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SOUHRN

Ptedlozena diplomovéa prace se zabyva problematikou srovnani riznych zplsobu
vyhodnoceni testli cytotoxické aktivity u nadorovych linii. Teoretickd Cast je vénovana
prehledu v soucasnosti pouzivanych chemoterapeutik, preklinickému hodnoceni 1ékové
odpovédi, bunécné odpoveédi na 1é¢iva a in vitro metodam testovani bunééné odpovédi. Dale
je zatfazena i strucna charakteristika pouzitych testovacich latek. Naplni experimentalni casti
bylo studium aktivity 5-fluorouracilu a nokodazolu na zvolenych bunéénych modelech (linie
HCT 116 a BxPC3) pomoci MTT eseje a barveni trypanovou modii ve dvou zvolenych
Casech (po 48 a 72 hodinach). Ze stanovenych hodnot ICsp, relativnich a frakénich viabilit
vyplyva, ze oba testy poskytuji odlisné informace 0 cytotoxickych vlastnostech testovacich
latek. Pro ziskani nejptesnéjSich vysledki a kompletniho popisu stavu bunééné populace

je tedy nejvhodnéjsi kombinovat vice metod pro stanoveni cytotoxicity soucasné.
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SUMMARY

The presented thesis deals with comparison of various methods of evaluation
of cytotoxic activity tests in tumour cell lines. The theoretical part is devoted to the overview
of currently used chemotherapeutics, preclinical evaluation of drug response, cellular
responses to drugs and in vitro techniques for testing cellular response. A brief description
of the test substances is also included. The aim of the experimental part of the diploma thesis
was to study the activity of the test substances 5-fluorouracil and nocodazole on selected cell
models (HCT 116 and BxPC3 cell lines) using the MTT assay and trypan blue exclusion test
at two selected time points (after 48 and 72 hours). The obtained 1Cso values, along with
relative and fractional viabilities, indicate that the two assays provide different types
of information regarding the cytotoxic properties of the tested substances. To obtain the most
accurate results and a comprehensive description of the cell population, it is therefore most

appropriate to combine multiple cytotoxicity assessment assays simultaneously.
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1 UVOD

Rakovina je zavazné onemocnéni, se kterym se celosvétové potykaji miliony lidi.
Soucasna protinadorova lécba je vSak zdlouhava a zatizena celou fadou vaznych vedlejSich
ucink. Ne vzdy je mozné dosdhnout kompletniho vyléceni, a pokud rakovinné bunky
vykazuji rezistenci, je u¢inek terapie zna¢né omezen. ReSenim t&chto problémi je vyvoj

novych, ucinnéjsich a hlavné bezpec¢néjsich chemoterapeutik. Tento proces je nicméné

finan¢né i ¢asoveé velmi narocny.

Nedilnou soucasti vyzkumu je hodnoceni cytotoxického, pfipadné antiproliferativniho
ucinku kandidatnich 1é¢iv. Asi nejrozsifenéj$imi in vitro testy cytotoxicity jsou eseje zalozené
na redukci tetrazoliovych soli mitochondrialnimi dehydrogenazami (MTT, MTS, XTT atd.).
V ramci téchto eseji dochazi k normalizaci na kontrolu a obvyklym vystupem je hodnota ICsg.
I pfes to, Zze se v soucasnosti jedna o ,,zlaty standard” pro hodnoceni toxickych vlastnosti
latek, nemusi byt ziskané vysledky zcela pfesné. V podstaté kazdd metoda, vcetné vySe
zminénych eseji, je zatizena urCitymi chybami. Pokud jsou tyto nepiesnosti zpisobené
napftiklad vyhodnocenim odhaleny, je mozné je zohlednit, ptipadné eliminovat a zefektivnit

tak cely proces vyvoje novych 1é¢iv.



2 CILE PRACE

- Shromazdit odbornou literaturu a sepsat resersi na dané téma.

- Vybrat vhodny model pro laboratorni testovani.

- Studovat aktivitu vybranych latek na modelovych buiikach s vyuzitim MTT testu.

- Vyhodnotit vysledky vyse zminéného testu (zohlednéni Tag, T72 MTT a poctu zivych
a mrtvych bun¢k pfed MTT — barveni trypanovou modfi, stanoveni frakéni viability),

diskutovat vysledky.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Soucasna lé¢iva uZivana v chemoterapii

Rakovina je zavaznym zdravotné-socialnim problémem 21. stoleti a podle odhadi
je celosvétove pric¢inou téméi kazdého Sestého umrti. U muzd je nejcastéji diagnostikovana
rakovina prostaty, plic, jater, zaludku a kolorekta. U Zen pak rakovina prsu a délozniho ¢ipku
(Bray et al., 2024). Rakovina je multigenni onemocnéni charakterizované celou fadou znaka,
zejména metabolickymi zménami Vv nadorovych bunkach (Ohshima et Morii, 2021, Pavlova
etal., 2022). Vyzaduje tedy komplexni 1é¢bu, ktera kromé chirurgického zakroku

a radioterapie muze zahrnovat také chemoterapii.

Chemoterapii se rozumi lé¢ba chemickymi latkami, pficemz Vv soucasnosti uzivana
chemoterapeutika neptsobi cilené. Dostavaji se vSak zejména do rychle se dé€licich bunék
a na zakladé mechanismu jejich u¢inku je Ize rozdélit do nékolika skupin.

Mezi nejrozsifenéjsi fadime alkyla¢ni ¢inidla, antimetabolity, inhibitory mitotického vieténka,

inhibitory topoizomeraz a antibiotika (Bukowski et al., 2020).

Nejdéle uzivanymi protinadorovymi 1é¢ivy jsou alkylaéni €inidla, ktera jsou pouzivana
jiz od 40. let minulého stoleti (Goodman et al., 1946). Jejich cytotoxicky uc¢inek spociva
v ptenosu alkylovych funkénich skupin na DNA. Pfi pouziti bifunkénich alkyla¢nich ¢inidel
dochazi ktrvalému zesitovani DNA fetézct, coz nasledné narusuje proces replikace
a transkripce. Dale mutize alkylace vyvolat chybné parovani nukleotidu, které vede ke vzniku
mutaci. Vzhledem k mechanismu G¢inku mize byt léCba alkylaénimi cinidly spojena
se vznikem sekundarnich nadord (Weber, 2015). V soucasnosti je uzivan naptiklad
dakarbazin a temozolomid k 1é¢bé metastatickych melanomu (Wilson et Schuchter, 2016)

nebo temozolomid a prokarbazin pii 1é¢bé malignich gliomu (Kaina, 2023).

Velmi rozsahlou skupinou protinadorovych 1é¢iv jsou antimetabolity. Strukturné jsou
antimetabolity analogy piirozené se v buiice vyskytujicich metaboliti. V uzsim slova smyslu
se jedna o analoga purinovych a pyrimidinovych bazi, nukleosidl, nukleotidi a analoga
kyseliny listové. (Pezzela et al., 2019). Antimetabolity blokuji syntézu nukleovych kyselin
kompetici s normalnimi  deoxyribonukleotidy. = Pokud dojde kjejich  zalenéni
do prodluzujiciho se vlakna DNA, piedstavuji sterické ptrekazky pro pohyb replikac¢nich
vidlicek. Nékteré antimetabolity mohou iniciovat apoptdzu ptimo skrze aktivaci apoptozomu,

prostiednictvim epigenetickych modifikaci (Ewald et al., 2008) ¢i inhibici nékterych enzymu



(Hruba et al., 2023). V ramci terapie je fada antimetaboliti podavana ve formé& proléciv
ak jejich aktivaci dochazi az prostiednictvim aktivacnich enzyma (kinaz) V bunce.
Antimetaboliti je dnes v praxi pouzivano velké mnozstvi, napiiklad cytrabin a fludarbin
k 1é¢b¢ hematoonkologickych malignit nebo 5-fluorouracil pii 1é¢bé rakoviny kolorekta
aprsu (Hruba et al., 2023).

Inhibitory déliciho vieténka, jinak také znamé jako mitotické jedy, jsou efektivni
pii 1é¢bé hematologickych i solidnich nadora (Jordan et Wilson, 2004). Tato 1é¢iva se mohou
ve specifickych mistech vazat na molekuly tubulinu ato jak v roztoku, tak také ve struktufe
mikrotubuli (Mukhtar et al., 2014). Mikrotubuly jsou vysoce dynamicka proteinova vlakna,
ktera neustale prochazeji polymeraci a depolymeraci a jsou zcela zasadni pro fadu bunéénych
procest, véetné mitozy (Gudimchuk et Mclntosh, 2021). Mitotické jedy narusuji polymeracni
dynamiku mikrotubuld a zpisobuji vznik aberantniho déliciho vieténka (Mukhtar et al.,
2014). Vysledkem pusobeni téchto chemoterapeutik je zastaveni bunééného cyklu v M fazi
a Casto i nasledna iniciace apoptozy (Jordan, 2002). Na zakladé mechanismu t¢inku Ize tato
lé¢iva rozdélit do dvou skupin — na mikrotubuly stabilizujici a mikrotubuly destabilizujici
latky. Mezi tzv. mikrotubuly stabilizujici latky, které stimuluji polymeraci mikrotubuld,
fadime paklitaxel, docetaxel (Mukhtar et al., 2014) ¢i nov¢jsi taxany jako kabazitaxel
(Muggia et Kudlowitz, 2014). Vinca alkaloidy jako vinkristin, vinblastin nebo vindesin
naopak polymeraci mikrotubull inhibuji a jsou oznacovany jako mikrotubuly destabilizujici
latky (Mukhtar et al., 2014).

Cilem chemoterapeutik mohou byt také pro buiku dulezité enzymy jako napiiklad
topoizomerazy (Baglini et al., 2021). Topoizomerazy obecné katalyzuji zmény v topologii
dvousroubovice DNA. Tyto enzymy vytvaii pfechodné jedno-, nebo dvouietézcové zlomy,
které umoznuji rozvolnéni a rozvinuti DNA béhem replikace, transkripce ¢i rekombinace
(Dehshahri et al., 2020, Singh et al., 2023). Latky cilici na tyto enzymy oznacujeme
jako inhibitory topoizomeraz a fadime sem napiiklad irinotekan, topotekan, etoposid,
belotekan apod. (Delgado et al., 2018, Thomas et Pommier, 2019). Tato Ié¢iva obvykle
PO navazani na topoizomerazu brani jeji vazbé na DNA, nebo naopak stabilizuji a zpeviuji
komplex enzym-DNA. V obou piipadech je vsak vysledkem trvalé poskozeni DNA

a znemoznéni prubéhu replikace (Dehshahri et al., 2020).

Velmi podobny mechanismus ucinku ma také antibiotikum doxorubicin (Tacar et al.,

2013). Kromé¢ doxorubicinu se piilécbé nadorovych onemocnéni wuzivaji 1 dalsi



antracyklinova  antibiotika  jako  napiiklad =~ mitoxantron  nebo  adriamycin.
Z neantracyklinovych pak bleomycin nebo aktinomycin (Gao et al., 2020). Mechanismus
ucinku jednotlivych antibiotik je i vzhledem K jejich struktuie zna¢né rozmanity (Kwok et al.
2017).

3.2 Preklinické hodnoceni 1ékové odpovédi biologicky aktivnich latek

Klinicka faze testovani kazdého 1éCiva je pfedchazena fazi preklinickou, pii které
je odpovéd’ na biologicky aktivni latku studovana prostfednictvim in vitro a in vivo testa.
In vitro studie, tedy studie ,,ve zkumavce™ a testy na zvifatech — in vivo, jsou Vv soucasnosti
nenahraditelnym nastrojem pro posouzeni bezpecnosti a ucinnosti kandidatniho 1éciva

pted vlastnim klinickym vyzkumem (Zhou et al., 2021).

Prvni dochované zminky o testovani na zvifatech za uclelem biomedicinského
vyzkumu jsou datovany do 4. stoleti pt. n. 1. do starovékého Recka, kdy byly provadény
operace a pitvy zejména za Ucelem studia anatomie. V nasledujicich stoletich testovani
na zviratech umoznilo pochopeni celé fady anatomickych principti (Hajar, 2011, Franco,
2013). Toto rozsahlé experimentovani a testovani polozilo zaklady EBM (evidence-based

medicine) praxi (Zeng et al., 2015).

Zviteci modely jsou v soucasnosti zasadni pro vyvoj novych léciv a medicinské
techniky, hodnoceni uCinnosti experimentalnich piipravki ¢i testovani bezpe€nosti
nejriznéjsich nemedicinskych produktii, napfiklad kosmetiky (Kabene et Baabel, 2019, Sakat
et al., 2022). Nejcast&ji jsou ve vyzkumu vyuzivany ruzné druhy hlodavcl, plazt, dale

také kralici, nékteré druhy ryb a bezobratlych (Sakat et al., 2022).

| pfes to, Ze je testovani na zvifatech znacné€ regulovano, vyvolava rozséhlou debatu.
V praxi by méla byt implementovana opatieni, ktera omezi stres a bolest zapojenych zvirat.
Pokud je to mozné, mély by byt zvazeny jiné metody testovani, které zivoCichy nezahrnuji
viubec. Pokud to mozné neni, mély by byt vyuzity fylogeneticky niz$i druhy a pocet zvirat
by mél byt snizen na minimum (Stokes et Marsman, 2013). Vzhledem k limitim a etickym
problémum, které se poji S vyuzitim zvifecich modelt, byly vyvinuty alternativni formy

testovani.

Témito alternativami se rozumi dnes hojné vyuzivané in vitro metody. Konkrétné 2D
bunécné kultury, 3D bunééné kultury, dale také organoidy, mikrofyziologické systémy

jako organy na Cipech, synteticky pfipravené tkan¢ apod. Pro propojeni preklinického



testovani a vlastni klinické faze vyvoje 1éku slouzi rychle se zdokonalujici in silico pfistupy

(Zhou et al., 2021).

Zavedené bunécné kultury ptedstavuji jednoduchy, rychly a relativné levny zptsob
jak testovat efektivitu a toxicitu kandidatniho 1é¢iva. Buniky v téchto kulturach bud'to vytvari
vrstvy a v takovém piipad¢ se jednd o adherentni bunétné linie, nebo se nachazeji volné
vmédiu a jde o kultury suspenzni. Tyto modely nicméné neodrazeji komplexitu tkéani
mnohobunéénych organismu (Groff et al., 2021, Zhou et al., 2021) a ptfedstavuji spise
homogenni material vhodny k porozuméni fungovani buiiky jako takové (Ravi et al., 2015).
Vérngjsi napodobeni redlnych podminek poskytuji 3D bunééné kultury. Jejich hlavni
prednosti je moznost sledovat vzajemné bunééné interakce a hlavné interakce matrix-burika,
které 2D modely postradaji (Habanjar et al., 2021). Nejpokrocilejsimi modely jsou
pak organoidy a tzv. organy na ¢ipech. Organoidy jsou Vv podstaté in vitro miniatury organd,
které obsahuji n¢kolik riznych bunéénych typi a napodobuji funkci a dokonce i architekturu
daného organu (Xu et al., 2018). Organy na Cipech potom poskytuji vSechny vyhody
organoidl, ale krom¢ toho umoziiuji na bunky piasobit i vné&j$imi biomechanickymi

a elektrickymi podnéty (Ahmed et Teixeira, 2022).

3.3 Bunécna odpovéd’ na lé¢iva

Vliv Ié¢iva na buniku je dan celou fadou faktort — naptiklad davkou ucinné latky, jejim
uptakem, efluxem a zaleZi také na fazi bunééného cyklu, ve kterém se bufika pravé nachazi
(Tilsed et al., 2022). Pusobeni 1é¢ivého piipravku se navic mize ménit v Case, protoze bunky
mohou v pribéhu 1é¢by nabyvat rezistence vici pouzitému piipravku (Vasan et al., 2019).
Rezistence miize byt =zapfi¢inéna zejména sniZzenou akumulaci 1é¢iva v buiice,
a to at’ uz v disledku jeho zrychleného vydeje, snizen¢ho ptijmu €1 intenzivniho odbourdvani
na netoxické produkty. Dale zvysenou intenzitou oprav poskozené DNA ¢i schopnosti
nadorovych bun¢k uniknout apoptéze. Pravé vznik rezistenci dnes piedstavuje jednu
z hlavnich vyzev pii 1é¢bé onkologickych onemocnéni (Pan etal., 2016). Navic bylo
experimentalné zjiSt€no, ze mezi jednotlivymi nddorovymi bunikami existuji stochastické
genetické, epigenetické a transkriptomické rozdily. Tato heterogenita potom zna¢né ovliviiuje

citlivost nadoru na jednotliva chemoterapeutika (Dagogo-Jack et Shaw, 2018).

3.3.1 Bunécna smrt

Proces bunétné smrti existuje v n€kolika formach a miize byt vyvoladn nejriznéjSimi

vné&j§imi i vnitinimi podnéty (Xu et al., 2019). Bunéénou smrt je mozné na zakladé¢ etiologie,

6



morfologie, biochemickych charakteristik a nasledkti pro organismus rozdé¢lit do dvou
kategorii — na regulovanou bunéénou smrt (RCD) anahodnou bunéénou smrt (ACD)

(Galluzi et al., 2018).

Nahodnou bunécnou smrti se rozumi neregulovana nekroza (Majno et Joris, 1995).
Nekroza je formou pasivni bunééné smrti, kterd nastdvd v podstaté okamzité po vystaveni
extrémnimu fyzickému, chemickému nebo mechanickému stresu (Galluzi et al., 2018). Casto

je spojena také se vznikem zanétlivé reakce (Newton et al., 2024).

Hlavni formou regulované bunécné smrti je apoptdza. Tento termin jako prvni pouzil
australsky patolog J. F. R. Kerr vroce 1972 (Kerr et al., 1972). Apoptdéza n€kdy také
oznacovana jako bunéfna sebevrazda je proces zcela zasadni pro udrzeni homeostazi
v mnohobunééném organismu. Pribéh apoptézy je prisné regulovany a evoluéné
konzervovany. Fyziologicky je apoptoza dulezitd pro embryogenezi i postnatalni vyvoj,
pfi kterém se podili napiiklad na regeneraci a remodelingu tkani (Kerretal., 1972,
Balaji et al., 2021). Je také ptirozenou ochranou pted vznikem zhoubnych onemocnéni
(Tong et al., 2022). Pokud je vSak apoptoza aktivovana nadmérné, muze dojit ke vzniku

neurodegenerativnich, autoimunitnich ¢i srde¢nich chorob (Li et al., 2021).

Proces apoptézy miize probihat dvéma zptusoby — vné&jsi nebo vnitini cestou (Galluzi
et al., 2018, Balaji et al., 2021), pti¢emz vysledkem obou mechanismd je aktivace specialnich
cysteinovych proteaz — kaspaz, které zprostfedkuji vlastni proces bunécné smrti
(Galluzi et al., 2018, Balaji et al., 2021). Obvykle se jedna o reakci tolerogenni, ¢i nulovou,

tedy kompletné bez vlivu na imunitni systém (Kroemer et al., 2013).

Vnitini apoptoticka cesta je vyvolana plisobenim vnitinich faktorii jako je napiiklad
hypoxie, replika¢ni stres, poskozeni DNA, poruchy pii mitotickém déleni, defekty
mikrotubuldl, aktivace onkogenl nebo zvySeni koncentrace reaktivnich kyslikovych radikala
(ROS). Tento signal je nasledné prenesen do mitochondrii, coz vede ke zvySeni permeability
jejich vngjsi membrany a vyplaveni apoptotickych faktord jako je SMAC (second
mitochondria-derived activator of caspases) protein do cytoplazmy. SMAC inhibuje X-vazany
apoptozu inhibujici protein (XIAP), ¢imz rusi jeho fyzickou vazbu s kaspazami. Soucasné
je z mitochondrii uvoliovan také cytochrom C, ktery se vaze na APAF1 (apoptotickou
proteazu aktivujici faktor 1), ATP a prokaspazu 9 za vzniku tzv. apoptozomu. Apoptozom

.....

vykonné kaspazy 3, 6 a 7 (Galluzi et al., 2018, Balaji et al., 2021).



Vnéjsi apoptoticka cesta je na rozdil od té vnitini aktivovana vazbou vnéjsich ligandt
jako TNFa (faktor nadorové nekrozy o) nebo Fas ligand na tzv. receptory smrti. Aktivace
receptort smrti vede k tvorbé signaliza¢nich komplext indukujicich bunéénou smrt (DISC).
DICS nasledné autoproteolyticky aktivuje prokaspazu 8 a ¢aste¢né prokaspazu 10. Jiz aktivni
kaspaza 8 je uvolnéna do cytosolu, kde aktivuje dalsi vykonné kaspazy (Galluzi et al., 2018,

Balaji et al., 2021). Srovnani vnéjsi a vnitini apoptotické cesty je znazornéno na Obrazku 1.

Projevy apoptézy jsou shodné jak v pfipadné vné¢js$iho, tak v pfipad€ wvnitiniho
mechanismu, pficemz hlavnim projevem je tvorba apoptotickych télisek (ApoBDs).
Apoptotickd téliska jsou malé vacky, které vznikaji rozpadem bunck, jez zahdjily proces
programované bunécné smrti. Pied kompletnim rozpadem a vznikem ApoBDs bunky
prochézeji rozsahlymi zménami — smr$t'uji se a dochézi k pykndze, tedy k trvalé kondenzaci
jaderného chromatinu. To je nésledovano karyorexi, neboli fragmentaci jadra. V Spribchu
celého procesu se rozpadd cytoplazmatickd membrana. Vznikld apoptotickd téliska jsou
nasledné pohlcena fagocytujicimi buiikami, zejména makrofagy a neutrofily a degradovéna.
Tento findlni krok je prevenci pied vylitim nebezpe¢ného materidlu z ApoBDs a ndslednym

rozvojem zanétu (Xu et al., 2019).

Kromé apoptézy bylo objeveno jest¢ nekolik dalSich alternativnich mechanizmi
regulované bunécné smrti — feroptoéza, nekroptodza, pyroptdza, kuproptodza, alkaliptoza,
¢i autofagie (Galluzi et al., 2018, Balaji et al., 2021, Chen et al., 2021). Na tyto dalsi formy
bunécné smrti je mozné zacilit v ramci terapie chemorezistentnich nadort, které jsou schopny

uniknout apoptoze (Balaji et al., 2021).



Vnéjsi apoptoticka cesta

Vniti'ni apoptoticka cesta

Vazba ligandu

°
APAF1 Apoptozom
o
Q o 2 ‘
@
-

- ° o Kaspaza 9
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Prokaspaza 7
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Obrazek ¢. 1: Srovnani vnéjsi a vnitini apoptotické cesty (pievzato a upraveno z Balaji et al.,
faktor 1, SMAC: zangl.
mitochondria-derived activator of caspases, XIAP: X-vazany apoptozu blokujici protein

2021). APAF1: apoptotickou proteazu aktivujici
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3.3.2 SniZeni intenzity aZ aplné zastaveni proliferace

Rozhodnuti zda buiika zahaji bunécny cyklus a zda dojde k vlastnimu rozd¢lenti,
je ovlivnéno celou fadou vnitinich i vnéjSich faktort. Bunka vstupuje do buné¢ného cyklu
pouze za vhodnych podminek, pii kterych dochazi k fosforylaci specifickych proteini vcetné
pl07, p130 a retinoblastomového proteinu (Rb). Pokud neni Rb protein fosforylovan, brani
svoji vazbou na chromatin transkripci gent, jez jsou zasadni pro proliferaci. Pokud jsou
zminéné proteiny fosforylovany a bunécny cyklus je zahajen, je regulovan kaskadou enzymu
oznacovanych jako cyklin-dependentni kindzy, které jsou fizeny regulacnimi proteiny cykliny
(Pack et al., 2019). V ramci bunééného cyklu existuje né€kolik kontrolnich bodi, skrze které
bunka prochazi. Pokud je pfi nékteré z kontrol odhalena chyba, musi byt opravena, jinak neni

bunka schopna pokracovat do dalsi faze bunééného cyklu (Barnum et O’Connell, 2014).

Vnéjsim signdlem zastavujicim bunéény cyklus a zpomalujicim proliferaci mize byt
napiiklad vysoka denzita bun€k charakteristickd snizenou koncentraci ristovych faktort
(Pack et al., 2019). Vnitinim signalem pak miZze byt poskozeni intracelularnich struktur,
zejména DNA, vyvolané ucinnou davkou chemoterapeutika, vlivem ionizujiciho zafeni

pti radioterapii ¢i aktivace onkogent (Wang et al., 2022).

Toto stadium stagnace mize byt doCasné, ale také trvalé oznacované jako senescence
(He et Sharpless, 2017). Senescenci se rozumi nevratné zastaveni bunééného cyklu, které
je charakteristické  indukci  antiproliferativnich  molekul jakymi jsou inhibitory
cyklin-dependentnich kinaz pl6 a p21. Tyto inhibitory prostiednictvim defosforylace aktivuji
Rb protein a p53 signalni drahu (Pack et al., 2019, Yasuda et al., 2023).

Chemoterapie bohuzel nevyvolava senescenci pouze V abnormalnich nadorovych
bunkach, ale také v bunkach nenadorovych. Bunky Stimto senescentnim fenotypem
se nepodrobuji apoptoze, v organismu se postupem casu hromadi a produkuji znacéné
mnozstvi tzv. SASP faktorti (chemokiny, interleukiny, rastové faktory a proteazy). To vede
k rozvoji SASP fenotypu (senescence-associated secretory phenotype) a paradoxné
také k dalsi progresi onemocnéni. Navic nadorové buiky, které se dostaly do stavu
senescence prostrednictvim terapie, ¢asto vykazuji rezistenci vuci uzitému lécivu a soucasné

maji také vyssi metastaticky potencial (Yasuda et al., 2023).
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3.3.3 Cytotoxicita a cytostaze Vv klinickém hodnoceni 1é¢iv

Vétsina 1é¢iv dnes uzivanych k 1é¢bé rakoviny se fadi mezi tzv. Cytotoxické latky.
Tyto latky vyvolévaji bunéénou smrt trvalym narusenim integrity DNA, pfipadné interferenci
s procesem bunééného d¢leni (Blakeley et Grossman, 2012). Tato léCiva nejefektivnéji
usmrcuji rychle se délici buiky, kterymi jsou jednak nadorové bunky, ale také bunky
gastrointestinalniho traktu, imunitniho systému nebo vlasové folikuly. Z toho vyplyva,
ze uzivani téchto latek vede jednak ke zmensSeni nadoru, ale také k celé tadé vaznych
vedlejSich tc¢inku, veetné myelosuprese nebo alopecie (Serkova et Eckhardt, 2016). Pravé
existence vedlejsich ucinkd je hnaci silou pro vyvoj novych SetrnéjSich 1é¢iv, ktera piasobi
na cile specifické pro nadorové buiky. Tato cilend 1é¢iva mohou plsobit cytotoxicky, avSak
¢ast z nich se fadi mezi tzv. cytostatika. Cilem téchto latek neni vyvolani bunééné smrti,
ale snizeni proliferace, migrace a angiogeneze (Blakeley et Grossman, 2012). Nasazeni téchto
lé¢iv tedy nemusi vést ke zmensSeni nadoru, ale ke zpomaleni az zastaveni jeho rustu,
coz je zadouci napiiklad v metastatické fazi onemocnéni (Kummar et al., 2006, Blakeley
et Grossman, 2012, Serkova et Eckhardt, 2016) Tato forma 1écby obvykle nevede
ke kompletnimu vyléeni pacienta, ale i pies to je cenna, protoze zvySuje délku doziti
akvalitu Zivota. Pfipadny odlisSny mechanismus u¢inku konvenénich chemoterapeutik
a cilenych léc¢iv (SirSi terapeutické okno, nizsi davkovani, delSi doba pro nastup ucinku
cilenych 1é¢iv) je pak tieba zohlednit také v ramci klinického vyzkumu (Kummar et al.,
2006).

Zda lé¢ivo vykazuje cytotoxické nebo cytostatické vlastnosti neni jednoduché urdit,
tyto vlastnosti se vzajemné nevylucuji. Celd tfada chemoterapeutik vyvolava u bunéck
senescenci, kdy nedochazi k proliferaci, ale ani nejsou aktivovany proapoptotické signalni
drahy (Wang et al., 2022).

3.4 Invitro metody testovani bunééné odpovédi

Hodnoceni bunééné odpovédi in vitro je nedilnou soucasti vyvoje novych 1é¢iv
avpraxi je realizovano nejrizn&j§imi metodami. Asi nejjednodussim, ale zaroven
také nejméné efektivnim zpisobem hodnoceni cytotoxicity je sledovani morfologickych zmén
na buitkach po vystaveni testované latce pomoci mikroskopu (Shokrzadeh et Mondaloo,
2017). Pokud je latka cytotoxicka, budou se bunky po histologickém barveni (napf.

hematoxylinem) jevit kulaté, pfipadné ovalné a intenzivné zbarvené. Typicky
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je pozorovatelna také zména velikosti, bunky jsou mensi a cytoplazma zahusténa. Chromatin

siln¢ kondenzuje a dochazi k fragmentaci jadra (Elmore, 2007, Chen et al., 2024).

Efektivnéjsi nez studium morfologie jsou testy cytotoxicity ve vicejamkovych deskach,
v nichz jsou bunky zvolené bunééné linie osetfeny Sirokym spektrem koncentraci testované
latky a nasledné po urCitou dobu inkubovany (Hafner et al., 2016, Harris et al., 2016).
V zavislosti na zptisobu vyhodnoceni a vypoctu pak vystupni informaci téchto testti mtze byt
relativni nebo frak¢ni viabilita. Pouzivanéjsi relativni viabilita popisuje Zivotaschopnost
populace oSetfené testovanou latkou, kterd je vztazena na neoSetfenou kontrolu. Frakéni
viabilita pak definuje podil Zivych a mrtvych bun¢k v ramci jedné (oSetiené) populace.
Vétsina 1é¢iv do urCité miry ovliviiuje jak proliferaci, tak také buné¢nou smrt, ale rozsah
indukované inhibice proliferace a bunééné smrti se mezi jednotlivymi lé¢ivy lisi (Schwartz
et al., 2020).

V soucasnosti jsou techniky pro méteni viability ¢asto multiplexovany, coz znamena,
ze je viabilita jednoho vzorku analyzovéna vice metodami najednou. Méfeni vice parametrii
soucasné zvySuje Sanci odhalit toxické ucinky latek. Tento pfistup také zkracuje Cas potiebny
k analyze, snizuje spotiebu materialu a tim i naklady testovani. Navic pokud jsou jednotlivé
testy provadény samostatné, existuje mezi nimi variabilita zpiisobend builkami, materidlem
a vybavenim, na kterém jsou experimenty provadény. V ptipadé multiplexingu jsou tyto

rozdily znacné omezeny (Gerets et al., 2011).

3.4.1 Relativni viabilita

Relativni viabilitu 1ze méfit riznymi metodami, pfi¢emZ mezi ty nejpouzivanéjsi patii
kolorimetrické eseje zaloZené na redukei tetrazoliovych soli mitochondridlnimi
dehydrogenazami (McCauley et al., 2013, Stockert et al., 2018). Mezi tyto soli fadime zluté
MTT (3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid), které je pfeménovano
nave vodé nerozpustné formazanové krystaly, které je tieba rozpustit v organickém
rozpoustédle, napiiklad v DMSO. Tento krok je vynechan pii pouziti MTS (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyphenyl)-2(4-sulfonyl)-2H-tetrazolium) a XTT
(2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5 sulfofenyl)-5-[(fenylamino)-karbonyl]-2H-tetrazolium). Obé
tyto soli jsou redukovany na Vv médiu rozpustny formazanovy produkt. MTS
je metabolizovano za vzniku fialového zbarveni, XTT pak za vzniku oranzového zbarveni
(Adan et al., 2016, Kabakov et Gabai, 2018, Shokrzadeh et Mondaloo, 2017). Krom¢ vyse

uvedenych nejznamé;jsich tetrazoliovych soli existuji také dalsi, jako naptiklad NBT, NTC
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nebo TNBT, které jsou uzivany V histochemickych analyzach (Stockert et al., 2018).
Vyhodou téchto eseji je nizka cena a Siroké spektrum vyuziti. Naopak nevyhodou je pomérné
dlouha doba experimentu, toxicita vychozich latek i vznikajicich produkti a omezena citlivost

(Adan et al., 2016)

Dalsi testy cytotoxicity zalozené na metabolismu buiky jsou LDH
(laktatdehydrogenaza) esej, barveni Almarovou modii ¢i kalcein-AM esej (Adan et al., 2016).
Vramci LDH eseje je mé&fena aktivita cytoplazmatického enzymu laktatdehydrogenazy
uvolnéného do kultivacniho média z poskozenych bun¢k (Kumar et al., 2018). Tato metoda
ma relativn€ nizkou citlivost a béhem experimentu muze dojit ke kontaminaci vzorka

endogenni LDH, coz muize vést k fale$né pozitivnim vysledkim (Adan et al., 2016).

Velice jednoduchou metodou je barveni Almarovou modii. Almarova modf
je netoxické barvivo, které je v bunice metabolicky pfeménovano na ruzové fluoreskujici

resofurin. Intenzita fluorescence je pfimo Umeérna metabolismu a tedy i viabilit¢ bunék

ve vzorku (Dinh et al., 2024).

Kalcein-AM esej jak uz jeji nazev napovida, vyuziva diester kalcein-AM. Ten je
rozpustny v lipidech a pasivné prochéazi cytoplazmatickou membranou. Po transportu
do buiiky je esterazami rozstépen za vzniku kalceinu, ktery je uz hydrofilni a akumuluje
se v zivych buiikach s intaktni plazmatickou membranou. Po excitaci kalcein vydava zeleny

fluorescenéni signal, ktery je nasledné kvantifikovan (Neri et al., 2001).

Dalsim hojné uzivanym a vysoce citlivym testem cytotoxicity je ATP esej. V ramci
tohoto testu je sledovana hladina ATP, které je energetickym zdrojem bunky. Pokud je burika
jakkoliv poskozena, snizuje se jeho produkce. V ramci eseje je k oSetfenym bunkam ptidan
enzym luciferdza ajeho substrat luciferin. Luciferin je v pfitomnosti ATP luciferazou
oxidovan na oxyluciferin. Tato zména je doprovazena chemiluminiscenci, pficemz vznikajici

svétlo je nasledné detekovano a kvantifikovano (Crouch et al., 1993).

Dale existuji testy hodnotici cytotoxicitu na zaklad¢é detekce syntézy DNA, hodnoceni

formace kolonii apod. (Adan et al., 2016, Shokrzadeh et Mondaloo, 2017).

Vystupem veétSiny téchto eseji je tzv. ,,dose-response” kiivka. Ta je obvykle
sigmoidniho tvaru a popisuje zavislost bunécné odpoveédi na davce. Z téchto kiivek lze
odvodit dnes hojné uzivané komparativni farmakologické parametry jako ,,maximal effective

concentration” (Emax), ,half-maximal effective concentration“ (ECsp), ,half-maximal
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inhibitory concentration” (ICsp) ¢i plochu pod ktivkou (AUC) (Hafner et al., 2016, Harris
etal., 2016). | pies to, Ze jsou ,,dose-response kiivky standardnim zpisobem vyhodnoceni
in vitro testd cytotoxicity, mohou poskytovat zkreslené informace o Gi¢innosti testované latky
(Haibe-Kains et al., 2013) a to zejména pii tzv. ,,end-point* metodach, tedy pokud jsou vyse
uvedené parametry uréovany pouze na zakladé poctu/stavu bunc¢k na konci experimentu

(Single et al., 2015, Hafner et al., 2016, Harris et al., 2016).

3.4.2 Frakéni viabilita

Pii méfeni frakeni viability je tfeba do vypocti zahrnout i tzv. mrtvou frakci, kterd
je pti testech méficich relativni viabilitu casto ignorovana. Stanoveni frakéni viability
je pomémé ndrocné, protoze je potieba ziskat veétsSi mnozstvi dat, nez pii méieni relativni
viability. Kromé podilu Zivych a mrtvych bunék, je totiz nutné stanovit také celkovy pocet
bunck v dané populaci. Normalizace vuci kontrole se pfi méfeni frakéni viability neprovadi.
Vyuzivany jsou zejména techniky single-cell analyzy jako pratokovd cytometrie

(Schwartz et al., 2020).

Nicméné pokud je v prub&hu experimentu zachovana mrtva frakce, je mozné frakcni
viabilitu méfit 1 prostiednictvim nékterych kolorimetrickych a fluorimetrickych testu.
Barveni trypanovou modfi je zalozeno na aktivnim vylucovani barviva zivymi bufikami
s intaktni cytoplazmatickou membranou. Usmrcené buriky trypanovou modf pouze absorbuji
a ziskavaji tak syt¢ modré zbarveni (Strober, 2015, Chan et al., 2020). Tato metoda
je jednoducha a relativné levna (Adan et al., 2016), nicméné pomérné malo citliva
a subjektivni. Vyhodnoceni by mélo probéhnout do nékolika minut od pfidani barviva,
po urcité dobé totiZ trypanova modi zacina pronikat 1 do Zivotnych bunék. Dale buiiky, které
v dobé méfeni pravé prochazeji apoptéozou a nejsou jeSté zcela usmrceny, mohou barvivo
z ¢asti vyluCovat. Naopak buiky, jejichz membrana je pouze docasné poskozena, mohou byt
Castené obarveny a chybné vyhodnoceny jako mrtvé (Altman et al., 1993, Strober, 2015).
Vlastni barveni mize byt ovlivnéno také pfitomnosti séra v médiu (Bhuyan et al., 1976).
Pokud je tfeba vysoce piesné stanoveni frakéni viability, je moZzné barveni trypanovou modii

vyhodnotit pomoci pritokové cytometrie (Avelar-Freitas et al., 2014).

Znaceni propidium jodidem je zalozeno na stejném principu jako barveni trypanovou
modri. Propidium jodid je fluorochrom, ktery se interkaluje do dvousroubovice DNA

a po excitaci emituje svétlo Cervené barvy (Crowley et al., 2016). V kombinaci
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s Annexinem V nebo fluorochromem Hoechst 33342 je znaceni propidium jodidem mozné

pouzit pro rozliseni programované bunééné smrti a nekrozy (Kabakov et Gabai, 2018).

V soucasnosti jsou k dispozici také vysoce specializované eseje, které umoziuji
na zakladé bunéénych markert a pfijmu fluorescen¢niho barviva méfit podil mrtvych a zivych

bunék v realném c¢ase paralelné ve velkém mnozstvi vzorkt (Forcina et al., 2017).

3.5 Charakteristika testovacich latek

V ramci experimentalni ¢asti diplomové prace bylo pracovano se dvéma latkami,
pyrimidinovym antimetabolitem 5-fluorouracilem a destabilizatorem mikirotubull

nokodazolem.

3.5.1 5-fluorouracil

Fluoropyrimidinové 1é¢ivo 5-fluorouracil je fazeno do skupiny antimetaboliti.
Syntetizovano bylo jiz v 50. letech minulého stoleti (Duschinsky et al., 1957) a v roce 1962
jej schvalil americky Gfad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Alzahrani et al., 2023). Jak uz nazev
napovida, strukturné se jedna o uracil. V pozici 5 pyrimidinového kruhu je vSak vodik
substituovan atomem fluoru (viz Obrazek 2) (de Bono et Twelves, 2001, Vodenkova et al.,
2019).

O
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|
O~ N
H
Obrizek ¢. 2: Struktura 5-fluorouracilu

V soucasnosti je 5-fluorouracil chemoterapeutikem uzivanym k 1é¢bé Sirokého spektra
nadorovych onemocnéni, zejména pak rakoviny kolorekta (McQuade et al., 2017) a prsu
(Johnston et Kaye, 2001). Dale také vaje¢niki, prostaty, slinivky biisni nebo jater (Walko
et Lindley, 2005). 5-fluorouracil je rozpustny ve vodé. Nejcastéji je podavan intravendzné
ve formé infuze (Lee et al., 2016) a v nékterych ptipadech pak také oraln¢ (Vodenkova et al.,
2019). Pro zvyseni efektivity 1é¢by je v riznych rezimech kombinovan s dal§imi 1éCivy

jako napiiklad s irinotekanem (Montagnani et al., 2010, Tummala et al., 2023), cisplatinou
nebo oxaliplatinou (Giacchetti et al., 2000, Al-Batran et al., 2019). Mezi vedlejsi ucinky

15



5-fluorouracilu patii myelosuprese (Ishibashi et al., 2021), reprodukéni (Naren et al., 2022,
Pirzaman et al., 2023) a kardialni toxicita (Alter et al., 2006, More et al., 2021)
nebo mukozitida (Ribeiro et al., 2016). Pravé rozsah a zavaznost vedlejSich ucinkd spolu
s dalsimi faktory jako kratky biologicky poloc¢as, nizka absorpce a biodostupnost pouziti
5-fluorouracilu zna¢né limituji (Entezar-Almahdi et al., 2020). Za G¢elem snizeni vlivu téchto
negativnich faktortt byla vyvinuta fada proléciv, naptiklad tegafur, doxifluridin ¢i kapecitabin
(Hashimoto et al., 2020).

Ihned po administraci je vice nez 80 % 5-fluorouracilu katabolizovano
dihydropyrimidin dehydrogenazou (DPD) na neaktivni 5,6-dihydro-5-fluorouracil (DHFU).
Tato deaktivaéni reakce probihd zejména v jatrech, protoZze pravé v nich je enzym DPD
abundantni (Diasio et al., 1989, Longley et al., 2003, Miura et al., 2010). Do bunky
je 5-fluorouracil transportovan prostfednictvim ekvilibraénich nukleosidovych transportéri
ENT1/2 a koncentracniho nukleosidového transportéru CNT2 (Kunicka et al., 2016,
Hruba et al., 2023).

Aby 5-fluorouracil vykazoval ucinek, musi byt po vstupu do bunky kaskadou reakci
transformovan na jeden ze tii aktivnich metaboliti, coZ je znazornéno na Obrazku 3. Aktivace
muze byt pfimd prostiednictvim ororat fosforibosyl transferdzy (OPRT) nebo nepiima
ptes fluorouridin (FUR) za katalyzy uridin fosforylazy (UP) a uridin kindzy (UK). Takto
vznikly fluorouridin monofosfat (FUMP) je fosforylovan az na fluorouridin trifosfat
(FUTP), ktery svoji inkorporaci poSkozuje RNA. Druhou variantou je fosforylace FUMP
pouze do druhého stupné na fluorouridin difosfat (FUDP). FUDP muze byt nasledné
ribonukleotid reduktazou (RR) konvertovan na fluorodeoxyuridin difosfat (FAUDP).
Ten je fosforylovan na fluorodeoxyuridin trifosfat (FAUTP), ktery nasledné muze byt
zaclenén do dvousroubovice DNA, ¢imz zplsobi jeji fragmentaci. Defosforylaci FAUDP
vznika fluorodeoxyuridin monofosfat (FAUMP). Ten vSak mize vznikat i alternativné ptes
fluorodeoxyuridin (FUDR) prostfednictvim thymidin fosforylazy (TP) a thymidin kinazy
(TK). FAUMP potom vystupuje jako ireverzibilni inhibitor thymidylat syntazy (TS), vytvari
S ni ternarni komplex a sniZuje tak jeji aktivitu. Diky tomu je inhibovana syntéza
deoxythymidin monofosfatd, které jsou potieba pii replikaci. Praveé inhibice thymidylat
syntazy je zfejmé hlavnim mechanismem ucinku 5-fluorouracilu (Longley et al., 2003,
Vodenkova et al., 2019, Hruba et al., 2023).
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Obrazek ¢. 3: Metabolismus 5-fluorouracilu (ptevzato a upraveno z Longley et al., 2003).
5-FU: 5-fluorouracil, DPD: dihydropyrimidin dehydrogenaza, DHFU: 5,6-dihydro-5-
fluorouracil, TP: thymidin fosforylaza, FUDR: fluorodeoxyuridin, UP: uridin fosforylaza,

OPRT: ororat fosforibosyl transferaza, TK: thymidin kindza, FUR: fluorouridin, UK: uridin
kindza, FUMP: fluorouridin monofosfat, FAdUMP: fluorodeoxyuridin monofosfat,
TS: thymidylat syntaza, FUDP: fluorouridin difosfat, RR: ribonukleotid reduktaza,
FAUDP: fluorodeoxyuridin difosfat, FUTP: fluorouridin trifosfat, FAUTP: fluorodeoxyuridin
trifosfat
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3.5.2 Nokodazol

Nokodazol je synteticka latka santimitotickou aktivitou, vyvinuta de Brabanderem
v70. letech minulého stoleti puvodné jako potencidlni protinadorové 1é¢ivo
(de Brabander et al., 1976). Strukturné je odvozen od 2-aminobenzimidazolu. Na Obrazku 4
je znazornéno, Ze V pozici 2 je vSak amino skupina nahrazena methoxykarbonylovou funkéni
skupinou a v pozici 6 je navazana thiofen karbonylova funkéni skupina (Kumar Nayak et al.,
2006)

O
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Obrazek ¢&. 4: Struktura nokodazolu

Nokodazol 1lze =zafadit do stejné skupiny antimitotik jako kolchicin, mezi
tzv. destabilizatory mikrotubulti. Obecné lze fici, Ze tyto latky psobi bud’ depolymerizaci

mikrotubultl, ptipadné brani jejich dalsi polymerizaci (Cermaék et al., 2020).

Nokodazol je vysoce afinitni k B-tubulinu, na ktery se prostfednictvim vodikovych
mustkll vaze a méni tak konformaci aftubulinového dimeru (Xu etal., 2002, Khattab
et Al-Karmalawy, 2021). Vazba je reverzibilni a vazebné misto se Castecné piekryva
s vazebnym mistem pro kolchicin (Wang et al., 2016), pro ktery je nokodazol v podstaté
kompetitivnim inhibitorem (Xu et al., 2002, Florian et Mitchison, 2016). Nokodazol také
zvySuje GTPazovou aktivitu tubulinu. Rychlejsi Stépeni GTP vede k tvorbé tzv. TuD
podjednotek (tubulin-GDP), coz znaéné modifikuje mikrotubularni dynamiku (Vasquez et al.,
1997). Kromé& mikrotubulli nokodazol cili také na nékteré onkogenni kinazy, naptiklad ABL,
c-KIT, BRAF, MEK1, MEK2 a MET. Vodikovymi mustky se vdZze na ATP-vazebné¢ domény
téchto kinaz a inhibuje tak jejich aktivitu, coz je tieba vzit do uvahy pti hodnoceni jeho

protinadorové aktivity (Park et al., 2012).

Utinek nokodazolu na mikrotubuldrni systém buiiky je silné koncentratné zavisly.
Zatimco vysoké (mikromolarni) koncentrace vedou k uplné depolymerizaci mikrotubuld,
nizké koncentrace narusuji mikrotubularni dynamiku. V zavislosti na davce, dochazi
k fragmentaci centrozomu, zvySuje se pocet a délka astralnich mikrotubulti, naopak centralni

mikrotubuly jsou zkraceny. Castym ukazem jsou také chromozomy nachazejici se mimo
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metafazni desticku (Jordan et al., 1992, Vasquez et al., 1997). Pti kompletni depolymerizaci

vznikaji oligomery ve formé prstenct, pfipadné dochazi ke spiralizaci protofilament (Amos,
2011).

Z vyse uvedenych projevl jasné vyplyva, ze ucinek nokodazolu je nejvice patrny
na bunkach prochazejicich mitézou. Aberantni délici vieténko, které pfi vystaveni nokodazolu
vznik4a, neni schopno spravné =zachytit a rozdélit chromozomy. Kontrolni systémy
tedy inhibuji pfechod bunky z metafaze do anafize a to Vv koneéném dusledku vede
k zastaveni proliferace a k bunétné smrti (Cho et al., 2006, Stanton etal., 2011, Cermak
et al., 2020). Za urcitych okolnosti mize bunka vynechat proces cytokineze. Poté vstupuje
do abnormalni G1 faze, ve které se nachazi v tetraploidnim stavu. Tento jev nastava zejména
pti dlouhodobém piisobeni mitotického jedu (Hong et al., 1999, Cermak et al., 2020).
Dle Blajeski et al. (2002) mohou mikrotubuly destabilizujici latky zptsobit zastaveni

proliferace také v G2 fazi bunécného cyklu.

Nokodazol je hojné vyuzivan v primarnim vyzkumu, napiiklad pro synchronizaci
bun¢k v M-fazi bunééného cyklu (Zieve et al., 1980). A i pies to, ze neni v soucasné dobé
schvalen pro 1ékatské ucely (Khattab et Al-Karmalawy, 2021, Nicolai et al., 2021) existuje
cela fada pre-Klinickych studii dokazujicich jeho terapeuticky potencial (Beswick et al., 2006,
Cho et al., 2006, Khattab, 2020)
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Lidska adherentni nadorova linie HCT 116 odvozena z karcinomu tlustého stfeva,

ziskana z ECACC (European Collection of Authenticated Cell Cultures, kat.¢. 91091005).

Lidska adherentni naddorova linie BXPC3 odvozend z adenokarcinomu slinivky bfisni,

ziskana z ECACC (European Collection of Authenticated Cell Cultures, kat.¢. 93120816).

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie:

5-fluorouracil (Sigma-Aldrich, kat.¢. 343922)

Nokodazol (Sigma-Aldrich, kat.¢. 487928)

Médium RPMI 1640 w/ L-Glutamine (Biosera, kat.¢c. LM-R1640/500)

M¢édium DMEM High Glucose w/ Stable Glutamine w/ Sodium Pyruvate (Biosera,
kat.¢. LM-D1110/500)

Trypsin — EDTA Solution 10x (Sigma-Aldrich, kat.¢. T4174)

DMSO p.a. (Penta, kat.¢. 12640-11000)

Trypan blue solution (0,4%) (Sigma-Aldrich, kat.¢. T8154)

MTT (Duchefa Biochemie, kat.c. M1415.0005)

Penicilin-Streptomycin (Sigma-Aldrich, kat.¢. P4333)

Fetalni bovinni sérum (Sigma-Aldrich, kat.¢. FO850)

Chlorid sodny (Sigma-Aldrich, kat.¢. S9888)

Chlorid draselny (Sigma-Aldrich, kat.c. P3911)

Dihydrogentetraoxofosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich, kat.¢. P5655)
Hydrogentetraoxofosfore¢nan sodny dodekahydrat (Sigma-Aldrich, kat.¢. 04273)

Pouzité roztoky:

o

10x PBS: 80 g NaCl, 2 g KCl, 32,1 g Na;HPO, .12H,0 a 2 g KH, PO, rozpustit v 800
ml deionizované vody, upravit pH na hodnotu 7,4 pomoci NaOH

1x PBS: smichat 100 ml 10x PBS roztoku s 900 ml deionizované vody

0,5% roztok MTT: ve 100 ml nesterilniho roztoku 1x PBS rozpustit 0,5 g MTT,

nasledné roztok prefiltrovat
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https://www.culturecollections.org.uk/nop/product/hct-116
https://www.culturecollections.org.uk/nop/product/bxpc-3

o Plnohodnotné médium DMEM/RPMI1640: do obou médii ptidat 5 ml

streptomycinu (0 koncentraci 10 pgrml™) a penicilinu (o koncentraci 10 U-ml™)

a 50 ml 10% (w/v) fetalniho bovinniho séra inaktivovaného pii 56 °C

Laboratorni pomicky

@)

o

o

@)

96jamkové desky (TPP)

24jamkové desky (TPP)

Kultiva¢ni lahve 25 cm?a 75 cm? (TPP)

Centrifuga¢ni zkumavky 15 ml a 50 ml (TPP)

Automatické pipety o rozsahu 0,1 az 2 ul; 0,5 az 10 pl; 5 az 50 ul; 20 az 200 ul
a 100 az 1000 pl (HTL)

Automaticka pipeta multikanalova o rozsahu 10 az 100 pl (Eppendorf)
Spi¢ky k automatickym pipetam o objemu 10 pl (Ahn, Eppendorf)
Spi¢ky k automatickym pipetam o objemu 200 ul (Ahn, Eppendorf)
Spi¢ky k automatickym pipetam o objemu 1000 ul (Eppendorf, GoldenGate)
Sérologické pipety o objemu 5 ml; 10 ml a 25 ml (Capp)

Pipetor (TPP)

Redici plasty (Biologix)

Laboratorni plastové misky (Biologix)

Mikrozkumavky 0,6 ml; 1,75 ml a 2 ml (Biocentrix, Eppendorf)
Skrabka na adherentni bunééné linie (Sarstedt)

Komurky do automatické pocitatky bunék (Bio-Rad)

Stojan na zkumavky (TPP)

Stojan na mikrozkumavky (LLG)

Injekéni stiikacka 20 ml (Braun)

Filtr na injekéni stfikacky s velikosti port 0,45 um (TPP)

Folie (Parafilm)

4.3 Seznam pouzitych piistroju a zarizeni

Inkubator MCO-18ACUV-PE (Panasonic)
Vodni lazen SB-12L (Benchmark)

Stolni centrifuga miniSpin plus (Eppendorf)
Stolni centrifuga myFUGE™Mini (Benchmark)
Centrifuga SIGMA 3-18K (Sartorius)
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o Vortex V-1 plus (bioSan)

o Ttepacka Orbital shaker OS-20 (Boeco)

o Laminarni box SafeFAST Classic 212 (FASTER)

o Inverzni mikroskop NIB-100 (Novel Optics)

o Fotoaparat Canon DS126621 (Canon)

o Multifunkéni modularni reader SPARK (Tecan)

o Automatické po¢itacka bundk TC20™ (Bio-Rad)

o Laboratorni vahy HM-200 (A&D)

o Systém pro Gpravu vody Direct-Q 3 UV (Merck Milipore)

o Lednice a mrazak (Liebherr)

4.4 Softwarové vybaveni

o GraphPad Prism 8 (GraphPad Prism Software)
o Microsoft Office Excel (Microsoft)

4.5 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

45,1 Kultivace bunék, sazeni

V ramci experimentalni ¢asti byly vyuzity dvé adherentni nadorové bunécné linie liSici
se svym ptivodem a rychlosti d€leni. Nadorova buné¢na linie HCT 116 odvozena z karcinomu
tlustého stfeva, kterd jednim bunéénym cyklem projde za 18 hodin (Esch et al., 2020)

anddorova bunécnd linie BxPC3 odvozend z adenokarcinomu slinivky bfisni s délkou

bunécného cyklu 48 az 60 hodin (Tan et al., 1986).

Bunky nadorovych linii HCT 116 i1 BXPC3 byly dlouhodob¢ uchovéavany v tekutém
dusiku v ptipravenych alikvotech o objemu 1 ml. Pied vlastni kultivaci bylo tfeba bunky obou

linii rozmrazit. Rozmrazeni bylo provedeno dle standardniho protokolu.

Kultivace probihala v kultivacnich lahvich T75 a T25 v kompletnich kultivaénich
médiich s pfidavkem penicilinu (10 U-ml™), streptomycinu (10 pg'ml™ ) a 10% (w/v) tepeln&
inaktivovaného fetdlniho bovinniho séra. Pro bunécnou linii HCT 116 bylo vyuzivano
Dulbeccovo modifikované médium (DMEM) a Vv piipadé bunécné linie BXxPC3 pak médium
RPMI 1640. Bunky byly uchovavany v inkubatoru ve 37 °C v 5% CO, atmosféie. Po celou
dobu experimenti byly bunky pravidelné pasazovany. Bunécna linie HCT 116 byla

pasazovana vzdy dvakrat tydng, linie BXPC3 pouze jednou.
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Pied pasazi byly bunky zkontrolovany pod mikroskopem a byla zhodnocena jejich
konfluence. Pasaz byla obvykle provedena, kdyz konfluence dosahla 90 % a vice. Cely proces
vzdy probihal za aseptickych podminek v laminarnim boxu. V prvnim kroku bylo odsato staré
kultivacni médium a buiiky byly oplachnuty 1x PBS. Nasledn¢ byl na 3 minuty pfipipetovan
roztok trypsin/EDTA. Po uvolnéni bun€k ode dna kultiva¢ni lahve bylo pfidano dostate¢né
mnozstvi Cerstvého kultivaéniho média. Bunky linie BXPC3 bylo tieba sklizet za pomoci
specialni Skrabky. Nasledné byly bunky dikladné resuspendovany, byl zméfen jejich pocet
a viabilita pomoci automatické poéitasky TC20™. Na zavér bylo piisluiné mnozstvi bunsk
pteneseno do nové kultivaéni lahve s Cerstvym kultivatnim médiem a ta byla umisténa zpét
do inkubatoru. Objemy jednotlivych latek byly vzdy ptizpisobeny objemu kultivacni lahve,

se kterou bylo pracovano (viz Tabulka €. 1).

Tabulka €. 1: Objem PBS, roztoku trypsin/EDTA a média v pouzivanych kultivacnich
lahvich

Kultiva¢ni lahev 25 cm? | Kultivaéni lahev 75 cm?
(T25) (T75)
1x PBS 3mi 5ml
Trypsin/EDTA 0,5 mi 1ml
Celkovy objem média v lahvi 4 ml 15 ml

Na kultiva¢ni lahev T25 bylo sazeno mezi 250 a 500 tisici bun€k. Na lahev T75 potom
mezi 750 tisici a 1 milionem bun¢k Vv zavislosti na rychlosti jejich riistu. Soucasné s pasazi

byly buiiky také sazeny na desky pro jednotlivé experimenty.

4.5.2 Test cytotoxicity (MTT esej)

Relativni viabilita byla méfena prostiednictvim kolorimetrického MTT testu. Tento
test je zalozen na preméné rozpustné zluté methyltetrazoliové soli, tzv. MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid) na nerozpustny fialovy formazan (1-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-3,5-difenylformazan). Tato konverze je mozna pouze
v metabolicky aktivnich buiikach a je zprostfedkovana mitochondridlnimi dehydrogenazami.
MnozZstvi vzniklych formazanovych krystali je tedy piimo imérné aktivit€ mitochondridlnich

dehydrogenaz a tedy i zivotnosti bun¢k (Mosmann, 1983, Grela et al., 2018).
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MTT esej byla provadéna ve 48 a 72 hodinovém modu. Prvni den byly buiky
vysazeny na 96jamkové desky. V ptipadé linie HCT 116 bylo sazeno 1500 bunék na jamku,
u linie BXPC3 pak 5000 bun¢k na jamku, a to vzdy ve 100 ul kultiva¢niho média. Takto
ptipravené desky byly uloZeny Vv inkubatoru do druhého dne. Po 24 hodinach nasledovalo
osetfeni 5-fluorouracilem a nokodazolem v piislusnych koncentracich (viz Tabulka 2). Obé
lé¢iva byla rozpusténa v DMSO a fedéna v kultivaénim médiu, pficemz koncentrace

rozpoustédla nikdy neptesahla 1 % (v/v).

Tabulka €. 2: Vysledny rozsah koncentraci testovacich latek v 200 pl média pti MTT eseji

Koncentrace 5-fluorouracilu Koncentrace nokodazolu
HCT 116 0,781-200 pmol 1™ 0,098-25 pmol-1™
BxPC3 0,488-250 pmol 1" 0,01-5 pmol-I™*

Takto oSetiené byly buiky inkubovany po dobu 48 a 72 hodin za standardnich
kultivaénich podminek. Po uplynuti tohoto casu, tedy ctvrty, respektive paty den bylo
k bunkam ptidano 10 ul 0,5% MTT. Poté nasledovala 4 hodinova inkubace. Po ni bylo
z desky odstranéno médium. Do kazdé jamky bylo napipetovano 100 ul 100% DMSO a desky
byly na 30 minut umistény na tfepacku. Po uplném rozpusténi formazanovych krystald byla
spektrofotometricky proméfena intenzita vzniklého fialového zbarveni pfti vinové délce
570 nm (reference pii 630 nm). Ziskané hodnoty byly dale zpracovavany v programech Excel

a GraphPad Prism 8 a byla vypoctena relativni viabilita dle vzorce:

o pramérna absorbance oSetirenych bunék
relativni viabilita [%] = — - — % 100
primérna absorbance kontrolnich bunék

45.3 Barveni trypanovou modii

Barveni trypanovou modii je jednoduchd kolorimetrickd metoda, kterda funguje
na principu aktivniho transportu modrého azo barviva derivovaného z toluidinu skrze
bunécnou membranu (Gonzalez-Martin-Moro, 2022). Po piidani barviva jsou mrtvé bunky
vyrazné modie obarveny. Zivé buiiky, které maji intaktni bunéEnou membranu, naopak
barvivo aktivné transportuji ven (Avelar-Freitas et al., 2014, Chan et al., 2020, Strober,

2015). Prostiednictvim této metody byla méfena tzv. frakéni viabilita.

Experimenty byly provadény stejné jako MTT esej v48 a 72 hodinovém modu,
ale ve vétsich, 24 jamkovych deskach. Sazeno bylo vzdy 50 000 bun¢k na jamku v 250 ul
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kultivaéniho média. Takto ptipravené desky byly po dobu 24 hodin ulozeny v inkubatoru.
Pot¢ byly bunky oSetfeny zvolenymi koncentracemi 5-fluorouracilu a nokodazolu
(viz Tabulka 3).

Tabulka ¢&. 3: Vysledna koncentrace 5-fluorouracilu a nokodazolu v 500 ul média pti barveni

trypanovou modii

5-f|u0rouraci|| 3,13 pmol-1* ‘ 25 pmol-1* ‘ 150 pmol-1* ‘ 200 pmol-1*

Nokodazol | 0,098 pmol-1™ ‘ 0,195 pmol-1™* ‘ 0,391 pmol-1* ‘ 0,781 pmol-1™*

Roztoky obou latek byly pfipraveny a nafedény stejné jako pii MTT eseji. Osetiené
buniky byly inkubovany za standardnich kultiva¢nich podminek po dobu 48, respektive
72 hodin. Aby bylo méfeni validni, bylo tfeba uchovat i mrtvé bunky. Proto bylo z kazdé
jamky odebrano kultivaéni médium a pfeneseno do fadné oznacené 1,75ml mikrozkumavky.
Nasledné byly zivé ptisedlé bunky promyty 250 ul roztoku 1x PBS, pticemz oplachové PBS
nasledné¢ uchovavano nebylo. Po promyti bylo K bunikam pfipipetovano 100 pl roztoku
trypsin/EDTA. Po 4 minutach v inkubatoru bylo do jamek napipeptovano 500 pl pfislusného
kultiva¢niho média a buiiky v ném byly dikladné resuspendovany. Bunécna suspenze byla
nasledné kvantitativné ptrenesena do mikrozkumavky k odpovidajici diive odebrané mrtvé
frakci. Obsah zkumavky byl dukladné¢ promichan. Poté bylo v 0,6ml mikrozkumavce
smichano 10 pl bunééné suspenze s 10 pl 0,4% roztoku trypanové modii a byla zmétena
bundena viabilita na automatické pocitadce TC20™. Smichani bun&ené suspenze a trypanové
modii bylo vzdy provedeno tésné pied vlastnim métenim viability. Vypocet frakéni viability
probéhl dle vzorce:

pocet Zivotaschopnych bunék /ml

T %1
frakéni viabilita [%] celkovy potet bunsk/ml 00
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5 VYSLEDKY

5.1 Vybér nadorovych linii a testovacich latek

Prvnim tukolem pfedkladané diplomové prace bylo vybrat vhodny model pro testovani
relativni a frakéni viability, konkrétn¢ zvolit vhodné bunécné linie a latky pro testovani.
Pro experimentalni praci byly vybrany dvé lidské nadorové linie. Linie HCT 116 odvozena
z karcinomu tlustého stieva a linie BXPC3 odvozena z adenokarcinomu pankreatu. Hlavnim
kritériem pii vybéru téchto bunéénych linii byla délka jejich bunééného cyklu, pricemz cilem
bylo vybrat linie, jez se vtomto parametru co nejvice lisi. Bunétna linie HCT 116 byla

zvolena jako rychle se délici, buné¢na linie BxPC3 pak jako pomalu se d¢€lici.

Od vybéru nadorovych linii se nasledné odvijela volba testovacich latek. Testovaci
latky byly nejdfive hleddny na zakladé¢ nadorovych onemocnéni, ze kterych jsou vybrané
bunééné linie odvozeny. Dalsim hodnoticim parametrem byl mechanismus jejich G¢inku.

Pro ptehlednost nebyly voleny kombinace 1éCiv, ale pouze samostatné latky.

Cilem bylo opét zvolit dvé riznorodé slouceniny. Jako zastupce cytotoxickych latek
byl vybran 5-fluorouracil. Nokodazol byl zvolen jakoZzto zastupce latek cytostatickych.
Nokodazol momentalné neni schvalenym lé¢ivem, nicméné je hojné vyuzivan v primarnim

vyzkumu a v laboratofi byl dostupny.

5.2 Méfeni relativni viability pomoci MTT eseje

Pomoci MTT eseje byla méfena relativni viabilita, pficemz veSkeré vysledky byly
normalizovany na kontrolu. Kontrolni bunky byly kultivoviny v médiu a v médiu
s pfidavkem vehikula (DMSQO). Vystupem byla hodnota 1Csp, coz je koncentrace, pii které
latka vykazuje 50 % svého maximalniho inhibi¢niho G¢inku (Aykul et Martinez-Hackert,
2016). Experimenty byly nejdfive provadény na bunécné linii HCT 116 a az nasledné na linii
BxPC3. Pro piehlednost vysledku je souhrnna Tabulka €. 6 rozdélena na dil¢i Casti a ty jsou

uvedeny v textu, ktery se k nim odkazuje.

Na zéaklad¢ publikaci (Zhao et al., 2022, Zhang et al., 2022, Ardil et Alper., 2022) bylo
prvotni rozmezi koncentraci testovacich latek pro MTT esej nabuné&cné linii HCT 116
nastaveno na 0,195 pmol-1™ az 100 pmol-1*. Po prvnim MTT testu se nicmén& ukéazalo,
Ze V tomto rozsahu koncentraci nebude hodnota ICs ziskana ani pro jednu z testovacich latek.
Rozsah koncentraci byl tedy ptehodnocen. Pro 5-fluorouracil bylo nutné testované rozmezi

koncentraci zvysit. Naopak pro nokodazol bylo tfeba pocate¢ni koncentraci snizit. V ramci
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dalich testii bylo rozmezi koncentraci nastaveno na 0,781 az 200 pmol-1™" pro 5-fluorouracil
20,049 az 25 umol-1™" pro nokodazol. V pripadé nokodazolu byl rozsah koncentraci z divodu
Gispory testovaci latky jestd jednou sniZen, a to na 0,01 az 5 pmol-1'1. U¢inek obou testovacich

latek byl hodnocen po 48 a 72 hodinéch.

Hodnota 1Csg 5-fluorouracilu 48 hodin po oSetfeni odpovidala 44,3 + 7,4 um01~1'1,
po 72 hodinach pak 11,0 + 1,5 umol-1™* (viz Tabulka &. 4). Hodnota 1Cso 5-fluorouracilu byla

po 72 hodinové inkubaci 4% nizsi nez po 48 hodinové inkubaci.

Tabulka & 4: Hodnoty ICsy (v pumol'l?) a smérodatné odchylky ziskané MTT esejemi
pro obé¢ testovaci latky, nadorova linie HCT 116

5-fluorouracil Nokodazol
48 h 72h 48 h 72h
1Cso S. 0. 1Cs S. 0. 1Cs S. 0. 1Cso S. 0.
HCT116 44,3 7.4 11,0 1,5 0,095 0,016 0,036 0,011

Vysledky jsou uvedeny jako praméry =+ smérodatna odchylka (s. 0.) ziskané ze tif nezavislych méfeni
provedenych v duplikatu

Zavislost viability bunék nadorové linie HCT 116 na koncentraci 5-fluorouracilu
je zobrazen v Grafu €. 1. ,,Dose response* kiivka ukazuje, ze viabilita buné€k klesa se rostouci
koncentraci 1é¢iva. Nastup ucinku 5-fluorouracilu je pozvolny a s prodluzujicim se Casem

se ucinek zvysuje.
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Graf ¢. 1: Zavislost viability nadorové linie HCT 116 na koncentraci 5-fluorouracilu [uM]

48 a 72 h po osetfeni
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Nokodazol pii vSech provedenych MTT testech vykazoval vyrazn€ vyssi ucinek
a to i pii nizsich koncentracich nez 5-fluorouracil. Po 48 hodinové inkubaci byla hodnota ICs
nokodazolu 0,095 + 0,016 pmoll*, po 72 hodinich potom 0,036 + 0,011 pmol-1*
(viz Tabulka ¢. 4). Zaznamenan byl tedy téméf trojnasobny pokles — rozdil mezi jednotlivymi
dasy neni tak vyrazny jako u 5-fluorouracilu. Uginek rtiznych koncentraci nokodazolu

na bunky nadorové linie BxPC3 po 48 i 72 hodinach je zobrazen na Grafu ¢. 2.
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Graf €. 2: Zavislost viability nadorové linie HCT 116 na koncentraci nokodazolu [uM]

48 a 72 h po osetieni

Srovnani puasobeni 5-fluorouracilu a nokodazolu po 48 hodinach je znazornéno
na Grafu ¢. 3. Ztohoto grafu vyplyva, ze ucinek nokodazolu nastupuje pii nizsich
koncentracich a mechanismus ¢inku je pravdépodobné jiny nez u 5-fluorouracilu. Prabéh
kiivek také ukazuje, ze 5-fluorouracil nedosahuje stejné vysokého uc¢inku jako nokodazol,
atoani vnejvyssich testovanych koncentracich. 1Csy 5-fluorouracilu je pro tento ¢as téméf

466% vyssi nez ICsp nokodazolu (viz Tabulka €. 4).

Porovnani ucinku obou latek po 72 hodindch je znazornéno na Grafu ¢. 4. Zde
je patrné, Ze se ucinek S-fluorouracilu piiblizil maximalnimu pozorovanému ucinku
nokodazolu vice, nez tomu bylo po 48 hodinach. Pfi srovnani hodnot ICsy vSak stale
nalezneme vyrazny rozdil. Hodnota ICsy 5-fluorouracilu je témét 306x vyssi, z cehoz

vyplyva, ze nokodazol byl v ramci této bunécné linie potentnéj$im léCivem.
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Graf ¢. 3: Zavislost viability nadorové linie HCT 116 na koncentracich testovacich

latek [uM] 48 h po oSetieni
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Graf ¢. 4: Zavislost viability nadorové linie HCT 116 na koncentracich testovacich

latek [uM] 72 h po oSetieni

V pocatcich prace sbunécnou linii BxPC3 bylo vyuzito optimalizace provedené
nalinii HCT 116. Rozptyl koncentraci pro 5-fluorouracil byl nejdiive nastaven
na 0,781 umol-l'1 az 200 pmol-l’l. Stanoveni hodnoty ICsy vSak nebylo Vramci tohoto

rozmezi piili§ Gsp&iné. Rozsah koncentraci byl nasledné upraven na 0,488 pumol-1" az 250
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umol-I". Koncentrace nokodazolu byla pro viechna méfeni zachovéna v rozsahu

0,01 um01~l'1 az s um01~1'1.

Tabulka & 5: Hodnoty ICsy (v pumol'I?) a smérodatné odchylky ziskané MTT esejemi

pro obé¢ testovaci latky, nadorova linie BXPC3

5-fluorouracil Nokodazol
48 h 72h 48 h 72h
I1Cs S. 0. 1Cs S. 0. 1Csx S. 0. I1Cs S. 0.
BxPC3 104,2 13,3 13,1 1,8 0,045 0,005 0,032 0,006

Vysledky jsou uvedeny jako priméry + smérodatnd odchylka (s. o.) ziskané ze tii nezavislych méfeni

provedenych v duplikatu

Hodnota [Csp 5-fluorouracilu pii vyhodnoceni po 48 hodinach odpovidala
104,2+ 13,3 pmol-1* a po 72 hodinach 13,1 + 1,8 umol-1* (viz Tabulka & 5).
Mezi jednotlivymi Casy jetedy zjevné vyrazné snizeni, konkrétné 8x. Zavislost viability
bun¢k nadorové linie BXPC3 na koncentraci 5-fluorouracilu je zobrazena na Grafu ¢. 5.
Z tohoto grafu vyplyva, ze S rostouci koncentraci a S prodluzujicim se Casem, se zvySuje
ucdinnost testovaci latky. Obdobny prubéh ma také ,,dose response” ktivka 5-fluorouracilu
pro buné¢nou linii HCT 116.
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Graf ¢. 5: Zavislost viability nadorové linie BXPC3 na koncentraci 5-fluorouracilu [uM]

48 a 72 h po oSetieni
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Hodnota ICsg nokodazolu 48 hodin po oSetfeni odpovidala
0,045 + 0,005 pmol-1™a po 72 hodinach pak 0,032 + 0,006 pmol-1* (viz Tabulka &. 5). Jedna
se 0 nejmén¢ vyrazné sniZzeni hodnoty ICsy ze vSech testovanych variant — pouze 1,4x.
Z Grafu ¢. 6 je patrné, ze uCinek nokodazolu na bunécnou linii BXxPC3 je znacny jiz
po 48 hodinach. Pribé¢h ,,dose response kiivek odpovidé pribéhu sledovanému u nadorové

linie HCT 116.
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Graf ¢. 6: Zavislost viability nadorové linie BxPC3 na koncentraci nokodazolu [uM]

48 a 72 h po oSetieni

Utinek 5-fluorouracilu a nokodazolu na bun&nou linii BxPC3 po 48 hodinach
je znazornén na Grafu ¢. 7. Hodnota ICs 5-fluorouracilu je 2316x vyssi nez ICso nokodazolu
(viz Tabulka ¢. 5). Na Grafu ¢. 7 je vidét, ze opét ani nejvysSSi testovana koncentrace

5-fluorouracilu nedosahuje stejného G¢inku jako fadove nizsi davky nokodazolu.

Po 72 hodinach je patrny stejny trend (viz Graf ¢. 8), i kdyz nejvyssi testované
koncentrace 5-fluorouracilu se k maximalnimu pozorovanému u¢inku nokodazolu ptiblizuji
vice. 1Csp 5-fluorouracilu je 409x vyssi nez ICso nokodazolu (viz Tabulka ¢. 5). Podobny

prubéh kiivek bylo mozné pozorovat také u linie HCT 116.
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Graf ¢&. 7: Zavislost viability nadorové linie BxPC3 na koncentracich testovacich latek [uM]

48 h po osetieni
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Graf ¢. 8: Zavislost viability nadorové linie BXPC3 na koncentracich testovacich latek [uM]

72 h po oSetieni

Celkové z provedenych MTT eseji a ziskanych hodnot 1Csy vyplyva, ze potentnéjsi
testovaci latkou byl v pfipadé obou linii nokodazol (viz Tabulka ¢. 6). U 5-fluorouracilu byl
na druhou stranu viditelny vyraznéjsi pokles viability mezi studovanymi ¢asy. Z pohledu l1é¢iv

byl 5-fluorouracil u¢inné;jsi na nadorové linii HCT 116, nokodazol potom na linii BXPC3.
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Tabulka ¢. 6: Souhrnné vysledky — hodnoty ICsp (v pmol-1'1) a smérodatné odchylky ziskané
MTT esejemi pro obé¢ testovaci latky, nadorova linie HCT 116 i BXxPC3

5-fluorouracil Nokodazol
48 h 72h 48 h 72h
1Cs S. 0. 1Cs S. 0. 1Cs S. 0. ICso S. 0.
HCT116 443 7,4 11,0 1,5 0,095 0,016 0,036 0,011
BxPC3 104,2 13,3 13,1 1,8 0,045 0,005 0,032 0,006

Vysledky jsou uvedeny jako priméry + smérodatnd odchylka (s. o.) ziskané ze tii nezavislych méfeni

provedenych v duplikatu

Z tvaru kitivek popisujicich zavislost viability na koncentraci 5-fluorouracilu (viz Graf
¢. 1 a 5) vyplyva, Zze by bylo vhodné testovat i vy$$i koncentrace 1éCiva. Na rozdil
od nokodazolu, nebylo ani jednou dosazeno plateau faze a je tedy mozné, ze pii vyssich
koncentracich by se viabilita bun¢k jest¢ dale snizovala. Pribéh kiivek také odpovida

mechanismu uc¢inku testovacich latek.

5.3 Méfeni frakéni viability prostiednictvim barveni trypanovou mod¥i

Pomoci barveni trypanovou modii byla stanovovéana frakéni viabilita. Na rozdil
od MTT eseji nebyla v ramci téchto méteni provedena normalizace na kontrolu. Experimenty
stejné¢ jako v ptipadé MTT eseji byly nejdiive provadény na bunécné linii HCT 116
a az nasledné na linii BXPC3. Koncentrace testovacich latek byly stanoveny na zakladé
vysledki MTT testt. Pro 5-fluorouracil byly zvoleny koncentrace 3,125; 25; 150 a 200
umol-1", pro nokodazol pak 0,098; 0,195; 0,391 a 0,781 pumol-1™*. Kontroly byly zachovéany
jako pii MTT esejich, nicméné pro piehlednost jsou v grafech zaneseny pouze kontroly bez
vehikula (kontroly s vehikulem vykazovaly viabilitu srovnatelnou s kontrolami bez ngj).
Vyhodnoceni prob&hlo opét po 48 a 72 hodinach. Ziskana data byla statisticky vyhodnocena
pomoci Studentova t-testu, pricemz hodnota p < 0,05 byla povazovana za statisticky

signifikantni. Experimenty byly provadény v triplikatu a ve tfech nezavislych opakovanich.

Frak¢ni viabilita bun€k nadorové linie HCT 116 48 a 72 hodin po oSetieni
5-fluorouracilem je znazornéna na Grafu ¢. 9 a €. 10. Z Grafu ¢. 9 vyplyva, ze 48 hodin
po osetfeni je stale vice nez 50 % bun€k Zzivotnych a to i Vv pfipadé nejvyssi pouzité
koncentrace. Po 72 hodinach je patrny pokles viability bun¢k kultivovanych s pridavkem 150
a 200 pmol-1* 5-fluorouracilu. Pravé mezi témito hodnotami byl nalezen statisticky

vyznamny rozdil. U koncentrace 25 pmol-1™ také doslo ke sniZeni viability, nicméné tento
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pokles nebyl statisticky signifikantni. Z grafii Ize dale vycist, ze s prodluzujicim se casem

uc¢inek 5-fluorouracilu roste.
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Graf ¢. 9: Frakéni viabilita nadorové Graf €. 10: Frakéni viabilita nadorové

linie HCT 116 48 h po oSetfeni 5-FU linie HCT 116 72 h po osetfeni 5-FU

Frakéni viabilita bunék linie HCT 116 po oSetfeni nokodazolem je zndzornéna
na Grafech ¢. 11 a 12. Vtomto pfipadé byl statisticky signifikantni rozdil nalezen
koncentraci nokodazolu statisticky vyznamny rozdil nalezen nebyl. Z toho lze usuzovat,
7e nokodazol v koncentraci 0,781 pmol-I* vyvolal maximélni pozorovanou, ptipadné ji

blizkou odpovéd’ jiz po 48 hodinach.
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Graf ¢. 11. Frakeni viabilita nadorové Graf €. 12: Frakéni viabilita nddorové

linie HCT 116 48 h po oSetfeni NOCO  linie HCT 116 72 h po o$etieni NOCO
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Ze srovnani Grafi €. 9, 10, 11 a 12 vyplyva, Ze nokodazol snizil viabilitu bunék linie
HCT 116 vice a soucasné Vv nizsich koncentracich nez 5-fluorouracil. Na zakladé toho lze

konstatovat, ze nokodazol je potentngjsi testovaci latkou nez 5-fluorouracil.

Vysledky méfeni frakéni viability bunék nadorové linie BxPC3 48 a 72 hodin
po osSetteni S-fluorouracilem jsou zndzornény na Grafech ¢. 13 a 14. U této bunééné linie byl
pozorovan vyrazn&j$i pokles viability po oSetfeni 5-fluorouracilem nez u bunék linie HCT
116. Pomoci t-testu (p < 0,05) byl statisticky signifikantni rozdil odhalen u nejvyssich uzitych

koncentraci — 150 a 200 pmol-1*. Viechny testované koncentrace 5-fluorouracilu, véetnd

v
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Graf ¢. 13: Frak¢ni viabilita nddorové Graf &. 14: Frakéni viabilita nadorové

linie BxPC3 48 h po oSetfeni 5-FU linie BxPC3 72 h po oSetfeni 5-FU

Frak¢éni viabilita bunék linie BxPC3 48 a 72 hodin po oSetfeni nokodazolem
je znazornéna na Grafech 15 a 16. Statisticky signifikantni rozdil byl pomoci t-testu

(p < 0,05) nalezen pouze u koncentrace 0,195 pmol-1™.
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Graf ¢. 15: Frakéni viabilita nadorové Graf € 16: Frakéni viabilita nadorové

linie BXxPC3 48 h po osetieni NOCO linie BXPC3 72 h po osetieni NOCO

Obe¢ latky jiz po 48 hodinach usmrtily vice nez 50 % bunék (viz Graf 13, 14, 15 a 16),
nicméné nokodazol opét snizoval viabilitu bun¢k linie BXPC3 vyraznégji nez 5-fluorouracil
v fadov€ nizSich koncentracich a lze tedy konstatovat, ze je na pro tuto buné¢nou linii
potentnéjSi. Ze srovnani Grafu ¢. 9, 10, 13 a 14 vyplyva, Ze celkov€é byl ucinek
5-fluorouracilu na buné¢nou linii BxPC3 vyraznéjsi nez na linii HCT 116. Nokodazol taktéz

vykazoval vyssi potenci pro linii BxPC3 (viz Graf ¢. 11, 12, 15 a 16).

Z vysledkl barveni trypanovou modii vyplyva, ze pro ob& bunécné linie je potentnéjsi
testovaci latkou nokodazol. Stejné jako MTT eseje i barveni trypanovou modii potvrdilo,
ze S5-fluorouracil vyZaduje delSi inkubacni dobu pro plné rozvinuti t€inku a naopak, ze u¢inek

nokodazolu nastupuje rychleji.

5.4 Srovnani relativni a fraké¢ni viabillity na piikladu 5-fluorouracilu

Na zékladé MTT eseje nelze urcit, zda buiniky prosly apoptézou a jsou mrtvé,
nebo u nich doslo k zastaveni proliferace, pfipadné k snizeni metabolické aktivity. To je
pfi testovani tieba rozli§it a mozné to je naptiklad srovnanim relativni viability ziskané MTT

eseji a frak¢ni viability zméfené pomoci barveni trypanovou modii.

Srovnani relativni a frakéni viability bunek linie HCT 116 48 a 72 hodin po osetfeni
5-fluorouracilem o koncentraci 150 pmol-I™* je zobrazeno v Grafu & 17. Z grafu je patrné,
ze frak¢ni viabilita ziskana pomoci barveni trypanovou modii je vyrazn€ vyssi nez relativni

viabilita zméfena MTT eseji, pficemz rozdil je signifikantn€jsi 72 hodin po osetieni.
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Graf ¢. 17: Srovnani relativni a frak¢éni viability bunék linie HCT 116 48 a 72 h po oSetieni

5-fluorouracilem o koncentraci 150 pmol-1™

V Grafu €. 18 je zndzornéno srovnani relativni a frakéni viability bun¢k nadorové linie
BxPC3 48 a 72 hodin po oSetfeni. Po 72 hodinéch je frakcni a relativni viabilita téméf totozna
a ani pomoci t-tetu nebyl mezi hodnotami nalezen statisticky signifikantni rozdil. Po 48
hodinach rozdil mezi frakéni a relativni viabilitou vyrazngj$i, pfiCemz relativni viabilita

je vyssi.
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Graf ¢. 18: Srovnani relativni a frak¢ni viability bunék linie BxPC3 48 a 72 h po oSetfeni

5-fluorouracilem o koncentraci 150 pmol-1™

Pti srovnani Grafli 17 a 18 lze vidét, Ze vyraznéjsi rozdily mezi relativni a frak¢ni
viabilitou byly zaznamenany u rychle se délici nadorové linie HCT 116. To naznacuje,
ze cytotoxicita 5-fluorouracilu pro linii HCT 116 by mohla byt v disledku namnozeni

kontroly nadhodnocena.
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5.5 Hodnoceni rozsahu apoptoézy pomoci inverzniho mikroskopu

Veskerym experimentim piedchézela vizualni kontrola buné€k pomoci inverzniho
mikroskopu s naslednou fotografickou dokumentaci (foceno pii zvétseni 20%). Po oSetieni
bunék testovacimi latkami byly pozorovany charakteristické projevy apoptdzy jako zména
objemu, fragmentace jader i celych bunék. (viz Obrazek ¢. 5, 6, 7, 8, 10, 11, 12 a 13).
Sledovan byl také dobry stav kontrolnich populaci (viz Obrazek ¢. 9 a 14).

Obrazek ¢. 5: Nadorova linie HCT 116 48 h  Obrazek €. 6: Nadorova linie HCT 116 72 h
po oSetfeni 5-FU o koncentraci 200 pM po osetieni 5-FU 0 koncentraci 200 pM

—

Obriazek €. 7: Nadorova linie HCT 116 48 h  Obrazek &. 8: Nadorova linie HCT 116 72 h

po osetieni NOCO o koncentraci 0,781 uM po osetieni NOCO o koncentraci 0,781 uM

Obrazek €. 9: Kontrolni buiiky nadorové
linie HCT 116
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Obrazek ¢. 10: Nadorova linie BxPC3 48 h
po oSetfeni 5-FU 0 koncentraci 200 pM

Obrazek ¢. 12: Nadorova linie BxPC3 48 h
po osetfeni NOCO o koncentraci 0,781 uM

Obrazek €. 14: Kontrolni buiky nddorové
linie BXPC3

Obrazek ¢. 11: Nadorova linie BxPC3 72 h
po oSetfeni 5-FU o0 koncentraci 200 pM

Obrazek ¢. 13: Nadorova linie BxPC3 72 h
po osetieni NOCO o koncentraci 0,781 uM
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6 DISKUSE

Predlozena diplomova prace si kladla za cil studovat aktivitu dvou testovacich latek
na zvolenych buné¢nych modelech pomoci dvou in vitro testi cytotoxicity — MTT eseje
a barveni trypanovou modii. Pomoci obou téchto testii je hodnocena bunétna viabilita,
ale vzdy jiného charakteru. MTT eseji je méfena tzv. relativni viabilita, pii barveni
trypanovou modii pak viabilita frakéni. Tyto testy byly vybrany zamérnég, protoze jsou
v Laboratofi molekularni biofyziky a farmakologie dobfe zavedeny. Navic je MTT esej dnes
povazovana za ,zlaty standard“ pro hodnoceni cytotoxicity potencialnich [éCiv
aje v primarnim vyzkumu rutinni zalezitosti. Tato metoda nicméné vykazuje celou fadu
limitaci, které je tieba vzit v uvahu pfed zahdjenim vlastnich experimenti. Dnes je mozné
dohledat mnoho publikaci, které se problematice srovnani riznych testi cytotoxicity vénuji

(Borenfreund et al., 1988, Petty et al., 1995, Schréterova et al., 2009, Zwolak, 2013).

Experimenty byly provadény na nadorové linii HCT 116 odvozené
z kolorektalniho karcinomu a na linii BXPC3 odvozené z adenokarcinomu slinivky bfisni.
Testovacimi latkami byl 5-fluorouracil a nokodazol. Oba testy byly vyhodnocovany po 48
a 72 hodinach.

V ramci experimentalni Casti se podafilo UspéSné stanovit frakéni viabilitu bunck
i hodnoty ICsg. Na zakladé téchto ziskanych vysledkt 1ze konstatovat, Ze potentnéjsi testovaci
latkou jak pro linii HCT 116, tak také pro linii BXPC3 byl nokodazol. Dale lze fici, Ze obé
metody poskytuji zna¢né odlisné vysledky. Nesoulad v hodnoceni viability pomoci MTT
eseje a ptimého pocitani bunék zaznamenali napiiklad také Stepanenko et Dmitrenko (2015)
nebo Zwolak (2013).

Viabilita bunék byla na zakladé barveni trypanovou modti ve vétSing ptipadi vyrazné
vyS$8i nez viabilita stanovena MTT testy. Vétsi diskrepance byly nalezeny u vyhodnoceni
po 48 hodinach. Tyto rozdily mohou naznacovat, ze MTT esej nadhodnocuje cytotoxické
ucinky testovanych latek. Buiky, které jsou metabolicky méné aktivni nebo je ovlivnéna
jejich proliferace totiz mohou byt na zakladé MTT eseje nespravné determinovany jako
mrtvé. SniZzeny metabolismus vSak neovlivni vysledky barveni trypanovou modfi. Pfi ném

se tyto buniky budou stale jevit jako Zivotné.

Dalsim faktorem, ktery by potencialné mohl K pozorovanym rozdilim pfispét je

I nadhodnoceni viability, které popisuje Altman (1993). Podle n¢j jsou bunky v ranych fazich
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apoptozy schopné barvivo ¢astecné vylucovat a mohou tak byt nespravné vyhodnoceny jako

zivotné.

Vysoké smérodatné odchylky a naopak nizsi viabilita (ve srovnani s vysledkem MTT
eseje) zaznamenana U linie BXPC3 po osetfeni 5-fluorouracilem byla pravdépodobné
mnohokrokovy proces, ktery zahrnuje trypsinizaci a sklizeni bunék. Pravé proces trypsinizace
predstavoval nejvétsi riziko snizeni viability vzorku. PfiliS dlouhd expozice trypsinu totiz
muze vést k usmrceni ptivodné zivych bunék. Ob¢ bunétné linie byly adherentni, nicméné
béhem trypsinizace se chovaly odlisn¢. Bunky linie HCT 116 se ode dna desky uvoliiovaly
snadno. S bunkami linie BXPC3 byla prace komplikovanéjsi. Ani po prodlouzené inkubaci
s trypsinem se od podkladu téméi neuvoliovaly. Buriky tedy bylo potieba sklizet Skrabkou.
Po uvolnéni se navic drzely v okrajich jamek desticky abylo nutné je dukladné
resuspendovat. Po sklizeni ptislusné bunééné populace vzdy pro jistotu probéhla také kontrola
dna jamky pomoci mikroskopu. Proces sklizeni vSak byl pro buiky pomérné naroény

a v pribéhu mohlo dojit k jejich mechanickému poskozeni.

Pro vlastni pocitani bunék nebyla v ramci experimentt vyuzivana Biirkerova komurka,
ale automaticka po¢itatka TC20™ od spole¢nosti Bio-Rad. Vlastni hodnoceni, zda je buiika
obarvena, ¢i nikoliv tedy nebylo zatizeno lidskym faktorem. Drobnou piekazku piedstavovalo
rozmezi (5x10* az 1x10" bundk/mililitr), ve kterém pouzitd pocitacka pracuje. Sklizené
mnozstvi bunék bylo po aplikaci zejména vysokych koncentraci testovacich latek velmi nizké.
Bunky byly také siln€ nafedéné a Vv nékterych piipadech pocitatka nebyla schopna
koncentraci bunééné suspenze zméfit. Celkové lze fici, Ze reprodukovatelnost barveni
trypanovou modii byla ve srovnani s MTT esejemi niz$i. Pfed nepiesnostmi stanovovani
viability pomoci barveni trypanovou modii varovala jiz Tennant (1964) a to zejména, pokud

je ptedpokladana viabilita buné¢né populace nizsi.

Dalsi nevyhodou barveni trypanovou modii bylo, Ze neposkytovala Zadnou informaci

0 buné¢ném metabolismu (Schwartz et al., 2020).

Ze ziskanych vysledka dale wvyplyva, ze obé¢ metody jsou pomérné dobré
pro demonstraci zavislosti u¢inku testované latky na case. Nokodazol i 5-fluorouracil
ve vysokych koncentracich zpisobovaly signifikantni sniZeni viability u obou bunéénych
linii, nicméné jednotlivé linie vykazovaly odliSnou sensitivu k testovacim latkam. Na zakladé

hodnot ICso byla viaé¢i nokodazolu rezistentnéjsi linie HCT 116. Vuci S-fluorouracilu pak
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bunééna linie BxPC3, coz odpovida predpokladu. Mechanismus t¢inku 5-fluorouracilu totiz
spociva v inhibici thymidylat syntazy a v interferenci s replikaci DNA (Longley et al., 2003,
Vodénkova et al., 2020, Hruba et al., 2023), z ¢ehoz vyplyva, Ze narozdil od nokodazolu,
se ucinek 5-fluorouracilu bude postupné s casem a prodélanymi bunéénymi cykly vyraznéji
zvySovat. To MTT esej potvrdila a stejnych vysledk dosahl také naptiklad Ardil et Alper
(2022).

Pomérn¢ piekvapivé vSak bylo, ze rozdil v poklesu hodnot 1Csy 5-fluorouracilu
byl dvakrat vétsi pravé pro pomalu se délici linii BXPC3. I kdyz je tento rozdil mozny, nebylo

ocekavano, ze bude az tak vyrazny.

Cim je tato sledovana skute&nost zptisobena, neni jasné. Jednou z moznych variant
je snizeni viability kontrolnich bunék linie HCT 116. Pfi vyhodnoceni MTT eseje dochazi
k normalizaci na tyto kontrolni buiiky a pfedpoklada se, ze jejich viabilita je 100% (Krebs
etal., 2018). Pokud tomu tak neni a Zivotnost kontroly je n&jakym negativnim zptisobem
ovlivnéna, mize dojit ke zkresleni vysledku testu. V tomto ptipadé buriky linie HCT 116
rostly velmi rychle a pfi vizualni kontrole pted vlastni MTT eseji dosahovaly vzdy (témér)

100% konfluence. Praveé vysoka konfluence mize negativné ovliviiovat viabilitu bunék.

Pti srovnani frakéni a relativni viability byly vétsi rozdily zaznamenany naopak u linie
HCT 116. U linie BxPC3 nebyl po 72 hodinéach rozdil zaznamenan, po 48 hodinach rozdil
zaznamenan byl, nicméné mensi nez u linie HCT 116. Vzhledem Kk tomu, ze se bunky linie
HCT 116 déli ptiblizné tfikrat rychleji nez buiiky linie BXxPC3, je mozné, Ze hodnota ICs
S5-fluorouracilu byla u linie HCT 116 ovlivnéna intenzivnim naristem neoSetfenych
kontrolnich buné&k. Pokud se buniky kontroly intenzivné dé€li, dochazi v disledku normalizace

k nadhodnoceni cytotoxického ucinku testované latky a tedy i ke snizeni hodnoty ICsy.

Kromé vySe uvedenych nedostatki MTT eseje zpusobenych zejména nutnosti
normalizace vuéi kontrole mize byt Gcinek testované latky nadhodnocen, ¢i podhodnocen
v disledku dalsich faktor. Jak uvadi Stepanenko et Dmitrenko (2015) expozice nékterym
lécivim muiZe v bunikach vyvolat metabolické adaptivni zmény, které mohou zasahnout také
dehydrogenazy zajistujici redukci MTT. Podle Ulukaya et al., 2004 je také vhodné pied eseji
ovetit, zda testované lécivo s MTT chemicky neinteraguje. Navic urcitou diskrepanci
do vysledkid vnasi také piipadné promyvaci kroky (Campling et al., 1991). Naopak vyhodou
MTT eseje oproti barveni trypanovou modii je urCit€¢ moznost automatizace a mensi casova

naroc¢nost.
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7 ZAVER

Ptedlozena diplomova prace se zabyva problematikou faktori ovliviiujicich vyhodnoceni
in vitro testd cytotoxicity. Teoreticka ¢ast je vénovana zejména preklinickému hodnoceni
1ékové odpoveédi biologicky aktivnich latek, apoptoze a ovlivnéni proliferace. Uveden je také
ptehled in vitro metod pro studium relativni a frakéni viability, struény vycet v soucasnosti
uzivanych chemoterapeutik a kratkd charakteristika uzitych testovacich latek. Néplni
experimentalni ¢asti diplomové prace bylo provedeni MTT eseji a tzv. trypan bue exclusion
eseje (barveni trypanovou modii). Pracovano bylo se dvéma odlisnymi bunéénymi liniemi

a dvéma testovacimi latkami. Vyhodnoceni experimentti probihalo vzdy po 48 a 72 hodinéch.

Prostfednictvim MTT testli byly Gspésné stanoveny hodnoty ICsy pro obé testovaci latky
na obou bunéénych liniich. Tyto hodnoty byly nasledné srovnavéany s vysledky barveni
trypanovou modii. Obé metody potvrdily, Ze 5-fluorouracil i nokodazol ve vysokych
koncentracich vyznamné snizuji viabilitu. Potence testovacich latek zjisténa jednotlivymi
testy se vSak vyrazné liSila. Ve vétSiné ptipadll barveni trypanovou modii vykazovalo vétsi

viabilitu nez MTT esej.

. Bylo dokazano, ze MTT esej 1 barveni trypanovou modii maji své nedostatky.
V piipadé¢ obou metod muze dojit k nadhodnoceni, piipadné podhodnoceni viability,
respektive cytotoxickych vlastnosti testovanych latek. Barveni trypanovou modii neposkytuje
informace o metabolické aktivité bunék. Na zakladé MTT eseje pak nelze ur€it, zda bunky
prosly apoptozou, €i jsou pouze metabolicky méné aktivni. Vysledky hodnoceni cytotoxicity
jsou navic zavislé na mechanismu ucinku testované latky, Case vyhodnoceni, ale také
na rychlosti proliferace bunécéné linie, na které jsou experimenty provadény. Zavérem tedy lze
konstatovat, ze pro ziskani ucelen¢ho obrazku o viabilit¢ bunécné populace a toxicité

studované latky je nejvhodnéjsi souc¢asné kombinovat vice riznorodych in vitro technik.
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