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1. UvVOD

Nadorovda onemocnéni jsou hned po nemocech obchového systému jednémi
Z nejéastdjsich pii¢in Gmrti soutasné evropské populace (1). Jen vCeské republice je
kazdoroéné¢ diagnostikovano vice nez 77 tisic novych piipadti rakoviny a téméf 28 tisic
pacientil na toto onemocnéni umira. (2)

Rakovina je obecn¢ pouzivany nazev pro onemocnéni, pii kterém organismus ztraci
kontrolu nad délenim bun¢k, a dochazi tak k jejich nekontrolovatelnému nartstu. Tento dé&j
je doprovazen poruchou kontrolnich mechanismi, tedy ztrdtou schopnosti detekce a
autokorekce postizenych bun¢k. Tyto pficiny vedou ke vzniku bunéénych struktur — nadord,
které mohou invazivné pronikat pomoci krevniho fe¢ist¢ do dalich tkani (metastazovat)
nebo stlacovat okoli struktury a zabraiovat jim ve vykondvani jejich funkce (3).

V moderni mediciné existyje mnoho zplsobu IEcby rakoviny, pii kterych se nejéastéji
vywziva operativnho odstranéni nadoru v kombinaci s chemoterapii nebo radioterapii.
V poslednich letech bylo diky pouziti chemoterapie UspéSné 1éCeno mnoho typill
rakovinnych onemocnéni (4). Snahou soucasnych chemikii tedy je syntetizovani a testovani
novych derivati s antiproliferacni aktivitou — cytostatik. Zajimavymi slouceninami zfady
cytostatik jsou inhibitory cyklin-dependantnich kindz. Jedna se o derivaty, které se chovaji
prevazné jako kompetitivni inhibitory pro ATP a Va&Zi se do aktivniho mista v komplexu
cyklin-Cdk, ¢imz zapfiCinuji zastaveni buné¢ného déleni (5).

Ackoliv cytostatka vykazuji pii lécbé nadorovych onemocnéni vysokou U€mnost,
pomérné Casto dochazi k selhani jejich ¢Cinnosti, tedy Kk zastaveni nebo omezeni jejich
antiproliferaénich u¢ink (6). Jednim z nejzavaznéjSich divoda selhani u¢inkG cytostatk je
pomérmé bémy fenomén, tzv. lékova rezistence. Dochézi pti ni ke stavu, kdy burky
prestavaji reagovat na piitomnost lé¢iva vorganismu, a dokonce mize dochazet i
k aktivnimu ~ pumpovani  latek  zbuiky  prostiednictvim  specializovanych ~ ATP-
dependentnich transportnich proteint. Ackoliv je tato komplikace ¢asto spojovana
s poslednimi fazemi nadorového bujeni, nedavné wvyzkumy potvrdily, Ze schopnost budovani
rezistence buiky na cytostatikum vznika jiz vranych stadiich tumorigenniho procesu (7).
Vysledkem transformace je kromé nekontrolované bunééné proliferace a dalsiho ristu

nadoru 1 celkové oslabeni organismu a pifpadnd ztrata imunitni odpoveédi.
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2. CILE PRACE

Bakalarska prace je formaln¢ délena na teoretickou a experimentdlni cast. Cilem
teoretické Casti bylo vypracovani literdrni reSerSe tykajici se popisu vzniku bunky bunéénym
délenima charakteristiky regulacnich systémd ovlivigjicich tento proces. Zaroven zde byly
také predstaveny regulacni proteiny, tzv. cyklin-dependantni kindzy (Cdk) a jejich inhibitory
s purinovym skeletem, Kkteré maji terapeutické wyuZiti. V neposledni fadé¢ zde byla
charakterizovdina mnohocetnd rezistence k lé¢ivim (multidrug resistence, tedy MDR) a
nékteré mechanismy jejtho vzniku.

Cilem experimentadlni Casti prace bylo wurceni zakladnich vlastnosti bunécnych linii
rezistentnich na synteticky pfipraveny inhibitor Cdk Bohemin (BOH) a porovnani jich
S vlastnostmi nerezistentnich klont. Pro analjzu bunééného cyklu bylo wyuZito metody
pritokové cytometrie pro urceni syntézy DNA a RNA a fosforylace histonu H3, jakozto
markeru mitdzy. Zaroven s témito Udaji byly urCeny i vlastnosti bunétného cyklu a mira

exprese glykoproteinu P, ktery je Castou pfi¢inou vznku MDR.
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TEORETICKA CAST
3. BUNECNY CYKLUS

Buné¢ny cyklus je zakladni piirodni mechanismus, ktery probihd u vSech Zivych
organismi. Jednd se 0 sled dé&ji, které vedou k duplikaci veSkerého buné¢ného obsahu
anaslednému rozdéleni buiky zjedné mateiské na dveé dcefiné. Nejjednodussi déleni
probiha u jednobunéénych prokaryot, kdy pii jediném procesu vznikd dokonce cely novy
organismus. Na druhou stranu, eukaryotické organismy se déli slozitéj$im zptisobem, kdy se
mnohonasobnym  d€lenim  postupné¢  zjednobunééného  vajicka stava  plhohodnotny
mnohobuné¢ny organismus. Po Uplném zformovani eukaryotického organismu se bunéény
cyklus nezastavuje, ale probihd béhem celého Zivota. V lidském téle vznikd odhadem asi 25
milioni novych bun¢k za sekundu (8).

Formiln¢ se buné¢ny cyklus déli na dvé faze — interfazi a M-fazi. Pti M-fazi dochazi
k mitdze, kdy chromozomy kondenzuji v mateiské bufice a poté jsou od sebe oddéleny
a umistény do jadra obou dcefinych bunék. Tato fze probihd asi 30-60 minut, a je ukoncena
cytokinezi, coz je proces, pii kterém je plasma rozdélena na dvé Casti a dochazi ke vzniku
dvou samostatnych dcefingch bunék. Ackoliv pii M-fazi dochdzi k samotnému rozdéleni
buikky, mnoho piipravnych procesii pro mitozu a cytokinezi probiha v interfdzi. Dochazi pii
ni K ristu bunky, duplikovani organel, zmnoZzeni makromolekul a k replikaci DNA. Délka
interfaize je v porovnani sdélkou M-fiaze relativné dlouha, mize trvat od nékolika hodin az
po nékolik tydnt (8).

Cely cyklus musi probéhnout ve spravném poiadi pii kazdém déleni Napiiklad, pokud
dojde Kk odd¢leni chromozomli ptredtim, nez je dokoncen proces replikace, jedna z dcefinych
bun¢k ziskd neuplnou genetickou informaci. Naopak, pokud dojde k opétovné replikaci pied
rozdélenim matefské bunky, bude mit jedna z dcefinych bun€k nadbytek genli v porovnani
S ostatnimi bunikami. Tyto abnormality v genové expresi vedou za fyziologickych podminek

k apoptoze, tedy programované bunécné smrti. (9)

3.1 Interfaze

Mateiska burika musi koordinovat svoji velikost s kazdym délenim, jinak by se dcefiné
burky s dalsimi délicimi cykly neustile zmenSovaly. Aby se zachovala velikost nastavajici
generace, prochazi bunka obdobim kontinudlniho ristu, kdy se duplikuje nejen jaderna
DNA, ale i organely a makromolekuly. Déje se tak béhem interfize, kterd se sklada ze 3
fazi, tedy G1, Sa G2 (viz obr. 1).
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(replikace DIVA)

G1 faze

Obr. 1 Schéma bunééného cyklu rozdéleného podle jednotlivych fazi (upraveno) (10)

3.1.1 Gl faze

Gl faze (z angl. gap = mezera) je prvni obdobi interfaze a nasleduje po cytokinezi.
Béhem této etapy probihaji nejvyrazn€jsi zmény na bunice. Dochdzi Kk syntéze enzymi pro
budouci replikaci jaderné DNA, tvorbé mRNA, tubulinu a dalSich proteinti potiebnych pro
syntézu DNA v nasledujicich krocich cyklu. Zaroven burka zvétSuje svoje rozméry (8).
Soucasti G1 faze je jeden zhlavnich kontrolnich bodi cyklu, tzv. G1/S kontrolni bod. Tento
bod, ktery se také nazyva restrik¢ni, rozhoduje, zda ma bunka vhodné extracelularni
podminky pro piechod do nasledujici faze déleni Hlavnimi podminkami, je dostate¢ny
narust burky a produkce spravnych enzymti pro budouci syntézu DNA. Pokud nejsou tyto
podminky spnény, kontrolni bod cyklus zastavi a bunka piechdazi do klidové faze déleni,
tzv. faze GO (11).

3.1.2 GO faze

Pfi nevhodnych podminkdch mnoho bun€k vystupuje zG1l faze do tzv. GO faze, a tak
zastavuji svilj cyklus déleni. Nastup do tohoto obdobi je ovlivnén kontrolnim bodem G,
ktery se vyskytuje na konci Gl faze. V klidové fazi mohou buiky zistat pted obnovenim
proliferace 1 nckolk let (11). Terminalné¢ diferencované bunky (fibroblasty, lymfocyty,
neurony) jsou zafixované v GO faz, takze se jiz dale nedéli (9). Naopak nekteré bunky
(hepatocyty) jsou schopné zklidové faze piejit opét do G1 faze a obnovit tak sviij buné¢ny

cyklus (12).
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3.1.3 Sfaze

Poté, co vystoupi z G1 faze, vstupuje buikka do S faze (z angl. synthesis = syntéza). Jak
Jiz ndzev napovida, hlavnim procesem je zde syntéza jaderné DNA. Béhem této syntézy
dochézi k replikaci DNA a tvorb¢é histonti potiebnych pro budouci kondenzaci chromatinu

do podoby chromozomu (8).

3.1.4 G2 faze

Poté, co se zreplikuje veskera jaderna DNA, vstupuje buka do G2 faze. V tomto obdobi
dochdzi k dodate¢nému rustu burky, syntéze proteini, duplikovani organel a Kk tvorbé
struktur potiebnych pro deleni buiiky. Nedilnou soucésti jsou také postreplikacni opravy
DNA. Na konci G2 faze histony reaguji s molekulami DNA a zapocinaji tak jeji kondenzaci,
pii které vznikaji chromatinova vlakna. Buika poté vstupuje do prvni etapy M faze.

Soucasti této faze je kontrolni bod G2/M, ktery rozhoduje, zda bunka bude pokrac¢ovat do
M faze, nebo svij cyklus pierusi (11).

3.2 M faze

Mit6za, neboli M-faze, zajistuje rust organismu, ¢i nahradu tkané pii jejim poSkozeni
(13). Jedna se o nepohlavni déleni, tudiz pfi rozdéleni mateiské bunky s danym poctem
chromozomti dochdzi ke wvzniku naprosto identické dcefiné bunky s totoznym poctem
chromozomi. B¢hem této fize dochazi krozdéleni jiz replikované DNA do dvou
identickych set, které jsou pozd&ji soucasti dvou jader pro nové vznikajici buiky. Mitdza
se rozd¢luje do 5 fazi: profaze, prometafdze, metafaze, anafaze a telofaze (viz obr. 2). Nutno
dodat, ze toto déleni je pouze formalni pro ucely diskuze a experimenty, jinak je jednid O

jeden souvisly déj (8).
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Obr. 2 Schéma M-faze bunééného cyklu (upraveno) (10)

Prvnim znakem, ze buika vstupuje do mitotické faze je zapoCiajici kondenzace
chromatinovych vlaken, ze kterych se postupné formuji jednotlivé chromozomy. Ty jsou po
probéhnuti S-faze dvouchromatidové a spojené centromerou. Tento proces je tak vyrazny, Ze
ho lze snadno pozorovat pod svételnym mikroskopem (14). Dilezitym procesem, ktery
vtéto fazi také probihd, je formace délicho vieténka. Béhem replikace DNA v S fazi doslo
k duplikaci centrozomu, coz je organela zodpovédna za organizovani mikrotubuli v bunce
do prostorové sité. V M-fazi zajistuje navazani chromozomii na mikrotobuly a jejich
nasledné rozdéleni. Tato faze mitdzy se nazyva profaze.

Nasledujici faze, prometafaze, je charakteristickd fragmentaci jaderné membrany. Ta se
rozpadd na mensi ¢asti a chromozomy nachazejici se v jadfe prichdzeji do kontaktu
s mikrotubuly navazanymi na jednotlivé centrozomy. Ty se postupné posunuji k opacnym
polim bunky (15).

Pii metafdzi jsou chromozomy sefazeny do ekvatoridlni roviny, kterd se nachdzi piesné
ve stiedu mezi centrozomy. Ty jsou jiz lokalizované na opaénych poélech buiky a vychaz
znich mikrotubuly, které jsou napojeny na jednotlivé chromozomy v misté zvaném centriola
(10).

Anafaze je nejkrat$i Cast celého procesu mitdzy, muze trvat pouze nékolk minut (14).

Dochazi pii ni k odd€lovani sesterskych parti chromatid po mikrotubulech déliciho vreténka
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K opaénym polim (viz obr. 3). Zaroven se od sebe tyto poly vzdalyji a burka se za¢ina
natahovat. Na konci anafdze je u kazdého polu ekvivalentni mnozstvi chromozom.

chromoz omy

-

,//
_/ W
zkracujici se = / oddalujici se

mikrotubuly . ' délici vi‘eténko

Obr. 3 Oddalujici se sesterské chromatidy v pribéhu anafaze (upraveno) (10)

Posledni fazi je telofdze, kdy dochdzi k obnové jadérka a zanku délictho vieténka.
Zarovenn se vdcefmych bunkach formuji dvé oddélend jadra a chromozomy Casteéné
dekondenzuji. Natelofaizi volné navazuje cytokineze, pii které dochazi k formaci
kontraktilniho prstence z aktinovych mikrofilament. Jeho postupnym zuZovanim dochézi

K zaSkrceni buiky a rozd€leni pivodni burky na dvé samostatné, dcefiné burky.

4. REGULACE BUNECNEHO CYKLU

Kontrola buné¢ného cyklu je nezbytnd pro spravnou funkci organismu. Replikace
arozdéleni bunénych komponent musi byt provedeno vzdy piesné, musi byt spravné
naCasovano a kontrolovano. V opaéném piipadé, kdy dochazi k nespravné funkci
kontrolnich mechanismt, mize dochazet kitadé rlznych onemocnéni, mimo jiné
k nadorovému bujeni.

Ve vSech eukaryotickych organismech je maSinérie bunééného cyklu pfisné fizena
signaly od ostatnich bun¢k a aktivaci kliCovych sloucenin, tzv. rustovych faktoru, které
miciyji, popiipad¢ reguluji replikaci DNA, mitdzu a cytokinezi. Jedna se nejcastéji o latky
bilkovinn¢ povahy ptisobici na buiky prostiednictvim receptord. Tyto signaly se z receptorti
pfenaseji signalizaénimi kaskadami k jadru a tim ovliviiyji celou masinérii bunéného cyklu.

Aktivace téchto proteinii je zapii¢inéna jejich fosforylaci pomoci specifickych enzymi
mamych pod jménem proteinové kinazy. Ty odstépuji fosfatové skupiny z ATP a dale je
prena$i na nové syntetizovany fetézec aminokyselin obsazeny v cilovem proteinu. Protein

tak zméni svou konformaci a stdva se aktivnim. Fosforylace tohoto proteinu je reverzibilni,
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muze tedy byt zvrdcena pomoci jinych enzymii — fosfataz, které naopak odstépuji fosfat
z proteinu (15). Krom¢ regulace bunécného déleni se vSak tyto faktory mohou podilet i na
diferenciaci ¢i starnuti bunck.

Cely komplex téchto kontrolnich komponent se oznaCuje souhrnnym nazvem kontrolni
systtm bunééného cyklu. Ten zajistuyje spravny chod bunécného déleni, a dokonce mize
cyklus v jakékoliv jeho casti pozastavit (napiiklad v piipadé neuplné replikace DNA,
nedostateného nartstu buriky pred rozdélenim apod.). Diky tomuto kontrolnimu systému se
mize déleni bun€k uzplsobovat potfebdm organismu a produkovat jen ty buiky, které jsou
v dané situaci potiebné.

Dimyshhou soucasti kontrolntho systému bunééného déleni jsou tzv. checkpomts, tedy
kontrolni body (viz obr. 4). Ty zodpovidaji za spravné piechody buiky mez jednotlivymi
fazemi cyklu a kontroluji, aby nedo$lo k zapoceti dalsi faze piedtim, nez byla ta piedchozi
dokon¢ena. V celém cyklu se vyskytuji tfi body: G1/S bod, G2/M bod a kontrolni bod
vanafazi. Bod G1/S se, jak jiZz znazvu vyplywa, vyskytuje na pomezi fazi G1 a S. Tento bod
urCuje, zda jsou extracelularni podminky piiznivé a buika tak bude pokracovat do S faze,
kde dojde k replikaci jeji DNA. Pokud podminky nejsou vhodné, bunka vstoupi do klidové
faze GO. DalSi kontrolni bod se nachazi na pomezi G2 a M faze. Ten zajiStuje kontrolu
spravné replikace DNA a zduplikovani organel. Posledni kontrolni bod se nachazi v anafazi
a kontroluje spravné rozdé€leni sesterskych chromatid chromozomi (10). Z biochemického

hlediska jsou tyto kontrolni body komplexy enzymu cyklin-dependentnich kindz a proteint

cyklind.
Nereplikovana Nespravne
nebo poskozena sefazeni
DNA chromozomi

Vs

Nereplikovana Poskozena DNA

nebo poskozena
DNA

Obr. 4 Kontrolni body v prib&éhu buné¢ného cyklu (upraveno) (16)
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4.1 Cykliny a cyklin-dependentni kinazy (Cdk)

Jak jiz bylo feCeno v predchozim odstavei, Cdk slouZi jako kontrolni body, které reguluji
priachod burky bunéénym cyklem a za fyziologickych podminek zabrafuji nekontrolované
proliferaci a vzniku rakovinného onemocnéni. Chemicky se definuji jako heterodimerické
proteinkinazy sloZzené ze dvou podjednotek: katalytické (Cdk), kterd obsahuje aktivni misto
pro navazani ATP, a regulacni (cyklin) (17).

Jelkoz je bunécny cyklus velmi slozity proces, podili se na jeho regulaci celd plejada
komplexi Cdk, pfi¢emz kazdy znich ma rozdinou funkci a ve sveé molekule obsahuje
vazebné misto pro molekuly partnerskych cyklind. V lidském genomu se vyskytuje celkem
12 serin/threoninovych enzymt zrodiny Cdk, avsak jen 5 znich se piimo zapojuje do
regulace buné¢ného cyklu, konkrétné Cdk 1, Cdk2, Cdk3, Cdk4 a Cdk6 (17). Ostatni Cdk
maji klicové role v prib¢hu transkripce (18).

Cdk jsou vprubéhu bunééného cyklu piitomné neustile, koncentrace jejich pfislusnych
cyklini vSak kolisd v zavislosti na jednotlivych fazich cyklu (19). Tvorba a odbouravani
cyklini tedy reguluje aktivitu Cdk a tim pfechody mez fazemi cykl. Cykliny se déli do
nékolika tid, které se oznacuji pismeny A az H (20).

| kdyz oscilace hladin jednotlivych cyklinti hraje duleZitou roli piiregulaci aktivity Cdk,
maximalni aktivace celého komplexu cyklin/Cdk je zptsobena jeho dodate¢nou fosforylaci
pomoci CDK-aktiva¢nich kinaz (viz obr. 4). Poté co je komplex fosforylovan, pienasi
nasledné volny fosfat na cilové proteiny v bunce, které zodpovidaji za jednotlivé procesy pfi

bunééném cyklu (napiklad kondenzace chromozomi, rozpad jaderné membrany apod) (10).

_ nealktivni komplex altivni komplex
cykdin cyklin/Cdk cyldin/Cdlk

protemova
kinaza

Cdk

Obr. 4 Fosforylace komplexu cyklin/Cdk pomoci Cdk-aktiva¢ni kinazy (upraveno) (10)
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4.1.1 Komplexy cyklin/Cdk v G1 fazi

V piipadé, Ze je buika stimulovana ristovymi faktory a vystupuje z GO faze, dochazi
K expresi cyklind tiidy D. Tato syntéza je zahajena pomoci externich mitogennich signalu,
stejné, jako jimi muze byt i preruSena (20). Jejich partnerské proteinkindzy jsou Cdk4 a
Cdk6. Zaroven jsou v Gl fazi exprimovany i cykliny tiidy C, které tvoii komplexy s Cdk8.
Pozatky o jejich aktivité vSak prozatim nejsou piili§ rozsahlé (20).

Prvni komplexy cykln D/Cdk4, popiipadé cykln D/Cdk6, se formui ve sttedni G1 faz
ajejich katalyticka aktivita vrcholi blizko pfechodu GI1/S fiaze. Pokud jsou mitogenni
signdly vpribéhu faze utlumeny, aktivita Cdk vymizi a cykliny D jsou proteolyticky
odbourany (20).

Hlavnim substratem pro komplex Cdk a cyklinu D je retinoblastomovy protein (pRB),
C0Z je tumor-supresorovy protein zodpovédny za inhibici transkripce a ristu buiky a tim
i zamezeni vstupu do S faze (21). Rb protein je v Gl fazi hypofosforylovany, proto na sebe
vaze rozmanité regulaéni proteny a transkripcni faktory, bez jejichz uvolnéni nemiize byt
zahajena transkripce, a tedy ani proliferace. Jakmile vSak dojde k expresi cyklinu D a
aktivaci Cdk, je pRB témito komplexy fosforylovin a regulacni proteiny spolecné
S transkripénimi faktory se uvolni. Jejich aktivni produkty poté ptevedou cyklus do S faze
(20).

V piipadé, ze dochazi k nadmémé fosforylaci pRB (nedostate¢na inhibice Cdk, nebo
naopak nadméma produkce cyklinu D), neni buiika schopna kontrolovat prechod mezi G1
a S fazi. Tyto defekty vedou ke genomové nestabilité, popiipadé piimo k nddorovému bujeni
(20).

4.1.2 Komplexy cyklin/Cdk v rozhrani G1/S

Poté, co dojde k dostate¢né fosforylaci proteinu pRB, buika prochazi kontrolnim bodem
G1/S a vstupuje do S faze. V této Casti zapocina exprese cyklinu E, ktery interaguje s Cdk2
a spole¢né pfispivaji  k fosforylaci pRB a dalSich substrati, které zajiStuji tvorbu gend
nezbytnych pro postup do dalsi faze cyklu (20).

4.1.3 Komplexy cyklin/Cdk na rozhrani S/G2 a ve fazich S a G2
Béhem S fdze dochdzi k expresi predevsim cyklinu A, jehoz koncentrace v buiice
dosahuje vrcholu v ¢asné G2 fazi. Tvoii aktivni komplex s Cdk2, na rozhrani S/G2 faze se

viak odstépuje, a zapo¢ina tvorbu komplexu s proteinkinazou Cdkl. Pii vstupu do M faze
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Vviak dochdzi k rozpadu jaderné membrany, cyklin A degraduje a Cdkl uvoliuje své
vazebné misto.
Nasledujicim komplexem syntetizovanym v S fazi je cyklin B vinterakci pravé s Cdkl,

ktery dosahuje své maximalni koncentrace na rozhrani G2/M (20).

4.1.4 Komplexy cyklin/Cdk na rozhrani G2/M a ve fazi M

M fize bunééné¢ho cyklu je zahdjena poté, co se vjadie bunky nahromadi dostatecné
mnozstvi cyklinu B ve vazbé s Cdkl, ktera se béhem celého obdobi interfize nachdzi mimo
jadro, vcytoplazmé. Pokud cyklin B chybi, nebo je neaktivni, mitbza neni ukon¢ena
a buné¢ny cyklus se zastavi (20).

5. INHIBITORY CYKLIN-DEPENDENTNICH KINAZ

Soucasny vyzkum prokazal, ze mutace bunky zahrnujici zménu aktivity Cdk (deaktivace
Cdk inhibitor, nadméma exprese cyklint) jsou jedny znejCastéjSich pficin  vzniku
rakovinnych onemocnéni (18) (17). Tato zisténi vedla k mySlence syntetizovat molekuly,
které budou schopné aktivitu téchto enzymi regulovat, respektive je inhibovat. Bohuzel,
prozatim jsou vSechna potencialni terapeutika v klinickém testovani, zadny inhibitor Cdk
zatim nebyl schvalen pro komer¢ni pouziti (18).

Za zminku stoji i pifinos olomouckych védct, ktefi vyznamné k objevu syntetickych Cdk
inhibitort (CdkI) ptispéli (5).

5.1 Prirozené inhibitory CDK

V piedchozich kapitolich bylo zminéno, ze aktivita Cdk je fizena predevSim interakci
s jejich partnerskymi cykliny a naslednou fosforylaci/defosforylaci tohoto komplexu. DalSi
mozZnosti, jak ovlivnit, respektive utlumit aktivitu téchto proteinkindz, je vazba s jejich
piirozenymi inhibitory (Cdkl). V savéim genomu bylo objeveno celkem sedm CdkI a ty se
podle mista uCinku a struktury formaln¢ rozdéluji do dvou skupin: Cip/Kip proteiny a INK4

proteiny (22).

6Ink4A 5Ink4B 8Ink4C

Rodina INK4 protein(i zahrnuje proteiny pl , pl , pl a p19'™4P které maji
velmi podobnou strukturu (23). Jak lze vycist zjejich nazvu, ovliviji aktivitu predevsim
proteinkindzy Cdk4 (INK4 = inhibitor kinase 4), mohou se vSak také podilet i na inhibici

Cdk6 (24).
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Hlavnimi zastupci rodiny Cip/Kip jsou proteiny p21°P*, p27KiPl a p57KP2. Na rozdil od
rodiny INK4 jsou schopné inhibovat aktivitu jak Cdk, tak vSech jejich pfistusnych cyklint
(25).

5.2 Syntetické inhibitory Cdk (Cdkl)

Snaha o syntetizovani novych sloucenin, které by svymi UCinky simulovaly Cip/Kip
proteiny, zapocala soucasn¢ s objevovanim piirozenych inhibitori na zacatku 90. let 20.
stoleti (26). Prvni specifické syntetické inhibitory Cdk byly objeveny a popsany nékolika
skupinami autorii nezavisle na sob&. Mez tyto inhibitory, tzv. inhibitory prvni generace,
patii predev§sim Butyrolakton 1 (27), Olomoucin (5) a Flavopiridol (28). Tyto molekuly, jez
svymi 0€inky inhibyi veétSinu Cdk, byly uvedeny do klinickych testd, pro jejich
nedostate¢ny terapeuticky efekt a nizkou selektivitu vSak nikdy nepokrocily dale nez do 3.
faze testovani (18). Inhibitory 2. generace jsou prozatim pouze v preklinickém testovani.

Majorita téchto inhibitord ma stejny mechanismus ucinku, a to kompetici s piirozenym
substratem ATP, ktery na Cdk pfenasi svlj volny fosfat. Pokud neni vazba ATP na Cdk
umoznéna, nedochaz ani k jeho fosforylaci atim k aktivaci komplexu cyklin/Cdk.

5.2.1 Purinové Cdkl

Derivaty 2,6,9-trisubstituovanych purinovych Cdk inhibitortt jsou intenzivné zkoumany
od doby, kdy byly béhem testovani G¢inkti rostlinnych hormoni cytokininti prokazany silné
inhibiéni  G¢inky  derivatu  2-(2-hydroxyethylamino)-6-benzylamino-9-methylpurinu.  Tato
slou¢enina byla na pocest mista jejho objeveni pojmenovana Olomoucin. Je to
kompetitivni substrat pro ATP a selektivné inhibuje komplex cyklin B/Cdkl, ktery je
klicovy pti vstupu bunky do mitotické faze (29). Protoze vSak jeho cytostatické ucinky
nepatii k nejwysSim, byly vyvinuty dalsi derivaty, substituované rozdilnymi skupinami, jako
napiiklad  2-(3-hydroxypropylamino)-6-  benzylamino-9-isopropylpurin - neboli  Bohemin,
Roskovitin a Olomoucin Il (obr. 5) (30).

Bohemin je inhibitor, u kterého byly prokazany cytotoxické uUCinky in vitro a in vivo.
Zpusobyje zadrzeni bunééného cyklu prostiednictvim blokddy Cdk7, coz je kindza
zodpovédna za aktivacni fosforylaci ostatnich bunécnych Cdk, které jsou tak nepiimo také
inhibovany. Nejvysstho G¢inku Bohemin nabyva na rozhrani fazi G1/S bunétného cyklu,
kdy vrcholi katalytickd aktivita Cdk4 (31). Ta je, jak jiz bylo feCeno, nepiimo inaktivovana

zamezenim fosforylace prostiednictvim Cdk7.
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Obr. 5 Strukturni vzorce Olomoucinu, Boheminu a Roskovitinu (32)

6. REZISTENCE NA CYTOSTATIKA

Rezistence nadorovych bunéénych lnii k cytostatikim je vdneSni dobé jedna
Z nejzavazméjSich  priéin - selhani protinadorové terapie (viz obr. 6). Za wvznik tohoto
zavazného fenoménu je odpovédna celd fada mechanismi, které at’ samostatné, tak
v kombinaci, zapfi¢inuji vazmé komplikace pii 1é¢bé nadorovych onemocnéni. Zakladni
déleni buné¢né rezistence je na primarni (piirozenou) a sekundarni (ziskana) (33). Primarni
rezistence je vrozena, buiky tedy maji vyvinuté piirozené ochranné mechanismy, kterymi se
brani cytotoxické 1é¢bé a jevi tak odolnost K cytostatiku jiz pii prvnim podani lciva.
Sekundarni rezistence je zapfiCinéna opakovanym vystavovanim uCinkim protinddorovych
é¢iv, kdy se pivodné citlivé burky stavaji vic¢i konkrétni latce rezistentni (34).

Problém terapie nadorovych onemocnéni je zvelké ¢asti vysoka riznorodost nadort. Pii
cilené 1&cbé se obvykle nepodafi efektivné mnhibovat rast vSech nadorovych subpopulaci,
coz vede Kkexpanzi bunééné linie, kterd vykazuje nejwysSi chemorezistenci. Timto
selektivnim tlakem a opétovnou zvySenou proliferaci nadorovych bunék dochazi k recidivé

nemoci (3).

nadorové bunky

£

citlivost s cilemit chemoterapie == rezistence
..3 pritomnost klonu

. ‘ f- vrozenou rezistenci
bunééna

smrt genelic l\.l ne sl 1bllll ]
chemorezislenmlch
klonu
nadorové kmenové  buiky chrinéné

bunky extracelulirni matrix

Obr. 6 Piedpokladany tic¢inek chemoterapie na nadorové burnky (upraveno) (34)
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6.1 Mechanismus vzniku rezistence

Cytostatika plsobi dominantné na proliferujici bunécné populace. VSechny nadorové
linie vSak maji uréité procento bunck, vyskytujicich se v klidové GO f&zi, kdy neproliferuji a
maji omezenou citlivost na cytostatika. Pti chemoterapii tato subpopulace tedy neodpovida
na lé¢bu — je relativné rezistentni. Aby se bylo dosazeno nejlepSich vysledka pii 16¢bé, je
nutné léCiva spravné davkovat tak, aby doslo ke zni€eni co nejvice proliferyjicich bunck.
Toho je dosazeno opakovanym podavanim lé¢iva v intervalech, kdy v pauze mezi terapiemi
dochdzi k malému narGstu nadorové populace, ale po podani lCiva se pocet malignich
bunék opét vyrazné snizi (viz obr. 7). V piipadé, ze je narist mez terapiemi piii§ rychly,

miize dochazet ke vzniku rezistence a nadorové bunky nejsou nadale redukovany (35).

¢ davky cytostatik

l

pastupné se zmensujici
pocet malignich bunék

Obr. 7 Davkovani antiproliferacnich terapeutik pro dosazeni optimalnich vysledku (35)

Zptsoby, kterymi vznikd bunénd rezistence na protinddorovou lécbu, jsou velmi
komplexni. V zasadé jsou vSak tfi hlavni mechanismy, které se zde nejcastéji uplatiuji, a to
zmény farmakokinetické, —cytokinetické a funkéni zmény buiky (6). Pfi zménach
farmakokinetiky dochazi ke zménam v metabolismu 1¢iva, at' uz se jedna o urychleni
biotransformace a vyluGovani nebo naopak o snizeni resorpce cytostatika. Tyto zmény jsou
nejméné vyznamné. Cytostatické zmény doprovazi zmény vbunééném cyklu, kdy vétSina
bun¢k piejde do GO faze cyklu, kdy, jak jiz bylo feceno, je jejich citlivost k chemoterapii
omezena. S rostouci naddorovou masou zaroven také dochazi ke zvySené mutaci bunék, coz
zvySuje heterogenitu populace a tim i rozdinou citlivost jednotlivych klonti na cytostatika
(6). V neposledni tadé, jednou znejastéjSich pficin vzniku chemorezistence jsou zmény ve
fyziologické funkci bunky, kdy je snizena koncentrace ¢i aktivita enzymi nutnych pro
konverzi cytostatika na u¢innou latku. Problém vSak mize nastat i v opacném piipadé, tedy

pokud je koncentrace enzymi zvySena — cytostatika nedostate¢né blokuji jejich aktivitu a
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buika tim ziskava rezistenci. Dalsimi moznostmi vzniku rezistence mize byt nedostate¢na

moznost transportu cytostatika bunécnou membranou ¢i jeho aktivni transport z buiky (3).

6.2 Mnohocetna 1ékova rezistence (MDR)

Rezistence na konkrétni lECivo mize vyustit vrozmanit¢ zmény vbunééné fyziologi,
které oslabuji uCinky nejen pouzitého terapeutika, ale 1 dalSich, strukturné odlisnych
slou¢enin. Tento fenomén se nazyva mnohocetnd Iékova rezistence (MDR) a vysvétluyje
piipady necitlivosti nékterych nador k novym cytostatikiim, nepouzitym v plivodni terapii
(6).

Lékové rezistence jsou rozdéleny podle biochemickych zmén v buiice bud’to na klasickou
(typickou) MDR, nebo neklasickou (atypickou) MDR (36). Pii klasické MDR dochaz
k nadprodukci membranového glykoproteinu P (Pgp), ktery je produktem tzv. MDR-genu a
je Clenem rodiny transportnich proteini, které zodpovidaji za transport toxind
zintracelularniho  prostoru do wnéjstho prostiedi (3). Jako neklasickd MDR jsou
oznacovany vsechny ostatni mechanismy, kterych se neucastni Pgp. Mez tyto mechanismy
je zahrnuta napiiklad zména subcelularni distribuce léciva nebo poSkozeni cilové struktury
leciva (6).

Mechanismi vznku MDR je nespocet nékterym z nich budou veénovany nasledujici
podkapitoly. Identifkace mechanismi ucastnicich se vzniku MDR je dulezita pro budouci
vyvoj novych, efektivnéjSich 1é¢iv, které by mohly potencidlné pfispét k prekonani tohoto
problému.

6.2.1 Efluxové ABC transportéry zpusobujici MDR

Biologickymi zménami nelze piesné vysvétlit vSechny projevy MDR, byla viak popsana
fada proteint, které jsou spojovany s jejim vznikem. Ve vétSiné piipadii se jedna o ABC
transportéry. Jejich nazev zskaly podle toho, Ze ve své struktufe obsahuji ATP-vazebnou
kazetu (ATP-binding casette) — jednd se tedy o ATP-dependentni proteiny (potiebuji
k transportu latek molekulu ATP). V souCasné dobé bylo popsano 49 ¢leni rodiny ABC
transportértl, pii¢emz se tyto proteiny navic déli do 7 podskupin, pojmenovanych ABCA az
ABCG (37).

Tyto proteiny ovliviyji kumulaci terapeutika v bunce a zpusobuji jeho exkreci do
extracelularniho  prostoru. Tento d& probihda za spotieby ATP, ktery je Vbuice

hydrolyzovan na ADP a uvolnéna energie ztéto reakce je poté dale vyuZita na transport

24



substratu ven zbunky smérem proti koncentraénimu gradientu (38). Jednou z hlavnich
charakteristikk téchto transportérii je také jejich biochemické slozeni. Zakladni jednotkou
proteinu  je transmembranova doména (TMD), kterd je nasledovana hydrofilni
cytoplazmatickou nukleotid-vazajici doménou (NBD) (39).

Z divodu velmi Siroké substratové specifity existuyje n€kolk hypotéz o mechanismech
transportu pifes membranu. Patéi mezi né¢ napiiklad tzv. teorie konvencniho transportu, ktera
udava, Ze transport substratu z buiky probihd pies vodni porus, tedy ,prichod, ktery ma
pfizpisobivé vazebné misto pro substrdt. Dalsi vyznamnou teori je také model
Lhydrofobniho vakuového Cistice®, kdy maji ABC-pienaseCe schopnost rozeznat hydrofobni
slou¢eniny diky jejich mkorporaci do lipidové dvojvrstvy v cytoplazmatické membrang.
Tato teorie zatim byla nejvice podpoiena (6).

Mezi nejvyznamnéj$i  zastupce patii jiz zmiovany protein  Pgp, MRP (multidrug

resistance associated protein) a LRP (lung resistance related protein) (6) (40).

Multidrug resistance associated protein (MRP)

MRP je lokalizovan na cytoplazmatické membrané a membranach endoplazmatického
retikula. Jednd se o ATP-dependentni transportni protein, ktery napomaha vyluiCovani
xenobiotickych  latek, konkrétné hydrofobnich, zaporn¢  nabitych  substrati,
Z intracelularntho prostiedi a zabrafuje téz jejich kumulaci uvnitt bunky. Sklada se z 1531
aminokyselin a jeho molekulova hmotnost je 190 kDa. Jeho gen lokalizovan na 16.
chromozom. U c¢lovéka bylo doposud identifikovano 6 zistupci MRP proteint, z nichz
pouze MRP1 ma vyznam pro navozeni lékove rezistence (40).

Zajimavou skuteCnosti je fakt, Ze snizenim exprese MDR dochazi opét k obnoveni

chemosenzitivity (40).

Lung resistance related protein (LRP)

LRP byl poprvé identifikovan na bunécné lnii plicntho karcmomu na zacatku 90. let
(41). Tento protein, znamy téZ pod jménem MVP (major vault protein) se nachazi ve velké
mife v Iékové rezstentnich buné¢nych liniich (42). Jeho molekulovd hmotnost je 110 kDa a
je lokalizovan na kratkém raménku chromozomu 16, blizko genu pro MRP.

LRP je slozkou tzv. vaults, coZz jsou ribonukleoproteinové komplexy sloZzené
zproteinovych ¢astic a zmalych molekul RNA (40). Tyto organely jsou piitomny
v cytoplazmé u vSech eukaryotickych organismii. Na zikladé vyzkumi se piedpoklada, ze
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funkce LRP je transport xenobiotik zjadra burky do cytoplazmy a zabrafuje kumulaci
toxickych latek v jadie (42).

P-glykoprotein

ABC proteinii a jak jiz bylo zminéno, je produktem tzv. MDR-genu, ktery je lokalizovan na
del8im raménku 7. chromozomu. Jeho molekulova hmotnost je asi 170 kDa, v zavislosti na
jeho glykosylaci, a jedna molekula je sloZzena z 1280 aminokyselin (6). Pgp méa Klasickou
strukturu ABC transportéru; je sloZzen zdvou TMD a dvou NBD (viz obr. 8) (39). Exprese
tohoto proteinu se v jednotlivych nadorovych tkanich IiSi — nejwysSi byva u kolorektalnich

karcinomd a u karcinomi jater, ledvin a pankreatu (3).

Obr. 8 Struktura glykoproteinu P tvorena 2 transmembranovymi doménami TMD a dvéma
nukleotid-vazajicimi doménami NBD (39)

Hlavni funkci tohoto ABC transportéru je ochrana pied xenobiotiky a toxiny a jejich
transport do extracelularniho prostoru (viz obr. 9). Jeho zvySend exprese zpusobuje, Ze je
bunka rezistentni jak Kk chemoterapeutickym substratim, tak i k dalsim neutralné¢ ¢i kladné
nabitym hydrofobnim slou¢eninam (40).

Ptedpokladd se, Zze nadméma exprese Pgp je zplsobena vice faktory, a to napiiklad

amplifikaci nebo mutaci ABCB1 genu nebo zménami v jeho translaci (37).
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Obr. 9 Mechanismus transportu cytostatika bunéénou membranou prostiednictvim Pgp

6.2.2 Zmény na drovni apoptotické drahy zplsobujici MDR

MnoZstvi vyzkumi bylo vé€novano moznosti vzniku MDR  skrz skupinu geni/proteind,
kontrolujicich apoptézu (programovanou buné¢nou smrt). Nejznaméjsi znich je rodina
proteini Bcl-2, které reguluji mitochondrialni apoptotickou drahu.

Apoptéza mitochondridlni drahou je zpisobena situacemi, které jsou pro burku stresujici,
naptiklad poskozeni DNA zapiiinéné ozafenim, chemoterapeutiky apod. PoSkozeni DNA
vede Kk aktivaci tumor-supresorového proteinu p53, coz je transkripéni faktor a indukuje
expresi pravé proteind Bcl-2 (43). Tyto proteiny jsou lokalizovany pievazné v membranach
mitochondrii, ale také iv cytosolu a v membrané endoplazmatického retikula (44).

Pribéh apoptdézy wnitini drahou je regulovan pomérem proapoptotickych a
antiapoptotickych zastupci zrodiny Bcl2 v mitochondriich. Proapoptotické proteiny
zpodrodiny BAK a BAX permeabilizuji vnéj$i membranu mitochondrie a indukuji apoptézu
uvolnénim dalSich proapoptotickych protemti do cytoplazmy. Antiapoptotické proteiny,
oproti tomu, tyto proapoptotické proteiny blokuji (45). V nadorovych bunéénych liniich je
tato ,harmonie* Casto naruSena a bunky tak unikaji apoptdze, coz mize vést ke vzniku

rezistence.

6.2.3 Zmény v aktivité topoizomerazy II

Topoizomeraza 1l (TOPO 1I) je enzym zapojujici se do replikace a je také cilovou
strukturou pro mnoho protinadorovych 1¢iv (40) (46). TOPO II béhem replikace rozstépuje
dvousroubovici DNA a zarovenn kontroluje, aby pii rozpojovani vazeb mezi dusikatymi

badzemi nedoSlo k ,zamotani“ viakna DNA. Ne¢kolik tfid antiproliferanich 1¢iv, veetné
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antracyklin, epipodofylotoxini a amidoakridini mhibuji katalytickou aktivitu TOPO 11
(46).

Jeji nedostate¢na produkce, nebo mutace v primarni struktufe, hraje roli pti vzniku lékové
rezistence — rezistentni populace vyzaduji pro aktivaci TOPO II vétsi mnozstvi ATP, nez
nerezistentni klony a proto je jeji aktivita omezena (40).
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EXPERIMENTALNI CAST
7. POUZITY MATERIAL

7.1 Bunécné linie

Pro ucely této bakalafské prace byly pouzity nddorové linie HCT 116 parental a HCT 116
p53 -/- (Horizon), odvozené od lidského kolorektalniho karcinomu. Linie HCT 116 p53 -/-
byla uméle vytvorena deleci genu pro tvorbu tumor-supresorového proteinu p53. Jednd se
0 bunky adherentniho typu, jejich nartst tedy probihal na stén¢ plastové kultivacni lahve.

Buné¢né linie byly kultivovany vmédiu McCoy’s 5A s piidavkem L-glutaminu
do koncentrace 1,5 mM, antibiotik penicilinu-streptomycinu a 10% piidavkem fetalniho
bovinnho séra (FBS). Kultivace bungk probihala v kultivaénich lahvich o plose 75 cm’.
Lahve byly uchovavany v inkubatoru v prostiedi s 5% obsahem CO;, 95% vihkosti a za

teploty 37°C.

7.2 Chemikalie

Tab. 1: Chemikalie pouzité pfii experimentech spole¢né s jejich vyrobci

5-bromo-2*-deoxyuridin

125H0932, Sigma-Aldrich, USA

5-bromouridin

850187, Sigma-Aldrich, USA

ATB (penicilin, streptomycin)

115M4795V, Sigma-Aldrich, USA

Bohemin

poskytla LEM UMTM

BSA (bovinni sérovy albumin)

AT7906, Sigma-Aldrich, USA

Cell Wash

BD Bioscences, USA

Citrat trisodny dihydrat

S4641, Sigma-Aldrich, USA

RPMI 1640 médium

RNBF1543, Sigma-Aldrich, USA

Ethanol

605458, Dr Kulich Pharma s.r.o., CR

FC receptor saturation reagent

732802, Beckman Coulter, USA

Formaldehyd

20120625, Dr Kulich Pharma s.r.o., CR

FBS (fetalni bovinni sérum)

P110704, PAN-Biotech, Némecko

Glutamin G6392, Sigma-Aldrich, USA
Glycin 14864, Serva, Némecko

HCI A150273/01, Lachema, CR
MTS G1111, Promega, USA

Mc Coy’s 5A médium

M8403, Sigma-Aldrich, USA
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NayB40O7 - 10 H,O 30870, Lach-Ner, s.r.o., CR

Nonidet P 40 (NP-40) 74385, Sigma-Aldrich, USA
Propidium jodid SLBH8362V, Sigma-Aldrich, USA
Permeabiliza¢ni ¢nidlo 340973, BD Biosciences, USA
Ribonukleaza A 060M7000V, Sigma-Aldrich, USA
Triton X-100 1000009002931, Sigma-Aldrich, USA
Tween 20 37470, Serva, Némecko 37470

7.2.1 Seznam pouZitych protilatek

Pro analyzu syntézy RNA a DNA

Primarni protilatka Anti-BrdU-FITC (11-286-C100, Exbio, CR)
Sekundami protilatka Anti-Mouse-IgG-FITC (F2883, Sigma-Aldrich, USA)

Pro analyzu DNA byl pomér fedéni obou protilatek v promyvacim roztoku 1:250.
Pro analyzu RNA byl pomér fedéni primarni protilatky v promyvacim roztoku 1:500,
sekundamni protilatky v promyvacim roztoku 1:250.

Pro analyzu fosforylace histonu H3-P

Primarni protilatka Anti- H3P*"C°_FITC (06-570, Merck Millipore, Canada)
Sekundami protilatka Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit 1gG (Thermo Fisher Scientific
USA)

Pro analyzu fosforylace histonu byl pomér fedéni primarni protilatky v promyvacim roztoku
1:200, sekundarni protilatky 1:250.

Pro analyzu exprese glykoproteinu P

Primarni protilatka Monoclonal Anti-P Glycoprotein produced in mouse (P7965,
Sigma-Aldrich, USA)

Sekundami protilatka Anti-Mouse-1gG-FITC (F2883, Sigma-Aldrich, USA)

Izotypovéa kontrola IgG2 Isotype control from murine myeloma (M5534, Sigma-
Aldrich, USA)

Pro analyzu exprese glykoproteinu P byl pomér tedéni primarni i sekundarni protilatky

Vv blokaénim roztoku 1:250, izotypova kontrola pak byla fedéna v poméru 1:400.
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7.3 Pristroje

Tab. 2: Pfistrojova technika pouzitd pii experimentech spole¢né s jejimi vyrobci

Laminarni box HeraSafe ThermoScientific, USA
Inkubator s CO, atmosférou Thermo Scientific, USA
Svételny inverzni mikroskop Olympus 1X51, Japonsko
Pocitadlo bun¢k Vi-Cell XR Beckman Coulter, USA
CteCka mikrotitracnich desti¢ek Perkin Elmer, USA
Pipetovaci piistroj ECHO 555 Liquid

handler LabCyte, USA

Pritokovy cytometr FACS Calibur BD Biosciences, USA
centrifuga Eppendorf, Némecko
Analyticke vahy Scaltech, USA

Vodni lazen Sub aqua 12 plus Grant Instruments, Velké Britanie
Vortex Genie 2T Scientific Industries, USA
Magneticka michacka MSH3 Biosan, LotySsko

7.4 Spotiebni material

Plastové kultiva¢ni lahve (TPP Trasadigen, Svycarsko)

Sestijamkové a dvanactijamkové panely (TPP Trasadigen, Swycarsko)
cytometrické zkumavky (BD Falcon, USA)

1536-jamkovy panel (Perkin Elmer)

Petriho misky (TPP Trasadigen, Swycarsko)

8. METODIKA PRACE

Pro tuto bakalafskou praci bylo vyuzto stanoveni stfedni inhibicni koncentrace (ICso) pro
Bohemin (BOH) pomoci MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-
2(4-sulfonyl)-2H-tetrazolium) testu pro bunécné linice HCT 116 parental a HCT 116 p53 -/-.
Na zakladé téchto méfeni byly poté stanoveny vysledné koncentrace (3xICsp), kterych mélo
byt dosaZeno pravidelnym oSetifovanim bunck syntetickym inhibitorem Cdk BOH za ucelem
ziskani rezistenich kloni. Tyto rezistentni a nerezistentni klony byly poté podrobeny
analyzam pomoci metody pritokové cytometrie pro porovnani jejich vybranych vilastnosti.

Pritokova cytometrie je béza, Casto vyuzivana metoda V laboratofich medicinského

¢ibiologického zaméfeni. Ma velmi Siroke wyuZiti; lze ji pouZit napiklad k vyhodnoceni
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a charakterizaci fyzikdné-chemickych vlastnosti bun¢k jako k analyze syntézy DNA a
RNA, k hodnoceni miry apoptdzy, ale také k vyhodnoceni exprese mnohych membranovych
a intracelularnich proteina (47).

Pritokovy cytometr vyuzivd inkorporace fluorescen¢ntho barviva do rozdilnych
bunécnych komponent, napiikklad do DNA ¢i RNA. Takto oznaCené bunky jsou neseny
vkapilafe a poté vstiikovany do proudu nosné kapaliny, kterd soustieduje bunky
v centralnim kandlku. Nasledn¢ jsou buikky dopraveny do méfici cely, kde je fluorescencni

signal detekovan laserovym paprskem (47).

8.1 Pasazovani bunécnych linii

Buiky byly kultivovany v médiu McCoy’s 5A v inkubatoru v prostiedi s 5% obsahem
CO2, 95% vihkosti a za teploty 37°C. (viz kapitola 7.1). Pro opakovatelnost pokusti byly
buiky kazdy druhy den pasaZovany. Tento proces byl nutny k jejich spravnému nafedéni
v kultivatnim médiu a zaroven umozioval dali neruSeny narGst bunéénych linii.
Pasazovani probihalo ve sterinim prostiedi ve flowboxu s laminarnim proudénim vzduchu.

Pro vylouceni kontaminace byly bunky ptfed kazdou pasazi nejprve pozorovany pod
mverznim svételnym mikroskopem a nasledné byla stanovena jejich wiabilta pomoci
ptistroje Vi-Cell XR. Pro experimenty byly pouzivani bunécné linie s viabiltou vzdy veétsi
nez 95%.

Pii pasazovani se nejprve slilo staré médium a kultivaéni lahve byly dvakrat proplachnuty
10 % roztokem fosfatového pufru (PBS) v deionizované vod¢. Po odstranéni média bylo do
lahvi odpipetovano nckolikk ml roztoku TrypLE, diky kterému byly buiky enzymaticky
uvolnény zpodkladu. Lahve sbunéénou suspenzi byly poté proplachnuty kultivacnim
médiem a piebytek byl slt do odpadni lahve. Nasledné¢ byl zbytek bunétné suspenze
doplnén cerstvym médiem na objem 15 ml Na vikend byl celkovy objem navySovan na 20

ml.

8.2 Priprava Cdk rezistentnich linii

Rezistentni klony odvozené od bunéénych linii HCT 116 parental a HCT 116 p53 -/- byly
vyselektovany po dlouhodobém vystaveni UCinktim syntetického mhibitoru Cdk. Béhem
tohoto procesu bunky zskaly rezstenci k prostiedi s koncentraci Cdk iontd prevysujici
jejich béznou IC50.
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Pro ucely této bakalaiské prace byl pouzity synteticky Cdk inhibitor BOH, ktery se chova
jako kompetitivni inhibitor vazby ATP na Cdk a tim blokuje proliferaci (5). Byly u n¢j
prokazany silné cytotoxické ucinky k mnoha nadorovym liniim v podminkach in vitro. Byl
aktivaéni fosforylaci ostatnich Cdk, které tak byly nepfimo inhibovany (31).

Rezistentni lnie byly kultivovany ve dvanactijamkovych panelech za pitomnosti média.
Do kazdé jamky byly vysety buiky v koncentraci 5%10* bungk/l ml Bun&éné linie byly
pravideln& o3etfovany BOH rozpuiténym v DMSO do koncentrace 10 mmolidm®.

Piiprava rezstentnich klonii probihala vzdy nejméné tfi mesice a byla provadéna dvéma
zpusoby, a to postupnym navySovanim koncentrace a empirickym stanovenim koncentrace

optimalni pro rist rezistentnich klond.

8.2.1 Postupné navySovani koncentrace

Tato metoda spocivala Vv postupném zvySovani koncentrace inhibitoru. Burky byly
inkubovany ve dvanactijamkovém panelu za piitomnosti média S cytostatikem o piredem
dané koncentraci po dobu 48 hodin. Poté bylo médium vyménéno a aplikovano nove
cytostatikum o totoZzné koncentraci. Pii kazdé vyméné média byly pod mikroskopem
pozorovany morfologické zmény a mnoZstvi bunék uvolnénych z povrchu dna jamky, které
indikovalo miru viivu cytostatika na linii. Pouze burky, které vykazovaly normalni rist,
byly déle kultivovany.

Mnozstvi piidaného BOH bylo vZzdy po 7 dnech inkubace v prostiedi s odpovidajici
koncentraci zvySovano tak, aby skok koncentraci nebyl vétsi nez 5 uM a aby bylo doséhnuto
optimalni viability bunék v dané koncentraci (viz obr. 10). Tato zména koncentrace byla
stanovena po optimalizaci postupu.

Bunky byly takto udrzovany pod terapeutickym vlivem cytostatika nejméné 3 mésice.
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Obr. 10 Schéma ptipravy BOH rezistentnich klonti na buné¢né linii HCT 116 parental

8.2.2 Stanoveni optimalni koncentrace vhodné pro rist rezistentnich klond

Dalsim zpusobem pro zskani rezistentnich kloni bylo empirické stanoveni optimalni
koncentrace pro rust rezistentnich kloni na zakladé pozorované proliferace nadorowvych linii
po ovlivnéni BOH. Buiky byly Kkultivovany ve dvanactijamkovém panelu, kdy bylo do
jednotlivych  jamek aplikovano cytostatikum v riznych koncentracich, pfiemz nejnizsi
koncentrace byla stanovena jako 1xICso a nejvysSsi jako 5xI1Cso. Po 48 hodinové inkubaci se
vizualn¢ pod inverznim mikroskopem vyhodnotilo mnozstvi uvolnénych bunék z povrchu
kultivacni lahve. Bunky, které vykazovaly nejlepSi viabilitu, byly pteneseny do kultivaéni
lahve, kde probihalo dalsi oSetifovani BOH.

V dané koncentraci byly vkultivacnich lahvich buiky udrzovany 14 dni, poté byla
zvySena vzdy o 20 uM. Ovlivéni BOH probihalo do té doby, neZ vznikla stabilni rezistentni
bunééna linie.

8.3 Stanoveni hodnoty ICsq pomoci MTS testu

Testy zivotaschopnosti bunék vyuzivajicich tetrazoliové soli se staly jednémi z nejvice
wzvanych biologickych metod pro méfeni metabolické aktivity bunéénych linii (48). Tyto
testy se pouzivaji predevSim na méfeni cytotoxickych uCinkii rozmanitych slou¢enin na
buiiky. Hlavni klady tohoto testu jsou jeho jednoduchost, pfesnost a rychla indikace
antiproliferani aktivity (49).

MTS test je zalozen na konverzi tetrazoliové soli na barevny, ve vod¢ rozpustny

formazan. Tato pfeména je zplUsobena mitochondridlnimi dehydrogdnazami metabolicky

34



aktivnich bunék a probihd pii 37°C. Mnozstvi preménéného formazanu je pifimo Umerné
poctu zivych bun¢k piitomnych ve vzorku (49).

Pro MTS test byly buiky pripraveny v koncentraci 1,38x10° bunsk/ml naneseny na
1536-jamkové desticky a ponechany 24 hodin v inkubatoru, pfi teplot¢ 37°C, vihkosti 95% a
5% obsahem CO,. K burikam byl nasledné ptidan BOH v koncentraci 50 uM a desti¢ka byla
inkubovana po 72 hodin vinkubatoru. Po uplynuti této doby byl Kk vzorktim ptidan 1 pl
MTS (8,5 mM) a desticky byly opét inkubovany, tentokrat 90 minut. Nasledné byla na
pfistroji EnVisionMultimode Plate Reader zmétfena absorbance (A =490 nm).

V druhém kroku byl BOH testovin v koncentra¢nim rozmez 0,12-50 50 uM. Takto se
stanovila hodnota ICsg, tedy stfedni inhibiéni koncentrace, pii které dochaz k 50% inhibici
Zivotaschopnosti bunék. Vyhodnoceni poté probihalo v programu Dotmatics. Vysledky byly

poté zpracovany v programu Microsoft Excel.

8.4 Analyza vlastnosti buné¢né linie pomoci pritokové cytometrie

Mnohé laboratote vyuwZivaji pritokou cytometri jako metodu pro  Kkvalitativni
a kvantitativni  vyhodnoceni a  charakterizaci  fyzikalné-chemickych  vlastnosti  bun¢k.
V soucasné dobé¢ se jedna o jeden z nejmodernéjSich zplsobii analyzy bunéénych populaci.

V této bakalafské praci je pritokova cytometrie vyuzita pro stanoveni miry syntézy DNA
a RNA, analyz7u bunétného cyklu a fosforylace histonu H3, detekci procentuélniho
zastoupeni apoptotickych bunék a analyzu exprese glykoproteinu P.

8.4.1 Fixace bunék pro analyzu na priitokovém cytometru

Pfi izolaci vzorku linie zjeho pirozeného prostiedi (v naSem piipadé z kultivacniho
média) dochazi rychle k autolyze, tedy posmrtnym zménam na buiice. Aby bylo tomuto
procesu zabranéno, provadi se tzv. fixace, pii které je autolyze zamezeno diky rychlé
denaturaci bilkovin a enzymii.

Pro analyzu syntézy DNA je wyuZivan zasobni roztok BrdU v koncentraci 10 mM a pro
analyzu syntézy RNA roztok BrU vkoncentraci 100 mM, roziedéné v kultivatnim médiu
RPMI 1640. Oba roztoky jsou poté nafedény tak, aby jejich findlni koncentrace v bunécné
suspenzi byla 10 pM.

Fixace pro analyzu DNA, bunééného cyklu a fosforylace histonu se provadi do ledove
vychlazeného 70% ethanolu, pro fixaci bunék na analjz7u RNA je vyuwzito PBS s 1%
pridavkem formaldehydu a0,05% ptidavkem NP-40. Fixace pro analyzu exprese

glykoproteinu P se provadi do vychlazeného 99% methanolu.
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8.4.2 Analyza syntézy DNA

V piipadé, Ze jsou buiky vystaveny uCinkim média obsahujicho BrdU, dochazi
k interkalaci tohoto pyrimidinového analogu do nové vznikajici DNA u proliferyjicich
bunék v misté deoxynukleosidu thymidinu. Mira BrdU, které se navdzalo na jadernou DNA
je piimo umérna mnoZstvi bunék syntetizujicich DNA, tedy nachazejicich se v S fazi
bunééného cyklu. Takto oznacenda DNA je nasledné denaturovana fixaci do ethanolu a
detekovana diky pouzité fluorescencni protilatce, ktera se na BrdU vaze. Aby byl zarucen co
nejlepsi vysledek, pro analyzu bylo pouZito nejméng 1x10° bundk.

Pro analyzu syntézy DNA byly bunky vysazeny do Sestijamkovych paneli v koncentraci
3x10° bundk/l ml a byly ponechény piilnout na dno jamky. Naslednd byly inkubovany po
dobu 24 hodin s BOH o koncentraci 1xICsp a 3xICso Vv inkubatoru pii teploté¢ 37°C. Pied
ukonCenim inkubac¢ni doby byly buiky znaCeny roztokem BrdU po dobu 30 minut.
Nasledné byly buiky sesbirdny a pfevedeny do cytometrickych zkumavek, ve kterych byly
centrifuigovany pii 4°C a 500 g, po dobu 5 minut. PO promyti roztokem PBS byly vzorky
zafixovany Vv ledové vychlazeném 70% ethanolu a uschovany pii -20°C do druhého dne.

Po wytaZeni z mrazaku byly buriky centrifigovany po dobu 5 minut, 500 g pti laboratorni
teploté. Nasledné byl pfidan roztok HCVTriton X-100 a suspenze bun¢k byla inkubovana po
dobu 30 minut pfi laboratorni teploté. Vzorky byly dale proplachnuty boraxem o koncentraci
0,1 M, centrifugovany a promyty roztokem PBS-T. K peletam bunék poté byla piidana
zZiedéna primarni latka (viz seznam protilatek) anti-BrdU a smés byla inkubovana 30 minut
pii laboratorni teplot¢ ve tmé. Vzorky byly nasledné opét promyty roztokem PBS-T
a nasledoval piidavek sekundarni protilatky Anti-Mouse-1gG-FITC a opétovna 30 minutova
inkubace. K peletdim byla po promyti PBS-T piidana ribonukledza A o koncentraci 10
mg/ml a vzorky byly ponechany ve vytemperované vodni lazni na 37°C po dobu 15 minut.
Poté byl na dalsich 15 minut pfidan roztok PI.

Vzorky byly inkubovany 30 minut pii 4°C a poté analyzovany na prutokovém cytometru
FACS Calibur s pouzitin argonového laseru. Vysledné grafy byly nasledné zpracovany

v programu Microsoft Excel.

8.4.3 Analyza syntézy RNA

Analyza RNA syntézy wyuzivd fosforylaci a nasledné zabudovani 5-bromuridinu (BrU)
do nov¢ vznikajici RNA. Inkorporované BrU je detekovano pomoci fluorescencni protilatky
ajeho mnozstvi je pak piimo Gtmérné nové vznikajici RNA. Pro nejlepsi vysledek bylo na

analyzu pouwZito nejménd 1x10° bundk.
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Buiky byly vysazeny do 3$estijamkovych paneli vdenzit¢ 3x10° buntk/L ml a byly
ponechdny piinout na dno jamky. Nasledovalo 24 hodinoveé osetieni BOH o koncentraci
1xICs9 a 3xICso Vvinkubatoru pii teplot¢ 37°C. Bunky byly 30 minut pfed ukoncenim
inkubace znaCeny roztokem BrU. Nasledné byly bunky sesbirany, pievedeny do
cytometrickych zkumavek a centrifugovany pii 4°C, 500 g po dobu 5 minut. Po promyti
roztokem PBS byly vzorky zafixovany v 1% roztoku formaldehydu s 0,05% piidavkem NP-
40, 15 minut promichdvany na rotatoru a nasledné uchovany 24 hodin pii 4°C v lednici.

Zafixované bunky byly centrifuigovany pii 4°C, 500 g, 5 minut a promyty roztokem PBS
s1% pridavkem glycinu. Nasledné byly 45 minut inkubovany pii laboratorni teploté
s primarni protilatkou, anti-BrdU-FITC a opét promyty, tentokrat roztokem PBS s 0,1% NP-
40 +0,1% BSA. Po odséni supernatantu byla pfidana sekundarni protilatka, anti-mouse-1gG-
FITC a smés byla inkubovana pfti laboratorni teplot¢ ve tmé po dobu 30 minut. Dalsim
krokem bylo promyti roztokem PBS s NP-40 a BSA. K pelet¢ bunék byl poté po kapkach
pfidan fixa¢ni roztok (PBS s 1% formaldehydu a 0,05% NP-40) a cela smés byla ponechana
pii 4°C v lednici po dobu 1 hodiny.

Zafixované vzorky se poté centrifugujovaly, supernatant byl odsan a k buikam byla
pfidana ribonukledaza A a po 15 minutich inkubace i Pl. Vzorky byly poté inkubovany
daBich 15 mmut a nasledné byly méfeny na cytometru stejnym postupem, jako pii analyze
RNA.

8.4.4 Detekce fosforylace histonu H3-PSerl0

Fosforylace histoni uzce souvisi s kondenzaci chromozomt, kterd probihd v mitotické
fazi buné¢ného cyklu; mira fosforylace histonu H3 tedy umoziuje detekci bun€k, které se
nachézeji v M fazi. Pro analyzu bylo pougito 1x10° bungk.

Nasazené buiiky o koncentraci 3x10° bundk/l ml v 3estijamkovém panelu byly osetieny
BOH v koncentracich 1xICsg a 3%XICsp, stejné jako v pfedchozich metodach. Nasledné byly
bunky pievedeny do cytometrickych zkumavek, centrifigovany (4°C, 500 g, 5 minut),
promyty PBS a zafixovany v 70% ethanolu. Vzorky byly uchovany ptes noc pii -20°C.

Nasledujici den byly buiky promyty roztokem PBS s1% ptidavkem FBS a
centrifugovany (4°C, 500 g, 5 minut). V dalsim kroku byl pfidan vychlazeny roztok 0,25%
Tritonu X-100 vPBS a vzorky byly umistény na led, kde byly 15 minut inkubovany.
Bunééné suspenze byla poté opét promyta PBS s 1% FBS a nasledné byla hodinu pfi
laboratorni teplotd inkubovana s primarni protilatkou, Anti-H3***"°-FITC. Vzorky byly poté
promyty PBS s 1% FBS a inkubovany se sekundarni protilatkou, Alexa Fluor 488 goat anti-
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rabbit IgG po dobu 30 minut pii laboratorni teploté. Po promyti vzorkti (PBS + 1% FBS) byl
pfidin PI a vSechny zkumavky s buitkami byly inkubovany ve tm¢ pii 37°C po dobu 30
minut. Vzorky byly nasledné analyzovany na pritokovém cytometru za pouziti softwaru
CellQuest.

8.4.5 Analyza bunééného cyklu

Pomoci inkorporace fluorescenéniho barviva propidium jodidu do dvouSroubovice DNA
byly urCeny jednotlivé faze bunééného cyklu. V zavislosti na mnoZstvi syntetizované DNA
se tak mohou jednotlivé ¢asti cyklu semikvantitativné stanovit. Zaroven s inkorporaci Pl do
DNA byl pii analyze pouZit i citratovy pufr ke stanoveni subdiploidni populace subGO, ktera
je typickd pro probihajici apoptézu. Pro analyzu bunééného cyklu bylo opét pouzito nejméné
1x10° bungk.

Buiky o denzit¢ 3x10° bunck/L ml v Sestijamkovém panelu byly podrobeny ovlivnéni
BOH v koncentracich 1xICsp a 3xICso. Po 24 hodindch byly sesbirany do cytometrickych
zkumavek, centrifugovany (4°C, 500 g, 5 minut), promyty PBS a zafixovany v 70%
ethanoln. Vzorky byly uchovany pied noc pii -20°C.

Nasledujiciho dne byly vzorky centrifugovany (5 minut, 500g), promyty PBS a peleta
bun¢k byla rozsuspendovana v citratovém pufiu. Po centrifugaci (5 minut, 500 g) byl pfidan
PI a wvzorek byl vortexovan pfi maximalni rychlosti Nasledné¢ byl mkubovan 15 minut ve
vodni lazni wytemperované na 37°C. Poslednim krokem bylo pfidani ribonukleazy A
a inkubace na dalSich 15 minut za stejnych teplotnich podminek. Pied méfenim byly vzorky
uchovany nejméné 1 hodinu v lednici pfi 4°C.

Vzorky byly analyzovany pomoci pritokového cytometru a zpracovany V programu
CellQuest.

8.4.6 Analyza exprese glykoproteinu P

Glykoprotein P je ATP-dependentni membranovy transportér zodpovédny za pienos
xenobiotk pfes bunéénou membranu. Jeho zvySena exprese je ve vétSiné piipadti spojovana
se ziskanou MDR. Diky analyze exprese tohoto proteinu lze vyhodnotit, zda je bunétna
rezistence zpusobena pravé nadmémou produkci tohoto proteinu, nebo zda se jednid o jny
mechanismus, ktery mize byt nasledné¢ dalsimi analyzami blize specifikovan. U ziStovani
exprese Pgp se provadi izotypova kontrola, ktera slouzi jako ovefeni nespecifické vazby

protilatky.
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Pro analjzu bund¢ného cyklu bylo pouZito nejménd 2x10° bundk. Analyza byla
provedena pomoci metody pritokové cytometrie a probihala ve tfech opakovanich pro obé
rezistentni bunééné linie. Jako kontrola byly pouZity nerezistentni linie.

Buiky zafixované v methanolu byly centrifugovany (5 min, 500 g) a poté proplachnuty
RB. Nasledné byl pfidan permeabiliza¢ni roztok, smés byla inkubovana 10 minut a poté byla
opét centrifugovdna a proplachnuta RB. Dalsim krokem byl ptidavek saturacniho reagentu
pro receptory FC. Po desetiminutové inkubaci byl vzorek opét centrifuigovan a promyt.
V nasledujicim kroku byly suspenze bun€k rozd€leny do dvou setd, pfiCemZ jeden set
slouzil jako negativni izotypova kontrola a do druhého byla pfidana primarni protilatka (PgP
Mouse). Oba sety byly dale inkubovany 30 minut ve tmé a nasledné centrifuigovany a
proplachnuty. Do vSech vzorki byla poté pifidana sekundarni protilatka (Mouse FITC). Po
tiicetiminutové  inkubaci  byly vzorky centrifugovany, proplachnuty a rozsuspendovany
vblokaénim ¢inidln. Vzorky byly inkubovany 15 minut pti 4°C a ihned analyzovany na

putokovém cytometru a zpracovany v programu Cell Quest.
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9. VYSLEDKY

9.1 Stanoveni ICsy pro nerezistentni a rezistentni bunééné linie pomoci MTS

K urceni proliferace pii pisobeni Boheminu (BOH) a pro uréeni jeho hodnoty 1Csy pro
nerezistentni (nerezistentni) buiiky HCT 116 parental a HCT 116 p53 -/-, byl proveden
antiprolifera¢ni test MTS. Na zakladé jeho vysledkt byly poté stanoveny koncentrace BOH,
jejichz nasobky byly zddané pti ziskdvani rezstentnich klonti. Bunééné linie byly oSetfeny
BOH po dobu 24 hodin, pote ihned nasledoval MTS test a vyhodnoceni ICsg. Po ukonceni
jejich dlouhodobého ovlivilovani BOH byla méfena ICso 1 u rezstentnich klond bun¢k. U
kloni HCT 116 parental byl pozorovan vyrazny nartst ICsp, u klond HCT 116 p53 -/- nebyl
narust zadny.

Pro nésledujici analyzy na pritokovém cytometru se pouzivaly nasobky hodnot ICso pro
jednotlivé nerezistentni linie.

Udaje uvedené vtabulce 3, véetnd jejich smérodatné odchylky, jsou primérem ze i na

sob¢ nezavislych opakovani.

Tab. 3 Hodnoty ICso pro nerezistentni a rezistentni linie HCT 116 parental a HCT 116
P53 -/- ziskané béhem MTS testu

HCT 116 parental HCT 116 p53 -/
ICs50 = SD (pmol/1) ICs50 = SD (pmol/l)
Nerezistentni linie 16,89 + 0,58 Nerezistentni linie 26,89 + 247
Rezistentni linie 47,68 + 3,88 Rezistentni linie 26,94 + 236
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9.2 Analyza syntézy DNA

Nerezistentni buiiky byly timto cytostatikem oSetfeny v koncentracich 1x1Csg a 3x1Csy.
Vysledky ukazuyji, Ze béhem 24 hodin inkubace mira syntézy DNA u téchto bunck
oSetienych BOH o koncentraci 3xICso vykazuji mnohem menSi miru schopnosti syntézy
DNA, nez buiky oSetfené koncentraci pouze 1xICso. Rezistentni klony, oproti tomu,
nevykazuji Zzadnou signifikantni zménu.

Udaje uvedené vtabulce 4, wveetné jejich smérodatné odchylky, jsou aritmetickym

primérem ze tii na sob& nezavislych opakovani.

Tab. 4 Hodnoty syntézy DNA (%) pro bunééné linie HCT 116 parental a HCT p53 -/- po

ovlivnéni BOH. Uvedené hodnoty véetné SD jsou primérem ze tfi nezavislych opakovani.

HCT 116 parental Kontrola + SD 1xICso £ SD 3xICsp + SD
Nerezistentni linie 293+18 283 +17 26101
Rezistentni linie 226 +0,3 196 +£10 178+16

HCT 116 p53 -/- Kontrola + SD 1xICsq = SD 3xICsy £ SD
Nerezistentni linie 352 +09 344 +0,8 59+17
Rezistentni linie 245 +07 253 +0,8 216 £20
Histogramy analyzy DNA ukazuji inhibici synttzy DNA po ovlivnéni BOH

v koncentracich 1xICsg a 3xICsp.

Uvedené histogramy v obrdzku 11 jsou vZdy reprezentativnimi piklady z 3 opakovani.
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HCT 116 parental nerezistentni klony
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Obr. 11 Histogramy znazoriujici zmény v syntéze DNA po ovlivnéni BOH o koncentraci 1xICs, a

3x1Cs
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9.3 Analyza syntézy RNA
Nerezistentni bunééné linie byly oSetfeny BOH v koncentracich 1xICso a 3xICso. Po 24
hodinach inkubace buiky ovlivnéné BOH v koncentraci 3xICsy vykazovaly signifikantné

zvySenou miru inhibice syntézy RNA. Rezistentni klony také vykazovaly po ovlivnéni BOH

zvySenou inhibici syntézy RNA, oviem ne tak velkou, jako klony nerezistentni.

Udaje uvedené v tabulce 5, véetné smérodatné odchylky, jsou aritmetickym primérem ze

tii na sob& nezavislych opakovani.

Tab. 5 Hodnoty syntézy RNA (%) pro bunééné linie HCT 116 parental a HCT p53 -I- po

ovlivnéni BOH. Uvedené hodnoty véetné¢ SD jsou primérem ze tii nezavislych opakovani.

HCT 116 parental Kontrola + SD 1xICsy = SD 3xICsq £ SD
Nerezistentni linie 365+14 346 +30 0601
Rezistentni linie 331+£0,2 34,7+£29 21,2 £3,0

HCT 116 p53 -/- Kontrola + SD 1xICso £ SD 3XICso £ SD
Nerezistentni linie 426 +27 411 +32 03+01
Rezistentni linie 412 +11 402 +21 283 £32

Histogramy analyzy RNA ukazuji inhibici synttzy RNA po oSetfeni BOH
v koncentracich  1xICso a 3xICsp. Uvedené histogramy vobrazku 12 jsou vzdy

reprezentativnimi ptiklady z 3 opakovani.
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HCT 116 parental nerezistentii klony
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Obr. 12 Histogramy znazortiujici zmény v syntéze RNA po ovlivnéni BOH o koncentraci 1x1Csya

3xICsq
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9.4 Analyza bunécného cyklu a apoptozy

Diky analyze bunééného cyklu je mozné urCit zmény v jednotlivych fazich cyklu a tak
blize identifikovat mechanismus u¢mnku BOH na buné¢nou linii HCT 116.

Analyza buné¢ného cyklu probihala ve tfech opakovanich a naméfena data, vcetné
smérodatnych odchylek, jsou shrnuta v grafech 1 a 2.

V porovnéni s kontrolnim vzorkem, ktery nebyl ovlivnén, se u nerezstentnich linii HCT
116 parental po 24 hodinovém oSetteni BOH snizil pocet bunék v G2/M iS fazi a doslo
naopak k vyrazné kumulaci bun€k vyskytujicich se v GO/G1 fazi cyklu. Rezistentni klony
oproti tomu nevykazovaly tak velké zmény, po oSetfeni se pouze nepatrné snizil pocet bunék
v G1/GO f&zi a doslo naopak k nartstu bun¢k vstupujicich do mitozy.

Bunééna linie HCT 116 p53 -/- po ovlivnéni BOH vykazovala podobné zmény — opét
narostl pocet bunék zadrzenych v GO/Gl fazi a snizil se pocet bunék v G2/M a S fézich,
ovéem ne tak markantné, jako u linie HCT 116 parental. Oproti nerezistentni linii, S faze u
rezistentnich klonl zistala témét beze zmény a vyraznd zména nastala pouze u fazi G2/M,

kdy doslo k naristu, a GO/G1, kdy doslo naopak k poklesu poctu bunék.

Graf 1: Procentualni zastoupeni jednotlivych fazi v bunééném cyklu pro nerezistentni
a rezistentni linie HCT 116 parental Uvedené hodnoty véetné SD jsou primérem ze

tfinezavislych opakovani.
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Graf 2: Procentualni zastoupeni jednotlivych fazi v bunééném cyklu pro nerezistentni
a rezistentni linie HCT 116 p53 -/- Uvedené hodnoty véetné SD jsou primérem ze ti
nezavislych opakovani.
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Spolecné s vyhodnocenim bunécného cyklu bylo také vyhodnoceno zastoupeni populace
subGl, ktera je typickd pro burky nachazejici se v apoptotické fazi.

Pro nerezstentni builky je znatelny nartst apoptotickych bun€k jiz pii ovlivnéni
koncentraci 1xICsg, obzvlasté u linie p53 -/-, kde byl narist téméf trojnasobny. Koncentrace
BOH 3xICsp pak u obou lnii zapficnila nartst apoptotickych bunék téméi desetindsobné,
oproti kontrolnfimu vzorku. Rezistentni linie vykazovaly také nardst apoptotickych bunék,
rozdil zde vSak nebyl tak markantni jako u bun¢k, které nebyly vii¢i BOH rezistentni.

Mgéfeni probihalo vzdy ve tfech opakovanich a analyzovana data jsou zaznamenand

vtabulce 6. Histogramy na obrazku 13 wvyobrazuji reprezentativni piiklady ze 3 nezavislych
opakovani.

Tab. 6 Analyza apoptotickych bunék (%) pro bunécné linie HCT 116 parental a HCT

p53 -/- po ovlivnéni BOH. Uvedené hodnoty vcetné SD jsou primérem ze tii opakovani.

HCT 116 parental Kontrola +SD 1xICso = SD 3x1Cs£ SD
Nerezistentni linie 41 +0.2 6,705 381+0,3
Rezistentni linie 42 +0,2 52 +0,7 90+0,2

HCT 116 p53 -/- Kontrola + SD 1xICso £ SD 3xI1Csp + 0,6
Nerezistentni linie 3501 10,3 £ 0,6 366 +16
Rezistentni linie 95+04 10,6 £ 05 103 +0,6
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HCT 116 parental nerezistentni klony
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Obr. 13 Histogramy znazoriujici

indukci apoptozy u nerezistentnich a rezistentnich bunécnych

populaci
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9.5 Fosforylace histonu H3

Fosforylace histonu H3 v mist¢ aminokyseliny Serl0 ptedstavuyje marker mitdzy a
pomoci detekce miry fosforylace, je mozné uréit zmény ve fazi G2/M fazi, tedy ve fazi, kdy
bunka vstupuje do mit6zy.

Jak u nerezistentnich, tak u rezistentnich populaci linie HCT 116 parental, dochazelo se
zwysujici se koncentraci BOH k zamezovani fosforylace Histonu H3. U rezstentnich kloni
byla navic fosforylace jiz u kontrolnich vzorku tfikrat mensi, nez u klond, které oSetfeny
BOH nikdy nebyly.

Nerezistentni linie HCT 116 p53 -/- mély fosforylaci histonu po oSetieni BOH také
utlumenou, ovsem Kklony rezistentni vykazovaly zajimavy obrat a fosforylace u nich byla
naopak podpofena.

Meéfeni probihalo vzdy ve tfech opakovanich a analyzovana data jsou zaznamenana

v tabulce 7. Nésledujici histogramy na obrazku 14 vyobrazuji reprezentativni vzorky.

Tab. 7 Analyza fosforylace histonu H3 (%) pro bunécné linie HCT 116 parental a HCT

p53 -/- po ovlivnéni BOH. Uvedené hodnoty vetné SD jsou prumérem ze tii opakovani.

HCT 116 parental Kontrola + SD 1xICsq = SD 3xICsy £ SD
Nerezistentni linie 36+01 21+£07 22+03
Rezistentni linie 08+04 10+0,2 05%02

HCT 116 p53 -/- Kontrola + SD 1xICs9 = SD 3xICsp £ SD
Nerezistentni linie 3602 18 +£0,2 11+£01
Rezistentni linie 05+01 060 12+01
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Obr.14 Histogramy znazortiujici zmény ve fosforylaci histonu po ovlivnéni BOH v koncentracich

1xICspa 3xICs
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9.6 Analyza exprese glykoproteinu Pgp

Analyza exprese Pgp se provadéla na rezistentnich a nerezistentnich buikach, tentokrat
bez ovlivnéni BOH. Na histogramu je zaznamenana zména fluorescence, indikujici nardst
exprese Pgp u obou bunéénych linii.

Meéfeni probihalo ve tfech nezavislych opakovanich a spole¢né s nimi se méfil i kontroni
vzorek s izotypovou kontrolou. Hodnoty naméfenych medianii jsou zaznamenané V tabulce
8. Histogramy na obrazku 15 vyobrazuji reprezentativni piklady kontrolniho vzorku a

pristuSného vzorku rezistentni linie
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Obr. 15 Histogramy znazorujici zménu fluorescence indikujici nartst exprese glykoproteinu

Tab. 8 Analyza exprese glykoproteinu P pro nerezistentni a rezistentni bunécné linie HCT

116 parental a HCT p53 -/- Uvedené hodnoty medianu byly naméfeny na reprezentativnim

vzorku.
HCT 116 parental Median HCT 116 p53 -/- Median
Nerezistentni linie 0,94 Nerezistentni linie 1,24
Rezistentni linie 31,47 Rezistentni linie 126,38
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10.DISKUZE

Tato prace se zabyva studiem a porovnanim viastnosti rezistentnich a nerezistentnich
buné¢nych linii odvozenych od kolorektalniho karcinomu HCT 116 parental a HCT 116
p53 -/-. Pro uCely prace byl pouzit synteticky inhibitor Cdk Bohemin (BOH), poskytnuty
LEM UMTM. Pouzité linie vykazuji k BOH pomémé vysokou chemosenzitivitu, a proto
byly wybrany jako vhodné modely ke studiu rozdii mez rezistentnimi a nerezistentnimi
Klony.

Hlavnim cilem prace byla piiprava stabilnich rezistentnich klont, které byly schopné rust
a delit se v koncentracich BOH piesahujicich trojnasobek jejich 1Cso pro BOH. Dalsim cilem
byla charakterizace této linie pomoci metody prutokové cytometric (konkrétné analyza
syntézy nukleovych kyselin, analyza bunécného cyklu spolu s identifikaci subpopulace
subG1l, meteni fosforylace histonu H3 a exprese glykoproteinu P) a nasledné porovnani
vlastnosti rezistentnich klond s vlastnostmi ptivodni populace.

Kultivace rezistentnich klonti probihala dvéma zpisoby zaloZenymi bud’” na postupném
zvySovani koncentrace, nebo na experimentalnim stanoveni optimalni koncentrace vhodné
pro rust rezstentnich klont. Po optimalizaci postupu byla metoda experimentéiniho
stanoveni koncentrace uréena jako vhodnéjSi zpiisob kultivace rezistentnich kloni z diivodu
efektivnéjStho narGstu bunék po oSetfeni BOH. Roztok BOH v DMSO byl piipravovan
Cerstvy pied kazdym oSetienim bunék, z divodu nestability BOH v roztoku.

Analyza na pritokovém cytometru ukdzala zmény na bunééném cyklu po kratkodobém
pusobeni BOH na nerezistentnich i na rezistentnich klonech. U bun&nych linii HCT 116
parental i HCT 116 p53 -/- doslo po oSetfeni k tbytku bunék v G2/M a S fazi a naopak ke
kumulaci bunék v GO0/G1 fazi. Rezistentni klony obou linii reagovaly na oSetfeni naopak
snizenim poctu bunék v GO/G1 a doslo u nich k naristu bunék vstupujicich do G2/M faze.
Féaze S zustala prakticky beze zmény.

Spoleéné¢ s bunéénym cyklem bylo detekovano zastoupeni apoptotickych subpopulaci
subGl. Procentudlni mnoZstvi apoptotickych bunék se IiSilo v zavislosti na pouZité
koncentraci (1x1Csp a 3xICsp). U nerezistentnich linii HCT 116 parental i HCT 116 p53 -/-
byl narist po ovlivaéni BOH vkoncentraci 1xICso pouze nepatrny. Pii oSetieni o
koncentraci 3xICsp VSak doSlo u linie parental k naristu apoptotickych bunék o 34 % a u
linie p53 -/- byl nartst 33 %. Rezstentni klony po oSetfeni takeé vykazovaly zvySeni poctu

apoptotickych bunék, to bylo ovdem vyrazné mensi neZ u nerezstentnich bunék — linie HCT
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116 p53 -/- po ovlivnéni BOH o koncentraci 1xICso vykazaly narist apoptotickych bunék o
1 % a rezistentni klony linie HCT 116 parental o cca 5 %.

Analyza nukleovych kyselin prokazala, Ze jak u DNA, tak u RNA dochazi k inhibici
jejich syntézy po oSetieni BOH. | zde sehrdla velkou roli koncentrace. Pfi ovlivnéni
koncentraci 1xICso nebyly zmény v syntéze piili§ vyrazné, ale pii jejim trojnasobku klesla
mira syntézy DNA a RNA u obou linii pod 5 % — u nerezistentni buné¢né populace HCT
116 parental doslo k inhibici syntézy DNA o vice neZ 26 %, u syntezy RNA dokonce vice
nez o 35 % a nerezistentni linie HCT 116 p53 -/- zaznamenala snizenou syntézu DNA o 30
% a syntétzu RNA dokonce o 42 %. Rezistentni linie také zaznamenaly pokles syntézy
nukleowych kyselin, byl ovdem vyrazné¢ menSi nez u linii nerezistentnich. Tyto wvysledky
byly shodné s méfenimi pfi analyze bunééného cyklu, kdy dochdzelo ke kumulaci bunék ve
fazi G1 a naopak ke snizeni poc¢tu bun¢k ptitomnych v syntetické fazi cyklu.

Fosforylace histonu H3 u nerezstentni bunécné linie HCT 116 parental byla po osetieni
BOH utlumena a ten samy fenomén byl pozorovany 1 u jejich rezstentnich Kklon.
Nerezistentni linie HCT 116 p53 -/- také vykazovala pokles fosforylace, ovsem u
rezistentnich kloni fosforylace naopak nartstala.

Exprese glykoproteinu P byla pozorovana u nerezistentnich i rezstentnich klont. U obou
rezistentnich linii byl pozorovan nariast miry fluorescence, ktery indikoval zvySeni exprese
glykoproteinu P. To napovida, ze za vzik rezstence je pravdépodobné Castecné odpoveédna
zvysena produkce tohoto membranového transportéru. Pro specifikaci mechanismi
rezistence je nutné provést dalsi experimenty, které by dokazaly konkretizovat piiciny
vzniku rezistentnich populaci.

U rezistentnich kloni obou buné¢nych populaci byla po ukonceni ovliviiovani BOH
stanovena 1Csp pomoci MTS testu tato a hodnota byla srovndna sICsg plvodnich,
nerezistentnich klont. U linie HCT 116 parental doslo k téméf trojnasobnému nartstu 1Csg,
zatimco u linie HCT 116 p53 -/- nedoSlo k zidné zméné. Tato anomélie mohla byt
zpusobena vznikem Bohemin-dependentni linie, kterd pro svoje déleni vyZaduje piitomnost
BOH, ktery byl pti MTS testu vysazen, ¢imz byl indukovan bunéény stres, ktery buiky
smétoval k apoptoze.

Na zaklad¢ namétenych vysledkii je mozné usuzovat, ze mechanismus vivu BOH
koreluje s hypotézou, Ze se tento inhibitor vZe do aktivniho mista v kontrolnim bodé G1/8S,
a zde bunény cyklus zastavuje (31). Tuto mySlenku podporuji korelace mezi snizenou
akumulaci bunék v S fazi, a naopak zvySenou hodnotou bunék zadrzenych v Gl fazi, stejné

jako inhibice syntézy nukleovych kyselin.
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11.ZAVER

Bakalafska prace se vénuje charakterizaci vlastnosti bunéénych linii HCT 116 parental a
HCT 116 p53 -/- odvozenych od kolorektéalniho karcinomu, které jsou rezistentni na vybrany
synteticky mhibitor Cdk, Bohemin. Pro charakterizaci bylo vyuzito stanoveni jeho stiedni
inhibini koncentrace pomoci MTS testu a vlastnosti nerezstentnich a rezistentnich byly
analyzovany pomoci metody prutokové cytometrie. Hodnoty uvedené v bakalarské praci
jsou primérem 3 na sobé nezavislych méfeni, znichz byla vypolitdna stfedni hodnota a
smérodatna odchylka.

Béhem vyzkumu byly provedeny série experimentl, které charakterizovaly vlastnosti
bunééného cyklu. Zvysledkii experimentd vyplyva, ze mhibitor Cdk Bohemin plsobi u
nerezistentnich klonli na bunéény cyklus vmist¢ kontrolnho bodu G1/S, kde se vaze do
aktivniho mista v komplexu cyklin/Cdk. Tak zabraiuje jeho fosforylaci a zastavuje cely
bunéény cyklus, vcetn¢ inhibice syntézy nukleovych kyselin, ¢imz nepifimo smétuje bunku
k apoptoze.

Rezistentni linie  vykazovaly rozdilné vlastnosti nez linie nerezistentni, pievedsSim
Vv zastoupeni bun¢k v jednotlivych fazich bunécného cyklu a mmnozstvi apoptotickych bunck.
Nezanedbatelna je také zména v syntézach nukleovych Kkyselin, kdy i pfes ovlivnéni
Boheminem dochézelo stile k jejich produkci. Dilezitou soucasti je také analyza exprese
membranového transportéru glykoproteinu P, jehoZz zvySena exprese indikuje jeho moZnou
ucast na vzniku lekové rezistence.

Cile bakalatské prace byly spinény.
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13. PRILOHA
Piipravy roztokii pouzitych pfii analyzach

o a M D

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

PBS (fosfatovy pufr): 8 g NaCl, 3,21 g Na;HPO4- 12 H,0, 0,2 g KH,PO4, doplnéno
do 1 | deionizovanou H,O

70% ethanol

1% formaldehyd + 0,05% NP-40 v PBS

MTS: 8,5 mM roztok MTS v PBS

Citratovy pufr: 0,5 M roztok NazCgHsO7- H,O v H,0
Roztok PI

- Pl 1 proanalyzu BrdU: 70 mM roztok v PBS

- Pl 2 pro analyzu BrU: 7 mM roztok v PBS

- Pl 3 pro analyzu fosforylace histonu: 14 mM roztok v PBS
Roztok RNAzy A: 0,7 mM roztok v PBS

BrdU: 1 mM roztok v RPMI 1640 médiu

BrU: 100 mM roztok BrU v RPMI 1640 médiu

2 M HCI s 0,5% Triton X-100 v H,O

0,1 M Na;B,0O7-10 H20

PBS-T: PBS + 0,5% Tween-100 + 0,1% BSA

0,1% BSA + 0,1% NP-40 v PBS

1% roztok glycinu v PBS

1% FBS v PBS

Blokac¢ni ¢inidlo: 0,08 mM roztok BSA v Cell Wash

Permeabiliza¢ni Cinidlo: 10% roztok permeabilizacniho ¢inidla v deionizované vodé
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