,04 1
komeréni CuET 8,98 1218,81 135,73 0,8
albumin 10,18  905,8 88,98 0,52
HPMC 11,65 1700,08 145,93 0,86

kolidon 17 9,47 1009,04 106,55 0,63




6 DISKUZE

Byla provedena selekce bunéénych linii HCT 116, U87, U118, C6 a RPE1 rezistentnich na
latku zvanou CuET. Rezistence bunécné linie U87 byla ovéfena pomoci testu cytotoxicity, pii
které se stanovovala stfedni inhibicni koncentrace (IC50). Nartst rezistence u jednotlivych
CuET selekci bunééné linie U87 nepiesahoval hodnoty 10x, to znamena, Zze na pouzitou latku
CuET nevznikd tak vysoka rezistence V porovnani s parentdlni linii. Nejvyssi ndrtst byl
zaznamendn u CuET-albumin selekce s pouzitim komeréniho CuET, u niz byl narist 7,85x,
a u CUET-HPMC selekce s pouzitim komeréniho CuET (nartst 7,36x). Na Ustavu molekularni
a transla¢ni mediciny se standardn€ selektuji builky resistentni na nukleosidy, u kterych je

narist rezistence mnohem vétsi a snadnéjsi nez u testovaného CuET.

Nizkého naristu rezistence v§ak mize byt vyuzito v 1é¢bé rakoviny. Ackoli je mnoho druht
rakoviny zpocatku citlivych na danou 1écbu, postupem ¢asu se u nich mtze vyvinout rezistence
a lécba tak nemusi byt dale ti¢inna. Proto je pfi 1€cbé rakoviny dtlezité, aby na protinadorové

1é¢ivo nevznikala rezistence (Housman a kol., 2014).

Disulfiram se pod obchodnim nazvem antabus pouziva u lidi k 1é¢b¢ alkoholismu vice nez
60 let. V poslednim desetileti vSak stale vice dikazii naznaCuje, ze ma disulfiram velky
potencial pro 1é¢bu lidskych rakovin. Jeho protinadorova aktivita byla prokazana v modelovych
systémech in vitro i in vivo a byla testovana v klinickych studiich na riznych typech rakoviny.
Je také zfejmé, ze miZe senzitizovat nadorové bunky na radioterapii a zvysit cytotoxicitu

protinadorovych 1é¢iv (Jiao a kol., 2016).

Lékova rezistence je hlavnim problémem v 1€¢bé rakoviny, proto se na ni zamétuje velké
mnozstvi studii (Alfarouk a kol., 2015). V tomto experimentu byla testovana rezistence na
CuET, u které byly prokazany protirakovinné ucinky. Jedna se o komplex DDTC s médi,
jakozto metabolit disulfiramu. Béhem selekce bunécnych linii byl nardst rezistence mensi nez
8x, coz znamend, ze u této latky nedochazi k vyraznému naristu rezistence. Nicméné jeho

protinadorové ucinky jeste nejsou dostatecné prozkoumany a jsou predméetem dalSich vyzkumi.

V Ceské republice se v minulém desetileti zabyval vyzkumem tu¢inku CuET Mgr. Boris
Cvek, Ph.D., ktery se snazil prosazovat neziskové Iéky v onkologii, pfevazné antabus. V dnesni
dobé se v Cesku vyzkumem CuET zabyva napiiklad skupina Prof. MUDr. Jitiho Bartka Ph.D.
a Mgr. Martina Mistrika, Ph.D (Skrott a kol., 2017).
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Uvedeni novych 1ékti na trh trva dlouho a vyzaduje vysoké néaklady, proto se ¢asto provétuji
ucinky existujicich 1é¢iv a hledaji se pro né nova pouziti. Protoze stavajici léky maji zndmé
farmakokinetické a bezpecnostni profily a jsou Casto schvaleny regulacnimi agenturami pro
humanni pouziti, 1ze kazdé nové identifikované pouziti rychle vyhodnotit ve II. fazi klinickych
studiich. Timto zplsobem mohou vyvojafi 1é¢iv obejit témeér 40 % celkovych ndkladd na
uvedeni léku na trh odstranénim vétSiny toxikologickych a farmakokinetickych hodnoceni

(Chong a Sullivan, 2007).

Tato prace se zaméiuje predevsim na bunéénou linii U87, kterd je odvozena od lidského
glioblastomu. Byla proveden analyza exprese membranovych proteinii Pgp a MRP1 u této linie
pomoci pritokového cytometru. Oba tyto proteiny patii do skupiny ABC transportéri a pfi
jejich zvysené expresi zajist'uji transport protinddorového 1éciva do extracelularniho prostoru
(Mollazadeh a kol., 2018). Nartist exprese byl zaznamenan v piipad¢ analyzy Pgp u vSech linii
krom¢ linie selektované nanoc¢asticemi tvorenymi v roztoku kolidonu 17, to znamena, ze 1ékova
rezistence této linie je pravdépodobné zplsobena zvySenou expresi P-glykoproteinu. Naopak
v pfipadé analyzy MRP1 nedoslo ani u jedné z linie k nartistu exprese, coz znamena, ze 1ékova

rezistence neni zpisobena zvySenou expresi tohoto konkrétniho membranového proteinu.
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7 ZAVER

Byla provedena selekce rakovinnych bunécénych linii U87, U118, HCT 116, C6 a RPE1
rezistentnich k CuET, ale pouze U87 byla uspésné selektovana jako rezistentni linie, jelikoz
ostatni linie byly velmi citlivé na zvySovani koncentrace cytostatika. Rezistence byla
zjisStovana pomoci MTS testu cytotoxicity. Nartst rezistence u linie U87 nebyl vyssi nez 8x, to
znamena, Ze na latku CuET nevznika tak vysoka rezistence, coz déla z CuET, v kombinaci se
selektivnimi cytotoxickymi vlastnostmi vii€i rakovinnym bunikdm, potencidln€ zajimavou latku
pouzitelnou v onkologické 1écbe. Nejvyssi ndrist rezistence byl zaznamenan u selekce CuET-
albumin s CuET (7,85x) a selekce CUET-HPMC s CuET (7,36x). Nejmensi nartst rezistence
byl u selekce CuET-kolidon 17 s CuET ve vodném roztoku kolidonu 17 (1,46x) a u selekce
CuET s CuET ve vodném roztoku albuminu (1,78x).

Nésledné byla provedena analyza exprese membranovych proteind pomoci pratokové
cytometrie. Byla zjisténa lehce zvySena exprese P-glykoproteinu a to nejvice u bunééné linie
s komer¢nim CuET (1,46x) a nejméné u linie selektované nanocasticemi tvoifenymi v roztoku
albuminu (1,03x). Pouze u linie selektované nano¢asticemi tvofenymi v roztoku kolidonu 17

nedoslo ke zvySeni exprese Pgp. Ke zvyseni exprese proteinu MRP1 nedoslo.
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