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1 Uvod

Nadorova onemocnéni jsou jedny z nejvice rozsifenych onemocnéni na svéte.
Purinova a pyrimidinova cytostatika jsou v klinické praxi vyuzivana Kk 1é¢bé leukémii
a solidnich nadoru. Zakladnim problémem téchto onemocnéni je jejich rezistence
K pouzité 1é¢bé a tedy selhani jejich ucinnosti. Rozlisuje se primarni, sekundarni,
zkiizena a mnohocetna 1ékova rezistence, ktera predstavuje nejvEétsi problém,
ponévadz pii ni dochazi K rezistenci mezi cytostatiky, které¢ se lisi strukturné i

mechanismem ucinku.

V piedlozené préci byly vyselektovany rezistentni bunécéné linie na purinova a
pyrimidinova cytostatika. Podrobna molekularni analyza téchto nadorovych bunék je
nezbytna pro dukladné porozuméni pfic¢innych mechanismi rezistence na pouzita
1é¢iva. Tyto znalosti pak potenciondlné ptispivaji k nadvrhu novych protinddorovych

1é¢iv ptekondvajici rezistenci na cytostatika, kterd se vyuzivaji v klinické praxi.



2 Cile prace

1)

2)

3)

Vypracovani aktualni reSerSni prace na téma molekuldrni mechanismy ucinku
a rezistence purinovych a pyrimidinovych cytostatik.

Ptiprava rezistentnich linii vii¢i purinovym a pyrimidinovym cytostatikiim,
s relevantnim histogenetickym ptivodem K jejich klinickému vyuziti.
Charakteristika mechanismi rezistence pomoci molekuldrné biologickych

metod.



3 Literarni pi‘ehled

3.1 Purinova cytostatika

Purinova cytostatika jsou odvozena od purinovych bazi adeninu a guaninu.
Purinové metabolity maji vyznamné postaveni pii biosyntéze DNA a RNA, z ¢ehoz je
ziejmé, ze prabéh syntézy nukleovych kyselin miize byt vyznamné ovlivnény
purinovymi analogy. Do skupiny purinovych cytostatik patii 6-merkaptopurin,
6-thioguanin, roskovitin a fludarabin (Klener, 2002).

3.1.1 6-merkaptopurin

6-merkaptopurin (MCP, Obr. 1), prodavan pod nazvem Purinetol nebo Lederle,
je derivatem hypoxantinu. Byl vyvinut v roce 1953 ve Spojenych statech americkych
Gertrudou Elion spole¢né s Georgem Hitchingsem, ktefi za né&j obdrzeli v roce 1988
Nobelovu cenu. MCP se dnes pouziva omezeng, v udrzovaci 1é¢bé napiiklad akutni

lymfoblastické leukémie (Hitchings et Elion, 1954, Munshi et al., 2014).
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Obr. 1: Strukturni vzorec 6-merkaptopurinu

6-merkaptopurin musi byt metabolicky pieveden na aktivni formu. Muze byt
metabolizovan tfemi kompetitivnimi cestami. Tou prvni, pomoci hypoxantin-guanin
fosforibosyltransferazy, je pteveden pies metabolicky meziprodukt kyselinu thio-
inosinovou az na tvorbu 6-thioguaninovych nukleotidd. Dalsi cestou je konverze MCP
xantin-oxidazou na kyselinu 6-thiomocovou. Treti cesta je zprostfedkovana thio-
purin-methyl-transferazou, tedy enzymem, ktery degraduje MCP
na 6-methylmerkaptopurin. Tyto metabolity mohou byt zaclenény do DNA, coz je
dilezitym krokem pro poSkozeni DNA a zastaveni jeji  replikace

(Weinshilboum et Sladek, 1980, Chalupna et al., 2004, Munshi et al., 2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weinshilboum%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7191632
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sladek%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7191632

3.1.2 6-thioguanin

6-thoguanin (THG, Obr. 2) je analogem purinové baze guaninu. V Klinice byl
predstaven uz v 50. letech minulého stoleti a stejné jako MCP byl vyvinut Gertrudou
Elion spoleéné¢ s Georgem Hitchingsem (Hitchings et Elion, 1954). Jde o latku
S protinadorovou a imuno-supresivni aktivitou. THG se vyuzivd v 1é¢bé akutni a

chronické myeloidni leukémie (Burchenal et al., 1953).
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Obr. 2: Strukturni vzorec 6-thioguaninu

6-thioguanin je katabolizovan dvéma cestami. Tou prvni je THG pieveden
guanindeaminazou na 6-thioxanthin, ktery ma minimalni antineoplastickou aktivitu.
6-thioxanthin je oxidovan xanthinoxiddzou na kyselinu thiomocovou, ktera je jako
odpadni produkt vylouena z téla. Druhou cestou je metylace THG
thiopurinmethyltransferazou na thiomethylguanin, Ktery ma schopnost se zabudovat

do DNA a tim pusobit cytotoxicky (Munshi et al., 2014).

3.1.3 Roskovitin

Roskovitin (ROS, Obr. 3), znamy také pod nazvem Seliciclib, byl vyvinut
Miroslavem Strnadem z Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci
ve spolupraci s Michelem Legraverendem z Institutu Marie Curie v Orsay
(Havlicek et al., 1997). ROS je testovany lék na karcinom plic, leukémii a virové
infekce (HIV, Herpes Simplex virus) (Khalil et al., 2015).



Roskovitin je inhibitorem cyklindependentnich kinaz (CDK) 1, 2, 5, 7 a 9,
z ¢ehoz vychazi, ze maze ovlivnit fadu bunéénych funkci véetné¢ bunééného déleni,

které je CDK regulované (Meijer et al., 1997, Bach et al., 2005).
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Obr. 3: Strukturni vzorec roskovitinu

3.1.4 Fludarabin

Fludarabin (FDR, Obr. 4), pod chemickym nazvem 9-p-D-arabinofuranosyl-2-
fluoroadenin-5"-monofosfat, je fluorovany analog adeninu, ktery je relativné odolny
vici deaminaci adenosindeamindzou (Keating et al., 1989). Pouziva se k1é¢bé

chronické lymfocytarni leukémie B-bunééného typu (SUKL, 2020).
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Obr. 4: Strukturni vzorec fludarabinu

Fludarabin je podavan ve form& monofosfatu, ktery je defosforylovan
plazmovymi fosfatdizami a transportovan do bun¢k. Zde dochazi k fosforylaci
adenylatkinazou na  fludarabindifosfat a déale nukleosiddifosfatkindzou
na fludarabintrifosfat, ktery ptedstavuje aktivni formu Ié¢iva (Gandhi et Plunkett,
2002). Zaclenéni FDR do DNA zpisobi zastaveni replikacni vidlice a zlom DNA. FDR
se také mize inkorporovat do RNA a bylo prokazano, Ze pifimo indukuje apoptozu

prostiednictvim aktivace kaspaz (Gandhi et Plunkett, 2002).
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3.2 Pyrimidinova cytostatika

Do skupiny pyrimidinovych cytostatik se ftadi fluorované pyrimidiny

(5-fluorouracil), analoga cytidinu (cytarabin, gemcitabin) a azapyrimidiny.

3.2.1 Cytarabin

Cytarabin (CTR, Obr. 5), znamy pod nazvem Cytosar-U nebo Depocyt, byl
poprvé syntetizovan v roce 1959 Richardem Walwickem, Waldenem Robertsem a
Charlesem Deckerem na Kalifornské univerzit¢ (Walwick et al., 1959).
CTR se pouziva k 1écb¢ akutni myeloidni a lymfoblastické leukémie a do téla je

vpravovan intraven6zné nebo subkutanné (SUKL, 2020).
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Obr. 5: Strukturni vzorec cytarabinu

Utinek CTR zavisi na intracelularni fosforylaci na jeho aktivni metabolit cytozin
arabinozit 5'-trifosfat (araC), ktery inhibuje syntézu DNA inhibici DNA polymeraz, a
tim dochazi k ukonceni prodluzovani fetézce, ale také mize dochazet k inkorporaci
araC do DNA v konkurenci s deoxycytidin trifosfatem (dCTP). Tato inkorporace
zpusobuje ukonceni fetézce, coz ma za nasledek blokaci syntézy DNA. Pfi klinickém
pouziti je aktivita CTR sniZena tim, ze araC miiZze podléhat také rychlé deaminaci
cytidin  deamindzou, coZz vede ke vzniku biologicky  neaktivniho

1-B-arabinofuranosyluracilu (araU) (Plunkett et al., 1987).



3.2.2 5-fluorouracil

5-fluorouracil (5FU, Obr. 6) je znamy také pod nazvem Adrucil. Jedna
se o uracil, ukterého je substituovan vodik fluorem v poloze C-5. Byl jednim
Z prvnich 1é¢iv, ukterych byla prokazana protinadorova aktivita (Vertessy et
Toth, 2009). 5FU byl poprvé syntetizovan Charlesem Heidelbergerem a pouziva se
Kk paliativni a adjuvantni 1é¢bé karcinomu gastrointestinalniho traktu, predevsim
tlustého stfeva a kone¢niku, karcinomu Zzaludku a karcinomu pankreatu (Heidelberger
etal., 1957, SUKL, 2020)
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Obr. 6: Strukturni vzorec 5-fluorouracilu

5-fluorouracil nevykazuje cytotoxické ucinky, proto musi byt pieveden
na aktivni metabolity, jako  jsou fluorodeoxyuridintrifosfaty nebo
fluorouridintrifosfaty. 5FU  je tedy fosforylovan thymidin-fosforylazou
na fluorodeoxyuridin, ten je pomoci thymidin-kinazy pfeménén na fluorodeoxyuridin
monofosfat (FAUMP). Enzymem uridinmonofosfatkinazou je FAUMP pifeménén
na fluorodeoxyuridindifosfat,  ktery je  fosforylovan  uridindifosfatkinazou
na fluorodeoxyuridintrifosfat a ten je DNA polymerazou pii replikaci zaclenén
do DNA misto 2-deoxythymidin-5-trifosfatu. Obdobné dochazi ke vzniku
fluorouridintrifosfatu, ktery je RNA polymerazou za¢lefiovan do RNA namisto uridin-
S-trifosfatu. SFU také inhibuje thymidylat syntdzu, coZ je enzym, ktery katalyzuje
redukéni methylaci deoxy-uridinmonofosfatu na thymidin-monofosfat, ktery je

nezbytny pro replikaci a opravy DNA (Diasio et Harris, 1989).



3.2.3 Gemcitabin

Gemcitabin (GEM, Obr. 7) se prodava pod nazvem Gemzar. Jeho chemickym
nazvem je 2,2-difluoro-2-deoxycytidin a je pouzivan k 1é€bé karcinomu mocového
méchyfe, adenokarcinomu pankreatu, nemalobunééného plicniho karcinomu,

karcinomu vajecnikli a karcinomu prsu. Do téla je 1é¢ivo vpravovano intravendzné

(SUKL, 2020).
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Obr. 7: Strukturni vzorec gemcitabinu

Gemcitabin se dostava do bunky pies plazmatickou membranu prostiednictvim
nukleosidovych transportéra (Mackey et al, 1998). Hlavnim transportérem GEM je
lidsky ekvilibraéni nukleosidovy transportér 1 (hnENT1). V bunice je GEM
fosforylovan deoxycytidin kindzou na gemcitabin monofosfat, ktery je znovu
fosforylovany nukleosidmonofosfat kindzou za vzniku gemcitabin difosfatu. Finalni
fosforylaci pak katalyzuje nukleosiddifosfat kinaza a vznika gemcitabin trifosfat, ktery
je spojeny s cytotoxicitou GEM a naslednou inhibici syntézy DNA (Plunkett et al.,
1995). Fosforylovany GEM se muze inkorporovat do DNA i do RNA (Ruiz van
Haperen et al., 1993).



3.3 Rezistence na cytostaticka lé¢iva

Rezistence se muze definovat jako primarni necitlivost nadorovych bunék
vuci cytostatiku nebo jako druhotna ztrata této citlivosti k 1é¢ivu (Klener 2002).
Rezistence byla poprvé popsana v roce 1970 na plicnich bunkach ¢inského kiecka,
nanichz byla pozorovéana rezistence na aktinomycin D. Na téchto buiikach byla
prokazana také rezistence napfiklad na vinkristin a vinblastin (Biedler et Riehm,

1970).

Rozeznavame rezistenci primarni (pfirozenou), kdy jsou maligni bunéc¢né
populace rezistentni na 1é¢ivo jiz pfi prvni 1écbé a rezistenci sekundarni (ziskanou),
kterd vznika az v priabchu lécby cytostatiky, kdy se ptivodné citlivé bunky stavaji
buitkami rezistentnimi, a tim se sniZzuje ucinnost cytostatické 1écby. Jestlize pti ztraté
citlivosti bun€k na jedno cytostatikum vznikne rezistence i na jiné piipravky, které
s nim maji podobnou strukturu, jedna se o rezistenci zkfizenou (Cross resistance).
Pokud vSak dojde k rezistenci mezi cytostatiky, které se 1i8i strukturné i mechanismem
uc¢inku, jde o mnohocetnou lékovou rezistenci (multidrug resistance, MDR) (Noskova

et al., 2000).

Rezistence na protinddorovou lécbu byva komplexni povahy. Jeji vznik je
nejcastéji vazan na (1) zménu farmakokinetiky, kdy je sniZzena resorpce 1éCiva,
urychlend biotransformace a vylucovani nebo dochéazi k rychlejsi inaktivaci latky.
Dale muze dochazet ke (2) zméné cytokinetiky, kdy ¢ast nadorovych bunék prechazi
do faze Go, V nizZ je citlivost k chemoterapii omezena. S pfibyvajicim ristem nadoru
vznikaji u bunék spontanni mutace, a tim se zvySuje heterogenita populace bunck a
vzniklé klony mohou mit odlisnou citlivost k 1é€bé. Nej€astéjsim zplisobem vzniku
rezistence jsou (3) metabolické a funk¢éni zmény bunky, kdy dochazi ke zvyseni
¢i sniZzeni exprese nebo aktivity enzymu, K poruseni intracelularni distribuce 1éCiva,
ovlivnéni jeho transportu membranou burniky nebo mtize dochazet ke zvyseni intenzity

oprav DNA (Noskova et al., 2000).



3.3.1 Mnohocetna lékova rezistence

Mnohocetna 1ékova rezistence (MDR) je jednim z hlavnich divodi selhani
chemoterapie, coz muze vést k recidivé malignich nadorti nebo dokonce k relapsu a
smrti pacienta (Brown et Links, 1999). Existuji dva typy MDR, klasicka (typicka) a
neklasicka (atypicka). U klasické MDR dochazi ke zvySené expresi membranovych
transportérovych proteind, které se fadi do rodiny tzv. transportérovych proteini ABC
(ATP-binding casette), a které aktivné transportuji xenobiotika z intracelularniho
prostiedi buniky. Kdezto u neklasické MDR muze dochdzet ke zméné aktivity
specifickych enzymu (napf. glutatathion S-transferazy nebo topoizomerazy), které
mohou snizit cytotoxickou aktivitu 1é¢iv nezavisle na jejich koncentracich (Krishna et

Mayer, 2000).

ABC transportérové proteiny

Jednim z mechanismli chemorezistence je sniZend akumulace 1é¢iv v bunice
zpisobena jejich zvySenym efluxem z buiiky, jeZ je zprosttedkovan proteiny piislusici
k nadrodin¢ ABC transportérovych proteini (Mohelnikova-Duchomiova et Soucek,
2010). U cloveka existuje 49 ABC variant gent kodujicich transportérové proteiny
klasifikovanych do sedmi riznych rodin (A—G) v zavislosti na jejich aminokyselinové
sekvenci a ptipadné na jejich proteinovych doménach (Dean et al., 2001). K transportu
molekul pfes bunéénou membranu z cytoplazmy do vnéjsiho prostiedi vyuzivaji ABC
transportéry energii z hydrolyzy ATP. U eukaryotnich bunék se mohou nachazet
kromé& cytoplazmatické membrany i v mitochondriich, endoplazmatickém retikulu
nebo peroxizomech. U bun&k nadorovych jsou tyto transportéry pumpami, které
vylucuji protinadorova 1éc¢iva ven z bunky, a tim v nich snizuji jejich koncentraci,
a tedy omezuji ptisobeni téchto latek. Jsou aktivni u Sirokého spektra lidskych nadort
(lymfomy, leukemie, rakovina prsu, plic a vaje¢nikl). Se zvySujicim se po¢tem téchto

pump u buinky miize dochazet ke snizeni efektivity protinadorové 1é¢by.

ABC transportér se skladd ze <ty domén, dvou cytoplazmatickych
NBD (doména vézajici nukleotid) a dvou TMD (transmembranova doména)
obsahujici 6—12 transmembranovych a-helixti (Zolnerciks et al., 2011). Pokud jsou
vSechny tyto ¢tyfi domény kddovany pouze jednou mRNA, vznikd po prepisu
kompletni transportér. Je-li protein kodovan dvéma molekulami mRNA, kdy kazda

koduje polovinu domén, jedna se o polovi¢ni transportér (Dean, 2009).
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ABC transportérové proteiny ABCB1/PGP1/MDR1, ABCC1/GS-X/MRP1 a
ABCG2/MXR/BCRP byly nalezeny u skoro vsech nadorovych bun¢k u lidi, které
vykazovaly MDR, a proto se ptedpoklada, Ze jsou vyznamnymi efluxnimi transportéry
zodpovédnymi za MDR (Dean et al., 2001). ABC transportér ABCB1, nazyvany také
jako P-glykoprotein (P-gp) nebo MDR1, byl objeven v roce 1976 dvojici Julianem a
Lingem (Juliano et Ling, 1976) a je kodovan genem mdrl (Ueda et al., 1987), ktery
se nachazi na lokusu 7g21.1 (Callen, 1987).

P-glykoprotein se sklada ze dvou transmembranovych domén, z nichz kazda
obsahuje Sest transmembranovych a-helixd a z jedné nukleotid vazebné domény
(Obr. 8). Bunky nadmérné exprimujici tento protein vykazuji MDR na zakladé¢
zvySeného efluxu z intracelularniho prostoru. Mezi latky transportované P-gp patii
hydrofobni slouceniny, naptiklad kolchicin, doxorubicin, adriamycin, vinblastin,
digoxin, saquinivir a paclitaxel. P-gp netransportuje zaporn¢ nabité slouc¢eniny. P-gp je
exprimovan i ve zdravych tkanich, primarn¢ v jatrech, v krvi a v mozku (Dean et al.,
2001).
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Obr. 8: Membranovy topologicky model P-glykoproteinu, ktery se sklada ze dvou

transmembranovych domén (TMDI1 a TMD2), znichz kazdd obsahuje Sest
transmembranovych a-helixt a jednu nukleotid vazebnou doménu (NBD) (upraveno podle
Kocurova, 2011).

Dalsi ABC transportér ABCC1 (GS-X/MRP1 - Multidrug resistance-associated
protein 1) byl z ABCC proteint identifikovan jako prvni a byl izolovan z MDR
bunééné linie HO69AR odvozené od rakoviny plic (Cole et al., 1992).
Gen MRP1/ABCCI1 je umistén na lokusu 16p13. MRP1 se sklada ze dvou tandemovée

fazenych transmembranovych domén, N-termindlni transmembranové domény, ktera
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je napojena na TMD1 pomoci intraceluldrniho linkeru a dvou nukleotid vazebnych

domén (Obr. 9).

Mezi tkané vykazujici nejvyssi uroven exprese MRP1 patii plice, varlata,
ledviny, srdce a placenta, pii¢emz funkci tohoto proteinu je zde ochrana
ptfed xenobiotiky ¢i jinymi toxickymi latkami. Proto je ponc¢kud neocekavané, ze
MRP1 je navelmi nizké Grovni exprimovan v jatrech, coz je hlavni organ

xenobiotického metabolismu a detoxikace (Bakos et Homolya, 2007).

MRP1 mize transportovat Siroké spektrum substratl. Znamymi substraty jsou
protinadorova 1é¢iva vcetné antracyklind, epipodofylotoxinti, vinca alkaloidd,
kamptothecind, methotrexdtu a mitoxantronu. Nadmérna exprese MRP1 muze vést
k MDR pfi chemoterapii rakoviny. Kromé& protinadorovych 1é¢iv transportuje MRP1
také mnoho dalsich typu 1é¢iv, ku piikladu 1éky proti HIV (Yin et al., 2009). MRP1 je
zodpovédny za MDR u n¢kolika lidskych malignich onemocnéni (rizné formy

leukémie, nadory prsu, plic, prostaty) (Bakos et Homolya, 2007).
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Obr. 9: Membranovy topologicky model MRP1, ktery se sklada ze dvou tandemové fazenych
transmembranovych domén (TMD1 a TMD2), N-terminalni transmembranové domény
(TMDO0), ktera je napojena na TMDI1 pomoci intracelularniho linkeru a dvou nukleotid

vazebnych domén (NBD) (upraveno podle Kocurova, 2011).

Tretim vyznamnym ABC transportérem je ABCG2 (MXR/BCRP- breast
cancer resistance protein). Gen ABCG2 je umistén na lokusu 4q22. BCRP obsahuje
jednu nukleotidovou vazebnou doménu nasledovanou jednou transmembranovou
doménou S Sesti transmembranovymi a-helixy (Obr. 10). Ackoliv byl puvodné
identifikovan jako specificky adenosintrifosfatovy (ATP) vazebny transportér
placenty (ABCP), mize BCRP transportovat Sirokou $kalu substrata,
od chemoterapeutickych ¢inidel po organické aniontové konjugaty. Mezi vysoce
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afinitni substraty patfi naptiklad mitoxantron, derivaty kamptothecinu nebo

antracyklinova cytostatika (Honjo et al., 2001)

TMD1
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Obr. 10: Membranovy topologicky model BCRP, jez obsahuje jednu nukleotidovou vazebnou
doménu (NBD), nasledovanou jednou transmembranovou doménou (TMD1) s Sesti

transmembranovymi a-helixy (upraveno podle Kocurova, 2011).
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3.3.2 Nukleosidové transportéry

Pyrimidinové a purinové nukleosidy, vcetné jejich derivatd, hraji dilezitou roli
ve fyziologii a maji riznorodé farmakologické ucinky. Slouzi jako prekurzory
nukleovych kyselin nebo hraji klicovou roli v bunééné signalizaci. V Klinické praxi
jsou nukleosidova 1éciva Siroce pouzivana k 1é¢bé nadori a virovych infekci (King,
et al., 2006). Nukleosidy a jejich derivaty jsou hydrofilni, a proto je jejich dostupnost
v bunkach a Vv extracelularnim prostiedi zavisld na specifickych proteinech,
nukleosidovych  transportérech  (NTs), které wusnadiuji  jejich  pohyb
ptes cytoplazmatickou membranu a membrany nékterych organel (Baldwin et al.,

1999).

U lidi existuji dvé rodiny nukleosidovych transportéri, které zprostiedkovavaji
fyziologicky  transport nukleosidi  pfes bunéénou membranu, rodina
Na" dependentnich proteini SLC28, koncentra¢nich nukleosidovych transportéri
(CNT1-3) a rodina Na* nezavislych proteini SLC29, ekvilibra¢nich nukleosidovych
transportéri (ENT1—4) (Young, 2016). CNT transportuje latky pouze dovniti bunky,
kdezto ENT dovnitt 1 ven z buiiky (Obr. 11).

Vnéjsi prostredi
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Obr. 11: Model transportu nukleosidi (Nuc) pomoci Na* dependentnich koncentra¢nich
nukleosidovych transportéri (CNT) a ekvilibra¢nich nukleosidovych transportéri (ENT)
(upraveno podle Podgorska et al., 2005).
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Transportéry CNT jsou distribuovany napiiklad v mozku, placenté, srdci, jatrech
nebo v bunkach stieva (Gray et al., 2004). Topologicky model CNT proteint se sklada
z 13 transmembranovych helixti s N-termindlni oblasti umisténou na cytoplazmatické
stran¢. C-terminalni hydrofilni ¢ast je umisténa v extracelularnim prostoru a je mistem
glykosylace (Podgorska et al., 2005). CNT1 vykazuje selektivitu pro pyrimidinové
nukleosidy a s niz§i mirou pro adenosin, CNT2 pro purinové nukleosidy a uridin,
CNT3 pro purinové i pyrimidinové nukleosidy (Obr. 12). Pomoci CNT1-3 jsou
transportovany 1 protinadorova a antivirova 1é¢iva. Mezi substraty lidského CNT1
patii cytotoxické analogy cytidinu, cytarabinu a gemcitabinu. CNT3 transportuje fadu
protinadorovych nukleosidovych analogti véetn¢ cladrabinu, gemcitabinu, fludarabinu

a zebularinu, Na rozdil od CNT1 a 2 je CNT3 je $iroce distribuovéan v tkanich (Ritzel
et al., 2000).
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Obr. 12: Selektivita koncentra¢nich nukleosidovych transportéra. CNT1 vykazuje selektivitu
pro pyrimidinové nukleosidy, CNT2 pro purinové nukleosidy a CNT3 pro purinové i

pyrimidinové nukleosidy (upraveno podle Ritzel et al., 2000).

Transportéry ENT jsou obousmérné, mohou tedy zprostiedkovavat jak uptake,
tak eflux nukleosidovych analogii (Baldwin et al., 2004). ENT jsou pfitomny
ve vétsing typt tkani a bunck. Kazdy transportér ENT se sklada z11
transmembranovych domén, které jsou uspotadany v cytoplazmatické membrané tak,
ze N-konec je vcytoplazmé a C-konec se nachazi v extracelularnim prostiedi
(Podgorska et al., 2005). Lidské ENT1 a ENT2 transportuji Sirokou skalu purinovych
a pyrimidinovych nukleosid. ENT3 je také Siroce distribuovan, ale funguje prevazné
intracelularné, v lysozomalnich membrandch. ENT4 se nachazi v plazmatickych
membranach bun¢k mozku a srdce a transportuje adenosin a monoaminy (Parkinson

etal., 2011, Young et al., 2013).
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3.4 Rezistence na nukleosidové derivaty

Nukleosidy jsou dilezitou tfidou protinadorovych 1éCiv pro solidni a
selhani 1écby, proto je nesmirné dilezité objasnit mechanismy rezistence a
identifikovat prediktivni markery inherentni a ziskané chemorezistence vuci
nukleosidiim pro lepsi 1é¢bu nadora (Ciccolini et al., 2016). V odbornych publikacich

jiz byly popsany mechanismy rezistence pro né¢ktera nukleosidova léciva.

Pro zkoumani mechanismu bunééné rezistence u 6-merkaptopurinu (MCP)
byla vytvorena bunécna linie CCRF-CEM rezistentni na MCP. Analyza pomoci
Western-blottingu ukazala, ze u vytvofené rezistentni linie byla zvySena exprese
MRP4 proteinu, zatimco hladiny nukleosidovych transportéri hENT1, hCNT2 a
hCNTS3 byly snizeny ve srovnani s rodi¢ovskymi CCRF-CEM buiikami. Souhrnné tyto
vysledky ukazaly, ze up-regulace MRP4 a down-regulace influxnich transportérovych

proteint hraly hlavni roli ve vzniku rezistence na MCP (Peng et al., 2008).

Pfi studiu rezistence na 6-thioguanin (THG) bylo zjisténo, ze bunky s deficitem
mismatch repair (MMR) byly rezistentni na THG az do 5 pmolxI?, zatimco bunééné
linie schopné ziskat MMR byly vyznamné citlivéjsi pii stejnych urovnich expozice.
Kromé toho byla mutagenni odpovéd’ na hypoxantin-guanin fosforibosyltransferazu
(HPRT), indukovand THG, podstatné zvySena U linii deficientnich na MMR,
ve srovnani s bunéénymi liniemi schopnymi MMR. Tato zji§téni podporuji nazor, Ze
cytotoxicita na THG je zprostiedkovana prostfednictvim funkéniho MMR a rezistence
na THG je pfimo spojena se zvySenim indukovanych mutaci v MMR defektnich
burikach (Glaab et al., 1998). Dale se ukazalo, ze buiiky rezistentni na THG exprimuji
vice O-6-methylguanin-DNA methyltransferazy (MGMT), DNA opravného enzymu,
ktery rozpoznava O-6-alkylovany guanin (Gefen et al., 2010).

Ziskana rezistence na fludarabin (FLD) je velice ¢asta, avsak mechanismy
rezistence FLD v lymfomech jsou do zna¢né miry neznamé. Data Lorkové et al.
naznacila, Ze umlceni deoxycytidin kinazy (dCK) je pravdépodobnou pfic¢inou
mechanismu rezistence na FLD a zkiizené rezistence na jiné nukleosidové derivaty
pyrimidinu a purinu. Krom¢ downregulace dCK bylo identifikovano nékolik

sekundéarnich pftispivajicich nebo kompenzacnich procest spojenych s rozvojem
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rezistence na FLD. Netc¢inné pouziti nukleosidl z prostfedi indukuje replikacni stres
a Cini rezistentni bunky vysoce zavislé na de novo syntéze nukleotidil a u¢inné opraveé

DNA (Lorkova et al., 2015).

Rezistence na cytarabin (CTR) muze byt zpisobena nékolika mechanismy.
(1) CTR je aktivovan fosforylaci deoxycytidinovou kinazou (Cdr kinaza), jejiz
nedostatek miize vést ke vzniku rezistence. K plné rezistenci timto zptisobem dochazi
vzacné, protoze vyzaduje inaktivaci obou alel genu kodujiciho Cdr kinazu. (2) Dalsim
mechanismem rezistence na CTR je navySeni intracelularni hladiny deoxycytidin
trifosfatu (dCTP) v bunikach. dCTP ma dvoji Géinek k antagonizaci pusobeni CTR,
zaprvé pusobi jako pfirozeny konkurencni inhibitor inkorporace CTR do DNA a
zadruhé je inhibitorem zpétné vazby CdR kinazy, ktery snizuje fosforylaci CTR.
(3) Tietim mechanismem je deaminace CTR nauracil arabinosid cytidinovou
deaminazou (CR deaminaza), coz vede k ipIné ztraté antineoplastické aktivity. Buiiky
nadmérné exprimujici CR deaminazu, vykazuji znamky rezistence na CTR.
K ptekonani tohoto typu rezistence viici 1é¢ivu Ize pouzit tetrahydrouridin, silny

inhibitor CR deaminazy (Momparler, 2013).

Protinadorova rezistence na 5-fluorouracil (5FU) mize byt zpisobena riznymi
pri¢inami. Nadmérna exprese thymidylat syntazy (TS), enzymu, ktery katalyzuje
redukéni methylaci deoxy-uridinmonofosfatu na thymidin-monofosfat, ktery je
nezbytny pro replikaci a opravy DNA, je oznacovana jako hlavni molekularni
mechanismus zodpovédny za rezistenci vuci SFU (Diasio et Harris, 1989). Dale
dochazi ke zménam influxu a efluxu 1é¢iva, zvySené inaktivaci 1é¢iva a mutaci cild
lé¢iva. Zvysena aktivita dihydropyrimidin dehydrogendzy (DPD), jeZ zprostiedkovava
konverzi 5FU na dihydrofluorouracil (DHFU) a zodpovida za katabolismus 5FU,
mize vést k rezistenci na 5FU (Fukuda et al., 2006, Zhang et al., 2008).

Rezistence je u gemcitabinu (GEM) zptisobena také mnoha zptsoby. Transport
GEM pies membranu je zavisly na ptitomnosti nukleosidovych transportéra (hlavné
na hENT1), ptfi¢emz bunky se snizenou expresi nukleosidovych transportéri
vykazovaly rezistenci. Dalsim pravdépodobnym mechanismem rezistence na GEM je
kratké vystaveni buné€k 1é¢ivu v signifikantni koncentraci, pfi¢emz rychla deaminace
zpusobi pokles plazmatické koncentrace 1é¢iva (Mackey et al., 1998, Mohelnikova-
Duchonova et Soucek, 2010).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

V experimentech byly pouzity bunééné linie K562 a CCRF-CEM. Vsechny
bunécné linie byly ziskany od spolecnosti American Tissue Culture Colection.
Buné¢na linie K562 je odvozena od chronické myeloidni leukémie a bunééna linie
CCRF-CEM od akutni lymfoblastické leukémie. Mezi experimenty byly bunky
kultivované v kultivaénich 1ahvich o riistové plose 150 cm? v inkubatoru pfi 37 °C,
5% CO, atmosféte a 95% vlhkosti. Kazd4d bunécna linie byla kultivovana v médiu
obohaceném o inaktivované fetalni bovinni sérum a smés antibiotik (penicilin a
streptomycin), v ISCOVE médiu buné¢na linie K562 a v RPMI médiu bunécna linie
CCRF-CEM.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy, roztoky a protilatky

Pouzité chemikalie

o 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyphenyl)-2(4-
sulfonyl)-2H-tetrazolium (MTS) (kat. ¢. G1111, PROMEGA)

e 4-nonylfenyl-polyethylen glykol (NP-40) (kat. ¢. 74385, SIGMA
ALDRICH)

e 5-fluorouracil (kat. ¢. F6627, SIGMA ALDRICH)

e 6-merkaptopurin (kat. ¢. 852678, SIGMA ALDRICH)

e 6-thioguanin (kat. ¢. A4882, SIGMA ALDRICH)

e AB61 (UOCHB AV CR ve spolupraci s UMTM)

e Cytarabin (kat. ¢. BP383, SIGMA ALDRICH)

e Dipyridamol (kat. ¢. D2850000, SIGMA ALDRICH)

e Dimethylsulfoxid (DMSO) (kat. ¢. D8418, SIGMA ALDRICH)

e Ethanol (kat. ¢. 437433T, VWR)

e Fetalni bovinni sérum (FCSI) (kat. ¢. P110704, PAN-Biotech)

e Fludarabin (kat. & Y0000419, SIGMA ALDRICH)

e Gemcitabin (kat. ¢. YO000675, SIGMA ALDRICH)

e Hovézi sérovy albumin (kat. ¢. A6793, SIGMA ALDRICH)

e Methanol (kat. ¢. 10202LP-20-10000, MIKROCHEM)
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e Penicilin (kat. ¢. P3032, SIGMA ALDRICH)

e PNH 173 (UOCHB AV CR ve spolupraci s UMTM)
e PNH192 (UOCHB AV CR ve spolupraci s UMTM)
e Roskovitin (kat. ¢. R7772, SIGMA ALDRICH)

e Sterilni deionizovand voda

e Streptomycin (kat. ¢. S6501, SIGMA ALDRICH)

e TRYPLE Tryple express (kat. ¢. 12604, GIBCO)

Pouzita média
o ISCOVE médium (kat. ¢. 12-722F, LONZA)
e RPMI médium (kat. ¢. R8758, SIGMA ALDRICH)

Pouzité roztoky

e Bloka¢ni ¢inidlo (100 ml roztoku cell wash, 500 mg BSA)

e Cell wash (kat. ¢. 349524, SIGMA ALDRICH)

e Fosfatovy pufr (PBS) (8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na,HPO4.2H>0, 0,2
g KH2PO4, 1000 ml dH-0)

e [ISCOVE médium (ISCOVE + 50 ml 10% FCSI)

e Permeabilizani roztok (nafedit 10x vodou vhodnou pro tkanové
kultury) (kat. ¢. 340973, SIGMA ALDRICH)

e Promyvaci roztok pro analyzu exprese MRP1 (0,5 % BSA, 0,1 % NaNs,
1x PBS)

e Promyvaci roztok pro analyzu exprese P-glykoproteinu (20 ml roztoku
cell wash, 100 mg BSA, 20 ul NP-40)

e RPMI médium (RPMI + 50 ml 10% FCSI)

e Saturacni reagent pro receptory FC (natedit do 30 pl bloka¢niho ¢inidla
pro kazdy vzorek) (kat. ¢. 732802, SIGMA ALDRICH)
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Pouzité protilatky

Analyza exprese P-glykoproteinu

Primarni protilditka Monoclonal Anti-P Glycoprotein produced in mouse
(kat. ¢. P7965, Sigma-Aldrich)

Sekundarni protilatka Anti-Mouse-IgG-FITC (kat. ¢. F2883, Sigma-Aldrich)
Izotopova kontrola IgG1 Isotype control from murine myeloma (kat. ¢. M5284,
SigmaAldrich, USA)

Pro analyzu exprese P-glykoproteinu byly ob¢ protilatky natedény v poméru
1:250 v promyvacim roztoku. Izotopova kontrola byla nafedéna v poméru

1:140,8 také v promyvacim roztoku.

Analyza exprese MRP1

Priméarni protilatka Human monoclonal antibody MRPm5 1gG2a (Alexis)
Sekundarni protilatka Anti-Mouse-1gG-FITC (kat. ¢. F2883, Sigma-Aldrich)
Izotypova kontrola 19gG2a Isotype control from murine myeloma
(kat. ¢. M5409, SigmaAldrich)

Pro analyzu exprese MRP1 byla primdrni protilatka nafedéna v poméru 1:200
a sekundarni protilatka v poméru 1:250, obé byly nafedény promyvacim
roztokem. Izotopovd kontrola byla nafedéna vpoméru 1:200 taktéz

V promyvacim roztoku.
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4.3 Seznam pouZitych pristroji a zarizeni

Pouzité pristroje

Software

Analytické vahy (SCALTECH)

Centrifuga 5810 R (EPPENDORF)

Centrifuga Mini Spin (EPPENDORF)

Centrifuga 5430 (EPPENDORF)

Echo 550 Liquid Handler (LabCyte)

EnVision Multimode Plate Reader (Perkin Elmer)
Inkubator s CO> atmosférou (THERMOSCIENTIFIC)
Magneticka michacka MSH3 (Biosan)

MultiDropTM Combi Reagent Dispenser

Pocitadlo bunék Vi-Cell XR (BECKMAN COULTER)
Pratokovy cytometr FACS Calibur (BD Biosciences)
Svételny inverzni mikroskop Olmypus [X51 (OLYMPUS)
Temperovana vodni lazen (Memmert)

Ttepacka Vortex Genie 2T (SCIENTIFIC INDUSTRIES)

Cell Quest Flow Cytometry Software
ClarisWorks 5.0

Dotmatics

GraphPad Prism 8

Microsoft Excel

Microsoft PowerPoint

Microsoft Word
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

V diplomové praci byly pouzity nasledujici experimentalni a vyhodnocovaci

postupy.

4.4.1 Ptiprava linii rezistentnich K purinovym a pyrimidinovym cytostatikiom

V této diplomové praci byla pouzita purinova (6-merkaptopurin, 6-thioguanin,
fludarabin, roskovitin) a pyrimidinova (gemcitabin, 5-fluorouracil, cytarabin)
cytostatika. Bunécné linie byly kultivovany na kultivaénich lahvich o rastové plose
150 cm? v ptitomnosti média obohaceného o inaktivované fetalni bovinni sérum a

antibiotika. Buniky v 1ahvich byly oSetfovany cytostatiky rozpusténymi v DMSO.

Ptiprava rezistentnich klont k pouZzitym cytostatikiim, v pfipad¢ bunéénych linii
CCRF-CEM a K562, trvala dva mésice, kdy se k butikam pfidavaly latky ve stale se
zvysujici koncentraci. Pocateéni koncentrace byla 0,05 umol-I?. Nasledné byla
koncentrace zvySovana podle stavu bunék (minimalni zivotnost 90 % a minimalni
koncentrace  2x10%ml bunék). ZvySovani koncentrace probéhlo v Sesti
cyklech (Obr. 13).

1. cyklus 2. cyklus 3. cyklus 4. cyklus 5. cyklus 6. cyklus
MCP .
0,05 umol-11 0,25 umol-I! 1 umol-1! 5 pmol-1! 10 pmol-1! 20 pmol-1!
bunééna linie THG
CCRF-CEM '— - A — - i 1
0,05 pmol 1! 0.25 pmol'I* 1 ymol-1! 5 pmol-1! 10 pmol-11 15 pmol-I-
Oumoll! \ ~* FLD
0.05 pmol-11 0,25 pmol-1! 1 pmol-I! 5 pmol-1! 10 pmol-1! 15 pmol-1!
CYT
0,05 umol-I! 0,25 pmol-I! 1 umol 1! 3 pmol-1'! 4 pmol-1! 5 pmol-1'!

Obr. 13: Schéma navySovani koncentraci 1é¢iv pii selekci rezistentnich bunék odvozenych

od bunééné linie CCRF-CEM
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Finalni koncentrace jednotlivych latek jsou zaznamenany v tabulce (Tab. 1).
Po selekci byla stanovena inhibi¢ni koncentrace ICso pomoci MTS testu. Burky
bunééné linic CCRF-CEM byly reselektovany, znovu oSetfeny findlnimi
koncentracemi latek a byl u nich opét proveden MTS test a tim byla ovétena jejich

rezistence vuci testovanym latkam.

Tab. 1: Koncentrace latek po Sesti cyklech oSetieni u buné¢nych linii CCRF-CEM a
K562

Koncentrace latky Koncentrace latky

u CCRF-CEM [umol-I7] u K562 [pmol-I]
MCP 20 15
THG 15 15
FLD 15 15
CYT 5 5

4.4.2 Stanoveni inhibi¢ni koncentrace 1Cso U selektovanych bunék pomoci
MTS testu

Test je zalozen na principu premény 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
karboxymethoxyphenyl)-2(4-sulfonyl)-2H-tetrazolium (MTS) na v bunééném
kultivaénim médiu rozpustny formazan. K této preméné dochdzi pomoci
mitochondrialnich dehydrogenaz v metabolicky aktivnich burikach pfi teploté 37 °C.
Formazan se kvantifikuje spektrofotometricky a ma maximalni absorbanci pii 490 nm.
Mnozstvi vzniklého formazanu je pfimo Umérné poctu zivych bunck, které jsou
ptitomné ve vzorku. Z naméfenych hodnot je poté urena hodnota stfedni inhibi¢ni
koncentrace ICso, ktera udava koncentraci latky, ktera vyvola 50 % maximalniho

bunécéného poskozeni nebo apoptozu.

Pro testovani inhibi¢ni koncentrace ICso byly pfipraveny buiiky bunécné
linie K562 o koncentraci 2,7-10%/ml a buiiky bunééné linie CCRF-CEM o koncentraci
4-10%/ml, poté byly automaticky napapipetoviny pomoci pfistoje MultiDropTM
Combi Reagent Dispenser po 30 ul na 384jamkové panely SpectraPlate. Tyto panely
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byly 24 hodin uloZeny v inkubatoru pii 37 °C, 5% obsahu oxidu uhli¢itého a 95%
vlhkosti. Po inkubaci byly k buitkdm ptidany testované latky ve ¢trnacti koncentracich
250 umol-1*—8,3 nmol-I"* v piipadé prvniho testovani a v piipadé druhého testovani
ve &trnacti koncentracich 50 pmol-17—8,3 nmol-I* pomoci Echo 550 Liquid Handler.
Jako pozitivni kontroly (100 % zivych buné€k) slouzily jamky s bunikami, ke kterym
nebyla pfidana zadna latka a jako negativni kontrola (100 % mrtvych bunék) byl
pouzit roztok DMSO, do kazdé z jamek bylo piidano 5 pl tohoto roztoku. Panely byly
poté opét inkubovany po dobu 72 hodin. Po inkubaci byly ke v§em vzorkam pridany
4 ul MTS, poté byly panely inkubovany 24 hodin. Nasledn¢ byla na pfistroji EnVision
Multimode Plate Reader zmétena jejich absorbance pti vinové délce 490 nm. Vysledky

byly vyhodnoceny v programu GraphPad Prism 8, kde byly ziskany hodnoty ICsqo.

4.4.3 Analyza exprese P-glykoproteinu pritokovou cytometrii

Analyza exprese P-glykoproteinu byla provedena pomoci pritokové cytometrie.
Pro analyzu exprese P-glykoproteinu bylo pouzito 3-10° vyselektovanych bunék
bunéénych linii CCRF-CEM a K562. Pozitivni kontrolou byly buiiky bunééné linie
K562 rezistentni k taxoliim. Bunky byly zafixovany v methanolu. Zafixované bunky
byly zcentrifugovany (5 min pii 500 g). Poté byly proplachnuty 2 ml roztoku cell wash.
K burikdm bylo nasledné pfidano 0,5 ml permeabilizacniho roztoku a smés byla
10 minut inkubovana, poté byla zcentrifugovana a proplachnuta 2 ml promyvaciho
roztoku (RB). Dale bylo pfidano 40 ul satura¢niho reagentu pro receptory FC. Smés
se nechala opét inkubovat 10 minut, poté zcentrifugovat a promyt. Nasledné¢ byly
suspenze bunék rozd€leny na dvé ¢asti po 1 ml, pfi¢emz jedna ¢ast slouzila jako
izotypova kontrola a do druhé bylo pifidano 40 pl primarni protilatky
pro P-glykoprotein. Obé ¢asti se nechaly 30 minut inkubovat ve tmé. Poté byly
zcentrifugovany, promyty a do obou ¢asti vzorku byla ptidana sekundarni protilatka
konjugovana s fluorescein isothiokyanatem (FITC) 0 objemu 40 pul. Po inkubaci, ktera
trvala 30 minut, byly bunky zcentrifugovany, proplachnuty a rozsuspendovany
v0,5ml bloka¢niho ¢inidla. Takto pfipravené vzorky byly analyzovany
na pratokovém cytometru pomoci argonového laseru (A = 488 nm). Zpracovani
vysledki nasledné probéhlo v programu Cell Quest a nasledné byly exportovany

v programu ClarisWorks.
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4.4.4 Analyza exprese MRP1 priitokovou cytometrii

Analyza exprese MRP1 byla provedena pomoci prutokové cytometrie.
Pro analyzu exprese MRP1 bylo pouzito 3-10° vyselektovanych bunék bunéénych linii
CCRF-CEM a K562. Jako kontrola byly opét pouzity buniky bunééné linie K562
rezistentni k taxolim. Bunky byly zafixovany v methanolu. Zafixované buiiky byly
zcentrifugovany (5 min pii 500 g). Nasledné byly promyty 1 ml PBS pufru a bylo
k nim pfidano 0,5 ml permeabiliza¢niho roztoku. Smés byla inkubovana 10 minut,
poté byly ptidany 2 ml RB, buriky byly rozdéleny na dvé ¢asti po 1 ml a probéhla
centrifugace. Nasledn¢ bylo do jedné casti pfidano 100 pl primarni protilatky
pro MRP1 a do druhé ¢asti 100 pl izotypové kontroly. Obé¢ ¢asti se nechaly inkubovat
60 minut ve tmé. Poté byly piidany 2 ml RB a vzorky byly zcentrifugovany. Nasledné
bylo ptidano 100 pl sekundarni protilatky konjugované s fluorescein isothiokyanatem
(FITC). Vzorky byly inkubovany ve tmé po dobu 30 minut. Poté byly opét ptidany
2 ml RB a prob¢hla centrifugace. K peletu bylo ptidano 0,5 ml RB a nasledné byly
pfipravené vzorky analyzovany stejné jako u P-glykoproteinu na pritokovém
cytometru pomoci argonového laseru (A = 488 nm). Zpracovani vysledkl nésledné
probéhlo v programu Cell Quest a nasledné byly exportovany v programu
ClarisWorks.

4.4.5 Inhibice nukleosidovych transportérovych proteint u vyselektovanych

bunécnych linii odvozenych od bunécné linie CCRF-CEM

Nukleosidové transportérové proteiny lze inhibovat fadou latek. Mezi tyto latky
patii dipyridamol, dilazep nebo nitrobenzylthioinosin. Jedna se o inhibitory
ekvilibra¢nich nukleosidovych transportérti (Baldwin et al., 2004).

Pro testovani nukleosidovych transportérii byla vybrana latka dipyridamol
(Obr. 14), ktera inhibuje ENT1, ENT2 a ENT4 (Lin et Buolamwini, 2007, Wang et al.,
2013).

OH

N e

1 -
N,ﬁ"\\v/’ N‘-‘-tu” N‘\‘_,/'"“HKOH
HO .. _v/\N/A\\-:N/\V_,;.N
M

~ N
~ P

OH e

Obr. 14: Strukturni vzorec dipyridamolu
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Nejprve byla pro dipyridamol stanovena mira cytotoxicity na vyselektovanych
bunkach pomoci MTS testu. Dipyridamol byl na bunkach testovan v koncentracich
50 umol-1"*—8,3 nmol-I*. Vysledné hodnoty (Graf 1) byly pouZity pro nastaveni

optimalni koncentrace dipyridamolu pro testovani inhibice transportérovych proteint.

25,00
20,00
15,00
10,00
5,00
0,00
Parentalni buiiky Selekce Selekce 6- Selekce 6-
cytarabinem thioguaninem merkaptopurinem
dipyridamol

Graf 1: Hodnoty ICso dipyridamolu pro parentalni buiiky a vyselektované bunéc¢né linie
odvozené od bunécné linie CCRF-CEM

Testovani inhibice transportérovych proteini dipyridamolem probé&hlo opét
pomoci MTS testu. VZdy byly pfipraveny vyselektované buinikky odvozené od bunécné
linie CCRF-CEM (buiiky selektované 6-merkaptopurinem, 6-thioguaninem,
cytarabinem a fludarabinem) o koncentraci 4-10°ml a byly automaticky
napapipetovany pomoci pristoje MultiDropTM Combi Reagent Dispenser po 30 pl
na 384jamkové panely SpectraPlate. Tyto panely byly 24 hodin uloZeny v inkubatoru
pti 37 °C, 5% obsahu oxidu uhli¢itého a 95% vlhkosti. Po uplynuti inkubaéni doby byl
v prvnim pfipadé Kk bunkam pfidan dipyridamol v Sesti koncentracich
5 umol-1"1-0,083 umol-I"?  pomoci  piistroje  Echo 550 Liquid Handler.
Po tficeti minutach plsobeni inhibitoru byly k buiikdm piidany Vv pfipadé bunécné
linie selektované 6-merkaptopurinem testované latky ve ctrnacti koncentracich
50 umol-1"-8,3 nmol-I%, u ostatnich linii byly k buiikdm piidany latky v deviti
koncentracich 50 pmol-1"*—0,76 nmol-I. Ve druhém ptipadé byly k buiikam nejprve
pridany latky opét v deviti koncentracich 50 pmol-1?—0,76nmol-I* a po jejich
dvouhodinovém putsobeni byl pfidan inhibitor dipyridamol v Sesti koncentracich
5 umol-1"-0,083 pmol-I". Panely poté byly v obou piipadech inkubovany po dobu
72 hodin. Po inkubaci byly ke vSem vzorkim pfidany 4 pul MTS a panely byly
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inkubovany 24 hodin. Nésledné byla na pfistroji EnVision Multimode Plate Reader
zmé&fena jejich absorbance pii vinové délce 490 nm. Vysledky byly vyhodnoceny

v programu Dotmatics, kde byly ziskdny hodnoty ICso.

446 Testovani potencionalnich protinadorovych lé¢iv na vyselektovanych
rezistentnich bunéénych liniich odvozenych od bunééné linie CCRF-

CEM

Na vyselektovanych rezistentnich bunéénych liniich odvozenych od bunécné
linie CCRF-CEM byly testovany latky s nukleosidovou strukturou PNH173, PNH192
a AB61 (Obr.15) patiici k potencionalnim protinadorovym 1é¢ivam. Podle
Perlikové et al. vykazuje latka AB61 nanomolarni cytotoxickou aktivitu proti riznym
nadorovym bunéfnym liniim, ale pouze mikromolarni aktivitu proti normalnim
fibroblastiim, kde na rozdil od naddorovych bun¢k neni u¢innd fosforylace latky. Bylo
prokazéno, ze latka AB61 je do DNA i RNA inkorporovdna ptednostnéji
nez ribonukleotid a také, ze trifosfat AB61 je substratem pro DNA i RNA polymerazy
v enzymatickych testech (Perlikova et al., 2016).

Obr. 15: Chemicka struktura latek PNH173 (a), PNH192 (b), AB61 (c)

Latky byly testovany na Vvyselektovanych rezistentnich bunéénych liniich
odvozenych od bunécné linie CCRF-CEM pomoci MTS testu. Latky byly testovany
dvakrat ve dvou technickych a dvou biologickych replikatech. Pfi prvnim testovani
byly k vyselektovanym bunkam pfidavany latky v koncentracich

50 pumol-1"-16,6 nmol-I* a pti druhém v koncentracich 2 pmol-1*-0,05 nmol-I*.
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5 Vysledky

Cilem diplomové prace byl vyvoj a charakteristika rezistentnich linii vaci

purinovym a pyrimidinovym cytostatikiim.

5.1 Selektované bunécné linie

Rezistentni klony bunék odvozené od bunéénych linii K562 a CCRF-CEM byly
vyselektovany béhem asi dvoumési¢niho plsobeni purinovych (6-merkaptopurin,
6-thioguanin a fludarabin) a pyrimidinovych (cytarabin) cytostatik. Béhem selekce
bunky ziskaly rezistenci proti testovanym cytostatiklim, tedy k prostfedi s koncentraci
latky prevySujici jejich béZznou hodnotu ICso. Pomoci MTS testu byla po selekci bunék

stanovena inhibi¢ni koncentrace 1Cso, udavajici miru cytotoxicity latek.

5.2 Stanovena inhibi¢ni koncentrace ICso u selektovanych bunék

pomoci MTS testu

Pro vyhodnoceni cytotoxicity a stanoveni, zda bunky ziskaly rezistenci
na léc¢ivo, byla stanovena ICso, tedy hodnota udavajici stfedni inhibi¢ni koncentraci,
ktera udava koncentraci latky vyvolavajici 50 % maximalniho bunééného poskozeni
nebo apoptozu. Inhibiéni koncentrace byla stanovena u selektovanych bunék
bunéénych linii CCRF-CEM a K562, které byly vystaveny plisobeni purinovych
(merkaptopurin, 6-thioguanin, fludarabin, roscovitin) a pyrimidinovych (gemcitabin,
fluorouracil, cytarabin) cytostatik. S témito latkami byl proveden i MTS test.
Testovani probéhlo v ptipadé bunééné linie CCRF-CEM dvakrat ve dvou technickych
a ve dvou biologickych replikatech a v pfipadé bunééné linie K562 jednou na dvou
technickych a dvou biologickych replikatech. Vysledky byly pfi prvnim testovani
vyhodnoceny v programu GraphPad Prism 8 a pfi druhém testovani v programu
Dotmatics. Z programt byly ziskany hodnoty ICso. Vysledky testovani jsou uvedeny
v tabulkach (Tab. 2—7).

Byla tedy stanovena hodnota 1Cso pro parentalni buiikky bunééné linie CCRF-
CEM a pro odvozené selektované bunky. V tabulce (Tab. 2) jsou zaznamenany
vysledky pro parentdlni buitkky a bunky selektované fludarabinem a

6-merkaptopurinem. Z vysledkt vyplyva, ze bunky selektované fludarabinem ziskaly
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rezistenci na fludarabin, 6-thioguanin, cytarabin a gemcitabin. Buiky selektované

6-merkaptopurinem ziskaly rezistenci krom¢ 6-merkaptopurinu také na 6-thioguanin.

Tab. 2: Stanovené inhibi¢ni koncentrace I1Cso [pumol-17] u parentalnich bunék bun&éné
linle CCRF-CEM a odvozenych selektovanych bunék fludarabinem a

6-merkaptopurinem

Parentalni

" Selekce fludarabinem Selekce 6-merkaptopurinem
bunky
CCRF-CEM Nasobek Nasobek
1Cso sd 1Cso sd naristu ICso sd narustu
rezistence rezistence
6-thioguanin 0,75 0,21 >250 - >333,33 >250 - >333,33
6-merkaptopurin 0,47 0,03 0,19 0,10 0,40 >250 - >531,91
Roskovitin 11,41 4,77 6,76 0,16 0,59 7,71 1,17 0,68
Cytarabin 0,0038 0,0029 0,06 0,02 15,79 0,01 0,0004 1,64
Fludarabin 1,04 0,21 46,53 5,15 44,74 0,83 0,01 0,80
5-fluorouracil 4,65 1,29 3,75 142 0,81 3,20 0,15 0,69
Gemcitabin 0,0047 = 0,0004 0,08 0,02 17,02 0,000093 @ 0,00038 0,02

V tabulce (Tab. 3) jsou zaznamenany stanovené inhibi¢ni koncentrace [Csg
u buné€k bunécéné linie CCRF-CEM selektované 6-thioguaninem a cytarabinem. Buniky
selektované 6-thioguaninem ziskaly rezistenci na 6-thioguanin a 6-merkaptopurin.
Cytarabinem selektované bunky ziskaly rezistenci na cytarabin, 6-thioguanin,

6-merkaptopurin, fludarabin i gemcitabin.

Tab. 3: Stanovené inhibi¢ni koncentrace ICso [umol-1*] u odvozenych bunék bunééné

linie CCRF-CEM selektovanych 6-thioguaninem a cytarabinem

Selekce 6-thioguaninem Selekce cytarabinem
Nasobek Nasobek
CEIR-CiE. 1Cso sd naruastu 1Cso sd naristu
rezistence rezistence
6-thioguanin >250 - >333,33 1,58 0,82 2,11
6-merkaptopurin >250 - >531,91 3,56 1,15 7,57
Roskovitin 9,78 0,78 0,86 11,28 0,97 0,99
Cytarabin 0,004 0,001 1,06 19,43 0,24 5113,16
Fludarabin 1,11 0,04 1,07 67,75 0,59 65,14
5-fluorouracil 4,85 0,14 1,04 8,63 0,78 1,85
Gemcitabin 0,00279 0,002 0,59 13,48 1,87 2868,09

Po Sesti mésicich byla pro ovéfeni rezistence znovu stanovena hodnota ICsp
pro parentalni bunky bunécné linie CCRF-CEM a pro odvozené vyselektované bunky.
V tabulce (Tab. 4) jsou zaznamenany vysledky pro parentdlni buiikky a buiky
selektované fludarabinem a 6-merkaptopurinem. Z vysledkd vyplyva, ze u bunék

selektovanych fludarabinem klesla oproti prvnimu méfeni rezistence na 6-thioguanin,
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fludarabin a gemcitabin, ale naopak vzrostla rezistence na cytarabin. U bunék
selektovanych 6-merkaptopurinem byla zachovana rezistence na 6-thioguanin a

6-merkaptopurin, ale poklesla rezistence na cytarabin.

Tab. 4: Stanovené inhibi¢ni koncentrace ICso [umol-1'] druhého méfeni
U parentalnich bun¢k bunééné linie CCRF-CEM a odvozenych selektovanych bunck

fludarabinem a 6-merkaptopurinem

Parentalni

o Selekce fludarabinem Selekce 6-merkaptopurinem
bunky
CCRF-CEM Nasobek Nasobek
1Cso sd 1Cso sd narustu 1Cs0o sd narustu
rezistence rezistence
6-thioguanin 1,80 0,11 0,04 0,01 0,02 >50 - >27,83
6-merkaptopurin 5,24 0,56 0,16 0,01 0,03 >50 - >9,55
Roskovitin 18,90 1,15 12,28 2,05 0,65 12,83 0,77 0,68
Cytarabin 0,006 0,00 0,27 @ 0,08 45,00 0,006 0,00 1,00
Fludarabin 5,26 0,46 31,04 4,22 5,90 2,90 0,14 0,55
5-fluorouracil 26,53 0,50 045 0,04 0,01 13,40 1,91 0,51
Gemcitabin 0,006 0,00 0,01 @ 0,00 1,67 0,006 0,00 1,00

V tabulce (Tab. 5) jsou zaznamenany stanovené inhibi¢ni koncentrace 1Cso
druhého méfeni u bunék bunééné linie CCRF-CEM selektované 6-thioguaninem a
cytarabinem. U bun¢k selektovanych 6-thioguaninem byla zachovana rezistence
na 6-thioagunain a 6-merkaptopurin a cCytarabinem selektované bunky ztratily
rezistenci na 6-thioguanin, ale rezistence na 6-merkaptopurin, cytarabin a gemcitabin

vzrostla.

Tab. 5: Stanovené inhibi¢ni koncentrace 1Cso [umol-17] druhého méfeni U odvozenych

bunék bunécné linie CCRF-CEM selektovanych 6-thioguaninem a cytarabinem

Selekce 6-thioguaninem Selekce cytarabinem
Nasobek Nasobek
CERIClE. 1Cso sd narustu 1Cs0 sd naristu
rezistence rezistence
6-thioguanin >50 - >185,10 1,10 0,27 0,61
6-merkaptopurin >50 - >17,87 46,06 2,80 8,79
Roskovitin 11,81 0,95 0,63 14,45 0,63 0,76
Cytarabin 0,006 0,00 0,98 >50 - >8196,72
Fludarabin 3,54 0,53 0,67 >50 - >9,51
5-fluorouracil 10,98 2,46 0,41 >50 - >1,89
Gemcitabin 0,006 0,00 0,98 19,95 0,46 3269,96
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Inhibi¢ni koncentrace ICso byla stanovena i pro parentalni buiiky bunééné linie
K562 a pro odvozené selektované bunky. V tabulce (Tab. 6) jsou zaznamenany
vysledky pro parentdlni bunky a builky selektované fludarabinem a
6-merkaptopurinem. U bunck selektovanych fludarabinem byl zaznamenan nartst
rezistence u fludarabinu, cytarabinu, 5-fluorouracilu a gemcitabinu. Bunky
selektované 6-merkaptopurinem ziskaly kromé rezistence na 6-merkaptopurin také

rezistenci na 6-thioguanin, cytarabin a 5-fluorouracil.

Tab. 6: Stanovené inhibi¢ni koncentrace ICso [mol-1"] u parentalnich bungk bun&éné

linie K562 a odvozenych selektovanych bun¢k fludarabinem a 6-merkaptopurinem

Parel}talm Selekce fludarabinem Selekce 6-merkaptopurinem
bunky
K562 Nasobek Nasobek
1Cso0 sd 1Cso0 sd naristu 1Cso0 sd naristu
rezistence rezistence
6-thioguanin 2,39 0,78 0,75 0,29 0,31 >250 - >104,60
6-merkaptopurin 28,78 0,52 2,10 1,58 0,07 >250 - >8,69
Roskovitin 12,74 400 @ 2562 11,33 2,01 11,66 5,40 0,92
Cytarabin 0,017 0,0001 0,86 0,10 50,59 0,06 = 0,0047 3,53
Fludarabin 47,30 6,85 >250 - >5,29 18,42 3,41 0,39
5-fluorouracil 2,70 0,73 10,38 @ 6,14 3,84 4,87 2,89 1,8
Gemcitabin 0,013 0,003 0,08 0,04 6,15 0,01 | 0,00028 1

V tabulce (Tab. 7) jsou zaznamenany stanovené inhibi¢ni koncentrace ICso
u bunék bunécéné linie K562 selektované 6-thioguaninem a cytarabinem. Bunky
selektované 6-thioguaninem ziskaly rezistenci na 6-thioguanin, 6-merkaptopurin, a
gemcitabin. Buiiky selektované cytarabinem ziskaly rezistenci na vSechna léciva

kromé& 6-merkaptopurinu.

Tab. 7: Stanovené inhibi¢ni koncentrace ICso [umol-1*] u odvozenych bunék bunééné

linie K562 selektovanych 6-thioguaninem a cytarabinem

Selekce 6-thioguaninem Selekce cytarabinem
Nasobek Nasobek
ke 1Cso sd narustu 1Cs0 sd naristu
rezistence rezistence
6-thioguanin >250 - >104,60 >250 - >104,60
6-merkaptopurin >250 - >8,69 0,49 0,02 0,02
Roskovitin 8,18 0,80 0,64 15,64 0,08 1,23
Cytarabin 0,01 0,0028 0,57 47,97 16,02 2821,76
Fludarabin 5,01 1,83 0,11 >250 - >5,29
5-fluorouracil 2,21 0,29 0,82 3,39 0,15 1,25
Gemcitabin 0,02 0,01 1,31 161,50 125,16  12423,08
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5.3 Analyza exprese P-glykoproteinu priitokovou cytometrii

Pomoci pritokové cytometrie a specifickych protilatek vézajicich se
na P-glykoprotein byla porovnéna mira exprese tohoto proteinu mezi parentalnimi
bunikami bunéénych linii CCRF-CEM a K562 a jejich odvozenych vyselektovanych
rezistentnich linii. Jako kontrola byly pouzity bunky bunécné linie K562 rezistentni
k taxolim, které vykazuji zvySenou expresi P-glykoproteinu. U vSech odvozenych
vyselektovanych rezistentnich linii CCRF-CEM krome¢ linie selektované cytarabinem,
byl pozorovan narust exprese proteinu (Tab. 8). U linie selektované cytarabinem doslo
Kk nepatrnému poklesu exprese proteinu. Nejvyraznéjsi narust exprese u této linie byl
u bun¢k selektovanych fludarabinem. Také u vSech odvozenych vyselektovanych
rezistentnich linii K562 byl pozorovan nartst exprese proteinu (Tab. 9). U bun¢k
selektovanych 6-thioguaninem byl v porovnani s buitkami parentalnimi nariist exprese

4,33% vy,

Tab. 8: Vysledky analyzy exprese P-glykoproteinu u bunééné linie CCRF-CEM,

odvozenych vyselektovanych rezistentnich linii a kontroly

Bun&ni linie Vzorek IK e g(;rr ust
CCRF-CEM 5,93 11,44 2,27 1,00
Selekce cytarabinem 25,25 12,30 2,05 0,90
Selekce 6-merkaptopurinem 50,03 13,40 3,73 1,65
selekce 6-thioguaninem 55,23 13,82 3,99 1,76
Selekce fludarabinem 48,70 11,04 4,41 1,94
K562 rezistentni k taxoliim 68,54 11,14 6,15 2,71

Tab. 9: Vysledky analyzy exprese P-glykoproteinu u bunééné linie K562, odvozenych

vyselektovanych rezistentnich linii a kontroly

Bunéeni linie Vzorek IK Vzl;‘r’;‘(é/rl K g'(?)rr‘ézte
K562 102,74 11,76 8,74 1,00
Selekce cytarabinem 182,69 10,65 17,15 1,96
Selekce 6-merkaptopurinem 125,21 10,65 11,76 1,35
Selekce 6-thioguaninem 403,15 10,65 37,85 4,33
Selekce fludarabinem 120,79 10,46 11,55 1,32
K562 rezistentni k taxolim 289,03 12,19 23,71 2,71
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5.4 Analyza exprese MRP1 priitokovou cytometrii

Pomoci pritokové cytometrie a specifickych protilatek vazajicich se na MRP1
byla porovndna mira exprese MRP1 mezi parentdlnimi buiitkami bunécnych linii
CCRF-CEM a K562 a jejich odvozenych vyselektovanych rezistentnich linii. Jako
kontrola byly pouzity buniky bunécné linie K562 rezistentni k taxoliim, které vykazuji
nizkou expresi MRP1. U vSech odvozenych vyselektovanych rezistentnich linii
bunééné linie CCRF-CEM byla exprese MRP1 snizena (Tab. 10), naopak
u odvozenych vyselektovanych rezistentnich linii bunécné linie K562 doslo k narastu
exprese proteinu MRP1, krom¢ bunék selektovanych fludarabinem, u kterych byla

exprese snizena (Tab. 11).

Tab. 10: Vysledky analyzy exprese MRP1 u bunééné linie CCRF-CEM, odvozenych

vyselektovanych rezistentnich linii a kontroly

Bunéné linie Vzorek IK LT NG

vzorek/IK exprese
CCRF-CEM 1640,00 10,37 158,15 1,00
Selekce cytarabinem 1654,82 10,55 156,86 0,99
Selekce 6-merkaptopurinem 615,27 10,18 60,44 0,38
selekce 6-thioguaninem 827,88 10,18 81,32 0,51
Selekce fludarabinem 1165,22 9,91 117,58 0,74
K562 rezistentni k taxoliim 798,63 9,39 85,05 0,54

Tab. 11: Vysledky analyzy exprese MRP1 u bunétné linie K562, odvozenych

vyselektovanych rezistentnich linii a kontroly

Bundtnd linie Vzorek IK DT s

vzorek /1K exprese
K562 138,24 9,06 15,26 1,00
Selekce cytarabinem 170,01 9,31 18,26 1,20
Selekce 6-merkaptopurinem 161,08 7,91 20,36 1,33
Selekce 6-thioguaninem 165,48 8,74 18,93 1,24
Selekce fludarabinem 77,74 6,04 12,87 0,84
K562 rezistentni k taxoliim 203,51 9,82 20,72 1,36
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5.5 Inhibice nukleosidovych transportérovych proteinii
u vyselektovanych rezistentnich bunécnych linii odvozenych

od bunééné linie CCRF-CEM

Testovani inhibice nukleosidovych transportérovych proteinti probéhlo pomoci
MTS testu. Na vyselektovanych rezistentnich bunéénych liniich odvozenych
od bunécné linie CCRF-CEM byla testovana latka dipyridamol, jez je inhibitorem
ekvilibra¢nich nuklesidovych transportérii 1, 2 a 4. Dipyridamol byl k buiikdm
pridavan v $esti koncentracich 5 pmol-1"1-0,083 pmol-I. Testovani probéhlo dvojim
zpisobem. V piipadé prvniho byl kbuikam nejprve pfidan inhibitor a
po tficeti minutach pisobeni byly pfidany testované latky a u druhého zptsobu byly

nejprve pfidany testované latky a po dvou hodinach piisobeni byl pfidan inhibitor.

Vysledky testovani inhibice nukleosidovych transportérovych proteini jsou
vyobrazeny v grafech (Graf 2—11), které byly vytvotfeny v programu Microsoft Excel.
V grafech jsou zaznamenany vysledky puisobeni inhibitoru dipyridamolu na buné¢nou
linii CCRF-CEM selektovanou 6-merkaptopurinem. Cervend spojnice vyjadiuje
vysledky plisobeni inhibitoru, ktery byl k buiitkam ptidan, a po jeho tficetiminutovém
pusobeni bylo pridano 1é¢ivo. Modréa spojnice vyjadiuje vysledky ptisobeni 1é¢iva

(latky) po dobu dvou hodin a poté piidaného inhibitoru dipyridamolu.

Z grafu 2 vyplyva, ze se zvySujici se koncentraci inhibitoru dipyridamolu
dochazi i k navyseni hodnoty ICso cytarabinu. Hodnota ICsp bez ptidaného inhibitoru
byla 0,0061 umol-I* v piipadé prvniho zplisobu testovani (Servend spojnice) a
v pifipadé druhého byla ICso 0,008 pmol-I™t. P¥i koncentraci dipyridamolu 5 pmol-I*
byla ICso u cervené spojnice 4,08 umol-I? a v piipadé modré spojnice byla
ICs0 1,19 pmol-I™.
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CCRF-CEM - MCP: IC50 cytarabinu [pmol-11]
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Graf 2: Buiky bunééné linie CCRF-CEM selektované 6-merkaptopurinem (MCP) oSetfené
inhibitorem dipyridamolem a poté cytarabinem (Cervend) a naopak oSetiené cytarabinem a

nasledné inhibitorem (modra)

Graf 3 ukazuje, ze ptidani dipyridamolu nemélo ani v jednom zpisobu
testovani zadny ucinek na pusobeni 6-merkaptopurinu, hodnota 1Cso byla vétsi

nez 50 umol-I?,

CCRF-CEM-MCP: IC50 6-merkaptopurinu [umol-1"]
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Graf 3: Buiky bunééné linie CCRF-CEM selektované 6-merkaptopurinem (MCP) oSetfené
inhibitorem dipyridamolem a poté 6-merkaptopurinem (Cervena) a naopak oSetiené

6-merkaptopurinem a nasledné inhibitorem (modr4)
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Graf 4 ukazuje, Ze u modré spojnice doslo pti podani dipyridamolu nejdiive
K nartistu ICso, kdy ICso 5-fluorouracilu bez podani inhibitoru byla 9,15 umol-I* a
po podani dipyridamolu o koncentraci 1 pmol-I* se hodnota zvedla na 27,48 umol-1?,
pii koncentraci dipyridamolu vétsi nez 1 pumol-I"* doslo k poklesu hodnoty ICso.
V piipadé ervené spojnice doglo k nértistu ICso z 10,63 umol-I™t (1Cso 5-fluorouracilu

bez inhibitoru) na 32,83 umol-I" p¥i koncentraci dipyridamolu 5 pmol-I™.

CCRF-CEM-MCP: IC50 5-fluorouracilu [pmol-1'']
40,00
35,00
30,00 _—
2500 | 4 | T ——
20,00 a1 L
15,00

10,00

I1C50 5-fluorouracilu [umol 1|

5,00

0,00
(] 1 2 3 4 5
Koncentrace dipyridamolu [umol 1]

—e— CCRF-CEM-MCP inhibitor, litka —e—CCRF-CEM-MCP latka, inhibitor

Graf 4: Buiiky bunééné linie CCRF-CEM selektované 6-merkaptopurinem (MCP) oSetiené
inhibitorem dipyridamolem a poté 5-fluorouracilem (Cervend) a naopak oSetiené

5-fluorouracilem a nasledné inhibitorem (modra)

Z grafu 5 vyplyva, ze k vyznamnému efektu inhibitoru doslo pouze v ptipadé
modré spojnice, kdy byl k buitkdm nejprve pfidan dipyridamol a poté gemcitabin.
Hodnota ICsp vzrostlaz 0,006 pmol-I"na 1,76 pmol-I™. V opaéném piipadé, u dervené

spojnice, doglo k nartistu ICso z 0,008 pmol-I™* na 0,24 pmol-I2.

CCRF-CEM-MCP: IC50 gemcitabinu [pumol-17]
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Graf 5: Buiiky bunééné linie CCRF-CEM selektované 6-merkaptopurinem (MCP) oSetiené
inhibitorem dipyridamolem a poté gemcitabinem (Cervend) a naopak oSetiené gemcitabinem

a nasledné inhibitorem (modra)
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Pti testovani inhibitoru spolecné s léivem fludarabinem doslo dle grafu 6
knaristu ICsp u obou spojnic. V ptipadé¢ cervené byl nartst vyrazngjsi,

z 2,08 pmol-I"na 12,47 umol-1"t a u modré spojnice z 2,03 pmol-I™* na 8,16 umol-I™2.
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Graf 6: Buiiky bunééné linie CCRF-CEM selektované 6-merkaptopurinem (MCP) oSetiené
inhibitorem dipyridamolem a poté fludarabinem (Cervend) a naopak osetfené fludarabinem a

nasledné inhibitorem (modra)

Z grafu 7 lze vycist, Ze plsobeni inhibitoru mélo na buiniky podobny efekt
pii obou zpusobech testovani roskovitinu. U modré spojnice byla pocatecni hodnota
ICso u roskovitinu 12,49 pmol-l? a nejvy$§i narGst byl zaznamenan
pii koncentraci 0,17 pmol-I? dipyridamolu na hodnotu 13,43 pmol-It. U gervené
spojnice byla na po¢atku hodnota ICsp roskovitinu 12,62 umol-I? a nejvyssi nartist byl

pfi koncentraci 2 umol-1" na hodnotu 16,77 pmol-I™.
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Graf 7: Buiky bunééné linie CCRF-CEM selektované 6-merkaptopurinem (MCP) oSetiené
inhibitorem dipyridamolem a poté roskovitinem (Cervend) a naopak oSetiené roskovitinem a

nasledné inhibitorem (modra)
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Graf 8 ukazuje, ze pfi prvnim zpisobu testovani inhibitoru u latky 6-thioguanin
doslo k nejvyssimu nartstu ICso pii 0,5 pmol-I? dipyridamolu, z 5,74 pmol-I*
na 7,06 umol-I"%, pii vyssich koncentracich dochézelo k poklesu ICso 6-thioguaninu.
V piipadé¢ druhého testovani (Cervend spojnice) byl nejvySsi narast ICsp
pii 0,083 pmol-I? dipyridamolu, z 3,03 umol-I"t na 3,70 pmol-I?, poté se hodnoty
v grafu pohybovaly primérné kolem 3,234 pmol-I™L,
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Graf 8: Buiiky bunééné linie CCRF-CEM selektované 6-merkaptopurinem (MCP) oSetiené
inhibitorem dipyridamolem a poté 6-thioguaninem (Cervend) a naopak oSetiené

6-thioguaninem a nasledné inhibitorem (modra)
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5.6 Testovani potencionalnich protinadorovych léciv

Na vyselektovanych rezistentnich bunécnych liniich odvozenych od bunécné
linie CCRF-CEM byly testovany latky s nukleosidovou strukturou PNH173, PNH192
a ABG61 patiici k potencionalnim protinddorovym lé¢ivim. Latky byly testovany
na bunécnych liniich pomoci MTS testu. Latky byly testovany dvakrat. Pfi prvnim
testovani byly k selektovanym bunkam pfiddvany latky v koncentracich
50 pmol-1"-16,6 nmol-I* a pti druhém v koncentracich 2 umol-1"—0,05 nmol-I2.
Z vysledku (Tab. 12 a 13) vyplyva, ze po osetfeni bun¢k latkami, vykazovala latka
PNH173 vysokou aktivitu (<1 umol-I"Y) navsech vyselektovanych rezistentnich
liniich odvozenych od bunééné linie CCRF-CEM. Jeji aktivita byla
na vyselektovanych rezistentnich liniich vy$si neZ na linii parentalni. Latka PNH192
byla vysoce aktivni na vyselektovanych rezistentnich liniich na 6-merkaptopurin,
6-thioguanin a cytarabin. Vyselektovana rezistentni linie na fludarabin byla na latku
PNH192 rezistentni. Latka AB61 vykazovala vysokou aktivitu na vyselektovanych
rezistentnich liniich na 6-merkaptopurin a 6-thioguanin. Vyselektované rezistentni

linie na fludarabin a cytarabin byly na latku AB61 vysoce rezistentni.

Tab. 12: Mira cytotoxicity latek PNH173, PNH192 a AB61 na bunééné linii

CCRF-CEM a od ni odvozenych linii selektovanych fludarabinem a cytarabinem

CCRF-CEM Selekce fludarabinem Selekce cytarabinem
Latka Nasobek Niasobek
I1Cso sd 1Cso sd zvySené 1Cso sd zvysené
rezistence rezistence
PNH173 0,389 0,321 0,625 0,003 1,61 0,018 0,001 0,05
PNH192 0,068 0,005 0,608 0,068 8,95 0,020 0,000 0,30

AB61 0,020 0,003 9,180 1,030 463,38 50,620 9,620 2556,57

*Hodnoty ICso jsou udavany v umol-1*
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Tab. 13: Mira cytotoxicity latek PNH173, PNH192 a AB61 na bunééné linii
CCRF-CEM a od ni odvozenych linii selektovanych 6-merkaptopurinem a

6-thioguaninem

Selekce 6-merkaptopurinem Selekce 6-thioguaninem
Latka Nasobek Nasobek
I1Cso sd zvySené I1Cso sd zvySené
rezistence rezistence
PNH173 0,010 0,001 0,030 0,029 0,001 0,070
PNH192 0,008 0,001 0,120 0,045 0,018 0,660
AB61 0,004 ' 0,000 0,230 0,015 0,003 0,780

*Hodnoty ICso jsou udavany v umol-1*
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6 Diskuse

V predlozené diplomové praci jsem se zabyvala piipravou a charakterizaci
rezistentnich linii k purinovym a pyrimidinovym cytostatikim. Tyto line byly zvoleny
s ohledem na jejich medicinalné relevantni histogeneticky ptiivod. Pro ucely prace byla
vybrana purinova (6-merkaptopurin, 6-thioguanin, fludarabin, roskovitin) a
pyrimidinova (gemcitabin, 5-fluorouracil, cytarabin) protinadorova 1éCiva, jejichz
puvod, klinické vyuziti a mechanismus ucinku je rozebran v teoretické ¢asti prace.
Dale byla uvodni ¢ast prace vénovana vyznamu rezistence nadorovych bunék, ktera
pii 1é¢eni nadoru predstavuje velky problém a jeji pfekonani je jednou z hlavnich

vyzev V 1é¢bé pokrocilych a metastazujicich nadora.

V experimentalni ¢asti prace byla pro pfipravu rezistentnich linii vybrana buné¢na
linie CCRF-CEM, ktera ma svtj ptivod odvozeny od akutni lymfoblastické leukémie
a bunécénd linie K562 odvozend od chronické myeloidni leukémie. Buiiky téchto
bunécnych linii byly selektovany vybranymi 1éCivy. Pti selekci, ktera trvala priblizné
dva mésice, dochazelo v Sesti cyklech k postupnému navySovani koncentraci latek.
Na selektovanych buné¢nych liniich byl poté pro stanoveni inhibi¢ni koncentrace 1Cso

proveden MTS test.

Po porovnani hodnot ICsg parentalnich a odvozenych vyselektovanych bunék
bunécné linie CCRF-CEM, které byly ziskdny prvnim MTS testem, bylo zjisténo, ze
bunky selektované fludarabinem ziskaly rezistenci kromé samotného fludarabinu také
na 6-thioguanin, cytarabin a gemcitabin. Nejvyraznéj$i nartst rezistence byl
pozorovan u Selekce 6-thioguaninem, pti¢emz jeho nasobek nardstu rezistence byl

Vv porovnani s ICsp parentalnich bunék > 333,33x.

U bunék selektovanych 6-merkaptopurinem byla pozorovana nejvyraznéjsi
rezistence na 6-merkaptopurin, oproti parentilnim bunkam byl narist 1Cso vétsi
nez 531,91x%, tyto bunky ziskaly rezistenci i na 6-thioguanin a cytarabin. Bunky
selektované 6-thioguaninem ziskaly rezistenci na 6-thioguanin a 6-merkaptopurin,
u kterého byl nardst nejvyssi, hodnota 1Cso byla 531,91 vy$8i nez u parentalnich
bunck. V ptipadé¢ bunék selektovanych cytarabinem doslo k vysokému naristu

rezistence na cytarabin (5113,16x) a na gemcitabin (2868,09%).
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Po druhém MTS testu, ktery byl na téchto bunikach proveden v odstupu étyfticeti
kultiva¢nich pasazi bez selekéniho tlaku, bylo zjisténo, Zze u bunék selektovanych
fludarabinem klesla oproti prvnimu méfeni rezistence na 6-thioguanin, fludarabin a
gemcitabin, ale naopak vzrostla rezistence na cytarabin. U bunék selektovanych
6-merkaptopurinem poklesla rezistence na cytarabin. Cytarabinem selektované bunky
ztratily rezistenci na 6-thioguanin a rezistence na 6-merkaptopurin, cytarabin a
gemcitabin vzrostla. Zmény mohly nastat v disledku odstranéni selekéniho tlaku

1é¢iva na bunky.

U odvozenych selektovanych bunc¢k bunécné linie K562 se profil vysledka
od bunééné linie CCRF-CEM 1isil. U bunék selektovanych fludarabinem byla
pozorovana rezistence na fludarabin, 5-fluorouracil, gemcitabin a cytarabin, u kterého
byl narust rezistence v porovnani s parentalnimi buikami 50,59x vétsi. Buiky
selektované 6-merkaptopurinem vykazovaly rezistenci na 6-merkaptopurin, cytarabin,
5-fluorouracil a na 6-thioguanin, u kterého byl nardst nejvyssi, hodnota ICso byla
104,6x vys§i nez wuparentdlnich bunck. V pfipadé bunék selektovanych
6-thioguaninem byla pozorovana nejvyraznéjsi rezistence na samotny 6-thioguanin.
Oproti parentalnim bunikdm byl nartst ICso 1éCiva > 104,6%, pficemz tyto buiky
ziskaly rezistenci 1 na 6-merkaptopurin a gemcitabin. Buriky, které byly selektovany
cytarabinem ziskaly rezistenci na vSechna testovana 1é¢iva kromé 6-merkaptopurinu.
V porovnani s parentalnimi buiikami byl vyrazny narlst rezistence u 1é€iva cytarabinu

(28821,76x) a u gemcitabinu (12423,08x).

Na zéklad€ téchto vysledkl lze usuzovat, Ze mezi testovanymi léCivy vznika
zktizena 1ékova rezistence. Tuto hypotézu potvrzuje i odborna literatura. V ¢lanku
od Sartorelli et al. byla popsana zkfizena rezistence mezi strukturné podobnymi
6-thioguaninem a 6-merkaptopurinem a tym Klanova et al. popsal zkfizenou rezistenci
mezi nukleosidovymi analogy cytarabinem, gemcitabinem (pyrimidinové derivaty) a
fludarabinem (purinovy derivat). U vsech tii 1éCiv, i pfes jejich odlisny ptivod, dochazi
po vstupu lé¢iva do buiiky Kk fosforylaci pomoci kinazy, ktera 1écivo aktivuje, coz je
nezbytné pro jejich cytotoxicitu (Sartonelli et al., 1958, Klanova et al., 2014).
Rezistence tudiz mize byt zpisobena poklesem aktivity téchto kinaz. Lécivo tedy neni

aktivovano a je z buniky uvolnéno bez ucinku.
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Pro zakladni charakteristiku selektovanych rezistentnich bun¢k byla provedena
analyza exprese P-glykoproteinu a MRP1 pomoci pritokové cytometrie. Tyto dva
proteiny patii mezi ABC transportéry, které byly nalezeny u skoro vSech nadorovych
bunék u lidi, jez vykazovaly MDR, a proto se ptredpoklada, ze jsou vyznamnymi

efluxnimi transportéry zodpovédnymi za MDR (Dean et al., 2001).

U vsech odvozenych selektovanych linii CCRF-CEM, kromé linie selektované
cytarabinem, byl pozorovan pouze mirny narist exprese P-glykoproteinu
(1,65-1,94x). U buné¢né linie K562 byl pozorovan narust exprese tohoto proteinu
uvsSech odvozenych selektovanych linii (1,32—1,96x). U bun¢k selektovanych
6-thioguaninem byl nartst exprese nejvyssi (4,33x). V pfipad¢ rezistentnich linii
odvozenych od CCRF-CEM byla exprese MRP1 proteinu sniZzena. Naproti tomu,
u vSech rezistentnich klonti odvozenych od bunééné linie K562 doslo k nartstu
exprese MRP1 proteinu (1,20—1,36x%), s vyjimkou linie selektované fludarabinem,
u které byla exprese proteinu MRP1 snizena. Z vysledki lze tedy usuzovat, ze vznikla

wrwe

proteiny.

Protoze vSechny testované latky patii do skupiny nukleosidovych derivatt, které
prochazeji do buiky pies nukleosidové transportérové proteiny, byla pomoci
funkéniho testu otestovana jejich aktivita (Baldwin et al., 1999). K buikam byl pfidan
inhibitor dipyridamol, ktery inhibuje ekvilibraéni nukleosidové transportéry 1, 2 a 4
(Lin et Buolamwini, 2007, Wang et al., 2013). Testovani latek spolu s dipyridamolem
probéhlo na bunééné linii CCRF-CEM selektované 6-merkaptopurinem.

Hypotézou bylo, Ze po pfidani inhibitoru, vzroste hodnota ICsp testované latky,
ponévadz se nedostane pies inhibované nukleosidové transportérové proteiny
do buiiky. Tato hypotéza byla potvrzena u 1é¢iv cytarabinu, gemcitabinu, fludarabinu
a 5-fluorouracilu. Se zvysujici se koncentraci inhibitoru dochazelo k nartstu hodnoty
ICso. V piipadé gemcitabinu tuto hypotézu potvrzuje i literatura, v niz se uvadi, ze je
1é¢ivo transportovano pies plazmatickou membranu pomoci ENT1 (Plunkett et al.,
1995). Tato skutecnost naznacuje, ze po zablokovani ENT1 muze dojit ke vzniku
rezistence na gemcitabin. U 6-merkaptopurinu, ktery mél ICso > 50 pmol-1?, nemél
inhibitor zadny vliv. Pfestoze je 6-thioguanin, podle Nagai et al., substratem

pro ENT2, nemélo na n¢&j pfidani inhibitoru téméf zadny vliv (Nagai et al., 2007).
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Z toho je mozné usuzovat, ze naSe rezistentni linie maji preferen¢ni expresi ENT1 a
ne ENTZ2. Pfesnou miru exprese uvazovanych transportéri by bylo mozné
identifikovat pomoci Western blottingu anebo na irovni mRNA pomoci metody PCR.

Na roskovitin nem¢l dipyridamol témét zadny vliv.

Na vyselektovanych rezistentnich bunéénych liniich odvozenych od bunécéné
linie CCRF-CEM byly otestovany latky PNH173, PNH192 a ABG61, které jsou
vyvijeny jako potencialni protinadorova 1é¢iva s nukleosidovou strukturou. Vysledky
ukazaly, ze latka PNH173 vykazovala vysokou aktivitu (<1 umol-IY) na viech
vyselektovanych rezistentnich liniich odvozenych od bunécné linie CCRF-CEM. Jeji
aktivita byla na téchto rezistentnich klonech vys$si nez na linii parentalni. Tento fakt
muze byt zplisoben napiiklad cilenym nebo synergickym ucinkem latky na proteiny
zpisobujici rezistenci u vyselektovanych bunck, které logicky chybi u bunék
parentalni linie. Latka PNH192 byla vysoce aktivni na vyselektovanych rezistentnich
liniich na 6-merkaptopurin, 6-thioguanin a cytarabin. Fludarabinem vyselektovana
rezistentni linie byla na latku PNH192 rezistentni. Latka AB61 vykazovala vysokou
aktivitu na vyselektovanych rezistentnich liniich na 6-merkaptopurin a 6-thioguanin.
Vyselektované rezistentni linie na fludarabin a cytarabin byly na latku AB61 vysoce
rezistentni. Na zéklad¢ vysledki se nejslibnéji jevi latky PNH173 a PNH192, které by
se potenciondlné v budoucnosti mohly podilet na 1é¢bé nadorti nebo jako sekundarni
1écba pii vzniku rezistence na bézné se pouzivajici cytostatika. Domnivam se, Ze v této
souvislosti by bylo vhodné vyselektovat rezistentni bunééné linie a prostudovat
mechanismy vzniku rezistence na tyto nové nadéjné analogy, coz bude pravdépodobné
prace pro nadchazejici studium. Latka AB61 mé zkiiZenou rezistenci vi¢i zndmym

cytostatikiim, tudiZ by nebylo vhodné ji pouzit v kombinaci s témito latkami pfi 1écbé.
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7 Zavér

V teoretické Casti byla vypracovana aktudlni reSerSni prace na téma molekularni
mechanismy ucinku purinovych a pyrimidinovych cytostatik. Déle byla obecné
popsana rezistence na cytostatickd 1éCiva vcetné¢ mnohocetné 1ékové rezistence a

rezistence na nukleosidové derivaty.

V experimentalni ¢asti byly Gspésné vyselektovany rezistentni linie CCRF-CEM
a K562 na purinova a pyrimidinova cytostatika. U bun¢k byla stanovena hodnota 1Cso,
ktera potvrdila vznik rezistence. U bunék byla pozorovana zkiiZena rezistence mezi
6-thioguaninem a 6-merkaptopurinem a mezi fludarabinem, gemcitabinem a
cytarabinem. Byla provedena zakladni charakteristika selektovanych bunék a to
exprese P-glykoproteinu a MRP1 proteinu a byl proveden funkéni test, kdy byly
inhibovany nukleosidové transportérové proteiny jejich inhibitorem dipyridamolem.
Testovani ukézalo, ze zablokovanim téchto transportérli dojde u nékterych léciv,
ku ptikladu u gemcitabinu, kK navySeni hodnoty ICso, buiika je tedy odoln&jsi a jeji

rezistence na 1é¢ivo roste.

Zavérecnou fazi prace bylo testovani novych potencionalnich protinadorovych
1é¢iv na vyselektovanych rezistentnich liniich. Vysledky tohoto testu ukézaly, Ze latky
PNH173, PNH 192 s vyjimkou AB61, maji vysokou aktivitu na téchto buiikach a daly
by se tedy v budoucnosti vyuzivat pii 1é¢bé nadorti v prvni linii nebo jako sekundarni

lécba pii vzniku rezistence na klinicky vyuZivana cytostatika.

45



8 Literatura

Bach S., Knockaert M., Reinhardt J., Lozach O., Schmitt S., Baratte B., Koken M.,
Coburn S. P, Tang L., Jiang T., Liang D., Galons H., Dierick J. F., Pinna L. A,
Meggio F., Totzke F., Schichtele C., Lerman A. S., Carnero A., Wan Y., Gray N.,
Meijera L. (2005). Roscovitine Targets, Protein Kinases and Pyridoxal Kinase.
Journal of Biological Chemistry, 280(35), 31208—31219.

Bakos E., Homolya L. (2007). Portrait of multifaceted transporter, the multidrug
resistance-associated protein 1 (MRP1/ABCCL). Pfliigers Archiv - European Journal
of Physiology, 453, 621-641.

Baldwin S. A., Beal P. R., Yao S. Y. M., Young J. D., King A. E., Cass C. E. (2004).
The equilibrative nucleoside transporter family, SLC29. Pfliigers Archiv: European
Journal of Physiology, 447, 735-743.

Baldwin S. A., Mackey J. R., Cass C. E., Young J. D. (1999). Nucleoside transporters:
molecular biology and implications for therapeutic development. Molecular Medicine
Today, 5(5), 216-224.

Biedler J. L. a Riehm H. (1970). Cellular Resistance to Actinomycin D in Chinese
Hamster Cells in Vitro: Cross-Resistance, Radioautographic, and Cytogenetic Studies.
Cancer research, 30, 1174—1184.

Brown R., Links M. (1999). Clinical relevance of the molecular mechanisms of

resistance to anti-cancer drugs. Expert Reviews in Molecular Medicine, 1(15), 1-21.

Burchenal J. H., Murphy M. L., Ellison R. R., Sykes M. P., Tan T. C., Leone L. A.,
Karnofsky D. A., Craver L. F., Dargeon H. W., Rhoads C. P. (1953). Clinical
evaluation of a new antimetabolite, 6-mercaptopurine, in the treatment of leukemia
and allied diseases. Blood. 8(11), 965—999.

Callen D. F., Baker E., Simmers R. N., Seshadi R., Roninson I. B. (1987). Localization
of the human multiple drug resistance gene, MDR1, to 7g21.1. Human Genetics, 77,
142-144.

46



Ciccolini J., Serdjebi C., Le Thi Thu H., Lacarelle B., Milano G., Fanciullino R.
(2016). Nucleoside analogs: ready to enter the era of precision medicine? Expert
Opinion on Drug Metabolism & Toxicology, 12(8), 865-877.

Cole S., Bhardwaj G., Gerlach J., Mackie J., Grant C., Almquist K., Deeley, R. (1992).
Overexpression of a transporter gene in a multidrug-resistant human lung cancer cell
line. Science, 258(5088), 1650-1654.

de Campos-Nebel M., Larripa I., Gonzalez-Cid M. (2008). Non-homologous end
joining is the responsible pathway for the repair of fludarabine-induced DNA double
strand breaks in mammalian cells. Mutation Research/Fundamental and Molecular
Mechanisms of Mutagenesis, 646(1—-2), 8—16.

Dean, M. (2009). ABC Transporters, Drug Resistance, and Cancer Stem Cells. Journal
of Mammary Gland Biology and Neoplasia, 14(1), 3-9.

Dean M., Hamon Y., Chimini G. (2001). The Human ATP-Binding Cassette (ABC)
Transporter Superfamily. Journal of Lipid Research, 42, 1007-1017.

Diasio, R. B., Harris, B. E. (1989). Clinical Pharmacology of 5-Fluorouracil. Clinical
Pharmacokinetics, 16(4), 215-23.

Fukuda H., Takiguchi N., Koda K., Oda K., Seike K., Miyazaki M. (2006).
Thymidylate Synthase and Dihydropyrimidine Dehydrogenase are Related to
Histological Effects of 5-Fluorouracil and Cisplatin Neoadjuvant Chemotherapy for

Primary Gastric Cancer Patients. Cancer Investigation, 24(3), 235-241.

Gandhi, V., Plunkett, W. (2002). Cellular and Clinical Pharmacology of Fludarabine.
Clinical Pharmacokinetics, 41, 93-103.

Gefen N., Brkic G., Galron D., Priel E., Ozer J., Benharroch D., Gopas J. (2010).
Acquired resistance to 6-thioguanine in melanoma cells involves the repair enzyme
0O6-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT). Cancer Biology & Therapy,
9(1), 49-55.

47



Glaab, W., Risinger J. I., Umar A., Barrett J. C., Kunkel T. A, Tindall K. R. (1998).
Resistance to 6-thioguanine in mismatch repair-deficient human cancer cell lines
correlates with an increase in induced mutations at the HPRT locus. Carcinogenesis,
19(11), 1931-1937.

Gray J. H., Owen R. P., Giacomini, K. M. (2004). The concentrative nucleoside
transporter family, SLC28. Pfliigers Archiv: European Journal of Physiology, 447(5),
728-734.

Havli¢ek L., Hanus J., Vesely J., Leclerc S., Meijer L., Shaw G., Strnad M. (1997).
Cytokinin-Derived Cyclin-Dependent Kinase Inhibitors: Synthesis and cdc2
Inhibitory Activity of Olomoucine and Related Compounds. Journal of Medicinal
Chemistry, 40(4), 408-412.

Heidelberger C., Chaudhuri N. K., Danneberg P., Mooren D., Griesbach L.,
Duschinsky R., Scheiner J. (1957). Fluorinated Pyrimidines, A New Class of Tumour-
Inhibitory Compounds. Nature, 179(4561), 663—666.

Hitchings G. H. a Elion G. B. (1954). The chemistry and biochemistry of purine
analogs. Annals of the New York Academy of Sciences, 60(2), 195—199.

Honjo Y., Hrycyna C. A, Yan Q. W., Medina-Pérez W. Y. , Robey R. W., Laar A.,
Litman T., Dean M., Bates S. E. (2001). Acquired Mutations in the
MXR/BCRP/ABCP Gene Alter Substrate Specificity in MXR/BCRP/ABCP-
overexpressing Cells. Cancer Research, 61(18), 6635—6639.

Chalupna P, Luka$ M, Sroubkové R, Bortlik M, Stiitesky J, Kumsta M, Sebesta I.
(2004). 6-thioguanine therapy in inflammatory bowel disease. Folia Gastroenterol
Hepatol, 2(3), 112—-120.

Juliano R. L., Ling V. (1976). A surface glycoprotein modulating drug permeability in

Chinese hamster ovary cell mutants. Biochimica et Biophysica Acta, 455, 152—162.

Keating M. J., Kantarjian H., Talpaz M., Redman J., Koller C., Barlogie B., Velasquez
W., Plunkett W., Freireich E. J., McCredie K. B. (1989). Fludarabine: a new agent
with major activity against chronic lymphocytic leukemia. Blood, 74(1), 19-25.

48


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Risinger%20JI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9855005
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Umar%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9855005
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barrett%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9855005
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kunkel%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9855005
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tindall%20KR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9855005

Khalil H. S., Mitev V., Vlaykova T., Cavicchi L., Zhelev N. (2015). Discovery and
development of Seliciclib. How systems biology approaches can lead to better drug
performance. Journal of Biotechnology, 202, 40—49.

King A. E., Ackley M. A., Cass C. E., Young J. D., Baldwin S. A. (2006). Nucleoside
transporters: from scavengers to novel therapeutic agents. Trends in Pharmacological
Sciences, 27, 416-425.

Klanova M., Lorkova L., Vit O., Maswabi b., Molinsky J., PospiSilova J., Vockova P.,
Mavis C., Lateckova L., Kulvait V., Vejmelkova D., Jaksa R., Hernandez F., Trnény
M., Vokurka M, Petrak J., Klener P. (2014). Downregulation of deoxycytidine kinase
in cytarabine-resistant mantle cell lymphoma cells confers cross-resistance to
nucleoside analogs gemcitabine, fludarabine and cladribine, but not to other classes of

anti-lymphoma agents. Molecular Cancer, 13, 159.

Klener P., (2002). Klinickd onkologie, Praha: Galén. ISBN 80-7262-151-3.

Kocurova A. (2011): ABC transportéry a lékova rezistence. Diplomova prace.

Prirodovédecka fakulta, Univerzita Palackého, Olomouc.

Krishna, R a Mayer, L. D. (2000). Multidrug resistance (MDR) in cancer:
Mechanisms, reversal using modulators of MDR and the role of MDR modulators in
influencing the pharmacokinetics of anticancer drugs. European Journal of

Pharmaceutical Sciences, 11, 265-283.

Lin W. a Buolamwini J. K. (2007). Synthesis, Flow Cytometric Evaluation, and
Identification of Highly Potent Dipyridamole Analogues as Equilibrative Nucleoside
Transporter 1 Inhibitors. Journal of Medicinal Chemistry, 50(16), 3906—3920.

Lorkova L., Scigelova M., Arrey T. N., Vit O., Pospisilova J., Doktorova E., Klanova
M., Alam M., Vockova P., Maswabil B., Klener P., Petrak J. (2015). Detailed
Functional and Proteomic Characterization of Fludarabine Resistance in Mantle Cell
Lymphoma Cells. PLOS ONE, 10(8).

49



Mackey J. R., Mani R. S. , Seiner M., Mowles D., Young J. D., Belt J. A,, C. R.
Crawford, Cass C. E. (1998). Functional Nucleoside Transporters Are Required for
Gemcitabine Influx and Manifestation of Toxicity in Cancer Cell Lines. Cancer
research, 58, 4349—-4357.

Meijer L., Borgne A., Mulner O., Chong J. P., Blow J. J., Inagaki N., Inagaki M.,
Delcros J. G., Moulinoux J. P. (1997). Biochemical and cellular effects of roscovitine,

a potent and selective inhibitor of the cyclin-dependent kinases cdc2, cdk2 and

cdk5. European Journal of Biochemistry, 243: 527-536.

Mohelnikova-Duchoniova B., Soucek P. (2010). Role membranovych transportérii
v chemorezistenci karcinomu pankreatu pii terapii gemcitabinem. Klinicka onkologie,

23(5): 306-310.

Momparler R. L. (2013). Optimization of cytarabine (ARA-C) therapy for acute
myeloid leukemia. Experimental Hematology & Oncology, 2(1), 20.

Munshi P. N., Lubin M., Bertino R. J. (2014). 6-Thioguanine: A Drug With Unrealized
Potential for Cancer Therapy. The Oncologist, 19(7), 760—765.

Nagai K., Nagasawa K., Kihara Y., Okuda H., Fujimoto S. (2007). Anticancer
nucleobase analogues 6-mercaptopurine and 6-thioguanine are novel substrates for
equilibrative nucleoside transporter 2. International Journal of Pharmaceutics,
333(1-2), 56-61.

Noskova V., Hajdach M., Mihal V., Cwiertka K. (2002). Mechanizmy mnohocetné
l1ékové rezistence a jejich vyznam pro klinickou praxi: I. Typickda MDR. Klinicka

onkologie, 2.

Parkinson E. F., Damaraju L. V., Graham K., Yao Y. M. S., Baldwin A. S., Cass E.
C., Young D. J. (2011). Molecular Biology of Nucleoside Transporters and their
Distributions and Functions in the Brain. Current Topics in Medicinal Chemistry,
11(8), 948-972.

50


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nagai%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17088032
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nagasawa%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17088032
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kihara%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17088032
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Okuda%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17088032
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fujimoto%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17088032

Peng X. X., S. Z. Damaraju, V. L. Huang, X. C. Kruh, G. D. Wu H. C., Zhou Y.,
Tiwari A., Fu L., Cass C. E., Chen Z. S. (2008). Up-regulation of MRP4 and down-
regulation of influx transporters in human leukemic cells with acquired resistance to

6-mercaptopurine. Leukemia Research, 32(5), 799-8009.

Perlikova P., Rylova, G., Naus P., Elbert T., Tloustova E., Bourderioux, A., PoStova
Slavétinska L., Motyka K., Dolezal D., Znojek P., Nova A., Harvanova M., Dzubak P.,
Siller M., Hlavag J., Hajdich M., Hocek, M. (2016). 7-(2-Thienyl)-7-Deazaadenosine
(AB61), a New Potent Nucleoside Cytostatic with a Complex Mode of Action.
Molecular Cancer Therapeutics, 15(5), 922-937.

Plunkett W., Huang P., Xu Y. Z., Heinemann V., Grunewald R., Gandhi V. (1995).
Gemcitabine: metabolism, mechanisms of action, and self-potentiation. Seminars in
Oncology, 22, 3—-10.

Plunkett W., Liliemark J. O., Estey E., Keating M. J. (1987). Saturation of ara-CTP
accumulation during high-dose ara-C therapy: pharmacologic rationale for

intermediate-dose ara-C. Seminars in Oncology, 14, 159-166.

Podgorska M.,Kocbuch K., Pawelczyk T. (2005). Recent advances in studies on
biochemical and structural properties of equilibrative and concentrative nucleoside
transporters. Acta Biochimica Polonica, 52, 749-758.

Ritzel M. W. L., Ng A. M. L., Yao S. Y. M., Graham K., Loewen S. K., Smith K. M.,
Young J. D. (2000). Molecular Identification and Characterization of Novel Human
and Mouse Concentrative Na+-Nucleoside Cotransporter Proteins (hCNT3 and
mMCNT3) Broadly Selective for Purine and Pyrimidine Nucleosides (Systemcib).
Journal of Biological Chemistry, 276(4), 2914-2927.

Ruiz van Haperen V. W. T., Veerman G., Vermorken J. B., Peters G. J. (1993). 2',2'-
difluoro-deoxycytidine (gemcitabine) incorporation into RNA and DNA of tumour

cell lines. Biochemical Pharmacology, 46(4), 762—766.

Sartorelli A. C., LePage G. A., Moore E. C. (1958). Metabolic Effects of 6-

Thioguanine. Cancer research, 18, 10.

51



Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv [online]. [cit. 26. 4. 2020]. Dostupné
z: http://www.sukl.cz/.

Ueda K., Cardaelli C., Gottesman M. M., Pastan I. (1987). Expression of fulllength
cDNA for the human MDR1 gene confers resistence to kolchicine, doxorubicin, and

vinblastine. Proceedings of the National Academy of Sciences, 84, 3004—3008.

Walwick E. R., Decker C. A., Roberts W. K. (1959). Cyclization during
phosphorylation of uridine and cytidine - A new route to the 02,2'-cyclonucleosides.

Proceedings of the Chemical Society, 53, 2198.

Wang C., Lin W., Playa H., Sun S., Cameron K., Buolamwini J. K. (2013).
Dipyridamole analogs as pharmacological inhibitors of equilibrative nucleoside
transporters. Identification of novel potent and selective inhibitors of the adenosine
transporter  function of human equilibrative nucleoside transporter 4
(hENT4). Biochemical Pharmacology, 86(11), 1531-1540.

Weinshilboum R. M., Sladek S. L. (1980). Mercaptopurine pharmacogenetics;
monogenic inheritance of erythrocyte thiopurine methyltransferase activity. American
Journal of Human Genetics, 32, 651-652.

YinJ. Y., Huang Q., Yang Y., Zhang J. T., Zhong M. Z., Zhou H. H., Liu, Z. Q. (2009).
Characterization and analyses of multidrug resistance-associated protein 1
(MRP1/ABCC1) polymorphisms in Chinese population. Pharmacogenetics and
Genomics, 19(3), 206-216.

Young J. D. (2016). The SLC28 (CNT) and SLC29 (ENT) nucleoside transporter
families: a 30-year collaborative odyssey. Biochemical Society Transactions, 44(3),
869-876.

Young J. D., Yao S. Y. M., Baldwin J. M., Cass C. E., Baldwin, S. A. (2013). The
human concentrative and equilibrative nucleoside transporter families, SLC28 and
SLC29. Molecular Aspects of Medicine, 34, 529-547.

Zhang N., Yin Y., Xu S. J.,, Chen W. S. (2008). 5-Fluorouracil: Mechanisms of
Resistance and Reversal Strategies. Molecules, 13(8), 1551-1569.

52



Zolnerciks, J. K., Andress, E. J., Nicolaou, M., Linton, K. J. (2011). Structure of ABC
transporters. Essays In Biochemistry, 50, 43-61.

53



