Univerzita Palackého v Olomouci

Bakalai'ska prace

Olomouc 2024 Petra Jamborova



Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodovédecka fakulta

Katedra bunécné biologie a genetiky

Priprava a charakterizacia leukemickych bunkovych

linii rezistentnych vo¢i protinadorovym liekom.

Bakalarska prace

Petra Jamborova
Studijni program: Biologie

Studijni obor: Molekularni a bunééna biologie

Forma studia:; Prezen¢ni

Olomouc 2024 Vedouci préace: Ing. Seina Gurska, Ph.D.



UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta
Akademicky rok: 2022/2023

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jménoa piijmeni:  Petra JAMBOROVA

Osobni islo: R21745
Studijni program: B0511A030011 Molekularni a bunécna biologie
Téma prace: Priprava a charakterizacia leukemickych bunkowvych linii rezistentnych voci protinadorovym liekom.

Zadavajici katedra:  Katedra bunécné biologie a genetiky

Zasady pro vypracovani

1. Vypracovanie reserse na tému bakalarskej prace.

2. Praca s bunkovymi kulttrami v sterilnych podmienkach.

3. Priprava bunkovych linii rezistentnych na protinadorové lieciva.
4. Charakterizacia pripravenych rezistentnych klonov.

Rozsah pracovni zpravy:

Rozsah grafickych praci:
Forma zpracovani bakalarské prace: tisténa
Jazyk zpracovani: Slovenstina

Semam doporucené literatury:

1. Amaral MVS, DE Sousa Portilho AJ, DA Silva EL, DE Oliveira Sales L DA Silva Maués JH, DE Moraes MEA, Moreira-Nunes CA Establishment of Drug-
-resistant Cell Lines as a Model in Experimental Oncology: A Review. Anticancer Res. 2019 Dec;39(12):6443-6455. doi: 10.21873/anticanres.13858. PMID:
31810908.

2. Watson MB, Lind MJ, Cawkwell L Establishment of in-vitro models of chemotherapy resistance. Anticancer Drugs. 2007 Aug;18(7):749-:54. doi:
10.1097/CAD.0b013e3280202f43. PMID: 17581296.

3. Uchibori K, Kasamatsu A, Sunaga M, Yokota S, Sakurada T, Kobayashi E, Yoshikawa M, Uzawa K, Ueda S, Tanzawa H, Sato N. Establishment and
characterization of two S-fluorouracil-resistant hepatocellular carcinoma cell lines. Int J Oncol. 2012 Apr;40(4):1005-10. doi: 10.3892/ijo.2011.1300.
Epub 2011 Dec 15. PMID: 22179686; PMCID: PMC3584526.

4. Bukowski K, Kciuk M, Kontek R. Mechanisms of Multidrug Resistance in Cancer Chemotherapy. Int J Mol Sci. 2020 May 2;21{9):3233. doi:
10.3390/ijms 21093233. PMID: 32370233; PMCID: PMC7247559.

5. Noskova V, Dzubak P, Kuzmina G, Ludkova A, Stehlik D, Trojanec R, Janostakova A, Korinkova G, Mihal V, Hajduch M. In vitro chemoresistance profile and
expression ffunction of MDR associated proteins in resistant cell lines derived from CCRF-CEM, K562, A549 and MDA MB 231 parental cells. Neoplasma.
2002:49(6):418-25. PMID: 12584592,

6. McDermott M, Eustace AJ, Busschots S, Breen L Crown J, Clynes M, 0'Donovan N, Stordal B. In vitro Development of Chemotherapy and Targeted
Therapy Drug-Resistant Cancer Cell Lines: A Practical Guide with Case Studies. Front Oncol. 2014 Mar 6:4:40. doi: 10.3389/fonc.2014.00040. PMID:
24639951; PMCID: PM(3944788.



Vedoud bakalafské prace: Ing. Soiia Gurska, PhD.
Ustav molekularni a translaéni mediciny

Datum zadani bakalaiské prace: 25. birezna 2023
Termin odevzdani bakal afské prace:  31. kvétna 2024

LS.

doc. RNDr. Martin Kubala, Ph.D. prof. RNDr. Zdenék Dvoiak, DrSc.
dékan vedouci katedry

V Olomouci dne 30. biezna 2023



Bibliografické udaje
Meno a priezvisko autora Petra Jamborova

Néazov préace Priprava a charakterizacia leukemickych bunkovych

linii rezistentnych voci protinadorovym liekom.
Typ prace Bakalarska

Pracovisko Katedra buné¢né biologie a genetiky, Pfirodovédecka
fakulta Univerzity Palackého v Olomouci

VedUci préace Ing. Sona Gurska, Ph.D.
Rok obhajoby prace 2024
Abstrakt

Bakalarska praca bola zameranad na charakterizaciu a pripravu rezistentnych klonov
leukemickych bunkovych linii vo¢i protinddorovym lie¢ivam. Teoreticka Cast’ bakalarskej prace sa
venovala charakterizacii protinadorovych lie¢iv, ktoré sa vyuzivaju v klinickej praxi. Bolo popisané ich
zakladné delenie a sposob mechanizmu uéinku. Dalej boli popisané rozne spdsoby vzniku rezistencii
u nadorovych buniek a boli charakterizované proteiny podiel’ajice sa na vzniku mnohopocetnej liekovej

rezistencie.

Experimentalna ¢ast’ bola zamerana na selekciu rezistentnych klonov leukemickych bunkovych
linii vystavenim vysokym koncentraciam protinadorovych lie¢iv — paklitaxelu a daunorubicinu.
Selekcia prebehla v dvoch cykloch. Miera rezistencie selektovanych klonov bola stanovena
prostrednictvom testu cytotoxicity — MTS testu, ktorého vyhodnotenim bol uréeny pokles/narast
rezistencie u selektovanych klonov v porovnani s parentalnymi bunkami. Na zéver bola prevedena
analyza expresie P-glykoproteinu, jedného z faktorov zodpovedného za wvznik rezistencie,

u selektovanych klonov, ktoré v teste cytotoxicity vykazovali najvy$$iu mieru rezistencie.

KPacové slova rakovina, protinadorové lieiva, rezistencia na

protinadorové lie¢iva, P-glykoprotein
Pocet stran 56
Pocet priloh 0

Jazyk Slovensky



Bibliographic identification
Author’'s first name and surname Petra Jamborova

Title Establishment and characterization of anticancer drug

resistant leukemic cell lines.
Type of thesis Bachelor thesis

Department Department of Cell Biology and Genetics, Faculty of
Science, Palacky University Olomouc

Supervisor Ing. Sona Gurska, Ph.D.
The year of presentation 2024
Abstract

The aim of this bachelor's thesis was the characterization and establishment of resistant clones
of leukemic cell lines to anticancer drugs. The theoretical part of the bachelor's thesis was devoted to
the characterization of anticancer drugs used in clinical practice. Their basic distribution and mechanism
of action were described. Furthermore, various mechanisms of resistance as well as the proteins involved

in the development of multiple drug resistance were characterized.

The experimental part was focused on the selection of resistant clones of leukemic cell lines by
pulse exposure to high concentrations of anticancer drugs - paclitaxel and daunorubicin. The selection
was carried out in two cycles. The degree of resistance of the selected clones was determined through
the cytotoxicity test - MTS test, the evaluation of which determined the decrease/increase in resistance
in the selected clones compared to the parental cells. Finally, the expression of P-glycoprotein, one of
the factors responsible for the emergence of resistance, was analysed in selected clones with the highest

level of resistance observed in the cytotoxicity test.

Keywords cancer, anticancer drugs, anticancer drugs resistance,

P-glycoprotein
Number of pages 56
Number of appendices 0

Language Slovak



Prehlasenie

Prehlasujem, ze tato bakalarsku pracu som napisala samostatne pod vedenim Ing. Soni Gurskej,

Ph.D. s pouzitim citovanej odbornej literatury.

V Olomoucidiia

Petra Jamborova



Pod’akovanie

Touto cestou by som rada pod’akovala veducej mojej bakal&rskej prace, pani Ing. Soni Gurskej,
Ph.D. za trpezlivost, ochotu, venovany ¢as, cenné rady a pripomienky pri spracovavani teoretickej aj
experimentalnej Casti prace. Dalej by som rada podakovala pracovnikom Ustavu molekularnej
a transla¢nej mediciny, menovite Mgr. Renate Burianovej za jej pomoc a cenné rady. V neposlednom

rade by som sa rada pod’akovala svojej rodine za ich podporu.



3

6

7

UVOO 1ot 1
CHBIE PIACE ...ttt bbbttt b ettt ekt e bt et b e b b e 2
LItErarny PrefNlad........c.oiiiiiiiiiiiiie ettt 3
3.1 ProtinddoroVe HHECIVA .......iiuuiiii ittt ettt sttt st e e st e e e s nbb e e e e anaaeee s 3
3. L1 ALKYIACNE CINIAIA ..ot 4

3. 1.2 ANLMELADOIILY ..o 4
3.1.3  Antimikrotubularne CINIAIA ........c.eeiiiiiiiiiiii e 5
314 ANLDIOLKA.....coeiiie e 7
0 T @ 11 v 15 s TS o3 143 [ | PP PRR 8
3.2 Rezistencia voci protinddorovym HECTVAIM.........eiiueiiiiiieiiiee e 9
3.2.1  MnohopoCetna lieKOVA TEZISLEINCIA. ... ...veivrieriiiieitiie ittt ettt e s 10
3.2.1.1 ATP-viaZuce KazetoVe ProteINY........ccuuieeiiuriieiiiiieesiiiieeessiieeessnieeesssnineeessnseneeessnnnees 11
MALEFTAL @ MELOAY ........eeiiiie e e et e e st e e e st e e e snaeeaaeeesnaeeenns 15
4.1 BiologiCKY MALEIIAL .......cvveiiiiee ittt st e rbe e e s 15
4.2 Pouzité chemikalie, roztoky a Protilatky ...........ccoooiiiiiiiiiie e 15
4.3 PouZité pristroje @ ZArIAOBNIA ........veeiuieiie ittt 17
4.4 Pouzité experimentalne a VYhOUNOCOVACIE POSLUPY ...ecvvveeivieeiiieeiiee et e et e e ane e 17
VY] (<0 QSRS 24

5.1 Stanovenie koncentracie protinddorovych lieiv potrebnych na selekciu rezistentnych klonov

24
5.2 Selekcia rezistentnYCh KIONOV ..........cooiiiiiiii e 26
5.3 Stanovenie miery rezistencie selektovanych klonov testom CytotoxXicCity ..........cccccveevveeineenne, 26
5.3.1 Vyhodnotenie testu cytotoxicity pre bunkovd liniu CCRF-CEM............ccccoevveeiveeenen. 26
5.3.2  Vyhodnotenie testu cytotoxicity pre bunkovd liniu K562...........ccccccevveiiieiiieeeiiee e, 29
5.4 Analyza expresie Pgp prietokovou CYtOMELIIOU.........ccveiiiiieiiiei e 31
DHSKUSIA ...ttt 33
ZBAVEY ...ttt E R bR R bR bR b e e ekt b bt bt bt e b e et ne s 36



8

Literatlra

Vi



Zoznam symbolov a skratiek

ABC
ATCC
ATP
BCRP
BSA
DMSO
DNA
FBS
HEPES
IC10
1Cs0
1Co0
IMDM
MDR
MRP1

MTS

NBD
Pgp
RNA
RPMI

TMD

z angl. ATP-binding cassette

z angl. American tissue and cultures collection
adenozintrifosfat

z angl. Breast cancer resistance protein

bovinny sérovy albumin

dimetylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

fetalne bovinne sérum
4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetansulfonova kyselina
10% inhibi¢na koncentracia

polovi¢na inhibi¢na koncentracia

90% inhibi¢na koncentracia

z angl. Iscove's Modified Dulbecco's Medium
mnohopocetnd liekova rezistencia

z angl. Multidrug resistance-associated protein 1

3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-5-(3-karboxymetoxyfenyl)-2-(4-sulfenyl)-2H-

tetrazdlium

doména viazuca nukleotid
P-glykoprotein

ribonukleova kyselina

z angl. Roswell Park Memorial Institute

transmembranova doména

Vii



Zoznam obréazkov

Obrazok 1:
Obrazok 2:
Obrazok 3:
Obrazok 4:
Obrazok 5:
Obrazok 6:
Obrézok 7:
Obrazok 8:

Obrazok 9:

Struktarny vzorec vinblastinu (1) a VInKIistinu (2). .......ovveeerereerererceeiereseseieseseseesennen. 6
Struktirny vzorec PaKIAXEIU. ......oovevevevivreereeeieeeeeeeeeee e es s sttt es s esnes 7
Strukttrny vzorec daunorubicinu (1) a doXorubicinu (2). .......cooveveveveveieeeeseeeeeeeeenes 8
Mechanizmy vzniku rezistencie u rakovinovych buniek.. ..........cccooviiiiiiiiiieieien, 9
SHUKEAIA POP..v vttt s sttt sttt s s e ssnesteee et et et et es s s 12
SHIUKEAIE MRP L.ttt sttt n et eeeeseas 13
SEUKEATE BCRP. .....ovvvieiiiiscisisi e 14
Schéma priebehu selekcie rezistentnych KIONOV. ...........ccccoviiiiiiiiiiiiiie e 20
Rozlozenie latok na ciel'ovej 384-jamkove] dOStICKE. ....vvvveviiiiieiiiiiie i 22

viii



Zoznam grafov
Graf 1: Parentalne bunky bunkovej linie CCRF-CEM po oSetreni paklitaxelom. ...........cccoeverveninnne. 25
Graf 2: Parentalne bunky bunkovej linie K562 po oSetreni daunorubicinom. ............ccceevvveevivneiiinnenns 25

Graf 3: Graf zavislosti percenta inhibicie na koncentrécii paklitaxelu u parentalnych buniek bunkovej
B CCORF-CEM. ...ttt ettt et e e et e e e be e e s ab e e e s abe e e ebaeesbeeesabeeeeaes 28

Graf 4: Graf zavislosti percenta inhibicie na koncentrécii paklitaxelu u selektovanych rezistentnych
klonov bunkovej linie CCRF-CEM ovplyviiovanych vysokou koncentraciou paklitaxelu.. ................ 29



Zoznam tabuliek

Tabul’ka 1: Zakladné delenie alkyla¢nych cinidiel do skupin, priklady zastupcov tychto tried a ich

L ALV L3 L= PP PP 4
Tabul’ka 2: Delenie antibiotik pouzivanych na lie¢bu nadorovych ochoreni. ..........ccccovvveiviiiiieiiinnnnn, 7
Tabulka 3: Charakterizacia pouzitych bunkovych Hnif..........ccccoviiiiiiiiiii e 15

Tabulka 4: Testované protinadorové lieCiva, ich koncentracia na zdrojovej dosticke, objem pipetovany
do cielovej dosticky pristrojom Echo 550 a vysledna koncentracia cytostatik v jamkach cielovej
OBEICKY. vttt sttt et b b bRt bR Rt R bR e bt R e e bRt bt ettt et e ne e 21

Tabul’ka 5: Hodnoty ICs parentalnych buniek bunkovych linii CCRF-CEM a K562 po ich ovplyvneni

prislusSnym protinddorovym HECIVOIN .........iuuiiiiiiiiiieiiie e 24

TabulPka 6: Hodnoty ICsy pre parentalne bunky bunkovej linie CCRF-CEM a ich klony selektované
vysokou koncentraciou paklitaxelu v prvom cykle anasledne kultivované v pritomnosti nizkej

koncentracie paklitaxelu vV drunom CYKIE. ..........coiiiiiiiiiiiee s 27

TabulPka 7: Hodnoty ICs pre parentalne bunky bunkovej linie CCRF-CEM a ich klony selektované

vysokou koncentraciou paklitaxelu v dvoch cyKIOCh. ... 28

TabuPka 8: Hodnoty I1Cso pre parentalne bunky bunkovej linie K562 a ich klony ovplyviiované v prvom
cykle vysokou koncentraciou daunorubicinu a nasledne kultivované v pritomnosti nizkej koncentracie

daunorubicinu v druNom CYKIE. ..........oieiiiee e 30

TabuPka 9: Hodnoty ICs pre parentalne bunky bunkovej linie K562 a ich klony selektované vysokou

koncentraciou daunorubicinu v dvoch CYKIOCh. ...........cooiviiiii e 31
TabuPka 10: Narast expresie Pgp u rezistentnych klonov bunkovej linie CCRF-CEM. ..................... 32
TabuPka 11: Narast expresie Pgp u rezistentnych klonov bunkovej linie K562. ...........ccccccovveeinnennne, 32



1 Uvod

Rakovina je ochorenie, pri ktorom dochadza k nekontrolovatelnému rastu a mnozeniu buniek,
ktoré sa mozu Sirit' d’alej do tela, t. j. metastazovat’. Existuje mnozstvo spdsobov lie¢by, okrem
klasickych pristupov akymi s chirurgicka lie¢ba, radioterapia a chemoterapia, sa Casto vyuziva aj
hormonalna terapia, imunoterapia, alogénna transplantacia kmenovych buniek a d’alSie. Protinddorové
lie¢iva sa liSia mechanizmom ich u¢inku, aj ked’ ich spolo¢nym ciel'om je inhibicia proliferacie bunick

a mnoZenia nddorov, &¢m sa zabrani metastazam.

Rezistencia voci protinadorovym lie¢ivim je jednym z hlavnych dévodov zlyhania liecby
rakoviny. Zo $tatistickych dat vyplyva, Ze az 90 % umrti na rakovinu je spojenych so stratou citlivosti
na lie¢bu. Rezistenciu voci protinadorovym lie¢ivam sposobuje mnozstvo faktorov, ako napriklad
inaktivacia lieCiva, eflux lieCiva, oprava poskodenej DNA alebo inhibicia bunkovej smrti. Moze ist’
0 primarnu rezistenciu, ktord je pritomna eSte pred podanim lie¢iv alebo 0 sekundarnu, skrizenl
a mnohopocetnU liekovl rezistenciu. Typickd mnohopocetna liekova rezistencia je zapri¢inend
ATP-dependentnou membranovou efluxnou pumpou, P-glykoproteinom. P-glykoprotein exportuje
lie¢iva von z bunky proti koncentraénému gradientu a spésobuje znizenu akumulaciu lie¢iva v bunke.
Atypickej mnohopocetnej liekovej rezistencie sa neztacastiiuje P-glykoprotein a moéze byt spbsobena
zmenou subcelularnej distribucie lie¢iva, poskodenim jeho $truktary, rozdielnou kapacitou oprav DNA

¢i inymi proteinmi, ako napriklad MRP1.

Ciel'om bakalarskej prace bolo pripravit’ leukemické bunkové linie rezistentné na zvolené
protinadorové lieC¢iva. Modely bunkovych linii rezistentnych na protinadorové lieiva sa v klinickej
praxi vyuzivaji na objasnenie mechanizmov, ktoré vedd k vzniku rezistencie. Tieto modely sa taktiez

vyuzivaju na skrining novych lie¢iv.



2  Ciele prace

Ciel'om teoretickej Casti bolo vypracovane;j literarnej reserSe na tému bakalarskej prace, a teda
charakterizaciu protinadorovych lie¢iv a mozné spdsoby vzniku rezistencie voéi protinadorovym
liecivam.

Experimentalna Cast’ bola zamerana na pripravu rezistentnych leukemickych bunkovych linii
v sterilnych podmienkach a néasledné testovanie miery rezistencie u selektovanych klonov
prostrednictvom kolorimetrického MTS testu. Na z&ver bola na rezistentnych bunk&ch prevedena

analyza expresie proteinu P-glykoproteinu prietokovou cytometriou.



3  Literarny prehlad

3.1 Protinadorové liediva

Nadorové ochorenia, ozna¢ované aj terminom rakovina, st ochorenia sposobené abnormalnym
delenim a rastom buniek, ktoré pochadzaju z jednej bunky (Mittal et al., 2017, Salem et al., 2017).
Transforméacia normalnej bunky, ktord vedie k vzniku nadorovej bunky je viacstupiovy proces
spbsobeny akumulaciou mutacii v onkogénoch a tumor supresorovych génoch (Soltysova et al., 2005,
Tomasetti et al., 2015). V stcasnosti sa na lie€bu rakoviny vyuziva viac stratégii, ktoré zahnaji

napriklad chirurgické oSetrenie, radioterapiu, chemoterapiu, pripadne ich kombinaciu.

Chemoterapia je systematickym procesom, ktory pozostava z podavania jedného alebo
viacerych protinadorovych lieciv S nizkou molekulovou hmotnost'ou na destrukciu nadorovych buniek,
respektive obmedzenie ich proliferacie. Nakolko cytostatika nie si selektivne, a teda pOsobia na
nadorové aj zdravé bunky a tkaniva, moézu sposobit’ vazne toxické vedlajsie G¢inky. VSeobecnymi
nevyhodami st napriklad supresia kostnej drene, 1ézie gastrointestinalneho traktu, vypadavanie vlasov,
nevol'nost, rozvoj liekovej rezistencie, ako aj nestabilita molekil ¢i ich zla rozpustnost’ vo vode, ¢o

zamedzuje prieniku cez bunkové membrany (Thurston et Pysz, 2021, loele et al., 2022).

Chemoterapeutické ¢inidla moézu sposobit’ inhibiciu rastu nadoru na viacerych trovniach
vbunke ajej prostredi. Ovplyviuju predovSetkym bud® makromolekularnu syntézu a funkciu
nadorovych buniek interferenciou s DNA, RNA alebo so syntézou proteinov, alebo ovplyviiuja
zodpovedajuce fungovanie vopred vytvorenej molekuly. V pripade, Ze je tato interferencia dostato¢ne
vel’ka, chemoterapeutické ¢inidla sposobuju bunkovit smrt” bud’ priamo alebo spustenim apoptdzy.
Bunkova smrt’ moze nastat’ aj oneskorene, kedy pésobenim daného lie¢iva odumrie iba ¢ast’ buniek, ¢o
znamena, ze lieck musi byt podavany opakovane, aby sa dosiahla efektivnejsia odpoved’. Toxicita
protinadorovych lieCiv je zvy€ajne najvyraznejsia behom S-fazy bunkového cyklu. U lie¢iv, akymi st
alkaloidy z rodu Vinca a taxany, su prejavy toxicity najvyssie v M-faze bunkového cyklu, pretoze

blokuju tvorbu mitotického vretienka (Amjad et al., 2023).

Protinadorové lieiva mozno delit’ podla réznych kritérii. V zavislosti od ich pévodu mozno
tieto lieciva rozdelit’ do dvoch skupin — moézu byt rastlinného alebo syntetického povodu (Bukowski et
al., 2020). Protinadorové lie¢iva mozno d’alej rozdelit’ na zaklade mechanizmu ich u¢inku na alkyla¢né

¢inidla, antimetabolity, antimikrotubularne ¢inidla, antibiotika a ostatné ¢inidla (Amjad et al., 2023).



3.1.1 Alkyla¢né ¢inidla

Alkyla¢né ¢inidla, trieda protinadorovych lie¢iv, su nizko molekuldrnymi a vysoko reaktivnymi
zlugeninami, ktoré su schopné tvorit’ kovalentné viazby s nukleofilnymi skupinami pritomnymi v DNA
a proteinoch/peptidoch. Reakcia vedie k pridavaniu alkylovej skupiny na kyslik, dusik, fosfor alebo siru,
¢o vedie k zmene biologickej funkcie DNA, proteinov a naruseniu funkcie bunky bud’ jej usmrtenim
alebo zabranenim jej rastu. Najcastejsie alkylovanou deoxyribonukleotidovou bazou je guanin (v polohe
N7). Protirakovinové posobenie je mozné dvoma spésobmi — zosiet'ovanim dvoch réznych retazcov
DNA reakciou s guaninovymi bazami pritomnymi na opac¢nych retazcoch DNA alebo ovplyvnenim
aktivity kritickych DNA procesnych enzymov a tym stimulaciou apoptozy reakciou s guaninovymi
bazami na jednom retazci DNA. Tym sa vytvara zosietovanie DNA, ktoré nie je mozné rozvinat’ pocas

bunkového delenia, ¢im sa zabrani rastu bunky (Damia et D"Incalci, 1998, Sreerama, 2014).

Vd’aka chemickej reaktivite maji alkyla¢né ¢inidld tendenciu zacielitt sa na rychlo
a nekontrolovatel'ne sa mnoziace nadorové bunky. Avsak, negativne pdsobia aj na normalne bunky,
ktoré sa fyziologicky ¢asto delia (napriklad krvotvorné ¢i gastrointestinalne bunky), ¢o vedie k vzniku
vedlajsich G¢inkov (Gate et Tew, 2011).

Alkylaéné ¢inidla pouzivané na lieGbu roznych typov nadorovych ochoreni sa rozdel'uju do

piatich zakladnych skupin, ktoré si uvedené v Tabul’ke ¢. 1 (Sreerama, 2014).

Tabul’ka 1: Zdkladné delenie alkylacnych cinidiel do skupin, priklady zdstupcov tychto tried a ich vyuzitie (upravené podla
Sreerama, 2014).

Skupina alkyla¢nych

o s 1o Lieciva Klinické uplatnenie
Cinidiel
. cyklofosfamid lymfomy, detské leukémie
dusikate yperity Y - y y p ; P
chlorambucil B-bunkova chronicka lymfocytarna leukémia
aziridiny a epoxidy tiotepa rakovina prsnika
alkylsulfonaty busulfan deStrukcia povodnych buniek kostnej drene pred
transplantaciou pri chronickej myeloidnej leukémii
nitrézomocoviny karmustin lymfémy, nadory mozgu
hydrazin a triazin prokarbazin

Hodgkinov lymfom, rakovina koze

derivaty dekarbazin

3.1.2 Antimetabolity

Antimetabolity patria K najbeznej$im typom protinadorovych lie¢iv pouzivanych na lie¢bu
réznych malignit, vratane leukémii (Gmeiner, 2002, Agren et al., 2014). Na lie¢bu nadorovych ochoreni
sa zacali pouzivat’ priblizne od polovice 20. storocia, kedy v roku 1948 boli prvykrat objavené ich
protinadorové ucinky. Prvym pouzitym antimetabolitom bol folatovy analég aminopterin, ktory

4



indukoval remisiu pri akdtnych leukémiach u deti. Prvymi antimetabolitmi zavedenymi do klinickej
praxe boli spolo¢ne s aminopterinom aj metotraxat, 6-merkaptopurin a 5-fluorouracil (Farber et al.,
1948, Scagliotti et Selvaggi, 2006).

Antimetabolity su analégy prirodzenych metabolitov, ktoré hraja dlohu v bunkovom
metabolizme. V uzSom zmysle slova sa jedna o analdgy prirodzenych purinovych a pyrimidinovych
baz, nukleozidov alebo nukleotidov. Medzi antimetabolity sa takisto zarad’uju aj analogy folatov,
pretoze folaty hraju vyznamnu tlohu pri syntéze DNA a RNA (Peters, 2014). Vicsina antimetabolitov
pdsobi v S-faze bunkového cyklu, v désledku ¢oho blokuja produkciu nukleovych kyselin (Scagliotti et
Selvaggi, 2006).

Pyrimidinové analdgy potrebuji na vstup do buniek $pecidlne membranové transportéry.
Intracelularne enzymy, akymi st napriklad deoxycytidinkindza, premiefiaju fosforylaciou pyrimidinové
analégy na aktivne formy. Nasledne G¢inok pyrimidinovych analégov spoéiva v inkorporacii do
molekuly DNA, ukonéeni retazca a inhibicii syntézy DNA. Taktiez mézu interferovat’ s enzymami
zapojenymi do syntézy nukleovych kyselin (Sampath et al., 2003). Purinové nukleozidové anal6gy maju
podobny mechanizmus u¢inku ako maja pyrimidinové analogy, a sice inhibiciu syntézy DNA, inhibiciu
kIa€ovych bunkovych enzymov, inhibiciu oprav DNA, akumulaciu zlomov retazcov DNA a kone¢nym
vysledkom ich pdsobenia je indukcia apoptdzy (Parker, 2009). Najznamej$imi predstaviteI'mi tychto
skupin protinadorovych lie¢iv su cytarabin, gemcitabin, 5-fluorouracil, 6-merkaptopurin ¢i fludarabin
(Sigmond et Peters, 2005).

3.1.3 Antimikrotubularne ¢inidla

Antimikrotubularne €inidla st uzitoénymi nastrojmi na inhibiciu mitotickej progresie, a teda
posobia ako chemoterapeutické lieky pre liecbu réznych typov nddorovych ochoreni. Tieto liec¢iva sa
viazu na tubulin — zlozku mikrotubulov. NaruSenim dynamiky mikrotubulov v mitotickom vretienku
vyvolavaju antimikrotubularne ¢inidla mitoticky kontrolny bod, zastavuju bunky v M-faze bunkového
cyklu a spustaju apoptozu (Checchi et al., 2003, Khwaja et al., 2021, Wordeman et Vicente, 2021).
Bolo identifikovanych sedem vazobnych domén antimikrotubularnych ¢inidiel: (1) kolchicinové miesto
v blizkosti rozhrania diméru a/B-tubulinu, (2) taxan-viazuce miesta, (3) doména, kde sa viazu vinca
alkaloidy (vinkristin, vinblastin, vindezin a vinorelbin), (4) maytanzinova doména, (5) pironetinové
miesto, (6) miesto laulimalidu/peloruzidu a (7) gatorbulinové miesto (Hadfield et al., 2003, Wordeman
et Vicente, 2021).

Existuja dva odliné typy antimikrotubularnych C¢inidiel, ktoré sa vyuzivaji na liecbu
nadorovych ochoreni — ¢inidla destabilizujuce mikrotubuly a ¢inidla stabilizujice mikrotubuly proti
depolymerizécii. Tieto dve skupiny ¢inidiel vykazujii pri vysokych koncentraciach opaéné uéinky na
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mikrotubuly. Vyvolavaju polymerizaciu alebo depolymeriziciu mikrotubulov, ¢im menia pomer
monomérnych podjednotiek a polymérov. Pri nizkych koncentrécidch ovplyviuji dynamiku
mikrotubulov, atym sp6sobuji zmeny bunkovych funkcii bez zmien v mnozZstve polyméru
mikrotubulov (Khwaja et al., 2021, Wordeman et Vicente, 2021).

Destabilizatory mikrotubulov interaguju s tubulinom a inhibuju polymerizéciu tubulinu na
mikrotubuly. Liekmi patriacimi do tejto skupiny a viazucimi sa na kolchicinové vdzobné miesto su
napriklad kolchicin, indanocin, ktory narusa mitotické vretienko a tak zastavuje bunky v skorej profaze
alebo skupina lie¢iv ako su 2-aroylindoly, ktoré si u¢inné pri zabijani rakovinovych buniek
rezistentnych na iné chemoterapeutika. Dalsimi latkami, ktoré destabilizuji mikrotubuly st vinblastin,
vinkristin (Obrazok ¢. 1), nokodazol a dolastatin (Checchi et al., 2003, Khwaja et al., 2021, Wordeman
et Vicente, 2021).

Obrazok 1: Struktiirny vzorec vinblastinu (1) a vinkristinu (2).

Cinidl4 stabilizujiice mikrotubuly zvy$uji polymerizaciu tubulinu na mikrotubuly. Medzi takéto
lieCiva patria napriklad paklitaxel (Obrazok ¢. 2), epotilony A a B, protopin a laulimalid. Paklitaxel
podporuje predlzovanie polymérov, stabilizuje mriezku mikrotubulov, zastavuje bunky v prometafaze
a spaja mikrotubuly. Epotilony A a B indukuji bunkova smrt’ vdzbou na tubulin (Checchi et al., 2003,
Khwaja et al., 2021).



Obrézok 2. Struktirny vzorec paklitaxelu.

3.1.4 Antibiotika

Antibiotiké st chemickeé latky produkované prevazne r6znymi druhmi mikroorganizmov, ktoré
maju antipatogénne vlastnosti. Od seba nezavislymi vyskumami bolo dokazané, ze niektoré antibiotika
maju protirakovinovu aktivitu. Antibiotikd pouZivané na lie¢bu rakoviny maju rdozne mechanizmy
ucinku. Mo6zu spdsobit’ poskodenie DNA, podporovat’ apoptézu nadorovych buniek ¢i inhibovat’ rast
nadorov a predchadzat’ ich metastizam. Medzi d’alSie G¢inky patri stimulacia a posilnenie uz
existujucich obrannych mechanizmov hostitel’a a niektoré antibiotika su taktiez silnymi interkalaénymi
¢inidlami (Bhattacharya et Mukherjee, 2015, Gao et al., 2020). Protirakovinové antibiotika sa delia do

w

osmych katego6rii, ktoré si zobrazené v Tabulke ¢&. 2 (Saeidnia, 2015). Prvym objavenym
protinddorovym antibiotikom izolovanym z bakteridlneho druhu Streptomyces bol vroku 1940

aktinomycin D (Brunton et al., 2006).

Tabul’ka 2: Delenie antibiotik pouzivanych na liecbu nadorovych ochoreni (upravené podla Saeidnia, 2015, Gao et al., 2020).

Kategoéria

Lieciva

Mechanizmus ucinku

Klinické uplatnenie

daunorubicin

interkalacia do DNA, inhibicia

rakovina prsnika, sarkomy,

antracykliny doxorubicin _ top0|zo_merazy ] Hodgkinov lymfém
oo interferencia s procesom . .
epirubicin S leukémia, myelomy
transkripcie
glykopeptidy bleomycin dvojvlaknové zlomy DNA rakovina kréka maternice

neribozomalne

aktinomycin D

inhibicia funkcie RNA

rakovina koze, sarkomy

peptidy polymerazy a syntézy mRNA
mitozany mitomycin C zastavenie m|t§zy a syntezy adenokarciném pankreasu
proteinov
endiyny kalicheamycin interkalacia do DNA akatna myeloidna leukémia
indolokarbazoly rebekamycin inhibicia topoizomerézy | lymfomy
epotilony ixabepilon stabilizicia mikrotubulov rakovina prsnika
ostatné ¢inidla mitramycin inhibicia syntézy DNA a RNA rakovina koze
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Antracykliny patria v sG¢asnosti medzi najucinnejSie antineoplastické ¢inidla pouzivané na
lie¢bu mnohych typov nadorovych ochoreni. Pésobia prostrednictvom viacerych mechanizmov, ktorymi
st indukcia oxida¢ného stresu, interkalacia do DNA sp6sobujlica odvijanie dvojzavitnice DNA
a najdolezitejsim mechanizmom je inhibicia enzymu topoizomerazy II. Prvymi antracyklinmi
uvedenymi do klinickej praxe boli daunorubicin a jeho hydroxylovy derivat doxorubicin (Obrazok ¢. 3)
ziskané z baktérie Streptomyces peucetius (Bhattacharya et Mukherjee, 2015, McGowan et al., 2017).
Oba tieto antracykliny dokazu v nadorovych bunkach sposobit’ rezistenciu (Bhattacharya et Mukherjee,
2015). Daunorubicin v sucasnosti patri medzi najdoleZitejSie antracyklinové antibiotikd pouZivané

v klinickej praxi (Martins-Teixeira et Carvalho, 2020, Saleem et Kasi, 2023).

@)

Obrazok 3: Struktiirny vzorec daunorubicinu (1) a doxorubicinu (2).

3.1.5 Ostatné ¢inidla

Do tejto skupiny protirakovinovych lie¢iv mozno zaradit' napriklad hydroxymocovinu,
tretionin, oxid arzenity a inhibitory proteazomov (Amjad et al., 2023). Hydroxymocovina, nealkyla¢né
antineoplastické ¢inidlo, je aktivna hlavne v S-faze bunkového cyklu a spdsobuje inhibiciu syntézy
DNA (Timson, 1975). Inhibitory proteazému sa vyuzivaji pri lietbe nadorovych ochoreni, pretoze
blokuju ubikvitin-proteazovii drahu, ktora sa podiel'a na progresii bunkového cyklu, brania tak
proliferacii malignych buniek a spdsobuju apoptézu selektivnu pre transformované bunky (Kisselev et
al., 2012).



3.2 Rezistencia voc€i protinadorovym lieivam

Protinadorové lieCiva, primarne sa zameriavajice na proliferujuce bunky a réznymi
mechanizmami inhibujuce replikaciu DNA, st jednym z pilierov klinickej liecby rakoviny. V dosledku
niekol’kych intracelularnych zmien, vratane genetickych a epigenetickych zmien v signalnych dréhach,
v rastovych faktoroch, zmien v enzymoch podielajicich sa na metabolizme lieCiv a zmien v
mechanizmoch efluxnej pumpy lie¢iva moze dojst krozvoju terapeutickej rezistencie na
chemoterapeutika, aj napriek faktu, ze spociatku bola lie¢ba u¢inna (Mellor et Callaghan, 2008, Amaral
et al., 2019). Daldimi z mechanizmov vzniku rezistencie u nadorovych buniek je zmena
farmakokinetiky a zmena cytokinetiky. Zmena farmakokinetiky sa prejavuje ako znizena resorpcia
cytostatika, urychlenie jeho transformacie a jeho rychlejsia aktivacia. Pri zmene cytokinetiky dochadza
k prechodu nadorovych buniek do Gy fazy bunkového cyklu, kedy je znizena citlivost’ k chemoterapii
(Noskova et al., 2000, Rebucci et Michiels, 2013). Na Obrazku ¢&. 4 sG zobrazené niektoré
z mechanizmov vzniku rezistencie u nadorovych buniek. V sudasnosti sa viac ako 90 % zlyhani

v chemoterapeutickej liebe pripisuje liekovej rezistencii (Mansoori et al., 2017).
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Obréazok 4: Mechanizmy vzniku rezistencie u rakovinovych buniek (upravené podla Amaral et al., 2019).



V niektorych pripadoch méze byt pri¢inou zlyhania liecby pritomnost’ endogénnych faktorov
v nddorovych bunkach, ktoré existovali uz pred zaciatkom liecby a poskytuju rakovinovym bunkam
vyhody na prezitie. V takomto pripade sa jedna o vnitornd, inak nazyvan( primarnu rezistenciu.
Sekundarna (ziskand) rezistencia vznika pri opakovanom vystaveni protinadorovym lie¢ivam, kedy sa
aj povodne citlivé bunky stavaju rezistentnymi. Pri liecbe moze nastat’ skrizena rezistencia, pri ktorej
dochadza k strate citlivosti nie len k ur¢itému cytostatiku, ale aj k vdcSinou $truktirne pribuznym
cytostatikam. V pripade, Ze sa pri skrizenej rezistencii vyskytuje rezistencia vo¢i Strukturne odliSnym
cytostatikam alebo protinadorovym lie¢ivam, ktoré sa navzajom lisia ich mechanizmom u¢inku, ide
0 mnohopocetnu liekova rezistenciu (multidrug resistance, MDR) (Noskova et al., 2000, Rebucci et
Michiels, 2013, Lei et al., 2023).

3.2.1 Mmnohopocetna liekova rezistencia

MDR vo¢i protinddorovym lie¢ivim je povazovana za multifaktoridlny jav a je jednym
z hlavnych problémov pri chemoterapii (Ozben, 2006, Amaral et al., 2019). Prvykrat bola popisana
vroku 1970, kedy bola pozorovani skrizena rezistencia (aktinomycin D rezistentnych buniek
s vinblastinom a daunomycinom) na pIicnej bunkovej linii izolovanej z ¢inskeho Skrecka a na bunkovej
linii mySej leukémie P388 (Biedler et Riehm, 1970).

MDR mozno rozdelit’ do dvoch skupin. Prvou skupinou je typicka (klasickd) MDR, ktora je
vyvolana zvySenou expresiou ATP-dependentnej membranovej pumpy — P-glykoproteinom (Pgp).
Druhou skupinou je atypicka MDR (at-MDR), ktora zahfna rezistenciu, na ktorej sa nezacastiiuje Pgp,
ale je spojena s inymi proteinmi, akym je napriklad multidrug resistance associated protein (MRP) alebo
izoformou enzymu glutation-S-transferazy (GST-p). Takisto moéze byt zapri¢inena poskodenim
Strukttry lieCiva, zmenou jeho distribucie ¢i zmenami metabolickych drah. Dolezitym rozdielom medzi
tymito dvoma skupinami MDR je, Ze atypicka MDR sa netyka rezistencie na vinca alkaloidy (Noskova
et al., 2000).

Na prekonanie rezistencie, ktora je asociovana s ABC transportérmi boli popisané tri konven¢né
stratégie: (1) vyvoj inhibitorov ABC transportérov, vratane monoklonalnych protilatok, (2) modifikacia
chemoterapie na dosiahnutie vys$Sej davky protinddorovych lieCiv a (3) inaktivaicia MDR génov
zacielenim $pecifickych mRNA na posttranskripéni modifikaciu alebo degradaciu. Studie viak ukazuju,
ze inhibitory ABC transportérov vykazuju len minimdlnu u¢innost’ pri zvrateni MDR a musia byt’
starostlivo preskimané v d’alsich klinickych studiach. Boli preskimané aj nové stratégie, ktoré zahfiiaju
napriklad nanonosice (napriklad polymérne a pevné lipidové nosice, lipozomy, micely) ¢i terapiu RNA..
Kombinovana terapia nanonosicov s protinadorovymi lie¢ivami alebo RNAi je v sucasnosti jednou

z najsl'ubnejsich metod na znizenie MDR (Majidinia et al., 2020).
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3.2.1.1 ATP-viazuce kazetové proteiny

MDR vznikéd najméd v dosledku zvySenej expresie transportérov z nadrodiny ATP-viazucich
kazetovych transportérov (ABC transportérov). ABC transportné proteiny st zodpovedné za reguléciu
distriblcie, absorpcie a vylu¢ovania réznych chemickych zliéenin. Fyziologicky je ich funkciou
odstranovat’ z buniek xenobiotika a toxické endogénne latky a udrziavat homeostazu. ABC transportéry
chrénia bunky pred smrtou spdsobenou vysokou koncentraciou lieCiva tym, Ze energiu ziskan(
hydrolyzou adenozintrifosfatu (ATP) vyuzivaji na eflux lie¢iva z buniek (Amaral et al., 2019,
Bukowski et al., 2020, Vaidya et al., 2022). U I'udi bolo identifikovanych 48 ABC transportérovych
génov kddujucich 44 membranovych proteinov, z ktorych sa 13 typov ABC transportérov priamo alebo
nepriamo podiel'a na rezistencii voci protinadorovym lie¢ivam (Vaidya et al., 2022, Alam et Locher,
2023).

ABC transportéry sG tvorené dvoma transmembranovymi doménami (TMD) advoma
cytosolovymi doménami (doménami viaZzucimi nukleotidy, NBD). Primarna sekvencia TMD je
v porovnani s NBD vysoko variabilnd. TMD obsahuju hydrofébne segmenty, ktoré preklenujd
membranu a tvoria transmembranovy kanal a predpoklada sa, Ze obsahuji miesta viazuce substrat. NBD
pozostavaju zjadra typu RecA viazuceho ATP, doplneného o ABC-$pecificky trojvlaknovy
antiparalelny p-list a a-helikalnu subdoménu. Ulohou NBD je transformovat’ chemicku energiu ATP do
proteinovych konformaénych zmien (Jones et George, 2004, Thomas et Tampé, 2020). Rodina ABC
transportérov je na zaklade génovej Struktiry, aminokyselinovej sekvencie a organizacie domén
rozdelena do siedmich skupin (ABCA — ABCG) (Catalano et al., 2022). ABCE a ABCF nie su
transportéry, ale existuju ako twin-NBD bez TMD a podielaju sa na kontrole translacie mRNA (Thomas
et al., 2020).

P-glykoprotein

Bolo popisanych viacero proteinov lokalizovanych v bunkach podiel’ajiicich sa na MDR. Prvym
objavenym, klinicky najvyznamnej$im a najtypickej$im je P-glykoprotein (Pgp, ABCB1) — produkt
mdrl génu s molekulovou hmotnost'ou 170 kDa, ktory bol objaveny v roku 1976 Julianom a Lingom
(Juliano et Ling, 1976, Noskova et al., 2000, Lugmani, 2005).

Pgp je transmembranova jednosmerna efluxnd pumpa vyuzivajuca ATP na aktivny transport
latok do extracelularneho prostredia proti koncentratnému gradientu. Molekula Pgp je tvorena 1280
aminokyselinami. ABCB1 pozostava z dvoch homologickych TMD prepojenych prostrednictvom
flexibilného 75-aminokyselinového proteinu, ktory obsahuje fosforylatné miesta (fosforyléacia
proteinkindzou C) a dvoch NBD. Kazda z TMD obsahuje sest” a-helixov preklenujicich membranu (vid’

Obrazok ¢. 5). Transmembranové segmenty (o-helixy) formuja vdzobné miesta pre substraty
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a allosterické regulatory.

Terciarna Struktira Pgp poskytuje zvySeni flexibilitu so schopnostou trojrozmernej
reorientacie, ¢o umoziuje interakciu a vazbu so Sirokou Skalou substratov, akymi s polarne, nepolarne,
hydrofébne a aromatické zliceniny s roznymi molekulovymi hmotnostami (Noskova et al., 2000,
Juvale et al., 2022). Pgp je primarne lokalizovany v plazmatickej membrane rezistentnych buniek, avsak
bol detegovany aj v membrane jadra, v Golgiho aparate, mitochondriach a v endoplazmatickom retikule
(Molinari et al., 2002, Munteanu et al., 2006). Pgp je pritomny u rakovin odvodenych z epitelovych
tkaniv, ktoré fyziologicky exprimuju tento protein. Vyskytuje sa aj napriklad pri leukémii, lymféme ¢i
mnohopocetnom myelome, kedy pri diagndze vykazuje nizke hladiny, avsak po liecbe protinadorovymi
lie¢ivami ho bunky exprimuju nadmerne (Pilotto Heming et al., 2022). Protinadorovymi lie¢ivami, ktoré
Pgp transportuje z buniek su napriklad kolchicin, taxany (paklitaxel), antracykliny (daunorubicin,

doxorubicin) ¢i vinca alkaloidy (vinblastin, vinkristin) (Chorawala et al., 2012).

Transmembranova doména

Extracelularne prostredie
KKI\OOOQ...Q!

A
L

bunkova membréana

COOH

/

cytozolova doména

ATP

Obrazok 5: Struktiira Pgp (upravené podla Pilotto Heming et al., 2022).

DalSie ABC transportéry

Daldimi vyznamnymi zastupcami zrodiny ABC transportérov sd transportér ABCC1
(Multidrug resistance-associated protein 1, MRP1) atransportér ABCG2 (Breast cancer resistance
protein, BCRP) (Mansoori et al., 2017).

Podrodina ABCC transportérov je tvorena trinastimi proteinmi, z ktorych minimalne devat
sprostredkiva transmembranovy eflux protinadorovych lie¢iv, metabolitov ¢i signalnych molekdl.
Prvym identifikovanym transportnym proteinom =z tejto podrodiny je MRP1 s molekulovou
hmotnost'ou 190 kDa kédovany génom ABCC1 lokalizovanym na chromozéme 16p13.1 (Cole, 2014,

Wang et al., 2021). V roku 1992 bola prvykrat izolovana cDNA MRP1, a to z buniek malobunkového
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karcindému pl'ac H69AR rezistentnych na doxorubicin (Cole et al., 1992). MRP1 je tvoreny troma TMD
(TMDO, TMD1 a TMDZ2) a dvoma NBD. TMD1 a TMD2 pozostavaju zo Siestich transmembranovych
a-helixov a TMDO je tvorena piatimi transmembranovymi a-helixami (vid’ Obrazok ¢. 6). MRP1 slizi
v normalnych bunkach ako efluxna pumpa, ktorej ulohou je odéerpavat’ endogénne latky a xenobiotika
— vykonava fyziologické a ochranné funkcie. Je exprimovany v roznych tkanivach, akymi sd napriklad
hematoencefalick bariéra, pluca, oblicky, érevny epitel, placenta &i srdcovy sval. Urovne expresie
MRP1 sa lisia v zavislosti od organu a bunkovej linie. Hematoencefalicka bariéra a astrocyty vykazujd
relativne vysoké hladiny expresie MRP1, ¢o stvisi s ich Ulohou ako chemoprotektantu. Takisto bola
preukazana aj jeho kardioprotektivna uloha, kedy v priebehu chemoterapie chréani srdce efluxom
toxickych produktov z buniek. Jeho nadmerna expresia je ¢asto detegovana v nadorovych bunkach,
ktoré neexprimuju Pgp (He et al., 2011, Luetal., 2015, Wang et al., 2021). MRP1 transportuje z buniek
protinadorové liec¢iva, akymi st napriklad antracykliny (doxorubicin, daunorubicin, epirubicin),

metotrexat ¢i v malej miere aj vinblastin a paklitaxel (Cole, 2014).

N-koniec

L NBI)IJ L NBDZJ

Obrazok 6: Struktiira MRPI (upravené podla Wang et al., 2021)

BCRP je klasifikovany ako druhy ¢len podrodiny G ATP-viazucich kazetovych proteinov
(ABCG2). Bol objaveny vroku 1998, kedy bol izolovany z bunkovej linie rakoviny prsnika
MCF-7/AdrVp, po ktorej nesie svoj nazov (Doyle et al., 1998, Nakanishi et Ross, 2012). BCRP je
kddovany ABCG2 génom lokalizovanym na chromozome 4g22, je tvoreny 655 aminokyselinami a jeho
molekulova hmotnost’ je 72 kDa. Pozostava z jednej TMD a jednej NBD (Natarajan et al., 2012, Mao
et Unadkat, 2015). TMD pozostava zo Siestich transmembranovych a-helixov prepojenych
prostrednictvom dvoch intraceluldrnych a troch extracelularnych sluciek (vid’ Obrazok ¢&. 7) (An et
Morris, 2020). ABCG2 je fyziologicky exprimovany v placentarnych syncytiotrofoblastoch,
v obli¢kéch, v cerebralnom endoteli, v peceni a v apikalnej membrane polarnych epitelovych buniek
(Mao et Unadkat, 2015). BCRP moze transportovat’ vel'ké, hydrofobne, kladne alebo zaporne nabité
molekuly, akymi su napriklad cytotoxické zluceniny, fluorescencné farbiva ¢i rézne toxické zluceniny
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pritomné v beznych potravinach (Sarkadi et al., 2004). Medzi protinadorové lie¢iva transportované

prostrednictvom BCRP patria napriklad irinotekan, topotekan, metotrexat ¢i imatinib (Ni et al., 2010).

transmembranova doména
Extracelularne prostredie \

@Illlll..

Obrazok 7: Struktiira BCRP (upravené podla Sarkadi et al., 2004).

Intracelularne prostredie

/ ‘ :

cytozolova doména
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4  Material a metody
4.1 Biologicky material

Na pripravu rezistentnych klonov boli pouzité dve bunkové linie: CCRF-CEM (ATCC, USA) a
K562 (ATCC, USA) — stru¢na charakteristika tychto bunkovych linii je uvedena v Tabul’ke ¢. 3. Bunky
boli kultivované pri teplote 37 °C, 95% vlhkosti a 5% CO..

Tabul’ka 3: Charakterizacia pouzitych bunkovych linil.

Nazov Druh . . Kultiva¢né
bunkovej linie | usporiadania Povod Typ buniek médium

akdtna lymfoblasticka

CCRF-CEM suspenzne leukémia

T lymfoblasty | RPMI-1640

chronicka myeloidna

K562 suspenzne leukémia

lymfoblasty IMDM

4.2 Pouzité chemikalie, roztoky a protilatky
Pouzité chemikalie
e 10x Permeabiliza¢ny roztok (BD, kat. ¢.: 340973)
e Aktinomycin D (APEXBIO, kat. ¢.: A4448)
e Bovinny sérovy albumin (BSA; Sigma-Aldrich, kat. &.: A7906)
e Cell wash (BD, kat. ¢.: 349524)
e Daunorubicin hydrochlorid (Pfizer, kat. ¢.: 44/0321/91-C/S)
e Dimetylsulfoxid (DMSO; Serva, kat. ¢.: 20385.01)
e Doxorubicin (Pharmagen, kat. ¢.: 44/ 315/15-C)
e Fenazin methosulfat (PMS; Sigma-Aldrich, kat. ¢.: P9625)
e Fetélne bovinne sérum (FBS; Thermo Fisher Scientific, kat. ¢.: 10270)
e Gemcitabin hydrochlorid (Sigma-Aldrich, kat. ¢.: G6423)
e Irinotekan hydrochlorid (Sigma-Aldrich, kat. ¢.: 11406)
e Kolchicin (Sigma-Aldrich, kat. ¢.: C9754)
e Metanol (Penta Chemicals, kat. ¢.: 21210-11000)
¢ Mitomycin C (APEXBIO, kat. ¢.: A4452)
e MTS reakény prasok (Promega, kat. ¢.: G1111)
¢ Nokodazol (Sigma-Aldrich, kat. ¢.: M1404)
e Oktylfenoxypolyetoxyetanol (NP-40; Sigma-Aldrich, kat. ¢.: 74385)

o Paklitaxel (Sigma-Aldrich, kat. ¢.: T7191)
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Proteindza K (Sigma-Aldrich, kat. ¢.: P6556)

Saturacny reagent pre FC receptor (SouthernBiotech, kat. ¢.: 5200-01)
Sterilna deionizovana voda

Vinblastin sulfat (Ontario chemicals, kat. ¢.: A68406)

Vinkristin (Teva Pharmaceuticals, kat. ¢.: 44/089/99-C)

Pouzité roztoky

Blokovaci roztok (100 ml roztoku Cell wash, 500 mg BSA)

1x Fosfatovy pufor (PBS; 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,44 g Na;HPO. x 2 H;0, 0,2 g KH2POs,,
1 | sterilnej deionizovanej vody)

1x Permeabiliza¢ny roztok (10x Permeabilizaény roztok bol nariedeny 10-krat sterilnou
deionizovanou vodou pre tkanivové kultary)

Lyzaény pufor (1 ml 1 mol/l TRIS-HCI, 1 ml 5 mol/l KCI, 1 ml TRITON X-100, 97 ml sterilnej
deionizovanej vody pre tkanivové kultury)

Lyzaény pufor s proteinazou K (1045 ul lyza¢ného pufru, 55 ul proteinazy K)

Premyvaci pufor (20 ml roztoku Cell wash, 100 mg BSA, 20 ul NP-40)

Roztok MTS (2 g reakéného prasku MTS boli rozpustené v 1 litri 1x PBS za vzniku roztoku
s koncentraciou 2 mg/ml, pH roztoku bolo upravené na hodnotu 6 — 6,5 pomocou 1 mol/l HCI.
Roztok bol prefiltrovany cez filter arozdeleny po 100 ml do sklenenych flia§ obalenych
alobalom a zamrazeny pri teplote — 80 °C. Pred pouzitim bol do 100 ml roztoku MTS pridany
1 ml PMS))

Saturaény roztok pre FC receptory (10 pl satura¢ného reagentu pre FC receptor, 30 pul

blokovacieho roztoku/1 vzorka)

Pouzité protilatky

Primarna protilatka — Monoclonal Anti-P-glycoprotein (MDR) antibody produced in mouse
(Sigma-Aldrich, kat. ¢.: P7965)

Sekundarna protilatka — Anti-Mouse IgG (whole molecule) F(ab”), fragment — FITC antibody
produced in sheep (Sigma-Aldrich, kat. ¢.: F2883)

Obe protilatky boli nariedené v pomere 1:250 v blokovacom roztoku.

Izotypova kontrola — 1gG2b Isotype Control from murine myeloma (Sigma-Aldrich,
kat. ¢.: M5534)

Izotypova kontrola bola nariedend v pomere 1:140,8 v blokovacom roztoku.

16



Pouzité kultivaéné média
e RPMI-1640 — RPMI-1640 s L-glutaminom (Lonza, kat. ¢.: 12-702F), 10% FBS

e IMDM - Iscove's Modiefied Dulbecco's Medium s HEPES a L-glutaminom (Lonza,
kat. ¢.: 12-722F), 10% FBS

4.3 PouZité pristroje a zariadenia

e Analytické vahy (Scaltech)

e Automatické mikropipety (Eppendorf)

e Centrifiga 5810R (Eppendorf)

e CO; inkubator HeraCell 150 (Thermo Fisher Scientific)

e Echo 550 (LabCyte)

e EnVision Multimode Plate Reader (Perkin Elmer)

e Laminarny box FlowBox HeraSafe (Thermo Fisher Scientific)
e Mikrocentrifuga Multi-spin PCV-6000 (Grant Instruments Ltd)
e Multidrop Combi pipetor (Thermo Fisher Scientific)

e SteriStore Incubator (HighResBiosolutions)

e Svetelny mikroskop (Olympus)

e Temperovany vodny kapel’ (Memmert WNB)

e Tundra Store chladiaci inkubator (HighResBisolutions)

e Vi-Cell XR (Beckman Coulter)

o Vortex IKA Genius 3 (P-LAB)

e PlateLoc Thermal Microplate Sealer (Agilent Technologies)

e Prietokovy cytometer FACSCalibur (BD Biosciences)

4.4 Pouzité experimentalne a vyhodnocovacie postupy

Pasazovanie bunkovych linii

Bunkové linie boli kultivované v 6-jamkovych doskéch, respektive v plastovych kultiva¢nych
fPasiach s rastovou plochou 25 cm?, v rastovom médiu bez pritomnosti antibiotik a boli uchovavané v
CO; inkubatore pri teplote 37 °C. Bunky boli pasazované trikrat do tyzdna, aby nedoslo k spotrebovaniu

zivin z média a odumieraniu buniek.

Pred samotnym pasazovanim boli bunky prehliadnuté pod mikroskopom pri 10-ndsobnom
zvéacSeni, kde bol zisteny ich tvar a konfluencia. Nasledne bola bunkova suspenzia prenesena do 50 ml
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konickej skdmavky. V priebehu selekcie rezistentnych klonov sa bunky postupne stavali
semi-adherentnymi. Z toho dévodu boli bunky pred zliatim do 50 ml skamavky opatrne zoSkriabané

sterilnou plastovou stierkou z povrchu kultivaénej nadoby.

Z bunkovej suspenzie bolo odobranych 500 ul do kyvety a vyuzitim pristroja Vi-CELL bola
zistend viabilita buniek a koncentracia buniek na mililiter. Skimavky s bunkovymi suspenziami boli
umiestnené do centrifugy a sto¢ené pri 1500 otackach za minttu po dobu 5 minut. Po centrifugacii bol
supernatant zliaty do odpadu a bunky boli resuspendované v5 ml erstvého média. Na zaklade
koncentracie buniek zistenej pomocou pristroja Vi-CELL bolo do kultiva¢nej nadoby pridané
vypocitané mnozstvo bunkovej suspenzie z centrifuga¢nej skimavky a objem bol doplneny do 5 ml
Cerstvym kultivaénym médiom. Na zaver boli bunky skontrolované pod mikroskopom a kultiva¢na

nadoba bola umiestnena naspit’ do inkubatora.

Test na detekciu mykoplazmy

Kontaminacia mykoplazmou mé6ze mat’ za nasledok vyrazné kvantitativne a kvalitativne zmeny
v metabolizme bunkovych linii a rovnako ovplyviiuje aj fenotypové charakteristiky buniek. Z toho

dbvodu boli kultivované bunkové linie pravidelne testované na mykoplazmu.

Bunkoveé linie boli prenesené do 50 ml kénickych skimaviek rovnakym postupom ako pri ich
pasazovani. Do kyvety bolo odobranych 500 ul bunkovej suspenzie na zistenie koncentracie buniek
pomocou pristroja Vi-Cell. Na zaklade zmeranej koncentrécie buniek bol do 15 ml skiimavky preneseny
objem bunkovej suspenzie tak, aby obsahoval 250 000 buniek. Nasledovalo stocenie skimavky
v centrifuge pri 2 000 RPM po dobu 5 minuat pri izbovej teplote. Po zliati supernatantu boli bunky
resuspendované v 100 ul lyzaéného pufru s proteindzou K. Obsah skiumavky bol preneseny do 1,5 ml
mikrocentrifuga¢nej skimavky. Mikrocentrifugacna skimavka bola inkubovana pri 37 °C pocas noci
a poslednych 10 minat inkubacie prebehlo pri teplote 95 °C. Na zaver bola prevedena polymerazova

retazova reakcia (PCR).

Stanovenie koncentracie pouzitych protinadorovych lieciv na selekciu rezistentnych klonov

Koncentracie protinadorovych lie¢iv — paklitaxelu pouzitého na pripravu rezistentnych klonov
bunkovej linie CCRF-CEM a daunorubicinu pouzitého na pripravu rezistentnych klonov bunkovej linie
K562 boli zistené prostrednictvom MTS testu. MTS test je kolorimetricky test, ktory je zaloZeny na
redukcii  3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-5-(3-karboxymetoxyfenyl)-2-(4-sulfenyl)-2H-tetrazélia (MTS)
metabolicky aktivnymi bunkami na purpurovy formazan rozpustny v kultivatnom médiu. Premenu

MTS na formazan zabezpecuju enzymy NADPH-dependentné dehydrogenazy pritomné v metabolicky
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aktivnych bunkach. Absorbancia purpurového formazanu je merana pri vinovej dizke 490 nm a jeho

mnozstvo je priamo tmerné poétu zivych buniek v kultlre.

Na MTS test boli pouzité 384-jamkové dosticky. Koncentracia buniek v suspenziach bola
v pripade bunkovej linie CCRF-CEM 4 x 10* buniek/ml a koncentracia 2,7 x 10* buniek/ml v pripade
bunkovej linie K562. Pomocou pipetovacieho pristroja Multidrop Combi bol do prvého a posledného
stipca kazdej dosky napipetovany blank — &isté kultivané médium a do ostatnych stipcov boli
rozpipetované pripravené bunkové suspenzie v pozadovanych koncentraciach. Dosti¢ky boli nasledne
na 24 hodin umiestnené do inkubéatora (37 °C, 5% CO,).

Po 24 hodinovej inkubécii boli k bunkovym suspenziam v 384-jamkovych dosti¢kach vyuzitim
pristroja Echo 550 pridané protinadorové lie¢iva. K bunkdm z bunkovej linie CCRF-CEM bol pridany
paklitaxel v koncentraénom rozsahu od 1,22 x 10°® umol/I do 5 x 10 umol/I a k bunkam z bunkovej
linie K562 daunorubicin v koncentraénom rozsahu od 0,12 x 10 pmol/1 do 0,5 pmol/1. Cytostatika boli
testované v tetraplikatoch. Po oSetreni buniek lie¢ivami boli dosti¢ky umiestnené naspét’ do inkubatora
(37 °C, 5% CO2) na 72 hodin. Po uplynuti inkubacnej doby bol do 384-jamkovych dosti¢iek
napipetovany pomocou pipetovacieho pristroja Multidrop Combi roztok MTS (4 ul na jamku). Dosti¢ky
boli sto¢ené (1500 RPM, 1 mindta) a vlozené naspat’ do inkubatora. Na pristroji EnVision Multimode

Plate Reader bola nasledne stanovené absorbancia pri vinovej dizke 490 nm v jednotlivych jamkéch.

Vyhodnotenim MTS testu v programe Dotmatics bola zistend hodnota polovi¢nej inhibi¢nej
koncentréacie 1Cso. Tato hodnota udava pri akej koncentracii lie¢iva ddjde u buniek k 50% inhibicii

biologickych procesov v bunke, pripadne k apoptdze.

Selekcia rezistentnych klonov

Na pripravu rezistentnych klonov bol zvoleny rychlejsi postup, ato kultivacia buniek
v pritomnosti vysokych koncentracii (vysoka koncentracia = 1Cq) testovanych protinadorovych lieiv.
V predchédzajucom kroku boli pre obe protinadorové lie¢iva pouzité na selekciu rezistentnych klonov
stanovené koncentracie zodpovedajice koncentracii ICq. Pre paklitaxel to bola koncentracia
0,0045 umol/l (ICq, dalej len: ,,vysokd koncentracia paklitaxelu®) a pre daunorubicin to bola
koncentracia 0,09 umol/l (1Cq, dalej len: ,,vysoka koncentracia daunorubicinu®). V prvom cykle
selekcie boli bunky stanovenymi koncentraciami protinadorovych lie¢iv ovplyviiované 24 hodin, a to
vzdy, ked’ ich vitalita dosiahla asponi 90 % pocas 5,5 mesiaca. V priebehu prvého cyklu boli bunky
bunkovej linie K562 ovplyvnené vysokou koncentraciou daunorubicinu Sest’krat a bunky bunkovej linie
CCRF-CEM boli ovplyvnené vysokou koncentraciou paklitaxelu sedemkrat. Takto pripravené klony

boli zamrazené.

Po rozmrazeni pripravenych klonov — v druhom cykle selekcie sa selektivita pocas 1,5 mesiaca
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udrziavala pridavanim nizkej koncentracie protinddorovych lie¢iv. Pre paklitaxel to bola koncentrécia
0,75 x 10° pumol/l (ICy, dalej len: ,nizka koncentracia paklitaxelu) a pre daunorubicin to bola
koncentracia 0,01 umol/I (1C1o, d’alej len: ,,nizka koncentracia daunorubicinu®). Danymi koncentraciami
boli bunky ovplyvitované kontinualne, kazdu pasaz. Pocas 1,5 mesacnej kultivacie doslo eSte k d’alsej
reselekcii vysokou koncentraciou cytostatik. Schéma priebehu selekcie rezistentnych klonov je

zobrazena na Obrazku ¢. 8.
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nizka koncentrécia cytostatika na
udrzanie selekcie

Obrazok 8: Schéma priebehu selekcie rezistentnych klonov.

Stanovenie miery rezistencie selektovanych klonov prostrednictvom MTS testu

Miera rezistencie selektovanych klonov bola stanovena vyuzitim MTS testu v 384-jamkovom
forméte. Pomocou pipetovacieho pristroja Multidrop Combi bol do prvého a posledného stipca kazdej
dosky napipetovany blank — ¢isté kultivaéné médium a do ostatnych stipcov boli rozpipetované
pripravené bunkoveé suspenzie v pozadovanych koncentraciach. V pripade bunkovej linie CCRF-CEM
bola koncentracia bunkovej suspenzie 4 x 10* buniek/ml a koncentrécia 2,7 x 10* buniek/ml v pripade
bunkovej linie K562. Dosti¢ky boli nasledne na 24 hodin umiestnené do inkubatora (37 °C, 5% CO,).

Po uplynuti 24 hodin boli pomocou pristroja Echo 550 k bunkam pridané testované latky zo
zdrojovej dosti¢ky. Protinadorové lieCiva pouzité na test boli uchovavané v zdrojovej 384-jamkovej
dosticke zalepenej hlinikovou foliou. Zdrojova dosticka bola uchovavand v chladiacom inkubatore
TundraStore pri teplote 16 °C. Testované latky — Kkolchicin, gemcitabin, paklitaxel, vinblastin,
mitomycin C, aktinomycin D, nokodazol, daunorubicin, vinkristin a doxorubicin boli na zdrojovej
dosticke pritomné v 3 rozdielnych koncentracidch (vid Tabulka €. 4). Pred pouzitim bola dosticka
stoCena pri 1500 RPM po dobu 1 minuty. Objemy jednotlivych testovanych protinadorovych lieciv
transferovych pristrojom Echo 550 spolo¢ne s vyslednymi koncentraciami protinddorovych lieCiv

Vv jamkach cielovych dosti¢iek su uvedené v Tabulke €. 4.
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Tabul’ka 4: Testované protinddorové liecivd, ich koncentrdcia na zdrojovej dosticke, objem pipetovany do cielovej dosticky
pristrojom Echo 550 avysledna koncentracia cytostatik v jamkdach cielovej dosticky (DNR — daunorubicin, DOXO —
doxorubicin, COL — kolchicin, GEM — gemcitabin, PTX — paklitaxel, VBL — vinblastin, MMC — mitomycin C, AMD -
aktinomycin D, NOC — nokodazol, VNC — vinkristin, IRT - irinotekan).

., ) koncentraci jem transferovany . . L
pmtl.n?.d O,rove protinédoorc(:)eiféth(()jl (iizéiva na ?)?’JI'StroanrlnsEihoo 253)1 VySIe.d na koncentracia
lieciva zdrojovej dosti¢ke [umol/1] [nl] v jamke [pmol/l]
DNR, DOXO 0.1 1 10 150 0,5 5 50
COL, GEM 0,1 1 10 37,5 0,125 1,25 12,5
PTX, VBL 0,1 1 10 10 0,03125 | 0,3125 | 3,125
MMC, AMD 0,01 0,1 1 22,5 0,00781 | 0,0781 | 0,781
NOC, VNC 0,01 0,1 1 5 0,00195 | 0,0195 | 0,195
DNR, DOXO 0,001 0,001 0,1 15 0,00049 | 0,0049 | 0,049

IRT 0,001 0,001 0,1 5 0,00012 | 0,0012 | 0,012

Daunorubicin a doxorubicin boli testované v triplikatoch (vy$$ia koncentracia na zdrojovej
dosticke), tak ako aj ostatné testované latky, ale aj v duplikatoch (nizSia koncentracia na zdrojovej
dosticke). Ako negativna kontrola bolo pouzité rozptstadlo DMSO a ako pozitivna kontrola boli pouzité
latky aktinomycin D a mitomycin C. Dosticky boli vlozené naspét’ do inkubatora (37 °C, 5% CO3) na
72 hodin. Schéma rozmiestnenia pouzitych kontrol a testovanych protinadorovych lie¢iv na ciel'ovej

384-jamkovej dosticke je znazornena na Obrazku €. 9.
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Obrazok 9: Rozlozenie latok na cielovej 384-jamkovej dosticke (B — blank, C — kontrola = bunkova suspenzia bez
pridanych latok, L — pozitivna kontrola, H — negativna kontrola, 1 — kolchicin, 2 — gemcitabin, 3 — paklitaxel, 4 — vinblastin,
5 — mitomycin C, 6 — aktinomycin D, 7 — nokodazol, 8 — irinotekan, 9 — daunorubicin, 10 — vinkristin, 11 — doxorubicin,

12 — daunorubicin, 13 - doxorubicin).

Po 72 hodindch bol do 384-jamkovych dostiCiek s bunkovymi suspenziami oSetrenymi
cytostatikami napipetovany roztok MTS (4 ul/jamku) pomocou pipetovacieho pristroja Multidrop
Combi. Dosticky boli stoené (1500 RPM, 1 minata) a vlozené naspat” do inkubatora. Na zaver,
priblizne po 2 az 6 hodinach inkubécie, bola zmerana absorbancia pri vinovej dizke 490 nm
v jednotlivych jamkéch na pristroji EnVision Multimode Plate Reader a test bol vyhodnoteny vyuzitim

programu Dotmatics, kde bola stanovena hodnota poloviénej inhibiénej koncentracie 1Cso.

Na stanovenie signifikantného rozdielu hodnét ICsy parentalnych buniek a selektovanych
klonov bol pouzity Statisticky t-test. Vysledkom porovnania dvoch vyberov je p-hodnota. V pripade, ze
je p-hodnota mensia ako 0,05, povazuje sa za $tatisticky vyznamnu. Pri uvadzani p-hodnét sa pouziva
systém hodnotenia pomocou hviezdi¢iek, ak je p < 0,05 je oznaéenie *, p < 0,01 je oznaéenie ** a ak je

p < 0,001 pouziva sa oznacenie ***.

Analyza Pgp prietokovou cytometriou

Na analyzu expresie Pgp pritomného v membranach buniek bola vyuZita prietokova cytometria.

Na analyzu boli pouzité 2 miliony buniek selektovanych protinadorovymi lie¢ivami. Ako kontrola
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slizili parentalne bunky oboch bunkovych linii.

Bunky boli stocené (pri 500 g po dobu 5 minut) v chladenej centrifuge a bolo odstranené
kultiva¢né médium. Nasledne boli premyté 1x PBS, opit’ sto¢ené (5 minut pri 500 g) a zafixované
v metanole. Zafixované bunky boli premyté 2 ml roztoku Cell wash a sto¢ené v centrifiige (5 mintt pri
500 g) — rovnaké podmienky centrifugacie boli dodrzané pri celom experimente. K peletu bolo
pridanych 500 pl permeabilizaéného roztoku a zmes bola inkubovand 10 minat v tme. Nasledne boli
skimavky zcentrifugované a premyté 2 ml premyvacieho roztoku. Zmes bola zcentrigugovana a bolo
pridanych 40 ul saturacného reagentu pre FC receptor. Skimavky boli ulozené do tmy, kde boli
inkubované po dobu 10 minat. Bunky boli premyté 2 ml premyvacieho roztoku a rozdelené do
duplikatov po 1 ml — do prvej sady bolo pridanych po 40 ul izotypovej kontroly a do druhej sady
skamaviek bolo pridanych po 40 pl roztoku primarnej protilatky pre Pgp. Zmes bola inkubovana

30 minlt v tme.

Bunky boli opat’ premyté 2 ml premyvacieho roztoku, sto¢ené a do oboch sad skiimaviek bolo
pridanych po 40 ul sekundarnej protilatky. Zmes bola inkubovana 30 minat v tme. Po uplynuti
inkubac¢nej doby boli bunky premyté, stoc¢ené a resuspendované v 500 ul blokovacieho roztoku. Bunky
boli priblizne na hodinu umiestnené do chladni¢ky a nasledne bola prevedena analyza na prietokovom

cytometri.
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5 Vysledky

5.1 Stanovenie koncentracie protinadorovych lieCiv potrebnych na selekciu

rezistentnych klonov

Koncentracie protinddorovych lie¢iv potrebné na selekciu rezistentnych klonov boli zistené
prostrednictvom MTS testu prevedeného na parentadlnych bunkach bunkovych linii CCRF-CEM
a K562. Vyhodnotenim MTS testu v programe Dotmatics boli zistené hodnoty polovi¢nej inhibiénej
koncentracie 1Cso. Hodnoty 1Csq predstavuju mieru cytotoxicity protinddorovych lie¢iv na parentalne
bunky. Ich spriemerovanim (vid® Tabulka ¢. 5) bola stanovena hodnota ICsy pre paklitaxel
a daunorubicin.

Tabul’ka 5: Hodnoty ICso parentalnych buniek bunkovych linii CCRF-CEM a K562 po ich ovplyvneni prislusnym

protinadorovym lie¢ivom (ICso— polovicnd inhibicna koncentrdacia, sd — smerodajné odchylka).

bunkova linia CCRF-CEM bunkova linia K562
hodnoty | priemerna hodnoty | priemerna

ICs0 hodnota ICs sd ICso hodnota ICs sd
[pmol/1] [pmol/1] [pmol/1] [pmol/1]
0,0027 0,0408
0,0024 0,0416
0.0027 0,0027 0,0002 0.0424 0,0432 0,0024
0,0028 0,0459

V pripade bunkovej linie CCRF-CEM bola zistend hodnota 1Cs rovna 0,0027 £ 0,0002 umol/I.
Z grafu koncentracnej zavislosti (vid’ Graf ¢. 1) bola od¢itana koncentracia lie¢iva — paklitaxelu, ktora
odpoveda 10% a 90% inhibi¢nej koncentracii — jednalo sa o koncentrécie: 0,75 x 10 pmol/I (IC1, nizka
koncentrécia paklitaxelu) a 0,0045 umol/l (ICg, Vysoka koncentracia paklitaxelu). Tieto koncentracie

boli pouzité na pripravu rezistentnych klonov.
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Graf 1: Parentalne bunky bunkovej linie CCRF-CEM po osetreni paklitaxelom.

V pripade bunkovej linie K562 bola zistena hodnota 1Cso rovna 0,0432 + 0,0024 umol/1. Z grafu
koncentracnej zavislosti (vid Graf & 2) bola odc¢itana koncentracia lie¢iva — daunorubicinu
zodpovedajuca 10% a 90% inhibi¢nej koncentracii — jednalo sa o koncentracie: 0,01 pmol/l (IC1o, nizka
koncentracia daunorubicinu) a 0,09 umol/l (ICg, vysokd koncentracia daunorubicinu). Uvedené

koncentracie daunorubicinu boli pouzité na pripravu rezistentnych klonov.
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Graf 2: Parentalne bunky bunkovej linie K562 po osetreni daunorubicinom.
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5.2 Selekcia rezistentnych klonov

Rezistentné klony boli pripravené opakovanym vystavenim bunkovej kultdry vysokym
koncentraciam protinadorového liec¢iva. V pripade bunkovej linie CCRF-CEM islo o paklitaxel
(0,0045 umol/1) a bunkova linia K562 bola ovplyviiovana daunorubicinom (0,09 umol/l). Rezistentné
bunky boli selektované v priebehu priblizne siedmich mesiacov v dvoch cykloch.

5.3 Stanovenie miery rezistencie selektovanych klonov testom cytotoxicity

Miera rezistencie selektovanych klonov bola stanovena prostrednictvom MTS testu. Bunkové
linie boli vystavené nie len protinadorovym lie¢ivam, ktorymi boli selektované rezistentné klony, ale aj
d’alsim cytostatikdm (kolchicinu, gemcitabinu, vinblastinu, mitomycinu C, aktinomycinu D,
nokodazolu, irinotekanu, vinkristinu a doxorubicinu), aby sa overila pripadna skrizena rezistencia ¢i
MDR.

MTS test bol vyhodnoteny vyuzitim programu Dotmatics, kde bola stanovend hodnota
polovi¢nej inhibi¢nej koncentracie 1Cso. Pomocou hodnoty 1Cso bola porovnana citlivost’ selektovanych
rezistentnych klonov s citlivostou ich parentalnych linii voéi testovanym protinddorovym lie¢ivam.
Porovnanim tychto hodnét bol stanoveny pokles/narast rezistencie u selektovanych klonov. Na
vyhodnotenie signifikantného rozdielu hodn6t 1Cso parentdlnych buniek a selektovanych klonov bol
pouzity Statisticky t-test, ktorého vysledkom je p-hodnota. Pri uvadzani p-hodnét sa pouziva systém
hodnotenia pomocou hviezdi¢iek, ak je p < 0,05 je oznacenie *, p < 0,01 je oznaenie ** a ak je

p < 0,001 pouziva sa oznacenie ***,

5.3.1 Vyhodnotenie testu cytotoxicity pre bunkovu liniu CCRF-CEM

V pripade bunkovej linie CCRF-CEM ovplyviiovanej v priebehu selekcie rezistentnych klonov
vysokou koncentraciou paklitaxelu v prvom cykle a nasledne kultivovanej v pritomnosti nizkej
koncentracie paklitaxelu v druhom cykle nedoslo k Ziadnemu, pripadne len minimalnemu narastu
rezistencie voéi testovanym protinadorovym lie¢ivam v porovnani s bunkami parentélnej linie (vid’
Tabulku €. 6).
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Tabul’ka 6: Hodnoty ICso pre parentalne bunky bunkovej linie CCRF-CEM a ich klony selektované vysokou koncentraciou
paklitaxelu v prvom cykle anasledne kultivované v pritomnosti nizkej koncentracie paklitaxelu vdruhom cykle

(ICs0 — polovicnd inhibicnd koncentrdcia, sd —smerodajné odchylka, p-hodnota: p < 0,05 =*,p < 0,01 =**,p < 0,001 = ***),

bunkové linia CCRF-CEM
parentalne bunky bunky selektované paklitaxelom
Testované latky [ulllcl:(fi)/l] sd [ulnifi’/l] sd resligtr:rfzie P-hodnota
Paklitaxel <0,0012 - <0,0012 - - -
Vinblastin <0,0012 - 0,0013 0,0002 1,0833 0,3739
Vinkristin <0,0012 - <0,0012 - - -
Nokodazol 0,0367 0,0042 0,0402 0,0049 1,0954 0,3977
Kolchicin 0,0089 0,0013 0,0089 0,0004 1,0000 0,9441
Irinotekan 0,3153 0,0292 0,3080 0,0407 0,9768 0,8128
Gemcitabin 0,0092 0,0035 0,0047 0,0005 0,5109 0,0962
Daunorubicin 0,0060 0,0005 0,0053 0,0006 0,8833 0,3349
Doxorubicin 0,0004 0,0001 <0,0001 - <0,2500 0,0189 *
Mitomycin C 0,0048 0,0004 | <0,0012 - <0,2500 0,0001 ***
Aktinomycin D | <0,0012 - <0,0012 - - -

Mierne vysSia rezistencia (vid’ Tabul'ka ¢. 7) bola pozorovana u buniek, ktoré boli selektované
vysokou koncentraciou paklitaxelu v dvoch cykloch. Najvyssia rezistencia bola dosiahnuta voéi vinca
alkaloidom (vinblastinu a vinkristinu), ktoré patria do rovnakej skupiny protinadorovych lie¢iv a maju
podobny mechanizmus tc€inku ako paklitaxel, ktory bol pouzity na selekciu tychto rezistentnych klonov.

Taktiez bol pozorovany aj jemny narast rezistencie na daunorubicin, kolchicin a irinotekan.
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Tabul’ka 7: Hodnoty ICso pre parentalne bunky bunkovej linie CCRF-CEM a ich klony selektované vysokou koncentraciou
paklitaxelu v dvoch cykloch (ICso — polovicnd inhibicnd koncentrdcia, sd — smerodajné odchylka, p-hodnota: p < 0,05 = *,
p < 0,01 =** p <0,001 = ***),

bunkové linia CCRF-CEM
parentalne bunky | bunky selektované paklitaxelom
o ICes ICes N'érast_
Testované latky [umol/l] sd [wmol/l] sd rezistencie P-hodnota
(x-krat)
Paklitaxel <0,0012 - 0,0012 0,0001 > 1,0000 0,3739
Vinblastin <0,0012 - 0,0066 0,0002 >5,5000 | 8,62-107 ***
Vinkristin <0,0012 - 0,0085 0,0011 > 7,0833 0,0003 ***
Nokodazol 0,0367 | 0,0042 | 0,0359 0,0066 0,9782 0,8676
Kolchicin 0,0089 | 0,0013 | 0,0151 0,0014 1,6966 0,0049 **
Irinotekan 0,3153 | 0,0292 | 0,4902 0,0940 1,5547 0,0369 *
Gemcitabin 0,0092 | 0,0035 | 0,0081 0,0009 0,8804 0,6240
Daunorubicin 0,0060 | 0,0005 | 0,0118 0,0014 1,9667 0,0325 *
Doxorubicin 0,0004 0,0001 | <0,0001 - <0,2500 0,0189 *
Mitomycin C 0,0048 | 0,0004 | 0,0056 0,0009 1,1667 0,5736
Aktinomycin D | <0,0012 - <0,0012 - - -

Maly posun v rezistencii na paklitaxel bolo mozné pozorovat porovnanim Grafu &. 3
a Grafu ¢. 4, kde je vidite'ny posun v rezistencii na zaklade zmeny sklonu krivky. Parentélne bunky boli

viac citlivejSie na nizSie koncentracie paklitaxelu ako selektované rezistentné klony.
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Graf 3: Graf zavislosti percenta inhibicie na koncentracii paklitaxelu u parentalnych
buniek bunkovej linie CCRF-CEM.
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Graf 4: Graf zavislosti percenta inhibicie na koncentracii paklitaxelu u selektovanych rezistentnych

klonov bunkovej linie CCRF-CEM ovplyviiovanych vysokou koncentraciou paklitaxelu v dvoch cykloch.

5.3.2 Vyhodnotenie testu cytotoxicity pre bunkovu liniu K562

Vysledky MTS testu ukazuji, Ze bunkova linia K562 si vytvorila rezistenciu na protinadorové
lie¢ivo daunorubicin aj Vv pripade, ked boli bunky v druhom cykle selekcie kultivované v pritomnosti
nizkej koncentrécie daunorubicinu. Takto selektované klony si vybudovali rezistenciu na daunorubicin,

aktinomycin D, paklitaxel, vinkristin a kolchicin (vid’ Tabul’ku ¢. 8).
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Tabul’ka 8: Hodnoty ICso pre parentdlne bunky bunkovej linie K562 aich klony ovplyviiované v prvom cykle vysokou
koncentraciou daunorubicinu a nasledne kultivované v pritomnosti nizkej koncentracie daunorubicinu v druhom cykle

(ICs0 — polovicnd inhibicnd koncentrdcia, sd —smerodajné odchylka, p-hodnota: p < 0,05 =*,p < 0,01 =**,p < 0,001 = ***),

bunkova linia K562
parentalne bunky | bunky selektované daunorubicinom
o ICes ICes N'érast_
Testované latky [umol/l] sd [umol/l] sd re2|stef10|e P-hodnota
(x-krat)
Daunorubicin 0,0430 0,0058 0,0890 0,0127 2,0698 0,0047 **
Doxorubicin 0,0650 0,0005 0,0684 0,0020 1,0523 0,0453 *
Mitomycin C 0,0503 0,001 0,0626 0,0090 1,2445 0,0779
AktinomycinD | <0,0012 - 0,0035 0,0012 >2,9167 0,0303 *
Paklitaxel <0,0012 - 0,0282 0,0038 > 23,5000 | 0,0002 ***
Vinblastin <0,0012 - <0,0012 - - -
Vinkristin <0,0012 - 0,0018 0,0005 > 1,5000 0,1180
Nokodazol 0,0419 0,0003 0,0190 0,0022 0,4535 (6,01 - 10° ***
Kolchicin 0,0116 0,0005 0,0219 0,0051 1,8879 0,0256 *
Gemcitabin 0,0791 0,0056 0,0741 0,0029 0,9368 0,2378
Irinotekan 3,2457 0,2699 2,9960 0,3763 0,9231 0,4033

Vacsiu rezistenciu vykazovali, tak ako aj v pripade bunkovej linie CCRF-CEM, selektované
klony, ktoré boli ovplyviiované vysokou koncentraciou daunorubicinu v dvoch cykloch. Tieto bunky
boli rezistentné na daunorubicin, doxorubicin, aktinomycin D, paklitaxel, vinblastin, vinkristin
a kolchicin (vid’ Tabul’ku ¢. 9).
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Tabul’ka 9: Hodnoty ICso pre parentdlne bunky bunkovej linie K562 aich klony selektované vysokou koncentraciou
daunorubicinu v dvoch cykloch (1Cso — polovicnd inhibicnd koncentrdcia, sd —smerodajna odchylka, p-hodnota: p < 0,05 =*,
p < 0,01 =** p< 0,001 =***),

bunkova linia K562
parentalne bunky [bunky selektované daunorubicinom
o ICes 1Cso N'érast_
Testované latky [umol/l] sd [umol/l] sd rezistencie P-hodnota
(x-krat)
Daunorubicin 0,0310 0,0012 0,1475 0,0422 4,7581 0,0598
Doxorubicin 0,0650 0,0005 0,1620 0,0633 2,4923 0,0567
Mitomycin C 0,0503 0,0010 0,0694 0,0159 1,3797 0,1067
AktinomycinD | <0,0012 - 0,0040 0,0013 > 3,3333 0,0229 *
Paklitaxel <0,0012 - 0,0380 0,0021 > 31,6667 |7,23 100 ***
Vinblastin <0,0012 - 0,0030 0,0009 > 2,500 0,0295 *
Vinkristin <0,0012 - 0,0116 0,0004 >9,6667 | 1,60- 10° ***
Nokodazol 0,0419 0,0003 0,0213 0,0007 0,5084 1,33- 10 ***
Kolchicin 0,0116 0,0005 0,0248 0,0053 >2,1379 0,0129 *
Gemcitabin 0,0791 0,0056 0,0686 0,0146 0,8673 0,3095
Irinotekan 3,2457 0,2699 4,3383 0,1319 1,3367 0,0032 **

5.4 Analyza expresie Pgp prietokovou cytometriou

Analyza expresie Pgp bola zalozend na vidzbe Specifickych protilatok — primarnej

a fluorescen¢ne znacenej sekundarnej protilatke na Pgp a naslednej analyze prietokovou cytometriou.

Na analyzu expresie Pgp boli vybrané bunky, ktoré vykazovali najvyssiu mieru rezistencie pri
MTS teste. V pripade bunkovej linie CCRF-CEM to boli bunky selektované vysokou koncentraciou
paklitaxelu v dvoch cykloch a v pripade bunkovej linie K562 to boli bunky selektované vysokou
koncentraciou daunorubicinu v dvoch cykloch aklony selektované v prvom cykle vysokou
koncentraciou daunorubicinu a nasledne kultivované v pritomnosti nizkej koncentracie daunorubicinu
v druhom cykle. Ako kontrola boli pouzité parentalne bunky oboch bunkovych linii. Vysledky narastu
expresie Pgp u selektovanych rezistentnych klonov bunkovej linie CCRF-CEM su uvedené
v Tabul’ke ¢. 10 a bunkovej linie K562 si zobrazené v Tabulke ¢. 11. U vSetkych selektovanych
rezistentnych klonov je mozné vidiet' nizky narast expresie Pgp, ktory je jednym z dévodov vzniku
rezistencie na protinadorové lieCiva. NajvySSie zvySenie expresie Pgp bolo zaznamenané
u selektovanych klonov bunkovej linie K562. Konkrétne sa jednalo o bunky, ktoré boli selektované
vysokou koncentraciou daunorubicinu v prvom cykle selekcie a nasledne kultivované v pritomnosti

nizkej koncentrécie daunorubicinu v druhom cykle.
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Tabul’ka 10: Nérast expresie Pgp u rezistentnych klonov bunkovej linie CCRF-CEM (IK — izotypové kontrola).

Bunkova linia CCRF-CEM

Vzorka

Vzorka/lIK

Narast expresie

(x-krét)
Parentéalne bunky 17,15 | 18,02 1,05 1
Bunky selektované vysokou koncentraciou 1526 | 33,68 221 2.10

paklitaxelu v dvoch cykloch

Tabul’ka 11: Narast expresie Pgp u rezistentnych klonov bunkovej linie K562 (IK - izotypova kontrola).

Bunkova linia K562

Vzorka

Vzorka/lIK

Narast expresie

(x-krét)
Parentéalne bunky 10,55 | 13,70 1,30 1
Bunky selektov_ape vysokou koncentraciou 1027 | 2813 2.74 211
daunorubicinu v dvoch cykloch
Bunky selektované vysokou koncentraciou
daunorubicinu v prvom cykle a nésledne 039 | 4451 474 3.65

kultivované v pritomnosti nizkej koncentracie
daunorubicinu
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6 Diskusia

Aj napriek faktu, Ze sa v poslednych desatrociach vyvija ¢oraz viac lieCiv na presné zacielenie
a blokovanie zmien, ktoré pohanaji progresiu rakoviny, u mnohych pacientov v priebehu liecby ¢asto
dochadza k vzniku rezistencie. Rezistencia na protinadorové lie¢iva, ¢i uz konvenéné alebo nové cielené
lieciva, a vyslednd netc¢innost’ lie¢by sU hlavnymi problémami pri lie¢be rakoviny a st zodpovedné za
viac ako 90 % umrti. Vo vSeobecnosti je pri¢ina vytvorenia rezistencie na lie¢iva zlozita. Pochopenie
mechanizmov veducich k jej vzniku umozni vyvoj novych terapeutickych stratégii a ziskanie lepsich
klinickych vysledkov (Wang et al., 2019). Doposial’ boli identifikované viaceré kategorie mechanizmov
liekovej rezistencie. No aj napriek tomu, ze sa poznatky o niektorych jednotlivych mechanizmoch
rezistencie na lie¢iva vyrazne rozSirili, komplexné pochopenie a rieSenie multifaktoridlnych

mechanizmov rezistencie na lieky stale chyba.

V experimentalnej onkoldgii st pre §tidium mechanizmov cytotoxicity a rezistencie kl'ai¢ovym
nastrojom bunkové modely. Priprava a analyza rezistentnych nadorovych bunkovych linii je ¢asovo
naro¢na. NajcastejSie sa pripravuju opakovanym vystavovanim rakovinovych buniek protinddorovym
lie¢ivam, ktoré sa bezne pouzivaji v klinickej praxi. Vyuzivaju sa dve metddy pripravy rezistentnych
klonov. Prvou metddou a najéastejSie pouzivanou je ovplyviiovanie buniek postupne sa zvySujucou
koncentraciou protinadorového lie¢iva pocas dlhSieho obdobia (6 aZz 24 mesiacov). Druhou je pulzna
metdda, ato ovplyviiovanie buniek vy$Sou koncentraciou lieGiva na krat§iu dobu expozicie
(3 —24 hodin) a nasledne poskytnutim ¢asu na zotavenie buniek. Tato schéma sa viac priblizuje
klinickému nastaveniu chemoterapie (Scripture et al., 2005, Watson et al., 2007, Breen et al., 2008 ,
McDermott et al., 2014).

V tejto bakalarskej praci bol zvoleny pulzny spésob selekcie rezistentnych klonov dvoch
leukemickych bunkovych linii — bunkovej linie odvodenej od akdtnej lymfoblastickej leukémie
CCRF-CEM a bunkovej linie odvodenej od chronickej myeloidnej leukémie K562. Bunky boli
ovplyviiované vysokou koncentraciou protinadorovych lie¢iv (ICg) na 24 hodin, ¢o prezilo len malé
percento buniek, ktoré sa po urcitej dobe opét’ zacali normalne delit’ a dosiahli vitalitu nad 90 %. Tento
proces trval spravidla 3 — 4 tyzdne. Selekcia prebehla v dvoch cykloch, kedy v prvom cykle boli bunky
selektované vysokymi koncentraciami protinadorovych lie¢iv (paklitaxelu a daunorubicinu), ato
v priebehu 5,5 mesiaca. V druhom cykle, po¢as 1,5 mesiaca, sa udrziavala selekcia kontinualnym
posobenim nizkej koncentracie protinddorovych lieciv a doslo aj k dalSej reselekcii vysokymi

koncentraciami lieciv.

Na vyhodnotenie miery rezistencie bol pouzity kolorimetricky MTS test. Narast rezistencie
u selektovanych klonov bol stanoveny porovnanim hodnét ICso parentalnych buniek s ich rezistentnymi

klonmi. Najvyssiu mieru rezistencie vykazovali selektované klony, ktoré boli v oboch cykloch
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ovplyviiované vysokymi koncentraciami protinadorovych lie¢iv. Takto pripravené klony bunkovej linie
CCRF-CEM vykazovali miernu rezistenciu na cytostatika s podobnym mechanizmom uéinku ako
paklitaxel, a to vinkristin, vinblastin, a kolchicin, ale aj na struktarne a mechanizmom uéinku odlisny
daunorubicin a irinotekan. Avsak rezistencia na paklitaxel bola len nepatrna. Vyssi narast rezistencie
bol pozorovany u rovnakym spdsobom selektovanych klonov bunkovej linie K562. Selektované klony
vykazovali prekvapivo najvyssiu rezistenciu voci paklitaxelu (> 31,6667-krat vyssi narast rezistencie
v porovnani s parentalnymi bunkami). Rezistentné klony d’alej vykazovali rezistenciu na daunorubicin,

ktorym boli selektované, na doxorubicin, ale aj na aktinomycin D, vinblastin, vinkristin a kolchicin.

Mierne zvySenie rezistencie bolo pozorované aj u klonov bunkovej linie K562, ktoré boli
v prvom cykle selekcie oSetrované vysokou koncentraciou daunorubicinu a v druhom cykle boli
kultivované v pritomnosti nizkej koncentracie daunorubicinu. Okrem daunorubicinu vykazovali tieto
klony rezistenciu aj na aktinomycin D, vinkristin a kolchicin. Najvyssi narast rezistencie (> 23,5-krat)
bol zaznamenany na protinddorové lie¢ivo paklitaxel. U rovnakym postupom pripravenych
rezistentnych klonov bunkovej linie CCRF-CEM nedoslo k Ziadnemu, pripadne len k minimalnemu

narastu rezistencie.

Podl'a vyssie uvedenych vysledkov je zrejmé, Ze u selektovanych rezistentnych klonov doslo ku
skrizenej rezistencii. Skrizena rezistencia na protinadorové lie¢iva nastava v momente, ked’ sa
rakovinové bunky stant rezistentné nielen voéi lie¢ivu, ktorym bola rakovina lie¢ena, ale stratia citlivost’
aj na d’alSie protinadorové lie¢iva, vdésinou s podobnym mechanizmom tuéinku (Noskova et al., 2000).
Ku skrizenej rezistencii doSlo Vv pripade oboch bunkovych linii. Selektované klony bunkovej linie
CCRF-CEM vystavované v priebehu selekcie antimikrotubularnemu ¢inidlu paklitaxelu si vytvorili
skrizeni rezistenciu na mechanizmom uéinku podobny vinkristin, vinblastin a kolchicin. Klony
bunkovej linie K562 pocas selekcie vystavované antracyklinovému antibiotiku daunorubicinu ziskali

rezistenciu vo¢i mechanizmom u¢inku podobnému doxorubicinu.

Pri skrizenej rezistencii méze dojst’ aj k vzniku rezistencie na Struktirne a mechanizmom u¢inku
lisiace sa protinadorové lie¢iva. Vtedy hovorime o mnohopocetnej lickovej rezistencii (Noskova et al.,
2000, Catalano et al., 2022). V pripade bunkovej linie CCRF-CEM doslo v priebehu selekcie
k vytvoreniu rezistencie na cytostatika s odlisnym mechanizmom ucinku, ato na daunorubicin
a irinotekan. Rezistentné klony bunkovej linie K562 sa takisto stali odolné voci protinadorovym
lie¢ivam s odliSnym mechanizmom uc¢inku ako ma daunorubicin, ktorym boli ovplyviiované. Boli to
predovsetkym antimikrotubularne Cinidla paklitaxel, vinblastin, vinkristin a Vv mensej miere aj kolchicin

a protinddorové antibiotikum aktinomycin D.

Jednym z najbeznejSich mechanizmov rezistencie je eflux lieCiv zbunky, zvycajne
prostrednictvom pump pritomnych v bunkovej membréne. Na pripravenych rezistentnych klonoch bola

prevedend analyza expresie Pgp, transmembranovej jednosmernej efluxnej pumpy, ktory je asociovany
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s MDR. Na analyzu Pgp prietokovou cytometriou boli vybrané klony, ktoré vykazovali pri MTS teste
signifikantni mieru rezistencie. U vSetkych testovanych selektovanych klonov bol zaznamenany len
mierny narast expresie Pgp v porovnani s parentalnymi bunkami. Najvacsi narast expresie Pgp bol
pozorovany u rezistentnych klonov bunkovej linie K562, ktoré boli v prvom cykle ovplyviiované
vysokymi koncentraciami daunorubicinu a druhom cykle selekcie kultivované v pritomnosti nizkej

koncentracie daunorubicinu.

Z uvedenych vysledkov vyplyva, Ze pulznou selek¢nou metédou vyselektované klony
bunkovych linii CCRF-CEM a K562 neziskali stabilnii zvy$enu rezistenciu na protinddorové lieciva
paklitaxel, respektive daunorubicin. Hlavnymi doévodmi netspeSnej pripravy rezistentnych klonov
bunkovych linii méze byt bud’ kratky cas selekcie alebo nevhodne zvolena koncentracia lieciva
pouzitého na selekciu. Podobne Gu et al. uvadza, Ze pulzna selekéna metdda je menej Gspesna v priprave
rezistentnych klonov ako pouZitie postupne sa zvySujucej koncentracie selek¢nej latky a ¢asto dochadza

len k 2- az 80-nasobnému narastu rezistencie voci parentdlnym linidm (Gu et al., 2019).
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7  Zaver

Hlavnym cielom experimentélnej Casti bakalarskej prace bola priprava rezistentnych klonov
leukemickych bunkovych linii — CCRF-CEM a K562. Rezistentné klony boli pripravené v priebehu
priblizne siedmich mesiacov v dvoch cykloch. Prvy cyklus trval 5,5 mesiaca a pocas tejto doby boli
bunky vystavované vysokym koncentraciam protinadorovych lieiv. Bunkova linia CCRF-CEM bola
ovplyviiovana protinddorovym lie¢ivom paklitaxelom a bunkova linia K562 daunorubicinom. Takto
pripravené klony boli zamrazené. Po rozmrazeni selektovanych klonov sa pokracovalo druhym cyklom
selekcie v trvani 1,5 mesiaca. U selektovanych klonov bola rezistencia udrziavana kultivaciou buniek
Vv pritomnosti nizkej koncentracie protinadorového lieCiva a takisto doslo aj k dalSej reselekcii

rezistentnych klonov vysokymi koncentraciami protinadorovych lieciv.

Miera rezistencie bola stanovend prostrednictvom testu cytotoxicity — MTS testu. Jeho
vyhodnotenim v programe Dotmatics boli stanovené hodnoty ICso pre parentalne bunky aich
selektované rezistentné klony. Ich porovnanim bol stanoveny pokles/nérast rezistencie na testované
protinadorové lie¢iva u selektovanych klonov. Najvyssiu rezistenciu v pripade oboch bunkovych linii
vykazovali klony, ktoré boli v dvoch cykloch selektované vysokymi koncentraciami protinadorovych
lie¢iv. Mierny narast rezistencie vykazovali aj selektované klony bunkovej linie K562, ktoré boli
v prvom cykle ovplyvitované vysokou koncentraciou cytostatika a v druhom cykle boli kultivované
Vv pritomnosti nizkej koncentracie protinadorového lie¢iva. Selektované rezistentné klony vykazovali aj
skrizenu rezistenciu. U selektovanych klonov, ktoré vykazovali signifikantnd mieru rezistencie bola
nasledne prevedena analyza expresie Pgp prietokovou cytometriou. U vsetkych klonov bol detegovany

jemny narast expresie Pgp.

Vysledky naznacuju, Ze testované bunkové linie zatial’ nevykazuji stabilni zvySent rezistenciu

voci zvolenym protinadorovym lie¢ivam.
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